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Implication des canaux perméables au calcium dans I'homéostasie

tissulaire de I’épiderme humain.

La structure de 1’épiderme est le résultat de la régulation de 1’équilibre entre la
prolifération, la migration et la différenciation des kératinocytes. Le calcium est 1’un des
seconds messagers controlant ces mécanismes. Parmi les différents acteurs de 1’homéostasie
calcique, les canaux ioniques jouent un réle majeur. Ainsi, I’identification de ces canaux et
des mécanismes par lesquels ils régulent la différenciation, la prolifération et la migration des
kératinocytes est primordiale pour une meilleure compréhension de la physiologie de la peau
humaine.

Mes travaux se sont donc focalisés sur I’implication de ces canaux calciques dans les
mécanismes impliqués dans le développement de 1’épiderme.

Les résultats ainsi obtenus ont pu mettre en évidence que la présence du canal TRPV6
a la membrane des kératinocytes est importante pour leur différenciation et qu’elle pouvait
étre régulée par un mécanisme de translocation a la membrane plasmique. Ces travaux
montrent également, pour la premiére fois, que le canal Orail et la protéine réticulaire STIM1
sont exprimes dans les kératinocytes de 1’épiderme humain et qu’ils participent au courant
calcique de type SOC. Le canal Orail est principalement impliqué dans la prolifération et la
migration des kératinocytes non-différenciés, correspondant aux cellules de la couche basale
de I’épiderme. L’implication d’Orail dans la migration des kératinocytes est liée a son role
dans la dynamique de I’assemblage et du désassemblage des adhésions focales passant par
’activation de la protéine kinase FAK.

Enfin, des résultats préliminaires montrent que lors de la différenciation des
kératinocytes induite par le Ca®* extracellulaire plusieurs phases de variation de la
concentration en Ca** cytosolique font leur apparition et mettent en jeu les canaux TRPV6 et

Orail de facons différentes.
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Involvement calcium-permeable channels in human epidermis

homeostasis.

Structure of epidermis is the result of a fine regulated balance between proliferation,
differentiation and migration of keratinocytes. Calcium is one of the second messengers
controlling these mechanisms. Among the different players in calcium homeostasis, ionic
channels play a major role. The study of these channels and the mechanisms by which they
regulate the differentiation, the proliferation and the migration of keratinocytes is therefore
crucial in the understanding of skin physiology.

This study is focused on these different Ca®* channels and their implication in the
development of the epidermis.

The results obtained have shown that TRPV6 plasma membrane expression in
keratinocytes is important for differentiation and that it could be regulated by its translocation
to the plasma membrane. These results also showed, for the first time, that the Orail channel
and the ER protein STIM1 are expressed in human epidermis’ keratinocytes and are involved
in SOC current. Also, Orail is mostly implicated in proliferation and migration of non-
differentiated keratinocytes, like the cells in the basal layer of epidermis. Orail is, in fact,
involved in the dynamic of the formation and the turnover of focal adhesions through
activation of the protein kinase FAK.

Finally, preliminary results have shown that Ca*-induced differentiation of
keratinocytes induces several phases of cytosolic Ca®* concentration variations involving

TRPV6 and Orail channels in different ways.
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Glossaire

Acide DésoxyriboNucléique

Acide RiboNucléique

Adénosine TriPhosphate
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Desmoplakine
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INTRODUCTION

« La connaissance scientifique possede en quelque sorte des propriétés fractales:
nous aurons beau accroitre notre savoir, le reste -- si infime soit-il —
sera toujours aussi infiniment complexe que I'ensemble de départ. »

Isaac Asimov
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|. Structure de la peau

I.A. Anatomie générale

La peau est le « vaisseau » du corps humain ; elle recoit et transporte, accepte et rejette selon
les besoins de 1’organisme. Elle protége, respire, sent et s’adapte. Aussi robuste que la peau
puisse paraitre, le bon fonctionnement de ces différents roles requiére une attention et un
entretient particulier. En effet, une rupture de I’organisation complexe de la peau rend celle-Ci
et I’organisme qu’elle protége plus sensible aux blessures et aux pathologies. Par conséquent,
I’organe protecteur du corps humain est aussi fragile qu’il parait résistant.

La peau, aussi appelée tégument (du latin tegumentum, couverture) recouvre une superficie
variant entre 1,5 et 2 m? chez un individu adulte (1). Selon la région du corps et les conditions
auxquelles la peau est soumise, son épaisseur est comprise entre 1 mm au niveau des
paupiéres (peau fine) et 4 mm au niveau palmo-plantaire (peau épaisse). La peau représente
jusqu’a 16% du poids corporel et, par conséquent, elle constitue, quantitativement, I’organe le
plus important du corps humain (1).

La peau ne joue pas uniquement un role de couverture, elle assure la protection des autres
organes en agissant comme une barriére chimique, physique et biologique entre 1’organisme
et I’environnement extérieur (2, 3). D’autre part, elle est un organe sensoriel majeur, impliqué
en particulier dans la perception du toucher. La peau joue également un réle au niveau de la
régulation de la température corporelle, de 1’excrétion des déchets et de la synthése de la
vitamine D (1).

Sur un plan structural, la peau est formée de trois tissus superposés (Figure 1). L’épiderme
(du grec epi- dessus et derma, la peau) et le derme sont solidement soudés 1’un a I’autre par
I’intermédiaire de la jonction dermo-épidermique et cet ensemble est supporté par

I’hypoderme sous-jacent (du grec hypo- en dessous) (4).
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ANATOMIE DE LA PEAU

/ / Poil
finr. Glande sébacée

- Epiderme

—Derme

 +~Hypoderme

Vaisseaux
lymphatiques
Fibre nerveuse

Veine— & [ [ . '
Artére ¥ Follicule pileux
Tissu graisseux
Glande
sudoripare © 7O[i”< Terese Winslow

Figure 1 : Schéma d’une coupe transversale de la peau montrant sa structure générale avec la
superposition de I’hypoderme, du derme et de 1’épiderme, ainsi que les différents éléments qu’ils

contiennent. (© Terese Winslow)
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I.B. L’hypoderme

L’hypoderme, ou fascia superficiel, représente le tissu adipeux sous-cutané, constitué de
tissu conjonctif lache (1). Ce tissu ne fait pas véritablement partie de la peau, mais il est en
interaction fonctionnelle avec la peau et il lui permet d’assurer certaines de ses fonctions de
protection (4). L’hypoderme s’invagine dans le derme et y est rattaché par des fibres de
collageéne et d’¢lastine. Il est essentiellement constitué¢ d’adipocytes, un type de cellules
spécialisées dans le stockage des graisses. L’hypoderme joue par conséquent un role de
réserve énergetique et il participe également a la thermorégulation, grace au caractére isolant

thermique du tissu adipeux.

I.C. Le derme

Le derme est un tissu conjonctif de soutien qui provient du mésoderme embryonnaire (5). Le
derme adhére trés fortement a 1’épiderme par 1’intermédiaire de la membrane basilaire. Son
épaisseur varie entre 2 et 4 mm (1). Les fibroblastes sont les principales cellules du derme.
IIs sont spécialisés dans la synthese de plusieurs types de fibres protéiques : les fibres de
collagéne, les fibres du systeme élastique dont I’élastine, les glycoprotéines et les
protéoglycanes (6). L’ensemble de ces protéines forme un réseau fibreux macromoléculaire
appelé matrice extracellulaire (MEC) dont la composition détermine ses propriétés
mécaniques. Les fibres de collagéne conférent au derme une résistance aux tractions, les
fibres du systéme élastique lui donnent des propriétés élastiques et les protéoglycanes sont
responsables de la résistance a la compression. D’autres cellules sont présentes dans le derme
mais de fagon minoritaire comparativement aux fibroblastes, il s’agit de cellules du systeme
immunitaire, en particulier des macrophages, des lymphocytes et des mastocytes (7). Le
derme est un tissu vascularisé, ce qui lui permet non seulement d’apporter a 1’épiderme
énergie et nutriments, mais aussi de jouer un réle primordial dans la thermorégulation et la
cicatrisation. Il est également pourvu d’un important réseau de terminaisons nerveuses, de
glandes sébacées et sudoripares, ainsi que de follicules pileux, bien que ces derniers
proviennent de 1’épiderme. Le derme se subdivise en deux régions histologiques :

Le derme papillaire (superficiel) : Ce nom provient de la présence de nombreuses papilles

dermiques qui servent a accroitre lI'adhésion et les échanges avec I'épiderme. Il est plus
4
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cellulaire, vascularisé et innervé que le derme réticulaire. Il se compose de fines fibres de
collagene et d'oxytaline qui s'entrecroisent pour former un réseau irrégulier et peu dense.

Le derme réticulaire (profond) : Il contient des fibres de collagéne, d’élaunine et d'élastine

de diameétre plus important qui s’orientent parallélement aux lignes de tension afin d’accroitre
la résistance mécanique de la peau. Le derme réticulaire constitue la plus grande portion du
derme (4).

I.D. La jonction dermo-épidermique

La jonction dermo-épidermique est une région acellulaire séparant le derme de 1’épiderme
qui assure plusieurs fonctions fondamentales (6, 8, 9) (Figure 2):
e Support mécanique pour 1’adhésion de 1’épiderme au derme.
e Déterminer la polarité des kératinocytes de la couche basale de 1’épiderme essentielle
pour la différenciation.
e Barriere sélective permettant le contr6le des échanges moléculaires et cellulaires entre
les deux compartiments.
La jonction dermo-épidermique est classiquement divisée en 4 zones, de 1’épiderme au
derme (8):

La membrane des kératinocytes de la couche basale de 1I’épiderme, par I’intermédiaire des

hémidesmosomes, assure leur ancrage a la lame basale, aussi appelée lame basilaire.

La lame basale est, quant a elle, composée de deux structures :

La lamina lucida (20 a 40 nm d’épaisseur) est traversée par des filaments d’ancrage

riches en laminines qui se lient essentiellement aux extrémités extracellulaires des
intégrines a6P4 a la surface des kératinocytes pour former un complexe d’adhésion
avec les hémidesmosomes (10).

Les hémidesmosomes sont formés de plaques denses composées de plectines et des
BP180 et 230, dans lesquelles viennent s’insérer les filaments intermédiaires de
kératines (11).

Entre les hémidesmosomes, les filaments d’ancrages se lient aux intégrines a3f31 pour

former des adhésions focales (10, 12).

La lamina densa (30 a 60 nm) est majoritairement constituée de collagene de type IV,

de laminines, de nidogene et de proteoglycanes. Elle constitue une zone d’ancrage

5
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intermédiaire pour les filaments et les fibres issus de 1’épiderme et de la zone
fibrillaire (8, 13).

La zone fibrillaire contient des fibres d'ancrages (collagéne de type VII) reliant la lamina

densa de la membrane basale a des plaques d'ancrage dans le derme papillaire (8).

LA JONCTION DERMO-EPIDERMIQUE
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Figure 2: Représentation des différentes structures composant la jonction dermo-
épidermique, des cellules basales épidermiques a la zone fibrillaire du derme papillaire.
(Modifié a partir de © 2006 Netzwerk Epidermolysis bullosa)
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|.E. L’épiderme

L’épiderme est un tissu dérivé de 1’ectoderme embryonnaire qui forme la couche la plus
externe de la peau (5). Il s’agit d’un épithélium pavimenteux pluristratifié, kératinisé, dont
I’épaisseur varie entre 0.05 et 1 mm en fonction de sa localisation. On dit que cet épithélium
est pavimenteux car les cellules superficielles sont plates et forment un pavage. Ce tissu est
aussi qualifié de pluristratifié ou de « malpighien », car il est composé de plusieurs assises
cellulaires. Enfin, cet épithélium est dit kératinisé, car il est le lieu de synthése de protéines
particuliéres, les kératines.

L’épiderme est composé de plusieurs types de cellules épithéliales. On distingue les
kératinocytes (du grec keras, corne) qui sont les cellules majoritaires de 1’épiderme (entre 80
et 90%). Ces cellules synthétisent des kératines, protéines fibreuses insolubles dans 1’eau, qui
leurs conférent des propriétés mécaniques singulieres, a I’origine de la fonction protectrice de
I’épiderme (14). On distingue également 3 autres types de cellules, les mélanocytes, les
cellules de Langerhans et les cellules de Merkel. Ces cellules participent a des fonctions
spécialisées, fondamentales de 1’épiderme (15). Les mélanocytes ont pour fonction de
synthétiser la mélanine, un pigment nécessaire a la protection des cellules de la couche basale
de I’épiderme des effets delétéres des rayonnements Ultra-Violets (UV) et qui détermine la
couleur de la peau (phototype) (16, 17). Les cellules de Langerhans sont des cellules a
caractere immunitaire dont I’activité assure le premier ¢élément de la barriere immunitaire de
la peau (18, 19). Enfin, les cellules de Merkel jouent un role de mécanorécepteur et sont
impliquées en particulier dans la fonction du toucher (20, 21). Ces cellules interagissent avec
des fibres nerveuses sensitives contenues dans 1’épiderme afin d’intégrer les signaux tactiles
au niveau central.

Au niveau structural, 1’épiderme s’organise en quatre couches distinctes qui sont, de la plus
profonde a la plus superficielle : la couche basale (ou stratum basal), la couche épineuse (ou
stratum spinosum), la couche granuleuse (ou stratum granulosum), et la couche cornée (ou
stratum corneum (1). Dans la peau dite « épaisse », on distingue une cinquiéme couche
appelée la couche de transition aussi appelée couche claire (ou stratum lucidum) située entre
les couches granuleuse et cornée (22). Au cours de leur progression de la couche basale vers
la couche cornée, les kératinocytes passent par différentes étapes du processus de
différenciation terminale. Cette maturation prend de 4 a 6 semaines et permet a I’épiderme de

se renouveler continuellement.
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La suite de I’introduction générale de cette thése se focalisera sur la structure et les
principales fonctions physiologiques de 1’épiderme, et plus précisément des

kératinocytes.

I1. Croissance de I’épiderme

IILA. Ultrastructure de I’épiderme

L’épiderme est un épithélium pavimenteux stratifié. Ce caractére est la conséquence de la
répartition des kératinocytes en 4 ou 5 couches différentes. Classiquement, on distingue de la
profondeur vers la superficie (Figure 3) :

* La couche basale ou couche germinative

« La couche épineuse ou couche du corps muqueux de Malpighi

* La couche granuleuse

* La couche de transition (uniqguement dans la peau trés épaisse)

* La couche cornée

La différenciation des kératinocytes se fait de la couche basale vers la surface de I’épiderme.

L’'EPIDERME

Figure 3: A. Coupe de peau

humaine marqué a 1’éosine et

hématoxyline. B.
Représentation schématique

de la composition cellulaire
de I’épiderme. On retrouve
dans les deux figures Ila
séparation de 1’épiderme en
plusieurs strates/couches,
SB: Stratum Basale; SS:
Stratum  Spinosum; SG:
Startum Granulosum; SC:

Stratum Corneum).
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I1.A.1. La couche basale

La couche basale de I’épiderme est formée de I'ensemble des kératinocytes directement en
contact avec la jonction dermo-épidermique sur laquelle ils s‘accrochent. 1ls forment une seule
assise de cellules cylindriques a noyau allongé, dont le grand axe est perpendiculaire a la lame
basale. Cette couche de cellules est responsable des grandes fonctions physiologiques
indispensables au développement de 1’épiderme telles que la prolifération, la migration et la
différenciation.

Le nom de cellules germinatives que 1’on donne aux kératinocytes de la couche basale vient
du fait que ces cellules sont, mitotiquement, les plus actives de 1’épiderme. En effet, les
cellules de la couche basale de I’épiderme se divisent constamment pour contrebalancer le

phénomeéne de desquamation a la superficie.

LES JONCTIONS DES CELLULES BASALES

S Jonction e
Joncg:: — serrée 2k

Hémidesmosome I I /Desmosom/e J&.
® w o | »
2 — - L

lame basale

Figure 4 : Représentation des principales jonctions présentes entre les cellules basales et la lame

basale et entre les cellules conférant ainsi une cohésion tissulaire stable.
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Ces cellules sont caractérisées par la présence de nombreuses protéines de structures et
d’adhésions responsables d’un attachement solide entre les cellules, et entre les cellules et la
lame basale (figure 4). On retrouve des tonofilaments regroupés en faisceaux correspondant a
des kératines (23). Les cytokeratines 5 et 14 sont spécifiques a cette couche et vont se lier a
des hémidesmosomes, des desmosomes, ou des jonctions serrées. On y trouve également
des jonctions gap formées par des connexines (24-27). Les hémidesmosomes, assurant la
cohésion des cellules a la lame basale, sont exclusivement exprimés dans cette couche de
I’épiderme. Tandis que 1’expression des autres structures d’adhésions sera plus importante

dans les couches suprabasales.

STRUCTURE DES DESMOSOMES

espace
intercellulaire

Cytoplasme

Desmogléine

. Desmocolline .
Filament desmoplakine

intermédiaire plakoglobuline

Figure 5: Représentation schématique de 1’aspect ultrastructural des desmosomes dans les

kératinocytes humains.
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Les desmosomes (du grec desmos : lien et sdma : corps) sont formés de deux plaques de
forme discoide et symétriques permettant de lier solidement les cellules entre elles (figure 5).
Autrement dit, les desmosomes constituent des jonctions d'ancrage. Sur chaque plaque est fixé
un certain nombre de tonofilaments (cytokératines). De fines protéines, les cadhérines, relient
les plaques de chaque cellule entre elles et forment une ligne dense appelée desmoglie. Parmis
ces cadhérines, on retrouve principalement les desmogléines 1 et 3 (Dsgl et 3) ainsi que les
desmocollines | et 1l (Dsc). Les protéines des plagues desmosomiales contiennent pour leur
part, les desmoplakines | et 1l (DPI et Il) ainsi que la plakoglobuline et la plakophiline (28,
29). On retrouve les desmosomes dans les différentes couches de 1’épiderme, bien qu’ils
soient plus abondants dans les couches suprabasales. Des expériences ont montré que
I’augmentation du Ca?* extracellulaire stimulait la production de cadhérines desmosomiales
(30).

Ainsi, I’ensemble de ces structures protéiques assurent une grande cohésion entre les
cellules épidermiques et sont responsables de la grande résistance mécanique de la
couche basale. En effet, une perte de cette adhérence (acantholyse) est observée dans
certaines pathologies telles que le pemphigus, dans laquelle des auto-anticorps contre les
protéines desmosomiales sont synthétisées par le malade, conduisant a la dégradation des
desmosomes et a la formation de bulles intra-épidermiques caractéristiques (31, 32).

I1.A.2. La couche épineuse

Les cellules épineuses forment 5 & 6 couches entre la couche basale et la couche granuleuse.
Il s’agit de volumineuses cellules polygonales qui s’aplatissent dans les couches les plus
superficielles. On observe dans le cytoplasme de ces cellules, des tonofilaments constitués de
kératines. Ces kératines sont différentes et plus nombreuses que celles synthétisées dans la
couche basale, il s’agit des cytokératines 1 et 10 (CK1 et CK10) (23). Ces kératines sont
ancrées aux desmosomes des cellules, ce qui leur attribue une allure épineuse en histologie.
C’est ainsi que le nom de couche épineuse lui a été attitré. L’expression de ces cytokératines
propres aux cellules suprabasales a conduit a 1’utilisation de ces protéines comme marqueurs
de différenciation absolus, largement utilisés dans la littérature afin d’identifier les cellules

différenciées (33).

11
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I1.A.3. La couche granuleuse

Cette couche est classiquement constituée de 3 couches de kératinocytes aplatis. On remarque
en particulier dans ces cellules, une diminution nette de la quantité d’organites. Les kératines
sont désorganisées par rapport a la couche précédente et les cellules perdent donc leur aspect
épineux. Les cellules de la couche granuleuse sont également caractérisées par la présence de
granulations a 1’origine de la distinction de cette strate en histologie. Il existe 2 types de
granulations, les granulations de kératohyalines, qui sont volumineuses et dépourvues de
membrane apparente et les granulations de petite taille, appelées kératinosomes, corps
lamellaires ou corps d’Odland, qui sont entourées d’une double membrane. Ces structures, en
provenance de 1’appareil de Golgi, migrent vers la périphérie des cellules, fusionnent avec la
membrane plasmique et déversent dans le milieu extracellulaire des lipides qui vont jouer un
réle de ciment intercellulaire (34). Ceci participe a la constitution d’une barriére cutanée

imperméable (35).

I1.A.4. La couche cornée

La couche cornée est la plus superficielle de la peau, elle est en contact avec 1’environnement
extérieur. Elle est composée de 4 a 20 couches de cellules en fonction de la localisation de la
peau. Cette couche est responsable de la fonction de barriére de I’épiderme, d’ou la nécessité
d’assurer son renouvellement permanent (35). Les kératinocytes de la couche cornée ne
possédent plus de noyau, ni d’organites cytoplasmiques, ni de granules de kératohyaline (36).
Ces cellules vestigiales sont alors appelées cornéocytes. La cellule est remplie de kératine qui
se présente sous forme de faisceaux de filaments. La membrane plasmique persiste et
s’épaissit. Elle est bordée sur sa face cytoplasmique d’une structure protéique (involucrine et
kératohyaline) qui constitue un véritable squelette pour le cornéocyte. Une couche lipidique

double la membrane sur sa face extracellulaire dans I’espace intercellulaire.

On distingue deux sous-couches a la couche cornée :

La couche compacte (stratum compactum), qui est formée des cellules kératinisées

étroitement soudées. Elle fait suite a la couche granuleuse et assure la fonction barriére de
I’épiderme. Dans cette sous-couche, les desmosomes sont remplacés par des structures
simplifiées, les cornéodesmosomes, qui continuent a assurer une cohésion entre les
cornéocytes et sont formés de structures spécifiques, les cornéodesmosines (37).

12
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La couche desquamante (stratum disjonctum) qui se trouve en surface et au niveau de

laquelle se fait la desquamation des cornéocytes (38).

L’intégrité de la structure de I’épiderme est dépendante du bon déroulement du cycle de
développement des kératinocytes, qui permet de renouveler la composition cellulaire du
tissu. Le maintien de cette structure et de cette organisation tissulaire est responsable de
la fonction premiére de la peau qui est de protéger ’organisme contre les agressions
extérieures. Ceci est permis grace a un équilibre entre la prolifération et la migration
des cellules germinatives de la couche basale et la différenciation des kératinocytes au
travers des couches de I’épiderme. La perturbation de cet équilibre peut, par
conséquent, donner lieu au développement de cancers ou d’autres pathologies

dermatologiques bénignes.

11.B. Différenciation des kératinocytes

Le processus de différenciation d’un kératinocyte depuis la couche basale jusqu’a sa
desquamation prend environ 4 a 6 semaines. Cette durée correspond au temps nécessaire a un
kératinocyte de la couche basale pour se différencier et migrer jusqu’a la couche granuleuse,
et le temps que les cellules restent dans la couche cornée (4). Par ailleurs, il a été montré que
le renouvellement complet de 1°‘épiderme est d’une durée variable en fonction de 1’exposition
de la peau et des conditions externes, ce laps de temps est compris entre 50 et 75 jours.
Cependant ce temps peut étre modifi¢é dans des conditions pathologiques, c’est le cas du
psoriasis dans lequel le renouvellement complet de 1’épiderme est réduit a 8 jours conduisant
a la formation d’un épiderme partiellement différencié jouant mal son réle de barriere.

La différenciation progressive des cellules de la membrane basale vers la surface de
I’épiderme s’accompagne d’une multitude de changements a [’échelle cellulaire. Les
changements observés au cours de la différenciation sont tres variables et incluent entre autre
. la synthése de protéines de structure, la réorganisation puis la perte des organelles, des
variations du volume cellulaire, la modification des propriétés de la membrane plasmique et la

déshydratation progressive du cytoplasme.
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11.B.1. la différenciation précoce
L’entrée des cellules de la couche basale dans un processus de différenciation est caractérisée

par des modifications de I’expression de nombreuses protéines entrainant des changements de

la morphologie et de la fonction des cellules.

LA DIFFERENCIATION DES KERATINOCYTES

Desquamation

Différenciation terminale
filaggrine
TGase-1

Différenciation tardive
loricrine

profilaggrine

Différenciation précoce
CK1/CK10
involucrine

CK5/CK14

© kératohyaline
« kératinosome

Figure 6 : Schéma représentatif de 1’évolution des kératinocytes lors de leur progression dans le
processus de différenciation. On observe alors une extinction de I’expression de certaines protéines
d’adhésion (hémidesmosomes, intégrines) et de structure (CK1/14); accompagnée par une
expression progressive d’autre protéines d’adhésion (desmosomes, cornéodesmosomes) et de

structure (CK5/14, involucrine, profilaggrine, loricrine, TGase-A, filaggrine).
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On observe, entre autre, la perte de 1’attachement de ces cellules a la lame basale,
majoritairement assuré par les hémidesmosomes. Les kératinocytes de la couche basale
expriment également de nombreuses intégrines, certaines impliquées dans la structure des
hémidesmosomes, d’autres dans la communication avec la matrice extracellulaire, 1’adhésion
cellulaire et la migration. Lorsque les kératinocytes se différencient, ils perdent 1’expression

de ces intégrines.

L’une des étapes principales de la différenciation des kératinocytes est le processus de «
kératinisation », c'est-a-dire 1’expression de diverses kératines, leurs interactions avec
d’autres protéines et leur modification en fonction du stade de différenciation (24) (figure 6).
Les cytokeratines appartiennent a une classe complexe de protéines fibreuses a structure a-
hélicoidale. 1l s’agit de diméres a 6 chaines polypeptidiques qui s’organisent pour former des
filaments de 8 nm de diametre. Il existe au moins 20 formes distinctes de kératines dans
1I’épithélium cutané et 10 autres dans les phanéres qui sont qualifiées de kératines « dures ».
Les kératines du groupe | sont des polypeptides acides de poids moléculaire compris entre 40
et 56,6 kDa. Les kératines de groupe Il ont un point isoélectrique neutre ou basique et un
poids moléculaire compris entre 52 et 67 kDa. Lors de la formation de filaments
intermédiaires, les kératines s’associent par paires acide/basique puis se polymérisent. La
synthése des kératines débute des la couche basale, ou les cellules synthétisent les paires
CK5/CK14. Cette synthese continue dans les couches suprabasales par la formation des
paires CK1/CK10 et I’arrét de 1’expression des paires CK5/CK 14 (39).

Ces cytokératines se regroupent en tonofilaments et s’associent avec des protéines de
jonction interkeratinocytaires comme les desmosomes, qui sont eux aussi surexprimés dans

les couches suprabasales de 1I’épiderme (40).

La variation de I’expression de certaines protéines au cours de la différenciation a permis le
développement de marqueurs de différenciation. L’expression de cytokératines distinctes
dans la couche basale (CK5/14) et dans les couches suprabasales (CK1/10), a conduit a
I’utilisation de ces protéines comme marqueurs de différenciation, largement utilisés dans la
littérature afin d’identifier les cellules différenciées (33). D’autres marqueurs ont ensuite pu
étre mis en évidence et permettent de discriminer les phases précoces et tardives de la

differenciation, correspondant respectivement a la couche épineuse et la couche granuleuse de
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I’épiderme. Les cellules différenciées précoces sont ainsi caractérisées par 1’expression des
CK1 et 10, les Dsgl et 3 (éléments des desmosomes) ainsi que I’involucrine.

Les cellules différenciées tardives expriment d’autres protéines telles que la loricrine et la

filaggrine (Figure 6).

11.B.2. La différenciation terminale

La différenciation est un processus génétiquement programmé qui s’observe aisément en
microscopie par des changements structuraux au sein de I’épiderme. En se différenciant, les
cellules deviennent de plus en plus spécialisées dans leur structure et leurs fonctions. Le stade
ultime de cette différenciation dite « terminale » est la formation de cornéocytes qui sont
des cellules complétement aplaties, qui ne possédent ni noyau, ni organites cytoplasmiques.
Ces cellules sont donc biologiqguement mortes mais n'en demeurent pas moins actives (36,
41). Elles sont remplies de kératines et d'autres molécules comme des lipides, des acides gras
et des céramides.

La différenciation terminale des kératinocytes implique la formation d’une matrice fibreuse
intracornéocytaire, la production de lipides intercellulaires et 1’apparition d’une couche
cornée. La production de la matrice fibreuse est réalisée par I’interaction entre la
kératohyaline et les cytokératines. Les granules de keratohyaline formés au niveau de la
couche granuleuse produisent une protéine de grande taille (400 kDa) hautement
phosphorylée, la profilaggrine, formée de 10 a 12 sous-unités de filaggrine (42). Au cours de
la transition entre kératinocytes granuleux et cornéocytes, la profilaggrine est déphosphorylée
puis clivée conduisant a la production de filaggrine qui va s’agréger avec les cytokératines et
ainsi former une matrice fibreuse intracornéocytaire (43). Cette matrice protéique est riche en
cystine, ce qui permet la formation de ponts disulfures entre les chaines adjacentes de
protéines fibreuses et donc augmente la résistance ainsi que le caractere insoluble de la
kératine.

Au niveau de la couche granuleuse, les kératinosomes extrudent leur contenu lipidique dans
I’espace intercellulaire. Ces vésicules contiennent plusieurs composés lipidiques tels que le
cholestérol, des acides gras libres saturés et des céramides. Ces lipides s’organisent en
feuillets intercornéocytaires qui participent a la cohésion de la couche cornée ainsi qu’a
I’imperméabilisation de cette couche de 1’épiderme (44). La formation de la couche cornée,
ou cornification, correspond a la formation d’une matrice protéique rigide sous la membrane

plasmique. Les transglutaminases (TGase) catalysent la formation de liaisons covalentes
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entre deux protéines majeures de 1’épiderme, la loricrine et I’involucrine. D’autres protéines
sont de la méme facon liées entre elles : on peut citer la cornifine et la loricrine, la
pancornuline et les cornifines et enfin la filaggrine et les cornéodesmosines (45). Les
interactions fortes entre I’ensemble de ces protéines donnent naissance a une forme de coque
protéique trés résistante a 1’origine des propriétés mécaniques de la couche cornée et

notamment de son role de barri¢re physique contre I’environnement.

11.B.3. La desquamation

En y regardant de plus prés, on distingue deux couches différentes de cornéocytes : la couche
compacte ou les cornéocytes, reliés les uns aux autres par les cornéodesmosomes, assurent la
fonction barriére, et la couche desquamante ou la dégradation de ces cornéodesmosomes
provoque le phénomeéne de desquamation (35, 37, 38).

La desquamation résulte d’un double mécanisme : d’une part la destruction des membranes
lipido-protéiques cornéocytaires et d’autre part, la dégradation enzymatique des
cornéodesmosomes par des protéines spécialisées telles que la SCCE (Stratum Corneum
Chymotryptic Enzyme) (46). La desquamation est un mécanisme finement régulé mais dont

les facteurs régulateurs sont encore mal connus.

I1.C. Régulation de la différenciation

Le développement de 1’épiderme est sous le contrdle de plusieurs processus distincts et
complémentaires permettant de remplir le r6le principal de la peau : former une barriére
structurale contre les attaques de I’environnement. La conservation d’une structure stable est
la conséquence de 1’équilibre entre la prolifération, la migration et la différenciation des
kératinocytes. Ces processus sont controlés par une quantité d’agents biologiques permettant
de maintenir cet équilibre. Une altération quelconque de cette balance peut induire
I’apparition de pathologies dermatologiques variées telles que des cancers, un psoriasis ou
encore des dermatoses.

L’identification de ces agents régulant la différenciation des kératinocytes est donc d’un

intérét majeur.
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11.C.1. Regulation par le Calcium

L’¢épiderme in vivo et les kératinocytes in vitro constituent de bons modéles d’étude du
mécanisme de différenciation. Le calcium est, quant a lui, un élément dont le rble a été
largement étudié dans le cadre de la différenciation des kératinocytes (47-49). En effet, si les
kératinocytes sont cultivés dans un milieu de culture avec une concentration de Ca*" inférieure
a 0.07 mM, ils continuent & proliférer et ne se différencient pas ou, du moins, tres lentement.
Réciproquement, 1’augmentation de la concentration calcique au-dela de 0.1 mM, désignée
dans la littérature comme le « Calcium switch », déclenche la différenciation. Ceci se traduit
par une redistribution des protéines telles que la desmoplakine, la cadherine, les intégrines, les
caténines, la plakoglobuline, la vinculine et 1’actine du cytosol a la membrane ou elles
participent a la formation de jonctions intercellulaires (50). Le calcium induit également le
transport a la membrane de la calmoduline (CaM) et la protéine kinase Ca (PKCa) (51).

Dans les heures suivant le calcium switch, les keratinocytes subissent des changements
morphologiques et arrétent de synthétiser les cytokératines 5 et 14 au profit des cytokératines
1 et 10 (49). Ils expriment par la suite d’autres protéines spécifiques de 1’état différencié,
telles que la profilaggrine, I’involucrine et la loricrine qui sont des précurseurs de la couche
cornée (52, 53). Vient ensuite la synthése d’une enzyme majeure dans la physiologie de
I’épiderme, la transglutaminase (54, 55). Ainsi, la loricrine, I’involucrine et d’autres protéines
sont associées et organisées structurellement par la transglutaminase Ca?* sensible, exprimée a
la surface des kératinocytes différenciés (56). Ceci conduit a la formation de la couche cornée

visible dés 2 jours aprés addition de Ca®* dans le milieu de culture.

L’induction de DP’expression de ces protéines est probablement le résultat d’une action
génomique du calcium (directe ou indirecte) dans la mesure ou 1’augmentation du Ca®*
cytosolique est suivie d’une augmentation de la quantité d’ARNm ainsi que du taux de
transcription (52, 57).

Plusieurs travaux ont par ailleurs déja démontré que ’augmentation soutenue de Ca®" activait
des protéines sensibles au Ca*, telles que des facteurs de transcription AP-1 comprenant
JunB, JunD, Fral et Fra2 qui stimulent I’expression de protéines fondamentales pour la

differenciation (involucrine et transglutaminase-1) (58, 59).

La pertinence de la différenciation induite par le Ca®* in vitro par rapport aux conditions in

vivo a pour origine I’existence d’un gradient de Ca*" dans le milieu extracellulaire des
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kératinocytes au sein de I’épiderme. Les couches les plus basales de 1’épiderme ont une
concentration calcique intercellulaire faible alors que les couches superficielles, ou les
cellules sont les plus différenciées, présentent les concentrations calciques les plus élevées
(60, 61). Ce gradient calcique participe au maintien du processus de différenciation des
kératinocytes et ainsi a la fonction de barriére de 1’épiderme. Par ailleurs, on observe qu’une
rupture de cette barriere epidermique mene a une perte du gradient calcique extracellulaire,
associée a une augmentation de la prolifération des kératinocytes, ainsi qu’a une diminution
du taux d’expression des marqueurs de différenciation, tels que la loricrine, la profilaggrine
ou I’involucrine (62).

La réponse des kératinocytes au calcium est complexe. Le calcium switch induit une
augmentation du Ca”* cytoplasmique biphasique que I’on peut décomposer en un pic initial
suivi d’un plateau (63). Notons que des agents pro-prolifératifs tels que I’ATP stimulent
uniquement des influx calciques transitoires au sein des keratinocytes. Ces influx sont
comparables & la phase initiale de la réponse au calcium switch. Or les entrées de Ca®*
provoquées par de tels agonistes n’étant pas soutenues, ils sont incapables de déclencher le
processus de différenciation (64).

Plusieurs acteurs protéiques fondamentaux dans la voie de transduction associée au calcium

switch ont été identifiés au cours des derniéres années.

Il a éé mis en évidence I'expression d’un récepteur au calcium (CaR : Ca®*-sensing
Receptor). Les premiers travaux rapportant la réponse des kératinocytes au Ca?*
extracellulaire ont tout de suite été comparés a ceux réalisés dans les cellules des glandes
parathyroides. En effet, il avait été démontré dans ces travaux que les cellules des glandes
parathyroides expriment un récepteur a 7 domaines transmembranaires couplé a une protéine
G, sensible au Ca?* extracellulaire baptisé le récepteur au Ca?* (CaR) (65). Or, I’expression
de ce méme récepteur a été démontrée dans les kératinocytes (66). Il existe en fait deux
formes du CaR, une forme dite longue (CaRg_ -Full Length- longueur compléte) et une forme
issue de I’épissage alternatif du géne du CaR caractérisée par une délétion de 1’exon 5
(CaRaLT - forme Alternative) qui apparait lors de la différenciation (67). La souris possédant
une extinction du gene (ou souris KO - knock out) codant la forme CaRg_, continue a
syntheétiser la forme alternative CaRaLt et est caractérisée par une altération importante de
I’expression des marqueurs de différenciation de la peau . Ceci suggere que la protéine CaRg_

est importante pour la différenciation terminale de la peau chez la souris. Une récente
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découverte du groupe de Bikle et collaborateurs a montré que cette protéine n’était en fait que
tres faiblement exprimée a la surface des kératinocytes. La majorité des CaR est exprimée a
I’intérieur de la cellule, a la surface de I’appareil de Golgi, et interagit avec des acteurs
importants de la régulation de la concentration des stocks calciques intracellulaire tels que les
récepteurs IP3 (IP3-R), les pompes calciques de 1’appareil de Golgi (ATP2C1 ou SPC1) et la
phospholipase Cy1 (68).

D’autre part, les niveaux d’IP3; (Inositol trisphosphate) et de DAG (Diacylglycerol)
augmentent dans les quelques secondes a quelques minutes suivant 1’augmentation de Ca®*
dans le milieu extracellulaire des kératinocytes (Calcium switch), témoignant de I’activation
d’une voie de transduction liée a la Phospholipase C (PLCP) conduisant ensuite a une
augmentation du Ca?* cytoplasmique (69). L’IPs, en se fixant sur son récepteur réticulaire,
active la vidange des stocks réticulaires en Ca®* qui serait responsable du pic initial de
I’augmentation du Ca?* cytosolique. Cette élévation du Ca®* va également activer la PLCyl
qui prolonge la synthése d’IP3 et participe a ’activation de protéines transmembranaires
responsables d’influx calciques, telles que les canaux calciques (70). Ceux-ci pourraient ainsi

étre a I’ origine du plateau lors de I’augmentation du Ca®* dans le cytosol.

Plusieurs canaux calciques ont été identifiés dans les kératinocytes. Ces différents canaux ont
été proposés comme porteurs de I’influx de Ca®" activé par le calcium switch (71, 72). Parmi
ces canaux, il a récemment été rapporté 1’expression de canaux de la famille TRP (Transient
Receptor Potential) dont I’activité serait liée a la production d’IP; et & la vidange des stocks
calciques réticulaires (73). De plus, il a aussi été montré que le CaR, les IP3-R, les pompes
calciques ATP2C1 situées a la surface de 1’appareil de Golgi, ainsi que les Phospholipases
PLCyl étaient situés dans un méme complexe protéique suggérant leur action coordonnée
pour réguler a la fois la vidange des stocks calciques et les influx calciques par les canaux
ioniques membranaires (68).

De nombreux travaux ont mis en évidence I’implication de différentes protéines liées a
I’homéostasie calcique dans la différenciation des kératinocytes humains, suggérant une

cascade de mécanismes complexes en réponse au Ca*".
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11.C.2. Regulation par la vitamine D3

Il est connu de longue date que la vitamine D3 (VD3) est un puissant inducteur de la
différenciation des kératinocytes (74). La stimulation des kératinocytes par la VD3 conduit
notamment a la synthése de 1’involucrine et de la transglutaminase participant a la formation
de la couche cornée (75).

De plus, les animaux possédant des mutations conduisant a des modifications du métabolisme
de la VD3, présentent des altérations importantes de la structure de 1’épiderme ainsi que de
I’expression des marqueurs de différenciation (75, 76). Ces observations prouvent le caractere

fondamental de la VD3 dans la physiopathologie cutanée.

Synthése de la VD3 :
Au niveau de la peau, un dérivé du cholestérol, le 7-déhydrocholestérol es transformé en

cholécalciférol (ou provitamine D3) sous I’action des rayons UV dans la couche épineuse de
I’épiderme. Ce précurseur de la VD3 est hydroxylé au niveau hépatique en 25-
hydroxycholécalciférol sous ’action de la 25-hydroxylase, puis au niveau rénal ou il est
changé en 1,25-dihydroycholécalciférol (1,25(0OH), D3, Vitamine D3 ou calcitriol) sous
I’action de la la-hydroxylase (1aOHase). Cette enzyme est également présente au niveau de
I’épiderme et permet une syntheése locale de VD3 qui, chez I’adulte, influence peu la
concentration circulante mais constitue une source locale importante pour les kératinocytes.
La VD3 est donc vraisemblablement un facteur autocrine et/ou paracrine pour la
différenciation des kératinocytes (77). De plus, la synthése de la VD3 ainsi que de son
récepteur (Vitamin D3 Receptor — VDR) varie au cours de la différenciation des kératinocytes

d’une fagon qui laisse supposer I’intervention d’un rétrocontréle négatif (57, 78).

Le VDR est un ¢lément fondamental de 1’action génique de la VD3. En effet, une fois
couplée a son récepteur, la VD3 va pouvoir modifier la transcription des génes. La présence
d’un VDRE (VD3 responding element : élément de réponse a la VD3) dans le promoteur de
génes codant pour des protéines cruciales dans le processus de différenciation tels que celui
de I’involucrine est a 1’origine de cet effet génique (75).

Les connaissances sur le role de la VD3 et de son récepteur ont été accrues suite a la création
de souris portant une mutation du géne du VDR ou de I’enzyme responsable de la synthése de

la VD3 (79, 80). Les souris KO pour le VDR sont caractérisées par une alopécie, tout comme

21

© 2012 Tous droits réserveés. http://doc.univ-lille1 fr



Thése de Matthieu Vandenberghe, Lille 1, 2011

les patients atteints d’une mutation de ce géne (81). Ces souris présentent également un défaut
de différenciation épidermique illustrée par la diminution de I’expression des marqueurs tels
que I’involucrine, la profilaggrine et la loricrine. Notons néanmoins que d’aprés Bikle et coll.,
ces altérations de I’expression des marqueurs de différenciation peuvent étre compensées par
un régime riche en Ca®" alors que ’alopécie n’est pas modifiée. Les souris KO pour le géne
laOHase présentent un phénotype différent. Elles présentent une diminution de 1’expression
des marqueurs de différenciation, mais celle-ci ne peut pas étre compensée par un régime

riche en Ca®*.

Interactions de la VD3 avec le Ca?

La VD3 est un élément important dans la régulation de la différenciation des kératinocytes,
cependant, la VD3 est plus souvent qualifiée de cofacteur de la différenciation des cellules

2* extracellulaire, elle induit une différenciation

épidermiques car, en I’absence de Ca
incompléte des cellules.

En effet, la VD3 augmente I’expression du CaR, rendant ainsi les kératinocytes plus sensibles
a Deffet pro-différenciateur du Ca** extracellulaire (82). De plus, le Ca** et la VD3 nécessitent
tous deux I’activité de la PLCyl, comme le suggére I’inhibition de la différenciation induite
par le Ca* et la VD3 par les oligonucléotides antisens contre I’ARNm de la PLCy1 (83). Or la
présence d’'un VDRE dans le promoteur du géne de la PLCy1 a été démontrée alors que la
présence d’un hypothétique CaRE (Ca®* responding element : élément de réponse au Ca*")
n’a pas été rapportée. Concernant la synergie du Ca?* et de la VD3 dans I’induction de la
différenciation, une des explications vient de la proximité spatiale des VDRE et des CaRE
dans le promoteur de génes de marqueurs de différenciation tels que I’involucrine (75). Les
travaux de Ng et coll., ont néanmoins démontré que des mutations du site AP-1 dans le CaRE
du gene de I’IVL bloquent I’induction de I’expression de ce marqueur de différenciation par
le Ca?* et la VD3 alors qu’une mutation du VDRE ne bloque que I’induction de I’expression
de ce géne par la VD3 (58, 75). Il faut ajouter a ces résultats, la régulation calcique de la
fixation de co-activateurs du VDR. L’ensemble de ces données confére a la VD3 un rdle de
cofacteur de la différenciation des kératinocytes et au Ca®*, un role majeur dans I’induction
de ce mécanisme.

Des travaux ont également démontré que 1’application de VD3 induisait une augmentation du
ca® cytoplasmique associée a une augmentation des niveaux d’IP3 et de DAG ainsi qu’une

translocation de la protéine kinase C (PKC) a la membrane (82). D’autres travaux ont montré
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que 1’augmentation du Ca?* intracellulaire induite par la VD3 été liée & la surexpression d’un
canal calcique de la famille des TRP, TRPV6 (84). De plus, I’inhibition de I’expression de ce
canal calcique annule les effets de VD3 sur la synthese des marqueurs de différenciation. Par
conséquent, I’effet pro-différenciateur de la VD3 passerait par la stimulation de I’expression

de canaux calciques membranaires, permettant ainsi I’augmentation du Ca®* cytoplasmique.

11.D. Prolifération des kératinocytes

L’épiderme humain est en renouvellement permanent, le cycle complet pour obtenir un
nouvel épiderme prend de 4 a 6 semaines. Sa principale fonction est de créer une couche de
cellules cornées responsables de la protection de 1’organisme contre 1’environnement. Sachant
que le nombre de kératinocytes dans 1’épiderme est relativement constant, ce processus va

nécessiter la création de nouvelles cellules pour palier au phénomeéne de desquamation.

11.D.1. La division asymétrique des kératinocytes

LA DIVISION ASYMETRIQUE DES KERATINOCYTES

] La celllule fille La cellule d’amplification
Cellule mere Cellule fille d’amplification transitoire transitoire peut commencer
migratrice reste dans la couche un nouveau cycle de division
Cellule fille basale cellulaire

d’amplification transitoire . . . .
9 L’autre cellule fille migre e La cellule migratrice entre

vers la couche épineuse dans un processus de
différenciation

Figure 7: Schéma représentant les différentes étapes de la division asymétrique d’une cellule

épidermique humaine de la couche basale.
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L’activité mitotique des cellules de la couche basale est donc tres importante : environ 17%
des cellules sont en division. Les cellules souches épidermiques représentent 2 a 7% des
kératinocytes de la couche basale, elles sont caractérisées par un gros noyau en rapport au
cytoplasme, et une activité mitotique lente mais illimitée. La division de ces cellules est dite
asymétrique (Figure 7). Lors de la division cellulaire asymétrique, une cellule mére va
donner deux cellules filles, I’une reste dans la couche germinative et continue de se diviser, on
I’appelle : cellule d’amplification transitoire, alors que 1’autre va migrer vers les couches
supérieures de 1’épiderme et entrer dans un processus de différenciation terminale. Les
cellules d’amplification transitoire ont une capacité mitotique plus rapide que les cellules

souches mais limitée (85, 86).

11.D.2. Régulation par les facteurs de croissance

La prolifération des kératinocytes est un processus constant et régulier qui doit étre controlé
et maintenu a un certain niveau d’équilibre pour pallier la perte des cellules par desquamation,
mais aussi pour prévenir une entrée en phase hyperproliférative, cause de 1’apparition de
cancers, de psoriasis et d’autres pathologies (87). Ainsi, la prolifération des cellules
germinatives de 1’épiderme est stimulée par plusieurs facteurs incluant des facteurs de
croissance, des cytokines et des chemokines, pouvant étre apportés par la circulation sanguine
mais aussi synthétisés par les kératinocytes eux-mémes, agissant de maniére paracrine et/ou

autocrine.

Parmi les facteurs de croissance stimulant la prolifération des kératinocytes, on retrouve la
famille des facteurs de croissance épidermique (EGF : epidermal growth factor), dont font
partie le facteur de croissance transformant o (TGF-a : transforming growth factor), le facteur
de croissance de type EGF fixant I’héparine (HB-EGF : heparin-binding EGF-like growth
factor), I’amphireguline, la betaculluline, et les neureguline NRG-1 a 4 (88, 89). Ces facteurs
de croissance activent une cascade de signaux intracellulaire en se fixant a leurs récepteurs de
la famille ErbB. Il en existe 4 types différents : ErbB1, plus connu comme I’EGFR (EGF-
recepteur), ErbB2, ErbB3 et ErbB4. Seul ErbB4 n’est pas exprimé dans les cellules de
I’épiderme.

On retrouve également la famille des facteurs de croissance des fibroblastes (FGF :

fibroblast growth factor) composée de 20 membres. Par exemple, FGF2 intervient dans la
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migration des kératinocytes par la voie rac, tandis que FGF7 (aussi appelé KGF:
keratinocytes growth factor) présente un pouvoir mitogene important (88, 89).

Les facteurs de croissance des nerfs (NGF : nerve growth factor) : NGF, Neurotrophine-3 et
4 (NT-3 et NT-4), le facteur neurotrophique dérivé du cerveau (BDNF : brain-derived
neurotrophic factor) sont synthétisés par les kératinocytes et agissent de maniére autocrine en
se fixant sur leurs récepteurs correspondant (88, 89).

Enfin, la famille des facteurs de croissance type-insuline (IGF : insulin-like growth factor),
les facteurs de croissance des hépatocytes (HGF : hepatocytes growth factor), les facteurs
stimulants des colonies granulocyte-macrophage (GM-CSF : granulocyte-macrophage
stimulating factor), et I’endothéline-1 sont aussi d’important facteurs mitogénes pour les

kératinocytes basaux.

11.D.3. Régulation par le calcium

La prolifération des kératinocytes a lieu au niveau de la couche basale de I’épiderme ou la
concentration externe en Ca?* est relativement faible. Le maintien d’une faible concentration
en Ca®* est primordiale pour garder une prolifération continue des kératinocytes car une
augmentation du taux de Ca** dans le milieu extracellulaire induit leur différenciation.

Aussi, I'action de certains agents pro-prolifératifs est dépendante du Ca®" intracellulaire et
extracellulaire.

La prolifération des kératinocytes peut étre induite par la fixation de ’ATP (Adenosine
TriPhosphate) sur des récepteurs membranaires purinergiques P2. En effet, la stimulation des
cellules de la lignée cellulaire HaCaT par I’ATP induit une augmentation biphasique de la
concentration en Ca”" intracellulaire (90). L’action de I’ATP sur la prolifération passe par
’activation de la voie intracellulaire de la PLC qui est a I’origine de la synthése d’IP; et de
DAG (64). L’IP; induit la vidange des stocks réticulaires en Ca®* correspondant & la premiére
phase d’augmentation de la concentration en Ca®* cytosolique, tandis que le DAG est &
I’origine d’une entrée de Ca®* plus soutenue dans le temps via 1’activation directe de canaux
ioniques membranaires. Des travaux effectués sur la lignée HaCaT ont montré 1’implication
du canal TRPC7 dans cette voie (91), néanmoins, cela n’est pas encore vérifié sur les cellules
primaires. Par ailleurs, la vidange des stocks réticulaires en Ca®* induite par I’IP; active un
influx calcique appelé SOCE (Store Operated Ca®* Entry) (92). La prolifération des
kératinocytes induite par I’ATP extracellulaire implique donc des variations de la

concentration en Ca®" dans le cytosol mettant en jeu la participation de canaux calciques
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membranaires. Toutefois, I’identification de la nature moléculaire des canaux calciques reliant
I’entrée de Ca®* et I’induction de la prolifération des kératinocytes humains reste encore a étre
déterminée.

D’autres travaux ont montré que la calmoduline été exprimées de facon importante dans
I’épiderme humain (93) et qu’elle intervenait dans la prolifération des kératinocytes de la
couche basale. Le psoriasis est une pathologie dermatologique caractérisée par
I’hyperprolifération des kératinocytes, il a été noté que I’activité de la calmoduline était
augmentée aussi bien dans les cellules épidermiques issues des plaques de psoriasis que celle
issues de régions non atteintes (94). Dans la cellule, la calmoduline est une protéine possédant
4 domaines « EF-hand » permettant de fixer le Ca*, suite & son activation par des variations
de la concentration calcique cytosolique, elle induit I’activation de plusieurs kinases
intracellulaires, comme les MAP kinases (Mitogen-Activated Protein Kinase) (95), connues
pour leur role dans I’induction de la prolifération des kératinocytes humains. Cependant, les
acteurs protéiques impliqués dans les échanges de Ca?* intervenants en amont de I’activation

de la calmoduline n’ont pas encore été identifié.

11.D.4. Facteurs inhibant la prolifération

La prolifération des kératinocytes est également régulée négativement. La prolifération des
kératinocytes peut étre inhibée par le TGF-$, 1a vitamine D3, I’interferon-y (89).

La famille des TGF-p comprend de nombreux membres. En particulier, TGF-B1 inhibe la
prolifération des kératinocytes par une rapide répression de ’expression du facteur de
transcription c-myc.

La vitamine D3 (1 a,25-Dihydroxyvitamin D3) agit en se fixant sur son récepteur nucléaire
VDR pour inhiber la prolifération et activer la différenciation des kératinocytes.
L’interferon-y est un polypeptide de 14 kDa secrété par les lymphocytes T actifs. Il est connu
pour intervenir dans de nombreux processus cellulaires, et en plus de sa fonction immunitaire
il inhibe la prolifération des kératinocytes.

En régle géneérale, il est admis que I’induction de la différenciation des kératinocytes
provoque I’arrét de leur prolifération. Donc, tout facteur stimulant la différenciation des
kératinocytes peut €tre classé comme inhibiteur de la prolifération. Ainsi, I’augmentation de
la concentration en Ca?* extracellulaire va inhiber la prolifération des kératinocytes. La perte

de I’attachement des kératinocytes a la lame basale, induite par la diminution d’expression des
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intégrines, provoque I’entrée des cellules dans un processus de différenciation, et par

conséquent 1’arrét rapide de leur prolifération (96, 97).

I1.E. Migration des kératinocytes

Du fait du renouvellement permanent de I'épiderme, les kératinocytes sont soumis a un
mouvement vertical de I'assise basale vers la couche cornée. En effet, lors de la division
asymétrique d’une cellule germinative, une des cellules filles reste ancrée a la lame basilaire
et continue de proliférer, tandis que 1’autre entre dans une phase de migration et de
différenciation. Comme il est noté précédemment, 1’attachement des cellules germinatives a la
lame basale est en grande partiec dépendant de 1’expression d’intégrines spécifiques (064,
a3pB1) (10, 11). 11 a été suggéré que lors d’une division asymétrique, la cellule mére engendrait
une cellule fille riche en intégrines a6B4, et une autre cellule qui en exprime moins, cette
derniére pouvant alors se détacher de la lame basale et migrer verticalement puis se
différencier (97).

La migration des kératinocytes est un processus important pour le développement normal de
I’épiderme et la formation de la couche cornée protectrice. Ce mécanisme est d’autant plus

important lors d’une blessure cutanée, et participe fortement a la cicatrisation.

La migration des kératinocytes est un processus complexe contr6lé par ’interaction des
protéines de la matrice extracellulaire (MEC) avec des protéines transmembranaires : les
intégrines, qui, par l’intermédiaire de nombreuses molécules intracellulaires, module

I’organisation du cytosquelette au niveau de ce qu’on appelle les adhésions focales (98).

I1.E.1. Les intégrines

Les intégrines sont des récepteurs transmembranaires présents sous la forme d’hétérodiméres
composés de deux sous-unités o et B (figure 8). L’interaction des deux sous-unités permet la
fixation de ligands, participants de ce fait a de nombreuses fonctions cellulaires comme
I’adhésion cellulaire, la migration, la prolifération, la différenciation et la survie cellulaire. La

spécificité du ligand est déterminée par sa composition hétérodimérique, tandis que la force
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de leur fixation est régulée par des ions divalents (comme le Ca*"), le regroupement des

récepteurs en « cluster » et la fixation des protéines partenaires des intégrines (99).

STRUCTURE DES INTEGRINES

Figure 8 :
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Les intégrines les plus abondantes et constitutivement exprimées dans les kératinocytes sont
les a2P1, a3P1 et a6P4. On retrouve également les avP5 exprimées plus faiblement, tandis
que les a5P1 et avP6 sont exprimées en culture et pendant la cicatrisation. Ces intégrines sont
exclusivement exprimées dans les cellules de la couche basale de 1’épiderme. L’intégrine
a6B4 est localisée dans la zone d’attachement a la lame basale et est un composant majeur des
hémidesmosomes. Les autres intégrines sont distribuées dans les régions basales, latérales et
apicales des cellules germinatives. On retrouve particuliérement les intégrines 1 au niveau
des adhésions focales, autour de la cellule et formant une sorte « d’anneau » (99).

Il a été montré que la diminution de I’expression des intégrines dans les kératinocytes

provoque leur détachement de la lame basale et leur différenciation dans un processus de

28

© 2012 Tous droits réserveés. http://doc.univ-lille1 fr



Thése de Matthieu Vandenberghe, Lille 1, 2011

migration verticale. D’autres études ont montré que la délétion ciblée des geénes codant pour
les intégrines hémidesmosomales a6p4 induit un détachement de 1’épiderme du derme,
I’apparition de cloques et une altération de la survie cellulaire (100, 101). Par ailleurs, la
délétion des sous-unités a3 et 6 induit, respectivement, I’apparition de micro-ampoules et
une altération de la cicatrisation, tandis que 1’absence d’expression de B1 cause des défauts de
I’attachement de 1’épiderme au derme, de 1’organisation et de 1’assemblage de la lame basale

et de la cicatrisation (99, 102-104).

Les intégrines exprimées dans les kératinocytes ont plus ou moins d’affinité pour lier I’une
ou I’autre des protéines composant la MEC : le collagene, la fibronectine, la vitronectine ou
encore les laminines. Les intégrines, ne possédant pas d’activité enzymatique, dépendent de
seconds messagers comme la protéine kinase d’adhésion focale (FAK : focal adhesion
kinase) pour agir sur la réorganisation des filaments d’actine et des microtubules du
cytosquelette. En effet, ’activation des intégrines f1 par la MEC active FAK, qui interagit
réciproquement avec son domaine cytoplasmique ainsi qu’avec une variété d’autres molécules
de la signalisation des adhésions focales (FA : focal adhesion) (98). D’autre part, des
cellules dont I’expression des intégrines B1 est altérée montrent une diminution significative

de I’activité enzymatique de FAK.

I1.E.2. Les adhésions focales (FA)

Les adhésions focales sont des complexes de protéines connectant la MEC au cytosquelette
des kératinocytes. C’est ainsi que les protéines de la MEC, en se fixant aux intégrines
membranaires, agissent sur la réorganisation du cytosquelette et donc sur 1’adhésion
intercellulaire et la migration des cellules. Les adhésions focales, avec les hémidesmosomes,
participent a I’ancrage des cellules basales d’épiderme a la lame basale.

Les FAs sont principalement composées d’intégrines 1, en liaison avec la MEC et le milieu
intracellulaire, de la FAK, représentant I’intermédiaire entre les intégrines et le reste des
protéines du complexe, telles que la Src (prononcé «sarc » : diminutif pour sarcome), la
vinculine, la taline, la paxilline, la zyxine ou la tensine qui vont fixer les filaments d’actine et

les microtubules (105) (figure 9).
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COMPLEXE D’ADHESION FOCALE
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Figure 9: Représentation du rble des adhésions focales dans la motilité polarisée des
kératinocytes. Des points d’ancrage a la MEC sont formés a une extrémité de la cellule pendant
que le désassemblage du complexe protéique orchestré par FAK, a ’autre extrémité, permet le
détachement de la cellule de son support. Les filaments d’actine vont alors se contracter pour
ramener Darri¢re de la cellule et permettre ainsi d’avoir un mouvement unidirectionnel.

L’agrandissement d’un complexe d’adhésion focale montre I’assemblage des intégrines a I’actine,

par I'intermédiaire de 1’association de plusieurs protéines kinases entre elles.

Les kératinocytes sont caractérisés par une migration polarisée, c’est-a-dire qu’ils vont avoir
un mouvement unidirectionnel. Ceci est la conséquence de la régulation de la dynamique de

I’assemblage et du désassemblage des complexes d’adhésion focale. A 1’avant de la cellule
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(dans le sens du déplacement), des adhésions focales se forment par I’interaction des
intégrines avec la matrice extracellulaire (ou le support) et le recrutement consécutif de
protéines kinases FAK et de ses protéines partenaires, établissant une connexion avec le
cytosquelette et notamment les filaments d’actine (105). Cette premiére phase d’assemblage
des adhesions focales confeére a la cellule des points d’ancrage solide, créant une tension des
filaments d’actine. A Dl’arriere de la cellule, le désassemblage des adhésions focales, est
attribué & des protéases dépendantes du Ca** appelées Calpaine (106, 107). Ces protéases
peuvent cliver la FAK et ainsi induire le désassemblage des adhésions focales ayant pour
conséquence la rupture des points d’ancrage de la cellule a la MEC. La tension exercée sur les
filaments d’actine va alors induire la rétractation de I’arriere de la cellule, permettant la
création de nouveaux points d’ancrage et le déplacement de la cellule (désassemblage des
adhésions focales a I’avant). C’est pourquoi les adhésions focales sont des structures

importantes dans la migration des kératinocytes.

La protéine FAK

Figure 10:
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La FAK est une protéine kinase clé¢ dans la formation des complexes d’adhésion focale et

dans la transmission du signal de la MEC au cytosquelette. C’est une protéine de 125 kDa
31

© 2012 Tous droits réserveés. http://doc.univ-lille1 fr



Thése de Matthieu Vandenberghe, Lille 1, 2011

dont la séquence est divisée en quatre domaines distincts : un domaine FERM (F pour
protéine 4.1, ezrine radixine moésine) dans la région N-terminale, un domaine catalytique
tyrosine kinase en position centrale, un domaine FAT (focal adhesion-targeting) dans la
région C-terminale et une région riche en proline entre les domaines catalytiques et la région
FAT (108) (figure 10). Lorsque FAK n’est pas active la région N-terminale est repliée sur le
domaine catalytique empéchant ainsi [’accés a sa boucle d’activation et son site
d’autophosphorylation principale Y397. Au contraire, lorsque FAK est activée (par le
domaine cytoplasmique des intégrines  ou par d’autres activateurs), le domaine FERM est
déplacé, permettant 1’autophosphorylation rapide de la tyrosine Y397 et 1’exposition des sites
de fixation pour les protéines Src, phosphorylant d’autres régions de FAK pour son activation
complete. Le domaine FERM peut étre activé par des signaux extracellulaires via I’EGFR
(récepteur a I’EGF) et/ou les intégrines B pour induire la phosphorylation de FAK. La région
FAT, quant a elle, va lier la taline et la paxilline pour agir sur les filaments d’actine. La FAK
va également se fixer et activer plusieurs autres protéines. L’association de FAK avec Graf,
Grb7 ou la p130Cas va étre impliquée dans le remaniement du cytosquelette d’actine et donc
la migration cellulaire. La phosphorylation des protéines Grb2, PLC-y et PI3-kinase va
induire ’activation des voies de signalisation intracellulaire AKT et ERK 1/2 qui
interviennent dans les processus de survie cellulaire, de prolifération et de migration (108-
110).

I1.E.3. Le Calcium dans la migration

La concentration en Ca”" extracellulaire est un facteur important lors de la migration des
kératinocytes. En effet, une concentration faible de Ca®*, en dessous de 1 mM, stimule la
migration des kératinocytes. L’élévation de cette concentration aura pour effet I’arrét de la
migration et I’entrée dans un processus de différenciation.

D’autre part, le Ca®* intracellulaire joue également un réle important. L’EGF est un facteur
de croissance stimulant de la migration des kératinocytes suivant différentes voies de
signalisation. L’activation du récepteur membranaire a I’EGF induit, entre autres, le
recrutement d’ERK (Extracellular signal-Regulated Kinase), de MAP kinases et de PLCp.
L’activation des voies ERK et MAPK contribue a au recrutement des calpaines. Ces
calpaines sont des protéases sensibles aux concentrations en Ca** dans le cytosol qui
interviennent dans le clivage de FAK permettant ainsi le détachement des FA et la motilité

des kératinocytes (106, 111). Cependant, les mécanismes mis en jeu lors de 1’activation de ces
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calpaines par les voies ERK et MAPK restent a étre identifiés. D’un autre c6té, I’activation de
la PLCP par ’EGF permet la synthése d’IP3 qui conduit a ’augmentation de la concentration
cytosolique en Ca?* induite par la vidange du RE et activation de canaux calciques
membranaires. Par conséquent, le Ca** peut activer les calpaines et participe ainsi a la
migration des kératinocytes. Il existe également d’autres facteurs extracellulaires pouvant
stimuler la migration par I’intermédiaire du Ca®*. L’IP-9 (Interferon-inducible Protein 9) est
une chémokine produite lors de Iésions cutanées qui participe a la réépithélialisation de
I’épiderme. L’action de cette chémokine sur la migration des kératinocytes passe €galement
par ’activation d’'une PLCP permettent 1’augmentation de la concentration en Ca® dans le
cytosol et le clivage de FAK par des calpaines (111).

Cependant, que ce soit pour I’EGF ou I’'TP-9, la nature moléculaire des acteurs responsables

des flux calciques permettant ’activation des calpaines est encore méconnu.

I1.F. La cicatrisation

La cicatrisation du tissu cutané est un processus tres complexe mettant en jeu la
prolifération, la migration et la différenciation des kératinocytes. Ce processus se déroule en 3
grandes étapes : la phase inflammatoire, la phase de prolifération et la phase de remodelage
(112, 113) (figure 11).

Durant ces 3 étapes plusieurs mécanismes complexes vont intervenir comme la régénération
des cellules épithéliales, la migration des fibroblastes et des cellules épithéliales,
I'angiogénese, la synthese des composants de la matrice extracellulaire (ftbronectine,
collagéne), et le remodelage du tissu cicatriciel. Ces phénomenes sont régulés par les facteurs
de croissance et par les interactions entre la matrice extracellulaire et les cellules

inflammatoires.
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LA CICATRISATION DE L’EPIDERME
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Figure 11 : Représentation schématique des étapes de la cicatrisation de 1’épiderme, faisant
intervenir une batterie d’éléments apportés par la circulation sanguine et le derme sous-jacent,

participant a I’induction de la prolifération et a la migration des kératinocytes.

La phase inflammatoire : la premiere étape de la cicatrisation, 12 a 24 heures apreés la

blessure, est la coagulation sanguine qui permet d’arréter I’hémorragie. Il en résulte la
formation d’un caillot constitué de plaquettes, de cytokines, de facteurs de croissance, de la
fibrine, et de la fibronectine. Les cellules de la réaction immunitaire (neutrophiles)
apportées par la circulation sanguine vont avoir pour réle de nettoyer la plaie (113, 114). Elles
vont aussi libérer d’autres cytokines et des facteurs de croissance afin d’amplifier 1a réponse
inflammatoire et de stimuler la prolifération et la migration des fibroblastes et des

kératinocytes.

La phase de prolifération : la réépithélialisation de la plaie s’effectue entre 3 et 7 jours apres

la blessure gréce a la synthese, par les fibroblastes, d’une nouvelle matrice extracellulaire
(fibrine, fibronectine, collagene, protéoglycanes) responsable de la migration et la
prolifération des cellules épidermiques des bords de la blessure (112, 113). On assiste alors a
la formation d’un « bourgeon charnu » dans le tissu conjonctif qui va s’enrichir en vaisseaux
sanguins. Les keératinocytes, eux, vont migrer au niveau de la plaie et proliférer afin de

recouvrir cette derniére.
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La phase de remodelage : La prolifération des fibroblastes et des kératinocytes est bloquée

dés que la lésion est totalement comblée par le bourgeon charnu. Celui-ci se transforme alors
en un tissu fibreux dense cicatriciel qui se rétracte en raison de I'action contractile de
myofibroblastes. Ces cellules contractent les faisceaux de microfilaments reliés a la matrice
extracellulaire, provoquant une augmentation de la densité du réseau de collagéne et la
contraction de la plaie (113).

Les cellules de ce nouvel épiderme vont alors se différencier pour former, de nouveau, une

barriére cutanée solide.

Le calcium est un facteur important de la cicatrisation de 1’épiderme. On observe notamment
une augmentation de la concentration en Ca”* extracellulaire au niveau de la blessure durant
les trois phases de la cicatrisation, une entrée de Ca>* dans les kératinocytes et les fibroblastes

du derme ainsi qu’une redistribution du Ca?* intracellulaire (115).

I11. Le Calcium

Le calcium est un élément indispensable pour I’Homme. Il représente environ 2% du poids
total du corps humain, ce qui en fait le minéral le plus répandu au sein de 1’organisme. Il est
retrouvé en plus faible quantité chez la femme que chez I’homme. Le corps d’un adulte
contient environ 1,2 kg de calcium, dont 98 & 99% se trouvent dans les os. L’os sert de réserve
de calcium. Cette réserve permet un maintien constant de la concentration plasmatique en
calcium ionisé, qui est nécessaire & de nombreuses fonctions physiologiques vitales. Le
calcium intervient, aussi bien chez les animaux que les végétaux, pour transmettre des
informations percues au niveau de la membrane de la cellule vers des cibles intracellulaires.

Il intervient dans toutes les étapes de la vie : lors de la reprise de la méiose, a la fécondation et
au cours de différents processus du développement embryonnaire et contrdle dans les cellules
différenciées de nombreuses fonctions physiologiques telles que la contraction musculaire, la

sécrétion, la mémoire, I’apprentissage....
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I11.A. Distribution du calcium dans la cellule

Le Ca”" est retrouvé dans tous les organites intracellulaires & des concentrations plus ou moins
importantes. Au niveau extracellulaire, la concentration du Ca®* ([Ca?*]) est de Iordre de 1 &
2 mM, ainsi que dans le réticulum endoplasmique, mais oscille entre 100 nM et 1uM dans le
cytosol. Il existe donc entre I’intérieur et 1’extérieur de la cellule un gradient de Ca® de

1/10000 (figure 12).
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Pour maintenir ce gradient, les cellules utilisent des pompes calciques et des échangeurs, au
niveau de la membrane plasmique et de la membrane des organites (ex : RE et
mitochondries). Ceci confere aux organites intracellulaires un réle majeur de tampon calcique
dans la cellule. Toutefois, la répartition du Ca?* n’est pas homogéne, on distingue le Ca** sous
une forme dite libre et sous une forme chélatée par des protéines. Cette derniére correspond a
un état d’interaction avec une protéine qui empéche le Ca** d’interagir avec d’autres acteurs
sensibles a ce cation. Ces protéines chélatrices sont présentes aussi bien dans les organites tels
que le RE (ex : la calréticuline, la calbindine) que dans le cytosol (ex : la calmoduline, la
calcineurine) (figure 13). La compartimentation du Ca* et sa concentration cytosolique sont

donc stables dans le temps, d’ou le terme d’homéostasie calcique.
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I11.B. La signature calcique

Le Ca?* est souvent considéré comme un second messager intracellulaire car de nombreuses
protéines dans la cellule fixent et peuvent étre régulées par le Ca** de facon réversible. On le
retrouve ainsi impliqué dans beaucoup de voies de signalisation participant a de grandes
fonctions biologiques telles que la contraction musculaire ou la sécrétion des
neurotransmetteurs. (116, 117)

L’action du Ca®" sur ces fonctions cellulaires passe par des variations de sa concentration
dans le cytosol ou dans d’autres compartiments de la cellule. Toutefois, la cellule doit pouvoir
discriminer quelles sont les voies de signalisation ciblées par ces modifications de Ca®*. Pour
cela, les différents signaux calciques assignés a une fonction cellulaire sont regroupés sous le
terme de « signature calcique » (118). Cette signature calcique est codée sous la forme de 3
parameétres fondamentaux caractérisant les variations de la concentration intracellulaire en

Ca®", ’espace (localisation), le temps (durée) et I’intensité (amplitude).

LES ACTEURS DE LA SIGNALISATION CALCIQUE

Echangeur

calcique
Canal Caz+
calcique @
JPompe
calcique

i N e
& o
JQ/
® ‘(% /59{ canal
protéine \( S __RE' )" de fuite
chélatrice ‘

mitochondrie

Figure 13 : Schéma représentant les différents acteurs participant a la signalisation calcique et au

maintien des gradients de Ca”* dans la cellule.
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L’espace : Tout d’abord, il existe deux sources principales de Ca*" intervenant dans ces
signaux calciques. On distingue le Ca®* apporté par le milieu extracellulaire, et le Ca®* stocké
dans les organites intracellulaires représentés principalement par le réticulum endoplasmique.
Une entrée de Ca®* dans la cellule du milieu extracellulaire mettra en jeu D’activation de
protéines canal au niveau de la membrane plasmique tandis qu’une sortie de Ca** du RE vers
le cytosol impliquera des récepteurs réticulaires comme le récepteur a I’TP3 ou le récepteur a
la ryanodine. La vidange des stocks réticulaires en Ca** induite par la fixation de I’IP3, ou de
la ryanodine, sur leur récepteur peut activer une entrée de Ca®* dans la cellule par des canaux
membranaires, ce mécanisme est appelé I’Entrée Capacitive de Ca®* (ECC) ou Store-
Operated Ca** Entry (SOCE) (119). Cette entrée de Ca®* a pour but de reconstituer les
stocks calciques réticulaires. La notion d’espace met également en jeu 1’étendu du signal dans
la cellule qui définit directement la spécificité des mécanismes induits. Les événements
confinés a de petites régions pré-membranaires, interviennent dans des processus fins comme
la sécrétion de neurotransmetteurs par les neurones. Les événements de plus grande amplitude
spatiale tels que les vagues calciques intracellulaires, correspondent a de plus grandes
variations de Ca* et a I’activation de protéines réparties dans toute la cellule. De tels signaux
régulent de grandes fonctions cellulaires telles que la sécrétion dans les cellules épithéliales

polarisées (120) ou la contraction des cardiomyocytes.

Le temps: Les signaux calciques sont également codés en fonction de la durée de
I’augmentation de Ca?* dans le cytosol. Le signal peut durer de quelques microsecondes &
plusieurs heures, peut étre transitoire ou peut présenter des variations de concentration
oscillatoires. Ces signaux, caractérisés par leur durée et leur fréquence, participeront a des
fonctions biologiques spécifiques. 1l est généralement admis que des signaux calciques
transitoires modulent des fonctions telles que la sécrétion ou la prolifération (121), tandis
qu’une augmentation soutenue de la concentration en Ca’" cytosolique ou mitochondriale
déclenche I’apoptose des cellules ou leur différenciation dans le cas des kératinocytes (63).
Une diminution de la concentration en Ca?* dans un compartiment code également un signal.
Ainsi, Papoptose des cellules peut également étre provoquée par une diminution du Ca®* dans

la lumiére du réticulum endoplasmique (122).

L’intensité : Les signaux calciques sont également codés en fonction de I’amplitude des

variations de concentration du Ca®". En effet, les protéines cibles de ces signaux calciques
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possédent des affinités spécifiques pour le Ca®*, il existe donc une notion de seuil
d’activation. Suivant les mécanismes ciblés, une concentration trop faible de Ca®* n’aura pas
d’effet, tandis qu’a partir d’une quantité suffisante d’ion calcium, I’induction de la fonction
aura lieu. Néanmoins, une concentration trop importante de Ca** impliquera une activation
beaucoup moins spécifique des protéines cibles. Par conséquent, chaque fonction biologique

possede une fenétre d’activation spécifique de concentration calcique.

I11.C. Les acteurs de la signalisation calcique

I11.C.1. les protéines chélatrices

Les protéines chélatrices sont des protéines cytosoliques ou membranaires, présentes dans le
cytoplasme et dans les organites. Elles regroupent I’ensemble des protéines pouvant interagir
directement avec le Ca** telles que la Calmoduline, régulant ainsi son interaction avec les

protéines sensibles au Ca?*.

111.C.2. les pompes calciques

Dans la cellule, la concentration du Ca®* varie entre les différents compartiments. Les
échanges de Ca”* entre le cytosol et les organites intracellulaires, tels que le réticulum
endoplasmique, permettent un maintien des concentrations en Ca** cytosolique, et donc d’un
gradient entre le milieu extracellulaire et le cytosol. Les pompes calciques ont pour réle de
transporter le Ca’* contre son gradient de concentration. C’est un transport actif qui va
consommer de 1’énergie provenant de 1’hydrolyse de I’ATP, on les appelle alors des Calcium
ATPases.

Il existe principalement deux formes d’ATPases dans la cellule, une forme localisée dans la
membrane plasmique : PMCA (Plasma Membrane Calcium ATPase), et I’autre située dans la
membrane du réticulum endoplasmique : SERCA (Sarcoplamic/Endoplasmic Reticulum
Calcium ATPase). La pompe PMCA a pour role d’extruder le Ca** de la cellule tandis que la
pompe SERCA va séquestrer le Ca®" a I'intérieure du RE. (123) (figure 13)
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I11.C.3. ’échangeur Na*/Ca*

Comme pour les pompes calciques PMCA, [’échangeur Na* ®
Sodium/Calcium se trouve au niveau de la membrane plasmique
et de la membrane des organites intracellulaires, et permet un
transport actif de Ca** contre son gradient de concentration. C’est
un transport qui ne consomme pas d’ATP. La direction des

mouvements ioniques est contrdlée par le gradient

¢lectrochimique du sodium, généralement, il y a sortie d’un ion

Ca®" pour Ientrée de 3 ions Na*. (124)

I11.C.4. Les canaux calciques

Les canaux calciques sont des protéines transmembranaires exprimées a la surface de la
cellule et des organites intracellulaires. Lorsque ces canaux sont activés, ils assurent un
transport passif du Ca?* suivant son gradient de concentration. En régle générale, les flux de
Ca®* se feront toujours vers le cytosol.

La suite de cette thése sera focalisée sur ce type de transporteurs.
V. Les canaux calciques dans I’épiderme

Il est maintenant bien établi que le Ca** représente un acteur essentiel dans la plupart des
processus physiologiques prenant place dans 1’épiderme. Particulierement, 1’augmentation du
Ca®" intracellulaire est impliquée dans un grand nombre de fonctions cellulaires selon sa
localisation, sa fréquence et sa durée. Ces différents aspects du signal calcique sont en grande
partie contrdlés par la présence de canaux calciqgues membranaires. La découverte d’une
nouvelle famille de canaux ioniques, celle des canaux TRP (Transient Receptor Potential), a
apporté une nouvelle impulsion dans 1’étude du role du Ca®" et ouvert de nouvelles
perspectives dans 1I’étude de la physiologie de 1’épiderme humain. Plus récemment, le canal
Orail a suscité un grand intérét du fait de son role central dans I’influx de Ca®* le plus
important dans les cellules non excitables dénommé SOCE (Store-Operated Ca** Entry) :

I’entrée de Ca* induite par la vidange des stocks réticulaires.
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IVV.A. La super-famille des canaux TRP

L’histoire de la super-famille des canaux cationiques TRP (Transient Receptor Potential) a
débuté en 1969 par I’isolation d’une forme mutante du « transient receptor potential » chez la
Drosophile par Cosens et Manning. (125)

En étudiant activité électrique oculaire du nerf optique de la drosophile a 1’aide d’un
électrorétinogramme (ERG), ils ont pu mettre en évidence un retard dans la réponse de leurs
photorécepteurs pendant une illumination continue de la rétine. Chez le modéle mutant TRP,
I’enregistrement de I’ERG présentait une dépolarisation transitoire conduisant a une

altération de la vision.

TRANSDUCTION DU SIGNAL LUMINEUX CHEZ
LA DROSOPHILE

Drosophile

Figure 14 : Transduction du signal lumineux chez la drosophile. La stimulation de la rhodopsine

par la lumiere active une cascade de signalisation activant un canal membranaire : TRP.

Chez la drosophile, la rhodopsine est un récepteur photosensible a 7 domaines
transmembranaires couplé a une protéine Gq qui, Suite a sa stimulation, active 1’ouverture

d’un canal cationique membranaire par l’intermédiaire de la PLC-B (figure 14). Les
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drosophiles présentant une dépolarisation transitoire possedaient en fait une mutation du géne
codant pour le canal ionique impliqué dans la transduction du signal lumineux, il fut alors
appelé trp pour «transient receptor potential ». Par la suite, d’autres travaux ont montré
I’existence, chez la drosophile, d’un autre canal activé par la PLC présentant une forte
homologie avec le premier TRP, qui pourrait fonctionner en synergie avec ce dernier. Il fut
nommé TRPL pour « TRP-like ». (126)

Les recherches se sont ensuite portées sur la caractérisation des orthologues des canaux TRP
et TRPL chez les mammiféres.

Le clonage de 7 génes puis 20 supplémentaires, et la découverte d’ARNm alternatifs pour

certains TRP a considérablement augmentée le nombre de protéines-canal TRP connue. (127,

128)
TRP .»
A\ Figure 15 :
TRPC1 Arbre phylogénétique des
canaux de la super-famille
TRPC4 . .
TRPCS des TRP. Représentation
des 7  sous-familles :
Uiy TRPV, TRPM, TRPC,
TRPC6
TRPC7 TRML, TRPP, TRPN,
TRPL. (adapté de Gees,
TRPC2 TRPP2
TRPP3 Colsoul and Nilius 2011)
TRPMLA1 TRPP5

TRPML2 TRPML3

L’analyse phylogénétique des genes de cette super-famille a permis de les classer par groupes.
Chez les mammiféres, les 32 genes ont eté classés en 7 sous-familles (129) (figure 15):

42

© 2012 Tous droits réserveés. http://doc.univ-lille1 fr



Thése de Matthieu Vandenberghe, Lille 1, 2011

e TRPC (7 membres) pour « Canonique » ou « Classique » en raison de leur forte
homologie avec la protéine TRP originelle découverte initialement chez la drosophile.

e TRPV (6 membres) en référence au premier membre de cette famille (TRPV1 ou
récepteur aux « Vanilloides ») qui fut identifié comme un canal activé par le principal
composant irritant du piment rouge : la capsaicine.

e TRPM (8 membres) en référence également au premier membre de cette famille
(TRPM1 ou « Mélastatine ») qui a été cloné a partir d’une lignée cellulaire murine de
mélanome.

e TRPML (3 membres) pour les « MucoLipines ».

e TRPP (5 membres) issus a I’origine de deux geénes polycystic kidney diseases 1 et 2
(PDK1 pour TRPP1, et PDK2 pour TRPP2).

e TRPN (1 membre) aussi appelé NOMPC (no mechanoreceptor potential C), il se
distingue des autres TRP par la présence au niveau de son extrémité amino-terminale
de nombreux domaines ankyrines répétés (=29).

e TRPA1l (ou « ANKTML1 »), un membre éloigné de la famille TRP, se distingue

également par de nombreux domaines ankyrines répétés (=14).

STRUCTURE DES TRP

TRPC TRPV TRPML TRPN TRPP

N C

@ domaine ankyrine @ domaine ankyrine [} a-kinase (TRPM6-7) @ domaine lipase =@ domaine = domaine
= TRP box no TRP box ADP-ribose o signal tardif ankyrine EF-hand
© PKA, PKC,CaMK ¢ PKA, PKC hydrolase (TRPM2) ¢ ciplage @ signal de
@ PI3K-SH3 @ PIAK-SH3 = TRP box endosomal/ retention

(TRPC3-5-6-7) (TRPV5-6) © PKA, PKC lysosomal réticulaire

i : @ PI3K-SH3 i ¢ domaine

calmoduline, IP.R, calmoduline @ signal de ! )
0 CIRB (TRPCS-435-6) 0 PDZ (TRPM2-7) localisation coiled-coil
== homer : PTK I calmoduline nucléaire
@ PDZ (TRPC4-5 (TRPM4-5)

( ) @ PIP, (TRPV1)

@ PDZ (TRPM2-7)
@® Walker B

Figure 16: Représentation schématique de la structure d’un monomére a 6 domaines
transmembranaire pour les 7 sous-familles de canaux TRP, ainsi que les domaines caractéristiques 3
qui y sont associés. (Adapté de Pedersen, Owsianik et Nilius, Cell Calcium, 2005)
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Les canaux d’un méme groupe possédent une structure protéique primaire et secondaire
proche. La structure générale d’un canal TRP comprend 6 segments transmembranaires
hydrophobes, chacun séparé par de petites boucles hydrophiles. Les deux boucles carboxy- et
amino-terminales sont cytoplasmiques et contiennent 1 a 2 zones hydrophobes relativement
bien conservées ainsi que des structures en hélice alpha (figure 16). La séquence comprise
entre les segments transmembranaires 5 et 6 comprend une boucle-P (« P-loop »),
partiellement conservée par rapport a celle des canaux potassiques voltage-dépendants «
Shaker », et forme le filtre de sélectivité du pore ionique. Cette analyse est en accord avec les
résultats démontrant que les canaux de type TRP ne sont pas voltage-dépendants au sens
classique du terme. Un petit segment qualifié de domaine TRP, adjacent au 6'"°me segment
transmembranaire, est conservé dans les canaux TRP et TRPL de la drosophile ainsi que dans
les groupes TRPC et TRPM chez les mammiféres. Il a été proposé que ce segment soit
impliqué dans la régulation de I’activité des canaux par certains lipides comme le
phosphoinositol bisphosphate : PIP2 (130, 131). Enfin certains domaines protéiques bien
connus comme les domaines ankyrines, principalement impliqués dans 1’ancrage des canaux
au cytosquelette, sont conservés dans la boucle amino-terminale des familles TRPC et TRPV.
Finalement, de nombreux ARNm alternatifs ont été clonés pour certains TRP (jusqu’a 9
différents pour TRPM3) (132, 133). Ces ARNm issus d’épissages alternatifs peuvent coder
des protéines tronquées ou des protéines présentant des insertions. Ces isoformes se
comportent soit comme des canaux fonctionnels a part entiére soit comme des dominants
négatifs bloquant la fonction de la forme « classique ». Ainsi, une petite isoforme de TRPM1,
surexprimée dans le mélanome, est capable de s’associer avec la forme complete pour bloquer
la translocation du canal vers la membrane plasmique (134). Malgré des caractéres tres
conservés, les canaux TRP présentent de nombreuses différences fondamentales laissant
entrevoir un nombre conséquent de combinaisons préfigurant la diversité de leurs mécanismes

d’activation.

Les canaux TRP peuvent étre activés par une large variété de stimuli : par des messagers
intra- ou extracellulaires, des produits chimiques, un stress mécanique ou osmotique, et
certains par 1’état de remplissage des stocks intracellulaires (RE, mitochondries). En plus de la
régulation des canaux par leur activation directe, il semble que d’autres canaux TRP seraient
constitutivement ouverts a la membrane plasmique et pourraient étre régulés par la

translocation de vésicules cytosoliques a la membrane plasmique (135). Certains canaux TRP

44

© 2012 Tous droits réserveés. http://doc.univ-lille1 fr



Thése de Matthieu Vandenberghe, Lille 1, 2011

se caracterisent par leur sensibilité a des températures chaudes ou froides, ils sont appelés
ThermoTRP (136). Des recherches sur I’expression des TRP chez I’homme ont montré que
certains de ces canaux étaient exprimés dans la peau et notamment dans 1’épiderme. Il
semblerait méme que ces canaux soit a I’origine des sensations douloureuses, ou non, suite a
I’exposition de la peau a la chaleur et au froid.

Pour la suite, nous nous focaliserons sur les canaux TRP exprimés dans 1’épiderme humain.

IV.A.Ll. Les canaux TRP thermosensibles de I’épiderme

Le support physique (moléculaire) responsable de la sensibilité aux variations de température
est resté longtemps inconnu. C’est le clonage des canaux TRP qui a permis de caractériser les
protéines responsables de ce phénomene. Il en ressort que ce n’est pas une seule protéine mais
plusieurs membres d’une méme famille qui assurent le role de thermorécepteur.

En effet, a ce jour, 6 membres de la superfamille des canaux TRP présentent une sensibilité
aux variations de température et sont présents dans la peau humaine. TRPA1 (ou ANKTM) et
TRPMS8 sont activés par une diminution de la température alors que les canaux TRPV1,
TRPV2, TRPV3 et TRPV4 sont sensibles a une augmentation de la température. D’autres
membres des canaux TRP sont sensibles aux différences de températures, mais ne sont pas
exprimés dans la peau : TRPM2, TRPM4 et TRPM5.

Ces canaux s’ouvrent pour des gammes de température différentes, mais qui se chevauchent, a
tel point que la sensibilité a la température couvre une gamme allant de 8 a 52 degres (figure
17) (137). IIs peuvent aussi étre activés par ’application d’une variété de substances mimant
la sensation de chaleur, comme par exemple la capsaicine (le composé actif du piment) pour
le canal TRPV1. Leur expression dans les kératinocytes de la peau humaine ayant été
démontrée, de nombreuses études ont ensuite eu pour but de comprendre le réle

physiologique de ces canaux.
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ACTIVATION DES THERMO-TRP

cytochrome _ chaleur
moutarde menthol P450 piment douloureuse

Ol

TRPV3 TRPV1 TRPV2

Température, °C

Figure 17 : Schéma représentant 1’alignement des thermo-TRP en fonction de leur sensibilité a la
température. Des exemples de substances pouvant également activer chacun des canaux sont
présentés. (Adapté de McKeny, Eur J Physiol, 2007)

TRPV1 : Le canal TRPV1 a été intensivement étudié pour son réle dans les neurones sensitifs
impliqués dans la sensation de la douleur. Il est activé par des températures au-dela
de 43°C ou par des substances comme la capsaicine. Plus tard, d’autres études ont
montré que ce canal était également exprimé, en plus faible quantité, dans les
kératinocytes de 1’épiderme. Il a notamment été montré que 1’activation de TRPV1
induit une production de substances pro-inflammatoires dépendante du Ca®* telles
que la prostaglandine E2 et I’interleukine-8. Ceci suggére que TRPV1 peut
contribuer a I’induction de la réaction inflammatoire faisant suite a une agression

thermique de la peau. (138, 139)
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TRPV2: Ce canal partage 50% d’homologie de séquence avec TRPVI. Il est, lui aussi,
majoritairement exprimé dans les neurones sensitifs. Il n’est pas activé par la
capsaicine mais par les trés hautes températures : supérieures a 52°C. Il est donc
impliqué dans la thermosensation nociceptive. Bien que le canal TRPV2 soit
exprimé dans les kératinocytes, son role n’est pas encore bien compris (140).

TRPV3: Le géne codant pour le canal TRPV3 est immédiatement adjacent a celui de
TRPV1. Il est activé par des températures comprises entre 32 et 42°C, mais aussi
par le camphre (Le camphre est récupéré par distillation de morceaux de racines, de
tiges ou d'écorces du camphrier). La particularité de ce canal est qu’il n’est pas
exprimé dans les neurones sensitifs, alors son activation provogue une sensation de
chaleur. Dans ce cas, il semblerait que les kératinocytes puissent transmettre cette
sensation de chaleur aux terminaisons des neurones présents dans le derme.
D’autres études ont récemment montré que TRPV3 pourrait également intervenir
dans I’induction de la différenciation terminale des kératinocytes. (141, 142)

TRPV4 : Ce canal est activé pour des températures comprises entre 25 et 37°C. Comme
TRPV3, il semblerait ne pas étre exprimé dans les neurones sensitifs. Cependant,
contrairement a TRPV3, TRPV4 est majoritairement exprimé dans les couches
supra-basales de 1’épiderme et serait impliqué dans la formation des jonctions
serrées et des jonctions gap nécessaires a la constitution de la barriere cutanée.
(143, 144)

TRPMS8: Ce canal a d’abord était découvert dans la prostate, il est exprimé dans les
neurones, mais aussi dans les kératinocytes. Il est présent a la fois dans la
membrane plasmique et dans la membrane du RE. TRPM8 est activé par des
températures de 5 a 27°C et par des composés tels que le menthol et ses dérivés
(=iciline). Son rdle dans la physiologie de la peau n’est pas encore bien compris, il
semblerait toutefois que la stimulation de ce canal par le froid accélérerait la
formation de la barriére cutanée. (145, 146)

TRPA1: TRPAI1 est un membre éloigné de la famille des TRP qui s’active pour des
températures trés basses et douloureuses ainsi que par I’extrait de moutarde. A la
différence de TRPMS, ce canal est impliqué dans la sensation de froid nociceptive.
Toutefois, son role dans la physiologie de 1’épiderme reste encore a étre déterminer.
(147, 148)
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Comme il a été dit précédemment, d’autres canaux TRP sont exprimés dans les kératinocytes

mais sont régulés par d’autres modes d’activation que la température. C’est le cas d’un autre

canal de la famille des TRPV : TRPVG.

IV.A.2. Le canal TRPV6

Le canal TRPVG6 n’est pas sensible aux différences de température et aucun activateur ne lui
est encore associé. Il semblerait que ce canal soit constitutivement ouvert a la membrane
plasmique, ¢’est-a-dire qu’une fois localisé dans la membrane, TRPV6 serait a I’origine d’un
influx de cations dans la cellule. TRPV6 est le canal le plus sélectif pour le Ca®* parmi tous
les TRP, il est notamment impliqué dans la réabsorption du Ca** au niveau de I’intestin et du
rein (135, 149). La création d’une souris possédant une délétion du géne codant pour le canal
TRPV6 (KO-TRPV6) a confirmé le rdle fondamental de ce canal dans I’homéostasie calcique.
Entre autres, ces souris KO-TRPV6 présentent une diminution de 1’absorption de Ca®* dans
I’épithélium intestinal de 1’ordre de 60% en 1’absence de modifications des taux circulants de
Vitamine D3. De plus, ces souris KO-TRPV6 sont également caractérisées par une diminution
de I’épaisseur de la peau, en particulier la couche cornée et une perte du gradient de Ca**
calcique, suggerant un réle majeur du canal TRPV6 dans la physiologie de 1I’épiderme (150).
Par la suite, des études in vitro utilisant I’induction de la différenciation des kératinocytes par
le calcium switch, ont montré que d’une part, I’expression du canal TRPV6 est augmentée
dans les kératinocytes différenciés, et d’autre part, que 1’inhibition de 1’expression de TRPVS,
par des techniques d’ARN interférents et avant la stimulation par le calcium switch, prévient
le phénomeéne de stratification et I’expression de marqueurs de différenciation (84). Il
semblerait donc que ’augmentation de la concentration en Ca®* cytosolique suite au calcium
switch soit la conséquence d’un influx calcique porté par le canal TRPV6.

Par conséquent, ces derniers résultats accordent au canal TRPV6 un rdle primordial
dans la différenciation des kératinocytes humains et donc dans la physiologie de
I’épiderme.

Nous savons également que la VD3 participe a la régulation de la différenciation (voir
II.C.B), et qu’elle ne serait en fait qu'un cofacteur de 1’action du Ca®". Or, la VD3 régule
I’expression du canal TRPV6. En effet, que ce soit au niveau du rein, de ’intestin ou de la
peau, la VD3 induit une surexpression du canal TRPV6. Par conséquent, TRPV6 représente
la principale voie d’entrée du Ca®* lors de I’induction de la différenciation stimulée par

I’action combinée de la VD3 et du Ca** extracellulaire. (84, 151)
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Par ailleurs, des études électrophysiologiques du canal TRPV6 ont mis en évidence des
propriétés biophysiques rappelant celles du CRAC (Ca**-Release Activated Ca”* current). Ce
dernier est un courant caractéristique des lymphocytes T correspondant & une entrée de Ca**
activée par la vidange des stocks calciques intracellulaires, comme le RE par exemple. Ce
courant est plus généralement appelée SOC (Store-Operated Current) dans les autres types
cellulaires. Toutefois, bien que le canal TRPV6 partage certaines caractéristiques
biophysiques avec ce type de courant calcique, il semblerait plutdt qu’il n’y participe que

minoritairement. (152)

Le courant de type SOC représentant la plus importante voie d’entrée du Ca’" dans les
cellules non excitables, il a pour réle de remplir les stocks calciques intracellulaires apreés leur
déplétion afin de maintenir I’homéostasie calcique. De récentes recherches se sont intéressées
a son role et a la composition moléculaire des canaux qui y sont associés. Deux canaux de la

famille des TRPC ont été proposés.

IV.A.3. Les canaux TRPC1/TRPC4

Le canal TRPCL1 est le premier canal a avoir été identifié comme un canal SOC (Store-
Operated Channel). Son implication dans ce type de courant est reconnue dans un grand
nombre de types cellulaires incluant les glandes salivaires, les muscles lisse et squelettiques,
les cellules intestinales et endothéliales, ainsi que les kératinocytes (153). De méme, TRPC4
intervient également dans le courant de type SOC (154). De plus, comme pour le canal
TRPVG, il a été montré que I’expression des canaux TRPC1 et TRPC4 est modifiée en
fonction de 1’état de différenciation des kératinocytes in vitro. En effet, I’expression du canal
TRPC1 est faible dans les kératinocytes non différenciés et augmente lors de la
différenciation, alors que le canal TRPC4 est peu ou pas exprimé dans les kératinocytes non
différenciés et apparait lors de la différenciation. Il a également ét¢ montré que I’amplitude du
courant SOC augmente avec 1’état de différenciation des kératinocytes, ce qui confirme le rdle
des canaux TRPC1 et TRPC4 dans ce mécanismes. De plus, d’autres expériences ont montré
que I’expression de ces canaux dans les kératinocytes non différenciés été nécessaire a
I’induction de la différenciation par le calcium switch. (155)

11 existe plusieurs hypotheses quant aux modes d’activation de ces canaux membranaires suite
a la vidange des stocks calciques réticulaires. Le plus étudié implique la participation d’une

protéine transmembranaire située au niveau du RE, STIM1 (STromal Interaction Molecule
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1). STIM1 est caractérisée par la présence d’un motif EF-hand prés de I’extrémité amino-
terminale situé dans la lumiere du RE, ce qui lui confere la propriété de senseur calcique.
Ainsi, STIM1 peut sentir les différences de concentration en Ca** dans le RE (156, 157).

Dans ces conditions, [’activation de la déplétion des stocks réticulaires, pouvant étre induite
par la fixation de [’IP3 sur son récepteur, provoquerait la diminution de la concentration en
Ca?" dans le RE, qui serait alors détectée par STIM1, qui & son tour activerait les canaux
SOC membranaires (figure 18).

Le mécanisme d’activation des canaux SOC par la protéine réticulaire STIM1 a longtemps
était sujet a discussion. Il en ressort maintenant qu’il y aurait une translocation et un
regroupement des protéines STIM1 en « puncta » au niveau de régions du RE proche de la
membrane plasmique, formant ce que I’on appelle un microdomaine, ou STIM1 pourrait alors
activer les canaux SOC (158). De récentes études ont montré que STIML1 active le canal
TRPC1 par une interaction moléculaire électrostatique entre les résidus aspartate du canal
chargés négativement et les lysines chargées positivement de STIML1. (157, 159)

Depuis 2006, un autre acteur important de I’entrée de Ca®* de type SOC a été identifié, il

s’agit du canal Orail.

IV.B. Le canal Orail

En 2006, il a été identifié un autre candidat pouvant intervenir dans le courant de type SOC.
En effet, les lymphocytes de patients atteints du syndrome SCID (Severe Combined
ImmunoDeficiency) montraient une altération de I’entrée de Ca®* suite a la vidange du RE
(160). 1l a ensuite été montré que ces patients présentaient une mutation d’un géne codant
pour un canal ionique et fut nommé Orail (d’aprés la mythologie grecque, les « Orai »,
Heures en francais, sont les gardiennes des portes de I’Olympe) (161). Il a ensuite été mis en
évidence que ce canal Orail participait a I’influx calcique de type SOC dans différents types
cellulaires (162, 163).

Orail est une protéine composée de 4 domaines transmembranaires dont les extrémités
amino- et carboxy-terminales sont intracellulaires. Sa région N-terminale est caractérisée par
une région riche en résidus proline et arginine, son extremité C-terminale contient un domaine

d’interaction protéique coiled-coil, tandis que la boucle extracellulaire entre le 3°™ et le 4™
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domaine transmembranaire contient un site de N-glycosylation. Classiquement, 4 sous-unités
Orail forment un canal fonctionnel, le ler domaine transmembranaire de chaque sous-unité
constitue le pore et définit la haute sélectivité au Ca?* du canal. (164, 165)

Comme TRPC1, Orail est activé par une interaction avec la protéine réticulaire STIM1 suite a
la vidange des stocks calciques, toutefois, il ne s’agirait pas d’interactions électrostatiques. Il
semblerait plutdt qu’il y aurait une interaction physique entre STIM1 et Orail. Un domaine
coiled-coil situé sur la région cytoplasmique de STIM1 appelé SOAR (STIM1 Orail
Activating Region) se lie a I’extrémité C-terminale d’Orail et induit 1’ouverture du canal
(166, 167).
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MECANISME D’ACTIVATION DU COURANT SOC

)\
\ 7\

o

STIM1

EF-hand

S

TRPC1/

L’activation d’un récepteur membranaire couplé a une
protéine G induit la synthése d’IP3 par la PLC

L'IP3 se fixant sur son récepteur active la vidange des
stocks calciques réticulaires.
La diminution du Ca** est sentie par STIM1

Suite a son activation, STIM1 est transloqué vers des
régions du RE proches de la membrane plasmique,
formant des microdomaines.

Le rapprochement de STIM1 de la membrane
plasmique permet linteraction de STIM1 avec des
canaux calciques membranaires comme TRPC1/C4 ou
Orail

L’activation de ces canaux induit une entrée de Ca*'

Figure 18 : Représentation schématique des mécanismes cellulaire mis en jeu lors de I’activation

de I'influx calcique de type SOC. Dans ’encadré, les structures générales de STIM1 et d’un

monomeére d’Orail sont représentées. STIM1 est composé d’un domaine EF-hand intra-réticulaire

agissant comme senseur calcique, un motif stérile alpha (SAM), deux domaines Coiled-coil (CC)

dont un comprenant la région SOAR (STIM1 Orail Activating Region). C’est la région SOAR qui

interagit directement avec la région coiled-coil cytoplasmique d’Orail et permet son activation et

le passage des ions Ca*".
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La création d’une souris dont le géne codant pour ce canal a été délété a mis en évidence un
role potentiel de ce canal dans le développement de la peau. En effet, ces souris présentent,
entre autres, une irritation des paupiéres, une alopécie ainsi qu’une peau plus fine
s’accompagnant d’une diminution du nombre de kératinocytes et d’une modification de leur
morphologie (168). Ces derniéres données montrent donc qu’Orail pourrait étre un acteur
important dans le développement normal de 1’épiderme.

Néanmoins, aucune étude n’a encore été menée sur le role potentiel de ce canal dans le

développement de I’épiderme humain.
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PROBLEMATIQUE ET
OBJECTIFS

« Pour réussir, il ne suffit pas de prévoir. Il faut aussi savoir improviser. »

Isaac Asimov
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Problematique

Le maintien de P’intégrité structurale de 1I’épiderme humain, et donc de la barriére
cutanée, est le résultat d’un équilibre délicat entre, d’une part la prolifération et la migration
des cellules basales de 1’épiderme et, d’autre part, la différenciation ascendante des
kératinocytes vers sa superficie.

Depuis maintenant quelques années le Ca®* est considéré comme 'un des acteurs
majeurs dans la régulation de ces différents processus physiologiques. Il intervient comme
second messager dans un grand nombre de voies de signalisation cytosolique participant a la
migration, la prolifération et la différenciation des kératinocytes humains.

Toutefois, les acteurs de la signalisation calcique intervenant dans ces processus sont
encore mal connus. C’est pourquoi 1’étude des flux calciques membranaires s’avere une étape
essentielle dans la compréhension des mécanismes cellulaires mis en jeu lors du

développement de 1’épiderme humain.

En conséquence, ce travail s’est focalisé sur les canaux perméables au calcium
exprimés dans les kératinocytes humains. Le choix des cibles étudiées au cours de cette
Theése s’est fait autour de plusieurs données de la littérature montrant I’implication
potentielle des canaux SOC et du canal TRPV6 dans I’homéostasie tissulaire de

I’épiderme.
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Objectifs

A T’heure actuelle, peu de recherche sont menées sur I’implication des canaux
calciques sur I’épiderme humain ou sur des cellules primaires en culture. L’un des buts
premiers de cette Thése est précisément d’étudier le role de ces canaux calciques dans des
kératinocytes issus de cultures primaires afin de se rapprocher le plus fidelement possible de

ce qu’il pourrait étre in vivo. C’est pourquoi ce projet a consisté a étudier :

1) L’implication des canaux SOC dans le développement de I’épiderme humain
Quel est nature moléculaire des canaux ioniques impliqués dans le courant SOC dans
les kératinocytes humains ?

Quel est le profil d’expression des canaux SOC dans 1’épiderme humain ?

Est-ce que les canaux SOC sont impliqués dans I’induction de la différenciation ?

Ou, est-ce qu’ils sont impliqués dans la prolifération et/ou la migration des
kératinocytes ?

2) Le role du canal TRPV6 dans la différenciation des kératinocytes humains
Quelle est 'implication de TRPV6 dans les influx de Ca®* survenant lors de la
différenciation des kératinocytes humains ?
Par quel(s) mécanisme(s) TRPV6 peut étre régulé pour induire la différenciation des

kératinocytes humains ?

3) Recherche de cibles pharmacologiques potentielles dans le cadre d’une
collaboration avec les laboratoires Johnson&Johnson
Est-ce que les canaux calciques représentent des cibles de choix dans le
développement de nouvelles stratégies contre les altérations du développement de

I’épiderme humains ?

L’objectif général de cette these est donc de comprendre le rdle des canaux

calciques dans I’homéostasie tissulaire de 1I’épiderme humain.
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MATERIELS ET
METHODES
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Dans cette partie seront décrites les différentes techniques utilisées au cours de cette thése. Je
me suis personnellement concentré sur les techniques de culture cellulaire,
d’¢électrophysiologie, d’imagerie calcique, de microscopie confocale et de biologie cellulaire.
J’ai également participé aux expeériences en biologie moléculaire. Par contre, la plupart des
travaux en biologie moléculaire ainsi que certains travaux d’imagerie cellulaire ont été
réalisés a 1’aide de collaborations internes ou externes au laboratoire.

Les « Matériels et méthodes » relatifs a chaque article sont associés a ces derniers dans le
chapitre « Résultats » ; le chapitre présente globalement 1’ensemble des techniques utilisées

dans le cadre de I’étude des kératinocytes au laboratoire.

I. La culture cellulaire

I.A. Les lignees cellulaires

Les travaux de cette Theése ont été focalisés sur 1’é¢tude des cellules primaires d’épiderme
humain, afin de se rapprocher le plus fidélement possible de la physiologie humaine.
Néanmoins, je présenterai brievement la lignée des cellules HaCaT, utilisée classiqguement

dans la littérature, ainsi que dans les précédentes études du laboratoire.

La lignée HaCaT :

La lignée HaCaT (Human adult low Calcium high Temperature) est une lignée de

kératinocytes humains, aneuploide et spontanément immortalisée. Elle a été créée par
Boukamp et coll., en 1988 et son principal intérét est sa capacité a se différencier in vitro et in
vivo comme les kératinocytes normaux, sous l’influence de stimuli spécifiques tels que
I’augmentation de la concentration de Ca** dans le milieu de culture cellulaire. Au-dela de la
concentration seuil de 0,07 mM, ces cellules développent des jonctions intercellulaires,
ralentissent progressivement leur vitesse de prolifération et synthétisent des protéines
spécifiques des couches suprabasales de I’épiderme telles que la cytokératine 10 et

I’involucrine.
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Les cultures primaires de kératinocytes (hPK) :

Les cellules primaires de kératinocytes ont €té achetées chez Invitrogen (Cergy Pontoise,
France). Ces cellules sont essentiellement issues de pieces chirurgicales de donneurs adultes
(réduction mammaire le plus souvent) et sont cultivées pendant quelques semaines avant de
nous étre envoyées congelées. Ces cellules constituent un outil précieux, néanmoins, elles ont

une durée de vie tres courte. (figure 19)

I.B. Conditions de culture

La lignée HaCaT est maintenue dans un milieu DMEM-HG dépourvu de calcium (Gibco,
Life technologies, France) complété avec du sérum de veau feetal (SVF) décomplémenté (2 a
10% au besoin, Séromed, Strashourg) ainsi qu’avec 1% de kanamycine (100pug/mL). En
fonction des expériences, on ajoute 1.7 mM de Ca** dans le milieu de culture afin de favoriser
la différenciation sans quoi cette concentration du milieu n’est estimée qu’a 0.07 mM ce qui
est insuffisant pour déclencher la différenciation.

Les cultures primaires de kératinocytes, hPK (human primary keratinocytes) aussi appelés
NHK dans la littérature (Normal Human keratinocytes) sont obtenues chez Invitrogen. Leur
utilisation se fait conformément aux accords d’Helsinki ainsi qu’au guide d’éthique du CHRU
de Lille. Les kératinocytes sont cultivés dans du milieu keratinocyte SFM complémenté avec
5 ng/ml d’EGF (Epidermal Growth Factor) et 50 pg/ml de BPE (Bovine Pituitary Extract)
(Gibco Invitrogen Corp., Cergy Pontoise, France), dans des flasques de 25 ou 75 cm? puis
sont placées dans un incubateur a 37°C dont I’atmosphére est enrichie a 5% de CO,. Le
milieu de culture est remplacé 3 fois par semaines. Lorsque les cellules atteignent 80% de
confluence, elles sont décollées a 1’aide d’une solution de trypsine-EDTA (0.25%, ICN,
USA). Notons que les kératinocytes sont des cellules particulierement adhérentes et que cette
étape de trypsinisation peut prendre plusieurs minutes. Dés que les cellules sont décollées,
I’action protéolytique de la trypsine est bloquée par I’addition de milieu de culture complet.
Un volume de cette suspension cellulaire équivalent a 500.000 cellules est ensuite prélevé et
ajouté a 10 mL de milieu complet et placé dans une nouvelle flasque.

En régle générale, les cellules cultivées dans un milieu pauvre en Ca** ([Ca*]=0,07 mM)

correspondant au milieu K-SFM supplémenté sont considérées comme non-différenciées
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(UuhPK). Par opposition, les cellules cultivées dans un milieu riche en Ca** ([Ca**]=1,7 mM)
sont considérées comme différenciées (dhPK).
Le controle de 1’¢tat de différenciation se fait sur I’analyse de 2 critéres (figure 19):

Le critére morphologique : les cellules différenciées s’aplatissent, forment des jonctions

intercellulaires, poussent en flots aboutissant a un phénomene de stratification.

Le critere biochimique : les cellules différenciées synthétisent des protéines spécifiques

telles que la cytokératine 10, I’involucrine, la transglutaminase 1 ou encore la filaggrine. Ces
protéines sont tres largement employées dans la littérature pour caractériser la différenciation

des kératinocytes.

LES CULTURES PRIMAIRES DE KERATINOCYTES

Kératinocytes Non Différenciés

Prolifération continue

Peu de contacts
Intercellulaires

Kératinocytes Différenciés

Contacts
intercellulaires

Stratification

Figure 19 : Photo au microscope x100 de cellules primaires hPK, non différenciées (uhPK), et
différenciées (dhPK).
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Notons que notre étude de la différenciation se focalise sur 1I’implication du Ca?", de ce fait,
nous utilisons 1’augmentation de la concentration du Ca”* dans le milieu de culture pour
induire la différenciation qu’on appelle le Calcium Switch. Cette méthode nous permet de
comprendre les mécanismes mis en jeu dans la différenciation précoce des kératinocytes

(passage de la couche basale a la couche épineuse).

II. Technique d’imagerie calcique

Cette technique nous permet de mesurer des variations de concentration en Ca®* au sein des
cellules par microscopie par fluorescence traditionnelle. Lors de cette Thése, nous nous

sommes principalement intéressés aux variations de la concentration du Ca®* cytosolique.

L'IMAGERIE CALCIQUE

[’Caz*,]c i
élevée

o ..
faible”

Figure 20 :
Principe de fonctionnement de

A I’imagerie calcique. Une échelle en
g 200 “f kA fausse couleur donne la concentration
57? 150 / relative en Ca” dans le cytosol.
§ 100 / N L’évolution des modifications de la

50 | S e concentration en Ca*" cytosolique est

enregistrée en fonction du temps.

0
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I1.A. Mesure de la concentration de calcium libre

La technique d’imagerie calcique par fluorescence est couramment utilisée pour mesurer les
variations de la concentration de Ca** dans le cytoplasme ([Ca2+]cyt) (figure 20). Cette
technique a I’avantage de permettre de mesurer les variations de [Ca2+] ¢,x Simultanément sur
plusieurs dizaines de cellules et ainsi de déterminer si 1’application ou le prétraitement des
cellules avec une drogue donnée modifie ’homéostasie calcique. Cette technique est assez
simple a réaliser et apporte rapidement un résultat brut. Ce dernier nécessite néanmoins un
approfondissement par des techniques complémentaires telles que le patch clamp. En effet,
I’homéostasie calcique est la conséquence de ’activité de nombreuses protéines comprenant
les canaux ioniques transmembranaires, mais aussi, les échangeurs et les pompes. 1l est donc
fondamental dans notre stratégie d’utiliser la technique de patch clamp en complément afin
d’enregistrer spécifiquement le fonctionnement des canaux ioniques. Quoiqu’il en soit, du fait
de son accessibilité et de sa rapidité d’exécution, cette technique reste un élément important
dans 1’étude préliminaire des canaux calciques. La mesure des variations de la concentration

cytoplasmique en Ca”" a été réalisé a température ambiante.

11.B. Charge des cellules en Fura-2/AM

La mesure du Ca?* cytosolique se fait grace & une sonde calcique appelée Fura-2/AM
(acétoxyméthylester). Les cellules sont alors mises en contact avec cette sonde et c’est
I’entrée de celle-ci dans les cellules qu’on appelle la charge. Les cellules sont chargées dans le
milieu de culture a raison de 2,5 uM de Fura-2/AM pendant 45 minutes a température
ambiante. Les cellules sont ensuite incubées durant 10 minutes supplémentaires avec du
milieu de culture sans sonde afin de rincer le surplus de celle-ci dans le milieu extracellulaire.
Les cellules sont finalement rincées avec du milieu HBSS standard (Hank’s Balanced Salt
Solution) dont la composition est la suivante :

140 NaCl, 5 KClI, 2 MgCl,, 2 CaCl,, 0.3 Na;HPO3, 0.4 KH,P04, 4 NaHCO;3, 5 glucose, et 10
HEPES. Le pH est ajusté a 7.4 avec du NaOH.
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Figure 21 :
Représentation schématique

de la charge des cellules
avec le Fura-2/AM, et des
modifications de sa

structure moléculaire.

Le Fura-2 est une sonde calcique dérivée du fluorophore stilbéne possédant quatre fonctions

carboxyles dont I’arrangement spatial octacoordonné est caractéristique des chélateurs

calciques tels que ’EGTA et le BAPTA. Il existe deux formes de fura-2 :

© 2012 Tous droits réservés.
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» La forme libre, hydrophile, chargée négativement et acide. Sous cette forme, le fura-2 est
fluorescent et cette propriété varie en fonction de la concentration de Ca* libre (Kd=225nM).
Néanmoins, la forme libre du Fura-2 est incapable de rentrer dans les cellules et il faut donc le
microinjecter a I’aide d’une micropipette de verre.

» La forme estérifiée, perméante et non-chargée, est appelée acétoxyméthylester de fura-2
(Fura-2/AM). Le Fura-2/AM est capable de penétrer dans les cellules, ou le groupement
acétoxymeéthyl-ester est clivé par les estérases cytoplasmiques. Le clivage de cette fonction
par les estérases stabilise la sonde sous sa forme acide dans le cytosol des cellules. La sonde
est alors séquestrée dans le cytoplasme et émet de la fluorescence en fonction de la [Ca2+]cyt.
(figure 21)

Le Fura-2 est un fluorophore a double longueur d’onde d’excitation et a longueur d’onde
d’émission unique. Le Fura-2 libre a une longueur d’onde d’excitation maximale située a 380
nM alors que la longueur d’onde maximale d’excitation du Fura-2 lié au Ca®* est de 340 nm.
Quelle que soit la concentration de Ca®*, la longueur d’onde d’émission du Fura-2 est de 510
nm. Ainsi, ’augmentation de Ca®" dans le cytoplasme des cellules se traduit par une
diminution de la fluorescence émise a 510 nm suite a une excitation a 380 nm alors que la

fluorescence émise a 510 nm suite a excitation a 340 nm augmente.

11.D. Equipement optique

L’équipement est composé d’un microscope a épifluorescence (Olympus IX 70), d’une lampe
au xénon, d’un monochromateur Till Photonics, d’une caméra digitale CCD (Charge Coupled
Device) 12 bits (MicroMax 5 MHz, Princeton) et d’un ordinateur dont le logiciel (Métafluor
5.0, Universal Imaging) permet la stimulation, ’acquisition et 1’analyse des images. Les
différentes longueurs d’ondes émises par la lampe au Xxénon sont contrélées par un
monochromateur. Les UltraViolets émis sont diriges par une fibre optique vers la préparation
grace a un miroir dichroique. Sous stimulation de 1’'une ou de ’autre des deux longueurs
d’onde d’excitation, les cellules chargées avec un fluorophore émettent de la fluorescence.
Cette lumiere est transmise au travers du miroir dichroique vers la caméra CCD. La matrice
de cette caméra est composée de I’assemblage de photodiodes dont les coordonnées X,y
définissent un point dans le plan de I’image. Chaque photodiode convertit une intensité

lumineuse en « niveau de gris » (z) par un convertisseur approprié. Un point image est donc
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défini par trois valeurs x,y,z et est appelé pixel (picture element — littéralement, elément
image). Ces trois valeurs sont codées en un signal numérique qui est traité par le logiciel

d’analyse.

I1.E. Imagerie Calcique par microscopie confocale

2+
L’étude des variations de Ca entre les différents compartiments calciques cellulaires a

nécessité 1’emploi d’une deuxiéme technique de microscopie par fluorescence, il s’agit de la
microscopie confocale. Cette technique permet, du fait de sa trés haute résolution spatiale, la
mesure qualitative du Ca®* dans un organite (RE, mitochondrie). Pour la méme raison, la
microscopie confocale est utilisée afin de réaliser les travaux d’immunofluorescence
(localisation subcellulaire d’une protéine par marquage immunologique).
Le systtme de mesure est un microscope confocal de type Zeiss LSM 510. Celui-ci est
compos¢ d’un microscope inversé doté d’objectifs a immersion 40x (O.N=1,3) et 60x
(O.N=1,4) associés a une unité controlant les lasers (unité confocale Zeiss). La fluorescence
émise est ensuite regue au niveau de photomultiplicateurs qui transforment 1’information
lumineuse en information numérique. Ces signaux sont alors traités grace a un ordinateur doté
d’un logiciel spécifique (AIM 3.2) qui recrée les images en fausses couleurs avec une
résolution allant jusqu’a 4096*4096 pixels.
Pour ces expériences, nous utilisons une sonde fluorescente différente du Fura-2, Le Fluo-
4/AM. Il s'agit d'une sonde sensible au Ca®* (K4=345 nm) aux caractéristiques proches des
chélateurs calciques tels que ’EGTA et le BAPTA. Cette sonde ne posséde qu’une longueur
d’onde d’excitation (A=494nm) et n’émet de la fluorescence que quand elle est liée au Ca*
(A=516nm). Le fluo-4/AM permet d’évaluer les variations qualitatives de Ca®* dans le
cytoplasme. Le systtme a été calibré en utilisant des solutions de Ca®* et de chélateurs
calciques comme I’EGTA pour connaitre la fluorescence minimale et maximale de la sonde.
La concentration en Ca®* est ensuite calculée avec 1’équation suivante :

[Ca®*]cyt = kd (F — Fmin) / (Fmax — F)
La charge des cellules se fait a température ambiante, dans de ’HBSS contenant 2mM de
Ca’* avec 2.5uM de sonde pendant 25 min suivie d’un ringage de 30 minutes. L’analyse des

taux de Ca®* est également réalisée & température ambiante.
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I11. Electrophysiologie

I11.A. Patch Clamp

Les expériences ¢€lectrophysiologiques sont réalisées a I’aide de la technique du « patch clamp
». Cette derniére consiste a isoler électriquement un fragment de membrane cellulaire (Patch
en anglais) en apposant contre la cellule une pipette de verre d’un diametre de 1’ordre du
micrométre (10° m). Puis, en appliquant une légére dépression dans cette pipette de verre on
obtient une résistance de contact entre la pipette et la membrane cellulaire de ’ordre du
gigaohm (GQ, 10° ohms). Ce protocole permet alors d’imposer un potentiel (Clamp en
anglais) en mesurant simultanément des fluctuations de courant de 1’ordre du picoampere (pA,

10™2 A) avec une fréquence trés élevée (> 1 kHz).

LES CONFIGURATIONS DU PATCH-CLAMP

Cellule attachée Cellule entiére

Solution
intrapipette

e ———
Aspiration

i Tire i Tire
Inside-out Outside-out

Figure 22 : Représentation schématique des différentes configurations de la technique de Patch-

Clamp pouvant étre obtenues
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Il existe plusieurs configurations d’étude permettant d’enregistrer soit 1’activité d’un seul
canal ionique (enregistrements unitaires), a savoir les configurations « cellule attachée », «
inside-out » et « outside-out » ; soit de tous les canaux situés dans la membrane plasmique
c'est-a-dire la configuration « cellule entiere ». (figure 22)

Historiquement, le Patch Clamp désigne les configurations d’enregistrement de canaux
individuels (Single-channel Recording), cependant le terme de patch clamp désigne
maintenant aussi la configuration cellule entiére (Whole Cell Recording) qui permet la mesure

de courants macroscopiques.

L’ensemble des expériences de Patch-Clamp de cette These a été réalisé en configuration
cellule entiére et & température ambiante. Dans la configuration cellule entiére (ou whole cell),
la pipette de patch (R=4 MQ) possédant un diamétre interne de 1’ordre de 1uM, est apposée a
la membrane d’une cellule. Une légere aspiration induit alors un contact intime entre la
pipette de borosilicate et la membrane plasmique caractérisé par une trés haute résistance
électrique, qualifiée de « Giga seal » (R>10 GigaQ). Une légére aspiration supplémentaire
induit une rupture du fragment membranaire situé immédiatement sous la pipette mettant ainsi
en contact la solution intrapipette et le cytoplasme de la cellule étudiée.

Les courants ioniques transmembranaires sont mesurés a 1’aide d’un amplificateur EPC9
(HEKA Electronic, Allemagne). Les signaux sont visualisés sur un écran d’ordinateur,
stockés directement sur le disque dur de 1’ordinateur et analysés grace au programme Origin
7.0 (Microcal, Northampton, MA).

Nous obtenons ainsi I’enregistrement de 1’activité des canaux ioniques membranaires ainsi
que leurs caractéristiques biophysiques. La caractéristique principale des courants ioniques est
la relation courant (1) / potentiel (V), souvent designée par le sigle 1/V. En effet, cette relation
est propre a chaque type de canal ionique et nous permet donc d’identifier avec plus ou moins

de précision I’identité de la protéine impliquée dans la gene¢se du courant.

I111.B. Solutions utilisées

Au cours de nos expériences, nous avons focalisé notre attention sur le courant de type SOC.
La composition ionique des solutions utilisées pour leur étude est reportée dans les tableaux
ci-apres :
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Solution intrapipette

Concentration en mM

Solution extracellulaire

Concentration en mM

Cs methanesulfonate 140 Nacl 120
NaCl 5 Glucose 5
HEPES 10 HEPES 10
BAPTA 5 CaCl2 10
EGTA 10 MgCl2 2
MgCl2 6 pH=7,3 ajusté avec NaOH

pH=7,3 ajusté avec NaOH

Tableau 1: Compositions ioniques des solutions extracellulaire et intra-pipette utilisées pour

1’étude des courants de type SOC en Patch-Clamp, configuration cellules entiere.

V. Transfection

IV.A. Les petits ARN interférents (SIRNA)

L’ ARN-interférence est un mécanisme physiologique de régulation post-transcriptionnelle

impliqué dans la défense anti-virale ou dans la régulation du taux des ARN. Ce mécanisme est

présent chez tous les eucaryotes et permet de détruire spécifiquement un ARNm. Le principe

repose sur |’utilisation de petits ARN double brin d’une longueur de 21 a 23 nucléotides. Ces

derniers sont pris en charge par le complexe enzymatique RISC (RNA-Induced Silencing

Complex). Ce complexe RISC dissocie les deux brins d’ARN pour ne conserver que le brin

anti-sens qui devient par définition le petit ARN interférent (small interferent RNA ou

SiRNA). Le complexe siRNA-RISC interagit alors avec I’ARN homologue, reconnu par son

interaction avec le siRNA. Le complexe RISC clive alors I’ARNm de chaque c6té¢ du siRNA

entrainant ainsi la destruction de I’ARNm.

Les siRNA utilisés lors de cette These ont été synthétisés par Eurogentec.

© 2012 Tous droits réservés.
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IVV.B. Lipofection

Pour transfecter les siRNA dans nos cellules, nous avons utilisé deux méthodes, la premiére,
la lipofection a été effectuée avec le « HiPerFect Transfection Reagent » de Qiagen. Cette
technique consiste a former un complexe lipidique avec le siRNA (lipoplexe), lui permettant
de passer a travers la membrane de la cellule.

Suivant les expériences, lorsque les cellules atteignent 50 & 60% de confluence elles sont
transfectées transitoirement avec un siRNA dont la concentration varie en fonction de la
protéine ciblée (les concentrations sont indiquées dans les articles relatifs). Pour un puits de
35 mm de diametre (plaque 6 puits), le sSiRNA est dilué dans 100 ul de milieu sans sérum,
auquel nous ajoutons 6 pl de HiPerfect (cf. protocole fourni), le mélange est passé au vortex
puis incubé a température ambiante entre 5 et 10 minutes pour permettre la formation des
complexes de transfection. Le mélange est ensuite ajouté aux 2 ml de milieu dans le puits. Les
cellules sont ensuite laissées au moins 24h dans I’incubateur avant d’effectuer nos différentes

expériences.

IV.C. Nucléofection

La deuxiéme méthode utilisée pour transfecter les siRNAs dans les kératinocytes est la
nucléofection. Pour cela, nous avons utilisé le Nucleofector® Amaxa® (LonzaBio, Cologne,
Allemagne) accompagné du kit spécifique pour la nucléofection des kératinocytes humains.
Suivant le protocole, les cellules ayant atteint une confluence de 60 a 80% sont trypsinisées et
comptées. Entre 500.000 et 1.000.000 de
cellules sont suspendues dans 100yl de la
solution de tampon spécifique a la
nucléofection de kératinocytes humains, a
laquelle on ajoute le SiRNA (40 a 100nM).

Ce mélange est ensuite transféré dans une

cuvette qu'on  insere dans le

Nucleofector® d’Amaxa® biosystems

Nucleofector®. Apres Dapplication du
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programme approprié, on ajoute 500ul de milieu classique supplémenté et on distribue les
cellules dans les puits. Les cellules sont ensuite laissées au moins 24h dans 1’incubateur avant

d’effectuer nos différentes expériences.

V. Quantitative real-time PCR

V.A. Extraction des ARNS

Aprés un lavage au PBS, une quantité appropriée de solution TRizol® (0,5 & 1 ml) est ajoutée
directement sur les cellules pendant 5 minutes a température ambiante. Le mélange est
récupéré dans un tube eppendorf et passé au vortex, puis le chloroforme est ajouté et laissé 3
minutes a température ambiante avant de centrifuger les tubes a 12.000 g, 15 minutes a 4°C.
On récupere ensuite la phase supérieure a laquelle on ajoute 500ul d’isopropanol afin de
précipiter les ARNs, pendant 10 min a température ambiante, le mélange est ensuite
centrifugé a 12.000 g, 10 minutes a 4°C. Le surnageant est retiré, le culot est lavé avec 500pl
d’éthanol 70% et I’homogénat est centrifugé a 7500 g, 5 minutes a 4°C. Le culot est laissé a
sécher puis 10ul d’H,0 y est ajouté.

Les ARNSs sont ensuite dosés pour chaque échantillon.

V.B. Transcription inverse

Avant d’effectuer la transcription inverse, 2ug d’ARN sont prélevés de chaque échantillon et
soumis & un traitement par la DNAse | (Désoxyribonucléase I) pendant 1 heure a température
ambiante. La réaction est stoppée par 1’addition d’EDTA pendant 10 minutes a 65°C. Puis les
échantillons sont placés dans la glace puis centrifugés. Le volume final de cette solution sera
de 11pl.

La transcription inverse, qui permet d’obtenir les ADN complémentaires (ADNCc) pour chaque

échantillon est réalisée comme suit :

e 5,5ul de la solution précédemment préparée, soit 1ug d’ARN, sont ajoutés a :
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1,2ul d’Hexamere RX6
2,9ul d’H,O

10 minutes a 70°C

On y ajoute ensuite :

10 minutes a température ambiante

2ul de Tampon 11 10x
2,4ul de Mg**

4pl DNTP

1ul RNAse Inhibitor
1ul MULV

30 minutes a 42°C
10 minutes a 95°C
Centrifugation

Thése de Matthieu Vandenberghe, Lille 1, 2011

Les ADNc de chaque échantillon vont étre soumis a la PCR en temps réel quantitative. Le

principe de cette technique consiste a amplifier I’expression d’un géne spécifique, grace a

I’utilisation de couples d’amorces adaptées, et de comparer son taux d’expression a un géne

contrdle tel que ’hPRT. L’utilisation d’une sonde fluorescente, le SYBR® Green |, qui

s’intercale dans I’ADN lors de chaque cycle d’amplification va permettre de quantifier les

taux d’ADNc de départ.

Le mix pour chaque géne se prépare ainsi:

© 2012 Tous droits réservés.

1ul de Tampon Il 10x
1pl de Mg?*
0,8ul de DNTP

0,8ul de I’amorce 3’

0,8ul de I’amorce 5’

5,2ul d’H,0

0,06pl de SYBR® Green |
0,5ul ADNc
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Ce mélange est ensuite déposé dans les puits des plaques 96 puits adaptées au thermocycleur
(Biorad CFX 96). En guise de contrdle de I’efficacité de chaque couple d’amorces, une série
de dilutions d’un échantillon donné est effectuée. Une fois les échantillons placés dans le

thermocycleur, un protocole d’amplification adéquat est sélectionné. (figure 23)

THERMOCYCLEUR

1 2 3 4 5

95°C 95°C 95°C
| 30sec 5 sec \ /
| \__e0°C ; 4565 c J
f = sec
". 5 sec ol ‘J (@]

2
45 cycles

Figure 23 : Photographie du thermocycleur utilisé pour la PCR en temps réelle et représentation

du protocole utilisé classiquement pour 1’amplification des ADNc étudiés.

V.D. Analyse des résultats

Les quantités relatives d’ADNCc dans les différents échantillons ont été estimées en appliquant
la technique du SYBR® Green I. Celle-ci est basée sur la méthode de calcul des AACt. Le Ct
est défini comme le nombre de cycles d’amplification par PCR quantitative du geéne étudié,
nécessaire pour atteindre un certain seuil de quantité du géne, celui-ci est fixé arbitrairement.
La valeur Ct est alors inversement proportionnelle au nombre de copies de la séquence cible
présente dans 1’échantillon. Pour obtenir une valeur relative du taux d’expression du gene
d’intérét dans un échantillon donné par rapport a un échantillon de référence, la quantité du
gene cible est d’abord normalisée par rapport a un géne de référence : une valeur ACt est

obtenue pour chaque échantillon dont un échantillon défini comme référence (calibreur).
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Ensuite, pour chaque échantillon, la valeur du ACt est comparée a la valeur du ACt obtenue
pour 1’échantillon calibreur : une valeur de AACt est ainsi obtenue. Dans chaque échantillon,
I’expression relative (RE) du géne cible par rapport a 1’échantillon de référence est donnée par

la formule RE = 2724¢t,

V1. Immunodétection

VI.A. Extraction des protéines

Aprés un lavage au PBS, le tapis cellulaire est récupéré dans un tampon RIPA (PO4Na2/K,
Triton X-100, Déoxycholate de sodium, NP40 et NaCl) complété par un cocktail d’anti-
protéases (Sigma, P 8340). L’homogénat est alors soniqué quelques secondes puis incubé sur
glace pendant 1 heure. Le lysat est ensuite centrifugé a 1 000*g pendant 20 minutes a 4°C.

Les protéines sont dosées par la méthode BCA.

V1.B. Western Blot

L’électrophorése est réalisée dans un systéme Bio-Rad selon la technique SDS-PAGE. La
densité du gel de polyacrylamide est déterminée selon la taille des protéines a séparer. A
intensité fixée, la migration commence a 80 V, 100 mA/minigel puis des que le gel de
séparation est atteint, la migration se poursuit a 120 V, 100 mA/minigel. A la fin de
I’¢électrophorese, les protéines sont transférées sur un gel de nitrocellulose si elles sont de
petite taille et/ou hydrophiles, ou sur un gel de PolyVinyliDene Fluoride (PVDF) si elles sont
de grande taille et surtout hydrophobes. Le transfert s’effectue a 25 volts et 100 mA / minigel
pendant 2h. Apres transfert, la membrane est découpée en fonction du nombre d’anticorps
utilisés pour I’immunodétection. Les morceaux de membrane sont saturés durant 1h a
température ambiante dans un mélange de TNT-lait 5% (15 mM de tampon Tris pH 8 ; 140
mM NaCl ; 0,05% Tween et 5% de lait en poudre écrémé). Les membranes sont ensuite mises
en contact avec les anticorps primaires, a la dilution voulue dans du TNT-lait 2% (les

anticorps utilisés sont présentés dans chaque article), soit pendant 1 a 2 heures a température
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ambiante soit durant la nuit a 4°C. Aprés 3 lavages au TNT, les membranes sont mises en
présence de 1’anticorps secondaire voulu au 1/20 000éme (anti-IGg de lapin, de souris ou
autre ; laboratoire Zymed Inc, San Francisco, CA) pendant 1 heure a température ambiante.
Apreés trois lavages au TNT, les protéines sont révélées par chimioluminescence grace au kit «
Supersignal West Pico Chemiluminescent » ou « Supersignal West Dura Chemiluminescent »
(Pierce, Rockford Compagny, IL) en suivant les instructions du fournisseur. Les bandes sont
finalement exposées sur des films Biomax Light (Kodak, Rochester, NY). L’intensité¢ des
signaux est mesurée par densimétrie, puis le rapport de I’intensité de la protéine d’intérét
divisée par D’intensité d’un rapporteur comme [’actine ou la calnexine permet de semi-

quantifier I’expression de la protéine d’intérét.

VI.C. Technique d’immunofluorescence

L’immunofluorescence indirecte consiste a détecter une protéine spécifique au sein de la
cellule par I’intermédiaire de deux anticorps dont le second est couplé a un fluorophore.
L’immunofluorescence nécessite tout d’abord de fixer les cellules. Deux techniques
différentes de fixation, a savoir le PFA (ParaFormAldéhyde) et I’acétone ont été utilisées pour
fixer les cellules. Le choix entre ces deux modes de fixation dépend des anticorps utiliseés.
Brievement, la fixation avec I’acétone consiste a plonger la lamelle dans de 1’acétone et a la
laisser incuber 10 minutes a -20°C. La lamelle est ensuite rincée plusieurs fois avec du PBS.
L’avantage de I’acétone est qu’il perméabilise les cellules en méme temps qu’il fixe les
molécules.
La fixation au PFA est réalisée en incubant la lamelle 15 min dans du PFA 4% & 4°C. La
lamelle est ensuite lavée 3 fois 10 min dans le PBS.
Le protocole d’immunofluorescence consiste a :
e Bloquer et perméabiliser les cellules avec un mélange PBS, gélatine de poisson 1,2%,
Tween-20 0,05% et glycine 0,2M.
e Incuber I’anticorps primaire a la concentration désirée dans un melange de
PBS/gélatine de poisson pendant 1 a 2 heures a 37°C.
e Laver 3 fois 10 min avec du PBS/gélatine de poisson.
e Incuber I’anticorps secondaire (anti-lgG lapin ou anti-lgG souris) couplé a un
fluorophore a la concentration d’utilisation pendant 1 h a température ambiante.
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e Laver 2 fois durant 10 min avec du PBS/gélatine de poisson, puis une derniére fois
avec du PBS.
e Monter les lamelles sur des lames avec du Mowiol.

e Conserver les lames a 4°C.

En ce qui concerne le marquage de 1’actine, une étape supplémentaire est nécessaire. En effet,
I’actine a été mise en évidence par la Phalloidine-tetramethylrhodamine B isothiocyanate qui
se lie spécifiquement aux filaments d’actine et émet une couleur rouge. Pour cela, avant le
premier anticorps, les cellules sont incubées avec 1ul/ml de phalloidine pendant 30 minutes a
température ambiante.

Les images des cellules ont été réalisées sur un microscope confocal (Zeiss). Les
fluorochromes verts (excitation a 488 nm) sont excités par un laser Argon alors que les
fluorochromes rouge (excitation 546 nm) sont excités par un laser Hélium-Néon. La lumiére
est transmise a 1’échantillon par le biais d’une fibre optique puis d’un miroir dichroique.

Le systtme de mesure est un microscope confocal de type Zeiss LSM 510. Celui-ci est
compos¢ d’un microscope inversé doté d’objectifs a immersion 40x (O.N=1,3) et 60x
(0.N=1,4) associés a une unité contrdlant les lasers (unité confocale Zeiss). Les sighaux sont

traités a I’aide d’un logiciel spécifique (AIM 3.2).

VI1.D. Immunohistochimie.

Les sections de peau humaine paraffinisées ont été obtenues par notre collaboration avec les
services d’anatomopathologies du CHR de lille. La peau a subi une fixation classique par le
liquide de Bouin avant d'étre inclus dans la paraffine. Le bloc a ensuite été débité en coupes
de 2 a 5 um d'épaisseur et chaque coupe a été placée sur une lame porte-objet.
L’inclusion de I’échantillon dans la paraffine (nécessaire pour réaliser les coupes) implique
son élimination préalablement a I’immunomarquage. Cette étape est assurée par une
succession de bains, d’abord dans un solvant permettant 1’élimination de la paraffine (toluéne)
puis dans des alcools de titre décroissant, de 100 % a 30 %. Puis :

e Les coupes sont exposées a I’eau oxygénée 10 minutes a température ambiante afin de

bloquer les peroxydases endogéenes.
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e Le démasquage des sites antigéniques est réalisé dans un tampon citrate (pH 6,
10mM) chauffé au bain-marie a 96°C pendant 15 minutes. La lame est rincee 3 fois 5
minutes au PBS.

e La coupe est incubée dans un tampon de saturation (PBS-gelatine + 0,05 % Triton-
x100) pendant 1h a température ambiante.

e L’anticorps primaire est incubé a la concentration désirée dans un melange de
PBS/gélatine durant la nuit a 4°C.

e L’échantillon est lavé 3 fois 10 min avec du PBS/gélatine.

e L’anticorps secondaire (anti-lIgG lapin ou anti-IgG souris) couplé a une peroxydase
est incubé a la concentration d’utilisation pendant 2 h a température ambiante.

e On lave 3 fois durant 10 min avec du PBS/gélatine.

e La révélation s’effectue au DAB (diaminobenzidine, Sigma), entre 2 et 30 minutes a
température ambiante.

e On lave 3 fois durant 10 min avec du PBS.

e Une lamelle est montée sur la lame avec du Mowiol.

e Les lames sont conservées a 4°C.

Les images des coupes ont été réalisées sur un microscope Zeiss Axioskope microscope a

lumiére transmise et les images analysées avec le programme Leica Image Manager software.

VI1I. Test de migration

Lors de cette these, plusieurs techniques ont été utilisées afin d’étudier la migration des
kératinocytes. Une technique d’observation directe : test de blessure, qui consiste a observer
la fermeture progressive d’une « blessure », caractérisée par le grattage (« Scratch ») d’une
bande de cellules dans une culture confluente. L’utilisation combinée d’un marqueur
spécifique de la membrane plasmique et de la microscopie confocale permet de suivre les
déplacements d’une cellule isolée au cours du temps, par cette technique nous mettons en
évidence la migration polarisée des kératinocytes. La derniere technique étant celle du
Transwell® ou chambre de Boyden, qui permet d’analyser la migration de cellules au travers

d’un filtre microporeux.
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VII.A. Test de blessure ou “Wound healing assay”

Des kératinocytes sont maintenus en culture jusqu’a atteindre une monocouche confluente. A
I’aide d’un cOne pour micropipette, une bande de cellules est ensuite arrachée du support,
constituant la « blessure ». Puis, le milieu de culture est changé pour laver les débris
cellulaires. Les cellules sont ensuite replacées dans 1’incubateur a 37°C dont I’atmosphére est
enrichie & 5% de CO,. Les cellules se trouvant sur les bordures de la blessure vont alors
commencer a migrer vers I’espace libre pour la refermer, ce qui se rapproche d’un phénomene
de cicatrisation (figure 24). L’évolution du processus de migration est suivie au microscope
en prenant des photos a plusieurs endroits le long de la blessure a différents temps, le temps 0
correspondant au moment de la blessure. Dans le cas des cultures primaires de kératinocytes,
dans des conditions controles, la blessure est complétement refermée au bout de 72 heures.
Lors de I’utilisation de siRNAs, la blessure est effectuée 24h aprés leur transfection. En

revanche, les agents pharmacologiques sont appliqués au temps 0.
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TEST DE BLESSURE / WOUND HEALING ASSAY

Les cellules sont confluentes

|

Blessure / Scratch
a l’aide d’un cone

Apreés la blessure
les bords sont linéaire

Figure 24 :
Représentation
Les cellules en bordure schématique du protocole
de la blessure vont migrer

vers l'intérieur pour combler
le vide. en culture.

de blessure des cellules

VII.B. Etude de la migration polarisée par marquage de la

membrane

Cette technique a pour but de suivre les déplacements d’une ou d’un groupe de cellules a
I’aide d’un microscope confocale. Pour cela, les cellules sont cultivées sur des boites avec un
fond en verre. Le jour de la manipulation, le marquage de la membrane plasmique est réalisé a
’aide d’une sonde spécifique: CellMask  Orange. C’est une molécule amphiphile,
présentant une partie lipophile pour une bonne charge des cellules et une partie hydrophile
chargée négativement pour un « ancrage » a la membrane plasmique.
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Le protocole consiste & mettre les cellules en contact avec une solution de CellMask ™ Orange
préparée a une concentration de 5uM dans du milieu K-SFM supplémenté pendant 10 minutes
a 37°C. L’exces de sonde est ensuite lavé avec une solution HBSS, 3 fois 5 minutes, puis les
images x-y des cellules fluorescentes sont acquises en utilisant un microscope confocale Zeiss
LSM 510. La fluorescence est excitée a 543 nm avec un laser HeNe et capturée au-dessus de
585 nm. Aprés avoir sélectionné une cellule isolée ou un groupe de cellule, une image est

prise toutes les 36 secondes pendant 1 heure.

VII.C. Transwell®

Apres trypsinisation et comptage, 20.000 cellules sont déposées directement sur les inserts,
qui reposent dans les puits de notre plaque 24 puits. Le fond de chaque insert est composé
d’une membrane contenant des pores de 8 pm, ainsi le but de cette expérience sera d’analyser
le nombre de cellules ayant traversé ces pores. Pour favoriser la progression des cellules a
travers le filtre, le milieu contenu dans 1’insert ou se trouvent les cellules au départ n’est pas
complémenté, il s’agit d’un milieu K-SFM seul. A I’inverse, le milieu contenu dans le puis,
donc de l'autre c6té du filtre, est un milieu K-SFM auquel est ajouté 5 ng/ml d’EGF et 50
pg/ml de BPE.

Les cellules vont ensuite migrer pendant 24 heures & 37°C. Puis, aprés avoir lavé les inserts
dans du PBS, les cellules se trouvant sur la face supérieur du filtre vont étre gratté a 1’aide
d’un coton-tige. Les inserts sont ensuite passés dans une solution de méthanol pendant 20
minutes a 4°C pour la fixation des cellules ayant migre, se trouvant donc sur la face inférieure
de la membrane. Les inserts sont de-nouveau lavé au PBS, pour ensuite étre transféré dans
une solution de Hoechst, un intercalant de I’ADN qui permet de marquer les cellules, pendant
30 minutes a température ambiante et dans 1’obscurité. (figure 25)

Les filtres de chaque insert sont ensuite découpés, détachés de leur support et placés entre
lame et lamelle de verre pour leur observation au microscope. Un microscope a fluorescence

munit d’un filtre UV est utilisé pour compter toute les cellules se trouvant sur notre membrane
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TECHNIQUE DE TRANSWELL®

TO : mise en place

chambre de Transwell

— puit

/ (plaque 24 puits)
L milieu sans serum
KSFM seul

™~ milieu complet
\ KSFM+EGF+BPE
Filtre avec

pores de 8um

Cellules

Migration pendant 24h

L.

Elimination des celllules Cellules ayant migré
qui n’ont pas migré

Coton-tige

Fixation et Marquage
des cellules

Figure 25 : Procédure expérimentale de la technique de Tranqwell®
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VIII. Test de viabilité

Le kit de mesure de viabilite utilisé (CellTiter 96 Aqueous Non-Radioactive Cell Proliferation
Assay, Promega) est une méthode colorimétrique qui détermine le nombre de cellules viables
en mesurant une activité enzymatique mitochondriale. Lorsque 1’apoptose est stable entre
deux conditions, ce kit permet d’estimer la prolifération des cellules.

Le kit est composé du MTS (sel de tétrazolium) et du PMS (phénazine méthosulfate). Le
MTS est réduit par les cellules en formazan, soluble dans le milieu de culture. La conversion
du MTS en formazan est réalisée par des déshydrogenases présentes dans les cellules
métaboliquement actives (figure 26). La quantité de formazan produite, mesurée par son
absorbance a 490 nm, est directement proportionnelle a I’activité des déhydrogénases des
cellules vivantes et donc au nombre de cellules viables en culture. L’analyse statistique des
résultats de prolifération est effectuée avec le test de Dunnet grace au logiciel GraphPad

Instat™ (GraphPad Software, V2.04), en considérant p<0,01 comme significatif.

TEST COLORIMETRIQUE DE VIABILITE CELLULAIRE

Dosage
colorimétrique

13

MTS + PMS Formazan

Figure 26 :
Schéma représentant le principe

Deshydrogénase
@Z;nitochondriale -

Cellule Vivante

général du test de viabilité
cellulaire MTS.
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RESULTATS

“The true delight is in the finding out rather than in the knowing.”

Isaac Asimov
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Les résultats obtenues au cours de ces quatre années seront présentés sous forme
d’articles scientifiques (publié€s, soumis a la publication ou en préparation) ou sous forme de

résultats préliminaires.

IIs seront exposes en deux chapitres :

Chapitre | :

Roles d’Orail et de STIM1 dans I’homéostasie tissulaire de I’épiderme humain

Chapitre 11 :
Le role des canaux SOC et du canal TRPV6 dans les entrées de Ca®" lors de I’induction

de la différenciation des kératinocytes humains.
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I. Rbles d’Orail et de STIM1 dans I’homéostasie de

I’épiderme humain

Article 1

”Orail in skin homeostasis: role in keratinocyte polarized migration”

Matthieu Vandenberghe®, V’yacheslav Lehen’kyi , Maylis Raphaél, Dimitri Gordienko,

Thierry Oddos, Roman Skryma et Natalia Prevarskaya
Article en préparation

* . Les auteurs ont contribué a part égale dans ce travail.

La structure de 1’épiderme est le résultat de la régulation de 1’équilibre entre la
prolifération, la migration et la différenciation des kératinocytes. Le calcium est un élément
majeur dans la régulation de ces trois mécanismes. L’identification de la nature moléculaire
des protéines impliquées dans le signal calcique se révéle donc tres importante pour la
compréhension de ces mécanismes.

Récemment, il a été montré que des souris knock-out pour le géne orail présentaient
une peau plus fine, s’accompagnant d’une diminution et d’un allongement des kératinocytes
(168). ORAIL est un canal cationique initialement découvert dans les lymphocytes T. Il
participe dans de nombreux types cellulaires a I’entrée de Ca®* appelée SOCE (Store-
Operated Ca** Entry). Ces données suggérent que le canal Orail aurait un role dans le
développement de I’épiderme.

Le but de cette étude est de déterminer le role d’ORAIl dans I’homéostasie tissulaire
de la peau humaine, a savoir, son implication dans les processus de différenciation, de
prolifération et de migration des kératinocytes.

Conclusion
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Dans cette étude, nous avons montré pour la premiére fois que le canal Orail et
la protéine STIM1 sont exprimés et fonctionnels dans les kératinocytes humains. Ces
partenaires interviennent dans le courant de type SOC enregistré dans les kératinocytes
non différencies.

D’autre part, nous mettons en évidence qu’Orail est principalement impliqué
dans la prolifération et la migration de ces cellules et I’inhibition de son expression peut
induire leur différenciation. La suite de cette étude montre qu’Orail est impliqué dans
la migration des kératinocytes induite par PEGF et participe a la phosphorylation de
FAK. Ainsi le canal Orail intervient dans la dynamique des adhésions focales et au

déplacement polarisé des kératinocytes.
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Abstract

We have identified in human epidermis a recently-discovered protein Orail which represents
the major molecular component of endogenous store operated calcium entry (SOCE) in
various human cells and constitutes the principal source of calcium influx used by the cell.
The expression of Orail protein is predominantly confined to the basal layer of human
epidermis and decreases towards the upper layer, the stratum corneum. The suppression of
Orail expression in vitro inhibits proliferation and migration, and induces differentiation of
keratinocytes which is in accordance with the existing Orail KO model. Orail channel is a
principal player of endogenous SOCE in human keratinocytes following the calcium depletion
of endoplasmic reticulum induced by EGF and this SOCE is substantially decreased in
differentiated human keratinocytes. Proliferation and migration of undifferentiated human
keratinocytes stimulated by EGF is significantly mediated by Orail via SOCE triggering the
phosphorylation of Focal Adhesion Kinase (FAK). Orail channel is involved in focal
adhesion turnover as well as in polarized motility via the phosphorylation of (pFAK®)
protein, association of pFAK®*" and paxillin with actin filaments, and activation of calcium-
dependent protease calpain. Therefore, Orail channel is crucial to the skin homeostasis being
an important player in the control of keratinocytes migration, proliferation, and induction of

differentiation.
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Introduction

The involvement of calcium-dependent mechanisms in the induction and regulation of
keratinocytes proliferation, migration, and differentiation is now well established (1-3).
Keratinocytes are arranged in highly organized, specialized layers according to their functions
and the programmed life cycle. Proliferating keratinocytes comprise the stratum basale. As a
result of proliferation, keratinocytes leave the stratum basale, moving toward the exterior with
the onset of differentiation in the stratum spinosum. Differentiation is completed in the
stratum granulosum, thereby constituting the enucleated stratum corneum, which plays the
major role of permeability barrier. Whereas human keratinocytes are best suited at low
calcium (<0.5 mM) to retain proliferative activity, at higher concentrations of calcium
suppresses proliferation and leads to the expression of cytokeratins and other markers of
differentiation (1-2, 4).

In human skin cell motility and differentiation in the epidermis follow the vertical pathway,
giving rise to characteristic columns of migrating cells (5). Basal cell proliferation is
appreciably higher and inversely correlated with the calcium gradient and compressed stratum
corneum of mature corneocytes reflecting the importance of calcium signalling in
differentiation (3). In the case of skin injury, expected disturbances in calcium gradients are
consistent with increased lateral or oblique keratinocytes migration leading to a reconstruction
of epidermis mass and re-epithelialization of wound sites (6-7). Cellular responses in the
wound healing cascade were suggested to be associated with changes in extracellular calcium
([Ca®1o), calcium influx into the keratinocytes ([Ca®*])), and by a redistribution of calcium
within the cell (8). Though the central role of calcium in diverse cell processes including cell
migration and motility is well established (9), the regulation of [Ca®*]; during keratinocytes
migration as well as its control by calcium-permeable channels is completely obscure. Despite
the recent discovery of some calcium-permeable channels contributing to calcium influx (10)
and some of them having the important role in differentiation (11-12), nothing is known so far
as to the calcium-permeable channels involved in keratinocyte migration and polarized

motility.

During recent years a new molecular candidate for store-operated calcium entry (SOCE)
termed Orail has been identified and characterized (13-14). Orail mediates calcium-release
activated currents and SOCE in a large variety of cells and is involved in a wide range of cell
functions including endothelial cells proliferation (15), lymphocyte proliferation (16), mast
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cells activation (17), as well as skeletal muscle development and a contractile function (18).
However, despite suggested pivotal role of Orail and SOCE in various biological processes,
the involvement of Orail in keratinocytes-specific SOCE, as well as its role in keratinocytes
physiology has never been studied. Finally, the phenotypic features of the homozygous
Orail™™ mice showing the sporadic hair loss resembling the cyclical alopecia, thinner
epidermis with lower cell density and narrower follicles (19), allow to suggest the important
role of Orail channel for the skin homeostasis which is the aim of present studies.
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Results
Orail protein is mostly expressed in stratum basale and diminishes during differentiation

We have firstly studied the expression of Orail protein in human skin sections (Fig. 1).
Immunohistochemical studies showed that the Orail protein is mostly expressed in stratum
basale of human epidermis with its slight presence in upper layers of the skin (Fig. 1A). The
same tendency was observed for the STIM1 protein which was also predominantly expressed
in basal layers. In contrast to these, the staining of early differentiation markers as IVL and
KRT10 showed its pattern of expression with the increasing gradient towards upper layers as
stratum spinosum, granulosum. The late differentiation marker as FLG is mainly expressed in
the most superficial layer of the epidermis: stratum corneum (Fig. 1A). Hence, the expression
of Orail and STIML1 proteins is mostly confined to the basal layer of skin though according to

immunohistochemical data their expression is still conserved in the upper layers of epidermis.

To confirm the immunohistochemical studies, we have studied the expression of Orail,
STIM1, and FLG as a late differentiation marker in human primary keratinocytes (hPK) using
real-time quantitative PCR (Fig. 1B). Quantification of the protein transcripts from 3
independent experiments showing the expression levels of Orail, STIM1, and FLG in hPK
kept in 0.07 mM of Ca®* (UhPK), or hPK cells treated with 1.7 mM Ca®" during 1, 3, or 6
days (DhPK) is indicated in Fig. 1B. The expression data for Orail, STIM1, and FLG
confirmed those of immunohistochemical studies indicating the downregulation of these
proteins during the differentiation process in contrast to the FLG which expression increases

during differentiation.

To study the role of Orail in calcium-induced differentiation of hPK we employed a so called
Ca?*-switch protocol. The aim was to see whether the knockdown of Orail protein may
influence the onset of keratinocytes differentiation. Thus, the cells are pre-transfected with the
Orail-specific siRNA tested preliminary as shown in supplementary Fig. 1. In 24 hours 1.7
mM Ca?* is added to UhPK to trigger differentiation for additional 24 hours. The control hPK
cells kept in 0.07 mM of Ca®* and control hPK cells with the induced Ca®*-switch were
transfected with siCtrl. The pretransfection of hPK cells with siOrail has significantly
induced the expression of differentiation markers as KRT1, IVL, TGM1, and even FLG
which was superior to the extent of Ca?*-switch itself (Fig. 1C). These data strongly indicate

the important role of Orail in the process of keratinocyte differentiation.
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g ol [Fe 1 Fig. 1, Expression of Orail, STIM1, and differentiation
g 2: =(s)ﬁ||\2|1 markers in human skin. A, immunohistochemical studies for
%’ ‘g * the expression of Orail, STIM1, IVL, KRT10, and FLG in
% human skin sections. Small black box corresponds to the
E B magnified skin area. Roman numbers correspond to: | —
2l URPK  f1day  3days  6days stratum basale; Il — stratum spinosum; IIl — stratum
L BN, G granulosum; IV — stratum corneum. B, real time quantitative
C PCR from 3 independent experiments showing the expression
% : Ei;ﬁ‘f;{. g c “Ba levels of Orail, STIM1, and FLG in hPK kept in 0.07 mM of
g °r -*S'C"' = HRSs Ca?" (UhPK), or hPK cells treated with 1.7 mM Ca?* during
% j =y T ‘ 1, 33 or 6 days (DhPK). Data were normalized as compared to
g Z . B HPRT gene expression. Data represented are Mean + SEM, *
§ 1t - P<0.05; ** - P<0.01, N=3. C, the effects of Orail
ol

knockdown on the expression of FLG, IVL, KRT1, TGM1
transcripts induced by calcium switch (1.7 mM of Ca®*, 24
D hours). Data were normalized as compared to HPRT gene

25+

g f:ﬁ::?;::iaz expression. Data represented are Mean + SEM, * - P<0.05; **

gl g - P<0.01; *** - P<0.0L; N=3. D, The expression of IVL and

% b s FLG in hPK kept in 0.07 mM of Ca®* induced by Orail

Em' x knockdown. Data were normalized as compared to HPRT

§ R gene expression. Data represented are Mean + SEM, *** -
" Tomit WL FLG P<0.01; N=3.
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Since the previous experiment suggested the probable negative role of Orail in differentiation
we tended to see whether the knockdown of Orail protein in the low Ca**-solution (UhPK) is
able to trigger differentiation per se. The pretransfection of UhPK cells with siOrail in 0.07
mM of Ca®* has slightly but significantly increased the expression of early differentiation
marker VL while the expression of late differentiation marker FLG rested unchanged

confirming the crucial role of calcium in differentiation process.
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Fig. 2, Store-operated current in human primary keratinocytes. A and C, representative time courses of Isoc
development (current density, measured at -100 mV holding potential) in UhPK cells (white circles, kept in
0.07 mM Ca?*) and DhPK cells (black circles, kept in 1.7 mM Ca?") in response to the dialysis of 100 uM 1P3
(A)or 1 uM TG (C). B and D, representative time courses of Isoc development (current density, measured at
-100 mV holding potential) in UhPK cells (kept in 0.07 mM Ca?*) pretreated with siRNA against Orail (grey
circles), STIM1 (black circles), compared to siCtrl (white circles) in response to the dialysis of 100 uM IP3
(B) or 1 uM TG (D). E, quantification of the maximum amplitude of IP3- and TG-induced Isoc densities in
UhPK cells (white column, kept in 0.07 mM Ca*") and DhPK cells (black column, kept in 1.7 mM Ca®).
Data shown is normalized Mean £+ SEM, * - P<0.05; n=32 for each condition. F, quantification of the
maximum amplitude of IP3- and TG-induced Isoc densities in UhPK cells (kept in 0.07 mM Ca?*) pretreated

with siRNA against Orail (grey columns), STIM1 (black columns), compared to siCtrl (white columns). Data
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Orail is a main component of the store-operated current in human keratinocytes

The entry of calcium through the plasma membrane into the cytoplasm [Ca?*]; in response to
the decrease in calcium content of endoplasmic reticulum [Ca?*]er has been studied (Fig. 2).
Depletion of endoplasmic reticulum (ER) stores via activation of IP3-receptors or by
inhibition of ER SERCA pump with thapsigargine (TG) induced a significant store-operated
calcium entry (SOCE) in UhPK as compared to DhPK (Fig. 2A and C, respectively). The
normalized quantification of this SOCE is given in Fig. 2E. This entry, induced either by IP3
or TG, has been successfully blocked by inhibition of Orail channel and STIM1 protein using
the transfection of UhPK with the respective siRNAs against these proteins (Fig. 2B and D).
The quantification histogram of this SOCE inhibition is shown in Fig. 2F. We can conclude
that Orail channel and STIM1 proteins are main components of SOCE in human

keratinocytes and this SOCE is significantly dowregulated in DhPK.
Orail channel is involved in proliferation and migration of UhPK

Having discovered the expression and the role of Orail channel in SOCE of UhPK
corresponding to undifferentiated keratinocytes we have sought to study its role in cell
proliferation and migration, the characteristic features of keratinocytes derived from stratum
basale. The indirect colorimetric cell viability assay (MTS) showed a strong inhibition of
UhPK proliferation by the extinction of both Orail and STIM1 proteins (Fig. 3A). These data
were confirmed by the direct cell counting following 48 hours of cell transfections with
SiRNA against Orail and STIML1 (Fig. 3B).

The other issue as cell migration was addressed. We have used two methods: wound healing
and Transwell™ assays. The downregulation of Orail protein by siRNA has decreased UhPK
cell ability to migrate and to “heal the wound” (Fig. 3C, upper panel). In the other series of
experiments we inhibited the Focal Adhesion Kinase (FAK) with 10 uM of FAKi 14 inhibitor
for indicated period of time (Fig. 3C, lower panel). This inhibition has arrested the cell
migration. To have an insight whether the intracellular calcium ([Ca®'];) may take a role we
blocked the [Ca?']; with the cell permeable Ca**-chelator BAPTA-AM (50 uM). The effect of
chelating [Ca®*]; was also prominent and arrested hPK cell migration in the time scale of three
days (Fig. 3C, lower panel). Thus, Orail as well as [Ca®']; are extremely important for hPK

cell migration.

The use of Transwell™ assay allows to distinguish proliferating and migrating cells. This

assay showed a significant inhibition of UhPK migration to the lower chamber of Transwell™
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system when Orail, and STIM1 proteins are downregulated (Fig. 3D). The same effects were
observed when Orail was inhibited by FAKi 14, or [Ca®*]; is chelated by BAPTA-AM. In
addition, a specific inhibitor of calcium-dependent protease calpain, well-known to cleave
FAK, at 10 uM has successfully blocked hPK migration confirming its important role in focal
adhesion turnover. Thus, Orail as well as calcium is strongly involved in UhPK cell

migration.
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Fig. 3, The role of Orail and STIML1 in proliferation and migration of human keratinocytes. A, a time-course of
UhPK cells (kept in 0.07 mM Ca®") growth revealed by indirect colorimetric MTS assay reflecting the number
of viable cells. Cells were transfected with siRNA against Orail (grey squares), STIM1 (black triangles), as
compared to siCtrl (white circles). Data represented are Mean + SEM, * - P<0.05; ** - P<0.01, N=3. B, relative
cell number of UhPK (kept in 0.07 mM Ca®*) cells after 48 hours of transfection with siRNA against Orail
(grey columns), STIM1 (black columns), compared to siCtrl (white columns). Data represented are Mean *
SEM, ** - P<0.01, N=3. C, a representative experiment of three independent experiments of wound-healing
assay of UhPK (kept in 0.07 mM Ca*") cells transfected for 24 hours with siRNA against Orail versus siCtrl
(upper panel), and UhPK cells treated with DMSO, 10 uM FAK:i 14, and 50uM BAPTA-AM for the indicated
period of time (lower panel). Pictures were taken every 24 hours during three days. D, cells migration assay
using Transwell™ chambers of UhPK (kept in 0.07 mM Ca?*) cells transfected with siRNA against Orail,
STIM1 versus siCtrl as well as FAKi 14, BAPTA-AM, Z-LLY-FMK (10 uM) versus DMSO. Cells were
allowed to migrate for 24 hours from the time of transfection. Data shown are Mean + SEM, * - P<0.05; ** -

P<0.01, N=3 done in quadruplicates.
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Fig. 4, Involvement of Orail and STIM1 in focal adhesion turnover. Immunostaining of f-actin (red) and
PFAK (green, A) or paxillin (green, B) of UhPK cells (kept in 0.07 mM Ca?"). UhPK cells were transfected
with siOrail, siSTIM1, siFAK, and siCtrl for 24 hours prior to fixation. Small white boxes correspond to the
magnified area of the image where pFAK (A) or paxillin (B) are shown in grey scale. White scale bars
correspond to 10 pm. C, an immunoblotting showing the level of phosphorylation of FAK>® as compared to
overall FAK in UhPK cells treated with siRNA against siOrail and siSTIM1. siFAK has been used as a
positive control. D, a quantification histogram of FAK®?" phosphorylation in UhPK cells (a representative
immunoblotting is shown in C). Data represented are Mean £ SEM, ** - P<0.01, N=3. E, the phosphorylation
of FAK*" in UhPK cells treated with FAKi 14 and BAPTA-AM, DMSO was used as a control. N=2.
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Orail and STIML1 regulate focal adhesion turnover and UhPK polarized motility

The reorganisation of cell cytoskeleton is necessary to exercise cell movement in space. As a
part of this complex process the formation and disassembly of focal adhesion contacts is a
prerequisite for the dynamics of this process. The turnover of these focal adhesions has been
monitored using confocal microscopy (Fig. 4). Two proteins crucial for the cell movement, a
phosphorylated form (at tyrosin residue 397) of the Focal Adhesion Kinase (pFAK) and
paxillin were stained together with f-actin, a polymerized form of G-actin. The knockdown of
Orail and STIM1 proteins provoked the aggregation of pFAK>® protein, inhibited focal
adhesion contacts turnover as well as stimulated stress fibres formation as compared to a total
extinction of focal adhesion contacts when FAK protein was inhibited by siRNA (Fig. 4A).
The other protein important for focal adhesion contacts formation, paxillin, has also been
aggregated while Orail and FAK were knocked down together with the constricted cell
morphology and stress fibre formation (Fig. 4B). These data demonstrate the important role of

Orail and STIM1 in focal adhesion turnover crucial for cell migration.

We have further studied the level of FAK phosphorylation while monitoring the quantity of
pFAK*® protein (Fig. 4C). The independent knockdowns of both Orail and STIM1 have
significantly diminished the quantity of pFAK®’ protein as compared to the total FAK protein
(Fig. 4D). The efficiency of transfection was monitored using specific SiRNA against FAK.
Finally, we have checked whether the inhibition of FAK phosphorylation could have place
while inhibiting FAK with its inhibitor 10 uM FAKi 14 or by sequestrating [Ca®*]; with the
cell-permeable chelator BAPTA-AM. The level of pFAK*® protein seemed to be affected by
these agents which both decreased the quantity of pFAK®"" protein (Fig. 4E) while the total
FAK was unchanged. Therefore, the phosphorylation of FAK is a downstream to Orail,

STIM1, and [Ca®*]; event important for focal adhesion turnover.

Since the focal adhesion turnover is necessary for keratinocytes migration we have studied the
role of Orail and STIML1 in polarized motility of UhPK (Fig. 5). In the control experiments
using confocal microscopy and hPK staining with CellMask™ we have shown that DhPK are
void of polarized motility and cell migration in general. These effects were mimicked by the
use of FAK inhibitor in UhPK (Fig. 5A). The successful knockdown of Orail, STIM1, and
FAK proteins in UhPK has completely arrested cell migration of UhPK implying the
important role of these proteins in polarized motility of human keratinocytes (Fig. 5B). The

real-time videos are available as supplementary data.
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Fig. 5, Polarized motility of human keratinocytes affected by Orail and STIM1. The motility of hPK cells

(kept in 0.07 mM Ca*") was monitored during 1 hour using confocal microscopy imaging of the hPK cells
stained with CellMask™ for 30 minutes. A, polarized motility of UhPK cells (kept in 0.07 mM Ca®*) and
DhPK cells (kept in 1.7 mM Ca®") as compared to UhPK cells pretreated with 10 pM FAK inhibitor 14 for 30
minutes. B, polarized motility of UhPK cells (kept in 0.07 mM Ca?") transfected with siRNA against Orail,
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Fig. 6, Calcium influx via Orail activates FAK and triggers migration. A, a representative experiment of three
independent experiments of wound-healing assay of UhPK (kept in 0.07 mM Ca®") cells treated with 100 ng/ml of
EGF (+EGF) for the indicated time or without EGF (-EGF), and transfected with either siOrail or siCtrl. B, cells
migration assay using Transwell™ chambers of UhPK (kept in 0.07 mM Ca?*) treated with 100 ng/ml of EGF
(+EGF) for the indicated time or without EGF (-EGF), and transfected with either siOrail or siCtrl. Cells were
allowed to migrate for 24 hours. Data shown are Mean + SEM, ** - P<0.01, *** - P<0.001; N=3 in
quadruplicates. C, store-operated calcium entry in UhPK cells induced by 100 ng/ml EGF and partially blocked
by siOrail. A representative experiment of five independent experiments, n=30 cells per experiment.

To have an insight into the possible mechanisms leading to migration/polarized motility via
Orail channel we have investigated the possible role of endothelial growth factor (EGF)
signalling in activation of hPK cell migration. Our data show that EGF stimulates the
migration in wound-healing assay while siOrail pretreatment of cells inhibits these effects
(Fig. 6A). The same protocol has been performed in Transwell™ assay and the same data
have been obtained (Fig. 6B), suggesting the pivotal role of EGF in keratinocytes migration
and the important contribution of Orail channel in this pathway. In order to prove the role of
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Orail protein in this signalling, the store-dependent calcium entry was studied. EGF by itself

was capable of inducing SOCE since this SOCE induced by EGF was successfully inhibited

by 10 uM PLC inhibitor U73122 (see supplementary Fig. 1). This capacitive entry was

significantly inhibited by siRNA against Orail suggesting the direct role of this channel EGF

induced SOCE (Fig 6C). In the additional series of experiments we inhibited the expression of

FAK with its respective siRNA and we had no difference in SOC current suggesting that FAK

signalling is definitely downstream of Orail signalling (see supplementary Fig. 1).
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Fig. 7, The role of Orail in keratinocytes polarized motility. The activation of EGFR (1) induces the depletion

of calcium in endoplasmic reticulum and stimulates calcium sensor STIM1 (2), which, in turn, trans-activates

Orail channel and induces store-operated calcium entry (3). This store-operated calcium entry will promote

either the phosphorylation (4a) of Focal Adhesion Kinase (pFAK®*") or its degradation by calpain protease

(4b) enhancing focal adhesion turnover and thereby both stimulating polarized cell motility of human

keratinocytes.
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Discussion

In the current study we report several major findings: 1) we have identified in human
epidermis a recently-discovered protein Orail whose expression is predominantly confined to
the basal layer of epidermis; 2) we have shown that Orail channel is a principal source of
endogenous SOCE in human keratinocytes; 3) the suppression of Orail expression in vitro
inhibits proliferation and migration, and induces differentiation of keratinocytes; 4) we have
evidenced the involvement of Orail channel in keratinocytes polarized motility by enhancing
focal adhesion turnover via pFAK®®" phosphorylation, association of pFAK®®" and paxillin

with actin filaments, and probable activation of calcium-dependent protease calpain (Fig. 7).

In the present study we have shown that Orail, as most likely pore-forming entity in the
plasma membrane, and STIM1, as a signal transducer from the ER, represent the major
molecular components of SOCE in human primary keratinocytes: siRNA-mediated knockout
of any of them strongly diminishes Isoc in keratinocytes. Though the translocation of STIM1
to the keratinocyte plasma membrane following agonist-induced calcium entry was already
shown for HaCaT cells (20), the molecular mechanisms and the role of Orail/STIM1
coupling remain obscure. Since Orail expression was found to decrease in differentiated cells
following calcium switch, we hypothesized that downregulation of Isoc, which accompanies
transition to differentiated state is associated with the reduction of Orail levels. Thus, we
have shown the involvement of Orail, as a principal molecular component of native store-
operated channel (SOC), in Ca**-homeostasis of hPK cells. Our results allow to conclude that
the transition to the differentiated hPK phenotype is associated with the loss/decrease of Orail

expression.

The principal question concerns the differential role of two calcium entries in keratinocytes:
SOCE and massive constitutive entry. A number of calcium-permeable channels have been
shown expressed in hPK (10) especially those from Transient Receptor Potential family. From
TRPC family: TRPC1, TRPC3, TRPC4, TRPC5, and TRPC6 were shown expressed and
functional in hPK and all of them involved in SOCE (10-11, 21). Interestingly, though the
short-term transient increase in [Ca®"]; is mostly attributed to be pro-proliferative, for two of
them TRPC1 and TRPC4, which are considered as SOCs, the role in differentiation was
shown (11). Among all of them, the member of vanilloid family of TRP channels, TRPV®,
has been shown to be expressed and to positively correlate with the calcium gradient and
differentiation in the skin providing a massive calcium entry into keratinocytes necessary to

induce differentiation (12, 22). It remains intriguing, how these two types of entries may co-
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exist and if they are interrelated since the decrease in SOCE and Orail expression is
accompanied by the increase in constitutive calcium entry and TRPV6 expression following
the gradient of calcium and differentiation.

EGF is an important growth factor that elicits cellular signaling through an EGF receptor and
affects cell migration in many types of cells (23). When EGF binds to EGFR, the receptor
dimerizes and is autophosphorylated, which subsequently leads to the downstream activation
of mitogen-activated protein kinase (MAPK), and phosphatidyl 3-kinase (Pl 3-kinase), and
phospholipase C pathways (24-25). In our studies we employed EGF as a natural regulator for
the processes studied and we have shown that EGF signaling in keratinocytes concerning

SOCE passes through Orail channel.

We have demonstrated the important role of Orail channel in UhPK proliferation. Indeed, the
role of Orail channel and SOCE have been already shown for endothelial cells (15),
lymphocytes (16), airway smooth muscle (26), and others. The increase in Orail and STIM1
expression, and therefore SOCE in general is prerequisite to stimulate proliferation, since the
use of specific SOC inhibitors like SKF-96365, NiCl,, or BTP-2 abrogated the observed
effects as well as the selective knockdown of Orail and STIM1 (26). The increase in [Ca®'];
followed by a SOCE was shown to be translated into activation of the proliferation-associated
calcineurin-transcription factor NFAT pathway (16, 27). The further studies will be needed to
correlate the molecular mechanisms of Orail-promoted proliferation and the calcium gradient

in the skin.

In normal epidermis keratinocytes migrate upward from the basal layer as they undergo
terminal differentiation, yet they also have the capacity for lateral movement during wound
healing. It was shown that keratinocytes in low-calcium medium were laterally more motile
than keratinocytes in normal medium (28). During calcium-induced stratification hPK moved
upward from the basal layer by gliding over their neighbors and forming contacts with other
suprabasal cells (3). Of central importance mostly for keratinocytes is the ability to balance
proliferation and differentiation, control adhesion to an underlying substratum, and when
necessary, remodel this substratum and migrate in a directed fashion. These functions are
particularly central to the mitotically active epidermal cells hPK, which must continually
undergo proliferation, detachment, and differentiation in the course of homeostasis, and upon

injury, proliferate and migrate toward and repair the wound.
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We have evidenced the involvement of Orail channel in keratinocytes polarized motility and
migration. Indeed, the coordinated and dynamic regulation of adhesions is central for cell
migration in both normal and pathological processes (29). Cell migration is initiated by
forming protrusions, which are stabilized by integrin-mediated adhesions that establish
structural and signaling linkages between the extracellular matrix and the actin cytoskeleton.
A prominent component involved in this regulation is focal adhesion kinase (FAK) (30). FAK
promotes cell migration by its capacity to orchestrate signals between integrin and growth
factor receptors (30). Downstream of integrin or growth factor stimulation, FAK is
phosphorylated at Tyr-397, which is an important binding site for Src family kinases (31). It
has been numerously reported that the control of FAK phosphorylation and cell morphology
is a key factor involved in the formation of focal contacts that regulates cell attachment and
detachment required for cell migration (32). In the present work we have shown for the first
time that the depletion by EGF of ER and activation of Orail channel and consequently
SOCE may lead to phosphorylation of FAK at Tyr-397 and to stimulate keratinocyte
migration. Moreover, our studies as well as previous studies have demonstrated a critical role
for FAK as a regulator of adhesion dynamics (33-34), and its role in cell motility and
keratinocyte migration via activation of Orail channel and triggering SOCE. Nevertheless, the
mechanisms by which FAK regulates the assembly-disassembly of focal adhesions remain to
be elucidated.

Some reports demonstrated that phosphorylation of FAK became increased in EGF-stimulated
cell spreading and migration (35). Others have shown that EGFR-mediated signaling induced
the dephosphorylation of FAK in cell motility (36). Thus, most investigators have examined
either FAK phosphorylation or dephosphorylation stimulated by EGFR-mediated signaling
during cell migration and wound healing. It was reported that EGFR-induced signaling
pathways are necessary for cell migration (37). Thus, EGF is antagonistically involved in both
FAK phosphorylation and dephosphorylation with different mechanisms in a cell (38) and
there is still a limited understanding of the mechanism linking a cell attachment—detachment

process and EGF stimulation.

Evidence has emerged supporting the role of the calpain family of intracellular calcium-
dependent proteases in regulating cell migration (39-40). Calpains have been proposed to
regulate migration, at least in part, through their ability to modulate the dynamics of
adhesions (41). Numerous calpain targets have been identified, some of which are proteins
that are present in focal adhesions, including talin, paxillin, and FAK (42). It has been
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proposed that calpain cleavage may play a role in terminating FAK signaling by attenuating
its kinase activity (43). The different signaling seems likely to be possible from the same
ligand as EGF since it has been shown that in undifferentiated keratinocytes, interferone-
inducible protein-9 activates p-calpain downstream of a PLC-B3-mediated calcium flux, while
EGF utilizes the same ERK to M-calpain cascade that it triggers to converge at the
disassembly of adhesion plaques (44). In our studies we have confirmed that the selective
inhibition of calpain leads to complete arrest of UhPK migration suggesting the crucial role of
this pathway in focal adhesion turnover and cell motility triggered by Orail activation
upstream of FAK. Thus, it is likely that proteolysis of these substrates contributes to the

regulation of adhesion dynamics and cell migration.

Finally, as it depicted in the scheme (Fig. 7) we can summarize our findings as the activation
of EGFR (1) induces the depletion of calcium in endoplasmic reticulum and stimulates
calcium sensor STIM1 (2), which, in turn, transactivates Orail channel and induces store-
operated calcium entry (3). This store-operated calcium entry will promote either the
phosphorylation (4a) of Focal Adhesion Kinase (pFAK®*®) or its degradation by calpain
protease (4b) enhancing focal adhesion turnover and thereby both stimulating polarized cell

motility of human keratinocytes.
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Materials and Methods
Cell Culture and human skin sections

Human Primary Keratinocytes (hPK) were purchased from Invitrogen (Cergy Pontoise,
France). Cells were cultured at 37°C in a humidified atmosphere containing 5%CO2 in a
keratinocytes serum-free medium (K-SFM) supplemented with 5 pg/ml of recombinant
epidermal growth factor (EGF) and 50 pg/ml of bovine pituitary extract (BPE), containing
0.07 mM Ca2+. The medium was changed three times a week, and cultures were split by
treating the cells with 0.25% trypsin (in PBS) for 5 min at 37°C prior to confluency.
Throughout the text the terms UhPK and DhPK are used. They imply that hPK kept in 0.07
mM of Ca®" are called undifferentiated (UhPK) since their phenotype corresponds to
undifferentiated proliferating cells from stratum basale, or hPK cells treated with 1.7 mM
Ca®" for at least 3 days which provokes irreversible differentiation process and keratinocytes
have to be considered as differentiated (DhPK).

siRNA cell transfectrion

All siRNAs were synthesized by Eurogentec France SASU (Angers, France) and indicated as
in Table 1. Cells were transfected with 60 nM of siRNA using 6 pl of Hyperfect transfection
reagent (Qiagen Inc., Courtaboeuf, France) following the manufacturer’s instructions. The
efficiency of cell transfections with the siRNAs for each particular target has been validated

using real-time quantitative PCR.

Table 1. siRNAs used in the study

Name
No ] Sequence
(Accession No)
1. | hOrail (NM_032790) 5’-UGAGCAACGUGCACAAUCU(TT)-3’
2. | hSTIM1 (NM_003156) 5’-GGCUCUGGAUACAGUGCUC(TdT)-3’
3. | hFAK (NM_153831.3) 5’- GAACCUCGCAGUCAUUUAU(ATdT)-3’
4. | siCT (Luciferase, AB_490793) 5’-CUUACGCCUGAGUACUUCGA(ATdT)-3"

Immunohistochemistry

Paraffinized human skin sections were obtained following breast reduction surgery after the

patient consent and the approval of ethical committee. Paraffin-embedded skin sections were
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subjected to conventional deparaffinization followed by antigen retrieval using citrate buffer
at 95°C in water bath. After saturation in the solution containing 1% BSA and 0,05% Triton
X100 in PBS-gelatin, the skin sections were incubated with the specific rabbit polyclonal anti-
ORAI1 antibody (ProScience, Poway, CA, USA; 1/200), mouse monoclonal anti-STIM1 (BD
Biosciences, Mountain View, CA, USA; 1/200) mouse monoclonal anti-KRT 10 (Chemicon
International, Temecula, CA, USA, 1/500), anti-Involucrin (Sigma-Aldrich ; 1/500), anti-
Filaggrin (Abcam, Cambridge, UK; 1/500) overnight at 4°C. Goat polyclonal anti-rabbit and
anti-mouse peroxidase-conjugated secondary antibodies (Chemicon International; 1/200) were
used. After revelation with diaminobenzidine (Sigma-Aldrich), images were analysed using
Zeiss Axioskope microscope (Carl Zeiss, Zaventem, Belgium) and Leica Image Manager
software (Leica Geosystems AG Heinrich, Heerbrugg, Switzerland).

Immunocytochemistry

Cells grown on glass coverslips were washed once with PBS and fixed in 3.5%
paraformaldehyde in PBS. PBS-glycine (30 mM) + BSA (50ul/ml) was used as saturation
buffer, and the permeabilization was obtained using 0.1% Triton X-100. The cells were
washed again in PBS and subjected to f-actin staning by the Phalloidin-tetramethylrhodamine
B isothiocyanate (Fluka-Sigma-Aldrich) for 30 min at RT (1/1000). Then, conventional
immunostaining procedure was used for the detection of FAs proteins: mouse anti-paxillin
(Abcam, Cambridge, UK; 1/200), rabbit polyclonal anti-phospho-FAK (pTyr397) (Abcam;
1/400). Alexa Fluor 546 or 488 goat anti-rabbit or anti-mouse 1gGs (Molecular Probes ;
1/4000) were used as secondary antibodies. Fluorescence was analyzed on a Carl Zeiss Laser
Scanning Systems LSM 510 connected to a Zeiss Axiovert 200 M with a x63 1.4 numerical

aperture oil immersion lens at room temperature.
Quantitative real-time PCR.

The quantitative real-time PCR of Orail, STIM1, FLG and HPRT mRNA transcript was done
using MESA GREEN gPCR MasterMix Plus for SYBR Assay (Eurogentec, Angers, France)
on the Biorad CFX96 Real-Time PCR Detection System. The sequences of primers are
indicated in Table 2. The HPRT gene was used as an endogenous control to normalize
variations in the RNA extractions, the degree of RNA degradation, and variability in RT
efficiency. To quantify the results, the comparative threshold cycle method AACt and CFX
Manager Software v2.0.
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Table 2 Primers used for the real-time quantitative PCR

Name Forward Backward Expected product

No (Accession No) (5°-...-3”) (57-...-3") size (bp)

1. STIM1 TGTGGAGCTGCCTCAGTATG CTTCAGCACAGTCCCTGTCA 112
(NM_003156)

2. Orail ATGGTGGCAATGGTGGAG CTGATCATGAGCGCAAACAG 115
(NM_032790)

3. KRT1 GCTCCCATTTTGTTTGCAGT | GTCTCGAGAAAGGGAGCAAA 110
(NM_006121)

4, TGM1 TCACTGTTTCATTGCCTCCA CCCTCACCAATGTCGTCTTC 117
(NM_000359)

5. IVL ACTGAGGGCAGGGGAGAG TCTGCCTCAGCCTTACTGTG 121
(NM_005547)

6. FLG TTTCGTGTTTGTCTGCTTGC CTGGACACTCAGGTTCCCAT 103
(NM_002016)

7. HPRT GGCGTCGTGATTAGTGATGAT | CGAGCAAGACGTTCAGTCCT 134
(NM_000194)

© 2012 Tous droits réservés.

Western blotting

hPK cells were treated with an ice-cold lysis buffer containing 10mM Tris-HCI, pH 7.4,
150mM NacCl, 10mM MgCl, 1mM PMSF, 1% Nonidet P-40, and protease inhibitor cocktail
from Sigma. The lysates were centrifuged at 15000 g and 4°C for 20 min, mixed with a
sample buffer containing 125mM Tris-HCI, pH 6.8, 4% SDS, 5% b-mercaptoethanol, 20%
glycerol, and 0.01% bromophenol blue, and boiled for 5 min at 95°C. The total protein
samples were subjected to 8-10% SDS-PAGE and transferred to a PVDF membrane by semi-
dry western blotting (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA). The membrane was
blocked in a 5% milk TNT buffer (Tris-HCI, pH 7.4, 140mM NacCl, and 0.05% Tween 20) for
1h, and then probed using a specific rabbit polyclonal anti-FAK (Abcam, Cambridge, UK;
1/400) and anti-phospho-FAK (pTyr397) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA ; 1/1000),
anti-Orail antibody (ProScience, Poway, CA, USA; 1/200), anti-mouse monoclonal anti-
STIM1 antibody (BD Biosciences, Mountain View, CA, USA; 1/250), anti-bactin (Lab
Vision Co., Fremont, CA, USA; 1/1000) antibodies. The bands on the membrane were
visualized by enhanced chemiluminescence (Pierce Biotechnologies Inc., Fremont, CA,
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USA). A densitometric analysis was performed using a Bio-Rad image acquisition system

(Bio-Rad laboratories).
Electrophysiology and solutions

Macroscopic currents were recorded from NHEK cells in the whole-cell configuration of the
patch-clamp technique using a computer-controlled EPC-9 amplifier (HEKA Electronic,
Lambrecht/Pfalz, Germany), as previously described. The composition of the extracellular
solution for patch-clamp recording was (in mM): 120 NaCl, 10 CaCl2, 2 MgCl2, 5 glucose,
and 10 HEPES, pH 7.4 (adjusted with TEA-OH), osmolarity 310 mOsm/kg adjusted with D-
mannitol. The patch pipettes were filled with the basic intracellular pipette solution (in mM):
120 Cs-methane sulfonate, 10 CsCIl, 10 HEPES, 10 BAPTA (1.2-bis (2-aminophenoxy)
ethane N,N,N O ,N O-tetraacetic acid), and 6 MgCI2 (pH adjusted to 7.4 with CsOH and
osmolarity 295 mOsm/kg adjusted with D-mannitol). The necessary supplements in the
desired concentrations were added to the experimental solutions directly from the appropriate
stock solutions, dissolved in water, ethanol or dimethylsulfoxide. All chemicals were
purchased from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). The experiments were carried out at

room temperature.
Cell proliferation assays

hPK cells were harvested and plated at the initial density of 3000 cells per well in 96-well
plates (Poly-Labo). Cell were transfected and the number of viable cells was determined
every 24 hours using the CellTiter 96 Aqueous non-nadioactive cell proliferation assay
(Promega Corp.). Cell count was also used to determine the proliferation rate of hPK 48h after
transfection with siRNA using a Malassez counting chamber. Cells were trypsinised from 6-

well plates and cells from each well were counted 8 times.
Migration assay

Cells were seeded onto the top of Transwell® cell culture inserts with 8.0-um pore size
(Falcon, France) at the density of 20,000 per well (24-well format) in non-complemented K-
SFM. Cells were stimulated to migrate across the filters by complemented K-SFM as a
chemoattractant in the assay chambers beneath the inserts. After 24 h of incubation at 37°C,
non-migratory cells were removed from the top of the filter by scraping, whereas cells that
had migrated through the filter pores to the lower side of the inserts, then were fixed in
methanol and stained with Hoechst (5 mg/L in PBS). Cells on the lower side of the inserts

were counted using a Leica DMIRB. Data are expressed as means of four wells = SEM.
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Wound healing assay

hPK cells were seeded and allowed to reach subconfluency, and then cells were transfected
with the siRNAs. After 24h, a 1000 uL pipette tip was used to scrape across the dish and the
resulting wound was washed with PBS. Bright field images were captured along the wound
using a Nikon TS100 microscope (x100) and then the series of pictures were taken at 24h, 48h
and 72h after wounding. The images were then analyzed using Adobe Photoshop CS5.

Cell motility

hPK were transfected with the corresponding siRNA for 24h or treated with the FAKi 14
(Tocris Bioscience, Bristol, UK; 10 uM) for 30 min. Cell membrane was stained for 30 min
with CellMask™ and cells movements were observed by taking images every 36 sec using a
Carl Zeiss Laser Scanning Systems LSM 510 connected to a Zeiss Axiovert 200 M.

Calcium Imaging

hPK cells were plated onto glass coverslips and loaded with 4 uM Fura-2 AM in the growth
medium at room temperature for 45 min. Recordings were performed in Hanks’ buffered salt
solution containing (in mM) 140 NaCl, 5 KCI, 2 MgCI2, 0.3 Na2HPO3, 0.4 KH2PO4, 4
NaHCO3, 5 glucose, and 10 HEPES, adjusted to pH 7.4 with NaOH. The coverslips were
then placed in a perfusion chamber on the microscope stage. Fluorescence images of the cells
were recorded with a video image analysis system (Quanticell). Fura-2 fluorescence at an
emission wavelength of 510 nm was recorded by exciting the probe alternately at 340 and 380
nm. The signal ratio at 340/380 nm was converted into [Ca®']; levels using an in vitro

calibration.
Data analysis

For each type of experiment the data were accumulated from at least three measurements.
Electrophysiological data were analyzed offline using HEKA (HEKA Electronic, Germany)
and Origin 7.0 (Microcal Software Inc., Northampton, MA) software. Results were expressed
as Mean = S.E.M., where appropriate. N equals to the number of series of experiments, n
equals to the number of cell used in the study. ANOVA was used for statistical comparison of
the differences and P<0.05 was considered significant. In the graphs, (*) and (**) denote

statistically significant differences with P<0.05 and P<0.01, respectively.
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Introduction

L’épiderme humain est un tissu pluristratifié constituant la premiere barriére de notre
organisme contre les agressions extérieures. La formation de ce tissu en plusieurs couches est
le résultat d’une spécialisation des cellules épidermiques, les kératinocytes. Cette
spécialisation est controlée par I’activation d’un processus de différenciation des cellules de la
couche la plus profondes de 1’épiderme: la couche basale. Le role du Ca’* dans la
différenciation des kératinocytes humains est connu de longue date (48). Des études in vivo
ont montré 1’existence d’un gradient de concentration en Ca®" au sein méme de I’épiderme
(60), tandis que d’autres, in vitro, utilisent I’augmentation de la concentration en Ca®* dans le
milieu de culture (calcium switch) pour induire la différenciation des kératinocytes.
Néanmoins, les mécanismes relatifs a cette différenciation sont encore mal connus.

Nous savons que lors de la différenciation des kératinocytes il y a une augmentation de
la concentration en Ca®** dans le cytosol, elle-méme divisée en deux phases: une
augmentation transitoire suivie d’un plateau maintenu dans le temps. Ces deux phases
correspondraient en fait, dans un premier temps, a la vidange du Ca®" réticulaire et, dans un
deuxiéme temps, a4 Dlentrée de Ca®* par les canaux SOC (Store-Operated Channel)
membranaires. Ces canaux sont activés suite & la diminution de la concentration en Ca?* dans

le RE. lls sont depuis de nombreuses années étudiés dans un grand nombre de types
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cellulaires car ils représentent la principale source de Ca** des cellules non-excitables.
Beaucoup de travaux ont ensuite eu pour but d’identifier la nature moléculaire des canaux
ioniques impliqué dans le courant SOC.

Parmi de nombreux candidats, certains canaux de la super-famille des canaux
cationiques TRP (Transient Receptor Potential) ont suscité un intérét particulier. L’un d’eux,
le canal TRPCL1 (TRP Canonique, membre 1) a été le premier a avoir été identifié comme un
canal SOC dans plusieurs types cellulaires. L activation de ce canal suite a la vidange en Ca®*
du RE s’effectue par interaction directe avec le senseur calcique réticulaire STIM1 (STromal
Interacting Molecule 1) (159). Depuis la découverte de I’implication de TRPCI1 dans le
courant SOC, d’autres canaux ont également été reliés a cette voie d’entrée du Ca2+, c’est le
cas d’Orail. Orail est un canal découvert dans les lymphocytes T dans lesquels il participe a
un courant calcique activé par la vidange des stocks réticulaires (CRAC) (169). Il est, lui
aussi, activé par la protéine STIML1 par des interactions directes et tend a étre considéré
comme le canal majoritaire du courant de type SOC (170, 171).

De recents travaux ont montrer que le canal TRPC1 est non seulement exprimé dans
les kératinocytes humains, mais qu’il participait également au courant de type SOC dans ces
cellules (153). D’autres études ont ensuite découvert que I’inhibition de 1’expression des
canaux TRPCL1 prévient I’apparition des marqueurs de différenciation tels que I’involucrine
(IVL) ou la cytokératine 10 (CK10) suite au calcium switch. 1l semblerait donc que ces
canaux soient a lorigine de I’entrée de Ca®" responsable de la différenciation des
kératinocytes (155). D’autre part, des travaux effectués sur la souris KO pour le géne codant
Orail montrent une altération du développement de leur épiderme caractérisée par une peau
plus fine et une diminution du nombre et une modification de la forme des kératinocytes
(168). Ceci met en évidence le role potentiel d’Orail dans 1’homéostasie calcique de
I’épiderme. Cependant, Orail et STIM1 n’ont, pour I’instant, fait I’objet d’aucune étude dans
I’épiderme humain.

Un autre canal de la famille des TRP a également fait son apparition dans I’étude de la
différenciation des kératinocytes induite par le calcium switch, ce canal est TRPV6 (TRP
Vanilloide, membre 6). Ce canal est plus largement étudié pour son réle dans la réabsorption
du Ca** au niveau de Iintestin et du rein, il est aussi le canal ayant la plus haute sélectivité au
Ca®* parmi les TRP (149). Certaines études ont montré qu’il participait a ’entrée de Ca?* de

type SOC, cependant, son activation n’est pas dépendante de la vidange des stocks réticulaires
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(152). Le canal TRPV6 est en fait constitutivement ouvert lorsqu’il est présent a la membrane
plasmique.

Au niveau de la peau humaine, ce n’est que récemment que son expression y a été
découverte. De la méme facon que pour TRPC1, TRPV6 est lui aussi nécessaire a 1’induction
de la différenciation des kératinocytes in vitro (84). L’entrée de Ca®* médiée par les canaux
TRPC1, seule, ne serait donc pas suffisante pour induire la différenciation, et il en serait de
méme pour le canal TRPV6. Par conséquent, chacun de ces canaux aurait un role distinct et

nécessaire dans ce processus.

Le but de cette étude est donc d’étudier le réle des canaux TRPC1, TRPV6 et
Orail ainsi que de la protéine STIM1 dans les événements calciques intracellulaires
intervenant suite a la stimulation de la différenciation des kératinocytes humains par le

Ca®" extracellulaire.
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Résultats

Nous avons, dans un premier temps, étudié les variations de la concentration en

calcium cytosolique ([Ca2+]cyt) suite au calcium switch. Pour cela, nous avons utilisé la
technique d’imagerie calcique par microscopie confocale et chargé des kératinocytes issus de
cultures primaires (hPK) avec la sonde fluorescente Fluo-4.
Une fois les cellules chargées, elles sont gardées dans un milieu non-différenciateur (HBSS
OmM Ca?*) durant les 10 premiéres minutes d’enregistrement. Au bout de 10 minutes, ces
cellules sont exposées & une concentration extracellulaire en Ca®* de 1,7 mM, suffisante pour
induire leur différenciation, correspondant au calcium switch. Les variations de la [Ca2+]cyt
sont ensuite observées durant 210 minutes (figure 1).

Les résultats obtenus nous montrent que, suite au calcium switch, il y a une
augmentation de la [Ca2+]cyt plus ou moins importante suivant les cellules. Cette augmentation
rapide du calcium cytosolique est maintenue, en moyenne, pendant une vingtaine de secondes,
pour ensuite revenir a un état proche de la [Ca*"]c,: observée au début de ’enregistrement.
Toutefois, au cours de I’enregistrement, nous observons des oscillations rapides de la [Ca2+]cyt
dans la plupart des cellules.

Suite a la stimulation des kératinocytes par le calcium switch, il y a donc une
augmentation de la [Ca**].,: pouvant étre attribuée soit & une entrée de Ca®* dans la cellule,
soit & une sortie de Ca®* des compartiments intracellulaires vers le cytosol. Les oscillations
observées durant les 3 heures suivant le calcium switch peuvent elles aussi correspondre a des

entrées de Ca®* ou des échanges intracellulaires.
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Figure 1: Variations de la concentration en Ca?* cytoplasmique dans des kératinocytes non-
différenciés suite a la perfusion d’une solution HBSS d’une concentration de 1,7 mM de Ca* dans
la chambre d’enregistrement apres 10 minutes, I’enregistrement est ensuite poursuivi pendant 210
minutes. A. Les images représentant I’intensité de fluorescence en fausse couleur a différents
moments de 1’enregistrement, les cellules utilisées pour représenter 1’évolution de [Ca®']i en
fonction du temps sont encerclées et numérotées sur ces images. B. Evolution de [Ca®*]i en
fonction du temps de 3 cellules représentatives, la valeur de la [Ca®*]i est calculée aprés calibration.

L’application de la solution avec une concentration élevée en Ca”" est indiquée en vert par « Ca2+

switch ». Les traits bleus correspondent aux photos représentées en A.
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Figure 2 : Les variations de [Ca*]i en fonction du temps ont été enregistré pendant 1 heures
toutes les 12 heures. Pour chaque enregistrement de 1 heure la partie surlignée en grise est
agrandit dans 1’encadré, les images en fausse couleur représentent 1’intensité de fluorescence
correspondante. A. La condition contrdle correspond a des kératinocytes gardés dans un milieu
d’une faible concentration de Ca®* (0,07 mM). B. Variations de [Ca®']i 12 heures avant, au
moment de 1’application d’une solution contenant 1,7 mM de Ca®*, le « Ca®* switch », puis toutes

les 12 heures jusqu’a 64 heures apres.
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B. Calcium Switch
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Nous avons ensuite comparé les variations de la [Ca2+]cyt dans des kératinocytes soumis au
calcium switch par rapport a celles observées dans des kératinocytes gardés dans un milieu
« control » contenant 0,07 mM Ca”*. Les mesures de Ca** cytosolique sont effectuées & des
intervalles de temps de 12 heures, jusqu’a atteindre 62 heures apres le calcium switch, et
durent 2 heures. Expérimentalement, les kératinocytes sont considérés comme différenciés 24
heures aprés leur exposition & une concentration élevée de Ca®*; dés lors, ils montrent des
modifications morphologiques et expriment des marqueurs spécifiques de 1’état de
différenciation. Cette expérience nous permet donc d’observer les mouvements de Ca*" a des
moments clef du processus de différenciation des kératinocytes.

Ainsi, dans les conditions contréles, ou les kératinocytes sont non-différenciés, nous

observons peu de variations de la [Ca2+]cyt. A 38, 50 et 62 heures, les augmentations de la
[Caz‘”]cyt sont de faibles amplitudes et plutot rapides (figure 2a).
Pour les cellules soumises au calcium switch, 1’application d’une solution HBSS contenant
1,7 mM de Ca*, suffisante pour induire la différenciation des kératinocytes, induit une
augmentation de la [Ca2+]cyt transitoire. A 12 heures apres le calcium switch, nous observons
de faibles oscillations de Ca®*, c’est au bout de 24 heures que des pics de plus fortes
amplitudes commencent a apparaitre. A 36 et 48 heures, les augmentations de la [Ca2+]cyt sont
beaucoup plus élevées et durent dans le temps. Par contre, les mesures effectuées a 64 heures
montrent peu d’oscillations de Ca?* (figure 2b).

Ces différentes observations montrent donc qu’il existe plusieurs phases dans les
variations de la [Ca”"]eyr, une premiére survenant a I’application du Ca”* extracellulaire puis
une seconde apres 24 heures de traitement. Au vue des différences d’amplitudes et de durée
des augmentation de la [Ca2+]cyt, il semblerait que différents acteurs calciques soient

impliqués.
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Figure 3: Des kératinocytes non-différenciés (0,07 mM [Ca*]ext) sont traités avec différents
siRNA dirigés contre la luciférase (siControl), TRPV6, Orail et TRPC1. Pour chaque
enregistrement d’une 1 heure sont représentés la variation de la [Ca®*]i en fonction du temps et les
images de I’intensité de fluorescence pour la période encadrée en bleu. A. Aprés 24 heures, les
variations de la [Ca?*]i sont mesurées lors de I’application du Ca*" switch, représenté par la ligne
jaune, pendant 1 heure pour chagque siRNA. Les mémes enregistrements sont effectues 24 (B), 48

C) et 72 heures (D) aprés le Ca®* switch.
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B. 24 hours after Ca2+ Switch
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C. 48 hours after Ca2+ Switch
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D. 72 hours after Ca2+ Switch
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Enfin, en utilisant des techniques de siRNA pour éteindre sélectivement 1’expression de
certains canaux calciques, nous avons étudié les roles respectifs des canaux TRPV6, Orail et
TRPC1 dans les variations de la [Ca“]cyt observées suite au calcium switch.

La figure 3a nous montre les variation de la [Ca2+]cyt dans I’heure qui suit le calcium
switch. Nous observons alors que I’inhibition de I’expression du canal TRPV6 va empécher
I’augmentation de la [Ca“]cyt dans la majorité des cellules par rapport a la condition controle.
Il semblerait donc que le canal TRPV6 joue un role dans I’entrée de Ca* suite au calcium
switch. En ce qui concerne Orail et TRPCL1, nous observons également des différences par
rapport aux conditions contréles. En effet, I’inhibition de I’expression de ces canaux calciques
va également diminuer la réponse de ces cellules au calcium switch.

24 heures apres le calcium switch, nous observons des oscillations rapides de la [Ca2+]cyt dans
la condition contrdle, tandis que les cellules traitées avec un siRNA contre TRPV6 montrent
des variations de Ca®* quasiment nulles. De mémes, les siRNA dirigés contre TRPC1
diminuent fortement le nombre de cellules montrant des oscillations de la [Ca*]e. A
I’inverse, 1’absence d’expression d’Orail semble n’avoir aucun effet, si ce n’est d’augmenter
I’amplitude des oscillations calciques (figure 3b). A 48 heures, nous observons des
conséquences identiques des siRNA sur les oscillations calciques (figure 3c).

Enfin, & 72 heures aprés I’application du Ca*, de faibles variations de Ca®" sont observées
dans la condition controle et dans la condition siTRPC1, alors que plus aucune modification
de la [Ca2+]cyt n’est observée dans les conditions siTRPV6 et siOrail (figure 3d).

Ces résultats montrent que le canal TRPV6 est impliqué dans les entrées de Ca**
observées tout de suite apres le calcium switch ainsi que dans les oscillations calciques
survenant dans les heures qui suivent. Ces resultats confirment donc le réle majeur du canal
TRPV6 dans la différenciation des kératinocytes. TRPC1 semble également intervenir dans
ces différentes phases de variations de la [Ca2+]cyt mais de facon plus modérée. Le canal
Orail, quant a lui, semble intervenir dans la premiére phase du calcium switch, il
interviendrait donc dans les influx calciques induits par I’augmentation du Ca?*

extracellulaire.
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Conclusion

Ces résultats préliminaires permettent de mettre en évidence I’implication
différente de 3 canaux membranaires dans I’homéostasie calcique liée a I’induction de la
différenciation par le calcium switch. Le canal TRPV6 semble jouer un role
prépondérant dans les évenements calciques précoces et tardifs induits par le calcium
switch. Le canal TRPC1 participerait également a ces variations de la [Ca2+]cyt, tandis

gue le canal Orail ne serait impliqué que dans les influx calciques précoces.
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A mon arrivée au laboratoire, 1’équipe travaillant sur I’¢tude des canaux calciques dans
I’épiderme humain entretenait une collaboration avec les laboratoires Pierre Fabre.
L’importance de I’implication du Ca®" dans les mécanismes du développement de 1’épiderme
suscitant de plus en plus d’intéréts, certaines études se sont intéressées a son réle potentiel
dans le traitement de pathologies dermatologiques telles que le psoriasis ou les dermatites.

C’est dans ces conditions que je me suis intéressé a I’implication de I’Eau Thermale
d’Avéne dans la différenciation des kératinocytes humains et au role du canal calcique
TRPVG.

Article 2

“Acceleration of keratinocyte differentiation by transient receptor

potential vanilloid (TRPV6) channel activation”

Matthieu Vandenberghe®, V'yacheslav Lehen’kyi, Francoise Belaubre, Severine Julié,

Nathalie Castex-Rizzi, Roman Skryma et Natalia Prevarskaya

J Eur Acad Dermatol Venereol. 2011 Feb;25 Suppl 1:12-8

* . Les auteurs ont contribué a part égale dans ce travail.

Il est bien établi que la différenciation des kératinocytes nécessite une entrée soutenue
de Ca’* dans le cytoplasme et donc D’activation de canaux calciques membranaires.
Cependant, la nature de ces protéines est restée longtemps inconnue. Le canal TRPV6
initialement appelé CaT1l (Calcium Transporter type 1) a été caractérisé dans les cellules
épithéliales intestinales ou il joue le role de transporteur responsable de ’absorption du Ca®*
(172). Depuis, de nombreux travaux ont rapporté 1’expression de cette protéine trés fortement
perméante au Ca?* dans plusieurs organes, comprenant une grande partie du tractus digestif
(cesophage, estomac, duodénum, jéjunum, iléon et colon), le pancréas, le placenta, la prostate

et les glandes salivaires, ainsi que le foie, le rein et le testicule, dans une moindre proportion.
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L’¢tude de TRPV6 a principalement mis en évidence son implication dans I’absorption du
Ca®* que ce soit par I’intestin ou le rein. Ce n’est que récemment que son expression fut
découverte dans la peau humaine (84). Il est connu que dans les kératinocytes non-
différenciés, I’augmentation de Ca** dans le milieu extracellulaire induit une augmentation de
la concentration calcique cytosolique. Cette étude a montré que le canal TRPV6 participe a
I’augmentation de la concentration en Ca®" cytosolique observée. De plus, I’expression du
canal TRPV6 varie au cours de la différenciation. TRPV6 est faiblement exprimé dans les
cellules non-différenciées et son expression est augmentée dans les cellules différenciées
précoces. En inhibant la synthese de cette protéine par des siRNA, ces travaux ont également
montré que I’absence de TRPV6 bloque I’induction de la différenciation par le calcium
switch.

D’autre part, nous savons que de nombreuses pathologies dermatologiques, telles que
le psoriasis ou la dermatite atopique, sont la conséquence d’un déréglement de la
différenciation et/ou de la prolifération des kératinocytes de 1’épiderme (173).

L’Eau Thermale d’Avéne (ETA) est une eau contenant peu de minéraux. Les
propriétés anti-inflammatoires de I’ETA sont mises a profit dans le traitement de la dermatite
atopique, de différents types d'eczémas et du psoriasis ; son action cicatrisante est utilisée
avec succes dans les suites opératoires de chirurgie plastique (174-176). De nombreuses
études ont eu pour but d’identifier les mécanismes moléculaires responsables de ces actions
bénéfiques pour la peau. Il a notamment été démontré que I’ETA agissait sur les cellules
immunitaires en réduisant la dégranulation des basophiles ainsi que sur la production de
cytokines Thl et Th2.

Le but de cette ¢tude est de mettre en évidence I’action de I’ETA sur la différenciation
des cellules de I’épiderme en utilisant des cultures primaires de kératinocytes. Nous voulons
¢galement savoir si I’ETA agit sur I’expression et/ou la fonctionnalité du canal TRPV6 connu

pour intervenir dans la différenciation de ces cellules.

Conclusion

En conclusion, nous avons démontré que le traitement des kératinocytes en
culture avec de ’ETA induit leur différenciation. Les modifications de la morphologie

des cellules et de I’expression des marqueurs de différenciation nous indiquent que
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PETA accélererait la différenciation des kératinocytes par rapport a un milieu classique
avec une concentration en Ca** de 1,3 mM, suffisante pour induire la différenciation. En
effet, le taux d’expression des marqueurs de différenciation est beaucoup plus élevé pour
les cellules traitées par ’ETA que par le milieu pro-différenciateur classique.

Nous avons également démontré que Deffet de I’ETA passait par une
augmentation de Pentrée constitutive de Ca®* dans la cellule portée par le canal TRPVG.
Bien que les taux d’expression des ARNm du canal TRPV6 ne soit pas significativement
différents par rapport au milieu pro-différenciateur classique, ’ETA augmente le
nombre de canaux presents a la membrane plasmique, ce qui explique son effet sur
I’augmentation des influx calciques.

Finalement, ces résultats démontrent que le canal TRPV6 participe a I’action de
I’Eau Thermale d’Avéne sur I’accélération de la différenciation contribuant a la
formation de la barriére cutanée. Ceci expliquerait donc les effets bénéfiques de ’Eau
Thermale d’Avéne sur le traitement des pathologies, comme le psoriasis ou la dermatite

atopique, qui montrent une altération de la fonction barriére de I’épiderme.
Discussion

Ces travaux montrent ont permis d’observé une augmentation de I’influx constitutif de
Ca?* bien qu’il n’y ait pas d’augmentation de 1’expression du canal. L’équipe de Bindels et
collaborateurs a montré que le canal TRPV6 pouvait étre stocké dans des vésicules lipidiques
sous-membranaires et transloqué a la membrane plasmique en réponse & un stimulus (177).
En effet, les cellules traitées avec de ’ETA montrent une augmentation du nombre des canaux
TRPV6 présents a la membrane plasmique. Sachant que ce canal possede la plus grande
sélectivité au Ca®* parmi les canaux TRP, le fait d’augmenter le nombre de canaux a la
membrane plasmique va avoir pour conséquence d’augmenter considérablement 1’amplitude
de Ientrée de Ca®* dans le cytosol. Ceci expliquerait donc I’augmentation de [’entrée
constitutive de Ca’" et la surexpression des marqueurs de différenciation qui s’ensuit. Les
voies par lesquelles I’ETA pourrait activer la translocation de ces vésicules ne sont pas
connues pour le moment, cependant, il a ét¢ montré que I’ETA pouvait augmenter la fluidité

de la membrane plasmique (178).
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La collaboration du laboratoire avec les laboratoires Pierre Fabre s’est terminée a la
suite de la publication de travaux sur I’implication du canal TRPV6 dans les effets pro-
différenciateurs de ’ETA. Cependant, plusieurs suites a ce travail avaient été envisagées.
Entre autres, il aurait été intéressant de savoir si d’autres canaux pouvaient ¢galement Etre
surexprimés ou activés par I’ETA, notamment les canaux SOC. En effet, suivant I’hypothése
concernant la translocation du canal TRPV6 activé par le courant SOC, il aurait été intéressant
de mesurer les taux d’expression des canaux TRPC1, TRPC4 et Orail apres le traitement des
kératinocytes avec I’ETA pour savoir s’ils auraient été surexprimés. Puis, si cela était le cas,
confirmer I’implication de ces canaux dans la translocation des vésicules contenant TRPV6 en
utilisant des stratégies siRNA.

Mes recherches ont montré que ’effet de 'ETA n’était pas reli¢ directement aux
concentrations en Ca”* et en Mg®*. En effet, en utilisant un milieu reconstitué contenant les
mémes concentrations ioniques en Ca?* et en Mg®* que I’ETA, les effets observés sur I’état de
différenciation des kératinocytes ne sont pas identiques. L’ETA aurait donc, en dehors de sa
composition en Ca?* et en Mg?*, des propriétés permettant I’accélération de la différenciation
des kératinocytes en augmentant la translocation de TRPV6 a la membrane. L’identification

du ou des agents responsables de cette propriété pourrait étre d’un grand intérét.
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Acceleration of keratinocyte differentiation by transient
receptor potential vanilloid (TRPV6) channel activation
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Abstract

Background Numerous studies have demonstrated the beneficial effect of Avéne Thermal Spring Water (TSW) in
dermatological diseases but the molecular mechanisms remain unknown. The objective of the present study was to
evaluate the effect of Avéne TSW on the morphological and molecular features related to the more advanced status
of differentiation of human keratinocytes.

Material and Methods Normal human keratinocytes (NHK) were differentiated in medium powder reconstituted
with Avene TSW and assessed by RT-PCR and immunohistochemistry. Calcium entry was measured by a Fura-2
AM probe. TRPV6 channel were detected by immunohistochemistry, RT-PCR and western blot.

Results Treatment of NHK with Avéne TSW led to an enhanced constitutive calcium entry that resulted in the
increased expression of involucrin and cytokeratins 1 and 10. This enhanced constitutive calcium entry in Avéne
TSW-treated keratinocytes was mediated by the TRPV6 calcium channel. Moreover, Avéne TSW-mediated calcium
entry was due to the increase in TRPV6 exprassion as well as the channel abundance at the cell membrane.
Conclusions An other mechanism of action of Avéne TSW is described. Avéne TSW treatment induced an
enhanced constitutive calcium entry mediated by TRPV6 channel leading to the acceleration of human keratinocytes

differentiation.
Received: 20 September 2010; Accepted: 5 November 2010
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Introduction

A number of auto- and paracrine factors drive keratinocyte differ-
entiation. Among them, calcium plays the crucial role in this pro-
cess.! Cytosolic Ca®* signalling is well known to control a wide
array of cell functions, ranging from short-term responses, such as
contraction and secretion, to longer term regulation such as cell
growth and proliferation.” Moreover, the presence of a calcium
gradient has been demonstrated in the epidermis with the lowest
concentrations in the basal layer and the highest in the granulo-
sum layer, where critical proteins for barrier function are pro-
duced.** Elevation of extracellular Ca®* concentrations triggers an
acute and then a sustained increase in intracellular Ca®*, and sub-
sequently initiates expression of early differentiation markers

Icontributed equally to this work

JEADV 2011, 25 (Suppl. 1), 12-18

genes.”” Thus, calcium-permeable channels are potential candi-
dates participating in the increased influx of calcium into kerati-
nocytes.*” We have recently demonstrated that different transient
receptor potential (TRP) channels participate to the terminal dif-
ferentiation of keratinocytes.® Impaired keratinocyte differentia-
tion and proliferation are key elements in the pathophysiology of
several important dermatological diseases, including atopic derma-
titis and psoriasis.'*"!

Aveéne Thermal Spring Water (TSW) is a water with a low-
mineral content. Its beneficial effects have already been noted in
the prevention and treatment of atopic dermatitis,'? the reduction
of cutaneous inflammation’® and the prevention of radiation der-
matitis.”* Numerous studies have attempted to assess the molecu-
lar mechanisms responsible for its beneficial action. Some effects
of Avéne TSW on immune cells have already been shown as it

© 2010 The Authors
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reduces basophile degranulation,' and histamine and prostaglan-
din D2 release from mast cells.'>'” Avéne TSW also acts on Thl
and Th2 cytokines production,'® which is related to its anti-aller-
gic and anti-inflammatory properties.

The aim of the present study was to focus on the action of Av-
éne TSW on normal skin physiology with special insight into cal-
cium signalling and keratinocyte differentiation.

Methods

Cell culture and media

Normal Human Keratinocytes (NHK) were purchased from Invi-
trogen (Cergy Pontoise, France). Cells were cultured at 37 °Cin a
humidified atmosphere containing 5% CO, in three different exper-
imental conditions: (i) The standard MCDB medium powder
(Sigma) was reconstituted with deionized water containing 0.6 mM
magnesium and 0.03 mM calcium. The epidermal keratinocytes
kept in this medium were referred to as undifferentiated NHK
(ud-NHK) as according to the conventional protocol, NHK cells in
this medium are not able to differentiate.’® (ii) Another medium
was prepared by reconstitution of MCDB powder with Avéne TSW
the composition of which is shown in the Table 1. (iii) The third
medium was prepared by reconstitution of MCDB powder with
deionized water containing 1.23 mM magnesium and 1.3 mM
calcium. Cells kept in this medium were referred to as differentiated
NHK (d-NHK) as they developed a differentiated phenotype. Given
the importance of natural calcium gradient in the skin for maintain-
ing regulated growth and differentiation of the epidermis in vivo,'®

Table 1 Composition of Avéne TSW (pH = 7.5)

Compound mg/L
Calcium 51.3
Magnesium 26.7
Sodium 4.8
Potassium 0.5
Bicarbonates 2715
Sulphate 24.9
Ghloride 5.5
Nitrate 1.3
Silicate 10.6
Avene TSW.

Table 2 Primers and siRNA

the calcium content in all three media was monitored as was their
osmolarity (327, 325, 326 mOsm, respectively).

Human embryonic kidney cells stably expressing the Transient
Receptor Potential Vanilloid type 6 (TRPV6) channel were kept in
complete DMEM medium supplemented with 10% Fetal Bovine
Serum (FBS) and 100 pg/ml kanamycin.

siRNA cell transfection

Human keratinocytes were transfected overnight with 75 nM of
siRNA-TRPV6 per well of a six-well plate using ‘Gene porter 2’
(Gene Therapy Systems, Inc., San Diego, CA, USA) in a final vol-
ume of 1 mL. Ready-to-use siRNA-TRPV6 (processing option:
A4) was synthesized by Dharmacon Research Inc (Lafayette, CO,
USA) (see Table 2). Functional non-coding siRNA#1 (Dharmacon
Research Inc.) was used as a control.

Calcium imaging

Cells were plated onto glass coverslips and were loaded with 4-uM
Fura-2 AM at room temperature for 45 min in the growth med-
ium. Recordings were performed in Hank’s Buffered Salt Solution
(HIBSS) containing (in mM): 140 NaCl, 5 KCl, 2 MgCl,, 0.3
Na,HPO3, 0.4 KH,PO,, 4 NaHCO3, 5 glucose and 10 HEPES buf-
fer adjusted to pH 74 with NaOH. CaCl, was adjusted to
0.07 mM or 1.8 mM depending on the experiment. The coverslips
were then placed in a perfusion chamber on the stage of the
microscope. Fluorescence images of the cells were recorded with a
video image analysis system (Quanticell, Sunderland, UK).

Quantitative Polymerase Chain reaction

The PCR primers used to amplify TRPV6 cDNAs as well as the
primers for cytokeratin 1 (KRT1), and cytokeratin 10 (KRT10)
genes are specified in the Table 2. Quantitative real-time was done
using MESA GREEN gPCR MasterMix Plus for SYBR Assay
(Eurogentec, Angers, France) on the Bio-Rad CFX96 Real-Time
PCR Detection System. A AAC(t) method was used to quantify
the number of transctipts.

Cell-surface protein biotinylation

Cell dishes were put on ice and the medium was replaced by an
ice-cold Phosphate Buffered Saline with 0.1% Bovine serum albu-
min (PBSB) solution containing 1 mM MgCl, and 0.5 mM CaCl,,

Target F1 Bi

TRPV6 5'-GCCTTCTATATCATCTTCC-3’ -GGTGATGCTGTACATGAAGG-3'
KRT1 ATTTCTGAGCTGAATCGTGTGATC CTTGGCATCCTTGAGGGCATT
KRT10 TGATGTGAATGTGGAAATGAATGC GTAGTCAGTTCCTTGCTCTTTTCA
188 CAGCTTCCGGGAAACCAAAGTC AATTAAGCCGCAGGCTCCACTC
siTRPVE 5-CCUGCUGCAGCAGAAGAGG(dTAT)-3

TRPVS, transient receptor potential vanilloid; KRT1, cytokeratin 1; KRT10, cytokeratin 10
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PpH = 8, washed once, and incubated with PBSB solution contain-
ing 2 mM biotin (Pierce, EZ-Link Sulfo-NHS-LC-LC-Biotin) for
30 min at 4 °C. Cells were then washed once with PBSB solution,
and lysed with ice-cold lysis buffer containing: 10 mM Tris-HCI,
pH 7.4, 150 mM NaCl, 10 mM MgCl, 1 mM PMSEF, 1% Nonidet
P-40 and protease inhibitor cocktail from Sigma. Biotinylated
proteins were precipitated using neutravidin-agarose beads
(Pierce, Rockford, IL, USA), eluted with SDS-poly-acrylamide gel
electrophoresis (SDS-PAGE) loading buffer and subjected to SDS-
PAGE.

SDS-PAGE and Western-blotting

Semi-confluent keratinocytes were lysed, total proteins were
extracted and subjected to SDS-PAGE and Western-blotting as
described previously.®

Confocal imaging

Cells were fixed and stained using anti-TRPV6 antibody (Alomone
Labs Ltd., Jerusalem, Israel, 1/200) and mouse monoclonal anti-
Involucrin (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA, 1/500) as
described previously.?

Immunchistochemilstry

Paraffin-embedded skin sections were subjected to conventional
deparaffinization followed by antigen retrieval using citrate buf-
fer at 95 °C in water bath. After saturation in the solution con-
taining 1% NGS, 1% BSA and 0,05% Triton X100 in PBS, the
skin sections were incubated with the specific rabbit polyclonal
anti-TRPV6 antibody (Alomone Labs Ltd., 1/200), mouse
monoclonal anti-KRT 10 (Chemicon International, Temecula,
CA, USA, 1/500), anti-Involucrin (Sigma-Aldrich, 1/500)
overnight at 4 °C. Goat polyclonal anti-rabbit and anti-mouse
peroxidase-conjugated secondary antibodies (Chemicon Interna-
tional, 1/200) were used for final incubation. After revelation
with diaminobenzidine (Sigma), images were analysed using Ze-
iss Axioskope microscope (Carl Zeiss, Zaventem, Belgium) and
Leica Image Manager software (Leica Geosystems AG Heinrich,
Heerbrugg, Switzerland).

LAx.

Statistics

Data were expressed as mean + SD. Statistical analyses were car-
ried out using Student’s unpaired t-tests (two-tailed). P < 0.05
indicates statistical significance.

Results

Avéne TSW effect on keratinocyte differentiation
Keratinocytes were cultured in the three different media reconsti-
tuted either in deionized water (ud-NHK), or in Avéne TSW (Av-
éne TSW-NHK), or in deionized water complemented with
calcium and magnesium (d-NHK). These two latter media con-
tained the same amount of calcium and magnesium. Analysis of
cell morphology showed that after 3 days of incubation, ud-NHK
conserved a proliferative phenotype, whereas d-NHK and Avéne
TSW-NHK increased in size and became flattened, suggesting a
differentiated phenotype (Fig. 1). They siratified and assembled in
multilayer sheets. Avéne TSW-NHK cells scemed more granular,
flatter and bigger in comparison with d-NHK (Fig. 1b and 1c).

To confirm that Avéne TSW-NHK were more differentiated
than d-NHK, real-time PCR experiments were carried out to assess
the expression of some early differentiation markers such as KRT
1 and 10 (Fig. 2). After 3 days of incubation, the expression of both
cytokeratins was significantly increased in Avéne TSW-treated cells
with a higher up-regulation compared with d-NHK cells (Fig. 2).

Analysis of involucrin (IVL) expression by confocal microscopy
showed that Avéne TSW-treated cells express more IVL than
d-NHK (Fig. 3). Thus, in addition to light microscopy, we could
demonstrate a more advanced phenotype of Avéne TSW-NHK
characterized by increased expression of IVL as compared with
d-NHK.

Study of constitutive calcium entry

As calcium is a key element in the process of keratinocyte differen-
tiation, we studied the constitutive calcium entry in the three cul-
ture conditions. The protocol of consecutive changes in the
calcium level was applied (Fig. 4). In undifferentiated cells, the
constitutive calcium entry was low, whereas it was significantly

Figure 1 Keratinocyte culture in three drfferent media. nght microscopy photographs of keratlnocytes cultured in media reconsti-
tuted with distilled water (ud-NHK) (a) or Avéne Thermal Spring Water (Avéne TSW-NHK) (b) or water supplemented with calcium and

magnesium (d-NHK) (c).
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Figure 2 Cytokeratin 1 and 10 (KRT1 and KRT10) mRNA
expression. Avéne TSW NHK and d-NHK were cultured during
3 days. Analysis of KRT1 and KRT10 expressions were per-
formed by real-time RT-PCR. Diagram shows the fold induction
of KRT1 and KRT10 expressions between the two culture cells.
KRT1 and KRT10 were respectively four- and sevenfold over-
expressed in Avéne TSW culture cells. Asterisks show significant
difference from d-NHK (*P < 0.05)

increased in Avene TSW-NHK and d-NHK cells, following 3 days
of treatment. Normalized calcium values showed that calcium
entry in d-NHK represented only 55% of Avéne TSW-NHK signal
(Fig. 4).

Role of TRPV6

We have previously demonstrated that TRPV6 channel, a highly
selective receptor to calcum, plays a crudial role in keratinocyte
differentiation.” To assess TRPV6 mRNA and protein expression,
quantitative real-time PCR experiments and western-blot were
performed in cells cultured in the three culture conditions. A sig-
nificant increase in TRPV6 expression was observed either in Av-
éne TSW-NHK or d-NHK with no significant difference between
the two culture conditions (Fig. 5). However, the expression of
the TRPV6 channel at the plasma membrane, revealed by cell sur-
face protein biotinylation, was significantly higher in Avéne TSW-
NHK (Fig. 5b).

To confirm a potential role of TRPV6 in Avéne TSW-NHK
constitutive calcium entry, we used a siRNA strategy. siRNA
against TRPV6 selectively inhibited the TRPV6-induced enhanced
calcium entry in keratinocytes (Fig. 6a,b). The same results were
obtained using HEK-TRPV6 cells, stably transfected by a TRPV6
expression vector (Fig. 6¢c,d). All these data suggest that the
increase in TRPV6 expression at the plasma membrane accounts
for the enhanced calcium entry into h-PK cells with the conse-
quent acceleration of the differentiation.

Detection of TRPV6 expression by immunohistochemitry in
human skin explants revealed a gradient of TRPV6 expression that
was well correlated with the different markers of differentiation,
IVL and KRT10 proteins (Fig. 7). Altogether, these results suggest
the involvement of the TRPV6 channel on keratinocyte differentia-
tion within the skin.

Discussion

Calcium plays a crucial role in the regulation of keratinocyte dif-
ferentiation especially for the terminal stages like cell stratification
and cornification.”®*! This mechanism has already been shown to
be crucial for keratinocyte differentiation process. It may be medi-
ated by highly calcium selective receptor such as the TRPV6 chan-
nel® Our aim in the present study was to evaluate the effect of
Avéne TSW on keratinocyte differentiation. Here, we report three
major findings: (i) Avéne TSW accelerated the differentiation pro-
cess of NHK, increased the expression of differentiation markers,
and the formation of the upper layer; (i) the molecular mecha-
nism responsible for Avéne TSW effects on NHK was the
enhanced constitutive calcium entry; and (iii) this entry was medi-
ated by overexpression of the TRPV6 channel localized at the
plasma membrane.

Among the cationic channels that have been suggested to partic-
ipate in calcium-induced differentiation of keratinocytes,”****
only the TRPV6 channel is charactetized by a constitutive activity
leading to continuous intake of calcium into the cell® To know if
this effect was due to the calcium concentration of Avéne TSW, a
medium containing the same calcium concentration was used to
culture NHK cells. The results of real-time PCR and western blot-
ting have confirmed the expression and up-regulation of TRPV6

Figure 3 Involucrin protein expression. Confocal imaging of involucrin (green) and TRPV6 (red) in human primary keratinocytes trea-
ted with non-differentiated medium, ud-NHK (a), Avéne TSW-NHK (b), and differentiated medium, d-NHK (c).
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Figure 4 Gonstitutive Calcium entry analysis. Ud-NHK, Avéne
TSW NHK and d-NHK were cultured during 3 days. Constitutive
calcium entry analysis was evaluated as detailed in the ‘Meth-
ods’ section using Fura-2 AM. Flugrescence images of the cells
ware recorded with a video image analysis system (Quanticelf).
(a} Representative [Ca®*]l traces in response to acute changes in
[Ca2*le from 0.03 mM to 1.3 mM, (b} Histogram repressnting
means + SEM of three Independent expetiments. (P < 0.05).

ATSW-NHK

channel in Avéne TSW-NHK as well as d-NHK. However, no sta-
tistical significance in mRNA as well as total TRPV6 protein
expression between Avéne TSW-NHK and d-NHK was observed.
Bindels and co-workers showed that TRPVS may be stocked in
lipid vesicles under the plasma membrane and translocated to the
plasma in response to stimuli.* Indeed, in the conditions of Avéne
TSW-NHEK, the level of TRPV6 expression was higher at the cell
surface. This might explain why at the same level of mRNA and
protein expression, the increase in TRPV6 trafficking to the cell
mernbrane would enhance a constitutive calcium entry into these
Avéne TSW-treated cells with the consequences described above.
Given the biophysical properties and calciom selectivity of the
TRPV6 channel, even a slight difference at the plasma membrane
would result in profound dowmstream events. It is likely that the
effects of Avéne TSW on membrane fluidity®® might explain the
increased expression of TRPVE at the plasma membrane.

JEADV 2011, 25 (Suppl. 1), 12-18
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e &
F &
o o

95— . TRPVS

7 {membrane)

95— TRPVS
(total)

- 1 29 32

43— B-actin

Figure 5 TRPY6 mRNA and protein axpression. Ud-NHK, Avéne
TSW NHK and d-NHK ware cultured during 3 days () Analysis
of TRFVE expression were performsd by real-time RT-PCR. Dia-
gram shows that TRPVE was overexpressed in Avéne TSW-NHK
and d-NHK culture cells. Asterisks show significant difference
from ud-NHK {*F < 0.05). (o) Analysis of TRPVE protein expres-
sion was evaluated by Westem Blot. The immunoblotting shows
the total and the membrane proteln expression of TRPVE. Values
represent the quantification compared with p-actin using Bio-
Rad software.

Morcover, we used the specific TRPVS siRNA, which remark-
ably diminished the TRPV6-induced calcium entry invo NHK. To
prove that this calcium signature belongs particularly to TRPVS,
we used our TRPVS-HEK-293 stable clones. In this cellular over-
expression systern, TRPV6 activity was shown to be constitutive
and calcium dependent? Our set of siRNAs against TRPV6
successfully blocked a constitutive entry from these cells, confirm-
ing our data.

It seems that Avéne TSW-treated NHK resemble keratinocytes
from the straturn graoulosur, as they are much flatter and bigger
as compared to the phenotype of d-NHEK which was likely to cor-
respond to keratinocytes from the stratum spinosum. We have
also petfortned an imurnchistochernistry of the hunan skin sec-
tions revealing the expression pattern of TRPV6 as well as IVL and
cytokeratin 10 in epidermis. The expression of TRPVS is very

® 2010 The Authors
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Figure 8 Involvermant of TRPVS In constitutive calclum entry following Avdhe TSW treatment. Constitutive calclum entry analysls
was evaluated as detalled in the ‘Msthods’ sactlon using Fura-2 AM. Fluorescence Images of the cells were recorded with a video
image analysls system {Quanticell. (a) Representative [Ca™]l traces In response to acute changes In [Ca®*]o from 0.03 mM to

1.3 mM In NHK-Avéne TSW treated or not with siRNA agalnst TRPVS channel. (b} Histogram representing means + SEM of 3 inde-
pendent experimants. {*P < 0.05). (¢} Representative [Ca®*]l traces in reeponss to acute changes in [Ca®*]o from 0.03 mM to 1.3 mM
in TRPV6-HEK293 stable clones treated or not with sIRNA-TRPV6. {d} Histogram representing means + SEM of 3 Independent exper-
iments. (*P < 0.05).

Figure 7 Immunchistochemistry of involucrin (IVL), cytokeratin 10 {KRT10) and TRPVE In skin. The structure of epldermis is shown:
(i} basal layer; (i) stratum spinosum; ii} stratum granulosum; (iv) stratum comeum.

© 2010 The Authors
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Lehen’kyi et al.

likely to correlate with the expression of differentiation markers
such as IVL and cytokeratin 10. In a recent study, Hediger and co-
workers showed that the skin of TRPV6 KO mice had fewer, thin-
ner layers of stratum corneum, decreased total calcium content
and loss of the normal calcium gradient.?®

Thus, we have demonstrated that TRPV6 channel is likely a tar-
get responsible for the Avéne TSW effects on human skin thereby
accelerating differentiation and contributing to barrier formation.
This could explain the beneficial effect of Avéne TSW on patholo-
gies, such as psoriasis or atopic dermatitis that show a defect in
the skin barrier.
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DISCUSSION

« La realité c'est ce qui continue d'exister lorsqu'on cesse d'y croire »
Philip K. Dick
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L’un des points les plus importants de la physiopathologie de I’épiderme concerne les
mécanismes régissant la balance entre la prolifération des kératinocytes et leur différenciation
conduisant a leur mort et leur évacuation a la surface de la peau. De cet équilibre dépend, en
effet, la structure de I’épiderme et donc ses fonctions. Or, ces derniéres années, 1’émergence
de I’¢tude des canaux calciques transmembranaires a ouvert de nouvelles perspectives dans
I’investigation des mécanismes contrdlant cet équilibre dans la peau. L’objectif de cette thése
était donc d’apporter de nouveaux ¢léments relatifs a 1’implication des canaux calciques dans
I’homéostasie tissulaire de 1’épiderme.

Plus concrétement, notre stratégie a principalement ét¢ d’étudier I’implication de
différents canaux calciques, exprimés dans les kératinocytes, dans les mécanismes de
différenciation, de migration et de prolifération des kératinocytes humains.

Ceci a permis de mettre en évidence I’implication de plusieurs canaux calciques dans

des processus physiologiques liés au développement de 1’épiderme.

I. Implication du canal Orail et de STIM1 dans la

prolifération et la migration des kératinocytes humains

|.A. Expression d’Orail et de STIM1 dans I’épiderme humain

Le Ca?* est un élément majeur dans le développement normal de 1’épiderme humain, il
participe au maintien de la balance entre la prolifération, la migration et la différenciation des
kératinocytes. Il est donc important d’identifier la nature moléculaire des acteurs impliqués
dans les flux de Ca?* intervenant dans ces mécanismes cellulaires. De récents travaux ont
montré que des souris dont 1’expression du géne codant pour le canal Orail a été réprimee par
KO présentent des altérations du développement de 1’épiderme (168). C’est ainsi que je me
suis intéressé au role du canal Orail dans I’homéostasie tissulaire de 1’épiderme.

Mes travaux ont, pour la premiere fois, montré que le canal Orail est exprimé dans les
kératinocytes de 1’épiderme humain. Il est majoritairement exprimé dans les cellules de la
couche basale de I’épiderme, c’est-a-dire dans les kératinocytes non-différenciés. Son profil

d’expression est donc inversé par rapport au gradient de concentration du Ca®". Ces résultats
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suggerent que le canal Orail soit impliqué dans des processus physiologiques prenant place
dans les couches profondes de I’épiderme. Orail pourrait alors participer a la prolifération
et/ou la migration des kératinocytes. D’autre part, la diminution d’expression du canal Orail
dans les kératinocytes différenciés pourrait étre une conséquence de 1’augmentation de la
concentration extracellulaire en Ca®**, ou au contraire, la diminution de son expression
participerait a la différenciation des kératinocytes en permettant 1’expression d’autres
protéines induisant une entrée de Ca®* plus importante comme le canal TRPV®.

Dans la littérature, le canal Orail est décrit comme un canal participant au courant
SOC de nombreux types cellulaires (170, 171). Ce courant permet une entrée de Ca** dans la
cellule suite a la vidange des stocks calciques réticulaires. 1l représente la premiére source de
Ca?* des cellules non-excitables. La diminution de la concentration en Ca** dans le RE va
activer la redistribution des protéines STIM1 vers des régions du RE proches de la membrane
plasmique pour former des puncta et activer ensuite les canaux SOC membranaires, tels
qu’Orail (170, 179). Mes résultats montrent que STIM1 est également exprimé dans les
kératinocytes et qu’il partage le méme profil d’expression que le canal Orail. De plus, ces
deux protéines participent au courant SOC observé dans les kératinocytes, dont 1I’amplitude
diminue lors de la différenciation.

Cependant, ces résultats vont a I’encontre de précédents travaux montrant une
augmentation de 1’amplitude du courant SOC dans des kératinocytes différenciés (155).
Toutefois, ceux-ci avaient été effectués sur la lignée HaCaT, et non sur des cellules primaires,
ce qui pourrait expliquer ces différences. D’autre part, il n’est pas a exclure que d’autres
canaux soient aussi impliqués dans le courant SOC des kératinocytes. En effet, certaines
études montrent que dans plusieurs types cellulaires, et notamment dans la lignée HaCaT, les
canaux TRPCL1 et TRPC4 y participent également (155, 180).

Finalement, il semblerait que le courant calcique SOC porté par le canal Orail et la
protéine STIM1 soit préférentiellement impliqué dans des processus cellulaires propres aux
kératinocytes non différencies tels que la prolifération et la migration.
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I.B. Orail et STIM1 dans la proliféeration des kératinocytes

humains

D’aprés les résultats précédents je me suis intéressé a I’implication du canal Orail
dans la prolifération des kératinocytes humains. Plusieurs travaux effectués sur des types
cellulaires différents ont déja montré I’implication du courant SOC et d’Orail dans le
mécanisme de prolifération (170, 171, 181). Dans des conditions physiologiques, I’activation
des canaux membranaires de type SOC est la conséquence de la vidange calcique du RE
induite par la fixation de 1I’TP3 sur son récepteur. Or, de nombreuses voies de signalisation de
la prolifération cellulaire passent par 1’activation de récepteurs membranaires et de tyrosines
kinases, tels que I’EGFR et les récepteurs purinergiques, ayant pour conséquence la synthese
d’IP; par des PLC (64, 182, 183).

Ainsi, en utilisant des techniques d’évaluation de la prolifération cellulaire, les
résultats obtenus ont montré que I’inhibition de I’expression d’Orail ainsi que de STIMI
altere la prolifération des kératinocytes humains de facon significative. Ces résultats montrent
donc, pour la premiére fois, le role important du canal Orail et de la protéine STIM1 dans la
prolifération des kératinocytes humains et par conséquent dans le développement de
I’épiderme en général. L’interaction de ces protéines est a 1’origine d’une entrée de Ca®* dans
la cellule appelée SOCE. Il est donc envisageable que cet influx calcique soit responsable de
I’activation d’une cascade de signalisation intracellulaire conduisant a la stimulation de la
prolifération des kératinocytes.

En effet, de nombreux travaux ont déja pu mettre en évidence un lien étroit entre
I’entrée de Ca®* par le canal Orail et la prolifération des cellules de plusieurs tissus (184).
D’un autre cté, certaines études montrent que le Ca®* cytosolique, par son interaction avec la
calmoduline, peut moduler ’activité de kinases et/ou de phosphatases, telles que les CaMK
(Ca®*/calmodulin-dependant protein Kinase) et la calcineurine, participant au mécanisme de
prolifération (185, 186). La calmoduline est exprimée dans les kératinocytes et son
implication dans la prolifération passe par 1’activation de la voie des MAPK (Mitogen-
Activated Protein Kinase) et du facteur de transcription c-Myc (95). Il serait donc possible
que P’entrée de Ca®* par Orail/STIM1 participe a 1’activation de cette voie de signalisation.
La calicineurine est, quant a elle, décrite dans plusieurs cellules comme une phosphatase
responsable de la déphosphorylation du facteur de transcription NFAT (Nuclear Factor of

Activated T cells) induisant sa translocation dans le noyau et la prolifération cellulaire (187).
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Cependant, bien que la calcineurine soit également exprimée dans les kératinocytes et
participe a Dactivation du NFAT, elle serait plutét impliquée dans I’induction de la

différenciation de ces cellules.

I.C. Orail et STIML1 dans la migration des kératinocytes humains

Les kératinocytes de la couche basale de 1’épiderme sont soumis a une migration
ascendante lors de leur différenciation, permettant la stratification et la formation de la
barriere de I’épiderme. La migration des kératinocytes joue un role d’autant plus important
lors de la cicatrisation, pendant la phase de réépithélialisation (voir Introduction II.F). Durant
la cicatrisation, on observe notamment une augmentation de la concentration en Ca?*
extracellulaire au niveau de la blessure, une entrée de Ca®* dans les kératinocytes et les
fibroblastes du derme ainsi qu’une redistribution du Ca®* intracellulaire (115). En parcourant
la littérature on peut s’apercevoir que le Ca®* est un élément central dans la migration d’un
grand nombre de types cellulaires (188-190), incluant les kératinocytes. Peu de travaux ont été
effectués sur I’implication potentielle des canaux calciques membranaires dans ce mécanisme,
ce n’est que trés récemment que certaines équipes ont démontré que ’entrée de Ca®* par le
canal Orail activée par STIM1 été impliquée dans la migration de cellules tumorales
mammaires et de cellules musculaires lisses (191, 192).

Mes travaux de these ont finalement montré que 1’expression d’Orail et STIMI était
essentielle pour la migration des kératinocytes humains, et particulierement dans la
dynamique d’assemblage/désassemblage des adhésions focales (FA). L’une des principales
protéines impliquée dans cette dynamique est la protéine kinase FAK (Focal Adhesion
Kinase) qui, lorsqu’elle est phosphorylée, s’associe avec d’autres protéines telles que des
intégrines, la paxilline et la vinculine pour induire la réorganisation du cytosquelette et la
formation de points d’ancrage appelés adhesions focales (193). C’est en fait la formation de
ces points d’ancrage a I’avant de la cellule et le désassemblage de ceux se trouvant a 1’arriere
qui permet a la cellule d’avoir un déplacement dit polarisé (194). Les résultats obtenus
montrent que 1’absence d’expression d’Orail et de STIM1 provoque ’apparition de plus
larges FA localisées en périphérie des cellules et la diminution de la forme phosphorylée de
FAK. De plus, I'utilisation d’un chélateur calcique cytoplasmique, le BAPTA-AM, montre
que le Ca?* intracellulaire est nécessaire a la phosphorylation de FAK et la migration des
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kératinocytes. Aucune donnée de la littérature ne fait référence a la possibilité d’une
activation directe de la protéine FAK par le Ca®*. Cependant, de nombreux travaux ont
montré que I’EGF est un facteur de croissance impliqué dans la migration des kératinocytes
humains dont I’action peut étre liée a I’activité de FAK. L’EGF provoque également une
augmentation de la concentration en Ca®* dans le cytosol. Mes travaux ont permis de mettre
en évidence que I’EGF induit la vidange calcique du RE, par I’intermédiaire de la PLC, qui
active une entrée de Ca?* par le canal Orail. L’EGF pourrait ainsi représenter 1’un des
activateurs physiologiques de I’influx calcique porté par Orail et STIMI participant a la
migration des kératinocytes humains.

Il est intéressant de savoir que I’EGF peut activer la migration des kératinocytes via la
phosphorylation ou la déphosphorylation de FAK. L’action de I’EGF va dépendre de 1’état de
phosphorylation de cette protéine kinase. Il va stimuler sa phosphorylation lorsqu’il y aura
peu de FAK phosphorylée, et inversement. Les mécanismes induisant la phosphorylation de
FAK par I’EGF sont dépendants de 1’adhésion des kératinocytes a leur support par
I’intermédiaire des intégrines (195). Il pourrait donc exister une interaction des récepteurs a
I’EGF avec les intégrines membranaires stimulant la phosphorylation de FAK. Mes travaux
montrent qu’Orail et STIMI participent a la phosphorylation de FAK. Or, il est connu que le
Ca®" peut induire I’activation de PKC (protein Kinase C) et que certaines PKC participent & la
phosphorylation de FAK. Cependant, il reste a mettre en relation I’activité des canaux Orail
et de la protéine STIMI avec I’activation de la PKC dans les kératinocytes humains. La PKC
peut également étre activée par le DAG (DiAcyl Glycerol) synthétisé¢ par la PLCP suite a
I’activation de ’EGFR.

D’autre part, ’EGF peut activer la déphosphorylation de FAK par la stimulation des
calpaines, des protéases cytosoliques sensibles au Ca®* (106). Bien que ces protéases soit
sensibles au Ca?*, la nature moléculaire des acteurs de la signalisation calcique permettant
leur activation ne sont pas encore connus. Toutefois, mes résultats ont mis en évidence la
participation de I’EGF dans les influx calciques portés par Orail et STIM1, il serait donc
envisageable que cette entrée de Ca** permette 1’activation des calpaines et la
déphosphorylation de FAK. Si ces hypothéses se vérifiaient, les entrées de Ca®* par le canal
Orail, pourraient alors participer a la fois a la phosphorylation de FAK et la formation des FA
et a la déphosphorylation de FAK permettant le « turnover » des FA. Ceci permettrait de
positionner le canal Orail au centre d’'un mécanisme régulant la dynamique des FA et la

migration des kératinocytes humains.
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Par ailleurs, d’autres travaux ont montré que les intégrines pouvaient aussi activer ou
potentialiser I’activité de canaux membranaires (196, 197). Il serait donc intéressant de savoir
si les intégrines peuvent également interagir avec le canal Orail et participer a ’entrée de

Ca®" par ce canal.

II. ROle des canaux permeéables au calcium dans la

différenciation des kératinocytes humains

IILA. ROle du courant SOC dans la différenciation des

kératinocytes humains

L’implication du Ca®* dans les processus de différenciation est maintenant bien
établie. 1l a été démontré que, suite & induction de la différenciation par le Ca®*
extracellulaire (calcium switch), la synthése d’IP; augmente pendant plusieurs minutes,
conduisant & la vidange calcique réticulaire et & 1’activation de ’entrée capacitive de Ca®* par
les canaux SOC (69, 70). L’influx calcique par les canaux SOC constitue par ailleurs la source
de Ca®" principale des cellules non-excitables telles que les kératinocytes. Plusieurs études ont
ensuite montré que les influx calciques étaient nécessaires a la différenciation des
kératinocytes. De nombreux travaux ont ainsi eu pour but d’identifier la nature moléculaire
des canaux SOC dans tous les tissus. La plupart s’accordaient a dire que les canaux SOC
appartenaient a la superfamille des canaux TRP. C’est ainsi que 2 canaux de la sous-famille
des TRPC, TRPC1 et TRPC4, ont été associés aux influx calciques de type SOC dans de
nombreux types cellulaires, et plus récemment, dans les kératinocytes humains. Ces travaux
ont également mis en évidence que les canaux TRPC1 et TRPC4 sont nécessaires a
I’induction de la différenciation par le calcium switch (155). Ces canaux seraient donc alors,
en partie, a I’origine de I’influx calcique SOC activé suite a la vidange calcique réticulaire
observée lors de la différenciation des kératinocytes.

Cependant, I’identification récente d’un nouveau canal membranaire, lui aussi activé
par la vidange du RE, a remis en question I’implication seule des canaux TRP dans ’entrée de
Ca®* de type SOC. Ce canal, appelé Orail, fut découvert dans les lymphocytes T ou il

participe a leur activation (161). Il fut ensuite étudié dans de nombreux types cellulaires, et est
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maintenant considéré comme 1’un des composants majoritaires du courant de type SOC.
Sachant que I’entrée calcique SOCE est impliquée dans 1’induction de la différenciation des
kératinocytes et que le canal Orail semble en étre un des acteurs principaux. Orail pourrait
donc également étre impliqué dans la différenciation.

Bien que nous ayons pu démontrer pour la premicre fois I’expression du canal Orail
dans les kératinocytes, son rdle ne semble pas étre directement lié a 1’induction de la
différenciation. En effet, mes travaux montrent que 1’inhibition de 1’expression du canal Orail
déclenche I’augmentation du taux d’expression de marqueurs de différenciation tels que
I’involucrine et la filaggrine. Ce canal est exprimé majoritairement dans les cellules basales
de I’épiderme, correspondant aux cellules non-différenciées, contrairement aux canaux
TRPC1, TRPC4 et TRPV6 qui, eux, sont surexprimés dans les kératinocytes différenciés.
Orail étant impliqué dans la prolifération et la migration des kératinocytes, et comme il est
connu que I’inhibition de la migration ou de la prolifération des kératinocytes induit leur
différenciation, il serait envisageable que la diminution de I’expression d’Orail soit un
¢lément déclencheur de la différenciation. L’expression du canal Orail pourrait aussi
représenter un frein a la différenciation des kératinocytes.

Aussi, mes travaux montrent que le canal Orail est impliqué dans le courant SOC des
kératinocytes humains et que I’amplitude de ce courant est diminuée dans les cellules
différenciées. La protéine réticulaire sensible au Ca** STIM1 est elle aussi exprimée dans les
kératinocytes et participe fortement au courant SOC des kératinocytes non différenciés. Le
courant calcique SOC serait donc alors impliqué a la fois dans la migration, la prolifération et
la différenciation des kératinocytes. Par conséquent, suivant la nature moléculaire des acteurs
participant au courant SOC et les voies de signalisations et d’activations misent en jeu, cette
entrée de Ca** va déclencher des processus physiologiques bien distincts. Ainsi, les signaux
pro-prolifératifs et pro-migratoires activeraient un courant SOC faisant intervenir les canaux
Orail, tandis que la différenciation serait declencher par un courant SOC porté par le canal
TRPC1 par exemple.

Il faut également prendre en considération que I’état de différenciation des
kératinocytes est associé a I’expression de marqueurs de différenciation spécifiques qui, dans
nos expériences, est analysée 24 heures aprés leur stimulation par le Ca®". De ce fait, ces
résultats ne renseignent pas sur les événements survenant dans les minutes ou les heures
suivant 1’application du Ca®*. Le canal Orail pourrait alors intervenir dans une phase précoce

d’entrée de Ca®* induisant la surexpression ou I’augmentation de I’activité d’autres canaux,
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comme TRPV6 ou TRPC1, qui prendraient le relais et seraient impliqués dans des entrées

plus importantes de Ca®* déclenchant la différenciation des kératinocytes.

Ces observations soulignent la richesse de la nature moléculaire du courant calcique de
type SOC et démontrent I’importance de 1’identification des protéines impliquées. Ainsi, une
méme voie d’entrée du Ca®" peut engager une variété de processus biologiques différents
suivant les canaux membranaires mis en jeu. Ceci confirme I’importance de la caractérisation
de la signature calcique, codée en fonction de la durée, de I’amplitude et du lieu des variations

de la concentration en Ca* cytosolique.

11.B. Role de TRPV6 dans la différenciation des keératinocytes

humains

De précédents travaux au laboratoire ont montré que le canal TRPV6 est exprimé dans
les kératinocytes et qu’il est nécessaire a leur différenciation. Contrairement a Orail, ce canal
est plus exprimé dans les kératinocytes différenciés. Lorsqu’il est présent a la membrane
plasmique des cellules il est considéré comme constitutivement ouvert, c’est-a-dire qu’en
présence de Ca®* dans le milieu extracellulaire il permet, sans activateur, une entrée massive
de Ca?*. Ces mémes travaux ont donc montré que 1’entrée de Ca®* par le canal TRPV6 est &
I’origine de I’induction de la différenciation par le calcium switch (84).

Par ailleurs, mes travaux sur ’ETA (Eau Thermale d’Avéne) confirment I’importance
du canal TRPV6 dans le processus de différenciation et montrent que la stimulation de la
translocation du canal & la membrane plasmique permet une entrée plus importante de Ca**
accélérant ainsi la différenciation. Aussi, il a déja été démontré que le Ca** pouvait induire la
translocation de vésicules cytosolique a la membrane plasmique. Par conséquent,
I’augmentation de la concentration en Ca®" intracellulaire observée lors de I’induction de la
différenciation pourrait intervenir dans I’activation de la translocation de vésicules sous-
membranaires contenant des canaux TRPV®6, ainsi ce mecanisme permettrait d’augmenter le

nombre de canaux présents & la membrane et par conséquent I’amplitude de I’influx de Ca®".
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I1.C. Rdle des canaux SOC et du canal TRPV6 dans I’entrée de

calcium induisant la différenciation des kératinocytes

D’aprés la littérature, le calcium switch, 1’augmentation de la concentration
extracellulaire en Ca®* induisant la différenciation, provoque une augmentation rapide de la
concentration en Ca®* cytosolique pouvant étre divisée en deux phases :

1- Une premiere phase, transitoire, qui correspondrait a la vidange des stocks
calciques réticulaires induite par I’IP3 lui-méme synthétisé suite a I’activation d’un
récepteur membranaire et d’une PLC.

2- La deuxiéme phase, soutenue dans le temps, correspondrait & une entrée de Ca**
par des canaux membranaires activés par la vidange du RE, les canaux SOC.

Ainsi, certaines études ont eu pour but d’identifier la nature moléculaire des protéines
mises en jeu dans ces processus. Il fut alors proposé que I’activation du « Ca’*-Receptor »
(CaR) se trouvant sur la membrane plasmique soit a ’origine de la vidange du RE (68).
D’autres travaux ont ensuite étudié¢ 1’implication de plusieurs canaux de la famille des TRP

connus dans de nombreux types cellulaires pour leur participation dans le courant SOC.

Réle de TRPC1 lors du calcium switch

Parmi les différents TRP étudiés, TRPCI a suscité beaucoup d’intérét. Il a été
démontré que ce canal est exprimé dans les kératinocytes et qu’il y est fonctionnel, c¢’est-a-
dire qu’il participe au courant calcique de type SOC. L’expression de TRPC1 varie au cours
de la différenciation, il est faiblement exprimé dans les kératinocytes non-différenciés, tandis
que son expression augmente dans les cellules différenciées. Il fut alors suggéré qu’il pouvait
avoir un role dans la différenciation. En effet, il a été démontré que 1’expression de ce canal
était indispensable pour I’induction de la différenciation par le calcium switch, et qu’il serait
donc a I’origine des entrées de Ca®* induisant la différenciation.

Des résultats préliminaires sur 1’étude des événements calciques a long terme induits
par le calcium switch tendent a confirmer I’implication de TRPC1 dans le processus de
différenciation des kératinocytes. En effet, 1’inhibition de son expression bloque quasiment
totalement les influx de Ca*" observés tout de suite aprés I’application du calcium switch,
ainsi que les oscillations survenant dans les heures et les jours qui suivent. Ces nouveaux

résultats confirment donc le role de TRPC1 dans les influx de Ca?* impliqués dans I’induction
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de la differenciation, mais suggérent egalement un role dans des événements plus tardifs

pouvant intervenir dans le maintien et la progression de 1’état différencié des kératinocytes.

Role d’Orail lors du calcium switch

L’étude des canaux impliqués dans le courant SOC a pris un nouvel essor suite a la
découverte du canal Orail. Ce canal est maintenant considéré comme 1’un des principaux
acteurs de ce courant calcique, jusqu’a parfois voler la vedette aux canaux TRP. Suite aux
travaux sur les souris montrant I’implication potentielle du canal dans le développement de
I’épiderme (168), 1’étude du réle d’Orail dans I’homéostasie calcique et tissulaire de
I’épiderme humain s’est imposée. Ainsi, cette étude a montré que ce canal est majoritairement
exprimé dans les kératinocytes non-différenciés (a 1’inverse de TRPC1 et TRPV6) et qu’il
participe au courant calcique SOC, dont ’amplitude est diminuée dans les kératinocytes
différenciés. De plus, des résultats préliminaires confirment I’implication du canal Orail dans
les influx calciques prenant place dans les kératinocytes non-différenciés car lors de
I’application du calcium switch, I’inhibition de 1’expression du canal par des siRNA inhibe
I’entrée de Ca®* précoce. Par contre, méme en présence du siRNA dirigés contre le canal
Orail, nous observons des oscillations calciques tardives. En conclusion, le canal Orail
pourrait intervenir dans les influx calciques participant a I’induction de la différenciation mais
ne serait pas impliqué dans les oscillations pouvant participer au maintien et a la progression
de I’état différencié¢ des kératinocytes. Il pourrait ainsi participer a une entrée de Ca®*

permettant la stimulation de la translocation du canal TRPV6 a la membrane par exemple.

Ro6le de TRPV6 lors du calcium switch

L’implication du canal TRPV6 dans les influx calciques et la différenciation des
kératinocytes a déja été démontrée. Comme TRPCL, il est majoritairement exprimé dans les
kératinocytes différenciés mais son expression dans les kératinocytes non différenciés est
nécessaire a la différenciation des kératinocytes. Par conséquent, bien qu’il soit peu exprimé
dans les cellules non différenciées, il y joue un réle primordial. 1l a également été montré que
I’augmentation du nombre de canaux TRPV6 a la membrane plasmique suffisait a accélérer le
processus de différenciation. Ce canal étant constitutivement ouvert a la membrane et
participant & une entrée massive de Ca®*, le simple fait d’augmenter le nombre de canaux
présent au niveau de la membrane provoquerait une entrée de Ca®* soutenue dans la cellule

suffisante pour induire la différenciation des kératinocytes.
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Des travaux préliminaires montrent qu’il est aussi indispensable aux influx de Ca®*
participant aux oscillations survenant plus tardivement. Il interviendrait donc lui aussi, non
seulement dans l’induction de la différenciation, mais également dans le maintien et la

progression de 1’état différencié des kératinocytes.

Lors de la stimulation des kératinocytes par le calcium switch, il y aurait donc une
premiére phase d’entrée du Ca®* dépendante de I’expression des canaux TRPCI, Orail et
TRPV6 puis une deuxiéme phase, plus tardive nécessitant I’expression des canaux TRPCI1 et
TRPV6. La premiere phase d’entrée du Ca®" serait impliquée dans l’induction de la
différenciation, ¢’est-a-dire la stimulation de I’expression de protéines spécifiques participant
aux modifications morphologiques et structurales des kératinocytes différenciés. Tandis que
les oscillations calciques observées 24 et 48 heures apres le calcium switch participeraient au
maintien de 1’état différencié des kératinocytes et a 1’augmentation de la concentration en
Ca®" observée dans les kératinocytes issus des couches supérieures de I’épiderme.
L’expression de certains marqueurs de différenciation, tels que I’involucrine ou la
cytokératine 1, est dépendante du Ca*. En effet, le promoteur des génes codant pour ces
protéines posséde une région AP-1 sensible au Ca** (58). Ces derniers étant des marqueurs de
différenciation précoces, la premiére phase d’entrée du Ca®* pourrait alors stimuler leur
expression. D’autre part, il a été montré que les entrées de Ca?* par les canaux SOC ainsi que
par le canal TRPV6 pouvaient activer la translocation du facteur de transcription NFAT via
I’activation de la calcineurine qui est dépendante du Ca®* (181). Dans les kératinocytes,
’activation de la voie calcineurine/NFAT serait induite par une augmentation prolongée de la
concentration en Ca”* dans le cytosol et est nécessaire pour leur différenciation (198). Ainsi,
Ientrée de Ca?®* par les canaux TRPV6 pourrait étre responsable de 1’activation de cette voie

lors de la stimulation des kératinocytes par le calcium switch.
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I11.D. Interactions des canaux SOC avec TRPV6

Les résultats de cette these montrent que le processus de différenciation induit par le
calcium switch est dépendant d’une régulation complexe des canaux impliqués dans le
transport des ions Ca®* vers le cytosol. Ces travaux se sont principalement intéressés a 3
canaux calciques largement étudiés dans la littérature. Les canaux Orail et TRPC1 sont
considérés depuis plusieurs années comme des canaux SOC, activé par la vidange calcique
réticulaire. Le canal TRPV6 a lui aussi était envisagé comme un canal impliqué dans cet
influx de Ca®* (199). Durant mes années de théses j’ai eu 1’occasion de travailler sur
I’implication du canal TRPV6 dans les influx calciques induit par la vidange du RE dans un
modele de cellule cancéreuse de la prostate (Annexe, articlel). Ces travaux mettent en
évidence que ce canal serait régulé par sa translocation a la membrane plasmique par des
influx de Ca?* portés par STIMI et Orail. L’activité du canal TRPV6 pourrait donc étre
régulée par les canaux SOC. En ce qui concerne les kératinocytes, mes travaux montrent que
le canal TRPV6 peut en effet étre régulé par sa translocation a la membrane plasmique.
Cependant, les mécanismes cellulaires stimulant cette translocation ne sont pas encore
connus. Toutefois, de nombreux travaux mettent en évidence 1’implication protéines
partenaires sensibles au Ca®*, comme les protéines S100 et les annexines, dans le transport de
vésicules contenant TRPV6 a la membrane plasmique (177). Il serait donc envisageable que
le Ca®* entrant par les canaux SOC puisse activer la translocation de TRPV6 & la membrane.
Dans le cadre de la stimulation de la différenciation des kératinocytes par le calcium switch,
ceci pourrait expliquer le réle du canal Orail dans la premiére phase d’entrée du Ca?*, tandis
que le canal TRPV6 permettrait une entrée plus soutenue de Ca®* par I’augmentation du
nombre de canaux a la membrane. Les kératinocytes, une fois entrés dans un processus de
différenciation, vont perdre 1’expression du canal Orail et augmenter celle du canal TRPVG6.

Le role du canal TRPC1 reste, quant a lui, assez flou. Il est peu exprimé dans les
kératinocytes non-différenciés, mais il est pourtant impliqué dans les influx calciques stimulés
par le calcium switch et a 1I’induction de la différenciation. Toutefois, il a été démontre que le
courant SOC pouvait étre dépendant de I’association des canaux Orail et TRPC1 (200). Il
serait donc possible que le canal TRPC1 nécessite une association avec le canal Orail pour
étre fonctionnel dans les kératinocytes non différenciés, tandis qu’Orail pourrait étre
fonctionnel sans cette interaction. Cependant, il est observé que I’expression de TRPC1 est

augmentée dans les kératinocytes différenciés, alors que le courant SOC est fortement
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diminué. 1l reste envisageable que ce canal maintienne un courant de faible amplitude mais
nécessaire pour la conservation de certains mécanismes cellulaires importants qui sont régulés

specifiquement par le courant SOC.

Conclusion

Ces reésultats confirment les réles importants des canaux TRPC1, TRPV6 et
Orail dans I’homéostasie calcique des kératinocytes humains, cependant, leur mode de
régulation reste encore mal connu. Les différentes hypothéses exprimées dans cette
partie ne sont basées que sur les résultats obtenus pour les canaux TRPC1, TRPV6 et
Orail, alors que d’autres canaux sont également exprimés dans les kératinocytes et

pourraient aussi jouer un réle dans la différenciation.

IIl. Réle des canaux perméables au calcium dans la

physiopathologie de I’épiderme humain

Les travaux de Gwack, Y., S. Srikanth, et al. en 2008, décrivant le phénotype des
souris KO pour le géne codant pour Orail, ont pour la premiere fois montré le réle potentiel
du canal Orail dans I’homéostasie tissulaire de I’épiderme. Ces souris présentaient des
altérations du développement de I’épiderme caractérisées par un amincissement de la peau et
une diminution du nombre et une altération de la morphologie des kératinocytes (168). Bien
que le role du canal Orail dans la migration et la prolifération des kératinocytes ait
maintenant été démontré, il n’existe aucune donnée mettant en relation ce canal avec une
pathologie cutanée spécifique. Pourtant, des résultats préliminaires obtenus au laboratoire
montrent une absence d’expression de ce canal dans des kératinocytes issus de peaux
psoriasiques et de cancers baso-cellulaires. 1l serait ensuite intéressant de savoir si ce défaut
d’expression d’Orail est une conséquence de la survenue de la pathologie ou s’il en serait

I’une des causes.

Un grand nombre de pathologies dermatologiques, telles que le psoriasis ou la
dermatite atopique, sont caractérisées par une altération de la prolifération et/ou de la

différenciation des kératinocytes de 1’épiderme. Il a également été montré une altération du
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gradient calcique au sein de 1’épiderme de peaux psoriasiques, s’accompagnant d’une
diminution de linflux calcique de type SOCE (Store-Operated Ca?* Entry) (201). Une
publication décrivant le phénotype des souris possédant une extinction du géne codant pour le
canal TRPV6 rapporte entre autre une modification importante de la structure de 1’épiderme
due a une altération de la différenciation des kératinocytes, ainsi qu’une altération du gradient
calcique intra-épidermique (150). Ces résultats, s’ajoutant a ceux montrant 1I’implication du
canal TRPV6 dans la différenciation des kératinocytes humains, permettent de proposer ce
canal calcique comme une potentielle cible thérapeutique dans le traitement de certaines

physiopathologies dermatologiques.

Des altérations du développement de 1’épiderme peuvent également étre liées au
vieillissement naturel ou au vieillissement prématuré par exposition excessive aux rayons UV.
Dans ces conditions il est observé une diminution de I’épaisseur de I’épiderme di a un
ralentissement du renouvellement cellulaire (202), ainsi qu’une cicatrisation plus lente. Ces
observations reflétent une altération des mécanismes de prolifération, de migration et de
différenciation des kératinocytes. De nombreux laboratoires sont intéresses de comprendre
quels sont les mécanismes mis en jeu lors de ces modifications de I’homéostasie tissulaire de
I’épiderme. Or, les travaux effectués au cours de cette thése démontrent I’implication du Ca®*
et des canaux calciques dans des différents mécanismes. Il serait donc intéressant d’évaluer
I’implication des ce canaux dans les altérations de 1’épiderme observées lors du vieillissement
de la peau humaine. C’est ainsi que les laboratoires Johnson&Johnson se sont intéressés a nos
travaux et ont débuté une collaboration visant a 1’identification de cibles pharmacologiques

potentielle dans le traitement ou la prévention des effets délétéres du vieillissement cutanée.
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Conclusion
Pour résumer, les travaux réalisés au cours de cette Thése montrent pour la
premiére fois que :
e le canal Orail et la protéine réticulaire STIM1 sont exprimés dans les
kératinocytes humains
e Orail et STIML1 participent au courant SOC observé dans les kératinocytes
humains
e Orail et STIML1 ne sont pas indispensables a I’induction de la différenciation des
kératinocytes humains
e Orail et STIML1 participent a la prolifération des kératinocytes humains
e Et enfin, Orail et STIM1 sont impliqués dans la migration des kératinocytes
humains par leur participation dans la dynamique des adhésions focales
Ces travaux ont ainsi pu mettre en évidence qu’Orail et STIMI1 sont des acteurs

cruciaux de I’homéostasie tissulaire de I’épiderme humain.
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PERSPECTIVES

“The most exciting phrase to hear in science, the one that heralds the
most discoveries, is not 'Eureka!” (1 found it!) but 'That's funny'”

Isaac Asimov
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L’étude de I’implication des canaux calciques dans 1’homéostasie tissulaire de
I’épiderme humain n’a débuté que depuis trés peu de temps, et les laboratoires travaillant sur
ce sujet ne sont pas nombreux également. Toutefois, ce sujet n’en reste pas moins intéressant
et prometteur.

Les résultats obtenus au cours de cette thése témoignent de du réle majeur des influx
calciques dans les mécanismes de différenciation, de prolifération et de migration des
kératinocytes, et donc de leur implication dans le développement de 1’épiderme. Cependant,

de nombreuses questions restent en suspens. La poursuite de ces études est donc primordiale.

|. Régulation de la migration des kératinocytes humains

par le canal Orail

Mes travaux mettent en évidence le rdle du canal Orail dans la migration des
kératinocytes humains. Il serait en fait impliqué dans une voie de signalisation activé par
I’EGF et permettant ’activation de la protéine FAK, via sa phosphorylation. Les travaux a
venir devraient permettre de déterminer le role du Ca** passant par Orail ce mécanisme,
c’est-a-dire qu’il faudra chercher & savoir quelles sont les cibles intracellulaires du Ca*
traversant le canal Orail qui participent a la phosphorylation de FAK. De nombreuses
protéines intracellulaires sont sensibles et régulées par le Ca®*, par exemple, la calmoduline
fixe le Ca" et peut activer certaines protéines kinases. Il sera donc intéressant de savoir si le
Ca®" entrant par Orail peut activer des protéines kinases impliquées dans la phosphorylation
de FAK. Il faudra également vérifier si il existe un rapprochement subcellulaire entre le canal
Orail et la protéine FAK, et peut-é&tre méme une interaction. Les intégrines jouant un role
important dans 1’activation de FAK, il serait intéressant de savoir si Orail co-localise avec des
intégrines et si cette co-localisation intervient dans ’activation de FAK. Si ces résultats se
confirment, cela montrerait qu’il est impliqué dans l’assemblage des adhésions focales
permettant 1’ancrage des cellules a leur support ou a la matrice extracellulaire.

Il faudra également étudier 1’implication d’Orail dans I’activation de la calpaine. La
migration des kératinocytes est régulée par 1’assemblage et le désassemblage des adhésions
focales. La calpaine est une protéine sensible au Ca** intervenant dans le désassemblage des

adhésions focales en clivant la protéine FAK. De plus, il est connu que I’EGF puisse activer
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les calpaines. Ainsi, il sera intéressant de savoir si ’action de I’EGF sur ’activation des
calpaines met en jeu I’implication du canal Orail et des influx calciques le traversant. Des
travaux seront donc menés sur ’activité enzymatique des calpaines en fonction de I’état
d’expression et de fonctionnalit¢ du canal Orail en utilisant des siRNA et des inhibiteurs

spécifiques du canal.

II. Réle des canaux perméables au Ca” dans la

différenciation des kératinocytes

Les travaux menés sur l'implication du canal Orail sur la différenciation des
kératinocytes montrent que I’inhibition d’expression de canal n’empéche pas 1’apparition des
marqueurs de différenciation suite au calcium switch. La diminution de son expression serait
en fait un déclencheur de la différenciation. La suite de ces travaux consistera a étudier les
conséquences de la diminution de I’expression du canal Orail sur 1’expression d’autres
canaux calciques comme TRPV6 ou sur les marqueurs de différenciation eux-mémes.

En ce qui concerne le canal TRPV6, la différenciation des keratinocytes est
accompagnée de 1’augmentation de son expression. Il faudra donc étudier les mécanismes
intracellulaires induisant cette augmentation d’expression, a savoir si ¢’est le Ca®* cytosolique
qui active ces mécanismes ou si d’autres éléments, comme le CaR (Ca®* Receptor), sont
impliqués. Nous tenterons également d’identifier le ou les role(s) du canal TRPV6 dans les

cellules différenciées.

I11. Interactions des différents canaux calciques exprimés

dans I’épiderme humain

Suite a mes travaux sur les effets du calcium switch a long terme, et I’implication des
canaux TRPC1, TRPV6 et Orail dans les influx calciques consécutifs, de nombreuses
hypothéses ont été émises. Il faudra donc tenter de comprendre comment ces différents

canaux sont régulés au cours de la différenciation des kératinocytes humains par le calcium
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switch. Des travaux sur les effets de I’inhibition sélective de chacun de ces canaux sur
I’expression des autres permettront de savoir si I’inhibition de I’expression du canal Orail
induit la surexpression de TRPVG6 et/ou de TRPCL1, et inversement. Il sera ensuite important
de comprendre quelles sont les interactions entre les différentes protéines participant au
courant de type SOC dans les kératinocytes :
- Existe-t-il d’autres canaux membranaires pouvant participer au courant SOC ?
En effet, bien que le role des protéines TRPC1, TRPC4 et Orail sont maintenant
démontrés, d’autres pourraient également participer soit au courant lui-méme soit dans
la régulation du courant. Ainsi, le réle des protéines Orai2, Orai3 et STIM2 sera
étudié.
- Est-ce que, comme dans d’autres types cellulaires, STIM1 active les canaux membranaires
par des interactions directes ?
Cela nécessitera d’étudier la relocalisation de STIML1 suite a la vidange calcique
réticulaire, et si cette relocalisation induit son rapprochement des canaux
membranaires. Le laboratoire est d’ores et déja en possession de mutants du canal
Orail et de la protéine STIM1, qui permettrons de savoir comment STIM1 active le
canal membranaire Orail. Pour compléter cette étude, il faudra également obtenir des
mutants d’autres canaux membranaires impliqués dans le courant SOC.
- Qu’elle est la participation du canal TRPV6 dans le courant SOC ?
Il a déja été rapporté que les canaux TRPV6 participaient au courant SOC global dans
certains types cellulaires. Des études sur I’implication de son expression dans le
courant SOC des kératinocytes humains seront réalisées en utilisant les techniques de
patch-clamp et d’imagerie calcique en présence de siRNA dirigés contre le canal
TRPV6.
- L’activation de TRPV6 par sa translocation a la membrane plasmique implique-t-elle la
participation d’autres canaux, et si tel est le cas, par quels mécanismes intracellulaires ?
Un article en préparation au laboratoire montre que, dans le cas de cellules
cancéreuses prostatiques, TRPV6 est impliqué dans le courant SOC, toutefois, il n’est
pas dépendant de la vidange calcique réticulaire mais de I’activité des canaux SOC
membranaires. Ces résultats montrent que le canal TRPV6 est régulé par sa
translocation a la membrane par I’intermédiaire des protéines S100 et annexines

sensibles au Ca®". Il sera donc intéressant de mettre en évidence si le méme
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mécanisme entre en jeu dans la translocation de TRPV6 et si I’expression et/ou la

fonctionnalité des canaux SOC est nécessaire a cette derniére.

V. implications des canaux calciques dans les pathologies

dermatologiques et les effets du vieillissement

Comme il a été dit précédemment, les canaux de la famille TRP ainsi qu’Orail
participent a de nombreux processus physiologiques et par conséquent, la modification de leur
expression et/ou de leur fonctionnalité peut étre a I’origine de pathologies. De récents travaux
ont méme montré une modification de 1’expression de TRPC1 ainsi que des influx calciques
dans les kératinocytes de patients atteints de la maladie de Darier. De précédent travaux au
laboratoire se sont portés sur le profil d’expression de certaines protéines TRP dans les
carcinomes cutanés (carcinomes baso- et spinocellulaires) et ont montré 1’absence
d’expression de TRPC1 et TRPC4 dans ces pathologies. De méme, I’expression du canal
TRPVS, qui participe également & la différenciation induite par le Ca** et la vitamine D3, est
perdue dans ces cancers de la peau. Or, 1’aspect pathologique des carcinomes cutanés est
partiellement 1ié a la perte du processus de différenciation a 1’origine de la prolifération
anarchique des kératinocytes. La perte d’expression des canaux TRP cités précédemment
pourrait alors participer au phénotype pathologique des kératinocytes dans les carcinomes
cutanés.

D’autres pathologies dermatologiques non cancéreuses, comme le psoriasis, sont
également caractérisées par une altération de la différenciation et de la prolifération des
kératinocytes. Dans cette pathologie complexe, entre autres choses, les cellules de la couche
basale proliferent trop rapidement par rapport a la différenciation des cellules des couches
suprabasales, conduisant a la formation d’un épiderme présentant de graves modifications
structurales. Or, il a été rapporté que les kératinocytes psoriasiques sont caractérisés par une
altération de D'influx capacitif de Ca®*. Des résultats préliminaires, obtenus au laboratoire,
confirment 1’altération de I’entrée de type SOCE dans ces cellules ainsi que la diminution de
I’expression du canal Orail. Il serait donc intéressant de savoir si cette altération de
I’expression du canal pourrait étre une des causes de la survenue de la pathologie ou si ce

n’est que I’'une des nombreuses conséquences de son apparition.
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Enfin, le vieillissement de la peau, qu’il soit naturel ou prématuré, implique des
altérations du développement de 1’épiderme. Pour comprendre quel est I’implication des
canaux calciques dans ces modifications, il faudra comparer I’expression de ces différents
canaux dans des peaux issus de personnes jeunes et de personnes plus ages ainsi que des
peaux exposees a différentes doses de rayons UV. Ceci sera realisé en collaboration avec les

laboratoires Johnson&Johnson.

En conclusion, les perspectives relatives a I’étude des canaux calciques réalisée au
cours de cette thése concernent l’intégration de ces protéines et de leurs voies de
signalisation dans le tissu sain et pathologique (carcinome, psoriasis, dermatite
atopique). Ces perspectives nécessiteront donc ’acquisition et le développement de
nouveaux outils permettant de travailler sur de I’épiderme in vitro et in vivo ainsi que
d’étroites collaborations avec des laboratoires spécialisés dans le domaine de la

dermatologie.

161

© 2012 Tous droits réserveés. http://doc.univ-lille1 fr



© 2012 Tous droits réservés.

Thése de Matthieu Vandenberghe, Lille 1, 2011

CONCLUSION
GENERALE

“The trouble with being educated is that it takes a long time; it

uses up the better part of your life and when you are finished what you
know is that you would have benefited more by going into banking. ”
Philip K. Dick
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Les travaux que j’ai réalisés au cours de cette these ont permis de mettre en évidence
la diversité de I’expression et des roles des canaux calciques dans 1I’épiderme humain.

Ces resultats contribuent a mieux comprendre les mécanismes régulant le
développement de 1I’épiderme humain. Ils confirment, tout d’abord, le réle majeur du canal
TRPV6 dans la différenciation des kératinocytes, et montrent qu’il représente une cible de
choix dans le traitement de pathologies dermatologiques liées a une altération de ce processus.
De plus, ces travaux mettent en évidence la complexité des échanges calciques provoqueés par
le calcium switch qui provoquent la différenciation des kératinocytes humains.

De plus, les résultats obtenus lors de 1’étude du canal Orail et de la protéine STIM1
confirment leur implication dans le courant de type SOC et montrent son role essentiel dans la
migration et la prolifération des kératinocytes. Ces protéines représentent donc également des
cibles importantes dans 1’étude des altérations du développement de 1’épiderme.

Enfin, les travaux de cette thése soulignent la diversité des réles de différents canaux

calciques au sein d’un méme tissu.

Ces travaux soulignent donc Dl’intérét capital de I’étude du roéle des canaux

calciques dans ’homéostasie tissulaire de I’épiderme humain.
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Mon laboratoire d’accueil ayant pour sujet principal 1’étude du rble des canaux
ioniques dans 1’apparition et la progression du cancer de la prostate, j’ai eu I’occasion de
participer a certains des travaux effectués sur ce sujet. Ces études ont abouti a la publication
de deux articles tandis qu’un troisiéme est en préparation. Aussi, les résultats obtenus sur les
cellules prostatiques apportent de nouveaux éléments concernant la régulation des canaux
ioniques et leur implication dans des processus physiologiques et peuvent contribuer a
comprendre les mécanismes dans lesquels sont impliqués les mémes canaux dans 1’épiderme

humains.

Article 1 (en préparation): “ER store depletion-independent activation of TRPV6 and
its implication in SOCE”

Les résultats obtenus dans cette étude montrent que les protéines Orail et STIM1 sont des
acteurs essentiels a la génération du courant SOC dans un modele de cellules cancéreuses
prostatiques. Dans ce modéle, le canal TRPV6 participe également au courant global induit
par la vidange du RE. Il est en fait régulé par sa translocation a la membrane plasmique
induite par ’entrée de Ca®* par les canaux SOC, mettant en jeu I’activation de 1’annexine 1.

Ces mécanismes d’interaction entre les canaux TRPV6, Orail et la protéine STIM1
pourraient également prendre place dans les kératinocytes humain. En effet, nos
travaux sur I’épiderme ont montré que le canal TRPV6 pourrait étre également régulé
par sa translocation et qu’Orail et STIM1 était aussi impliqués dans les courant SOC. Il
serait donc envisageable que la translocation de TRPV6 soit activée par entrée de Ca®*

par les canaux SOC dans les kératinocytes.

Article 2 (CDD, 2010): Orail contributes to the establishment of an apoptosis-resistant

phenotype in prostate cancer cells

Cette étude montre que le canal Orail et la protéine STIM1 ainsi que le courant SOC sont
impliqué dans I’apoptose d’un modele de cellule cancéreuse prostatique. Ces résultats
démontrent que ces protéines sont responsables de la résistance a ’apoptose d’un autre
modele de cellules cancéreuses prostatiques plus agressives.

La pertinence de ces travaux par rapport au développement de I’épiderme humain est
en relation avec des résultats préliminaires montrant une diminution de ’amplitude du

courant SOC et de I’expression des canaux Orail dans des cellules de carcinome baso-
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cellulaire. Ainsi, comme dans les cellules prostatiques, Orail pourrait étre impliqué dans

la résistance a I’apoptose des cellules cancereuse du carcinome baso-cellulaire.

Article 3 (Cancer Res, 2010): Role of cationic channel TRPV?2 in promoting prostate

cancer migration and progression to androgen resistance.

Cette étude montre que la transition des cellules cancéreuses prostatique vers un phénotype
androgeno-indépendant s’accompagne de la nouvelle expression du canal TRPV2. Le canal
TRPV2 participe en fait a la migration et la métastase des cellules cancéreuses prostatiques.

Ce canal est également exprimé dans les kératinocytes de I’épiderme humain. Peu
d’études existent quant a son implication dans la physiologie de I’épiderme, il serait en
fait impliqué dans les sensations de chaleur nociceptives. Toutefois, il serait intéressant
d’étudier son role dans les mécanismes de migration, de prolifération ou de

différenciation des kératinocytes humains.
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Article 1

“ER store depletion-independent activation of TRPV6 and its
implication in SOCE

Matthieu Vandenberghe®, V’yacheslav Lehen’kyi’, Benjamin Beck’, Maylis Raphaél’,

Matthieu Flourakis, Christoph Romanin, Roman Skryma et Natalia Prevarskaya.
Article en préparation

* . Les auteurs ont contribué a part égale dans ce travail

L’entrée majoritaire de Ca®* dans les cellules non-excitables est activée par la vidange
calcique réticulaire, elle est appelée SOCE (Store-Operated Ca®* Entry). De nombreuses
¢tudes ont eu pour but d’identifier la nature moléculaire des canaux membranaires impliqués
dans cet influx calcique. Ces derniéres années, il a été proposé que les meilleurs candidats
appartiennent a la superfamille des canaux TRP. Des résultats obtenus précédemment au
laboratoire ont montré qu’au moins 3 des canaux de cette famille participent a ce courant dans
un modele de cellules prostatiques cancéreuses, les LNCaP (Lymph Node Carcinoma of
Prostate). L’inhibition de I’expression des canaux TRPC1, TRPC4 ou TRPV6 diminue
significativement I’entrée de Ca®* SOCE (152, 199). Toutefois, il n’a pas encore été montré
que TRPV6 pouvait étre directement activé par la vidange calcique réticulaire. TRPV6 est
constitutivement actif a la membrane des cellules épithéliales cancéreuses, comme dans
d’autres tissus (203). La présence du canal a la membrane est régulée par un ensemble de
protéines comme Rab11a, WNK3, WNK4 ou des B-glucoronidase (135, 204).

D’autres parts, deux protéines importantes ont fait leur apparition dans 1’étude des
canaux SOC, STIML1 et Orail. La premiére est une protéine localisé sur la membrane du RE,
elle est sensible a la diminution de la concentration en calcium réticulaire et active les canaux
SOC membranaires. Orail est un canal membranaire impliqué dans 1’entrée SOCE dans les

lymphocytes T.
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Le but de cette etude est de savoir si le canal TRPV6 est directement activé par la
vidange calcique réticulaire comme les autres canaux SOC ou si son activation met en jeu

d’autres mécanismes, comme sa translocation.

Conclusion

Cette étude met en évidence que les protéines Orail et STIM1 sont des acteurs
essentiels a la génération du courant SOC dans notre modele de cellules cancéreuses
prostatiques. Il semblerait méme qu’ils soient les constituants majoritaires de cet influx
calcique. Cependant, les canaux TRPC1 et TRPV6 participent également dans le
courant SOC, mais dans une moindre mesure. Ces résultats suggerent donc une
composition plus complexe du courant SOC et ferait donc intervenir au moins 3 canaux
calciques connus.

Contrairement a TRPC1 et Orail, TRPV6 n’interagit pas directement avec
STIM1 suite & la déplétion des stocks réticulaires en Ca?*. Toutefois, le nombre de
canaux TRPV6 a la membrane plasmique est augmentée suite a la cette vidange et
P’activation des canaux SOC. TRPV6 serait donc régulé par un mécanisme de
translocation & la membrane plasmique.

D’autres résultats montrent que la translocation du canal est dépendante de
P’expression des canaux SOC, et que seule la vidange du RE ne permet pas d’induire ce
phénomeéne. Enfin, nous montrons que la translocation de TRPV6 a la membrane est

régulée par la protéine sensible au Ca** annexine 1.
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Abstract

TRPVG is a highly selective Ca’"
channel which has already been shown to be
expressed in several tissues, including the
intestine, kidney, pancreas and testis. TRPV6
has been shown to be involved in Ca™
absorption in small intestine and kidney.
Intrigingly, TRPV6 appears in prostate cancers
while it 1s undetectable in healthy prostate or in
benign prostate hyperplasia. Morcover, our
group has recently demonstrated that this
protein is involved in human prostate cancer
epithelial cell proliferation. Nonetheless, the
mechanism of TRPV6 activation it is still not
clear.

Previous studies suggested that TRPV6
might be activated by ER Store depletion that
oceurs after production of the InsP3 pathway
via G-Protein Coupled Receptors, thus making
of TRPV6 a “Store Operated Channel”.
However, these results are still controversial
and several studies suggest that TRPV6 may
be constituvely active when expressed in
plasma membrane. Thus, we ammed at
determining the relationship between ER store
depletion and endogenous TRPV6 activation in
a model of human prostate cancer epithelial
cell.

In the present study, using patch clamp
technique, siIRNA  strategy and target
mutagenesis, we demonstrate that TRPVé
activation does not depend on ER store
depletion by itself but on the activity of
endogenous SOC channels. The latter are
essentially composed of recently identified
Orail Ca** channel and TRPC1. By using cell

surface biotinylation and confocal miroscopy,
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we demonstrate that SOC channels activity
stimulates TRPV6 export to plasma mambrane.
Using gene extinction by siRNA, we show that
the Ca’" sensitive protein Annexin I is required
for TRPV6 translocation to plasma membrane.
Our study therefore demonstrates that TRPV6
belongs to a Ca® dependent cascade triggered
by “Store Operated Channel” without being
activated by ER store depletion. These results
therefore unravel the complex mechanism of
regulation of endogenous TRPV6 channel
activity and characterize it as a non-store

operated channel.
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Introduction

Store operated calcium entry (SOCE)
is a mechanism which occurs after any
procedure inducing depletion of Endoplasmic
Reticulum (ER). This process triggers in order
to refill internal Ca®" stores and constitutes the
main way to induce cytoplasmic Ca®" increase
in non-excitable cells (1). However, the
molecular nature of Store Operated calcium
Channels (SOC) 1s still a matter of debate (2).
For the last 15 years, the best candidates for
SOC channels belonged to the TRP channels
family. Indeed, several groups have reported
the involvement of members of the TRP
channel family in SOCE, including TRPCI,
TRPC2, TRPC4, TRPC5 and TRPVG (3, 4).
Our group had previously reported that at least
three members of TRP channels were involved
in endogenous SOCE in a model of human
prostate cancer epithelial cells (5). We have
demonstrated that downregulation of TRPCI1,
TRPC4 and TRPV6 expression by antisense
oligonucleotides significantly decreases SOC
current magnitude in LNCaP (Lymph Node
Carcinoma of Prostate) cells (4, 5). Nontheless,
it is still not clear whether all of these ion
channels are directly activated by ER store
depletion. We recently reported that TRPV6 is
constituvely active on plasma membrane of
prostate cancer epithelial cells as it does in
other epithelia (6, 7). In other tissues like
intestine, TRPV6 plasmalemmal expression is
regulated by several protein partners, like
Rablla, WNK3, WNK4 or B-glucoronidase
(8-10). Despite recent advances in the

understanding of the mechanisms underlying

Thése de Matthieu Vandenberghe, Lille 1, 2011

channel activity and trafficking of TRPV®, its
involvement in SOCE remains to be answered.
For the last three years, studies have
shown that two proteins play a crucial role in
SOCE and even seem to compose the “hard
core” of SOC. The first protein is STIMI1
(Stromal Interacing Moleculel) -a Ca™
sensitive protein expressed in ER membrane-
which detects Ca®* concentration decrease
within the ER vig an EF-hand domain in ER
lumen and activates SOC following Ca™ store
depletion (11). The second protein is Orail, a
Ca’" permeable channel which is necessary for
SOCE in T-cells and carries the best
characterized SOC cutrent called CRAC
(Calcium Release Activated Current) (12).
Furthermore, data suggest that STIMI, Orail
and TRPC1 channels may form fonctionnal
protein complex and carry SOCE (13). Taken
together, these data raise the question of the
hypothetical interactions between STIMI,
Orail and TRP channels in endogenous
models.
In this study, we have used the LNCaP cell
model, in which we had previously
demonstrated that TRPV6 channels were
involved in SOCE (4), with the aim of
determining whether TRPV6 activation is
triggered by ER Ca’” store depletion by itself
or by downstream mechanisms. We report that
TRPV6 Ca’ channel does not belong to the
SOC ion channel family but is a protein whose
activity is modulated by SOC. We therefore
propose a mechanism in which ER Ca®* store
depletion  activates Orail/TRPC1  mediated
SOCE, which in turn activates Ca®" sensitive

Annexin I and so, triggers cytoskeleton
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reorganization and TRPV6 translocation to
plasma membrane, thus leading to a
modification of the global Ca*" influx triggered
following ER store depletion. Hence, this work
vnravels the mechanism linking TRPV6
activation to ER store depletion and
characterizes TRPV6 as a non Store operated

channels.
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Results

ER store depletion triggers a complex SOC
current in epithelial prostate cancer cells.

As we have previously reported, in our
endogenous model, ER store depletion by
Thapsigargin (TG) or InsP; stimulates SOC
currents (Igoc) with distinet cinetics and
magnitude (Figure 1A and 1C) (5). To
determine what are the ion channels invovled
in SOCE, we used siRNA strategy to inhibit
the expression of each protein candidate. Three
Ca’" permeable channels putatively involved in
Isoc are expressed in LNCaP cells, TRPCI,
TRPV6 and Orail. Downexpression of Stim1
ER Ca® sensor decreased its expression at
protein level by 75% (suppl. Figure 1C) and
downexpression of Orail Ca®* channels
decreased its expression by 80% (suppl. Figure
1A). Silencing of either Stim1 or Orail, which
are now considered as the “hard core” of SOC,
inhibited both InsP;- and TG evoked Igoc by
80% (Figure 1A-D; n=15 per condition). This
result shows that both proteins play a pivotal
role in SOC current generation in epithelial
prostate cancer cells. Nonetheless,
downregulation of TRP channcls also
decreased Igoc magnitude pointing to a
composition of endogenous SOC wider than
the couple Stim1/Orail. So, siRNA against
TRPC1 decreased TRPCL protein expression
by 75% (suppl. Fig. 1D) and SOC magnitude
by 60% (61.2£10.1%; n=11). Beside, siRNA
against TRPV6 decreased TRPV6 protein
expression by 80% (suppl. FiglB) and SOC
magnitude by 50% (45£9.6%; n=14) thus
demonstrating that TRPV6 is also involved in
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SOCE. This result is confirmed by FURA-2
Ca’" imaging experiment which shows that in
cells  downexpressing TRPV6, SOCE
magnitude is 2 times lower than in control
conditions (suppl. Figure LE). Hence, the
compostition of endogenous Igoc in our model
is rather complex and at least 3 different Ca®™*
permeable channels are involved in the global
current activated following ER store depletion,
including TRPV6. We thus aimed at
determining the mechanism of endogenous
TRPV6 channels activation in LNCaP cells
and its relationship with ER Ca®" stores.

TRPV6 does not directly interact with ER
calcium sensor STIM1

To determine whether TRPV6G s
directly activated by ER Ca’" store, we
investigated whether TRPV 6 interacts with ER
Ca®" sensor STIMI. By performing Co-
immunoprecipitation essays, we observed that
Orail and STIMI1 are constitutively tethered
and that this interaction increases after TG
triggered ER store depletion (suppl. Figure
2A.D). We observed a comparable interaction
between TRPC1 and STIM1 (suppl. Figure
2B.E). On the opposite, we failed to detect any
physical interaction between TRPV6 and
STIM1, suggesting that TRPV6 is not
activated directly by STIMI1 following ER
store depletion (suppl. Figure 2C.F).

TRPV6 is regulated by modulation of its level
of expression on plasma membrane

It has been previously demonstrated
that, in different models, TRPV6 activity is
modulated by the regulation of its cell surface
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expression (14). We thus aimed at determining
whether TRPV6 activity was modulated by the
same mechanism in human prostate cancer
epithelial cells. We have therefore performed
cell surface bioinylation of LNCaP cells before
and after TG evoked ER store depletion. So,
we observed that in control conditions, TRPV6
is slightly expressed on cell surface and that
TG-induced ER store depletion triggers an
increase of TRPV6 plasmalemmal expression
by 3 times (Figure 2A,B) after 2 minutes. This
modification of TRPV6 cellular localization is
confirmed by confocal microscopy which
shows that while TRPV6 is mainly expressed
in intracellular clusters in basal conditions,
TG-evoked ER store depletion and SOCE
triggers its gathering in plasma membrane
(Figure 2C,D). These experiments show that
TRPV6 translocation is transient and that in
around 10 minutes, its expression on plasma
membrane goes back to its normal level.

To  determine  whether TRPV6
translocation is triggered by store depletion
itself or by SOCE, we performed the same
experiment in a Ca® free medium or in a
medium where Ca® is replaced by the same
amount of Ba®" (1.7mM). In both conditions,
we observed a dramatic decrease of TRPV6
expression in plasma membrane suggesting
that its stability at cell surface is dependent on
extracellular Ca®" concentration (Fig2E and
2F). We have then measured the amount of
TRPV6 on cell surface after TG treatment, nd
depending on STIM1, Orail and TRPCI1
downexpression by specific siRNA (Fig2E and
2F). So we observed that after STIMI1

downexpression, when there is no SOC current
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triggered by ER store depletion (Figl A-D) and
virtually no SOCE (supplementary FiglF),
TRPV6 expression on plasma membrane did
not increase. This result suggests that TRPV6
is not “store operated”. In the same manner, in
the absence of Orail, TG-evoked ER store
depletion  failed to  stimulate TRPV6
translocation to the cell surface (Figure2E and
2F). Moreover, we observed an analogue result
after TRPC1 silencing, suggesting that TRPV6
translocation is triggered by the activity of
Orail/TRPC1 complex mediated Ca™" influx.
This putative pivotal role for TRPC1 is
strenghten by data of Stiml and Orail
overexpression in LNCaP cells. Indeed, the
overexpression of both Stiml and Orail just
slightly increases TRPV6 translocation to
plasma membrane following ER store
depletion (Fig3 A, B) while it significantly
increases SOC current (suppl. Figure 3D),
suggesting that alone, this couple of protein is
not sufficent to induce translocation of
TRPV6. On the opposite, co-transfecting
Stim1 and Orail mutants, either for coil-coiled
domain (L273S) responsible for Stim1-Orail
interaction (15) or for an amino acid invovled
in Orail permeation (R91W) (16), blocked
Orail mediated Ca® entry (Figure 3E) and
blocked TRPV6 translocation (Figure3A, B).
Together, these observations point to the
crucial role of Orail/TRPC1 mediated SOCE
in TRPV6 translocation.

Annexin I expression is necessary for TRPV6
translocation to the plasma membrane
Several proteins have been shown to

play a role in the regulation of TRPV6 activity.
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The first partner proteins identified were
annexin A2 and S100A10 which are involved
in TRPV5 and TRPV6 translocation to plasma
membrane (17). We therefore investigated
expression of annexin and S100 proteins in our
model and found that both Annexinl (AnxI)
and its partner S100All are expressed in
LNCaP cells (Figure 4A, B).

Since Annexinl function is Ca™
dependent and is involved in membranes
targeting and cross linking (18), we aimed at
determining whether Annexinl which is Ca™
sensitive  was  involved in  TRPVé
translocation. We have therefore used siRNA
to specifically silence AnxI expression in
LNCaP cells. After Anxl siRNA treatment
which decreases Anxl mRNA expression by
90% (Fig 4B), we observed a significant
decrease of TRPV6 expression in plasma
membrane (Fig 4A). This decrease of TRPV6
expression correlates with an inhibition by
50% of Igoe induced by TG and Insp3. The
current magnitude in those conditions is
comparable to the SOC current left after
TRPV6 knockdown (Fig 4F-I). It had been
shown that in neurons translocation of TRP
channels  from intracellular to  plasma
membrane was a rapid mechanism dependent
on Racl Rho GTPase and PIP(5) kinase alpha
(19). Now, since Racl is expressed in LNCaP
cells as shown by RT-PCR (FigdD), we aimed
at determining whether this protein was also
invovled in TRPV6 translocation. Nonetheless,
we failed to observe any decrease of TRPV6
translocation after Racl knockdown by siRNA
(Fig 4C), suggesting that the mechanism of

translocation is distinct from the one that rules
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TRPCS5 translocation in neurons.
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Discussion

In the present study, we have used
siRNA strategy to determine what are the ion
channels volved in endogenous SOCE of
human prostate cancer epithelial cells. So we
highlighted the complex composition of Ca®*
permeable channels participating in  the
generation of the Igoc. Silencing of Stim1 ER
Ca’" sensor or Orail Ca’" channels which are
now considered as the “hard core” of SOC,
virtually abolished I thus demonstrating that
both proteins play a pivotal role in Igoc of
epithelial prostate cancer cells. However,
downregulation of TRP channels also
decreased Igoc magnitude pointing to a more
complex composition of endogenous Isoc
involving several ion channels and not
exclusively the Orail/Stiml complex. Indeed,
siRNA against TRPC1 decreased SOC
magnitude by 60% and siRNA against TRPV6
decreased SOC magnitude by 50%. Hence, the
global current activated by ER store depletion
in our model requires at least 3 different Ca™
permeable channels. Yet, Orail Ca®™ channels
seem necessary for Igoc while TRPV6 ion
channels are involved in only half of Igec
density. These observations therefore suggest
that TRPV6 is activated downstream of the
Orail/Stim1 protein complex, thus making of
TRPV6 not a “store operated” channel. We
thus aimed at determining the mechanism that
constitutes the link between Orail/Stiml and
TRPV6 channels.

To determine whether TRPV6 is
directly activated by ER Ca’* store, we first
investigated whether TRPV6 interacts with ER
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Ca’* sensor Stim1. Several studies have well
demonstrated how Stim1 senses the decrease in
Ca’ concentration within ER lumen and
subsequently activates Orail Ca®™ channel on
plasma membrane (20-22). By performing Co-
immunoprecipitation essays, we observed that
Orail and STIM1 are constitutively tethered
and that this interaction increases after TG
triggered ER store depletion. This observation
is consistent with the results on Stim1/Orail
interation (for review see (23)). Importantly,
we observed a comparable interaction between
TRPC1 and Stiml. This suggests that in our
model, TRPC1 may be gated by electrostatic
interaction between TRPC1 with Stim1 as it
occured in HEK cells (24). Beside, our
electrophysiological experiments (Figure 1)
suggest that Orail expression is necessary for
TRPCI activation pointing to an interaction of
Stiml, Orail and TRPC1 as a functionnal
compex as proposed few years ago by Huang
and colleagues (13) and a functionnal
requirement for Orail in  Stim1/TRPC1
interaction and function as in blood platelets
and HEK cells (25, 26). On the opposite, we
failed to detect any physical interaction
between TRPV6 and Stiml, suggesting that
TRPV6 is not activated directly by Stiml
following ER store depletion. Now, since
Stiml knockdown leaves the ER store
depletion unchanged (suppl. Fig3E) but blocks
Isoc activation, it demonstrates that TRPV6 is
not a “Store Operated Channel” but more a
component of a “Store Operated Cascade™ of
ion channels activation.

It had been previously demonstrated

that, in heterologous models, TRPV6 activity
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is modulated by the regulation of its cell
surface expression (14). We have therefore
performed cell surface bioinylation of LNCaP
cells before and after ER store depletion by
TG. These cxperiments clearly show that
TRPV6 surface expression is tightly modulated
by ER store depletion. We indeed observed
that in control conditions, TRPV6 is slightly
expressed on cell surface and that TG-induced
ER store depletion triggers an increase of
TRPV6 plasmalemmal expression. Confocal
microscopy experiments, also show that
TRPV6 pattern of expression is modified after
TG treatment. ER store depletion induces
TRPV6 gathering near the plasma membrane.
Cell surface biotinylation experiments show
that TRPV6 translocation to cell surface is
transient and that in around 10 minutes,
TRPV6 expression on plasma membrane goes
back to its initial level. In LNCaP cells,
TRPV6 activity is therefore modulated by a
mechanism  of translocation to plasma
membrane dependent on ER Ca® store
depletion and SOCE. As shown by Orail and
TRPC1 knockdown which blocks TRPV6
translocation, the latter is not activated by ER
store depletion per se but by the activity of
Orail/TRPCI1 protein complex. By modulating
cationic composition of extracellular medium,
we show that it is likely the store operated Ca®™
influx through Orail/TRPC1 protein complex
that stimulates TRPV6 translocation. Since this
mechanism is Ca** dependent, it most probably
relies on the activity of a Ca™" sensitive
protein.

Several proteins play a role in the

regulation of TRPV6 activity. The first partner
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proteins identified were annexin A2 and
S100A10, two Ca™" sensitive proteins which
arc involved in TRPVS and TRPV6
translocation to plasma membrane (17). We
investigated expression of annexin and S100
proteins in our model and found that both
Annexinl and its partner S100A11 are
expressed in LNCaP cells. Knockdown of Ca**
sensitive Anxl inhibits TRPV6 translocation
and consequently, decreases magnitude of the
current activated following ER store depletion
by TG. Other proteins are involved in TRP
channel trafficking, especially Rac1 and PIP(5)
kinase o which are involved in TRPC3
translocation to cell surface in neurons and
whose activity is also Ca’" sensitive (19).
Nonetheless, in spite of its expression in
LNCaP cell, we fail to detect any variation of
TRPV6 translocation after Racl knockdown
(Fig. 4C), suggesting that the underlying
mechanism of TRPV6 activation is distinct
from the one described by Bezzerides and
colleagues (19). Given the major role of these
partner proteins, their pattern of expression
determine how TRPV6 is modulated in
different cell model. This might explain the
discripencies of the results reported in the
different studies performed to date. Indeed, in
prostate cancer epithelial cells, Jurkat and RBL
cells, down regulation of TRPV6 significantly
decrease SOC current (4, 27, 28) while in
other studies performed in HEK and T-
Lymphocytes TRPV6 activity is store
independent and has distinct propertics
compared to classical SOC current (28, 29).
Taken together, these experiments

highlight two distinct processes triggered by
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ER store depletion. The first process is a direct
activation of SOC channels, i.e Orail and
TRPC1 in our model. The second process is
the undirect activation of Ca®™ sentitive
mechanisms, including TRPV6 translocation to
plasma membrane which modifies the global
Ca® influx that will help refill the ER stores
and probably activate specific pathways. As
we reported in a recent study TRPV6 indeed
specifically stimulates NFAT signalling
pathway in epithelial prostate cancer cells (6).

By doing these experiments, we
highlight 2 distinct processes triggered by ER
store depletion, the fisit directly, the second,
indirectly. The first part is the activation of
SOC channels, i.e Orail and TRPCI1 in our
model which constitute the SOC channels. The
second part is the activation of Ca™ sentitive
mechanisms, including TRPV6 translocation to
plasma membrane which modifies the global
Ca™ influx that will help refill the ER stores
and probably activate their own pathway.
Indeed, in a recent study we showed the
relationship between TRPV6 and NFAT
signalling pathway in epithelial prostate cancer
cells (6).

TRPVG translocation is Ca** dependent
mechanism and in our electrophysiological
recordings condition, we used a combmation
of Ca’ buffers (5mM EDTA/10mM BAPTA)
which may thwart this process. In spite of it,
TRPV6 translocation 1s not blocked by this
large amount of chelators suggesting a very
high proximity between the source of Ca’™*
increase and Ca® sensitive proteins that
regulate TRPV6 translocation, most probably
Annexinl. This hypovhesis is strenghten by the

10
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recent study of Jardin and colleagues which
showed that TRPC1 is localized in lipid raft
domains and mteracts with Stim1 and Orail
(30). It is therefore very likely that TRPCI,
Orail and Stim1 are clustered in specific arca
of the cell and that Ca®™ sensors such as
Annexinl and TRPV6 are localized necarby.

To distingmish  whether TRPVé
translocation is triggered by store depletion or
by SOCE, we have performed cell surface
biotinylation in a Ca®* free medium or in a
medium where Ca’™ had been replaced by the
same amount of Ba® (1.7mM). In these
conditions, we observed a dramatic decrease of
TRPV6 expression in plasma membrane
suggesting that its stability at cell surface is
dependent on extracellular Ca® concentration.
We have then measured the amount of TRPV6
at cell surface after TG treatment depending on
STIM1, Orail and TRPC1 downexpression by
siRNA strategy (Fig2E and 2F). We observed
that after STIM1 downexpression, when there
is no SOC current (FiglA-D) and no SOCE
inspite of an unchanged ER store depletion
(Fig. 1F), TRPVO expression on plasma
membrane does not increase after stimulation
by TG. Since TRPV6 does not interact with
Stim1, this result suggests that TRPV6 is not
“store operated”. In the same manner, in the
absence of Orail, TG evoked Store depletion
failed to stimulate TRPV6 translocation to the
cell surface. TRPV6 translocation seems
therfore to be dependent on Ca®” influx from
the extracellular medium vig Orail. Moreover,
our results also hint at an involvement of
TRPC1 in this process, since TRPCI
knockdown inhibits TG-induced TRPV6
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translocation. TRPC1 co-expression  with
Stim1 and Orail as well as its expression in a
specific microdomain, could be a limiting
clement in TRPV6 recruitement. This is
strenghten by the observation that Stiml and
Orail overexpression leads to a huge increase
in Iyse (Fig 3D, F) but does not increase the
amount of TRPV6 that is translocated to
plasma membrane after ER store depletion.

In conclusion, we demonstrate that
TRPV6 is not a store operated channel stricto
sensu but that its activity depends on a
mechanism of translocation to the cell surface
that is triggered by the SOCE. This latter is
carried by Orail and TRPC1 and dependent on
STIM1 expression and coupling with Orail,
confirming the strong functionnal relationship
that exists beetween these three proteins (31).
One should therefore consider Orail and
TRPC1 as the “hard core” of endogenous SOC
in prostate epithelial cells. Nevertheless, their
activity triggers other Ca®*  dependent
mechanisms including activation of other ion
channels which participate to the global Ca™
influx. Here, we confirm that TRP channels,
especially TRPV6, play a pivotal role in Igoc
but is not by definition a SOC channel. Hence,
depending on the pattern of expression of Ca®"
sensitive  proteins and their subcellular
localization, Orail/TRPC1 carried Ca*" influx
will be able to recruit different ion channels. In
the same manner, depending on TRPV6
partner proteins expression, this channel might
be differently activated. This might explain the
discripancies concerning TRPV6 activation by
ER store depletion depending on the cell

model. In cells expressing proteins able to
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maintain TRPV6 into premembrane vesicles,
TRPV6 overexpression would induce an
increase in SOCE by increasing the amount of
TRPVé recruitable by SOC mediated Ca**
entry. On the opposite, in cells that do not
express those proteins, TRPV6 overexpression
would lcad to a constitutive TRPV6 current
that would be insensitive to ER store depletion
and SOCE. Finnaly, TRPV6 by itself is
modulated by the ion channels localized
nearby, as our group recently show for IKCal
potassium channels that physically interacts
with TRPV6 and modulates its activity by
increasing Ca®" driving force in this
microdomain  (32). Hence, study of
endogenous Isoc provides evidences that
TRPV6 is not a store operated channel and
highlight the complexity of ion channels

scafolders that defines Ca™* signature.
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Material and methods

Cell culture

Human LNCaP (lymph node cancer of the
prostate) cell line from American Type Culture
Collection (ATCC) was cultured in RPMI
medium (Gibco-BRL, CergyPontoise, France)
supplemented with 10% foetal calf serum and
containing kanamycin (100 pg/ml) and L-
glutamine (2 mM). Cells were cultured at 37°C
in a humidified atmosphere with 5% CO, in
air. The medium was changed three times a
week and cultures were split by treating the
cells with 0.25% trypsin (in PBS) for 5 min at
37°C before reaching confluence. For the
experiments, cells were seeded in 6-well plates
for PCR and western-blotting and in 35 mm
dishes for patch-clamp recordings.
Electrophysiology and solutions
Macroscopic currents in LNCaP cells were
recorded in the whole cell configuration of the
patch-clamp technique as described previously
(33).

The composition of the extracellular solution
for patch-clamp recording was (in mM) 120
NaCl, 5 KCl, 10 CaCl,, 2 MgCl,, 5 glucose, 10
HEPES, pH 7.3 adjusted with TEA-OH,
osmolarity 310 mOsm/kg adjusted with D-
Mannitol. The pipettes were filled with the
basic intracellular pipette solution (in mM):120
Cs Methane sulfonate, 10 CsCl, 10 HEPES, 10
BAPTA (1.2-bis(2-amonophenoxy)ethane
NN N’ N'tetraacetic  acid), 6 MgClL (pH
adjusted to 7.2 with CsOH and osmolarity 295
mOsm/kg  adjusted  with  D-Mannitol).
Necessary supplements were added directly to

the respective solutions from appropriately
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stock solutions.

SDS-PAGE and Western-blotting
Semiconfluent LNCaP cells were treated
with an ice-cold lysis buffer containing: 10
mM Tris-HCL, pH 7.4, 150 mM NaCl, 10 mM
MgCl, 1 mM PMSF, 1% Nonidet P-40, and
protease inhibitor cocktail from Sigma. The
lysates were centrifuged 15,000 » g at 4°C for
20 minutes, mixed with a sample buffer
containing: 125 mM Tris-HCI pH 6.8, 4%
SDS, 5% pB-mercaptocthanol, 20% glycerol,
0.01% bromphenol blue, and boiled for 5 min
at 95°C. Total protein samples were subjected
to 8, 10, and 15% SDS-PAGE and transferred
to a nitrocellulose membrane by semi-dry
Western blotting (Bio-Rad Laboratorics). The
membrane was blocked in a 3% milk
containing TNT buffer (Tris-HCl, pH 7.5, 140
mM NaCl, and 0.05% Tween 20) overnight
then probed using specific rabit polyclonal
anti-TRPV6, and anti-TRPC1
(Alomone Labs Ltd., 1/200), anti-STIM1 (BD

antibodies

Biosciences Thermingen, 1/200), and mouse
monoclonal anti-B-actin (Lab Vision Co.,
1/1000) antibodics. In the case of TRPV6
antibody, the different batches were tested
using the lysates of HEK cells transfected with
TRPV6-YFP fusion protein. Only that batch
which matched the band corresponding to the
TRPV6-YFP fusion protein co-detected with
anti-GFP antibody (Abcam, 1/1000) was used
in the study. The bands on the membrane were
visualized using enhanced chemiluminescence
method  (Pierce  Biotechnologies  Inc.).

Densitometric analysis was performed using a

Bio-Rad image acquisition system (Bio-Rad
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Laboratories).

Biotinylation
After the treatment cell dishes were
immediately put on ice and the medium was
replaced by an ice-cold PBSB solution
containing 1 mM MgCl, and 0.5 mM CaCl,,
pH=8, washed once, and incubated with PBSB
solution containing 2 mM biotin (Pierce, EZ-
Link  Sulfo-NHS-LC-LC-Biotin) for 30
minutes at 4°C. Cell were then washed once
with PBSB solution containing 0.1% BSA, and
lysed with ice-cold lysis buffer containing: 10
mM Tris-HCl, pH 7.4, 150 mM NaCl, 10 mM
MgCl, 1 mM PMSF, 1% Nonidet P-40, and
protease inhibitor cocktail from Sigma.
Biotinylated proteins were precipitated using
neutravidin-agarose beads (Pierce, Rockford,
IL, USA), eluted with SDS-PAGE loading
buffer and subjected to SDS-PAGE as

described above.

RT-PCR

The RT-PCR experiments were performed as
previously described (34) The PCR primers
used to amplify hSTIM1, hOrail, TRPCI,
TRPV6 ¢cDNAs as well as the primers for -

actin are specified in Table 1.

Immunocytochemistry

LNCaP cells grown on the glass coverslips
were treated with 1 pM TG for 2 min and
immediately fixed in 4% paraformaldehyde in
PBS. PBS-glycine (30 mM) was used to
quench the reaction with the subsequent
permeabilization with 0.1% Triton X-100. The
cells were washed again in PBS and subjected

to conventional immunostaining procedure.
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Alexa Fluor® 488 goat anti-rabbit IgG
(Molecular Probes, 1/4000) was used as a
secondary antibody for TRPVG6 staining.
Fluorescence analysis was carried out using
Carl Zeiss Laser Scanning Systems LSM 510
connected to a Zeiss Axiovert 200 M with
63X1.4 numerical aperture oil immersion lens
at room temperature. Both channels were
excited, collected separately and then merged
using software Carl Zeiss LSM Image

Examiner.

Plasmids
peCFP-C1-hSTIM1 wild type, pcYFP-C1-
hOrail wild type, pcYFP-C1-hOrail(LL2738S),
and pcYFP-C1-hOrail(E106Q) were designed
as described (Frischauf et al; 2009). Human
TRPV6 (Accesion No: NM 018646) was
cloned into pGEM-T-Easy vector (Promega,
USA), using human kidney total mRNA
library (Clontech, USA). The cloned TRPV6
was scquenced (Genoscreen, France), and
EcoRI sites were used to subclone TRPV6 into
MCS1 of pIRES vector (Clontech, USA). The
specific primers containing F1- EcoRI
recognition site and the backward primer
containing  the

(TGA—>TTA(Leu)) as well as Sall recognition

mutated  stop  codon

site were designed.

The whole TRPV6 molecule containing EcoRI
and Sall ends was amplified, digested with the
corresponding restrictases (NEB, USA) and
subcloned in frame into pEYFP-N1 vector (BD
Biosciences Clontech) resulting in TRPV6-
e¢YFP fusion protein. The final pTRPV6-eYFP
vector was sequenced (Genoscreen, France),

nucleofected into both LNCaP and HEK-293
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cells and the functionality of TRPV6-eYFP
fusion protein was tested using the patch-
clamp experiments. This fusion protein was
also used to screen for different batches of

anti-TRPV6 antibody.

SERNA and plasmid transfections

LNCaP cells were transfected overnight with
60 nM of siRNAs per well using “jet SI-Endo™
(Polyplus-Transfection SA, Ilkrich, France) in
a final volume of 1.5 ml. Ready-to-use siRNAs
(processing option:A4) were synthesized by
Dharmacon Rescarch Inc (Lafayette, USA)(see
Table 1). Nucleofection of plasmids was
catried out using Nucleofector (Amaxa GmbH,
Kéln, Germany) according to  the
manufacturer’s instructions. Briefly, 2 ng of
cach vector were transfected into 2 millions of
trypsinized cells, which then were plated onto
plastic dishes. LNCaP cell were left at least 48
hours to recover before experiments were

conducted.

Reagents
All reagents were purchased from Sigma
(Sigma, L’Isle d’Abeau Chesnes, France)

unless otherwise specified.

Statistics

Data were expressed as mean=SD. Statistical
analysis were carried out using Student's
unpaired f#tests. P<0.05 indicates statistical

significance.
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Figure legends
Figure 1: Involvement of TRPCI, TRPV6
and Orail channels in SOC current.
A. Time courses of Isoc development measured
at -100 mV holding potential in response to
dialysis of 100 pM InsP; in control LNCaP
cells (black circles), and in LNCAP pretreated
with siRNA against either -Orail (grey
triangles), -STIM1 (white squares), -TRPC1
(grey circles), or TRPV6 (white triangles). B.
Histogram  summarizing the normalized
density of InsP; activated SOC following
treatment  with  siRNA  targetting Orail,
STIMI, TRPC1 or TRPV6. C. Same
experiment as in (A) but using EGTA 5mM
and thapsigargin (TG) 1uM to deplete ER Ca*
stores and activate Isoc D. Histograms
summarizing EGTA/TG  activated  Igoc
normalized density in control LNCaP or
LNCaP cells pretreated with siRNA against
either -Orail, -STIMI1, -TRPC1, or TRPV6.
Figure 2: The study of STIMI1 interaction
with Orail, TRPCI, and TRPV6 upor ER
store depletion.
A. STIM1 co-immunoprecipitation with Orail
(A), TRPC1 (B), and TRPV6 (C) in control
and ER-depleted conditions using 1 uM TG for
1 min. The respective controls for co-
immunoeprecipitation of STIMI1 by Orail (D),
TRPC1 (E), and TRPV6 (F) are indicated.
Figure 3: TRPV6 activity ts modulated by its
cell surfuce expression.
A. Translocation of TRPVG channel to the
plasma following ER store depletion using 1
uM TG. B. Histogram summarizing the

variation of TRPVG expression in plasma
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membrane. Values are normalized by the level
of TRPV6 expression in plasma membrane in
unstimulated cells. C. Immunofluorescence
experiment representing TRPV6 expression
(green) in unstimulated LNCaP cells. Cells
were stained using rabbit anti-hTRPV6
antibody and Alexa Fluord88 coupled goat
anti-rabbit secondary antibody D. Same as in
(C) after treatment of LNCaP cells with 1uM
of thapsigargin. E. Western-Blot experiment
for TRPV6 expression in LNCaP membranes
(membrane) and in total LNCaP lysate (total)
under the following conditions: siRNA against
TRPC1 (siTRPC1), Orail (siOrail) or Stiml
(siStim1) as well as in a Ca’>" free medium (0
Ca®Mor in a medium where Ca®*" had been
replaced by the same amount of Barium (1,7
mM Ba®™). F. Histogram summarizing the
variation of TRPV6 expression in plasma
membrane. Values are normalized by the level
of TRPV6 expression in plasma membrane in
unstimulated  cells. G. Western-Blot
experiment for TRPV6 expression in LNCaP
membranes (membrane) and in total LNCaP
lysate (total) under the following conditions:
empty vector (pMax), plasmid coding for
Stiml and Orail (Stiml wt / Orail wt),
plasmid coding for Stim1 and Orail mutated
for its coil coiled domain (Orai ¢-¢), plasmid
coding for Stim1 and Orail mutated in a region
involved in its permeation (Orail p-m). L.
Histogram summarizing the variation of
TRPV6 expression in plasma membrane
measured in (G). Values are normalized by the
level of TRPV6 expression in plasma
membrane in unstimulated cells. I. Control

fluorescence images of chimeras-transfected
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cells as well as control pMax plasmid. The
numbers a to d correspond to as indicated in
(H).

Figure 4: Annexin 1 is necessary for TRPV6
translocation to plasma membrane.

A. RT-PCR experiment showing expression of
S100A11 in LNCaP cells. B. RT-PCR showing
expression Annexinl in LNCaP cells under
control conditions and after treatment with
siRNA against Anxl. C. Western blot
experiment showing expression of TRPV6 in
plasma membrane (membrane) and in total
LNCaP lysate (total) in control conditions
(siRNA#1) and after treatment with siRNA
against ANXI (siANXI). D. Time course of
InsP3 (100uM) evoked cuerrent in LNCaP
under control conditions (siCTRL — black
circles) and after treatment with siRNA against
ANXI (siANXI — grey triangle) using patch
clamp recording. E. Histogram summarizing
the magnitude of InsP3 evoked current in
LNCaP cells in control conditions (siCTRL)
and after treatment with siRNA against ANXI
(3iANXI). F. Time course of TG (1pM)
evoked current in LNCaP under control
conditions (siCTRI. — black circles) and after
treatment with siRNA agamst ANXT (stANXI
— grey triangle) using patch clamp recording.
G. Histogram summarizing the magnitude of
TG evoked current in LNCaP cells in control
conditions (siCTRL) and after treatment with
siRNA against ANXI (siANXI).

Figure 5: Scheme summarizing the
mechanism of endogenous TRPV6 activation.
After ER Calcium store depletion by activation
of InsP3 receptors or inhibition of SERCA
pumps by Thapsigargin (TG), Stim1 detects
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the decrease of Ca®" concentration within ER
lumen ans activates Orail and TRPCI1 store
operated channels (SOC). Subsequantly, the
local cytosolic calcium increase activates Ca™*
sensitive protein annexin I which in turn
stimulates TRPV6é translocation to plasma
membrane that induces a supplemental Ca®™”

entry.
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Article 2

“Orail contributes to the establishment of an apoptosis-resistant

phenotype in prostate cancer cells”

Matthieu Flourakis’, V’yacheslav Lehen’kyi’, Benjamin Beck’, Maylis Raphaél, Matthieu
Vandenberghe, Fabien VVanden Abeele, Morad Roudbaraki, Gilbert Lepage, Brigitte Mauroy,

Christophe Romanin, Yaroslav Shuba, Roman Skrymaet Natalia Prevarskaya
Cell Death and Disease (2010) 1, e75

* . Les auteurs ont contribué a part égale dans ce travail

L’apoptose est un mécanisme complexe mettant en jeu les différents compartiments
intracellulaires, comme le réticulum endoplasmique (RE) et les mitochondries. La sortie du
cytochrome C de la mitochondrie et la fuite du Ca** du RE sont des éléments déclencheur de
I’apoptose dans de nombreux cas (205). Le cancer de la prostate représente la deuxiéme cause
de mortalité par cancer chez I’homme et dont la particularité est I’acquisition d’une résistance
a I’apoptose plutdt qu’une prolifération anarchique des cellules (206). La phase précoce du
cancer de la prostate est dépendante des androgéne, qui interviennent dans la prolifération et
la survie cellulaire. A ce stade, le traitement par la privation d’androgéne peut permettre une
régression de la tumeur due a I’induction de I’apoptose (207). Malheureusement, ce cancer
évolue vers un stade androgeno-indépendant et I’apparition de cellules plus agressives et une
résistance a 1’apoptose plus marquées. Malgré de nombreuses études, la compréhension des
mécanismes impliqués dans la survenue de la résistance a 1’apoptose sont encore flous.

Certains travaux ont montré que I’apoptose pouvait étre induite par une entrée de Ca?*
dans la cellule par I’intermédiaire de canaux SOC (Store-Operated Channel), activé par la
vidange calcique réticulaire (208). Ces canaux permettent de réguler les taux de Ca®* dans le
cytosol et dans le RE, c’est ainsi qu’ils suscitent en grand intérét comme régulateurs potentiels

de I’apoptose (209). L’un des candidats les plus particulierement étudiés pour son implication
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dans le courant de type SOC est Orail. De plus, nous avons déja montré que I’inhibition de
I’apoptose dans les cellules androgeno-indépendantes est associée a une diminution de
I’amplitude du courant SOC et du nombre de canaux. Cependant, la nature moléculaire des
canaux impliqués est encore inconnue.

Le but de cette étude est d’identifié les mécanismes impliqués dans 1’augmentation de

la résistance a 1’apoptose des cellules androgeno-indépendantes.

Conclusion

Ces résultats montrent donc que le canal Orail est un des principaux acteurs du
courant SOC et qu’il est impliqué dans I’apoptose des cellules cancéreuses prostatiques
dépendantes du Ca®". La transition vers un phénotype androgeno-indépendant est

associé a la diminution de I’expression du canal Orail et de I’amplitude du courant
SOC.
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Orail contributes to the establishment of an
apoptosis-resistant phenotype in prostate cancer cells

M Flourakis'?%7, V Lehen’kyi'?®, B Beck'*%, M Raphaél"? M Vandenberghe'?, FV Abeele'?, M Roudbaraki'? G Lepage'?,
B Mauroy®, C Romanin®, Y Shuba®, R Skryma'? and N Prevarskaya*'?

The molecular nature of calcium (Ca?* }-dependent mechanisms and the ion channels having a major role in the apoptosis of
cancer cells remain a subject of debate. Here, we show that the recently identified Orai1 protein represents the major molecular
component of endogenous store-operated Ca?* entry (SOCE) In human prostate cancer (PCa) cells, and constltutes the
principal source of Ca®* influx used by the cell o trigger apoptosis. The downregulation of Orai1, and consequently SOCE,
protects the cells from diverse apoptosis-inducing pathways, such as those induced by thapsigargin (Tg), tumor necrosis
factor «, and cisplatin/oxaliplatin. The transfection of functional Orai1 mutants, such as R91W, a selectivity mutant, and L273S, a
colled-coll mutant, Into the cells slgnlificantly decreased both SOCE and the rate of Tg-Induced apoptosls. This suggests that
the functional coupling of STIM1 to Orai1, as well as Orai1 Ca? " -selectivity as a channel, is required for its pro-apoptotic effects.
We have also shown that the apoptosis resistance of androgen-independent PCa cells is associated with the downregulation of
Orai1 expression as well as SOCE. Orail rescue, following Orai1 transfection of steroid-deprived cells, re-established the store-
operated channel current and restored the normal rate of apoptosis. Thus, Orai1 has a pivotal role in the triggering of apoptosis,

irrespective of apoptosis-inducing stimuli, and in the establishment of an apoptosis-resistant phenotype in PCa cells.
Cell Death and Disease (2010) 1, e75; doi:10.1038/cddis.2010.52; published online 16 September 2010

Subject Category: Cancer

Early and pivotal events in apoptosis are how known to occur
in mitochondria and the endoplasmic reticulum (ER), where
the release of cytochrome ¢ from the mitochondria and
calcium (Ga2*) from the ER into the cytosol is a requisite for
apoptosis in many cases.” Irrespective of apoptosis-induced
stimuli, a lethal influx of Ca?* constitutes a sine qua non
condition of apoptosis. The recruitment of three major Ca2+-
dependent apoptotic mechanisms, mitochondrial, cyto-
plasmic and ER, were already shown (for reviews, see
Prevarskaya et al.,? Pinton et al® and Norberg ei al*).
However, until now, the specific mechanisms through which
Ca?* dynamics are controlled and by which Ca®* partici-
pates in apoptotic cascades have been elusive. The function
of Ca2* in apoptosis is particularly fascinating, especially
when we consider the prominence of Ca®* in regulating a
multitude of physiological processes and the involvement of
perturbed cellular Ca®* homeostasis in the pathogenesis.
Prostate cancer (PCa) is the second most lethal tumor
among men, wherein the major hallmark is the acquired
resistance to apoptosis rather than enhanced proliferation.>®
The early stage of PCa depends on the androgens needed for

growth and survival, and androgen ablation therapy may at
this time be effective in causing the tumor to regress due to
the induction of massive apoptosis.” Unfortunately, PCa
progresses into an androgen-independent stage, causing
cancer relapse with the appearance of more aggressive cell
phenotypes characterized by enhanced apoptosis resistance.
Despite a growing number of studies, the mechanisms leading
to these phenotypes are still poorly defined, even though
understanding the factors that drive PCa to apoptosis
resistance is vital for the development of new therapies for
advanced PCa.

A number of studies have shown that a large, sustained
influx of Ca2™* triggering apoptosis in cancer cslls is provided
by capacitative or store-operated Ca2* entry (capacitative
calcium entry (CCE) or store-operated calcium entry
(SOCE)), mediated by store-operated channels (SOCs).%?
8OCs are located in the plasma membrane (PM) and are
activated by store depletion in the ER. Ca2* entry via SOCs
induces a sustained increase in the cytosolic Ca®* concen-
tration, thus restoring the ER Ca2* content. Therefore,
when SOCs are activated, they regulate both cytosolic and
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ER intraluminal Ca2* concentrations. This is one reason why
S0OCs have become of great interest as potential apoptosis
regulators.® Moreover, we have previously shown that the
inhibition of apoptosis in androgen-independent PCa cells
was associated with the downregulation of SOCs due to a
decrease in the number of functional channels.?® Never-
theless, despite considerable progress in the understanding
of SOCs, the molecular nature of the channels involvedin PCa
cell apoptosis, and thus contributing to the development of
apoptosis resistance, remains unknown.

Our work here focused on studying the molecular mechan-
isms involved in the enhanced apoptosis resistance of PCa
cells in their transition to the most aggressive hormone-
refractory stage.

Results

Orall and STIM1 expression and thelr Involvement In
CCE in steroid-deprived PCa cells. The whole-cell
configuration of the patch-clamp technique was used to
compare the amplitudes of SOC current (/soc) in lymph node
carcinoma of the prostate cells (LNCaP) and steroid-
deprived LNCaP (LNCaP-ST) cells. As documented in
Figure 1a—c, lsoc induced by the cell dialysis, with the
basic intracellular solution supplemented with either IP3
(100 uM) or EGTA (5 mM) (EGTA + BAPTA), was approxi-
mately 50% lower in LNCaP-ST cells compared with the
regular LNCaP cells. This correlated nicely with the decrease
in Orai1 expression in LNCaP-ST cells (Figure 1d) as
assayed by the quantitatve PCR and western blotting
(Figure 1f). As Orail is known to colocalize with the ER
Ca®’* sensor, STIM1, at ER-PM junctions and requires
STIM1 translocation into punctate structures to be
activated,' we also checked for STIM1 expression during
steroid deprivation. In contrast to Orai1, the expression of
STIM1 remained invariable irrespective of whether or not
androgens were present in the culture medium (Figure 1d).

To demonstrate the involvement of STIM1 and Orait in Isoc
in LNCaP cells, we conducted a series of siRNA-mediated
knockdown experiments. As shown in Figure 1e-h, a 24-h
treatment with siRNA against Orail (si-Orai1) significantly
reduced Orail mRNA (Figure 1g) and protein (Figure 2e) in
LNCaP cells. This was paralleled by a decrease in the |Ps- as
well as EGTA + BAPTA-evoked /soc density by 75.4£7.5%
and 77.8+11.3%, respectively (Figure 1e). Similarly, the
use of siRNA against STIM1 (si-STIM1) specifically dec-
reased STIM1 protein expression by approximately 80%
(Figure 1i) and correlated with a reduction in both IP5- and
EGTA +BAPTA-induced /soc density by 80.5t8.4% and
83.5 + 4.2%, respectively (Figure 1h).

Downregulation of Orai1 confers apoptosis resistance to
LNCaP cells. In view of the major role of Orai1 in PCa cells’
SOCE and the decrease in Orail expression following
androgen withdrawal, we next sought to examine Orail
involvement in apoptosis. The classic apoptosis inducer,
thapsigargin (Tg, a SERCA pump inhibitor that triggers
Ca?*-dependent apoptosis via ER Ca2* store depletion and
SOCE (e.g., Prevarskaya et al.?)) was used.
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We used the TUNEL technique (including both negative and
positive controls) to measure the apoptosis rate of LNCaP
cells (Figure 2a). Cells were transfected with either si-Orai1 or
si-Cirl and the day after treated with 1 uM TG for 24h. As
revealed by TUNEL staining, a 24-h Tg treatment is sufficient
to induce apoptosis in around 50% of LNCaP cells (Figure 2b).
However, knocking down Orail expression (with si-Orai1,
Figure 2e) made the cells much more resistant to Tg-induced
apoptosis (4.24 + 1.47 versus 48.4 + 4.9%; Figure 2b). This
result was confirmed by Hoechst nuclear staining, which
revealed 27% of apoptosis in control cells after a 24-h Tg
treatment and approximately 8% in si-Orai1-transfected cells
(Figure 2c¢). Thus, Orai1 appears to be an important player
in Tg-induced apoptosis, most likely as the key provider of
lethal Ca?* influx in response to Tg-induced ER Ca®* store
depletion and consecutive SOCE. To validate the role
of Orai1 in response to physiological pro-apoptotic signals,
we conducted similar experiments with tumor necrosis factor «
(TNFa). TNFz 10 ng treatment for 48 h triggered apoptosis in
7.25% of the control LNCaP cells, and in only 2.5% of the
Orai1-knockdown LNCaP cells (Figure 2d).

To assess whether Orail underexpression could be
involved in resistance to chemotherapy-induced apoptosis,
we also investigated the cisplatin- and oxaliplatin-evoked
apoptosis. The use of 20 uM cisplatin (Y) and 40 uM oxaliplatin
(X), two very strong alkylating agents, resulted in an apoptosis
rate that was significantly diminished in the Orai1-knockdown
LNCaP cells (Figure 3a). Even in the case of these strong
alkylating agents si-Orai1 was able to protect the cells against
apoptosis (Figure 3b). Moreover, a 24-h pretreatment with
either 20 uM cisplatin or 40 uM oxaliplatin showed a statisti-
cally significant increase in basal Ca2™ level as compared
with control DMSO-treated cells (data not shown). These
data provide the evidence of the possible link between the
alkylating agent and Ca®*-homeostasis. Thus, our data
suggest that Orai1 underexpression might prevent apoptosis
triggered either physiologically or by chemotherapies and thus
might be important in PCa progression.

Loss of Orall function protects LNCaP cells agalnst
Tg-induced apoptosis. To further study the role of Orai1
in apoptosis, we used two functional Orail mutants
described as Igoc inhibitors: the ‘selectivity mutant’ R91W,
which prevents Ca®* permeation through Orai1,’ and the
‘coiled-coiled mutant’ L273S, which impairs the interaction
between STIM1 and Orai1 and thus inhibits its activation.'?
Electrophysiological measurements on LNCaP cells
transiently transfected with the YFP-tagged R91W mutant
(YFP-Orai1-R91W) or YFP-tagged L273S mutant (YFP-
Orai1-L273S) (Figure 4a) revealed a significantly reduced
IPs- and EGTA + BAPTA-evoked /soc density compared with
the control LNCaP cslls, consistent with the negative action
of these mutants on endogenous Orai1 function.

Moreover, similar to what has been observed with an
siRNA-mediated Orai1 knockout, LNCaP cells transfected
with any of the Orai1 mutants showed an enhanced resistance
to Tg-induced apoptosis. A 24-h exposure to Tg caused
22 +4% of apoptosis in the control LNCaP cells, and in the
cells transfected with YFP-Orai1-R91W or YFP-Orai1-L273S,
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Figure 1 The expression of Orail and STIM1 in steroid-deprived prostate cancer epithelial cells and their involvement in SOCE. (a, b) Representative time courses of lsoc
developmant (measured at —100mV holding potential) in control LNCaP (black circles) and LNCaP-ST (white squares) calls in response to the dialysis of 100 uM IP;
(a) or 5mM EGTA (b). (¢) Quantification of IPy- and EGTA + BAPTA-inducad lsoc densities in control LNCaP (black columns, 2.25 + 0.23 pA/pF, n=23 and 0.73  0.18 pA/pF,
n=31, respectively) and in LNCaP-ST (white columns, 0.96 + 0.32 pA/pF, n= 17 and 0.42 + 0.12 pA/pF, n=21, respectively) cells. (d) Real-fime quantitative PCR showing
the expression of Orail and STIM1 in control LNCaP cells (CT) and LNCaP cells cultured for 3 days in steroid-deprived medium (3 days). (e) Quantification of IP5- and
EGTA + BAPTA-induced /soc densities in LNCaP following 24 h of transfection with control sIRNA (gi-Ctrl, white columns, 1.78 £0.18 pA/pF, n=23 and 0.56 + 0.13 pA/pF,
n=22, respectively) and anti-Orail siRNA (si-Orai1, black columns, 0.44 £ 0.13 pA/pF, n= 19 and 0.12 1 0.06 pA/pF, n= 22, respectively). (f) A western blotting experiment
showing the relative expression of Orail protein upon androgen withdrawal in LNCaP cslls. The data are normalized to the expression of B-actin. (g) Representative RT-PCRs
showing the dynamics of Orai1 mRNA expression in LNCaP cells following 24, 48, or 72 h of transfection with anti-Orai1 siRNA (si-Orai1); CT stands for the cells ransfected
with control si-RNA; the numbers represent the relative amounts of Orai1 mRNA compared with S-actin mRANA. (h) Quantification of IPs- and EGTA + BAPTA-induced lsoc
densities in LNCaP following 24 h of transfection with control SIRNA (si-Ctrl, white columns, 2,52 + 0.28 pA/pF, n=18 and 0.70 + 0.05 pA/pF, n= 24, respectively) and
anti-STIM1 siRNA (si-STIM1, black columns, 0.49 + 0.23 pA/pF, n=18 and 0.11 + 0.03 pA/pF, n =23, respectively). (I) Representative westem blot showing the dynamics of
the hSTIM1 protein (77 kDa) expression in LNCaP cells following 24, 48 or 72 h of transfection with anti-hSTIM1 siRNA (si-STIM1); CT stands for the cells transfected with
control si-ANA; numbers represent relative amounts of hSTIM1 protein compared with -actin protein (42 kDa). Throughout the figure, (*) and (**) denote statistically
significant differences with P<0.05 and P<0.02, respactively

Current density

the apoptosis rate was decreased by approximately 70-80%
(6 £ 3% and 5 + 2%, respectively; Figure 4b).

Taken together, these data indicate that Orai1 forms
a major Ca®* entry pathway required in Ca2™*-induced

apoptosis: the downregulation or the loss of Orai1 function
triggers apoptosis resistance. On the other hand, the Orail
gain of function by co-expressing both CFP-tagged Orail
and YFP-tagged STIM1 in LNCaP cells produced a 10-fold

w
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Flgure 2 Underexpression of Orail protects LNCaP cells against apoptosis. (a) Apoptotic cells revealed using TUNEL technique. (b) Quantification using TUNEL of the
apoptosis rate (Ctrl, DMSO-treated, gray columns) and apoptosis induced by Tg (1 uM, 24 h, black columns) in control LNCaP cells (si-Ctrl) and LNCaP cells with si-RNA-
mediated Orai1 silencing (si-Orait). (¢) Quantification using Hoechst technique of the apoptosis rate (Ctrl, DMSO-treated, gray columns) and apoptosis induced by Tg (1 M,
24 h, black columns) in control LNCaP cells (si-Gtrl) and LNCaP cells with si-RNA-mediated Orai1 silencing (si-Orait). (d) Apoptosis induced by TNF-x (10 ng/ml, 48 h, black
columns) in control LNCaP cells (si-Ctrl) and LNCaP cells with si-RNA-mediated Orai1 silencing (si-Orai1) (quantified using Hoechst techniqus). (8) A representative westem
blotting of si-Orai1 knockdown in LNCaP cells. The data are nomalized to the expression of f-actin. Throughout the figure, (*) and (***) denote statistically significant

differences with P<0.05 and P<0.01, respectively

increase in the Isoc density in response to the infusion of
either IP; or EGTA+BAPTA compared with the respective
controls (Figure 4c). At the same time, the co-expression of
Orail and STIM1 more than doubled the Tg-induced
apoptosis (50+6% versus 22+4% apoptosis rate;
Figure 4d). The control of CFP-tagged Orai1 and YFP-tagged
STIM1 transfections into LNCaP cells was performed using
confocal microscopy (Figure 4€). Thus, the amplification of
SOCE due to Orail and STIM1 overexpression correlates
with the marked increase in Tg-induced apoptosis.

Orai1 rescue restores Ca>* -induced apoptosis in LNCaP-ST
cells: a possible regulation by androgens. We have
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shown that the decrease in Orail expression and the
density of Isoc Wwere responsible for the apoptosis
resistance of androgen-deprived LNCaP-ST cells. To
further demonstrate the role of Orai1l in apoptosis, we
rescued Orail expression in LNCaP-ST cells. The cells

were transfected with CFP-tagged Orail. Orail
overexpression in LNCaP-ST cells resulted in an
approximate twofold increase of both IPg- and

EGTA + BAPTA-activated lsoc densities compared with the
respective controls (Figure 5a), indicating that Orail
overexpression was able, at least in part, to rescue SOCs
downregulated by androgen deprivation. This rescue
essentially restored the rate of Tg-induced apoptosis
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Flgure 3 The role of Orait in apoptosis induced by alkylating agents cisplatin
and oxaliplatin. (a) Representative images of apoptosis rate measured using the
Hoechst technique of LNCaP cells treated with 20 #M cisplatin, White armows
indicate the apoptotic nuclei. (b) A comesponding hi howing the

of LNCaP cells treated with either 20 uM cisplatin (Y) or 40 uM oxallplalln (X) in
siCT- and siOrai1-pretreated cells. (*) denotes statistically significant differences
with P<0.05 (quantified using the Hoechst technique)

of Orail-overexpressing cells (from 914% to 1616%),
bringing it closer to the value of normal LNCaP cells
(24 +7%, Figure 5b).

To establish the link between Orail and the androgen-
independent PCa phenotype, we sought to examine whether
the androgen receptor (AR) could regulate Orail expression.
To directly demonstrate that the oraif gene is dependent on
the functional AR, we used siRNA against AR (si-AR). As
shown in Figure 5d, after 48 h of siAR transfection, the mRNA
level of Orai1 was decreased by 70% in the LNCaP cells.
Patch-clamp experiments using siAR-transfected cells
revealed that their IPs- and EGTA + BAPTA-evoked Isoc
were also reduced by 63% and 67%, respectively (Figure 5c).
This result indicates that the AR could regulate Orail
expression. To further study this potential regulation, we have
also used the Matinspector 7.7.3 program (Genomatix Soft-
ware GmbH, Munich, Germany) to analyze the putative AR
binding sites on Orai1 promoter (see the appropriate section
of the discussion).

Discussion

The appearance of apoptotic resistance in cancer cells is a
crucial step for the development and progression of human
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Flgure 4 Loss of Orail function protects LNCaP cells against thapsigargin
(Tg)-Induced apoptosis. (a) Quantification of IPs- and EGTA + BAPTA-induced lsoc
densities in control LNCaP cells (peDNA3, black columns, 1.8 +0.15 pA/pF, n=18
and 0.8+ 0.15 pA/pF, n= 14, respectively) and LNCaP cslls ransfected with YFP-
Oraii L2735 (dark gray columns, 0.41 + 0.18 pA/pF, n=18 and 0.34 + 0.12 pA/pF,
n= 16, respectively) or YFP-Orai1 R91W (gray columns, 0.46 +0.12 pA/pF, n=18
and 0.25+0.08 pA/pF, n= 16, respectively). (b} Quantification of the baseline
apoptosis (pcDNA3, DMSO-treated, gray columns) and apoptosis induced by
Tg (1 4M, 24h, black columns) in control LNCaP cells (Ctrl) and LNCaP cells
transfected with Orai1-L273S or Orai1-R91W mutants (quantified using Hoechst
tachnique). (c) Quantification of [Ps- and EGTA + BAPTA-induced /soc densities
in control LNCaP cells (Ctrl, gray columns, 2.1+0.18pA/pF, n=19 and
19+ 2.8 pA/pF, n=232, respectively) and LNCaP cells co-transfected with YFP-
STIM1 and CFP-Orail (black columns, 0.75%0.12pAjpF, n=16 and
3.1+0.75pApF, n=33, respectively). (d) Quantification of the baseline
apoptosis (pcDNA3, DMSO-treated, gray columns) and apoptosis induced by Tg
(1 #M, 24 h, black columns) in control LNCaP cells (pcDNA3) and LNCaP cells
co-ransfected with YFP-STIM1 and CFP-Orail (quantfied using Hoechst
fechnique). (8) Representative images of LNCaP cell co-transfected with YFP-
STIM1 (left) and CFP-Orai1 (middle) and their overlay (right). A white bar in the left
panel represents 5um distance. Throughout the figure, (*) and (**) denote
statistically significant differences with P<0.05 and P<0.01, respectively

PCa to the hormone-refractory androgen-independent pheno-
type. In the present study, we report three major findings that
will allow the understanding of the mechanisms for the
acquisition of apoptosis resistance by PCa cells: (i) the
decrease of the endogenous Isoc is a characteristic feature of
the androgen-independent phenotype, caused by the down-
regulation of the Orai1 channel; (ji) the downregulation of both
Orail expression and Ilsoc is used by the PCa cells to develop
the apoptosis resistance crucial for PCa development and its
progression to the hormmone-refractory stage; (jii) Orail is a
common link between Ca®+ and apoptosis, irrespective of the
nature of the apoptosis-triggering stimuli.

The involvement of Ca®*-dependent mechanisms in the
induction and regulation of apoptosis is now well established.

=
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Figure5 Rescue of Orail in androgen-deprived prostate cancer cells abolishes
apoptosis resistance. (a) Quantification of IPg- and EGTA + BAPTA-induced lsoc
densities in control LNCaP-ST cells (pcDNA3, gray columns, 0.89 +0.13 pA/pF,
n=13 and 0.3310.11pA/pF, n=14, respectively) and LNCaP-ST cells
transfected with CFP-Orail (black columns, 2.1+0.18pA/pF, n=21 and
0.75+0.12pAlpF, n=23, respectively). (b) Quantification of the baseline
apoptosis (pcDNA3, DMSO-treated, gray columns) and apoptosis induced by Tg
(1 M, 24 h, black columns) in control LNCaP cells and in LNCaP-ST cells with or
without Orai1 rescued by transfection with CFP-Orai1 (quantified using the Hoechst
technique). (¢) Quantification of IP3- and EGTA + BAPTA-induced /soc densities in
LNCaP following 48 h of transfection with control SIRNA (si-Ctrl, white columns,
2.01£0.19 pA/pF, n=19 and 0.78 * 0.25 pA/pF, n= 18, respectively) and anti-
AR siRNA (si-AR, black columns, 0.81 £ 0.14 pA/pF, n=21 and 0.32 £ 0.10 pA/pF,
n=15, respectively). (d) Representative RT-PCRs showing changes in Orai1
and androgen receptor (AR) mRNA expression in LNCaP cells following 48 h of
transfection with ant-AR siRNA (si-AR) compared with the cells transfected with
control si-RNA (CT); numbers represent relative amounts of Orai1 and AR mRNA
compared with S-actin mMRNA. Throughout the figure, (*) and (**) denote statistically
significant differences with P<0.05 and P<0.02, respectively

Alterations in the ER storage capacity and SOC activity seem
to have a major role in the establishment of an androgen-
independent apoptosis-resistant phenotype of PCa cells.
Indeed, as we have shown in our previous works on
androgen-independent, apoptosis-resistant phenotypes of
LNCaP PCa cslls (such as androgen-deprived LNCaP cells,
LNCaP cells overexpressing the anti-apoptotic Bcl-2 protein
and neuroendocrine-differentiated LNCaP cells), increased
resistance to Tg- and TNF-az-induced apoptosis is character-
ized by (i) the reduced basal CaZ* filling of the ER pool and
(ii) reduced store-operated CaZ* entry.5'® The primary
trigger for apoptosis in androgen-dependent cells is ER store
depletion and a sustained Ga®* influx may not even be
required.® Interestingly, for androgen-independent cells, ER
store depletion per se is not sufficient to induce cell death
without the lethal Ca2* influx from SOCE.?®4 Therefore, the
identification of the molecular nature of SOC and their
activation/regulation mechanisms are of great importance
for controlling androgen-independent PCa cell apoptosis.
During recent years, a new molecular candidate for SOC
termed Orail has been identified and characterized. Orai1
mediates CRAC currents and SOGCE in a large variety of cells
and is involved in a wide range of cell functions, including
endothelial cell proliferation,’ lymphocyte proliferation,'®
mast cell activation, '® as well as skeletal muscle development

Cell Death and Disease

© 2012 Tous droits réservés.

Thése de Matthieu Vandenberghe, Lille 1, 2011

and a contractile function.'” However, despite the suggested
pivotal role of SOCs in the apoptosis resistance of PCa cells,
the involvement of Orai1 in prostate-specific SOC, as well as
in Ca?*-dependent apoptosis of PCa cells, has never been
studied.

In the present study, we have shown that Orai1, an ion
channel in the PM, and STIM1, as a signal transducer from the
ER, represent the major molecular components of SOCE in
PCa epithelial cells: the siRNA-mediated knockout of any of
them strongly diminishes Isoc in LNCaP cells. However, as
only Orail expression was found to decrease in LNGaP
cells following androgen deprivation, we hypothesized that
the downregulation of Igoc, which follows the transition of
PCa cells to androgen independence and apoptosis resis-
tance, is associated, at least in part, with the reduction of
Orail levels.

Androgen ablation therapy in prostate adenocarcinoma
induces an involution of prostate tissue mainly through the
enhancement of cellular apoptosis.'® However, a subset of
malignant cells emerges as a new population of apoptosis-
resistant cells. The enrichment of the prostate with such cell
phenotypes eventually causes virtually all tumors to relapse
into an androgen-independent, more aggressively growing
type."’

Androgens have an essential role in prostate carcinogen-
esis and androgen independency of the most malignant
androgen-independent phenotype, which is known to arise
from loss of the AR (e.g., Bonkhoff'®). Therefore, we assumed
that the decrease in Orail expression and Isoc density
following the induction of LNCaP cell differentiation by
androgen withdrawal occurs because orai1 gene expression
might be regulated by the functional AR. Our data showed that
AR silencing in LNGCaP cells leads to a dramatic decrease in
Orail expression as well as in Isoc density. The structure of
the promoter of such a classic androgen-dependent gene as
the prostate-specific antigen usually includes an androgen-
responsive element (ARE) close to the transcriptional start
site and other AREs located several kilobase pairs upstream
within the enhancers.?® In order to estimate a possible orait
gene regulation by AR, we studied the human Oraif promoter
sequence. The genomic sequence corresponding to 6200 bp
upstream and 100 bp downstream of hOrai1 ATG was used
for the transcription factor analysis. The Matlnspector 7.7.3
program was used to analyze the putative AR binding sites.!
The orai1 promoter sequence was analyzed for the presence
of AREs using a prostate-specific matrix, which is associated
with transcription factors that are expressed and transcrip-
tionally active in this tissue. We identified several AREs: three
of them located at —3700, —4105 and —4700bp from the
Orai1 ATG codon with more than 80% of matrix similarity.
These results may suggest that Orai7 is probably an
androgen-responsive gene in the prostate. Moreover, given
that Orail represents a key component of prostate-specific
SOC, we hypothesized that the decrease of functional SOCs
during PCa progression to the aggressive androgen-indepen-
dent stage results from downregulation of the functional AR
and ultimately the deregulation of Orai1.

The transition to the androgen-independent phenotype not
only influsnces Orail expression and the SOCE, but, more
importantly, the acquisition of apoptosis resistance also.
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We have found that susceptibility of the cells to the induction
of Ca®* -dependent apoptosis was always in direct correlation
with Orai1 expression and Isoc density: the lower the current
density (i.e., low Orai1 expression), the higher the apoptosis
resistance is (i.e., low apoptosis rate). This correlation existed
independently of the experimental tools used to reduce Orail
expression and activity: the androgen-dependence status of
the LNCaP cells (i.e., androgen deprivation or AR silencing),
the targeted downregulation of Orai1 (anti-Orai1 siRNA) or
Orai1 mutants. Interestingly, the pro-apoptotic effects of Orail
were independent of the apoptosis-inducing stimuli. Orail
downregulation is likely to diminish the sustained cytosolic
Ca®* increase and protect PCa cells from apoptosis. We first
used a classical Ca®* -dependent apoptosis inducer, Tg. Tgis
a very powerful tool and as such was even recently proposed
to be used as a ‘smart bomb’ to target androgen-independent
PCa.?? Qur data demonstrate that Tg-evoked apoptosis was
predominantly mediated via Orai1 activation and the efficient
knockdown of the latter may be an important means to protect
the cell from eventual death. To distinguish between
direct and indirect Ca®*-dependent apoptosis, we used
another apoptosis inducer, TNFz, a pro-inflammatory cyto-
kine that deregulates Ca®* homeostasis by inducing ER
stress. According to our previous observations, TNFa is an
effective pro-apoptotic agent of PCa epithelial cells.® Indeed,
TNFa induced apoptosis of the LNCaP cells; however, even
this non-direct Ca?* -dependent mechanism was significantly
blocked by the Orail knockdown, suggesting that Orail-
mediated Ca®* entry has a major role in apoptosis, especially
in its early phase. Furthermore, we used two other strong
apoptosis inducers: cisplatin and oxaliplatin. These alkylating
agents react in vivo by binding to and causing crosslinking of
DNA, which ultimately triggers apoptosis (for a review, see
Gonzalez et al.?®). Cisplatin-induced DNA damage seems to
be a long and complex process of cell death and because
cisplatin is a nonspecific drug that reacts not only with DNA but
also with proteins, there is a possibility that an easier process
of initiation, such as damage to cytoplasmic proteins, may
take place.?® Moreover, inhibition of the proteasome induces
ER stress and also activates the unfolded protein response,
thereby triggering apoptosis.> Cisplatin has also been shown
to stimulate ER stress and increase ER dilation, intracellular
Ca?* levels, and cell death.2® This eventually links cisplatin
with ER stress and increased intracellular Ca®* levels, which
may be successfully inhibited by Orai1 knockdown with the
consecutive downregulation of Isoc and apoptosis in general.
In fact, we have previously shown that ER stress induces
Ca®* entry,?® and we observed that 24-h pretreatment with
either cisplatin or oxaliplatin increases the cytoplasmic
[Ca%*].

Finally, recent studies, conceming Orail activation, have
shown that the overexpression of both Orai1 and STIM1
induces a 20-fold increase in the /soc, resulting in a ‘monster
CRAC'# The gain of SOC function in the androgen-
dependent LNCaP cells in response to the overexpression
of Orai1 and STIM1 was manifested by the appearance of a
high-amplitude lsoc, which led to the marked enhancement of
Ca? " -dependent apoptosis. Moreover, the rescue of the lsoc
function by Orai1 overexpression in androgen-deprived
apoptosis-resistant LNCaP cells is able to restore the
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Figure 6 Schematic diagram summarizing the principal findings of this study.
The progression to androgen-independent PCa is lated with the app

of new cell phenotypes characterized by decreased SOCE due to the
downregulation of Orai1, which results in enhanced resistance to Ca®* -dependent
apoptosis. This natural process, which oceurred in the in vivo tumors, can be
mimicked by the artificial silencing of Orail expression or inhibition of Orai1 function
with dominant-negative mutants. On the other hand, rescuing Orail in androgen-
independent PGa cell phenotypes can restore the normal rate of Ca®*+ -dependent
apoptoss thus prowdlng the means for the perspective therapies of advanced PCa

apoptosis rate close to that of androgen-dependent PCa
cells. This result is especially impressive, as it is relevant to
the development of perspective therapies for advanced,
androgen-independent PCas.

Thus, we have shown the involvement of Orail as a
principal molecular component of native SOCs in the
Ca?*-dependent apoptosis of PCa cells. Our results con-
clude that the transition to the androgen-independent PCa
phenotype is associated with the loss of Orail expression
leading to the downregulation of SOCE, which precludes
cytosolic Ca2* increases that are sufficient enough to induce
apoptosis via well-known mitochondrial and cytosolic
mechanisms. In addition, reduced SOCE may contribute to
the chronic underfilling of ER Ca2* stores, which represent
the new state of equilibrium for androgen-independent PCa
cells,? further enhancing their apoptosis resistance (Figure 6).

Our data are consistent with the notion that SOCE and
Orai1 are important players in apoptosis induction. However,
it seems that apoptosis is not the only process directly related
to SOCE. A recent study revealed that Orai1/STIM1 and
SOCE are also essential for breast tumor cell migration,
invasion and metastasis.?® It also has been shown that the
SOCE and STIM1/Orai1 are involved in migration, prolifera-
tion,2® and cell cycle progression.®® Thus, Orai1/STIM1 and
SOCE seem to have important roles in the wide spectrum of
Ca?* -dependent cancer-related behaviors, and are expected
to have a significant impact on future research.

Materials and Methods

Cell culture. The androgen-dependent human PCa cell line LNCaP was
obtained from the American Type Culture Collection (ATCC, Manassas, VA, USA)
and maintained in culture in RPMI 1640 medium (Gibco-Life Technologies,
Carlsbad, CA, USA) supplemented with 10% fetal calf serum (Seromed, Poly-Labo,
Strasbourg, France), 5SmM L-glutamine (Sigma, L'lsle d’Abeau, France), and
kanamycin 100 pg/ml. Charcoal-striped fetal calf serum (10%) was added to phenol
red-ree RPMI medium together with kanamycin and L-glutamine (as above) to
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Table 1 List of primers used for Q-PCR assays (1-5) and siRNA sequences targeting hOrai1(6) or hSTIM1 (7)

No.  Name (accessionno.) Forward (5-...-3') Backward (5'-...-3') Expected product size (bp)
1. hSTIM1 (NM_003156) TGTGGAGCTGCCTCAGTATG CTTCAGCACAGTCCCTGTCA 112

2, hOrai1 (NM_032790) ATGGTGGCAATGGTGGAG CTGATCATGAGCGCAAACAG 115

3, HPRT (NM_000194) GGCGTCGTGATTAGTGATGAT  CGAGCAAGACGTTCAGTCCT 134

4. hOrai1 (NM_032790) CTTCAGTGCGTGCACCACAG CCTGGAACTGTCGGTCAGTG 450

5. B-Actin (NM_001101) CAGAGCAAGAGAGGCATCCT GTTGAAGGTCTCAAACATGATC 209

6. hOrai1 siRNA 5"-UGAGCAACGUGCACAAUCU (dTdT)-3'

7. hSTIM1 siRNA 5'-GGCUCUGGAUACAGUGCUC (dTdT)-3'

Sequences for the Q-PCR are indicated in italic script.

create steroid-deprived conditions. Cells were grown at 37°C in a humidified
atmosphere containing 5% CO,. The medium was replaced every 48 h. For the
experiments, cells were seeded in six-well plates for PCR and westem blotting,
35-mm culture for the patch-clamp experiments, and onto glass coverslips for the
confocal microscopy.

Electrophyslology and solutions. Macroscopic currents were recorded
from LNCaP cells in the whole-cell configuration of the patch-clamp technique using
a computer-controlled EPC-9 amplifier (HEKA Electronic, Lambrecht/Pfalz,
Germany), as previously described.2®

The position of the llular solution for patch-clamp recording was
(in mM): 120 NaCl, 5 KCI, 10 CaCl,, 2 MgCl,, 5 glucose, and 10 HEPES, pH 7.4
(adjusted with TEA-OH), osmolarity 310 mOsm/kg adjusted with D-mannitol. The
palch pipettes were filled with the basic intracellular pipette solution (in mM): 120
Cs-methane sulfonate, 10 CsCl, 10 HEPES, 10 BAPTA (1.2-bis(2-aminophen-
oxy)ethane N,N,N’,N’-tetraacetic acid), and 6 MgCl, (pH adjusted to 7.4 with CsOH
and osmolarity 295 mOsm/kg adjusted with D: itol). The y supple-
ments in the desired concentrations were added to the experimental solutions
directly from the appropriate stock solutions, dissolved in water, ethanol or
dimethylsulfoxide. All chemicals were purchased from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO,
USA). In the cours of the patch-clamp recording, drugs and solutions were applied
to the cells through the multiline microperfusion system with common outflow (Cell
MicroControls, Norolk, VA, USA) placed in close proximity {~200 um) to the
studied cell. The experiments were carried out at room temperature.

Waestern blotting. LNCaP cells were treated with an ice-cold lysis buffer
containing 10mM Tris-HCl, pH 7.4, 150mM NaCl, 10mM MgCl, 1mM PMSF,
1% Nonidet P-40, and protease inhibitor cocktail from Sigma. The lysates were
centrifuged at 15000 x gand 4°C for 20 min, mixed with a sample buffer containing
125mM Tris-HC|, pH 6.8, 4% SDS, 5% B-mercaptosthanol, 20% glycerol, and
0.01% bromophenol blue, and boiled for 5min at 95°C. The total protein samples
were subjectad to 8-10% SDS-PAGE and transferred to a nitrocellulose membrane
by semi-dry westem blotting (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA). The
membrane was blocked in a 5% milk TNT buffer (Tris-HCI, pH 7.4, 140 mM NaCl,
and 0.05% Tween 20) ovemight, and then probed using a specific rabbit polycional
anti-Orai1 antibody (1 : 200, ProScience, Poway, CA, USA) anti-mouse monocional
ant-STIM1 antibody (1 : 250, BD Biosciences, Mountain View, CA, USA) and anti-g8-
actin (Lab Vision Co., Fremont, CA, USA, 1/1000) antibodies. The bands on the
membrane were visualized by enhanced chemiluminescence (Plerce
Biotechnologies Inc., Fremont, CA, USA). A densitometric analysis was
performed using a Bio-Rad image acquisition system (Bio-Rad Laboratories).

RT-PCR. RT-PCR experiments were performed as previously described.®' DNA
amplification conditions included the initial denaturation step of 7 min at 95°C, and
36 cycles of 30 s at 95°C, 30s at 60°C, and 30 s at 72°C, and finally 7 min at 72°C.
Primers used are listed in Table 1.

siRNA transfection. LNCaP cells were transfected with 50nM of siRNA
against Orail, STIM1, and AR (Dharmacon Inc., Fremont, CA, USA) using 6 ul
Hyperfect transfection reagent (Qiagen Inc., Courtaboeuf, Francs), following the
manufacturer's instructions (see Table 1 for the siRNA sequences).

Nucleofection. The transfection of LNCaP with different plasmids was
carried out using Nucleofector (Amaxa GmbH, Kéln, Genmany) according to the
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manufacturer's instructions. In brief, 2 ug of the plasmid was transfected into
2 million trypsinized cells, which were then plated onto six-well dishes, 35-mm
dishes or onto glass coverslips for 48 h.

Immunocytochemlstry. Cells grown on glass coverslips were washed once
with PBS and fixed in 3.5% paraformaldehyde in PBS. Fluorescence analysis was
carried out using a Carl Zeiss LSM 510 connected to a Zeiss Axiovert 200M with
63 x 1.4 numerical aperture oilimmersion lens at room temperature. Both channels
were excited, collected separately, and then merged to examine colocalization using
Carl Zeiss LSM Image Examiner software (Le Pecq, France).

Apoptosls assay. The level of apoptosis was estimated from the number of
apoptotic nuclei revealed either by TUNEL assay (Roche Biochemicals, Burlington,
NC, USA) or by Hoechst staining. The percentage of apoptotic cells was determined
by counting at least five random fields for each condition done in triplicate for each n
(the detailed procedure has been described previously).?

Quantitative real-time PCR. The quantitative real-fime PCR of Orail,
STIM1, and HPRT mRNA transcript was done using MESA GREEN gPCR
MasterMix Plus for SYBR Assay (Euragentec, Angers, France) on the Biorad
GFX96 Real-Time PCR Detection System. The saquences of primers are indicated
in Table 1. The HPRT gene was used as an endogenous control to normalize
variations in the RNA extractions, the degree of RNA degradation, and variability in
RT efficiency. To quantify the results, we used the comparative threshold cycle
method described by Livak and Schmitigen.®

Orall and STIM1 and the sito-directed
Al of the procedures used to clone Orai1 and STIM1 and to
create the two Orail mutants, the ‘selectivity mutant’ R91W and the ‘coiled-coil
mutant’ L2738, have been previously described in detail.'2

Cloning of

Data analysis. For each type of experiment, data were accumulated from at
least five measurements. Electrophysiological data were analyzed offine using
HEKA (HEKA Electronic) and Origin 7.0 (Microcal Inc., Northampton, MA,
USA) software. The results were expressed as mean + S.E.M., where appropriate.
A Student’s ttest was used for the statistical comparison of the differances, with
P<0.05 considered as significant. In the graphs, (*) and (**) denote statistically
significant differences of P< 0.05 and P<0.01, respectively.
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“Role of Cationic Channel TRPV?2 in Promoting Prostate Cancer
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* . Les auteurs ont contribué a part égale dans ce travail

Le caractére agressif du cancer de la prostate est caractérisé par la transition des
cellules cancéreuse vers un phénotype indépendant des androgenes, elles deviennent alors
résistantes a I’apoptose. Cela s’accompagne d’une augmentation de la prolifération et de la
migration cellulaire (210). Cependant, la nature moléculaire des acteurs impliqués dans ces
phénomenes sont peu connus. Parmi les éléments régulant la migration des cellules
cancéreuses, le calcium semble jouer un réle primordial (211). Depuis quelques années, les
canaux de la famille TRP suscitent un intérét particulier et sont associés a de nombreuses
pathologies, et certains en particuliers a la cancérogenese, comme TRPM1 pour le mélanome
(212) ou TRPV6 et TRPMS dans le cancer de la prostate (145, 213). D’autres travaux ont mis
en évidence que le cana TRPV2 est, lui aussi, exprimé dans la prostate, mais son rdle dans la
cancérogenese est encore inconnu (214). Ce canal peut étre régulé par des lysophospholipides
impliqués, entre autres, dans la stimulation de la migration des cellules cancéreuses (215).

Le but de cette étude est d’identifier le role de TRPV2 dans le développement et la
progression de la tumeur prostatique et s’il peut constituer un marqueur de mauvais pronostic

pour les personnes atteintes du cancer de la prostate.
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Conclusion

Nous avons donc montré que la transition des cellules cancéreuses prostatique
vers un phénotype androgeno-indépendant s’accompagne de la nouvelle expression du
canal TRPV2. L’expression de ce canal permettrait alors de maintenir un taux de Ca*
cytosolique constant de par son activité constitutive. Ce canal participe, en fait, a la
migration et ’invasion des cellules cancéreuse prostatiques contribuant a la métastase

du cancer par I’intermédiaire des protéines MMP2, MMP?9 et cathepsine B.
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Tumor and Stem Cell Biology

Role of Cationic Channel TRPV2 in Promoting Prostate

Cancer Migration and Progression to Androgen Resistance

Michadl Monet'2, V'yacheslav Lehen'kyi', Florian Gackiere'2, Virginie Firej®, Matthieu Vandenberghe'?,
Morad Roudbaraki'?, Dimitra Gkika'-2, Albin Pourtier*, Gabriel Bidaux'-?, Christian Slomianny'2,
Philippe Delcourt’?, Frangois Rassendren®, Jean-Pierre Bergerat®, Jocelyn Ceraline’,

Florence Cabon®, Sandrine Humez'28

, and Natalia Prevarskaya'?

Abstract

Castration resistance in prostate cancer (PCa) constitutes an advanced, aggressive disease with poor
prognosis, associated with uncontrolled cell proliferation, resistance to apoptosis, and enhanced invasive
potential. The molecular mechanisms involved in the transition of PCa to castration resistance are ob-
scure, Here, we report that the nonselective cationic channel transient receptor potential vanilloid 2
(TRPV2) is a distinctive feature of castration-resistant PCa. TRPV2 transcript levels were higher in patients
with metastatic cancer (stage M1) compared with primary solid tumors (stages T2a and T2b). Previous
studies of the TRPV2 channel indicated that it is primarily involved in cancer cell migration and not in
cell growth. Introducing TRPV2 into androgen-dependent LNCaP cells enhanced cell migration along with
expression of invasion markers matrix metalloproteinase (MMP) 9 and cathepsin B. Consistent with the
likelihood that TRPV2 may affect cancer cell aggressiveness by influencing basal intracellular calcium le-
vels, small interfering RNA-mediated silencing of TRPV2 reduced the growth and invasive properties of
PC3 prostate tumors established in nude mice xenografts, and diminished expression of invasive enzymes
MMP2, MMPY9, and cathepsin B. Our findings establish a role for TRPV2 in PCa progression to the ag-
gressive castration-resistant stage, prompting evaluation of TRPV2 as a potential prognostic marker and

therapeutic target in the setting of advanced PCa. Cancer Res; 70(3); 1225-35. ©2010 AACR.

Introduction

Androgen ablation is initially beneficial to nearly all men
suffering from prostate cancer (PCa) because androgen-
dependent PCa cells undergo apoptotic death induced by such
treatment (1). Unfortunately, androgen ablation is only palli-
ative and patients relapse into castration-resistant PCa with
dramatic consequences (2). Indeed, androgen-independent
PCa cells do not enter the programmed cell death pathway
following androgen ablation (3). Thus, the major reason for
the ability of PCa cells to metastasize and kill the patient is
not related to their rate of proliferation but to their extensive
ability to survive once they have been disseminated to a dis-
tant site (4). These cells represent an androgen-insensitive and
apoptosis-resistant cell phenotype in the prostate (5), and
their abundance correlates with tumor malignancy, loss of
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sensitivity to androgens, and poor prognosis (6, 7). In addition,
the emergence of castration-resistant phenotype is concomi-
tant with an increase in overall tumor growth and progression
associated with enhanced level of cell migration (8). However,
the molecular and cellular mechanisms controlling hormone
refractoriness, apoptosis resistance, and migration of these
cells are only partially understood (9). Among the different
mechanisms regulating cancer cell migration, those that
involve calcium dependence have been supposed to play
a primary role (10, 11). The family of transient receptor
potential (TRP) cationic protein channels displaying ex-
traordinarily diverse activation mechanisms (12) has re-
cently received increasing attention, in particular, to their
link to human diseases (13-15). Some of these TRP chan-
nels have been reported to be involved in cancerogenesis:
TRPM1 in melanoma (13) and TRPV6 and TRPMS in PCa
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(15-17). Among them, the TRP vanilloid 2 (TRPV2) chan-
nel is the one for which the mechanisms of regulation or
the role in carcinogenesis is not known thus far. Recent
studies have shown that mRNA of TRPV2 is expressed in
prostate (18). TRPV2 function may be regulated by some
lysophospholipids identified and known to have a range
of physiologic and pathologic effects, including stimulation
of cancer cell migration (19-21). However, the question re-
mains as to how TRPV2 is involved in tumor development
and progression both ir vitro and in vivo to an extremely
aggressive castration-resistant stage and whether it could
be a real hallmark of poor prognosis in patients suffering
from PCa.

Materials and Methods

Cell culture. The androgen-dependent human PCa cell
line LNCaP and androgen-independent human PCa cell lines
LNCaP C4-2, DU145, and PC3 were obtained from the Amer-
ican Type Culture Collection and maintained in culture in
RPMI 1640 (Life Technologies) supplemented with 10% FCS
(Seromed, Poly-Labo), 5 mmol/L L-glutamine (Sigma), and
100 pg/mL kanamycin.

Cells were grown at 37°C in a humidified atmosphere con-
taining 5% CO,. Before fluorescence measurements, the cells
were trypsinized and transferred onto glass coverslips. Cells
were used 2 to 4 d after trypsinization. The medium was re-
placed every 48 h.

Generation of shTRPV2 vectors. Hybridized oligonucleo-
tides were cloned into pSilencer 4.1-CMV-puro vector (Am-
bion) following the manufacturer’s instructions and defined
as shTRPV2 I (sense, 5'-GGTAAGACGTGCCTGATGA-3') and
shTRPV2 II (sense, 5-TAAGAGTCAACCTCAACTA-3').

Naucleofection. Transfection of LNCaP or PC3 cells with
TRPV2-GFP or with shTRPV2 I or Il was carried out using
Nucleofector (Amaxa GmbH) according to the manufac-
turer's instructions. Briefly, 3 pg of vector were transfected
into 2 millions of trypsinized cells, which then were plated
into a T75 flask or onto the glass coverslips for 72 h.

Small interfering RNA transfection. LNCaP and LNCaP
C4-2 cells were transfected with 50 nmol/L small interfering
RNA (siRNA) against TRPV2 (siTRPV2; synthesized by Dhar-
macon, Inc.) using 6 UL TransIT-TKO transfection reagent
(Mirus, Inc.) following the manufacturer's instructions (see
Table 1 for the siRNA sequence).

Ca®" measurements using Fura-2 acetoxymethyl ester.
Before fluorescence measurements, the cells were trypsinized
and plated onto glass slips. The medium was replaced every
48 h. Cells were used 3 d after trypsinization. The culture me-
dium was replaced by a HBSS solution containing 142 mmol/L
NaCl, 5.6 mmol/L KCl, 1 mmol/L MgCl,, 2 mmol/L CaCl,,
0.34 mmol/L Na,HPQ,, 0.44 mmol/L KH,P0,, 10 mmol/L
HEPES, and 5.6 mmol/L glucose. The osmolarity and pH of
this solution were adjusted to 310 mOsm/L and 7.4, respec-
tively. When a calcium-free medium was required, CaCl, was
omitted and replaced by equimolar MgCl,. Dye loading was
achieved by transferring the cells into a standard HBSS solu-

tion containing 1 mmol/L Fura-2 acetoxymethyl ester (Calbio-
chem) loaded (45 min) for 40 min at 37°C, as described
previously (11), using a photomultiplier-based system (Photon
Technologies) and a double-wavelength (340 and 380 nm)
excitation protocol to quantify the absolute value of calci-
um concentration (22). All recordings were made at 37°C.
The cells were continuously perfused with HBSS solution
via a whole-chamber perfusion system. The flow rate of
the whole-chamber perfusion system was set to 1 mL/min
and the chamber volume was 500 mL. The basal Ca’* was
measured using HBSS solutions containing 0 and 2 mmol/L
Ca®". The relative increase in [Ca®*].,; was measured follow-
ing consecutive switch from free Ca™ medium to 2 mmol/L
Ca® medium.

Reverse transcription-PCR. Total mRNA was isolated
from cells as previously described (23). DNA amplification
conditions included an initial denaturation step of 7 min at
95°C; 36 cycles of 30 s at 95°C, 30 s at 60°C, and 30 s at 72°C;
and finally 7 min at 72°C. Primers used are listed in Table 1.

Antibody production. Rabbit polyclonal antibody anti-
TRPV2 was produced in the laboratory headed by Dr. Rassen-
dren (Centre National de la Recherche Scientifique UMR
5203, Institut National de la Santé et de la Recherche Médi-
cale U661, Montpellier, France). The polypeptide ASEE-
NYVPVQLLQS corresponding to 740 to 763 amino acids of
the COOH-terminal sequence of the human TRPV2 channel
(NM_016113) was injected into rabbit to produce a polyclon-
al anti-TRPV2 antibody.

T
rinor

experin LNCaP cells nucleofected with
TRPV2-GFP were washed twice with PBS and subjected to
fluorescence analysis using a Zeiss LSM 510 confocal micro-
scope and analysis software (AIM 3.2, Zeiss), as previously
described (23).

Western blotting. The experiments were carried out as de-
scribed previously (19). Membranes were reblotted twice:
first with the anti-NSE mouse monoclonal antibody (1:250;
Dako) and then with the anti-B-actin mouse monoclonal an-
tibody (1:500; NeoMarkers).

Migration assay. Cells were seeded onto the top of Trans-
well cell culture inserts with 8.0-um pore size (Falcon) at a
density of 30,000 per well (24-well format) in serum-free
culture medium. Cells were stimulated to migrate across
the filters by providing 10% FCS as a chemoattractant in
the assay chambers beneath the inserts. After 2 h, almost
two thirds of the cells were adherent to each filter in the
inserts. After 26 h of incubation at 37°C, nonmigratory cells
were removed from the top of the filter by scraping, whereas
cells that had migrated through the filter pores to the lower
face of the inserts were fixed in 4% paraformaldehyde in PBS
and stained with Hoechst (5 mg/L in PBS). Cells under each
filter were counted on five random examination fields (x200)
using a Leica DMIRB. Data are expressed as means of four
wells + SE.

Cell proliferation assay. Cells were plated at the initial
density of 500 per well for PC3 cells and 2,500 per well for
LNCaP cells in 96-well plates (Poly-Labo). After 48 h, cells
were cultured in the treatment medium (day 0). From day
0, half of the medium was changed daily for each condition.
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The CellTiter 96 AQueous Non-Radioactive Cell Proliferation
Assay (Promega Corp.) was used to determine the number of
viable cells (11).

Cancer lisswe sampling and total RNA exiraction. After
informed consent, patients with clear localized T2a and T2b
stages of PCa for whom a prostatectomy has been scheduled,
as well as patients with metastatic PCa having a stage M1
who were previously subjected to androgen ablation therapy,
have been included in a clinical research program (protocol
ID: 2897) funded by the Hopitaux Universitaires de Stras-
bourg (Strasbourg, France). A total volume of 3 mL of bone
marrow was aspirated at a scintigraphic-indicated metastatic
site. Microscopic observations were made from an aliquot of
each bone marrow aspirate to confirm the presence of meta-
static PCa cells. Total RNAs were extracted from small pieces
of localized tumor by the use of the RNeasy Midi kit (Qiagen)
and from bone marrow aspirates by the use of the Q[Aamp
RNA Blood kit (Qiagen) according to the manufacturer's pro-
tocol. Nine samples from both localized and metastatic PCa
were used in our study.

Quantitative real-time PCR, Quantitative real-time PCR
of TRPV2 mRNA transcript was done using MESA GREEN
gPCR MasterMix Plus for SYBR Assay (Eurogentec) on the
Bio-Rad CFX96 Real-Time PCR Detection System. The se-
quence of primers is indicated in Table 1. The 185 rRNA gene
was used as an endogenous control to normalize variations
in RNA extractions, the degree of RNA degradation, and var-
iability in RT efficiency. To quantify the results, we used the
comparative threshold cycle method described by Livak and
Schmittgen (24).

Animals, siRNA inj and tumorigenicity assays.
Studies involving animals, including housing and care, meth-
od of euthanasia, and experimental protocols, were con-
ducted in accordance with the local animal ethical
committee in the Institut André Lwoff in Villejuif, France.
Tumor cells (2 x 10° per mouse) were injected s.c. in 50%
(v/v) Matrigel (BD Biosciences) to 6- to 8-wk-old male nude

mice. Once tumors were exponentially growing, mice were
randomized for treatment (at least six animals per group)
and received daily i.p. either siRNA control (siCTL) or
siTRPV2 at a dose of 120 pg/kg diluted in PBS. Mice were
sacrificed after 17 d of treatment, and tumors were dissected
and weighed.

Data analysis. Results were expressed as mean + SE. Plots
were produced using Origin 7.0 (MicroCal Software, Inc.).
Each experiment was repeated at least three times. r indi-
cates the number of the cells per experiment. N indicates
the number of experiments performed. The Turkey-Kramer
test was used for statistical comparison among means and
differences, and P < 0.05 was considered significant.

Results

TRPV2 channel expression and fanction in human PCa
cell lines. We have studied the expression of TRPV2 channel
in the androgen-dependent human PCa cell line LNCaP,
the androgen-independent human PCa cell line LNCaP C4-
2 derived from androgen-dependent LNCaP cells, and the
castration-resistant human PCa cell lines DU145 and PC3
(Fig. 1A).

Short hairpin RNA (shRNA) TRPV2 I and 1I (PC3 shV2 I
and II) were nucleofected into PC3 cells to specifically inhibit
the expression of TRPV2 (Fig. 1B). TRPV2 knockdown with
shTRPV2 I or I in PC3 cells led to significant suppression
of both mRNA and protein of TRPV2 and NSE (Fig. 1B).
‘We have shown that the proliferation rate of PC3 cells trea-
ted with shTRPV2 I or II evaluated during 6 days is not sta-
tistically different as compared with PC3 pSilencer-treated
cells (N = 4; Fig. 1C). However, the cell migration is decreased
in PC3 cells treated with shTRPV2 I or II (59 + 11 cells for
PC3 shTRPV2 I and 58 + 12 cells for PC3 shTRPV2 11, =
4, N = 4; Fig. 1C) than in PC3 pSilencer cells (89 + 5 cells,
1 =4, N=4). The basal [Ca™].y, in PC3 treated with shTRPV2
I or I is lower (120 + 13 nmol/L and 110 + 9 nmol/L, r = 120,

Table 1. List of primers used for RT-PCR amplifications and a siRNA-TRPV2 sequence
'-forward-3' ‘-reverse-3' Product size (bp) Accession number

TRPV2 (a) CCGACTCGGAATACACAGAGG  TCGCACTGCTTGGTGCAAGCG 351 NM_016113.3
TRPV2 (b) AAAGGGAACAGGTGCCAGTCA  TCCCACTGCTTGGTGCAAGCG 475 NM_016113.3
NSE TGAGGGATGGAGACAAACAG CTTGTCGATGGCTTCCTTCAC 553 NM_001975.2
GAPDH TTCACCACCATGGAGAAGGC GGCATGGACTGTGGTCATGA 237 NM_002046.3
B-Actin CAGAGCAAGAGAGGCATCCT GTTGAAGGTCTCAAACATGATC 210 NM_001101

siRNA-TRPV2: 5'-UAAGAGUCAACCUCAACUdTAT-3"
Primers for quantitative PCR
TRPV2 CGAAGCCGAAAAGGAAGAC TCCAGCACACAGGCATCTAG 99 NM_016113
MMP2 GGAAAGCCAGGATCCATTTT ATGCCGCCTTTAACTGGAG 103 NM_004530
MMP9 TTGGTCCACCTGGTTCAACT ACGACGTCTTCCAGTACCGA 95 NM_004994
Cathepsin B CCAACACCAGCAGGCAG GCTGGGCTGCAGGCTCTC 99 NM_001908
188 CAGCTTCCGGGAAAGCAAAGTG  AATTAAGCCGCAGGCTGCAGTC 11 NR_003286
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Flgure 1. TRPV2 expression and function in PCa cells. A,
expression of TRPV2 mRNA in different PCa call lines at

the mRNA and protein levels. B, TRPV2 silencing downregulates
NSE expression. PC3 cslls were nucleofected with sither
pSilencer (PC3 pSil) or shRNATRPV2 | or Il (PC3 shTRPV2 | or PC3
shTRPV2 i) for 72 h. C, effects of TRPV2 silencing on cell
proliferation and migration of PC3 cells. Cell proliferation was
measured after 0, 1, 2, 3, or 6 d of transfection with shRNATRPV2 |
or Il and compared with PG3 pSilencer cells. Points and columns,
mean; bars, SD. The number of migrating cells was counted in
four fields per Transwell membrane, four membranes counted per
conditlon (N = 3). *, P < 0.05, compared with control cells. D,
TRPVZ affects basal [Caz*‘],:y. in PC3 cells (n = 120, N = 4 per
condition). *, P < 0.05, compared with control cells.
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Figure 2. TRPV2 contributes to the oncogenic potential of LNCaP C4-2 cells. A, TRPV2 silencing d I NSE exp ion. LNCaP C4-2 cells were

transfected with either 50 nmol/L siTRPV2 or siCTL for 72 h or untreated (vehicle) used as a control. B, expression of TRPV2 and NSE proteins in
LNCaP C4-2 cells. LNCaP C4-2 cells were transfected with either 50 nmol/L siTRPV2 or siCTL for 72 h. C, TRPV2 affects basal [Ca?*].,, in LNCaP C4-2 cells
(n = 120, N = 4 per condition). *, P < 0.05, compared with control cells. D, TRPV2 silencing by siTRPV2 decreases LNCaP C4-2 cell migration (N = 3).
*, P < 0.05, compared with control cells.

N = 4, respectively) than control pSilencer-transfected cells expression of TRPV2 and NSE proteins as compared with
(172 + 9 nmol/L, r = 120, N = 4) in the presence of Ca* in siCTL (Fig. 2B). The basal [Ca®].y is lower in LNCaP C4-2
the medium (Fig. 1D). This difference was abolished when cells transfected with siTRPV2 (77 t 2 nmol/L, n» = 120,
the cells were kept in Ca?*-free medium (data not shown). N = 4) than in LNCaP C4-2 cells transfected with siCTL
TRPV2 channel contributes to hormone refractoriness of (102 + 12 nmol/L, n = 120, N = 4) in the presence of Ca>*
LNCaP C4-2 cells. Semiquantitative reverse transcription- in the medium (Fig. 2C). Our results also show that LNCaP
PCR (RT-PCR) was used to show that LNCaP C4-2 cells C4-2 cell migration is drastically decreased in LNCaP C4-2
express TRPV2 mRNA in the control (transfected with a cells transfected with siTRPV2 (44 + 2 cells, z = 4, N = 4) than
vehicle) or with 50 nmol/L siCTL for 72 hours (Fig. 2A). To in LNCaP C4-2 cells transfected with siCTL (73 + 5 cells,
specifically silence TRPV2 mRNA, we transfected LNCaP C4- n =4, N = 4 Fig. 2D).
2 cells with 50 nmol/L siTRPV2 for 72 hours. We have also The role of TRPV2 channel in PCa aggressiveness. As we
shown that in LNCaP C4-2 cells treated with siTRPV2, the have shown, mRNA and protein of TRPV2 are not expressed
NSE expression is downregulated (Fig. 2A). A Western blot in human PCa cell line LNCaP (Fig. 3A); however, LNCaP
experiment was used to confirm that transfection with cells nucleofected with TRPV2-GFP (LNCaP TRPV2-GFP)
50 nmol/L siTRPV2 for 72 hours drastically diminished the expressed TRPV2 mRNA as compared with the cells
www.aacrjoumnals.org Cancer Res; 70(3) February 1, 2010
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Flgure 3. The effects of TRPV2 overexpression in androgen-dependent LNCaP cells. A, expression of TRPV2 in LNCaP cells nucleofected with

either pSilencer (LNCaP pSil)y or TRPV2-GFP for 72 h at the mRNA and protein level using Western blotting and confocal imaging; B, effects of TRPV2
overexpression on LNCaP cell proliferation and migration (N = 3). Points and columns, mean; bars, SD. G, TRPV2-GFP transfection affects basal
[Caz‘]q,. in LNCaP cslls (n = 120, N = 4 per condition). D, quantitative real-time PCR for LNCaP cslls nuclsofected with pTRPV2 plasmid as compared with
pcDNAS plasmid. The expression of TRPV2, MMP2, and cathepsin B is normalized to 18S gene expression. Columns, mean; bars, SD. *, P < 0.05,

compared with control cells.

nucleofected with a control plasmid pSilencer (LNCaP pSi-
lencer). We have shown that the growth of LNCaP cells is
not affected by the presence of TRPV2 channels (N = 4; Fig.
3B) measured during 7 days. The cell migration is strongly
increased in LNCaP TRPV2-GFP cells (46 + 2 cells, n = 4,
N = 4) than in LNCaP pSilencer cells (34 + 2 cells, n = 4,
N = 4; Fig. 2D). Basal [Ca®*]y, is higher in LNCaP TRPV2-GFP
cells (167 £ 7 nmol/L, n = 120, N = 4) than in LNCaP pSilencer

{103 + 6 nmol/L, n = 120, N = 4) in the presence of Ca’ in
the medium (Fig. 3C). Such markers of invasion as cathepsin
B and matrix metalloproteinase (MMP) 9 were shown to
be induced on the expression of TRPV2 in these cells (Fig. 3D).

Induction of TRPV2 expression during transition to
castration-resistant phenotype. A semiquantitative PCR
experiment showed that, under conditions of androgen
deprivation, the expression of TRPV2 mRNA is detected
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starting from 24 hours (Fig. 4A) and that this expression lasts
for several days of the treatment. We have shown that the
addition of Bt,cAMP and IBMX to the culture medium in-
duces TRPV2 mRNA expression in LNCaP cells after only
8 hours of treatment (Fig. 4B). Further, the siTRPV2 transfec-
tion into these cells reduces TRPV2 and NSE mRNA expression
in LNCaP treated with 1 mmol/L Bt,cAMP and 100 umol/L

IBMX for 6 days (Fig. 4C). We observed that both TRPV2
channel and NSE proteins were expressed (Fig. 4C), being
absent in LNCaP CTL. siTRPV2 transfection of LNCaP cells
treated with Bt,cAMP and IBMX showed the consequent
knockdown of both TRPV2 and NSE proteins. The basal
[Ca2+]cyt is higher in LNCaP cells (vehicle) treated with
Bt,cAMP and IBMX than in LNCaP CTL cells (vehicle; 125
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Figure 4. The involvement of TRPV2 channel in
e L T andragen ablation of LNCaP cells. A, TRPV2
S’ transcripts are upregulated in LNCaP cells treated with
[ a steroid-deprived medium. B, TRPV2 transcripts are
g 100 upregulated in LNCaP cells treated with 1 mmol/L
= Bt,cAMP and 100 pmol/L IBMX (LNCaP + Bi,CAMP +
8 - IBMX). C, effects of SIRNA TRPV2 on the mRNA and
[u] protsin levels. siRNA TRPV2 (50 ymol/L; siTRPV2)
L it for 72 h dowr TRPV2 transcripts as
3 so0H well as NSE transcripts In LNCaP + Bt,cAMP +
& IBMX cells. Nontransfected LNCaP + BtoCAMP +
] IBMX cells (Vehicle) or cells transfected with 50 pmol/L
o siRNA CTL (siCTL) for 72 h were used as control.
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Flgure 5. TRPV2 gene expression in PCa metastasis

and solid tumors and the role of TRPV2 in tumor development
in vivo. A, TRPV2 mRNA levels in localized and metastatic
PCa human samples (7 = 9 for each condition) were analyzed
by quantitative real-time PCR. Values are calculated as a
ratio to 18S rRNA expression. *, P < 0.05. B, weight of tumors
analyzed after the treatment with siCTL or siTRPV2 during
15 d. %, P < 0.05. C, effects of SITAPV2 treatment on the
mRNA Ievels of TRPV2, MMP2, MMP8, and cathepsin B in
tumor cells. *, P < 0.05, compared with the comresponding
levels in mice treated with siCT.
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+10 nmol/L and 78 + 3 nmol/L, n = 120, N = 4 per condition,
respectively) in the presence of Ca* in the medium (Fig, 4D).
Cell transfection with siCTL does not significantly modify
the basal [Ca®]y; (135 = 10 nmol/L for LNCaP treated with
Bt,cAMP and IBMX and 80 + 6 nmol/L for LNCaP CTL, re-
spectively, n = 120, N = 4 per condition) in the presence of
Ca® in the medium. It should be noted that transfection of
LNCaP cells with siTRPV2 had no effect on basal [Ca2+]cyt
(80 + 3 nmol/L, n = 120, N = 4) in the presence of Ca®" in
the medium. However, in LNCaP treated with Bt,cAMP
and IBMX, the transfection with siTRPV2 significantly de-
creased the [Caz“]cyt (96 + 4 nmol/L, n = 120, N = 4) in the
presence of Ca’* in the medium as compared with LNCaP
treated with Bt;,cAMP and IBMX and transfected with siCTL.

TRPY2 gene expression increases in PCa metastasis and
is involved in twmor development in vivo. A quantitative
real-time PCR showed that mRNA expression is ~12 times
higher in metastatic PCa samples than in localized PCa sam-
ples (n = 9 for each condition; Fig. 5A). The most pertinent
question was whether TRPV2 silencing could inhibit tumor
development ir vivo. Previously, a RNA interference in vivo
has been used to show that the androgen receptor is still re-
quired for the development of castration-resistant prostate
tumors (25). Similarly, the model of mice bearing xenografted
PC3 cell-provoked tumors has been created. Then, the mice
were treated on a daily basis during 17 days with either siCTL

or siTRPV2 at a dose of 120 pg/kg diluted in PBS. The weight
of tumors was significantly smaller in mice treated with
siTRPV2 than in siCTL-treated animals (Fig, 5B). To search
for the mechanisms that might account for the profound
effect of TRPV2 knockdown on the tumors, such markers of
invasion as MMP2, MMP9, and cathepsin B were shown to
be substantially downregulated on the TRPV2 knockdown
in vivo (Fig. 5C).

Discussion

In the present study, we report three major findings that
allow the understanding of human PCa development and
progression to castration-resistant phenotype. We have
shown for the first time that () the PCa tumor progression
to castration-resistant phenotype is characterized by the ex-
pression de novo of a cationic nonselective TRPV2 channel,
which may be served as a reliable prognostic marker of the
most aggressive castration-resistant stage; (b) the role of
TRPV2 in cancer cells derived from castration-resistant tu-
mors is to maintain an elevated level of cytosolic calcium
due to the constitutive activity of the channel; (c) the main
feature of the PCa metastatic cells—their ability to migrate
and invade the adjacent tissues—could be mediated by
TRPV2 activity via the direct regulation of such proteins as
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MMP2, MMP9, and cathepsin B used by the cancer cell to
invade.

The fact that the hormone refractoriness of PCa is featured
by the emergence of malignant cell phenotypes characterized
by uncontrolled proliferation, resistance to apoptosis, and
enhanced potential to invade has led us to the search of
some specific molecular intermediators helping PCa cells
to escape a natural regulation by hormones. In the context
of the present work, we report a nonselective cationic chan-
nel TRPV2 as a unique and distinguished feature of castra-
tion-resistant PCa. As the evidence, TRPV2 is ultimately
expressed in metastatic castration-resistant PCa samples
rather than in localized hormone-responsive PCa tumors. In-
deed, until now, TRPV2 channel has never been associated
with the development and progression of PCa. Unlike some
other TRP channels (e.g, TRPM8 channel), the expression
of TRPV2 channel does not require the presence and/or
activation of an androgen receptor (26). Therefore, it
seems likely that TRPV2 expression being confined to the
castration-resistant phenotype, which is no longer under
AR control, may be used by the cancer cell to increase its
oncogenic potential.

It has been previously shown that TRPV2 channels were
constitutively activated in TRPV2-overexpressing cell sys-
tems and induced an increase in basal [Ca“]cyt (27). Qur
results show that the basal [Ca%]cyt is higher in hormone-
resistant PCa cell lines, which express TRPV2, as compared
with androgen-dependent LNCaP cell line, which does not
express TRPV2, This increase in calcium is ultimately me-
diated by TRPV2 because, on the one hand, this high level
may be achieved by TRPV2 transfection into LNCaP cells
and, on the other hand, shRNA of TRPV2 prevents calcium
increase. Thus, by increasing basal [Ca®']cy., which is appar-
ently temporally and spatially regulated in the cancer cell,
TRPV2 channels contribute to the progression to castration-
resistant phenotype.

The transition of PCa cells to hormone-insensitive pheno-
type is a common feature of human prostate carcinoma (28,
29) and the appearance of neuroendocrine markers is con-
sidered to be associated with a poor prognosis and reduced
long-term survival (30). We have shown that TRPV2 expres-
sion is associated with the NSE expression in PC3 and
LNCaP C4-2 cells. It has been already shown that other neu-
roendocrine cell markers, PGP9.5 and chromogranin A, are
expressed in PCa derived from metastatic (lymph node and
bone) adenocarcinomas, suggesting that these cells had un-
dergone specific PCa neuroendocrine differentiation (31).
This is usually accompanied by the loss of a nuclear andro-
gen receptor (5) or, in the case of LNCaP C4-2, by the loss
of androgen sensitivity (32). Both steroid deprivation and
Bt,cAMP and IBMX treatments were used to restore in
the experimental conditions the consequences of androgen
ablation therapy in men in vivo. Interestingly, both treat-
ments resulted in the expression of TRPV2 channels in
androgen-deprived LNCaP cells, in increase in cytosolic
calcium levels, and in overexpression of NSE. The latter has
already been used as a marker because serum NSE in meta-
static PCa patients who underwent endocrine therapy is sig-

nificantly higher than that in nonmetastatic patients (33).
Our data were confirmed by the clinical i vivo studies using
the biopsies of the patients subjected to hormone ablation
therapy and who finally developed a castration-resistant
metastatic PCa.

TRPV2 was suggested to be a physiclogic sensor of hot
temperatures (34). It is also expressed in nonneuronal cells,
such as prostate cells (19, 35), or in human blood cells, sug-
gesting that, in addition to its role as a noxious heat sensor
(34), this channel may encompass other cellular functions
(36). One of such function of TRPV2 in cancer cells is the
control of cell migration. As we have shown, TRPV2 is pri-
marily involved in PCa cell migration and not in cell prolif-
eration. TRPV?2 silencing drastically decreased the migration
of the cancer cells derived from castration-resistant tumors
and that TRPV2 overexpression increased cell migration of
androgen-dependent LNCaP cells. Such a promigrative role
of TRPV2 has been also previously shown on macrophage
cells (37). To have an insight into the possible molecular
mechanisms responsible for TRPV2-induced enhanced po-
tential to invade, such markers of invasion as MMP2,
MMP9, and cathepsin B (38-40) were studied. We have
shown that the expression of the above enzymes directly
participating in the process of invasion is strongly depen-
dent on TRPV2 expression. Indeed, the transfection of
TRPV2 channel into androgen-dependent LNCaP cells in-
duces the expression of MMP9 and cathepsin B, and at
the same time, the siRNA knockdown ir vive leads to pro-
gressive downregulation of these markers in the xeno-
grafted tumors.

Moreover, our data obtained ir vivo using a nude mice xe-
nograft model show that TRPV2 silencing in mice bearing
TRPV2-expressing PC3 cell tumors significantly decreased
the tumor weight, suggesting that tumors void of TRPV2
channel are likely to undergo necrosis. The fact that siRNA
against particular target does not inhibit cancer cell prolifer-
ation or is implicated in cell survival in vitro, preserving its
strong antitumor effects in vivo, comes from the specific sup-
pression of this cancer cell migration. Indeed, the continuous
cell division inside of the tumor without any possibility to
invade the host in addition to restriction in oxygen and nu-
trition element supply leads eventually to tissue necrosis (see
ref. 41 for review),

Thus, the involvement of TRPV2 in the invasion process by
enhancing cell migration is evident for more aggressive PCa
cells and therefore seems vital for the PCa tumor in general.

In conclusion, we have discovered a new feature of cas-
tration-resistant PCa characterized by de novo expression of
a nonselective cationic TRPV2 channel. The latter has been
shown to manifest its activity via maintaining an elevated
intracellular calcium concentration. As a result of TRPV2
function, it contributes to enhanced cancer cell migration by
induction of key proteases—MMP2, MMP9, cathepsin B—and
is necessary for castration-resistant tumor development and
progression, as we have shown in vivo. Thus, TRPV2 channel
could be a prospective prognostic marker and potential ther-
apeutic target for future interventions to increase the life
expectancy of the patients.
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