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RESUME

Un vaste ensemble de preuves suggére que la (sur)expression du canal calcique TRPV6 est un
fait commun dans les cancers d’origine épithéliale dont le cancer de la prostate (PCa), sixiéme
cause de mortalit¢ due au cancer dans le monde. Il a ét¢ montré que TRPV6 est totalement
absent dans les tissus de prostate saine alors qu’il devient de plus en plus exprimé en fonction
du stade du cancer. Il a également ét¢ démontré que TRPV6 est directement impliqué dans le
controle de la croissance des cellules PCa, augmentant la prolifération mais aussi la résistance
a I’apoptose. TRPV6 constitue donc une cible intéressante. Cependant, aucun outil fiable
ciblant le canal TRPV6 n’a été reporté a ce jour pour étre utilis€ comme thérapie ciblée contre

le cancer.

Dans ce but, nous avons tout d’abord cibl¢ la premicre boucle extracellulaire ainsi que la région
du pore du canal avec la génération d’anticorps polyclonaux de lapin, respectivement rb79 et
b82. Nous avons montré que ces deux anticorps activent spécifiquement le canal TRPV6 in
vitro, permettant I’entrée massive de calcium a I’intérieur de la cellule, induisant un exces de
calcium dans la mitochondrie et entrainant ainsi la mort cellulaire par apoptose des cellules PCa

qui (sur)exprime ce canal a la membrane plasmique.

A la suite de ces résultats, nous avons tenté de générer des anticorps monoclonaux de souris.
Seul un anticorps monoclonal de souris dirigé contre le pore du canal a réussi a étre génére,
MABS?2. Cet anticorps, au contraire de rb79 et rb82, a pour effet de diminuer I’activité de
TRPV6, induisant une diminution de 1’entrée de calcium et conduisant a une diminution de la
viabilité cellulaire et de la résistance a 1’apoptose. Ces résultats suggerent que différents
mécanismes médiés par TRPV6 peuvent étre impliqués pour induire une répression de la
croissance des cellules PCa. De méme, ’utilisation de MABS2 in vivo sur des souris swiss nude
immunodéficientes ayant recu une xénogreffe de cellules PCa a montré une diminution
significative de la croissance tumorale et de I’apparition de métastases comparé au contrdle

MABAUI1 de méme isotype.

Nous avons également démontré la potentielle utilisation de TRPV6 comme marqueur
diagnostic de PCa en utilisant des coupes de tumeurs issues de patients. En effet, tb79 et
MABS2 marquent spécifiquement les coupes de PCa alors qu’aucun marquage n’est observé

dans des coupes de prostate saine.



En conclusion, nous avons généré des anticorps efficaces ciblant le canal calcique TRPV6 qui,
via la modification de son activité (activation ou inhibition), peuvent diminuer la croissance
tumorale a travers différents mécanismes, ce qui représente une alternative intéressante pour
traiter les tumeurs de la prostate a la fois a des stades précoces mais aussi a des stades plus
avancés. L’humanisation de ces anticorps est une des prochaines étapes dans 1’avancée des
¢tudes précliniques, qui sont nécessaires pour proposer I’utilisation d’anticorps ciblant TRPV6

chez des patients atteints de PCa.



ABSTRACT

A large body of evidence suggests that the (over)expression of the calcium channel TRPV6 is
a common finding in cancers of epithelial origin including prostate cancer (PCa) - the sixth
leading cause of cancer death worldwide. TRPV6 was shown to be completely absent in healthy
prostate tissue with its expression correlating to the PCa tumor grade. It has also been shown to
be directly involved in the control of PCa cell proliferation, increasing proliferation and survival
rates, as well as in the apoptosis resistance of PCa cells. TRPV6 is, therefore, a prospective
target, however, no reliable tool targeting the TRPV6 channel has been reported to date for use

as a targeted cancer therapy.

To achieve this aim, we firstly have targeted both large extracellular loop and the pore region
with the custom-made rabbit polyclonal antibodies, rb79 and rb82, respectively. These two
antibodies specifically activated TRPV6 channel in vitro, allowing massive calcium entry into
the cell, inducing mitochondria calcium overload and thus leading to the cell death via the
apoptosis in PCa cells which (over)express this channel at the plasma membrane.
Further attempt has been undertaken to generate mouse monoclonal antibodies whereas only
one monoclonal antibody directed against the channel pore was generated, i.e. MABS82. This
antibody, on the contrary to rb79 and b82, has decreased the TRPV6 activity and thus calcium
entry, resulting in the decrease of cell viability and resistance to apoptosis. These results suggest
that different mechanisms mediated by TRPV6 may be involved to induce PCa cells repression.
Similarly, the use of MABS2 in vivo in the immunodeficient swiss nude mice grafted with PCa
cells, showed a significant decrease in tumor growth and metastasis as compared to the control
MABAU1 of the same isotype.
Moreover, we have also demonstrated the potential use of the TRPV6 as a diagnostic marker
for PCa using patient tumor sections, since both rb79 and MABS82 have no staining of the

healthy prostate, but the clear staining of the PCa cells.

In conclusion, we have generated the efficient antibodies against TRPV6 calcium channel,
which, via the modification of its activity (either activation or inhibition), may repress PCa

tumor growth, though by the different mechanisms, and thus represent a prospective treatment
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against PCa at both early and advanced stages. The humanization of these antibodies is a further
step into the more advanced preclinical studies, which are necessary in order to propose the use

of these antibodies against TRPV6 in human patients suffering from PCa.
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I. LA PROSTATE ET LE CANCER

1) Physiologie de la prostate

a) Role physiologique

La prostate est une petite glande appartenant a I’appareil reproducteur masculin. Elle est
localisée sous la vessie, dans la cavité pelvienne, en avant du rectum et en arriére de la symphyse
pubienne (Figure 1). Elle entoure le canal de 1’urétre, qui évacue 1’urine stockée dans la vessie.
Chez I’adulte, la prostate mesure environ 3 cm de haut, 4 cm de large et 2 cm de profondeur
avec une masse d’approximativement 20 g. La prostate est facilement palpable par un toucher
rectal grace a sa consistance plutot ferme par sa face postérieure, ce qui permet de détecter une
potentielle hyperplasie bénigne (HBP). Cette glande est petite chez 1’enfant puis se développe
au fur et a mesure lors de la puberté sous I’effet des hormones sexuelles produites par les
testicules et les glandes surrénales. Elle devient donc, dés la puberté, fonctionnelle. Aprés 1’age
de 50 ans, elle devient la plupart du temps hypertrophiée pouvant conduire a une hyperplasie

bénigne de la prostate (HBP) avec des complications urinaires.

voles genilo-urinaires
masculines vasictla
seminale

vessie

COCCYX
canal
déférent

pubis —= SELE :
urétre _ \—J-/
: ol T
pénis e -
anus

epididyme

lesticule

Figure 1. Schéma montrant la localisation de la glande prostatique au sein des voies

génito-urinaires masculines (https:/www.arcagy.org/).
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La glande prostatique est une glande exocrine. Elle synthétise le liquide prostatique. Ce liquide
prostatique est contenu dans les vésicules séminales qui, avec les glandes de Cowper,
participent a la production du liquide séminal, fluide composant la majorité du sperme ayant
pour but de véhiculer les spermatozoides jusqu’a 1’ovule afin de le féconder. Le liquide
prostatique compose 10 a 30% du liquide séminal. Le liquide séminal aide notamment les

spermatozoides a survivre a I’intérieur du vagin (pH acide) jusqu’au col de 1’utérus.

b) Structure de la prostate

La partie supérieure de la prostate est appelée la base alors que la partie inférieure est appelée
I’apex. Cette glande est composée d’éléments nommés lobules composés eux-mémes de fibres
musculaires lisses, de terminaisons nerveuses, de vaisseaux sanguins formant un tissu de

soutien ainsi que de formations glandulaires permettant la sécrétion du liquide prostatique.

L’anatomie de la prostate a été établie par John McNeal (McNeal 1968; 1972; 1981) qui divise
cette glande en quatre régions différentes anatomiquement et fonctionnellement (Figure 2). Il
définit une zone périphérique, une zone centrale, une zone de transition et une zone antérieure

de stroma fibromusculaire :

- La zone de transition (ZT) est constituée de 2 lobes, situés dans la partie antérieure de
la prostate qui entourent I’uretre prostatique. Elle représente moins de 5% de la prostate.
Cette zone est le siege de I’hypertrophie bénigne de la prostate (HBP) (Villers, Steg, et
Boccon-Gibod 1991).

- La zone centrale (ZC) représente, quant a elle, 25% de la prostate glandulaire. De
forme conique, elle vient entourer les canaux é€jaculateurs en dessous de la zone de
transition en s’étendant de la base au veru-montanum.

- La zone périphérique (ZP) constitue 70% de la masse glandulaire. Elle recouvre les
faces latérales et postérieures de la prostate. Cette zone est le site préférentiel de
développement des cancers de la prostate (Greene, Fitzpatrick, et Scardino 1995).

- La zone de stroma fibromusculaire antérieur (SFMA) décrit la zone non glandulaire
de la prostate. Elle est constituée principalement de tissu stromal et de fibres musculaires

lisses.
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Figure 2. Schéma de ’anatomie zonale de la prostate (Adapté de McNeal, 1988
par Kaminski, 2018).

¢) Histologie

La prostate est composée de tissu glandulaire et non glandulaire. Le tissu glandulaire se
compose d’acini (entre 30 et 50), sécrétant le liquide prostatique a travers la lumicre, et de
canaux. Les acini sont composés de cellules basales en périphérie, pouvant étre associées
rarement a des cellules neuroendocrines, mais aussi de cellules luminales au centre. Ces cellules
luminales sont des cellules androgéno-dépendantes caractérisées par la présence de récepteurs
aux androgénes (J. T. Isaacs et Coffey 1989) qui vont produire et sécréter différents composants
du liquide prostatique, comme la kallicréine-3, aussi appelée antigeéne spécifique de la prostate
(PSA). Le tissu non glandulaire de la prostate se compose notamment de fibres musculaires

lisses, de fibres conjonctives et ¢lastiques formant le stroma.
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Figure 3. Composants cellulaires de la prostate (Barron et Rowley 2012).

d) Régulation hormonale

Les androgeénes sont des hormones stéroidiennes jouant un rdle clé dans les processus
physiologiques de la prostate. Elles interviennent ainsi au niveau de la prolifération, la
différenciation et la survie des cellules prostatiques (Dehm et Tindall 2006). Ainsi, la
suppression des androgenes chez ’homme entraine ’atrophie de la prostate (Schalken et
van Leenders 2003) qui s’explique par une diminution de la prolifération des cellules de la
prostate et une augmentation de la mortalité cellulaire (English, Kyprianou, et Isaacs 1989; C.
Lee 1981). Les androgenes jouent donc un réle de régulateurs dans les processus physiologiques
de la prostate et un déséquilibre peut engendrer des pathologies comme le cancer de la prostate.
Il existe chez ’homme plusieurs facteurs jouant un role dans 1I’organogénese prostatique : des
facteurs endocrines (sécrétions d’hormones produites dans d’autres parties que la prostate et

¢tant dans la circulation sanguine) mais aussi des facteurs paracrines (sécrétions d’hormones
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proches de la prostate) et des facteurs intracrines (produits par les cellules prostatiques) (Gerald

R. Cunha, Hayward, et Wang 2002; G. R. Cunha et al. 1987).

L’androgéne principal circulant chez I’homme est la testostérone. Le développement de la
prostate et son volume sont directement liés a la production de testostérone. Cette hormone est
produite au niveau des testicules par les cellules de Leydig (Jarow et Zirkin 2005). La
production de celle-ci est initialement régulée au niveau de I’hypothalamus. En effet,
I’hypothalamus sécréte une hormone, la LHRH (Luteinizing Hormone Releasing Hormone) qui
stimule la production d’hormones hypophysaires comme la FSH (Follicle Stimulating
Hormone) et la LH (Luteizing Hormone) qui vont, & leur tour, stimuler la sécrétion de
testostérone au niveau des testicules et des glandes surrénales (Figure 4). Les androgénes jouent
¢galement un réle important dans la différenciation des canaux de Wolff, de la prostate et des

organes génitaux masculins.

Dans la prostate, I’androgéne majoritaire est la Sa-dihydrotestostérone (DHT). La DHT est
métabolisée dans les cellules a partir de la testostérone par une enzyme appelée Sa-réductase
(Steers 2001). Le récepteur aux androgenes est un récepteur nucléaire pouvant se lier a la fois
a la testostérone et a la DHT mais avec une affinité 10 fois plus forte pour la DHT. La fixation
de la DHT au niveau des récepteurs aux androgenes entraine la translocation dans le noyau de
celui-ci, lui permettant d’agir comme facteur de transcription en se liant a un ARE (Androgen
Response Element) et en régulant I’expression de plusieurs génes impliqués dans la survie
cellulaire (J. Kim et Coetzee 2004), la différenciation des cellules prostatiques mais aussi dans
la production de PSA (Prostate Specific Antigen) (Zhao et Feldman 2001). Ainsi, dans la
prostate adulte, les androgénes maintiennent les cellules épithéliales dans un état différencié et

les cellules du stroma en quiescence.
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Figure 4. Régulation hormonale de la prostate (https://basicmedicalkey.com/).

2) Cancer de la prostate

La prostate est un organe pouvant étre soumis a diverses modifications entrainant des

pathologies comme :

= L’hyperplasie bénigne de la prostate (HBP) qui apparait souvent en corrélation avec le
vieillissement apreés 50 ans. L’HBP correspond a une augmentation du volume de la

prostate non cancéreuse. Cette augmentation de volume de la prostate peut venir faire
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pression sur I'urétre causant des problémes urinaires chez les personnes concernées.
L’HBP est la plupart du temps asymptomatique.

= La prostatite qui est une inflammation de la prostate souvent due a une infection
bactérienne touchant principalement les hommes jeunes. Elle peut étre décrite de 2
facons : la prostatite aigu€ qui peut causer des troubles urinaires et la prostatite
chronique.

= Le cancer de la prostate (PCa) qui se développe principalement au niveau de la zone

périphérique de la prostate.

a) Généralités sur le cancer

Le cancer nait de la transformation de cellules normales en cellules tumorales, un processus en
plusieurs étapes qui a généralement pour point de départ une lésion précancéreuse, laquelle
devient ensuite une tumeur maligne qui croit plus ou moins rapidement selon le type de cancer
et ’individu. Ces 1ésions, qui ont pour point de départ des mutations génétiques, sont la
conséquence d’interactions entre des facteurs génétiques propres a chacun et des facteurs
extérieurs plus ou moins cancérigénes. Les risques de formation de cancer augmentent
considérablement avec 1’age, souvent dus a I’accumulation ou a I’exposition longue de facteurs
cancérigénes ainsi qu’a des mécanismes de recombinaison génétique qui perdent en efficacité
et peuvent induire des mutations conduisant a un cancer. Il existe de nombreux cancérigenes

connus a I’heure actuelle qui peuvent se diviser en plusieurs catégories :

- Physiques : rayons UV, radiations etc...

- Chimiques : produits CMR, tabac etc...

- Biologiques : par des infections bactériologiques et virologiques par exemple

Le cancer constitue 1’une des principales causes de mortalité au monde. Un déces sur 6 dans le
monde est dii au cancer. Selon I’OMS, en 2020, les cancers avec la plus forte incidence étaient
: le cancer du sein (2,26 millions de cas), le cancer du poumon (2,21 millions de cas), le cancer
colorectal (1,93 millions de cas) ainsi que le cancer de la prostate (1,41 millions de cas) et les
cancers les plus mortels étaient : le cancer du poumon (1,80 millions de cas), le cancer colorectal

(935 000 cas) et le cancer du foie (830 000 cas).

La prostate est le siege de développement d’un des 6 cancers les plus fréquents chez I’homme

(4éme en termes d’incidence dans le monde). En France, le cancer de la prostate se situe au ler
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rang, en termes d’incidence, des cancers chez I’homme avec 50 400 nouveaux cas diagnostiqués
en 2018 avec un age médian du diagnostic a 68 ans (GLOBOCAN 2018). Mis a part I’age,
d’autres facteurs de risques entrent en compte. En effet, il y a une incidence plus forte chez les
populations africaines et sud-américaines alors que le PCa est peu présent chez les populations

asiatiques (Figure 5).

Ranking (Prostate), estimated age-standardized incidence rates (World) in 2020, males, all ages

1st(120)

2nd (22)

3rd (15) *®
4th (12)

5th (3)

6th - 10th (10)
>=11th (3)
Not applicable
No data

i

All rights reserved. The designations employed and the presentation of the material in this publication do not imply the expression of Data source: GLOBOCAN
any opinion whatsoever on the part of the World Health Organization [ International Agency for Research on Cancer concerning the 2020

Figure 5. Taux d’incidence du cancer de la prostate dans le monde en 2020

(GLOBOCAN 2020).

b) Symptomes

La plupart des cas de cancers de la prostate sont asymptomatiques, les troubles urinaires
étant, le plus souvent, dus a une HBP, trés fréquente chez les patients, et pouvant coexister avec
le cancer. Quand la tumeur se développe, les symptomes les plus communs sont une hématurie
(sang présent dans les urines) ou un blocage des voies urinaires (Litwin et Tan 2017). Les
métastases préférentielles du cancer de la prostate étant les métastases osseuses, avec dans la
plupart des cas des lésions ostéoblastiques, des douleurs osseuses peuvent également étre

observées (Yin, Pollock, et Kelly 2005).

¢) Diagnostic

Le diagnostic de la maladie est une étape cruciale dans le suivi de la croissance tumorale.

Plus le cancer est détecté a un stade précoce, plus les traitements seront efficaces. Le cancer de
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la prostate se développant lentement sans apparition de symptomes, il est nécessaire de le

détecter au plus vite.
Le dépistage se fait en 3 étapes :

- Le dosage du PSA (Prostate Specific Antigen) : le PSA peut étre dosé sur simple prise
de sang. Le PSA est sécrété presque exclusivement par les cellules prostatiques passant
en majorité¢ dans le sperme mais une faible quantité passe ¢galement dans la circulation
sanguine. Ainsi, la majorité des hommes présentent des taux normaux de PSA sanguin
inférieurs a 4 ng/ml (Lakes et Arsov 2019). Cependant, les cellules cancéreuses
prostatiques sécretent plus de PSA que les cellules saines. Pour cela, dans la plupart des
cas, I’apparition d’un cancer de la prostate est accompagnée d’un niveau de PSA
sanguin ¢levé (Moore et al. 1992). En outre, sa mesure est régulierement effectuée dans
les suspicions de cancer de la prostate. Néanmoins, des patients atteints de cancer de la
prostate peuvent présenter des taux de PSA normaux (10 a 15% des patients) et de ce
fait, ce test ne constitue pas a lui seul, une méthode efficace de dépistage du cancer de
la prostate. De plus, des taux de PSA ¢élevés sont également retrouvés chez des hommes
atteint de HBP ou d’une prostatite (Terrone et al. 2005). Actuellement, le dosage de
PSA n’est pas préconisé dans le dépistage du cancer de la prostate car des études ont
montré que cela ne permet pas d’améliorer le dépistage du cancer de la prostate
(Delporte, Villers, et Penel 2018).

- Le toucher rectal : le dosage par PSA est souvent suivi par la réalisation d’un toucher
rectal (celui-ci ne pouvant étre effectué¢ juste avant le dosage de PSA car il peut
augmenter les taux de PSA) par le médecin permettant d’évaluer le volume de la
prostate, sa texture et sa consistance. Ainsi, une augmentation du volume ou une
anomalie lors de I’examen peut signifier I’existence d’un PCa ou d’une HBP (Halpern
et al. 2018). Cependant, cet examen manque de sensibilité par le fait qu’il est nécessaire
que la tumeur soit relativement bien développée pour qu’elle soit détectée lors de
I’examen et donc celui-ci n’exclut pas la présence d’un PCa.

- La biopsie : elle constitue le seul examen fiable permettant de confirmer le diagnostic
du patient mais aussi de classifier le stade d’avancement de la tumeur. A 1’aide d’une
aiguille, une douzaine de fragments prostatiques sont prélevés via le rectum. Ces
¢chantillons sont ensuite analysés par des anatomopathologistes qui vont confirmer la

présence ou non de cellules cancéreuses dans les fragments prélevés. La biopsie peut
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étre utilisée si I’on a une suspicion de cancer (a la suite d’un taux de PSA ¢élevé ou un

toucher rectal anormal).

Ces derniéres années, ces techniques ont montré de nombreuses limites a la suite de leur manque
de sensibilité, leurs faux positifs et leurs faux négatifs et, pour cela, le dépistage du cancer de

la prostate n’est actuellement pas recommand¢ par les grandes instances.

d) Classification

Si la présence d’un cancer est confirmée par la biopsie, il est important de déterminer le stade
d’avancement de la tumeur ainsi que son grade. Aujourd’hui, les médecins se basent sur 2

modeles pour classifier les tumeurs de la prostate :
-le score de Gleason

-la classification TNM

i. Le score de Gleason

Le grade est déterminé par les anatomopathologistes sur des biopsies grace au score de
Gleason (Gleason 1992). Celui-ci est évalué sur une échelle allant de 1 a 5 qui est caractéristique
de la morphologie et de 1’architecture des cellules prostatiques. Plus le grade est élevé, plus le
cancer est agressif. Le grade 1 correspond ainsi & des cellules différenciées, ressemblant aux
cellules saines alors que le grade 5 correspond a des cellules indifférenciées trés agressives avec

une architecture anarchique (Figure 6).

Souvent, les biopsies de tumeurs de la prostate ne sont pas homogenes. Pour cela la
classification a évolué en notant les deux grades majoritaires et en faisant la somme des 2.
L’¢échelle du score de Gleason actuelle se situe donc entre 2 (grade 1 + grade 1) et 10 (grade 5

+ grade 5).
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Figure 6. Grades histologiques du cancer de la prostate selon le score de Gleason
(issue de Morphology & Grade — National Cancer Institute).

Une des limites de ce score est que I’on sait qu’au sein d’un méme grade, il peut y avoir des
pronostics différents (J. R. Stark et al. 2009). Pour cela, la classification a été revue en 2014
pour noter en premier le grade représenté majoritairement dans la biopsie (exemple score de

Gleason 7 : 4+3 (majoritairement 4) ou 3+4 (majoritairement 3)).

ii. Classification TNM
Ce modéle a été mis au point par Ammon en 1977 (Ammon, Karstens, et Rathert 1977) et
permet d’évaluer les caractéristiques d’un cancer selon 1’étendue de la tumeur et sa

dissémination.
La classification TNM (Tumor, Node and Metastasis) prend en compte :

- L’étendue et la taille de la tumeur primaire (T)
- L’infiltration de ganglions lymphatiques a proximité (N)
- Le degré de propagation des métastases (M)
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Le stade T se divise en 4 catégories :

-T1 : tumeur indétectable au toucher rectal et a I’imagerie
-T2 : la tumeur est localisée dans la prostate et devient palpable

-T3 : la tumeur se développe au-dela de la capsule de Gleason et envahit les vésicules séminales
et/ou le col vésical

-T4 : la tumeur se développe en dehors de la prostate et des vésicules s€éminales

Enfin, le score de Gleason, associ¢ au stade clinique et au dosage du taux de PSA permet de
définir une classification dite de D’Amico (D’Amico et al. 1998) (Figure 7) permettant de
distinguer :

- Des tumeurs a faible risque (Stade clinique T1c ou T2a et taux de PSA<10ngr/mL et score de
Gleason des biopsies égal 4 6) ;

- Des tumeurs de risque intermédiaire (Stade clinique T2b ou T2c, taux de PSA entre 10 et
20ngr/mL et score de Gleason 7) ;

- Des tumeurs a risque ¢levé (Stade clinique T3, taux de PSA>20ngr/mL et score de
Gleason>7).
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Figure 7. Classification TNM des cancers de la prostate (https://urologie-davody.fr/)
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iii. Vers un nouveau type de classification

Devant les limitations importantes des classifications existantes, un nouveau type de
classification pourrait progressivement voir le jour : la classification moléculaire du cancer de
la prostate. Ce nouveau type de classification permettrait de diviser le PCa en plusieurs sous-
types, permettant des pronostics plus précis et pouvant aboutir a 1’élaboration de nouvelles
thérapies ciblées. Le cancer de la prostate est en effet trés hétérogene dans les types d’anomalies
génétiques rencontrés. Cependant, certaines sont retrouvées trés fréquemment et peuvent étre
communes a d’autres cancers comme |’altération des voies MAPK (Mitogen-activated Protein
Kinase) (Shorning et al. 2020), des voies PI3K (phosphoinositide 3-kinase) (Lin et al. 1999)
mais aussi des modifications au niveau du gene suppresseur de tumeur p53 ou PTEN (Cooke et
al. 1988; W. B. Isaacs et Carter 1991; Wise, Hermida, et Leslie 2017). Les analyses génomiques
et transcriptomiques semblent €tre 1’avenir de la thérapie des PCa afin de permettre une
meilleure prise en charge des patients et leur proposer des thérapies correspondantes aux

modifications génétiques retrouvées.

e) Traitements

Divers traitements sont actuellement disponibles afin de traiter les patients atteints de PCa
(Figure 8). Actuellement, le choix du traitement se fait par rapport au stade et grade du cancer
et a I’état de santé du patient. On y retrouve : la surveillance active, la chirurgie par
prostatectomie, la radiothérapie, I’hormonothérapie, la chimiothérapie, les ultrasons ou encore

la cryothérapie.

Chez les personnes agées, lorsque la tumeur est encore localisée dans la prostate, une
surveillance active suffit. En effet, le PCa se développe trés lentement (plusieurs années) et
I’impact du PCa sur la qualité de vie des personnes agées est souvent moindre car, la plupart du

temps, asymptomatique (Romero-Otero et al. 2016).

La prostatectomie est principalement utilisée chez des patients de moins de 70 ans, lorsque la
tumeur est encore localisée dans la prostate et permet d’obtenir des taux de survie allant jusqu’a
85% a 15 ans (Bill-Axelson et al. 2014; Krongrad, Lai, et Lai 1997). C’est I’un des modes de
traitement les plus efficaces mais qui entraine de nombreux effets secondaires chez les patients

(problémes urinaires, stérilité¢, impuissance etc... (Haglind et al. 2015).
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Lorsque le cancer est encore androgéno-dépendant, des traitements d”’hormonothérapie ciblant
les androgénes peuvent étre utilisés. Le but de ce traitement est de diminuer les taux
d’androgénes circulants pour bloquer leurs effets sur les cellules cancéreuses (Denmeade et
Isaacs 2002; Huggins 1941). Ce mode de traitement est souvent utilisé dans les cas de cancers
avancés ou présentant des métastases. Elle peut étre utilisée en association avec d’autres
traitements comme la radiothérapie pour améliorer son efficacité (Quero et al. 2012). Peuvent

étre utilisés comme hormonothérapie :

-La castration physique (aussi appelée orchidectomie) qui est 1’ablation des testicules,
principale source de production des androgenes. La castration physique est de moins en moins

utilisée dli aux nombreux effets secondaires (perte de libido, prise de poids etc...).

-La castration chimique par des agonistes ou antagonistes de la LHRH (Luteinizing Hormone
Releasing Hormone) permettant d’inhiber la sécrétion de testostérone par les testicules et les
glandes surrénales directement au niveau hypothalamique. Les agonistes de la LHRH sont les
plus utilisés en thérapie dont les plus connus sont : Leuproréline (Eligard®, Enantone®),
Buséréline (Bigonist®, Suprefact®), Goséréline (Zotadex®) et Triptoréline (Decapeptyl®,
Salvacyl®). Ces agonistes de la LHRH vont venir activer les récepteurs hypophysaires. Dans
un premier temps, on observera une augmentation des taux d’angrogenes circulants puis apres
3-4 semaines, 1’hypophyse arrétera sa libération de LH, permettant de diminuer les taux de
testostérone. Les antagonistes de la LHRH (Dégarélix : Firmagon®) vont eux directement
bloquer les récepteurs hypophysaires, entrainant une diminution de la production de LH et, par

conséquent, de testostérone.

Cependant, les traitements par hormonothérapie peuvent conduire a des mécanismes de
résistance permettant aux tumeurs de devenir androgéno-résistantes pour lesquelles aucun

traitement efficace n’est disponible aujourd’hui (Shafi, Yen, et Weigel 2013).

Les traitements par chimiothérapie sont souvent utilisés en 2°™ option aprés les traitements par
hormonothérapie. Ils utilisent principalement des taxanes, agents cytotoxiques comme le
docétaxel et le cabazitaxel. Ces agents vont empécher la dépolymérisation des microtubules en
stabilisant les interactions avec les sous-unités de la B-tubuline, bloquant les cellules
cancéreuses en anaphase et entrainant I’apoptose (Martin, Kamelgarn, et Kyprianou 2014).
Souvent, le docétaxel (taxane de 1% génération) est utilisé en combinaison avec la prednisone

en premier lieu (Tannock et al. 2004).

38



De nouvelles thérapies efficaces plus ciblées comme I’immunothérapie (Bilusic, Madan, et
Gulley 2017) voient le jour et permettent de proposer des traitements personnalisés aux patients

atteints de PCa.

De plus, des études montrent I’intérét d’utiliser des thérapies a base d’anticorps monoclonaux
(Jakobovits 2008; Ross et al. 2005; Vlachostergios, Puca, et Beltran 2017). En effet, le PCa se
préte bien a I’utilisation d’anticorps monoclonaux (MAB) étant donné la localisation des
tumeurs et métastases. A ce jour, le développement de MAB contre 1’antigéne spécifique de la
prostate a ouvert la possibilité d’améliorer la précision du diagnostic et le ciblage des métastases
(Oto et al. 2020). De plus, la combinaison de MAB avec d’autres thérapies devrait améliorer
les réponses aux traitements et ainsi augmenter les taux de survie. Cependant, 1’identification

de nouvelles cibles est nécessaire afin de traiter des patients par ce mode de thérapie.

Cancer de la prostate

_ Localise
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Figure 8. Schéma de la prise en charge thérapeutique du PCa (https://palli-science.com/)

39



II. Les canaux calciques et le cancer

1) Le calcium dans la physiologie cellulaire

Le calcium (Ca?") est le minéral le plus abondant du corps humain, représentant environ kg
du poids total chez I’adulte. Il participe a la formation des os et des dents mais joue aussi un
role de second messager cellulaire qui participe a de nombreuses fonctions physiologiques
cruciales dans 1’organisme. Il intervient ainsi dans la fécondation, le développement musculaire,
les contractions musculaires, la sécrétion d’hormones etc ... (M. J. Berridge 1998; Michael J.
Berridge, Bootman, et Roderick 2003; Mikoshiba 2007). Dans ’organisme, le calcium
extracellulaire se trouve sous différentes formes : 50% sous sa forme ionisée, 40 a 45% liés aux
protéines et 5 & 10% sous forme de complexes inorganiques Le calcium joue donc un role

essentiel dans 1’organisme et la régulation de celui-ci est rigoureusement controlée.

2) Homéostasie calcique

Dans le milieu extracellulaire, la concentration de Ca®" est de 1’ordre d’environ 2 mM, comme
dans le réticulum endoplasmique ou il est de I’ordre du mM (Bygrave et Benedetti 1996). Le
réticulum endoplasmique constitue 1’organite ou le calcium est le plus stocké dans la cellule.
La concentration de calcium cytoplasmique est beaucoup plus faible entre 0,1 et 10 uM
(Srikanth, Kim, et Gwack 2014). La différence de concentrations calciques entre les différents
organites est cruciale, permettant au Ca’" de jouer son role dans toutes les fonctions

physiologiques dans lesquelles il est impliqué.

Ainsi, le calcium joue un réle dans de nombreuses fonctions cellulaires comme la prolifération,

I’apoptose, la différenciation, la migration etc... (Munaron et al. 2004).

Chaque action physiologique du calcium est déterminée par une signature calcique spécifique
qui se définit par I’amplitude d’entrée de Ca*", la durée, la fréquence ainsi que la localisation

des signaux calciques (M. J. Berridge 1998) (Figure 9).

40



[Régulation spatio-temporelle du signal calcique|

] 1 1 1

[Localisation|  [Amplitude| | Durée | [Fréquence|

faible 1-35 min I h M
I |

prolifération fécondation l

transcription
forte 10-20H
apoptose mitose =t l
apoptose

Figure 9. Régulation spatio-temporelle du signal calcique (Prevarskaya, Skryma, et Shuba

2010).

3) Canaux ioniques et calcium

Le calcium, bien qu’indispensable, peut étre toxique pour les cellules a forte dose (David E.
Clapham 2007; D. E. Clapham 1995). Pour garder des concentrations calciques stables dans les
divers organites, la cellule utilise divers canaux et pompes. Ainsi, les pompes ATPasiques vont
hydrolyser I’ATP permettant d’envoyer le calcium contre son gradient du cytoplasme vers le
réticulum endoplasmique (RE) via les pompes SERCA (Sarco-Endoplasmic Reticulum
Calcium ATPases) mais aussi vers le milieu extracellulaire via les PMCA (Plasma Membrane
Calcium ATPase). D’autres échangeurs comme Na'/Ca®" présents a la membrane cellulaire
permettent de stabiliser les concentrations calciques intra et extracellulaires. L’ensemble des
canaux et pompes régulant les concentrations calciques est appelé calciosome (Roderick et

Cook 2008) (Figure 11).

I1 existe plusieurs types de canaux ioniques permettant de moduler la signalisation calcique

(Figure 10). On y retrouve notamment :

-les canaux ROC (Receptor-Operated Channels) sont activés par des ligands spécifiques

permettant leur ouverture et I’entrée de calcium (Cauvin, Saida, et van Breemen 1982).

-les canaux SMOC (Second Messenger-Operated Channels) sont activés par un second
messager formé a la suite de 1’activation d’un récepteur membranaire (Meldolesi et Pozzan

1987).
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-les canaux VOC (Voltage-Operated Channels) dont le changement de potentiel membranaire

régule I’ouverture du canal (J. Zhang et al. 2018).

-les canaux SOC (Store-Operated Channels) sont activés suite a la vidange du calcium présent

dans le réticulum endoplasmique (Lewis 2020).
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Figure 10. Schéma des différents canaux calciques présents a la membrane plasmique et

jouant un role dans la mise en place de I’homéostasie calcique

(https://www.omicsonline.org/).
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Figure 11. Régulation de la concentration calcique intracellulaire dans les cellules épithéliales

prostatiques (d’aprés (Parkash et Asotra 2010).
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4) La superfamille des canaux TRP

Le terme TRP (Transient Receptor Potential) est décrit pour la premiere fois en 1970 pour
caractériser un mutant de drosophile montrant une réponse altérée de phototransduction (W. S.

Stark et Wasserman 1972).

Aujourd’hui, la famille des TRP rassemble plus de 28 canaux cationiques classés en 6 familles
distinctes (Figure 12). Chaque sous-unité est constituée de 6 domaines transmembranaires avec
le pore situé entre les domaines S5 et S6. Ils peuvent s’associer en homo ou hétérotétraméres
afin de former une unité compléte. Les canaux TRP sont perméables aux cations et notamment
au Ca®". Les canaux TRP peuvent étre activés par des messagers, des composés chimiques, un
stress osmotique ou encore des stimulations mécaniques (Nilius, Voets, et Peters 2005;

Pedersen, Owsianik, et Nilius 2005). Ces canaux sont regroupés en 6 familles :

- TRPA (TRP Ankyrine)

- TRPML (TRP Mucopolipine)
- TRPC (TRP canonique)

- TRPM (TRP mélastatine)

- TRPP (TRP Polycystine)

-  TRPV (TRP Vanilloide)

Les TRP jouent un role crucial dans la signalisation calcique en augmentant les concentrations
calciques intracellulaires via les canaux présents a la membrane ou en libérant le calcium
contenu dans les stocks intracellulaires lorsque ceux-ci sont présents a la membrane des
différents organites comme le RE, les lysosomes et les endosomes (Cheng et al. 2010). Des
perturbations de I’expression et/ou ’activité des canaux TRP peuvent étre responsables du

développement de pathologies telles que le cancer (Gkika et al. 2010; Raphaél et al. 2014Db).
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Figure 12. Schéma regroupant I’ensemble des canaux TRP (David E. Clapham 2003).

5) Entrée capacitive de calcium

Les canaux SOC sont responsables de 1’entrée capacitive de calcium, appelée SOCE (Store
Operated calcium entry) qui constitue la principale entrée de calcium des cellules non excitables

(Bird et Putney 2018; Putney 2011).

En effet, la vidange de calcium du RE est ressentie par la protéine STIM1 (Stromal Interacting
Molecule 1) présente a la membrane du RE grace a ses domaines EF-hand au niveau du domaine
N-terminal. STIMI1 va ainsi venir interagir avec les canaux SOC présents a la membrane et les
activer faisant entrer du calcium a I’intérieur de la cellule pour rétablir les stocks réticulaires
(S. L. Zhang et al. 2005) (Figure 13). Le canal SOC le plus connu est Orail (Zhou et al. 2010)
mais il existe d’autres isoformes des protéines Orai : Orai2 et Orai3 (X. Zhang et al. 2020).

Orail est constitué de 4 domaines transmembranaires avec des extrémités N- et C- terminales
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intracellulaires et son pore est situé¢ entre les domaines transmembranaires 2 et 3 (Feske et al

2006). D’autres canaux SOC comme TRPC1 jouent également un rdle dans 1’entrée SOCE.
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Figure 13. Mécanisme d’interaction entre STIM1 et Orail permettant I’entrée SOCE

(Holowka et al. 2012).

6) Dérégulations de I’homéostasie calcique dans le cancer

Il a été clairement démontré que des altérations de ’homéostasie calcique régulée par les canaux

ioniques ¢€taient responsables de nombreuses pathologies comme le cancer. En effet, des

modifications au niveau de I’expression et/ou de 1’activité des canaux calciques vont induire
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des changements au niveau de la prolifération, de I’apoptose, de la migration, I’angiogenése ou

encore 1’autophagie (Kunzelmann 2005).

a) Effets sur la prolifération

Plusieurs canaux, dont I’expression était modifiée, ont été¢ identifiés comme acteur dans la
prolifération cellulaire. En effet, dans le PCa, il a ét¢ montré que la surexpression du canal
TRPV6 a la membrane induisait une augmentation de la prolifération cellulaire (V. Lehen’kyi
et al. 2007; Raphaél et al. 2014b). De méme, on observe une surexpression du canal Orai3 dans
les PCa qui en s’associant avec Orail favorise la prolifération de cellules cancéreuses
prostatiques androgéno-dépendantes et androgéno-résistantes via la voie NFAT (Dubois et al.
2014). D’autres canaux, comme TRPC6 ou CaV3.2, dont I’expression a été modifiée ont aussi

montré leur role dans la prolifération cellulaire (Gackiére et al. 2013; Ichikawa et Inoue 2014).

b) Effets sur ’apoptose

De méme que pour la prolifération, de nombreux canaux sont impliqués dans la mise en place
de la résistance a 1’apoptose dans les cellules cancéreuses. Ainsi, les canaux calciques comme
TRPC1 dont I’activité est modifiée dans le cancer colorectal permettent aux cellules de mettre
en place un mécanisme de résistance a I’apoptose (Sobradillo et al. 2014). Une augmentation
de I’expression de IP3R a également montré une diminution de la mortalité¢ cellulaire par

apoptose augmentant ainsi la survie cellulaire (Boehning, Patterson, et Snyder 2004).

¢) Effets sur d’autres caractéristiques spécifiques du cancer

Comme pour la prolifération et 1’apoptose, il a ét¢ montré que divers canaux calciques sont
impliqués dans les phénomenes de migration cellulaire, d’angiogenése et d’autophagie. Tous

ces processus sont connus comme étant modifiés dans le cancer.

En effet, des études ont montré I’implication de TRPV2 comme acteur majeur dans la migration

cellulaire de méme que pour TRPMS (Genova et al. 2017; Gkika et al. 2010; Monet et al. 2009).
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III. Role de TRPV6 dans le cancer la prostate

Le canal calcique TRPV6, auparavant appelé ECaC2 ou encore CaTl, a été identifi¢ en 1999
comme étant une protéine impliquée dans I’absorption de calcium dans le duodénum de rat (J.
B. Peng et al. 2000b; 1999; Weber et al. 2001) et le nom de TRV6 a été confirmé en 2005 (J.
B. Peng et al. 2000b). C’est un canal hautement sélectif pour le calcium qui a été cloné pour la
premiére fois en 2000 (J. B. Peng et al. 2000b). TRPV6 ne fait pas parti des canaux SOC (car
il n’interagit pas directement avec STIM1) mais joue un role crucial dans I’entrée capacitive de

calcium induite par les canaux SOC.

Le géne de TRPV6 est situé sur le 7°™ chromosome au niveau du locus 34 trés proche de son
homologue TRPVS (Miiller et al. 2000). Le géne de TRPV6 code pour un ARNm de 2906 bp
et la protéine fait aux alentours de 84 kDa sans glycosylation. C’est un canal constitutivement
actif perméable a des ions comme le calcium et le sodium. Etant trés sélectif pour le calcium,
celui-ci fait passer environ 100 ions Ca*" pour 1 ion Na® (Gees, Colsoul, et Nilius 2010;

Niemeyer et al. 2001b). D’autres ions divalents peuvent passer comme Ba**, Sr*" et Mn?".

1) Structure

Le canal TRPV6 forme un homotétramere (4 sous-unités formant un pore au milieu) mais peut
aussi former un hétérotétramere avec son homologue TRPVS5 (Hoenderop, Nilius, et Bindels
2003). Chaque sous-unité est composée de 6 domaines transmembranaires (DT) et le pore se
situe entre les domaines 5 et 6 (Figure 14). Il posseéde une longue boucle extracellulaire entre
les DT 1 et 2 qui présente une N-glycosylation riche en mannose au niveau du site N357. Les

domaines N et C-terminaux sont situés a 1’intérieur de la cellule.
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Figure 14. Structure d’une sous-unité du canal TRPV6
(http://atlasgeneticsoncology.org/).

Aussi, chaque sous-unité posséde un ARD (ankyrin repeat domain) contenant 6 répétitions

ankyrine ainsi que des sites de fixation de la calmoduline.

Le pore du canal situé entre les domaines 5 et 6 permet ’entrée d’ions du milieu extracellulaire
vers le cytoplasme de la cellule. Au niveau du pore du canal, a faibles concentrations calciques,
un seul ion calcium se lie au site de fixation de calcium D541, ce qui permet le passage de Na'.
A fortes concentrations calciques, 3 ions Ca®" se fixent sur le site D541 permettant I’entrée de

calcium (Sakipov, Sobolevsky, et Kurnikova 2018).

2) Régulation du canal TRPV6

Le canal TRPV6 est constitutivement actif. L’entrée de calcium a I’intérieur de la cellule
déclenche des mécanismes de rétroaction négative permettant d’inhiber 1’activité de TRPV6 et
empécher 1’entrée massive de calcium pouvant entrainer la mort cellulaire (J.-B. Peng et al.

2018).

Ainsi, I’activité de TRPV6 est régulée par le PIP2 (Phosphatidylinositol 4,5-biphsphate) et par
des interactions avec la calmoduline, sensible aux concentrations calciques grace a ses
domaines EF-hand. La réduction des taux de PIP2 ou la fixation de calcium au niveau des
calmodulines permettent d’inhiber ’activit¢ de TRPV6 (Bodding et Flockerzi 2004; Cao et al.
2013; Lambers et al. 2004).
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3) Fonctions physiologiques de TRPV6

Physiologiquement, le canal TRPV6 est exprimé et joue un role crucial dans plusieurs organes :

- Les intestins : la plupart du calcium présent dans 1’organisme provient de 1’absorption
de celui-ci via les intestins. Celui-ci est absorbé soit par transport paracellulaire soit par
transport transcellulaire dépendant directement des concentrations de calcium dans le
bol alimentaire. TRPV6 permet le passage du calcium du coté apical de la cellule
intestinale, puis celui-ci se fixe a la calbindine D9K pour étre transporté jusqu’a la
PMCA1b (Plasma Membrane Ca2+ ATPase b) du c6té basal (Corbeels et al. 2018)
(Figure 15).

- Lesreins : de la méme facon que dans les intestins, TRPV6 permet la réabsorption du
calcium dans les reins.

- D’autres organes comme 1’épiderme (V. Lehen’kyi et al. 2007), le placenta (Moreau et
al. 2002), I’utérus (G.-S. Lee et Jeung 2007), les testicules, le pancréas, les seins, les

glandes salivaires, le foie etc...
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Figure 15. Mécanismes d’absorption de calcium dans les intestins (gauche) et

de réabsorption dans les reins (droite) (Corbeels et al. 2018).
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4) Implication de TRPV6 dans la croissance tumorale

a) Modifications d’expression de TRPV6 dans le cancer

L’expression de TRPV6 est modifiée dans de nombreuses pathologies comme les pancréatites
chroniques (Masamune et al. 2020), le psoriasis (Cubillos et Norgauer 2016),
I’hyperparathyroidie néonatale (van Abel et al. 2006) mais aussi dans de nombreux cancers

(Figure 16).

TRPV6 est surexprimé dans plusieurs types de cancers tels que le cancer du cblon, de la
parathyroide, du pancréas, de la thyroide, du sein et des ovaires alors que son expression

diminue dans d’autres tels que celui de I’cesophage, du poumon a petites cellules et du rein.
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Figure 16. Schéma de I’expression physiologique de TRPV6 (gauche) et des

modifications de son expression dans le cancer (droite) (V’vacheslav Lehen’kvi,

Raphaél. et Prevarskaya 2012).

b) Role de TRPV6 dans le cancer de la prostate

De fagon intéressante, TRPV6 est totalement absent dans la prostate saine ainsi que dans les
PIN (Wissenbach et al. 2004b) et peut étre présent en faible quantité¢ dans des HBP (Raphaél et
al. 2014b). 1l devient de plus en plus exprimé lors du développement du cancer de la prostate
jusqu’a étre exprimé chez tous les patients atteints de PCa dans les stades métastatiques (Figure
17). Ces données suggerent que TRPV6 peut étre utilisé comme marqueur diagnostic du cancer

de la prostate permettant de suivre sa progression au fil du temps.
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Figure 17. Expression des transcrits de TRPV6 dans le PCa (Wissenbach et al. 2004b).

De plus, il a été montré que le canal TRPV6 jouait un role crucial dans la prolifération, la

résistance a 1’apoptose et la progression métastatique (Raphaél et al. 2014b).

En effet, le calcium entrant via TRPV6 active la voie du facteur de transcription NFAT qui

promeut la prolifération cellulaire des cellules androgéno-dépendantes.

Dans le PCa, il a été démontré comme vu précédemment que I’activation du canal SOC Orail
par la protéine STIM1 présente au niveau du RE induit I’entrée capacitive de calcium (SOCE).
L’entrée de calcium a I’intérieur de la cellule permet le recrutement du complexe annexine
I/ST100A11 qui permet la translocation de TRPV6 (présents a la membrane de vésicules
intracellulaires) a la membrane plasmique. Ce mécanisme entraine la surexpression de TRPV6
membranaire qui permet I’entrée massive de calcium. Indirectement, TRPV6 joue donc un role
dans I’entrée SOCE. Ces données suggerent que Orail et STIM1 sont directement impliqués
dans la régulation des niveaux de TRPV6 membranaire dans les cellules cancéreuses

prostatiques.

L’augmentation de I’expression membranaire de TRPV6 dans les cellules de PCa induit I’entrée
de calcium massive a I’intérieur de la cellule qui, avec sa signature calcique spécifique, favorise
la prolifération et la résistance a 1’apoptose des cellules cancéreuses prostatiques. De plus, il

participe a la croissance tumorale in vivo (Raphaél et al. 2014b) (Figure 18).
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Figure 18. Schéma du mécanisme d’expression de TRPV6 a la membrane plasmique et

effets cellulaires (Raphaél et al. 2014b).

5) Régulation hormonale de TRPV6

La régulation de TRPV6 a, de nos jours, largement été étudiée. De nombreux facteurs de
régulation ont été caractérisés comme la vitamine D, la prolactine, le vieillissement, les

hormones sexuelles et les glucocorticoides.

a) Régulation par la vitamine D3

La vitamine D3 est une hormone retrouvée dans I’alimentation pouvant étre synthétisée par
I’organisme a partir du 7-déshydrocholestérol (dérivé du cholestérol) sous 1’action des UVB du
soleil au niveau de la peau. Les UVB du soleil permettent de transformer le 7-
déshydrocholestérol en cholécalciférol. Celui-ci est métabolisé par le foie en 25-hydroxy-
vitamine D qui est a son tour transformé par le rein en 1-25-dihydroxy-vitamine D qui constitue

la forme active.

Son rdle dans les pathologies comme le cancer a largement été démontré. Il a ét€ montré que le
récepteur a la vitamine D (VDR) est exprimé dans les cellules prostatiques saines et cancéreuses
et son activation induit I’inhibition de la croissance et I’arrét du cycle cellulaire (Lou et al.

2004).
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Dans des lignées de cellules cancéreuses prostatiques androgéno-dépendantes, la vitamine D3
augmente I’expression de TRPV6 dans le PCa et donc augmente la prolifération cellulaire (pour
des faibles concentrations en hormones stéroidiennes). Cependant, la présence de récepteurs
aux androgenes (AR) conditionne directement 1’effet de la vitamine D3 sur 1’expression de

TRPV6 (V’yacheslav Lehen’kyi et al. 2011).

b) Régulation par d’autres facteurs

TRPV6 peut également étre régulé par d’autres facteurs comme les hormones sexuelles ou les
glucocorticoides. En effet, des traitements a la vitamine D montre que TRPV6 est 2 fois plus
exprimé chez les souris femelles par rapport aux souris males, suggérant que les hormones
sexuelles femelles jouent un role dans la régulation de I’expression de TRPV6. Des traitements
par glucocorticoides ont montré que ceux-ci pouvaient réguler I’expression de TRPV6 dans

I’intestin et le rein (M.-H. Kim et al. 2009).

IV. TRPV6 comme cible thérapeutique dans le PCa

Le canal TRPV6 est totalement absent dans la prostate saine mais devient largement surexprimé
au fur et a mesure du développement du PCa et son réle est crucial pour le développement des
cellules cancéreuses prostatiques. Ensemble, ces données nous suggerent que TRPV6 peut étre

une cible thérapeutique potentielle.

1) Pharmacologie

Plusieurs inhibiteurs de TRPV6 ont été décrits :

- 2-APB (2-aminoethoxydiphenyl borate) : inhibiteur des récepteurs IP3 (Diver, Sage, et
Rosado 2001) et de plusieurs canaux TRP dont TRPV6 (Kovacs et al. 2012).

- TH-1177 : inhibiteur de TRPV6 et TRPVS inhibant la croissance des cellules
prostatiques cancéreuses (Landowski et al. 2011).

- Econazole : inhibiteur du CYP3A4/2C9 mais aussi de TRPV6 (Neuberger, Nadezhdin,
et Sobolevsky 2021).

- Miconazole : dérivé imidazolé anti-fongique inhibant TRPV6 (Landowski et al. 2011).

- Capsaicine : composé chimique (composant actif du piment) notamment connu pour

activer TRPV1 et TRPV6 (Chow et al. 2007).
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- Ruthenium red : inhibiteur d’un grand nombre de canaux ioniques dont TRPV6
(Neuberger, Nadezhdin, et Sobolevsky 2021).

- Soricidin C-13 (SOR-C13) : peptide de 54 acides aminés qui inhibe a a fois TRPV6 et
TRPVS. Ce peptide a été utilisé dans des études cliniques de phase I pour diminuer la

croissance tumorale (Fu et al. 2017a).

Sur I’ensemble de ces inhibiteurs disponibles, aucun d’eux ne cible spécifiquement TRPV6.
Méme si I’ensemble de ces inhibiteurs montre des effets trés prometteurs en diminuant la
prolifération des cellules cancéreuses in vitro, le fait qu’ils touchent également d’autres cibles
résulte d’une impossibilité de leur utilisation in vivo. Seul SOR-C13, inhibiteur de TRPV6 et
TRPVS5 a montré des résultats encourageants en diminuant la croissance tumorale in vivo. Des
¢tudes cliniques de phase I ont été réalisées en 2017 et plusieurs patients ont montré des
diminutions de la croissance tumorale. Cependant, plusieurs effets secondaires ont été
enregistrés. Dans des conditions physiologiques, TRPVS5 peut potentiellement remplacer
TRPV6 lorsque celui-ci est inhibé permettant d’éviter les défauts d’absorption de calcium au
niveau des intestins ou des reins pouvant engendrer des hypocalcémies. SOR-C13 inhibant les
2 a la fois, il semblerait que le défaut d’absorption au niveau des intestins et des reins soit trop
important, entrainant une diminution de la dose maximale tolérée par les patients et diminuant

par la méme occasion les effets sur la croissance tumorale.

En conclusion, les données obtenues semblent montrer que TRPV6 est une cible thérapeutique

prometteuse mais il est nécessaire de développer des inhibiteurs plus spécifiques.

2) Utilisation des anticorps thérapeutiques

Les anticorps sont des protéines faisant partie du systéme immunitaire. Ils permettent de cibler
et neutraliser spécifiquement des agents pathogénes. Ils font partie de la famille des
immunoglobulines et sont constitués de 2 chaines lourdes, 2 chaines légeres (composées d’un
domaine constant (CL) et d’'un domaine variable (VL)). Les anticorps se séparent en plusieurs
catégories selon leur isotype : I1gG, IgA, IgM, IgD ou IgE. L anticorps le plus retrouvé est celui
d’isotype IgG. A I’heure actuelle, des traitements anticancéreux a base d’anticorps ont montré

leur efficacité de ciblage des cellules cancéreuses et sont présents sur le marché (Weiner 2015).
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Depuis la premiére apparition d’anticorps monoclonaux (MAB) en 1986 (Orthoclone OKT3),
cette classe d’agents pharmaceutiques n’a eu de cesse de se développer jusqu’a atteindre plus
de 70 MAB approuvés par ’EMA (European Medicines Agency) et la FDA (Food and Drug
Administration) utilisés actuellement dans le traitement de nombreuses pathologies (Ecker,

Jones, et Levine 2015) (Figure 19).

Ces anticorps fonctionnent via des mécanismes divers comme le ciblage direct des cellules
tumorales, la modification de la réponse immunitaire, la livraison de molécules cytotoxiques,
etc... (Weiner 2015) et sont considérés comme 1’avenir de la thérapie ciblée (Murali et Kieber-
Emmons 2014). Si les mises sur le marché de nouveaux MAB continuent comme actuellement
(de 'ordre de 5 par an), les ventes mondiales globales de MAB atteindraient plus de 130

milliards de dollars dans les années a venir.
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Figure 19. Liste des différents MAB approuvés par ’EMA et la FDA pour une

utilisation thérapeutique (Haustrate et al. 2019).

Les anticorps monoclonaux représentent une classe pharmaceutique en croissance rapide qui

devient une partie importante de la thérapie de précision. Les MAB sont caractérisés par leur

spécificité et leur affinité ¢levées pour 1’antigéne cible, qui est principalement présent a la

surface des cellules. Les canaux ioniques sont maintenant largement considérés comme des

cibles potentielles. Pourtant aucun médicament a base d’anticorps ciblant les canaux ioniques

n’a été développé jusqu’a présent pour étre utilisé en clinique. Plusieurs MAB ¢élaborés contre
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les canaux ioniques semblent pourtant intéressant pour étre utilis€¢ en thérapie comme, par

exemple, le MAB anti-Orail (Figure 20).

anti-hOrail mAb

Orail m{

Phosphorylation

Calcium ©

NFAT h

Calmodulin ‘,
Calcineurin @

Proliferation and
activation of T-cell

Figure 20. Mécanisme d’action de MAB anti-hOrail sur les lymphocytes T (Haustrate

etal. 2019).
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PROBLEMATIQUE

Il est maintenant clairement démontré que TRPV6 joue un réle crucial dans le développement
des tumeurs de la prostate. Chez les patients, il est de plus en plus exprimé en fonction de
I’agressivité de la tumeur (Wissenbach et al. 2004b). In vitro, il a ét¢ montré que 1’entrée de
calcium médiée par TRPV6 jouait un réle dans la prolifération cellulaire, la résistance a
I’apoptose ainsi que le développement de métastases (Raphaé€l et al. 2014b). Des études
préliminaires ont notamment montré que TRPV6 était exprimé a la périphérie des tumeurs
primaires, ce qui suggere également son implication dans 1’apparition des métastases vers des
zones préférentielles comme les os. En effet, dans le PCa, il est connu que les métastases
préférentielles se situent au niveau des os et forment des Iésions ostéoblastiques (Yin, Pollock,
et Kelly 2005). De maniere intéressante, des lignées cancéreuses prostatiques connues pour
former des Iésions ostéolytiques dans I’0s in vivo se mettent a former des 1ésions ostéoblastiques
lorsque TRPV6 est surexprimé. Etant un canal hautement sélectif pour le calcium, nous avons
émis I’hypothése que ce canal peut également participer dans le guidage/installation des cellules

PCa dans l’os.

De plus, ce canal participant au maintien de 1’homéostasie calcique dans les cellules,
I’inhibition ou I’activation de celui-ci entraine la mort des cellules I’exprimant a la membrane
plasmique. Pour cela, 'utilisation de modulateurs de son activité et/ou de son expression est

trés intéressante d’un point de vue thérapeutique pour cibler les tumeurs surexprimant ce canal.

Dans nos ¢€tudes, une trop forte surexpression du canal TRPV6 dans les lignées cancéreuses
utilisées induisait une forte mortalité qui s’explique par I’entrée massive de calcium dans la
cellule, connue pour induire I’apoptose. Actuellement, et comme vu précédemment, il existe un
certain nombre d’inhibiteurs de TRPV6. Chacun d’eux montre une diminution significative de
la prolifération cellulaire et/ou de la résistance a I’apoptose des cellules cancéreuses
(Landowski et al. 2011; Neuberger, Nadezhdin, et Sobolevsky 2021; Fu et al. 2017a).
Cependant, aucun de ces inhibiteurs n’est spécifique au canal TRPV6, ce qui fait que leur
utilisation en tant que traitement thérapeutique est impossible. A 1’heure actuelle, il n’existe

donc aucun outil fiable ciblant spécifiquement le canal TRPV6.
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Les anticorps monoclonaux représentent une classe pharmaceutique en nette expansion. Ils

possedent I’avantage d’avoir une spécificité et une affinité sans équivalent pour leur antigene

cible.

En conséquence, il serait donc intéressant de désigner et produire des anticorps capables de
venir cibler TRPV6 afin de moduler son activité et ainsi altérer les voies de signalisation qui
lui sont associ¢es pour diminuer la survie des cellules cancéreuses in vitro et diminuer la

croissance tumorale in vivo.
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OBJECTIFS

Dans le but de venir cibler spécifiquement le canal TRPV6, nous avons créé plusieurs anticorps
dirigés contre différentes parties du canal TRPV6. Le canal TRPV6 ayant une treés forte
homologie avec TRPVS, le choix des épitopes est crucial afin d’obtenir une spécificité envers
TRPV6. Ainsi, un premier anticorps polyclonal (rb79) a été dirigé contre une partie de la
premiere boucle extracellulaire située entre les domaines transmembranaires 1 et 2. En effet,
cette boucle est intéressante par son accessibilité et ’antigéne ciblé est également proche de la
N-glycosylation du canal. Il a déja ét¢ montré que la déglycosylation de TRPV6 par des
endoglycosidases pouvait activer le canal TRPV6 (Lu et al, 2008). Un deuxiéme anticorps a été
produit (rb82) dirigé contre le pore du canal entre les domaines transmembranaires 5 et 6. Le
pore étant une région extrémement conservée entre TRPV6 et TRPVS, les choix d’épitopes
¢taient restreints. La région du pore est une région souvent ciblée pour le développement
d’inhibiteurs notamment afin d’empécher 1’entrée de calcium dans la cellule et I’activation des
voies de signalisation associées. Enfin, deux autres anticorps (rb80 et rb81) ont été ¢élaborés
ciblant les régions N- et C-terminales situées a ’intérieur de la cellule et donc non accessibles
via le milieu extracellulaire. Cependant, ces anticorps peuvent é&tre utiles dans d’autres

applications que leur utilisation dans la modulation de I’activité du canal TRPV6.

Ainsi, les travaux réalisés durant cette thése ont eu 3 objectifs principaux :

I Détecter et cibler le canal TRPV6 dans nos modeles de lignées cellulaires
cancéreuses in vitro. Pour cet objectif, nous avons :

e FElabor¢ différents anticorps polyclonaux (rb79, tb80, rb81 et rb82) et confirmer
leur spécificité vis-a-vis de TRPV6 dans les cellules cancéreuses prostatiques in
Vitro.

e Testé I'utilisation des anticorps polyclonaux dirigées contre 1’épitope
extracellulaire dans des études fonctionnelles permettant de déterminer la
prolifération cellulaire, la mortalité¢ cellulaire ainsi que leur utilisation en tant
que marqueur diagnostic du cancer de la prostate dans des coupes de patients en

immunohistochimie.
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e (Créé de nouveaux outils d’é¢tude du canal TRPV6 comme des lignées KO.

IT) Moduler I’activité du canal TRPV6 pour créer de nouveaux outils in vivo. Pour cela,

une fois la preuve de concept des anticorps polyclonaux établie, nous avons :

e (Généré des anticorps monoclonaux de souris ayant pour épitope ceux des
anticorps polyclonaux les plus prometteurs et confirmer leur spécificité vis-
a-vis de TRPVe.

e Utilisé des anticorps monoclonaux in vitro sur différents tests fonctionnels
mesurant I’impact sur la prolifération cellulaire.

e Utilisé ces anticorps in vivo dans un modele de xénogreffe de cellules
cancéreuses dans des souris immunodéficientes et étudier les mécanismes

d’action impliqués.

1)  Etudier I’implication de TRPV6 dans [D’acquisition du phénotype
agressif/métastatique en vérifiant le réle du canal TRPV6 dans les processus de

migration in vitro et sur le développement de métastases in vivo.
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MATERIEL ET
METHODES
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Tous les modéeles animaux et cellulaires ainsi que les techniques utilisées durant ma thése sont
décrits ci-dessous. Je me suis investi dans la totalité des expériences en les réalisant moi-méme
pour la majorité¢ d’entre elles a I’exception des immunohistochimies réalisées avec le Dr
Mihalache. Néanmoins, j’ai participé a 1’élaboration du mode de marquage des coupes, a

I’optimisation des concentrations et a I’analyse des résultats.

I. Modéles animaux et échantillons de patients

Toutes les expériences in vivo réalisées au cours de cette these ont été préalablement validées
et autorisées par le comité éthique (CEEA75) et par le ministére (Ref : 201703021400830 sur
APAFIS) a étre effectué¢es dans 1’animalerie de 1'universit¢ de Lille PHEXMAR (Numéro
d’agrément D 59-00913) sous la direction du Dr Lehen’kyi.

1) Xénogreffes dans un modéle de souris Swiss-nude

Pour ces expériences, nous avons choisi d’utiliser le modéle de souris swiss-nude
immunodéficientes de la société Charles Rivers, agées de 4 semaines. Les souris sont gardées
dans une armoire ventilée afin de garantir la stérilité et toutes les manipulations des animaux se

font sous hote.

Les souris, apres stabulation d’une semaine, sont greffées par injection sous-cutanée de 2
millions de cellules contenues dans du matrigel® comportant des facteurs de croissance

permettant aux cellules d’adhérer plus facilement et d’éviter leur dispersion.

La croissance tumorale est suivie tous les 2 jours a 1’aide d’un pied a coulisse permettant
d’établir une courbe de croissance dans les différents groupes. Pendant toute la durée de 1’étude,
I’état de bien-étre des animaux est évalué quotidiennement. L’observation de signe de douleur
ou de mal-étre (prostration, état du pelage, perte de poids, comportement agressif avec
morsures) entrainera la sortie du protocole de I’animal et sa mise a mort. La perte de poids
tolérée est de 10% du poids corporel initial. Dans nos expériences, les animaux sont sacrifiés

par dislocation cervicale apres ’utilisation d’isoflurane.
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Lorsque la tumeur atteint la taille maximale autorisée de 2500mm?, on procéde a une chirurgie
afin d’exciser la tumeur primaire et de pouvoir suivre I’apparition ou non de potentielles
métastases apres suture de I’animal. Tous les échantillons biologiques sont gardés en les fixant
au paraformaldéhyde afin de procéder a des études histologiques ou en les lysant pour des

analyses protéomiques et/ou transcriptomiques.

Enfin, si la souris développe des métastases apres chirurgie, celles-ci sont également récupérées

apres sacrifice de I’animal.

Dans nos études, dés que les tumeurs commencent a étre visibles (ou dés qu’elles atteignent
500mm? pour la seconde expérience in vivo), des injections intra-péritonéales d’anticorps sont

réalisés 2 fois par semaines a une concentration de 100 ug/kg.

De plus, pour la croissance tumorale et le développement de métastases, les souris sont passées
sous un systeme d’imagerie petit animal (Bruker, USA) en visualisant le fluorophore mCherry

présent dans les lignées de cellules cancéreuses utilisées.

2) Echantillons de patients

Des coupes de tissus de prostate humaine paraffinées provenant de 21 prostatectomies ont été
obtenues aupres du département de pathologie cellulaire a 1’hopital t Vincent de Paul a Lille.
Les inclusions ainsi que le marquage avec les anticorps ont été réalisés a I’hopital St Vincent
de Paul, apres mise au point des concentrations a utiliser ainsi que des méthodes de démasquage
a utiliser (différentes selon les anticorps). L’ immunohistochimie a été effectuée a 1’aide d’un
automate de coloration de lames Benchmark XT (Ventana Medical Systems, Inc., Tucson, AZ)
selon les protocoles établis et la détection a été effectuée a I’aide d’un systeme de détection

IVIEW-DAB (N760-500, Ventana Medical Systems, Inc.).
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II. Modeles cellulaires et culture

1) Modzéles cellulaires

Pour ces travaux, nous avons utilisé plusieurs lignées cellulaires provenant de ATCC (American

Type Culture Collection, USA) :

e Les cellules HEK293 (Human Embryonic Kidney) sont des cellules humaines non
cancéreuses issues de la transformation dans les années 70 de cellules embryonnaires
de rein par I’adénovirus 5.

e Les cellules LNCaP (Lymph Node Carcinoma of the Prostate) sont des cellules
cancéreuses prostatiques hormono-sensibles, établies en 1977 a partir d’'une métastase
ganglionnaire lymphatique supra-claviculaire d’origine prostatique chez un patient
caucasien agé de 50 ans.

e Les cellules PC3 ont été établies en 1979 des métastases de 1’os du grade IV de PCa du
patient caucasien agé de 62 ans.

e Les cellules DU145 sont originaires des métastases du systéme nerveux central issues
de I’adénocarcinome primaire.

e Les cellules PC-3M est une lignée dérivée de métastases créées a partir des cellules PC-
3 chez la souris.

e Les cellules PC3M-luc-C6 qui sont issues de cellules PC-3M exprimant la luciférase et
formant notamment des Iésions ostéoblastiques dans I’os.

e Lalignée CHO estune lignée cellulaire issue d’ovaires de hamster de Chine établie dans
les années 1960.

e La lignée PNTla est une lignée de cellules prostatiques humaines immortalisées par
SV40 obtenues a partir d’un homme adulte de 35 ans post-mortem.

e La lignée HAP-1 est une lignée de cellules haploides dérivées de KBM-7 qui a été

trouvée chez un patient avec une leucémie myéloide chronique (LMC).
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2) Culture cellulaire

Toutes les cellules ont été cultivées en flacon de culture de 75 cm? (Sarstedt®) dans un
incubateur thermorégulé a 37°C sous une atmosphére enrichie en CO2 a 5% et saturée en

humidité. Les milieux utilisés sont :

-RPMI-1640 (Gibco) pour les lignées LNCaP, PC-3, PC-3M, DU145 et PNTla.
- DMEM (Gibco) pour les lignées HEK et CHO.

- IMDM (Gibco) pour la lignée HAP-1.

- MEM (Gibco) pour la lignée PC3M-luc-C6.

Chacun de ces milieux est supplémenté par 10% de sérum de veau feetal (SVF) décomplémenté
en chauffant a 56°C pendant 30 min, 2 mM de L-Glutamine (Sigma) et 100 pg/ml d’antibiotique
kanamycine (Sigma). Le milieu est changé tous les 2-3 jours et les cellules sont passées des
qu’elles atteignent 70% de confluence dans le flacon de culture. Le passage des cellules se fait
par trypsinisation (Trypsine-EDTA 0,25%), elle-méme neutralisée par 1’ajout de milieu

contenant du SVF.

3) Clones stables
Différents clones stables ont été générés et utilisés dans nos expériences a partir de la lignée
cellulaire HAP-1 dont un Knock-out (KO) de TRPV6 a été réalisé par Crispr-Cas9. Les cellules
HAP-1 trpv6™- ont été transfectées avec les plasmides suivants : pmCherry et pTRPV6. Ces
cellules ont ensuite été sélectionnées a 1’aide de Généticine (G418) a une concentration de

500pg/mL puis maintenues apres 1 semaine de sélection avec 100 pg/mL.
Ainsi, plusieurs clones ont été créés : HAP-177Y5"" + pmCherry et HAP-177"%"+ pWT.

4) Transfections

a) Lipofection des siARN

Afin de réprimer I’expression de TRPV6 dans les différentes lignées, nous avons utilisé des
ARN interférents (siARN). Les siARN sont des petits ARN d’une vingtaine de nucléotides

qui sont reconnus par le complexe RISC (RNA-induced silencing complex).
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L’endonuclease, Argo, du complexe RISC va ainsi pouvoir cliver les ARNm
complémentaires des siARN inhibant la traduction de ’ARNm cible.

Dans nos expériences, nous utilisons la technique de lipofection pour intégrer les siARN a
I’intérieur des cellules. Le but de cette technique est d’intégrer les siARN a I’intérieur de
liposomes qui vont venir fusionner avec la membrane plasmique et ainsi libérer leur contenu
a I’intérieur de la cellule. Pour cela, les cellules sont transfectées avec 40 nM de siARN-
Luciférase (siCT/Luc), ou siARN(1-4) ou mix de quatre siRNAs de TRPV6 (siTRPV6) a
’aide du kit Lipofectamine 3000 (ThermoFisher®). Les séquences des siARN utilisés dans

cette étude sont indiquées dans le Tableau 1.

siARN Numéro d’accession | Séquence ciblée 5° — 3’

siLuc AB 490793 CUUACGCCUGAGUACUUCGA
siTRPV6#1 | NM_018646 CCUGCUGCAGCAGAAGAGG
siTRPV6#2 | NM_018646 GACTCTCTATGACCTCACA
siTRPV6#3 | NM_018646 CGUCAUGUACUUCGCCCGA
siTRPV6#4 | NM_018646 CCUCCUCAUUGCCAUGAUG

Tableau 1 : Liste des siARNs utilisés (Eurogentec Co.).

b) Lipofection de vecteurs d’expression

De méme qu’avec les siARN, il est également possible d’intégrer des vecteurs d’expression par
lipofection avec de trés bons taux de transfection. Dans nos expériences, nous utilisons
notamment les plasmides pmCherry et pTRPV6 afin de surexprimer TRPV6 dans nos clones.
Les transfections se font a I’aide du kit lipofectamine 3000 (Thermofisher®) sur des cellules
adhérentes avec une confluence d’environ 70%. Un mix comportant du milieu Opti-MEM
(Gibco®), le plasmide correspondant et le lipofectant est réalisé, vortexé et laissé 10 min a
température ambiante le temps de la formation des liposomes puis ce mélange est ajouté sur les

cellules adhérentes.
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c) Nucléofection

La technique de nucléofection est utilisée pour les cellules HEK dans les expériences
d’¢lectrophysiologie/Patch Clamp. La méthode d’utilisation de cette technique repose sur
1’¢lectroporation. On applique un voltage spécifique avec des réactifs spécifiques a chaque
lignée cellulaire afin d’augmenter la perméabilité de la membrane. Pour cela, on récupere
un million de cellules HEK, on ajoute 2 pug de plasmide ainsi que le tampon adapté au type
cellulaire selon le kit de nucléofection d’AmaxaGmbH®. Un programme spécifique est a

utiliser pour chaque lignée cellulaire.

III. Biologie moléculaire

1) Extraction d’ARN et RT

Les extractions des ARN des différentes lignées ont été effectuées avec le kit NucleoSpin
Plasmid EasyPure (Macherey-Nagel®). Aprés controle de la qualit¢ et dosage au
spectrophotometre, 1 ug d’ARN est traité a la désoxyribonucléase I (DNAse ) avec son tampon
associ¢ afin de dégrader toute trace d’ADN génomique. L’activité de la DNAse I est inhibée
par ajout d’EDTA (2,5mM) chélatant le magnésium nécessaire a son activité et par incubation

a 65°C pendant 10min (inactivation de I’enzyme).

Les ARN traités sont soumis a la transcription inverse (RT) permettant la synthése des ADN
complémentaires (ADNCc). Pour cela, les ARN sont incubés avec des hexameéres (amorces
aléatoires venant se fixer sur I’ARN) a 70°C. L’enzyme utilisée pour réaliser la transcription
inverse est une ADN polymérase, MULV. En ajoutant du tampon, du MgCl (2,5mM), des
désoxynucléotides (ANTP a 2,5mM) et un inhibiteur de RNAse, les conditions nécessaires a la
RT sont réunies. Une premicre étape d’hybridation (10min a température ambiante) est suivie
directement par une étape d’élongation (30min a 42°C) permettant a I’enzyme MULV de
s’activer et de produire les ADNc. Les ADNc sont ensuite incubés 10min a 70°C pour

désactiver MULYV puis placés dans la glace et conservés a -20°C pour les études par PCR.

2) PCR semi-quantitative

50 a 100 ng d’ADNCc obtenus sont amplifiés par PCR semi-quantitative grace au kit AmpliTaq
Gold (AppliedBiosystems) selon le protocole du thermocycleur (Tableau 2) et en utilisant les

amorces sens et anti-sens correspondantes (Tableau 3). Les produits de PCR sont analysés apres
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migration sur le gel d’agarose 2% contenant du SyBrGreen, puis visualisés sous UV (Mini-

Lumi®) et les images sont enregistrées en utilisant le logiciel Gelcapture® (Bio-Imaging

System).
Etapes | activation | dénaturation | hybridation | extension | extension
finale
Cycles | 1 40 1
95°C 95°C 60°C 72°C 72°C
5Q 5 min 5 min 30s 15s 7 min
95°C 95°C 60°C 65-95°C
Q 30s 30s 30s Melting curve

Tableau 2 : Protocoles des thermocycleurs de PCR semi-quantitative
(SQ) et quantitative en temps reel (Q).

3) PCR quantitative en temps réel
Pour cela 50 ng d’ADNc obtenus équivalents des ARN sont amplifiés et quantifiés selon le
protocole du systeme de détection de q-PCR en temps réel CFX96 (Biorad) du Tableau 2 en
utilisant le kit Mesa Green qPCR MasterMix Plus pour test SYBR (Eurogentec Co.) complété

par les amorces F1 et Bl (Eurogentec) énumérées dans le Tableau 3. Les résultats sont

quantifiés en utilisant la méthode comparative du seuil Delta-Delta CT décrite précédemment

(Livak et Schmittgen 2001).

Protéine | Numéro Techniqu | F1(5°-3”) B1 (5°-3”) Taille
accession | © attendue
utilisée p.b.
TRPV6 [NM 01864 [ Q GCCTTCTATAT | GGTGATGCTGTACA | 155
6 CATCTTCC TGAAGG
HPRT |[NM 00019 | Q GGCGTCGTGA | CGAGCAAGACGTTC | 134
4 TTAGTGATGAT | AGTCCT
AKTB | NM 00110 | SQ CAGAGCAAGA | GTTGAAGGTCTCAA |220
1 GAGGCATCCT | ACATGAT
TRPV6 [NM 01864 [ SQ GGCTGGTGCA | GGTTGAGCATGAGC |335
6 ACGTCATGTA | AGTGTG
C
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TRPV6 | NM 01864 | AP V6-ex1-F-1 : AAGGCAGGAGACAGGAGAC
6

TRPV6 | NM 01864 | AP V6-ex1-FO : GACCTCTACAGGGAGACGG
6

TRPV6 | NM 01864 | AP V6-ex3-B2 : CATAGAGCTCAGATGTCATGG
6

TRPV6 | NM 01864 | AP V6-ex4-F3 : CAGAACATGAACCTGGTGC
6

TRPV6 | NM 01864 | AP V6-ex5-B3 : CGATCTCCTCACTGTTCACA
6

TRPV6 | NM 01864 | AP V6-ex6-B4 : CTGTCGTAGGACAGCAACAG
6

TRPV6 | NM 01864 | AP V6-ex7-B5 : GGTGGTGATGATAAGTTCCAG
6

TRPV6 | NM 01864 | AP V6-ex8-F4 : GGTGCCATATATCTGCTGTAC
6

TRPV6 | NM 01864 | AP V6-ex9-B6 : CTACCAGCAGGATGATGATAG
6

TRPV6 | NM 01864 | AP V6-ex10-B7 : GGATGGTCTGTCCAAAGAAG
6

TRPV6 | NM 01864 | AP V6-ex11-Fsq : GGCTGGTGCAACGTCATGTAC
6

TRPV6 | NM 01864 | AP V6-ex12-Fex : ATTCTGCTGGCTGATGGC
6

TRPV6 | NM 01864 | AP V6-ex13-Bex : CGATGATGGTAAGGAACAGC
6

TRPV6 | NM 01864 | AP V6-ex14-F5 : TTGTGGCCACCACGGTG
6

TRPV6 | NM 01864 | AP V6-ex15-B8 : AGGTACTTCGAGACACTGAGG
6

Tableau 3 : Séquences des amorces de PCR semi-quantitatives (SQ), dont celles

utilisées pour I’ARN profiling (AP), et quantitative en temps réel (Q).
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4) ARN profiling de TRPV6

Pour étudier si tous les exons du canal TRPV6 sont exprimés, s’il n’y a pas d’insertions de
grandes tailles, nous avons congu des amorces qui ciblent chaque exon connu en incluant la
partie 5’-UTR. Les amorces désignées sont indiquées dans le Tableau 3 (AP) et les

combinaisons utilisées ainsi que leur taille attendue dans le Tableau 4.

Couple d’amorces | Taille attendue, b.p. Exon ciblé/couvert

F-1/B2 480 (5’-UTR)-2
F0/B2 460 (5’-UTR)-2
F1/B1 150 1-2

F1/B2 330 1-2-3
F3/B3 150 4-5

F3/B4 290 4-5-6
F3/BS 500 4-5-6-7
F4/B6 210 8-9

F4/B7 260 8-9-10
Fsq/Bex 240 11-12
Fex/Bex 150 12-13
F5/B8 280 14-15

Tableau 4 : Séquences des amorces de PCR semi-quantitative utilisées pour ARN

profiling du canal TRPV6.

5) Génération des anticorps

Quatre anticorps polyclonaux de lapin ont été générés a la demande par Eurogentec en utilisant
le programme 28-jours : I’un dirigé contre la partie extracellulaire correspondant a la premiére
boucle du canal (rb79), le deuxiéme dirigé contre le domaine C-terminal (rb80), le troisieme
dirigé contre le domaine N-terminal (rb81) et le dernier dirigé contre le pore de ce canal (rb82).
Ce dernier anticorps ayant un résultat ELISA insuffisant, avait été passé au programme 90 jours.
Les séquences peptidiques des épitopes de ces anticorps sont précisées et indiquées sur le
Tableau 5. Pour tous les traitements, la quantité de la protéine IgG entre les différents anticorps
(rb79, rb82, et comme contrdle 1’anticorps polyclonal de lapin anti-HA (sc805, Santa Cruz, CA)
a été normalisée et était égale a 0,5 pg/pl.

Sur les 2 tentatives de génération d’anticorps monoclonal sur les épitopes de 79 et 82, seul
I’anticorps monoclonal dirigé contre le pore du canal (MABS82) a réussi a étre généré. En effet,
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apres les étapes de sélection des sera (testés par imagerie calcique, western blot et patch clamp),

I’¢étape de fusion pour MABS82 a été un succes alors que celle de MAB79 a échoué pour tous

les clones préalablement sélectionnés. Ainsi, le MABS82 obtenu est d’isotype IgG2a.

Antibody |Design/Manufacturer Clone |Epitope Dilution |Pretreatment IHC |Incubation IHC
TRPV6 Design : Dr. LEHEN’KYI, b79 [QEAYMTPKD (1/200 [CC2 STD 32 min
produced : EUROGENTEC, DIRLVG IHC
LTD, Belgium 1/500
WB
TRPV6 Design : Dr. LEHEN’KY], b80 |QRRESWAQSR|1/500
produced : EUROGENTEC, DEQNL WB
LTD, Belgium
TRPV6 Design : Dr. LEHEN’KY], rb81 |HTRGSEDLDK [1/500
produced : EUROGENTEC, DSVEKL WB
LTD, Belgium
TRPV6 Design : Dr. LEHEN’KYI, rb82 |TEDPEELGHF (1/500
produced : EUROGENTEC, YDYPMA WB

LTD, Belgium

Tableau 5. Liste des anticorps et leur épitope

IV. Analyse protéomique

1) Extraction de protéines totales

Les cellules utilisées pour le western blot sont cultivées sur des boites de Pétri de 100mm et

gardées sur glace le temps de 1’extraction. Apres ringage avec du PBS (Phosphate Buffered

Saline), les cellules sont lysées a 1’aide d’un tampon RIPA composé de : Triton X-100 1%
(détergent non ionique), NaCl 150mM, POsNa2/K 20 mM pH 7,2 (tampon phosphate),
deoxycholate de sodium 1%, EDTA 5SmM et 0,1% de SDS (Sodium DodécylSulfate, détergent

ionique). Un cocktail d’inhibiteurs de protéases (Sigma®) est ajouté (10puL/mL) ex-tempera

avec SMm d’orthovanadate de sodium (conservation des phosphorylations). Les lysats obtenus

sont ensuite ultra-soniqués et centrifugés a 12 000g a 4°C pendant 10min afin d’éliminer les

débris non lysés. Les surnageants sont récupérés et dosés par la méthode BCA (Pierce).
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2) Western-blot

Apres dosage, S0ug de protéines totales sont récupérées pour réaliser une électrophorése SDS-
PAGE (Sodium Dodecyl Sulfate-Polyacrylamide Gel Electrophoresis). Aprés ajout de tampon
de Laémmli pour dénaturer les protéines (Tris-HCI 125mM pH 6,8, SDS 4%, pB-
mercaptoéthanol 5% (réduction des ponts disulfures), glycérol 20%, bleu de bromophénol
0,01%), une électrophorese sur gel d’acrylamide 10% est réalisée. Les protéines ayant été
dénaturées par les différents tampons (et par chauffage a 95°c pendant 5min) et chargées
négativement grace au SDS, celles-ci vont pouvoir migrer a travers le gel de polyacrylamide
vers le pole positif (bas du gel). Aprés migration, les protéines sont transférées sur une
membrane PVDF (Polyvinyldiene Fluoride) par ¢électrotransfert semi-sec (Biorad) dont celle-
ci aura €té perméabilisé avec du méthanol durant 3min. Une fois le transfert effectu¢, on sature
les sites aspécifiques de la membrane en incubant celle-ci 1h a température ambiante avec du
TNT-lait 5% (Tris-HCI pH 7,4, NaCl 140mM, tween 20 0,05% et du lait en poudre écrémé).
La membrane est ensuite incubée durant la nuit a 4°C avec ’anticorps primaire (dilution
1/500°™ pour la plupart des anticorps utilisés). Aprés I’incubation de I’anticorps primaire sur
la nuit, la membrane est rincée 2 fois avec la solution de TNT puis incubée durant 1h a
température ambiante avec I’anticorps secondaire (anti-souris ou anti-lapin selon 1’anticorps
primaire utilisé a une dilution de 1/100 000¢me) couplé a HRP (HorseRadish Peroxydase) dans
du TNT-lait 1%. Aprés ringage, la membrane est révélée par chimioluminescence a 1’aide de la
solution Supersignal West Dura contenant du luminol et du péroxyde d’hydrogéne nécessaires
a la HRP pour la réaction de chimioluminescence. Un calcul de densitométrie est effectué¢ a
I’aide du logiciel Image J afin de de déterminer les variations d’expression de notre protéine

d’intérét (TRPV6) par rapport au géne de ménage (B-actine) dans différentes lignées/conditions.

3) Biotinylation

La biotinylation permet de séparer les protéines membranaires des protéines totales afin de
déterminer I’expression de TRPV6 a la membrane cellulaire (celui-ci pouvant étre contenu dans
des vésicules a I’intérieur de la cellule). Apres lavage au PBSB (PBS 10%, MgCl, ImM, CaCl,
0,5mM, pH 8), les cellules sont incubées pendant 30min a +4°C avec une solution de PBS-
biotine (1 mg/mL) (Sulfo-NHS-SS-Biotin Pierce) se fixant sur toutes les protéines a la
membrane cellulaire puis avec une solution de PBSB-BSA (20ng/mL) durant 2 min afin de
fixer la biotine ne s’étant pas fixée. Apres ringage, les cellules sont lysées avec la solution RIPA.

Une partie des protéines est conservée comme contrdle et I’autre partie est incubée avec des
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billes de streptavidine toute la nuit a +4°c. Apres incubation, les billes sont rincées au PBS et
les protéines membranaires sont ¢luées avec du tampon de Laémmli pour pouvoir réaliser un

western blot.

4) Immunohistochimie

Les coupes de tissus paraffinées de prostate humaine anonymes de 21 prostatectomies ont été
obtenues au Département de Pathologie Cellulaire, Hopital St Vincent de Paul a Lille. Chaque
coupe de tissu paraffinée a été soumise au déparaffinage puis démasquage d’antigéne en
utilisant le tampon citrate a 95°C dans le bain marie. Aprés saturation dans la solution contenant
1% de BSA et 0,05% Triton X100 en PBS-gélatine, les coupes de prostate étaient incubées avec
les anticorps primaires tels que rb79 et rb82, (1:200), anti ki-67 (1:1000) et PSA (1:1000).
L’immunohistochimie a été effectuée en utilisant «Benchmark XT automated slides stainer»
(Ventana Medical Systems, Inc., Tucson, AZ) avec les protocoles conventionnels établis
auparavant. La détection a été faite en utilisant le systeme de détection IVIEW-DAB (N760-
500, Ventana Medical Systems, Inc.).

V. Etudes fonctionnelles

1) Viabilité cellulaire

a) Coloration au bleu de trypan

La coloration au bleu de trypan est une méthode de coloration des cellules mortes. Chez une
cellule vivante, le bleu trypan entrant est tout de suite relargué, contrairement aux cellules
mortes. Ainsi, les cellules mortes sont colorées en bleu alors que les cellules vivantes ne le sont
pas. Apres les traitements avec un anticorps dans les puits de 12-puits plaque, les cellules sont
détachées et individualisées par trypsinisation puis colorées par 0,4% de solution de bleu de
trypan dans la solution isotonique avec pH 7,3, et comptées en cellules de Malassez. Chaque

puit fait I’objet de 6 comptages en cellules de Malassez.

b) Test de MTS
Le test MTS (Cell Titer 96 Aqueous Non-Radioactive Cell Proliferation Assay) est un test de
dosage colorimétrique permettant de mesurer indirectement la viabilité cellulaire. Pour réaliser
ce test, on utilise du sel de tétrazolium (MTS) et du phénazine méthosulfate (PMS). Ces
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composés vont permettre de mesurer 1’activité de la déshydrogénase mitochondriale présente
dans les cellules métaboliquement actives. Via le NADH,H", I’enzyme va réduire le MTS (en
présence de PMS) en un composé coloré, le formazan. Ainsi, la quantité de formazan produit
est indirectement significative de la viabilité¢ cellulaire et peut étre quantifiée avec un
spectrophotométre lecteur de plaques a une absorbance de 490nm. Pour se faire, entre 2000 et
10 000 cellules sont déposées dans des puits de plaques 96 puits avec un volume final de 100uL.
Le MTS+PMS est ajouté directement dans le milieu durant 1h a I’obscurité a 37°C avant de
mesurer 1’absorbance. Ce dosage est effectué tous les jours durant au moins 3 jours afin

d’obtenir une courbe de suivi de croissance cellulaire.

c) Cytométrie en flux

La cytométrie en flux est une technique permettant de différencier les cellules selon plusieurs
criteres : leur taille, leur granulométrie ou par des fluorophores. Ainsi, dans nos expériences,
nous avons utilisé cette technique afin d’analyser la répartition des cellules dans le cycle
cellulaire pour caractériser le pic sub-G1 caractéristique de cellules en apoptose mais nous
avons aussi utiliser cette technique pour ¢tudier le marquage de plusieurs lignées cellulaires

avec nos anticorps générés notamment rb79, rb82 et MABS2.

i. Cycle cellulaire
Afin d’étudier 1’état des cellules dans le cycle cellulaire apres traitement avec les anticorps, il
est nécessaire d’effectuer de la cytométrie en flux. Pour cela, 500 000 cellules sont récupérées
par trypsinisation apres traitement avec les différents anticorps. Ces cellules sont centrifugées
(1000 rpm, Smin), rincées puis fixées avec du méthanol glacial (-20°C) pendant 10min. Apres
fixation, les cellules sont rincées 3 fois puis resuspendues dans 100uL de PBS. Les cellules sont
ensuite traitées avec 100uL de RNAse A (1 mg/mL) durant 15min. Enfin, les cellules sont
marquées avec 1’iodure de propidium (50 pg/mL) dans I’obscurité pendant 2h a +4°C avant de

pouvoir étre analysé au cytometre.

ii. Etude du marquage des cellules avec les anticorps
Dans nos études sur le marquage de TRPV6 par les anticorps, des études de cytométrie en flux
ont été réalisées avec 1’aide de Mme Nathalie Jouy sur la plateforme de tri cellulaire qui utilise
un cytometre CYAN ADP XL9 (Beckman Coulter). Les cellules sont d’abord trypsinisées et
resuspendues dans 100uL de PBS. Une premicre étape d’incubation avec I’anticorps primaire
(rb79, rb82 ou MABS?2) est réalisée durant 30 min a 4°C (1,5 pg d’anticorps dans un volume
final de 100 pL PBS+BSA 1%) puis les cellules sont rincées 2 fois avec 1mL de PBS. Ensuite,
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on incube les cellules avec ’anticorps secondaire correspondant (anti-souris ou anti-lapin)
couplé a AlexaFluor488 (1 pg d’anticorps dans un volume final de 100 uL. PBS+ BSA 1%)
durant 1h a 4°C puis les cellules sont rincées 2 fois avec du PBS. A la suite des incubations
avec les anticorps, les cellules sont fixées avec du paraformaldéhyde 2% durant 30 min a
température ambiante puis rincées 2 fois avec du PBS. Pour chaque lignée testée, 3 conditions
sont étudi€es : le contrdle négatif (sans anticorps), le controle anticorps secondaire seulement

puis le test en lui-méme.

2) Mort cellulaire

a) Coloration de Hoechst

Le bisbenzimide (Hoechst) est un agent intercalant de I’ADN permettant de visualiser la
chromatine sous microscope a fluorescence. Apres 48 a 72h de traitement avec les différents
anticorps, 1’ensemble des cellules (flottantes ou adhérentes) est récupéré et pass€ au cytospin
pour que les cellules soient déposées sur lame via la force centrifuge. Les cellules sont ensuite
fixées au méthanol pendant 15 min a -20°C puis rincées avec du PBS. Les lames sur lesquelles
les cellules sont fixées sont incubées durant 30 min a 1’obscurité avec une solution de Hoechst
(1 mg/mL). Les lames sont rincées 2 fois avec du PBS avant d’étre montées avec des lamelles
grace au glycergel®. Les morphologies des noyaux apoptotiques comme la condensation
périnucléaire de la chromatine, I’hyper-condensation de la chromatine, formation de vésicules
apoptotiques sont observées au microscope a épifluorescence (Axiolmager, Zeiss) a une

longueur d’onde de 435nm.

b) Technique de TUNEL
Le test de TUNEL (Terminal deoxynucleotidyl transférase dUTP Nick End Labeling) permet

de détecter des fragments d’ADN clivés durant D’apoptose. Apreés clivage par des
endonucléases, I’ADN génére des extrémités 3’ OH libres. Le test de TUNEL permet qu’une
enzyme, la TdT (Terminal deoxynucleotidyl transferase) reconnaisse ces extrémités et y ajoute
des nucléotides marqués (ici marqués avec TMR-Red). Nous avons dans nos expériences utilisé
le kit In situ Cell Death Detection Kit, TMR-red (Roche, France). Une fois les cellules traitées
avec les anticorps, cytospinées et fixées, une étape de perméabilisation avec 0,1% de Triton X-
100 est nécessaire. Ensuite, 50 uLL du mix enzyme+tampon est déposé sur les lames durant 1h
a 37°C dans I’obscurité. Enfin, les cellules sont rincées 2 fois avant marquage au DAPI (50
pg/mL) et montage lame/lamelle sous glycergel®. Les lames sont observées en microscopie a

épifluorescence (Axiolmager, Zeiss).
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3) Migration cellulaire

a) Test de blessure (Wound healing assay)

Des cellules cancéreuses prostatiques sont maintenues en culture jusqu’a atteindre une
confluence maximale. A 1’aide d’un cone de micropipette, une bande de cellules est arrachée
du support, ce qui constitue la blessure. Le milieu de culture est changé et les cellules réincubées
durant 24h a 48h permettant de suivre I’évolution de la blessure. En effet, les cellules se trouvant
a la bordure e la blessure vont migrer vers 1’espace libre créé. L’évolution est suivie par

microscope a différents temps et différents endroits et analysée a I’aide du logiciel Imagel.

b) Chambre de Boyden

Entre 2500 et 10 000 cellules sont déposées sur des inserts fixés dans des plaques 24 puits.
Chaque insert est composé d’une membrane poreuse avec des pores de 8uM. Le but est ainsi
de créer un gradient de concentration de sérum entre le milieu contenu dans I’insert et le milieu
contenu dans le puit pour inciter les cellules a migrer vers le milieu contenant du sérum. Les
cellules vont ainsi migrer a travers la membrane poreuse de 1’autre c6té de 1’insert en contact
avec la solution contenant du sérum (entre 24h et 72h). Une fois le temps écoulé, les inserts
sont rincés avec du PBS et les cellules présentes vers la face supérieure (cellules n’ayant pas
migré a travers la membrane sont enlevées a 1’aide d’un coton-tige. Les cellules restantes ayant
migrées de I’autre c6té de I’insert a travers la membrane sont fixées durant 15min a +4°C avec
du méthanol puis, apres ringage, les noyaux sont colorés en incubant les cellules 30 min d’une
solution de Hoechst, intercalant de I’ADN colorant les noyaux en bleu. Le nombre de cellules

est ensuite comptabilisé a 1’aide de photos prise au microscope grace au logiciel Imagel.

c) Vidéomicroscopie

Le suivi du déplacement des cellules est suivi a I’aide d’un systéme de vidéomicroscopie. Pour
cela, les cellules sont cultivées dans des boites spéciales (Ibidi®) ayant 4 compartiments. Avant
I’expérience, les cellules sont incubées 30min avec une solution de Hoecsht vital, colorant les
noyaux, permettant de suivre le déplacement des cellules via un logiciel grace a leur noyau
coloré. Un traitement a I’iodure de propidium peut étre effectué¢ avant permettant de suivre
I’incorporation de celui-ci a I’intérieur des cellules et analyser I’impact de nos anticorps sur la

mortalité cellulaire au cours du temps.
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VI. Imagerie calcique et électrophysiologie

1) Imagerie calcique

La technique d’imagerie calcique permet de détecter les variations de concentration
calcique dans le cytoplasme de I’ensemble des cellules vivantes présentes dans le champ du
microscope. Cette mesure quantitative est possible grace a 1’utilisation de la sonde
ratiométrique Fura 2-AM. En effet, le Fura 2-AM est un chélateur calcique fluorescent
possédant deux longueurs d’onde d’excitation en fonction qu’il soit libre (380 nm) ou li¢ (340
nm) au calcium et une unique longueur d’onde d’émission (510 nm). Ainsi, ’augmentation de
Ca?" dans le cytoplasme des cellules se traduit par une diminution de la fluorescence émise a
510 nm a la suite d’une excitation a 380 nm alors que la fluorescence émise a 510 nm a la suite
d’excitation a 340 nm augmente. Le second grand avantage du Fura 2-AM est di a ce
groupement acetomethoxyl (AM) qui lui permet de traverser la membrane plasmique des
cellules, puis celle-ci est clivée dans le cytoplasme par des estérases empéchant la sonde de
ressortir. Donc, les cellules a étudier sont chargées de sondes fluorescentes en ajoutant 2,5 uM
de fura2-AM dans le milieu de culture pendant 45 min a 37°C, puis éliminé en changeant le
milieu de culture 15 min a 37°C.

Les cellules sont finalement rincées quelques minutes avec du milieu HBSS standard
(Hank’sBalanced Salt Solution) dont la composition est la suivante : 140 NaCl, 5 KCI, 2 MgCl,,
2 CaCly, 0,3 NaxHPO3, 0,4 KH2PO4, 4 NaHCO3, 5 glucose, et 10 HEPES. Le pH est ajusté a
7,4 avec du NaOH.

Enfin, les protocoles permettant de visualiser les différentes entrées et vidanges
calciques seront développés explicitement dans chaque expérience d’imagerie. L’équipement
permettant de visualiser les variations d’émission de fluorescence par la sonde aux 2 longueurs
d’onde d’excitation 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 (Micro-Max 5 Mz, Princeton) et d’un ordinateur dont le logiciel

(Métafluor 5.0, Universal Imaging) permet la stimulation, 1’acquisition et I’analyse des images.

2) Patch clamp

Le « patch clamp » est une technique d’¢lectrophysiologie sur cellule unique qui

consiste a isoler électriquement un fragment de la membrane plasmique de la cellule vivante en
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lui apposant une pipette de verre d’un diametre de 1’ordre du micrométre en appliquant une
l1égere dépression dans cette pipette de verre. Ce protocole permet alors d’imposer un potentiel
en mesurant simultanément des fluctuations de courant de 1’ordre du picoampére (pA, 10-12A)
avec une fréquence tres ¢levée (> 1 kHz). L’ensemble des expériences de Patch-Clamp dans
cette ¢tude a été réalisé en configuration cellule entiére a température ambiante. Les courants
ioniques transmembranaires sont mesurés a 1’aide d’un amplificateur EPC9 (HEKA Electronic,
Allemagne) couplé a un ordinateur et analysés grace au programme Origin 7.0 (Microcal,
Northampton, MA).

La composition de la solution extracellulaire pour le patch-clamp est la suivante (en
mM) 120 NaCl, 5 KCl, 10 CaCl,, 2 MgCl, 5 glucose, et 10 Hepes, pH 7,4 ajusté avec hydroxide
de tetracthylammonium, et I’osmolarité¢ 310 mOsm/kg ajusté avec D-mannitol. Les pipettes de
patch étaient remplies avec la solution intracellulaire basique de (en mM): 120 Cs-methane
sulfonate, 10 CsCl, 10 Hepes, 10 BAPTA, et 6 MgCl, (pH ajusté¢ a 7,4 avec CsOH et
I’osmolarité était 295 mOsm/kg ajusté avec D-mannitol).

Nous obtenons ainsi 1’enregistrement de 1’activité du canal calcique membranaire tel
que TRPV6 ainsi que ses caractéristiques biophysiques. La caractéristique principale des
courants ioniques est la relation courant (I) / potentiel (V), souvent désignée par le sigle I/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 genése du courant.

VII. Microscopie

Les cellules ont été cultivées sur des lamelles de verre et traitées avec 1 :500 de rb79 et/ou rb82
pendant 10 min suivies par la fixation avec 3,75% de paraformaldéhyde en PBS + 0,05% de
glutaraldehyde. Une solution PBS-glycine (30 mM) a ¢été utilisée pour neutraliser la réaction
avec ou sans perméabilisation avec 0,5% de saponine. Les cellules étaient lavées en PBS et
incubées avec du sérum d’ane pour couvrir les sites aspécifiques. L’ Alexa Fluor® 488 ou 546
donkey anti-rabbit IgG (Molecular Probes, 1/4000) ont été utilisés comme anticorps
secondaires. L’analyse de la fluorescence a ¢été¢ effectuée en utilisant le Carl Zeiss Laser
Scanning Systems LSM 510 connecté a Zeiss Axiovert 200 M avec « 40X1.4 numerical
aperture oil immersion lens » a température ambiante. Les deux canaux ont été excités,
récupérés séparément et ensuite couplés (merged) en utilisant le logiciel Carl Zeiss LSM Image

Examiner.
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VIII. Analyse statistique

L’analyse statistique a été effectuée a 1’aide du logiciel Origin 7.0 (Microcal Software Inc.).
Les résultats sont exprimés sous forme de moyennes arithmétiques £ écart-type (S.E.M)
comparées par le test ANOVA. Dans les graphes, (*), (**) et (***) signifient une différence

significative avec P<0.05 ,P<0.01 et P<0.001, respectivement.
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RESULTATS
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Au début des années 2000, beaucoup d’études sur I’expression du canal TRPV6 dans divers
tissus ont été réalisées montrant notamment une surexpression dans de nombreuses pathologies
telles que le cancer. Cependant, des outils spécifiques pour la détection de TRPV6 dans les

cellules et divers tissus manquaient encore.

Pour cela, nous avons généré et validé 4 anticorps polyclonaux de lapin (rb79, rb80, rb81 et

b82) dirigés contre des épitopes spécifiques a TRPV6 de 15 acides aminés.

I.  Génération et validation d’anticorps anti-TRPV6 et leurs
utilisations dans le diagnostic du cancer de la prostate et
dans des applications in vitro

Les données présentées ci-dessous feront 1’objet d’un article intitulé : « Generation and
validation of the anti-TRPV6 channel antibody and its use in cancer diagnosis applications in

VItro ».
Résumé des données obtenues :

Au début des années 2000, beaucoup d’études sur I’expression du canal TRPV6 dans divers
tissus ont été réalisées montrant notamment une surexpression dans de nombreuses pathologies
telles que le cancer. Cependant, des outils spécifiques pour la détection de TRPV6 dans les

cellules et divers tissus manquaient encore.

Dans cet article, nous avons généré et validé 4 anticorps polyclonaux de lapin (rb79, rb80, rb81
et rb82) dirigés contre des épitopes spécifiques a TRPV6 de 15 acides aminés. Sur I’ensemble
de ces anticorps, seul I’'un d’entre eux, rb79, a été capable de détecter la forme compléete

glycosylée du canal TRPV6 aux alentours de 100kDa.

Des ¢tudes ont été réalisées permettant de valider I'utilisation de cet anticorps dans toutes les
applications in vitro tels que immunoblotting, immunoprecipitation, immunocytochimie,
immunofluorescence etc... Une des applications les plus importantes de cet anticorps est
I’immunohistochimie en utilisant des sections paraffinées issues de résection de cancer. En
utilisant ces résections de cancer de la prostate, nous avons confirmé 1’absence de TRPV6 dans
des tissus sains mais aussi dans les HBP et son expression a été¢ corrélée aux différents grades
du cancer de la prostate (score de Gleason), comme il avait déja été identifié auparavant grace
au northern blot et a la PCR. Ainsi, I’anticorps polyclonal anti-TRPV6 (rb79) est utilisable pour

toutes les applications in vitro de diagnostic et particulierement pour le diagnostic clinique en
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utilisant des sections paraffinées issues de patients souffrant de nombreuses maladies ou le

canal TRPV6 est impliqué.

1) Génération de 4 anticorps polyclonaux de lapin

La séquence enticre de la prot¢éine TRPV6 (disponible sur UniProt

https://www.uniprot.org/uniprot/Q9H1D0) a été analysée et 4 épitopes uniques couvrant des

domaines distincts comme la partie N-terminale, la 1" boucle extracellulaire, le pore et la partie
C-terminale du canal TRPV6 ont été¢ désignés pour générer des anticorps polyclonaux de lapin
(Figure 1A-B). Les antigénes ont été€ synthétisés et les anticorps polyclonaux de lapin générés
en utilisant un programme « AS-SMAF-SINGLE Rabbit — Speedy 28 days ». Les anticorps
générés ont ét¢ nommés comme suit : tb80 pour I’anticorps ciblant la partie N-terminale, rb79
pour ’anticorps ciblant la 1° boucle extracellulaire, tb82 pour I’anticorps ciblant le pore et
rb81 pour ’anticorps ciblant la partie C-terminale. Les analyses ELISA pour le sérum pré-
immun (PPI), saignement large (GP), saignement final (SAB) et anticorps purifiés (PA) de rb79,
80 et rb81 sont montrées dans les figures 1C-E. Les mémes analyses ELISA sur deux lapins
pour le pore du canal est montré dans les figures 1F-G. A cause de la complexité et la faible
antigénicité de 1’antigéne du pore, le meilleur lapin (Figure 1F) a été choisi pour un plus long
programme de 87 jours avec des boosts additionnels quotidiens. Les analyses finales ELISA du
sérum (S), du surnageant (FT) et des anticorps purifiés (PA) est montré dans la figure 1H.

L’anticorps ainsi obtenu a ét¢ nommé rb82.
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Intracellular

Ankyrin Repeats

ep79: H-C+QEAYMTPKDDIRLVG-NH, (16 aa)
ep80: H-C+QRRESWAQSRDEQNL-NH, (16 aa)
ep81: H-C+HTRGSEDLDKDSVEK-NH, (16 aa)
ep82: H-TEDPEELGHFYDYPMA-NH, (16 aa)
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Figure 1. Design et immunotransferts de différents anticorps polyclonaux de lapin anti-

TRPVe.

A. Schéma général du canal TRPV6 et position relative des épitopes pour les quatre anticorps,

79-82 (image du canal issu de http://atlasgeneticsoncology.org/). B. Les épitopes
correspondant utilisés pour générer des anticorps anti-TRPV6, ou la cystéine est utilisée pour
coupler avec la protéine KLH. C-H. Analyses ELISA utilisant les peptides immobilisés. PPI —
serum pré-immun, GP — saignement, SAB — saignement final, PA — anticorps purifiés, PP —
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petit saignement, S — sérum, FT — surnageant. Ligne pleine — peptide ; ligne discontinue —
transporteur. C. Analyse ELISA de [’anticorps rb79. D. Analyse ELISA de [’anticorps rb80. E.
Analyse ELISA de l’anticorps vb81. F. Analyse ELISA de [’anticorps rb82a (lapin 2358). G.
Analyse ELISA de [’anticorps rb82b (lapin 2359). H. Saignement final et purification
d’anticorps suivis d 'une analyse ELISA de [’anticorps rb82.

2) Révélation de I’expression protéique de TRPV6 avec les anticorps
polyclonaux de lapin

Les quatre anticorps générés ont d’abord été examinés en réalisant des immuno-empreintes
ou SDS-PAGE en conditions dénaturantes (Figure 2). Dans nos expériences, nous avons utilisé
un panel de différentes lignées cellulaires cancéreuses connues pour exprimer TRPV6 (Raphaél

et al. 2014a) comme LNCaP, DU-145, PC-3 et PC-3M.
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Figure 2. Immuno-empreintes des anticorps polyclonaux de lapin rb79-rb82 dans

différentes lignées cellulaires.

Immuno-empreinte des lysats totaux des cellules LNCaP, DU-145, PC-3 et PC-3M en
conditions dénaturantes révelés avec les anticorps polyclonaux de lapin anti-TRPV6 rb79-

rb82.
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L’immuno-empreinte des lysats totaux des cellules LNCaP, DU-145, PC-3 et PC-3M, révélé
avec I’anticorps polyclonal de lapin anti-TRPV6 rb79 a montré une taille attendue de la forme
glycosylée de la protéine aux alentours de 95-100 kDa alors que la taille théorique de la protéine
non glycosylée est d’environ 87,3 kDa (Figura 1A). De plus, une bande d’environ 50 kDa a été
détectée qui s’est montrée par la suite €tre aspécifique, n’étant pas présente dans la co-

immunoprécipitation (Figure 3G).

L’immunoempreinte des mémes lysats totaux révélée avec I’anticorps polyclonal de lapin rb80
sur les mémes lignées cancéreuses a montré une bande de haut poids moléculaire aux alentours
de 160 kDa uniquement dans les cellules LNCaP (Figure 2). L’immunoempreinte avec
I’anticorps rb81 a montré une multitude de bandes dans les cellules LNCaP, y compris une
bande inférieure a 95 kDa. Cependant, la présence d’une trainée souléve des doutes quant a la

spécificité de cet anticorps vis-a-vis du canal TRPV6.

Enfin, I’anticorps rb82 a montré une bande de 80 kDa exclusivement dans les cellules LNCaP

qui est en-dessous de la protéine non glycosylée théorique attendue d’environ 87,3 kDa.

Selon les données obtenues, 1’utilisation de tous les anticorps en western blot a été rejetée car
ils ne montrent pas la taille attendue de la protéine monomérique et/ou la qualité de la détection

est insuffisante a I’exception de 1’anticorps rb79.

Pour poursuivre la validation des anticorps, quatre siARN ont été utilisés dans nos études pour
réaliser une répression spécifique du canal TRPV6. La liste des séquences des siARN utilisés
est indiquée dans le Tableau 1. Elles ciblent le 1, le 7°™, le 11°™ et le 13°™ exon de I’ARNm.
Tout d’abord, la PCR quantitative en temps réel du canal TRPV6 a été réalisée dans les cellules
LNCaP transfectées soit avec 40 nM de siARN contrdle (luciférase) soit avec 40 nM de siARN
1 a 4 dirigés contre TRPV6 par rapport a I’expression du géne HPRT (Figure 3A). L’efficacité
de la répression de TRPV6 au niveau de ’ARNm était de plus de 60% ce qui correspond a
I’immuno-empreinte des lysats protéiques de cellules LNCaP traitées avec les différents siARN
ou la quantification des bandes spécifiques a TRPV6 par rapport a AKTB montre une

diminution de I’expression de TRPV6 du méme ordre de grandeur (Figure 3B).

Dans 1I’étape suivante, nous avons utilisé un systeéme de surexpression de TRPV6. Il faut savoir
qu’il est extrémement difficile d’avoir un systeme cellulaire in vitro qui n’exprime pas le canal
TRPV6 puisque la présence de 2mM de calcium dans la plupart des milieux utilisés rend
I’expression de TRPV6 avantageuse pour la survie cellulaire. Nos données montrent une

augmentation (variant de 1égére a forte) de I’expression de TRPV6 (Figure 3C) suggérant que
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la bande a 100 kDa est spécifique au canal TRPV6.

De plus, nous avons vérifié si, dans la nouvelle lignée cellulaire HAP-177"5"" I’expression du
canal TRPV6 était abolie. Etonnamment, une faible bande était encore présente a la taille
attendue du canal TRPV6 (Figure 3D). Lors de I’analyse de la séquence de 1’épitope de
I’anticorps rb79, il a été conclu qu’il y avait 4 mésappariements entre cette séquence et la
séquence homologue de 1’analogue proche de TRPV6, le canal TRPVS5. Sachant que ces canaux
ont une forte homologie a la fois au niveau peptidique et nucléotidique (puisque ce sont les
produits de la duplication d’un méme geéne dans 1’évolution (J. B. Peng et al. 2000a), nous avons
d’abord congu un couple discriminant d’amorces permettant la détection de TRPV6 ou TRPVS
de manicre spécifique et les avons testés (Figure 3E). Curieusement, en vérifiant le modéle de

lignée cellulaire, HAP-1/7"%"-

, nous avons remarqué une extinction complete de ’ARNm de
TRPV6 (via le systtme NMDA de désintégration de I’ARNm non-sens) mais aussi la
surexpression du canal TRPVS5 (Figure 3F). Nous avons donc émis I’hypotheése que la
surexpression du canal TRPVS au lieu du canal TRPV6 permettrait une liaison légeére de
I’anticorps tb79 avec TRPVS. Cette liaison doit étre extrémement faible comme visible dans
I’expérience d’immuno-empreinte en raison de la haute sensibilité de la réaction ECL

(Enhanced Chemo Luminescence) utilisée pour révéler le signal.

Finalement, une immunoprécipitation a 1’aide de I’anticorps rb79 a été réalisée pour confirmer
I’utilisation de cet anticorps ainsi que pour voir si ’on peut enrichir la quantité de TRPV6.
Comme le montre la figure 3G, I’immunoprécipitation des lysats cellulaires de LNCaP a I’aide
de rb79 (ou 79 enrichi) donne clairement deux bandes correspondant a la fois aux formes
glycosylées et non glycosylées du canal TRPV6. Fait intéressant, la bande vue sur le blot de la

Figure 2 a environ 50 kDa disparait prouvant que cette bande est aspécifique a8 TRPV6.
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Figure 3. Validation de I’anticorps rb79 utilisant des modéles de répression, de

surexpression et des modeles KO.
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A. PCR quantitative en temps réel du canal TRPV6 dans les cellules LNCaP transfectées avec
soit 40nM de siARN controle (luciférase) soit avec 40nM de siARN 1 a 4 contre le canal TRPV6
comparée a l’expression de HPRT (voir Tableau 1 pour les amorces). B. Immuno-empreinte
des lysats protéiques issus de cellules LNCaP traitées avec des siARN dans les mémes
conditions qu’en A. et quantification des bandes comparées a AKTB. C. Transfection du canal
TRPV6 avec le vecteur vEFIlap-5"UTR-TRPV6 _CMVp-mCherry dans les lignées cellulaires
LNCaP, HEK, CHO et PNTla et immuno-empreintes correspondantes. D. Expression
protéique de TRPV6 dans les modeéles cellulaires PC-3M, HAP-1"7"%" et HAP-1"P"*/" révélée
avec l’anticorps rb79 et comparée a l’expression de AKTB. E. PCR semi-quantitative utilisant
des amorces discriminatives de TRPV6 et TRPVS listées dans le Tableau 1 a la fois sur le
plasmide pTRPV6 et pTRPVS5. F. PCR semi-quantitative utilisant les mémes amorces
discriminatives qu’en E. pour détecter les transcrits de TRPV6 et TRPVS dans de nombreuses
lignées cellulaires incluant HAP-1"P"*" ainsi que les plasmides correspondants comme
controles positifs comparée a l’expression de AKTB. G. Immunopreécipitation de lysats totaux
issus de cellules LNCaP utilisant anti-f-intégrine, rb79 et une condition enrichie en rb79, avec

des billes en controle négatif. Le blot a été révélé avec rb79.

3) Existe-t-il des variants d’épissage de la protéine TRPV6 dans les
cellules cancéreuses prostatiques LNCaP ?

Pour savoir si les bandes supplémentaires vers 50 kDa ne sont pas des formes alternatives
ou des variants d’épissage, nous avons effectué un ARN profiling de notre ADNc. Le géne de
TRPV6 est situé sur le chromosome 7 locus 33-34 et se compose de 15 exons (Figure 4A).
Notre idée était ici de concevoir dans chaque exon une amorce soit vers I’avant soit vers 1’arriere
et en les croisant les unes avec les autres pour voir s’il peut y avoir des épissages, des délétions,
des insertions etc. Tous les couples d’amorces et les tailles d’amplicons attendus sont indiqués
dans le Tableau 2. Nous avons utilisé¢ un plasmide vEFlap-5’UTR-TRPV6 CMVp-mCherry
contenant la partie 5’-UTR de TRPV6 comme précédemment reporté (Fecher-Trost et al.
2013a) comme contrdle (Figure 4B). Tous les couples d’amorces et les combinaisons de ceux-
ci ont été validés. Ensuite, ’ADNCc de la lignée cellulaire LNCaP a été testée et a montré la
forme enticre de I’ARNm de TRPV6 (Figure 4B) suggérant que les bandes supplémentaires

révélées par les anticorps ne sont pas spécifiques a TRPV6.
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Figure 4. ARN profiling de ’ARNm du canal TRPV6.

A. Schéma général du gene trpv6 avec la position relative des introns et exons et les variants

épisses finaux de TRPV6 (Schéma issu de hitp.//atlasgeneticsoncology.org/) avec la position

des amorces listées dans le tableau 2. B. ARN profiling utilisant les différentes amorces
génerées et leurs tailles attendues du Tableau 2 utilisant le vecteur vEFIlap-5’'UTR-
TRPV6 CMVp-mCherry seul (panel de gauche) et I’ADNc total issu de cellules LNCaP (panel
de droite).

4) Utilisation de I’anticorps polyclonal de lapin rb79 dans des
expériences d’immunofluorescence et FACS

Comme I’anticorps polyclonal de lapin rb79 posséde un épitope extracellulaire, nous avons
initialement essay¢ de détecter le canal TRPV 6 sur la surface externe de la membrane plasmique
a I’aide de la microscopie confocale. Les cellules ont été fixées mais non perméabilisées avec
la saponine permettant la coloration exclusive de la membrane plasmique (Figure 5A). Dans
nos expériences, deux anticorps de controle ont été utilis€s : un anticorps polyclonal de lapin

anti-HA ayant le méme isotype et I’anticorps polyclonal de lapin anti-TRPV6 rb80 qui cible
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I’extrémité N-terminale du canal TRPV6 qui se trouve dans la partie intracellulaire. Comme on
peut le voir dans la Figure 5A, tb79 est capable de marquer les canaux TRPV6 présents a la

membrane plasmique a la surface des cellules LNCaP.

L’expérience supplémentaire de FACS a ¢été réalisée sans perméabilisation. Le modele
cellulaire HAP-177"5" a été comparé aux cellules HAP-177"5""* (Figure 5B). Les cellules HAP-
176" semblent contenir 24,58% de cellules exprimant TRPV6 a la membrane plasmique

contre 3,8% dans les cellules HAP-177"6"-,

La méthode ¢établie pour tester la spécificit¢ des anticorps dans les expériences
d’immunofluorescence consiste a transfecter les cellules avec la protéine de fusion, c’est-a-dire
le canal TRPV6 couplé¢ au marqueur fluorescent : pTRPV6-YFP. Une fois transfectées, les
cellules sont fixées, perméabilisées puis incubées avec 1’anticorps primaire (rb79) suivi de
I’anticorps secondaire couplé a 1’ Alexa Fluor 546. De plus I’analyse de la colocalisation se fait
a I’aide du logiciel spécifique au microscope Zeiss Zen. Le coefficient de colocalisation moyen
entre les signaux rouges et verts est indiqué en %. Dans notre expérience, nous avons utilisé un
plasmide contrdle contenant la séquence du canal calcique Orail fusionné a la protéine YFP.
Comme on peut le voir sur la figure 5C, la différence est significative (70% contre 18%). Cet
¢cart résiduel dans I’exces du signal rouge s’explique par la présence naturelle du canal TRPV6
dans les cellules LNCaP. Ainsi, I’anticorps rb79 convient a la fois aux expériences

d’immunofluorescence et au FACS.
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Figure 5. Marquage du canal TRPV6 a la membrane plasmique par ’anticorps rb79.

A. Signal d’immunofluorescence de cellules LNCaP non perméabilisées et fixées avec 3,5% de
paraformaldehyde issues de traitement avec soit un anticorps polyclonal de lapin anti-HA,
[’anticorps anti-TRPV6 rb80 (épitope N-terminal) soit avec rb79. B. Expression membranaire
de TRPV6 marquée par rb79 dans des cellules non perméabilisées HAP-1"P"%" (gauche) et
HAP-1"P5""* (droite) en utilisant le cytométre en flux FACScan (Becton-Dickinson, San Jose,
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CA). C. Signal d’immunofluorescence de cellules LNCaP fixées avec 3,5% de
paraformaldehyde et perméabilisées avec de la saponine, transfectées avec soit le plasmide
pTRPV6-YFP (gauche) soit avec pOrail-YFP (droite). Chaque condition a été traitée avec rb79
suivi du marquage par un anticorps secondaire AlexaFluor546 (rouge). Le coefficient moyen
de chevauchement entre les signaux rouges (TRPV6) et verts (YFP) est montré en % sur le coin

droit.

5) Utilisation de ’anticorps rb79 dans le diagnostic et le pronostic en
clinique

Sur quatre anticorps générés, seul 1’anticorps polyclonal de lapin rb79 a produit une
coloration stable et claire des cellules épithéliales cancéreuses de la prostate. Cet anticorps a été
utilisé pour effectuer des expériences d’immunohistochimie (IHC) en utilisant 21 échantillons
cliniques humains provenant d’échantillons de résection de la prostate (Figure 6). Six cas de
prostate normale (échantillons issus de résection du cancer de la vessie), six cas d’hyperplasie
bénigne de la prostate (HBP), six adénocarcinomes avec un score de Gleason 7 (3+4) et trois
avec un score de Gleason 9 (4+5). L analyse de fréquence (nombre de cas positifs par rapport
au total) et d’intensit¢ d’expression (trois niveaux d’intensité choisis) sur les échantillons
cliniques est représentée sur la figure B. Nos données confirment 1’absence d’expression de
TRPV6 dans la prostate saine et un léger marquage dans la moitié¢ des échantillons de HBP
correspondant aux données publiées auparavant (Wissenbach et al. 2004a; J. B. Peng et al.

2000a; Raphaél et al. 2014a).

L’expression du canal TRPV6 a ¢également été corrélée a I’expression des marqueurs
d’agressivité tels que Ki-67, PSA, chromogranine A, CD31, CD56, synaptophysine, etc
(raphael et al, 2014). On peut en conclure ici que I’anticorps polyclonal rb79 peut étre utilisé a
des fins de diagnostic mais aussi potentiellement a des fins de pronostic. De plus, rb79 a été
utilisé pour effectuer des IHC de tumeurs dérivées de xénogreffes des cellules HAP-1 "7~ et
HAP-1 "P6** (Figure 6C). Comme on peut le voir, I’anticorps rb79 ne détecte rien dans les
cellules HAP-1 "7 validant a la fois le modéle KO et la spécificité de 1’anticorps vis-a-vis de

TRPV6.
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Figure 6. Détection du canal TRPV6 dans des échantillons humains cliniques par rb79.

A. [HC d’échantillons humains marquée avec rb79 issus de résections de prostate dans le cas
de prostate normale (résection de cancer de la vessie), d’hyperplasie bénigne de la prostate

(HBP) et d’adénocarcinome de score de Gleason 7 et 9. B. Analyse statistique utilisant une
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cohorte de 21 patients du nombre de cas exprimant TRPV6 et de l’intensité d’expression dans
des échantillons cliniques a [’aide de rb79. C. IHC de coupes de tumeurs dérivées de
xénogreffes de cellules HAP-1 """ (gauche) et HAP-1 "?"*"* (droite) dans des souris nude

immunodeéficientes.
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Tableau I

Amorces et SIARN

No | Name, Forward Backward Expected Size (b.p)
Accession N | (57-...-37) (5°-...-3")

1. | TRPVe, CCCTCAGTGTCTCGAA | TCAGATCTGATATTCCC | 134
NM 018646 | GTAC AGCTC

4. | TRPVe, TTGGCAGCTAGAAGGAGA | 145
NM 018646 | CCCAAGGAGAAAGGGC | GG

TAAT

2. | TRPVS, TCTTCCAACTTCCTCC | CCTCACTAAGGTTCAGT | 115
NM 019841 CTG CCAAG

3. | AKTB, CAGAGCAAGAGAGGC | GTTGAAGGTCTCAAACA | 209
NM 001101 | ATCCT TGATC

4. | HPRT, GGCGTCGTGATTAGTG | CGAGCAAGACGTTCAGT | 134
NM 000194 | ATGAT CCT

5. | TRPV6 5'- CCUGCUGCAGCAGAAGAGG (dTdT)-3’
siRNA-1

6. | TRPV6 5'- GACUCUCUAUGACCUCACA (dTdT)-3’
siRNA-2

7. | TRPV6 5'- CGUCAUGUACUUCGCCCGA (dTdT)-3’
siRNA-3

8. | TRPV6 5'- CCUCCUCAUUGCCAUGAUG (dTdT)-3’
siRNA-4

siLuciferase,

AB 490793

5’-CUUACGCCUGAGUACUUCGA(ITAT)-3’
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Accession

number

Tableau 2

Amorces pour ’ARN profiling de TRPV6

Techniqu

e

F1 or B1

TRPV6 [ NM 0186 | AP V6-ex1-F-1 : AAGGCAGGAGACAGGAGAC
46

TRPV6 [ NM 0186 | AP V6-ex1-FO : GACCTCTACAGGGAGACGG
46

TRPV6 [ NM 0186 | AP V6-ex3-B2 : CATAGAGCTCAGATGTCATGG
46

TRPV6 [ NM 0186 | AP V6-ex4-F3 : CAGAACATGAACCTGGTGC
46

TRPV6 [ NM 0186 | AP V6-ex5-B3 : CGATCTCCTCACTGTTCACA
46

TRPV6 [ NM 0186 | AP V6-ex6-B4 : CTGTCGTAGGACAGCAACAG
46

TRPV6 | NM 0186 | AP V6-ex7-B5 : GGTGGTGATGATAAGTTCCAG
46

TRPV6 [ NM 0186 | AP V6-ex8-F4 : GGTGCCATATATCTGCTGTAC
46

TRPV6 | NM 0186 | AP V6-ex9-B6 : CTACCAGCAGGATGATGATAG
46

TRPV6 [ NM 0186 | AP V6-ex10-B7 : GGATGGTCTGTCCAAAGAAG
46

TRPV6 | NM 0186 | AP V6-ex11-Fsq : GGCTGGTGCAACGTCATGTAC
46
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TRPV6 [ NM 0186 | AP V6-ex12-Fex : ATTCTGCTGGCTGATGGC
46

TRPV6 [ NM 0186 | AP V6-ex13-Bex : CGATGATGGTAAGGAACAGC
46

TRPV6 [ NM 0186 | AP V6-ex14-F5 : TTGTGGCCACCACGGTG
46

TRPV6 [ NM 0186 | AP V6-ex15-B8 : AGGTACTTCGAGACACTGAGG
46

Taille attendue des amplicons de PCR

Primers Expected size, bp Targeted Exon/span

F-1/B2 480 (5’-UTR)-2

F0/B2 460 (5’-UTR)-2

F1/B1 150 1-2

F1/B2 330 1-2-3

F3/B3 150 4-5

F3/B4 290 4-5-6

F3/B5 500 4-5-6-7

F4/B6 210 8-9

F4/B7 260 8-9-10

Fsq/Bex 240 11-12

Fex/Bex 150 12-13

F5/B8 280 14-15
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Tableau 3

Liste d’anticorps et leur épitope

Et conditions d’utilisation en immunoempreinte et IHC

Antibody |Design/Manufacturer Clone |Epitope Dilution |Pretreatment |Incubation
IHC IHC
TRPV6  [Design: Dr. LEHEN’KYI, [rb79 |QEAYMTPKDDI (1/200 IHC |CC2 STD 32 min
produced : EUROGENTEC, RLVG 1/500 WB
LTD, Belgium
TRPV6  [Design: Dr. LEHEN’KYI, [rb80 |QRRESWAQSRD [1/500 WB
produced : EUROGENTEC, EQNL
LTD, Belgium
TRPV6  [Design: Dr. LEHEN’KYI, [rb81 |HTRGSEDLDKD |[1/500 WB
produced : EUROGENTEC, SVEKL
LTD, Belgium
TRPV6  [Design: Dr. LEHEN’KYI, [rb82 |TEDPEELGHFYD|1/500 WB
YPMA

produced : EUROGENTEC,
LTD, Belgium

II.

contre

I’épitope

Le ciblage du canal calcique TRPV6 par des anticorps

polyclonaux dirigés extracellulaire

induisent ’apoptose des cellules cancéreuses prostatiques

Les données présentées ci-dessous feront I’objet d’un article intitulé : « TRPV6 calcium

channel targeting by polyclonal antibodies raised against extracellular epitop induces cancer

cell apoptosis »
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Résumé des résultats obtenus :

De plus en plus de preuves suggerent que la surexpression du canal calcique TRPV6 est un
événement commun dans les cancers d’origine épithéliale. Il a été observé que TRPV6 était
surexprimé dans des tissus provenant de tumeurs de I’ovaire, la prostate, le sein, la thyroide, le
colon et le pancréas. En dépit de la découverte de son rdle crucial dans la prolifération cellulaire
cancéreuse et dans la survie in vitro, aucun outil efficace ciblant le canal TRPV6 in vivo n’a été

reporté a ce jour afin d’étre utilis¢ comme thérapie efficace contre ces cancers.

Dans cet article, nous avons généré 2 anticorps dirigés contre des épitopes extracellulaires
ciblant la boucle extracellulaire entre les domaines transmembranaires S1 et S2 ainsi que la
région du pore du canal. Ces 2 anticorps sont capables de moduler I’activité du canal TPRV6 a
la membrane plasmique en modifiant le courant de 1’entrée calcique (démontré par la technique
de Patch Clamp) et en altérant le signal de 1’entré calcique (montré par la technique d’imagerie
calcique), ce qui amene a I’apoptose des cellules cancéreuses in vitro (démontré par la technique
de TUNEL). Les études préliminaires sur les mécanismes d’action des 2 anticorps semblent
pourtant différent. En effet, par biotinylation membranaire, nous avons montré que 1’anticorps
rb79 permettant d’augmenter [’expression de TRPV6 a la membrane en modifiant
potentiellement son recyclage a la membrane. L’ensemble des données obtenues montrent
clairement la perspective de 1’utilisation d’anticorps ciblant TRPV6 a des fins thérapeutiques

dans les pathologies ou TRPV6 est impliqué.

1) Design et validation des anticorps dirigés contre les épitopes
extracellulaires du canal TRPV6

Quatre anticorps polyclonaux ont été générés contre la partie extracellulaire du canal
TRPV6 (79a-c et 82). La 1°® boucle entre les domaines transmembranaires S1 et S2 et la région
du pore du canal ont ét¢ étudiés (Figure 7A). Pour le design des séquences peptidiques, la
position relative a la membrane plasmique, la bicouche lipidique, les sites de glycosylation ainsi
que la structure 3D déja disponible du canal TRPV6 ont été pris en compte (Saotome et al.
2016) (Figure 7B). 37 acides aminés couvrent la 1°° boucle extracellulaire située entre les
domaines transmembranaires S1 et S2 (Figure 7A et B). Des analyses détaillées utilisant le
logiciel NetNGlyc 1.0 ont montré les deuxiéme et troisiéme sites les plus probables de N-
glycosylation, RTNNRT et RDNTL (Figure 7B). La présence de ces sites et leur N-

glycosylation empécheront 1’acces stérique potentiel a 1’épitope par I’anticorps. D’un autre
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coté, la bicouche lipidique empéchera I’anticorps de se lier aux acides aminés respectifs de
I’épitope. L immuno-empreinte des lysats totaux des cellules LNCaP, DU-145, PC-3 et PC-3M
révélée avec ’anticorps polyclonal de lapin anti-TRPV6 rb79 a montré une taille attendue de
la forme glycosylée de la protéine autour de 95-100 kDa tandis que la séquence peptidique non
modifiée est d’environ 84 kDa ainsi qu’une bande aspécifique d’environ 50 kDa (Figure 7C).
Des anticorps dirigés contre 1’épitope 79, seul 79a a été retenu pour les expériences ultérieures
(appelé¢ rb79). Quant a D’épitope 82, les résultats n’étaient pas satisfaisants (montrant
probablement des dimeres de TRPV6) mais étant le seul anticorps disponible, il a été retenu

pour d’autres expériences (Figure 7D).

Comme les anticorps sont censés agir de mani¢re extracellulaire, une expérience
d’immunofluorescence avec 15min de préincubation suivie d’une fixation avec PAF a 3,5%
sans aucune perméabilisation a été réalisée (Figure 7E). Un anticorps polyclonal de lapin anti-
HA a été utilisé comme contrdle. Les données montrent clairement une liaison membranaire
spécifique pour I’anticorps tb79. Etant donné que le marquage n’était pas convaincant pour
I’anticorps rb82, une analyse logicielle des intensités de pixels dans la zone membranaire
s¢lectionnée a été réalisée. Le rapport indiqué montre la spécificité du signal par rapport a
I’arriére-plan adjacent (Figure 7E). L’intensité de la coloration était beaucoup plus forte pour
b82 par rapport a ’anticorps contrdle anti-HA mais toujours deux fois inférieure a celle de
rb79. De plus, le co-marquage contréle avec un marqueur de membrane plasmique tel que la
cholera toxine (CTX) marquant les lipides G2M a été réalis€ pour prouver une localisation au
niveau de la membrane plasmique du canal TRPV6 (Figure 8). Ainsi, ces deux anticorps anti-

TRPV6, rb79 et rb82 ont été choisis pour étre utilisés dans d’autres expériences fonctionnelles.
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Figure 7. Design et validation de deux anticorps polyclonaux de lapin dirigés contre le

canal TRPV6.

A. Schéma général du canal et position relative des épitopes pour les deux anticorps 79 et 82

(image du canal issue de http.//atlasgeneticsoncology.org/) B. Diagramme avec les positions

des acides aminés dans les domaines transmembranaires SI et S2 et les positions des acides
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aminés dans les domaines transmembranaires S5 et S6, les variants d’épitope (a-c) et les sites
de glycosylation (N). C. Immuno-empreinte des lysats totaux des cellules LNCaP, DU-145, PC-
3 et PC-3M révélée avec I’anticorps polyclonal anti-TRPV6 rb79. D. Immuno-empreinte des
lysats totaux de cellules LNCaP, DU-145, PC-3 et PC-3M révélée avec [’anticorps polyclonal
anti-TRPV6 rb82. E. Expérience d’immunofluorescence des cellules LNCaP prétraitées avec
les anticorps polyclonaux de lapin anti-HA et anti-TRPV6 rb79 et rb82 puis fixées avec 3,5%
de paraformaldehyde sans perméabilisation et révélées avec I’anticorps anti-TRPV6 rb79. Le
rapport indiqué dans le coin supérieur droit montre la spécificité du signal de coloration par

rapport au fond.

A CTX- IRPVG Merged

10 um

Figure 8. Expression membranaire de TRPV6 mise en évidence par marquage avec les

anticorps rb79 et rb82 en immunofluorescence.
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2) Des traitements avec les anticorps augmentent I’entrée capacitive de
calcium dans les cellules cancéreuses prostatiques

TRPV6 a été montré comme un élément important de 1’entrée SOCE (Store-operated
calcium entry) dans les cellules cancéreuses prostatiques permettant 1’utilisation de ce
mécanisme pour détecter et analyser 1’activité du canal TRPV6 (Raphaél et al. 2014a). Ce
mécanisme est déclenché par la vidange des réserves de calcium dans le réticulum
endoplasmique (RE). L’inhibition de la pompe SERCA avec la thapsigargine (1 uM) est utilisée
pour induire une fuite de calcium du RE vers le cytosol, ce qui va vider les réserves de calcium
et ainsi activer les canaux SOC (store-operated channels) comme Orail, TRPCI1 etc qui a leur
tour activeront le canal TRPV6 prenant une part importante dans I’amplification de I’entrée de

calcium a I’intérieur des cellules (Raphaél et al. 2014a)(Figure 9A).

Pour le protocole, les cellules sont d’abord incubées avec la solution ne contenant pas de
calctum afin de créer un gradient vers I’extérieur qui est amplifié par [’utilisation de
thapsigargine bloquant les pompes SERCA et ne permettant ainsi pas au calcium d’étre recapté
dans le RE. Cette condition artificielle créera un grand manque de calcium, crucial pour la
survie cellulaire et recrutera les canaux SOC. L’ajout de 2mM de calcium assurera une entrée

de calcium via les SOC qui, a leur tour, activeront TRPV6.

La préincubation de cellules cancéreuses prostatiques LNCaP pendant 5min avec soit du
glycérol (CT), soit des anticorps polyclonaux anti-HA ou anti-TRPV6 rb79 et rb82 (normalisés
a 0,5 pg/uLl) a des dilutions de 1/500, a conduit a des effets différentiels tels qu’une
augmentation significative de 1’entrée capacitive de calcium avec traitement par rb79 et rb82
(Figure 9C). Pour prouver que ces effets sont médi€s par le canal TRPV6, les résultats ont été
confirmés en utilisant une stratégie de siARN afin de réprimer TRPV6. Ainsi, le SOCE a été
significativement diminué lors de la répression du canal TRPV6 (Figure 9D) et I’augmentation
du SOCE médiée par I’anticorps rb79 (siTRPV6 + rb79) a été significativement atténuée par
rapport au contréle (siCT + rb79) (Figure 9E). Les mémes données ont été obtenues en
prétraitant avec 1’anticorps rb82 qui a pu augmenter de manicre significative le SOCE (Figure
9F). De méme, I'utilisation de siARN diminue I’entrée SOCE induite par rb82 (Figure 9G).
Ainsi, les 2 anticorps rb79 et tb82 activent TRPV6 qui amplifie le SOCE et laisse entrer une

plus grande quantité de calcium a ’intérieur des cellules LNCaP.
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A. Schéma du SOCE (store-operated capacitive calcium entry) ou le canal TRPV6 joue un role
important. L’inhibition des pompes SERCA avec la thapsigargine provoque une fuite de
calcium qui vide les stocks calciques réticulaires et active les canaux SOC (Store-Operated
Channels) qui, a leur tour, vont activer le canal TRPV6 prenant une part importante dans
l'amplification de l'entrée du calcium a l'intérieur les cellules. B. le SOCE dans les cellules
LNCaP prétraitées 5 min avec soit le glycérol (CT), soit les anticorps polyclonaux de lapin
anti-HA ou anti-TRPV6 rb79 et rb82. C, Représentation quantitative correspondante du SOCE
affecté par les traitements induits par les anticorps montrés dans B. D, SOCE dans les cellules
LNCaP avec l'anticorps anti-TRPV6 rb79 prétraitement de 5 min avec knockdown du canal
TRPV6 (siARN, 40 nM, 48 heures). E, une représentation quantitative correspondante du
SOCE affecté par les traitements indiqués dans D. F, SOCE dans les cellules LNCaP sous
l'anticorps anti-TRPV6 rb82 prétraitement de 5 min avec le knockdown du canal TRPV6
(SiRNA, 40 nM, 48 les heures). G, une représentation quantitative correspondante du SOCE

affecte par les traitements indiqués dans F.

3) Les anticorps rb79 et rb82 affectent directement les courants du canal
TRPV6

Un standard dans I’action des anticorps extracellulaires sur un canal ionique est la technique
d’¢lectrophysiologie permettant de mesurer les courants ioniques traversant un canal particulier
puisque chacun d’eux poss€de une caractéristique ou une signature conductrice unique. La
spécificité des anticorps développés rb79 et rb82 a été vérifiée en mesurant leur effet sur les
courants entiers enregistrés a partir de cellules HEK transfectées avec le plasmide vEFlap-
5’UTR-TRPV6wt CMVp-mCherry (Figure 10). Les cellules ont été initialement baignées,
comme décrit, dans une solution physiologique contenant 10mM de calcium connu pour
bloquer I’activité de TRPV6 (Derler et al. 2006a; Niemeyer et al. 2001a; Singh et al. 2018a).
Des courants spécifiques a TRPV6 sont obtenus en échangeant la solution extracellulaire (bain)
avec une solution sans cation divalent (DVF), communément connue pour stimuler I’activité
de TRPV6 (Derler et al. 2006a; Niemeyer et al. 2001a). L’anticorps polyclonal anti-TRPV6 de
lapin rb79 est capable d’augmenter significativement le courant en se liant au canal TRPV6
(1/500, 0,5 pg/uL) par rapport a I’anticorps controle anti-HA (Figure 10A et B). Pour confirmer
la spécificité de cette liaison, une expérience de dose-réponse a été mence et a montré

I’activation progressive du canal TRPV6 (Figure 10C). Les mémes effets ont été¢ obtenus pour

109



I’autre anticorps : tb82 montrant une augmentation significative des courants spécifiques de

TRPV6 (Figure 10D).
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Figure 10. Les anticorps altérent les courants électriques a travers le canal TRPV6.

A. Une courbe I/V standard avec la rampe -100/+100 mV appliquée sur la cellule HEK
transfectée avec le vecteur vEFIlap-5'UTR-TRPV6owt CMVp-mCherry et traitée avec
l'anticorps polyclonal de lapin anti-TRPV6 rb79 par rapport a l'anticorps témoin du méme
isotype anticorps polyclonal anti-HA de lapin. B. Représentation quantitative correspondante
des courants spécifiques de TRPV6 dans différentes conditions indiquées en A, n = 3, * - p <
0,05. C. Courbes dose-réponse de [’anticorps anti-TRPV6 de lapin rb79 a différentes dilutions.
D. Une courbe I/V standard avec la rampe -100/+100 mV appliquée sur la cellule HEK
transfectée avec le vecteur vEFIlap-5'UTR-TRPV6wt CMVp-mCherry et traitée avec
l'anticorps polyclonal de lapin anti-TRPV6 rbS82.
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4) Diminution de la survie cellulaire via la modulation de P’activité de
TRPV6

Dés que nous avions prouvé I’action directe de nos anticorps sur le canal TRPV6, la
question cruciale était de savoir si ces anticorps, rb79 et tb82, étaient capables d’influencer la
viabilité cellulaire des cellules PCa in vitro. En effet, le canal TRPV6 est connu comme étant
impliqué dans la survie cellulaire des cellules PCa et le ciblage de celui-ci avec des anticorps
capables de modifier son activité peuvent entrainer des effets cellulaires au niveau de la survie.
Pour cela, les cellules LNCaP ont été incubées pendant 72 heures soit avec du glycérol (CT)
soit avec différentes dilutions d’anticorps tb79 et rb82 (Figure 11A et B). De plus, un anticorps
anti-HA contrdle a également été utilisé a différentes dilutions. Etant donné que le test de survie
cellulaire est basé sur 1’évaluation de D’activit¢ du cytochrome p-450, il s’agit d’un test
complexe mesurant a la fois la prolifération et la mortalité cellulaire nécessitant 1’ utilisation de
techniques supplémentaires. Dans notre expérience de comptage cellulaire, nous avons
photographié la densité cellulaire avant comptage (Figure 11C) montrant une densité cellulaire
clairement différente dans les conditions traitées avec rb79 et tb82. De plus, nous avons testé
les effets des anticorps rb79 et rb82 (par rapport a autre anticorps contrdle anti-GFP) sur nos
lignées cellulaires PC-3M """ et PC-3M “P*5*'* (Figure 8B). Ces données ont confirmé une
fois de plus le ciblage spécifique du canal TRPV6 par les anticorps rb79 et rb82. Le comptage
cellulaire des cellules PCa traitées avec les anticorps est illustré a la figure 11D ou nous avons
ajouté deux autres anticorps controle ciblant le canal TRPV6 de I’intérieur de la cellule et ne
pouvant donc pas cibler le canal TRPV6 présent sur les cellules vivantes intactes. Une autre
lignée cellulaire PCa a également été utilisée pour voir si les anticorps tb79 et rb82 sont
capables de cibler d’autres lignées cellulaires (Figure 11E). Nos données suggerent fortement
I’implication crucial du canal TRPV6 dans la survie des cellules PCa et donc la modulation de
son activité peut étre extrémement bénéfique pour le traitement du cancer de la prostate. Les
données montrent clairement que le type de cellules n’a pas d’importance pour 1’anticorps 82
(les mémes données ont été obtenues pour I’anticorps rtb79, données non présentées). Enfin, des
études du cycle cellulaire ont été effectuées montrant 1’apparition d’un pic sub-G1 dans les
conditions traitées avec les anticorps rb79 et tb82 (Figure 11F), ce qui suggere que les anticorps

anti-TRPV6 agissent en induisant I’apoptose plutdt qu’en diminuant la prolifération cellulaire.
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A. Test de survie cellulaire (MTS) de cellules LNCaP traitées soit avec la quantité équivalente
de glycerol (CT) soit avec différents anticorps (anticorps anti-TRPV6 rb79 et anti-HA pendant
3 jours) dilutions normalisées a la quantité initiale de 0,5 ug/ul, n=3, * - p<0,05 ; **- p<0,01.
B. la méme survie cellulaire des cellules LNCaP traitées avec l'anticorps anti-TRPV6 rbS2. C.
Photos des cellules LNCaP traitées pendant 3 jours avec une dilution 1/500 de l'expérience ci-
dessus avec soit l'anticorps anti-TRPV6 rb79, rb82, anti-SERCA2B du méme isotype et le
glycérol. D. Comptage cellulaire des cellules LNCaP traitées pendant 3 jours avec les anticorps
anti-TRPV6 rb79, rb82, mais aussi rb80 et rb81 (dirigés contre des épitopes intracellulaires
du canal TRPV6) anti-SERCA2B de méme isotype et glycerol (CT) ; n=3, ** - p<0,01. E. Test
de survie cellulaire (MTS) de cellules PC-3M traitées pendant 3 jours avec l'anticorps anti-
TRPV6 rb82 en utilisant différentes dilutions et le glycérol (CT) ; n=3, ** - p<0,01. F. Test du
cycle cellulaire avec un pic sub-G1 distinct des cellules LNCaP en utilisant l'anticorps anti-

TRPV6 rb79, rb82, anti-HA de méme isotype et le glycérol (CT) pendant 3 jours.

Un test d’apoptose classique, la coloration de Hoechst, a été utilisé pour confirmer 1I’hypothése
de I’induction de I’apoptose par les anticorps rb79 et rb82 (Figure 12A). La thapsigargine (3
jours de traitement) a ét¢€ utilisée comme contrdle positif car elle induit une apoptose dépendante
du calcium dans le traitement a long terme. La quantification des cellules apoptotiques a montré
un taux de mortalité significatif induit par le traitement de 3 jours avec les anticorps rb79 et
82 sur les cellules LNCaP (Figure 12B) et les cellules HEK (Figure 12C) qui sont plus
sensibles a 1’apoptose par rapport aux cellules PCa. Un autre test d’apoptose fiable est le test
de TUNEL TMR-red, réalisé pour confirmer les données, qui a montré un taux ¢levé d’apoptose
dans les conditions traitées avec les anticorps tb79 et rb82 par rapport au glycérol (CT) (Figure
12D). Le test du cycle cellulaire a ensuite été répété pour confirmer les données obtenues et le
pic sub-G1 a été quantifi¢ (Figure 12E). Les données quantifiées montrent que des cellules
LNCaP traitées pendant 72 heures développent un taux significatif d’apoptose dans les
conditions rb79 et rb82 (Figure 12E). Enfin, pour exclure la nécrose comme mécanisme
possible, une série temporelle de 8, 24 et 48 heures a été réalisée a I’aide d’une coloration au
bleu de trypan montrant 1’apparition tardive des cellules colorées, comme indicateur de

I’apoptose ou I’intégrit¢ de la membrane est compromise (Figure 12F).
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Figure 12. L’activation du canal TRPV6 par les anticorps 79 et 82 induit I’apoptose des

cellules cancéreuses prostatiques.
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A. test d'apoptose utilisant la coloration Hoechst des cellules LNCaP. Les cellules ont été
prétraitées pendant 72 heures soit avec la quantité équivalente de glycérol (CT) soit avec les
anticorps anti-TRPV6 rb79 et rb82 pendant 72 heures (1/500, 0,5 ug/ul). Un traitement avec 1
uM de thapsigargine (TG) pendant 72 heures a été utilisé comme controle positif pour induire
l'apoptose. B. Quantification du taux d'apoptose en utilisant la coloration Hoechst des cellules
LNCaP. n=3, **- p<0,01, *** - p<0,001. § - p<0,05 par rapport au traitement TG (1 uM, 72
heures) seul. C. Quantification du taux d'apoptose par coloration Hoechst des cellules HEK.
n=3, ** - p<0,01, *** - p<0,001. § - p<0,05 par rapport au traitement TG (1 uM, 72 heures)
seul. D. Test d'apoptose utilisant le test TUNEL TMR-rouge de cellules LNCaP traitées avec
les anticorps anti-TRPV6 rb79 et rb82 et le glycérol (CT) ; n=3. E. Quantification du pic sub-
G1 du test du cycle cellulaire des cellules LNCaP traitées pendant 72 heures soit avec la
quantité équivalente de glycérol (CT) soit avec l'anticorps anti-TRPV6 rb79 et rb82 pendant
72 heures (1/500), ou anti-HA du méme isotype. Un traitement avec 1 uM de thapsigargine
(TG) pendant 72 heures a été utilise comme controle positif pour induire l'apoptose. n=3, * -
p<0,05 ; ** - p<0,01. F. Coloration au bleu Trypan des cellules LNCaP traitées avec la
quantité équivalente de glycérol (CT) ou d'anticorps anti-TRPV6 rb79 et rb82 pendant 72
heures (1/500), ou d'anti-HA de méme isotype, réalisée pendant 8, 24 et 48 heures. n=3, * -
p<0,05; **-p<0,01.

5) Hypotheéses des mécanismes d’action des anticorps rb79 et rb82

Quatre mécanismes de régulation des canaux ioniques sont connus aujourd’hui. Le premier
est de réguler 1’expression du canal ionique au niveau de la transcription, le second est de
réguler la maturation de la protéine au niveau des modifications post-traductionnelles, le
troisieme est de réguler le trafic des canaux ioniques vers la membrane plasmique puisque ces
protéines sont transmembranaires et doivent, tout en possédant des domaines hydrophobes,
s’insérer dans les vésicules lipidiques dont le trafic vers la membrane plasmique est étroitement
controlé et le quatriéme est une régulation directe de ’activité des canaux ioniques sur la
membrane plasmique. Puisque nous avons déja montré que 1’expression de TRPV6 est focalisée
sur la membrane plasmique, nous avons poursuivi nos ¢études en utilisant un protocole de
biotinylation qui permet de suivre I’expression membranaire des protéines. Nos données
utilisant des cellules LNCaP prétraitées avec les anticorps anti-TRPV6 rb79 et rb82, du glycérol

et I’anticorps anti-HA pendant 15 minutes ont montré que dans le cas du prétraitement avec
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I’anticorps rb79, I’expression membranaire de TRPV6 augmentait significativement alors qu’il
n’y a pas d’effet avec 1’anticorps rb82 (Figure 13A). En effet, nos données sont en corrélation
avec celles précédemment obtenues. Par ailleurs, les données sur la régulation de TRPV6 via
la translocation et sa stabilisation sur la membrane plasmique ont déja été publiées (van
de Graaf et al. 2006). En ce qui concerne 1’anticorps rb82, son mécanisme d’action semble étre

une action directe sur le canal TRPV6 qui modifierait uniquement son activité.

Selon les données obtenues, seules les cellules exprimant le canal TRPV6 sur la membrane
plasmique seront affectées par les anticorps anti-TRPV6 rb79 et rb82. Pour le démontrer, nous
avons modifi¢ un test TUNEL de maniére que les cellules traitées pendant 3 jours avec les
différents anticorps soient d’abord fixées et prétraitées sans perméabilisation avec 1’anticorps
b79 pour détecter le canal TRPV6 a la membrane plasmique suivant le protocole de TUNEL
TMR-red. Nos données montrent que seules les cellules exprimant TRPV6 (Figure 13B) sont
colorées en rouge et sont donc apoptotiques, ce qui confirme notre hypothése. Enfin, nos
cellules PCa ont été suivies par vidéo-microscopie ou le comportement cellulaire a été
enregistré pendant le traitement avec les différents anticorps en ajoutant de 1’iodure de
propidium pour surveiller I'intégrité cellulaire (Figure 13C). On peut ainsi voir sur les

enregistrements que les anticorps anti-TRPV6 tuent avec succes une majorité de cellules PCa.
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Figure 13. L’expression membranaire de TRPV6 est nécessaire pour I’induction de

I’apoptose des cellules cancéreuses exprimant le canal TRPV6.

A. Expression membranaire du canal TRPV6 dans les cellules LNCaP révélée par les études

de biotinylation. Les cellules ont été prétraitées pendant 15 minutes avec les anticorps anti-

TRPV6 rb79, rb82, le glycérol et l'anticorps anti-HA (tous a 1/500 de 0,5 ug/ul). Le niveau du
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canal TRPV6 est indiqué dans la fraction biotinylée par rapport a l'apport total et a la f-actine
(AKTB). B. Test d'apoptose utilisant le test TUNEL TMR-rouge de cellules LNCaP preétraitées
avec les anticorps anti-TRPV6 rb79 et rb82 pendant 72 heures (1/500), ou anti-HA du méme
isotype. Le canal TRPV6 a été révélé en utilisant l'anticorps anti-TRPV6 rb79. C. Vidéo-
microscopie de cellules LNCaP traitées et enregistrées avec les anticorps rb79, rb82 et
anticorps anti-HA pendant 72 heures (le tout au 1/500 de 0,5 ug/ul), co-colorées avec l'iodure
de propidium.

III. Le ciblage de TRPV6 par un anticorps monoclonal de
souris MABS2 dirigé contre le pore du canal inhibe
I’entrée de calcium, induit la mort cellulaire par apoptose
et diminue la croissance tumorale in vivo

Nous avons précédemment montré que les anticorps polyclonaux de lapin dirigés contre la
premiere boucle extracellulaire et contre le pore du canal induisaient I’activation du canal
TRPV6 entrainant la mort cellulaire par apoptose des cellules I’exprimant au niveau de la

membrane plasmique.

Ainsi, pour faire suite a ces résultats, il était nécessaire de tester 1’utilisation d’anticorps dirigés
contre TRPV6 in vivo chez la souris. Pour cela, la production d’anticorps monoclonaux de
souris était nécessaire. Nous avons donc tenté de générer des anticorps ciblant les mémes
épitopes que rb79 et rb82. Seul I’'un d’entre eux, MABS82, dirigé contre le pore du canal a réussi

a étre généré (Figure 14).

Cependant, il était nécessaire de revalider la spécificité de cet anticorps envers TRPV6 ainsi
que de tester son efficacité sur les cellules cancéreuses prostatiques exprimant TRPV6 a la
membrane. Pour cela, des tests fonctionnels comme le MTS, la cytométrie en flux ou encore le

TUNEL ont été réalisés.
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Figure 14. Schéma représentatif du ciblage de MABS82 au niveau du pore du canal
TRPVG6 situé entre les segments S5 et S6 (issu de http://atlasgeneticsoncology.org/).

a) MABS?2 inhibe I’activité de TRPV6, diminuant ainsi I’entrée calcique
médiée par TRPV6 et entrainant la mort cellulaire par apoptose

Un des standards dans 1’action des anticorps sur les canaux ioniques est la technique
d’¢électrophysiologie permettant de mesurer les courants ioniques traversant le canal puisque
chacun d’eux présente une signature conductrice unique. Ainsi, la spécificité de I’anticorps
monoclonal MABS?2 a été vérifiée en mesurant son effet sur les courants cellulaires enregistrés
a partir des cellules HEK transfectées avec le plasmide vEFlap-5’UTR-TRPV6wt CMVp-
mCherry (Figure 15). Les cellules étaient d’abord dans une solution physiologique contenant
10mM de Ca?" connue pour bloquer I’activité du canal (Derler et al. 2006b; Niemeyer et al.
2001b; Singh et al. 2018b). Les courants spécifiques de TRPV6 ont été enregistrés en passant
a une solution ne contenant pas de cation divalent (DVF) connue pour stimuler 1’activité de

TRPV6.

L’anticorps monoclonal MABS82 a ainsi été utilis€ a plusieurs concentrations croissantes
(1/1000°™, 1/500°™ et 1/200°™) afin d’établir un effet dose-dépendant de cet anticorps sur les
courants TRPV6. La Figure 15 résume les courants observés montrant une inhibition de

I’activité de TRPV6 de maniere dose dépendante.
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Figure 15. MABS2 inhibe I’activité du canal TRPV6.

Activité du canal calciqgue TRPV6 mesurée par patch clamp dans les cellules HEK transfectées
avec pTRPV6wt et traitées avec MABS?2 a différentes dilutions allant de 1/200eme a 1/1000éme.
Les courants normalisés a -80mV sont représentés sous forme d’histogramme * - p<0,05 ; **

- p<0,01.

TRPV6 a été montré comme ¢étant un élément important de ’entrée SOCE a I’intérieur des
cellules cancéreuses prostatiques, ce qui nous permet d’utiliser ce mécanisme pour détecter et
analyser les modulations de concentrations calciques dues a la modification de 1’activité¢ de

TRPV6.

Ce mécanisme est artificiellement déclenché en vidant les stocks calciques réticulaires. En effet,
la thapsigargine est un inhibiteur des pompes SERCA présentes a la membrane du réticulum
endoplasmique qui empéchera le calcium présent dans le cytoplasme de rentrer dans le RE et
entrainera la vidange du calcium via les canaux de fuite. Cette diminution de la concentration
calcique est ressentie par STIM1 qui est transloqué a la membrane pour interagir avec les
canaux SOC comme Orail ou TRPCI1. L’activation de ceux-ci entraine indirectement la
translocation de TRPV6 a la membrane permettant une entrée massive de calcium médiée par

celui-ci (Raphaél et al. 2014b).

Les cellules cancéreuses prostatiques LNCaP ont ainsi été incubées avec une solution ne

contenant pas de calcium dans le but de créer un gradient amplifié par 1’utilisation de 1uM de
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thapsigargine. Ces conditions artificielles permettent de créer un gros manque de calcium pour
la cellule qui activera ses canaux SOC. L’ajout de 2mM de calcium extracellulaire permettra
I’entrée massive de calcium via les SOC qui a leur tour activeront le canal TRPV6. Cette entrée

de calcium est appelée entrée capacitive de calcium.

La préincubation des cellules cancéreuses prostatiques LNCaP durant 5 min avec soit un
anticorps monoclonal contréle (MABAU1) ou I’anticorps monoclonal MABS2 (utilisés a une
concentration finale de 2,4 pg/ml) montre que I’anticorps MABS82 diminue significativement
I’entrée capacitive de calcium dans les cellules PCa suggérant 1’inhibition de TRPV6, un des

acteurs de cette entrée de calcium (Figure 16).
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Figure 16. L’anticorps monoclonal MABS82 diminue I’entrée capacitive de calcium.

Entrée capacitive de calcium mesurée par imagerie calcique sur des cellules LNCaP apres
préincubation pendant Smin avec [’anticorps MABAUI ou MABS2 (concentration finale a
2,4ug/mlL).

Nous avons montré que MABS82 inhibe spécifiquement le canal TRPV6 induisant une
diminution de I’entrée capacitive de calcium dans les cellules PCa. Des tests permettant de

mesurer la survie cellulaire ont été effectués grace a a technique de MTS. Pour cela, les cellules

121



LNCaP ont été¢ incubées a différents temps (24h, 48h et 72h) avec soit du glycérol, soit
I’anticorps MABAUI, soit MABS82 a une concentration finale de 2,4pg/ml d’anticorps. Les
résultats obtenus montrent une diminution significative de la survie cellulaire des cellules PCa
des 72h de traitement (Figure 17). Ces données suggerent fortement que MABS2 est capable
de diminuer la survie cellulaire en induisant la mort par apoptose des cellules PCa (confirmé

par la technique de TUNEL).
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Figure 17. Diminution de la viabilité cellulaire aprés traitement avec MABS?2.

Survie des cellules cancéreuses prostatiques LNCaP mesurée grdce au test MTS. Les cellules
ont été traitées pendant 4 jours avec soit Glycerol, soit MABAUI soit MABS2 a une
concentration de 2,4ug/mL. n=3 ; *- p<0,05.

Des expériences supplémentaires de vidéomicroscopie ont permis de suivre I’évolution en
temps réel des cellules PCa traitées avec soit I’anticorps MABAUI soit 1’anticorps MAB82
(utilisés a une concentration finale de 2,4pg/mL). Pour cela, le comportement des cellules a été
enregistré durant 3 jours a partir du jour de traitement en ajoutant de I’iodure de propidium,
permettant de suivre 1’intégrité¢ des cellules. Ainsi, il a ét¢ montré que 1’anticorps MABS2

induisait rapidement de la mortalité cellulaire (cellules remplies par I’iodure de propidium en
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rouge) et diminuait significativement le déplacement des cellules dans I’espace, suggérant que

les cellules restantes mourront prochainement (Figure 18).

MABS82

Figure 18. Suivi des cellules cancéreuses prostatiques LNCaP.

Suivi apres 24h de traitement avec soit [’anticorps controle MABAUI (gauche) soit [’anticorps
MABS?2 (droite). Les cellules rouges sont les cellules remplies par I’iodure de propidium et les

cellules sont suivies par videomicroscopie grace au Hoechst vital (noyaux bleus).

b) In vivo, MABS2 induit une diminution de la croissance tumorale et
une diminution de I’apparition de métastases

Afin d’étudier les effets de MABS2 sur la croissance tumorale, des expériences in vivo ont
été réalisées sur des souris swiss-nude immunodéficientes. 3 millions de cellules PC-3MTRPV?-
" transfectées avec VEF1ap-5"UTR-TRPV6wt CMVp-mCherry (appelés pTRPV6wt) ou avec
vEF1ap-5’UTR CMVp-mCherry (appelés pmCherry) ont été injectées en xénogreffe en sous-
cutanée. Chacun des groupes a été divisé en 2 pour &tre traité¢ soit avec MABAUI (contrdle
négatif) soit avec MABS2 a une dose de 100 pg/kg par voie intrapéritonéale. Les traitements
sont effectués dés I’apparition des tumeurs (9™ jour de I’expérience ; taille d’environ 50 a

100mm3) 2 fois par semaine.
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Le suivi de la croissance tumorale montre ainsi une diminution significative de celle-ci dés le
24%m¢ jour soit 2 semaines aprés le début des traitements (Figure 19), montrant que 1’anticorps
MABS?2 est efficace in vivo pour traiter les tumeurs surexprimant TRPV6. En parall¢le, la
croissance tumorale est suivie grace au fluorophore mCherry présents dans les cellules

cancéreuses injectées avec 1’imagerie petit animal (Figure 20).
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Figure 19. Effets de I’anticorps monoclonal MABS2 sur la croissance tumorale de
cellules PCa exprimant TRPV6.

Les traitements sont effectués a partir du 9éme jour (apparition des tumeurs) 2 fois par semaine
a une concentration de 100ug/kg et la croissance tumorale est suivie a l’aide d’un pied a

coulisse. *-p<0,05 ;**-p<0,01.
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Figure 20. Suivi de la croissance tumorale par imagerie petit animal sur 6 semaines
grace au fluorophore mCherry présent dans les cellules PCa injectées.

De plus, des expériences ont été réalisées permettant de suivre la distribution de MABS2 a
I’intérieur de 1’organisme apres injection intrapéritonéale. Pour cela, I’anticorps a été couplé a
un fluorophore (CF790) et sa distribution a été enregistrée par imagerie petit animal a différents
temps. Les résultats montrent que I’anticorps MABS2 se distribue lentement dans I’organisme
suggérant que l’injection des anticorps directement dans la circulation sanguine pourrait
permettre une meilleure distribution de celui-ci et ainsi avoir de meilleurs résultats sur la

croissance tumorale (Figure 21).
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Cinétique
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Figure 21. Etude de la distribution de I’anticorps MABS82 aprés injection.

MABS?2 est couplé a un fluorophore (CF790) permettant d’étre suivi par imagerie petit animal

a differents temps.

De méme, la distribution de ’anticorps MABS?2 a été suivie directement dans les organes. Pour
cela, 15 minutes apres injection intrapéritonéale de MAB82-CF790, I’animal a été sacrifié, les
différents organes récupérés et directement analysés par imagerie petit animal. Les résultats
montrent ainsi que MABS82 se distribue de maniére plutét homogéne dans la majorité des
organes (Figure 22). Comparé¢ a I’anticorps monoclonal controle (MABAU1), MAB8&2 montre
une accumulation au niveau du pancréas, des testicules et au niveau d’organes composant le

tractus digestif.
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Figure 22. Distribution des anticorps monoclonaux MABAU1 et MABS2 dans les
différents organes.

Les anticorps sont marqués avec un fluorophore (CF790) et détectés grdace a l'imagerie petit

animal.

Lorsque les tumeurs ont atteint la taille maximale autorisée (i.e. 2500mm3), les tumeurs sont
excisées, permettant de suivre la potentielle apparition de métastases. Dans cette expérience,
les groupes de souris présentant des tumeurs n’exprimant pas TRPV6 (groupe PC-3M7RPV6--

+pmCherry) n’ont pas développé de métastases alors que 100% des souris ayant été injectées
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avec des cellules PCa exprimant TRPV6 (PC-3M™RP7é+pTRPV6wt) et traitées avec
I’anticorps controle MABAUI ont présenté des métastases au niveau des pattes. Cependant,
TRPV6 jouant un role dans la prolifération cellulaire des cellules PCa, il n’est pas possible de
conclure sur le role de celui-ci dans I’apparition des métastases dans cette expérience. De méme,
on remarque que les traitements du groupe exprimant TRPV6 avec I’anticorps MABS2
diminuent 1’apparition de métastases (Figure 23). Ces résultats peuvent laisser penser que
MABS2 pourrait inhiber le développement des métastases mais cette hypotheése doit étre
confirmée par des expériences supplémentaires (injections de cellules en intracardiaque ou

directement dans 1’os par exemple).
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Figure 23. Pourcentage d’apparition de métastases apres excision de la tumeur

primaire. Les souris ont ici été suivies 10 semaines aprés excision de la tumeur primaire.

’

Enfin, de maniére générale, le traitement des souris présentant des tumeurs exprimant TRPV6
par MABS2 permet d’augmenter les taux de survie (Figure 24) avec une survie de 100% des
souris du groupe PC-3M R84 pTRPV 6wt traitées avec 1’anticorps MAB82 comparé a un taux
de survie d’environ 40% pour le groupe traité avec I’anticorps contrdle au bout de 40 jours de

Suivi.
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Figure 24. Les souris présentant des tumeurs exprimant TRPV6 traitées avec MABS2
montrent une amélioration de la survie par rapport au controle. Courbe de Kaplan-
Meir permettant d’analyser la survie des souris des différents groupes.

IV. Etude du role de TRPV6 dans la mise en place du
phénotype agressif/métastatique du cancer de la prostate

Des données préliminaires d’immunohistochimie ont montré que TRPV6 était exprimé en
bordures des tumeurs. De plus, les expériences in vivo réalisées précédemment peuvent laisser
penser que TRPV6 joue un role dans la mise en place du phénotype agressif/métastatique du
cancer de la prostate. Notre hypothése de travail était ici d’étudier le role de TRPV6 dans des
processus de migration/invasion (tests de blessure / Chambre de Boyden / Vidéomicroscopie)
in vitro. Pour cela, nous avons tout d’abord effectuer des tests de blessure sur des lignées
cellulaires cancéreuses n’exprimant pas TRPV6 (PC-3M™RP"6") oy exprimant TRPV6 (PC-
3MTRPV6+/+

). La répression de TRPV6 par des siARN a montré une diminution significative des

taux de migration (Figure 25) montrant qu’il est impliqué dans ces processus.
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Figure 25. L’inhibition de TRPV6 induit une diminution de la migration basale des
cellules cancéreuses prostatiques PC-3M.

Les cellules sont transfectées par lipofection avec différents siARN a une concentration de
40nM. La migration a été étudiée par test de blessure (wound healing) et analysée grdce au

logiciel ImageJ. *-p<0,05.

Des expériences supplémentaires effectuées avec des chambres de Boyden sur un mode¢le de
lignées cellulaires cancéreuses HAP-1"75~ montre que I’expression de TRPV6 (groupe HAP-
1776~ + pTRPV6wt) augmente significativement les taux de migration basale (pas de
différence de concentration de sérum) ainsi que les taux de migration polarisée (les cellules
migrent d’un milieu a 2% de sérum a un milieu de 10% sérum). De plus, aucune différence des
taux de migration dans le groupe HAP-1775"-+ pTRPV6mut qui exprime le canal TRPV6 non
fonctionnel (mutation D541 A empéchant la fixation du calcium et ainsi le passage de celui-ci a
travers le canal) n’a été observée démontrant qu’il s’agit du calcium entrant via TRPV6 qui

active des voies de signalisation impliqués dans la migration et non une interaction entre

TRPV6 et une potentielle autre protéine (Figure 26).
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Figure 26. Les cellules exprimant TRPV6 montrent une augmentation des taux de
migration basale (gauche) ainsi qu’une augmentation des taux de migration polarisée
(droite).

L’étude de la migration a été suivie par chambre de Boyden et analysée par ImageJ. *-

p<0,05 ;***.p<0,001.

Enfin, des expériences de suivi du déplacement des cellules PCa par vidéomicroscopie
permettent de confirmer les résultats avec une diminution significative du déplacement des

cellules PC-3M dont I’expression de TRPV6 est réprimée par siRNA (Figure 27).
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Figure 27. Suivi du déplacement des cellules cancéreuses prostatiques.

Réalisé a l’aide de la coloration des noyaux au Hoecsht vital durant 48h par vidéomicroscopie

traitées avec soit siCT (gauche) soit siTRPV6 (droite).
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Les canaux ioniques sont des protéines spécialisées dans le transport des ions. Tous les
canaux ioniques, et notamment les canaux TRP, jouent un réle crucial dans une variété de
fonctions physiologiques. En outre, il a ét¢ démontré que ces canaux sont associés a plusieurs
maladies, dont le cancer. Ils sont désormais considérés comme des marqueurs importants, voire

des caractéristiques du cancer (Prevarskaya, Skryma, et Shuba 2010).

Parmi les voies de signalisation modifiées dans la tumorigenése, celles qui favorisent la
prolifération cellulaire et inhibent 'apoptose sont parmi les plus importantes. De nombreuses
protéines dans les cellules cancéreuses présentent une expression accrue ou diminuée par
rapport a leur niveau d'expression dans les cellules normales. Certaines de ces protéines, codées
par des oncogenes et des génes suppresseurs de tumeurs, jouent un role clé dans la tumorigenése
et dans le développement de métastases, tandis que d'autres, dont celles impliquées dans
'homéostasie intracellulaire du Ca®*, sont associées a la morbidité et la mortalité du cancer

(Lehen’kyi et Prevarskaya 2011)

La premiere mention de l'apparition du canal TRPV6 dans certains cancers dont le PCa
est apparue au début des années 2000. L'expression du canal TRPV6 a été principalement
¢tudiée par deux équipes, celle de Hediger (J. B. Peng et al. 2000b) et celle de Flockerzi
(Wissenbach et al. 2004b). Toutes deux ont utilis¢ le northern blot comme technique de
détection de TRPV6 dans les tumeurs. Bien que la premicre équipe ait détect¢ TRPV6
(précédemment appelé CATI1) dans I'hyperplasie bénigne de la prostate (HBP) (J.-B. Peng,
Brown, et Hediger 2003), la seconde a affirmé que TRPV6 n'était pas détectable dans les
tumeurs de la prostate de petite taille et confinées (grade T1) alors que des transcrits de TRPV6
ont été détectés dans 20% des tumeurs classées pT2a et pT2b, 79% des pT3a et dans plus de
90% des pT3b qui présentaient des extensions extra-prostatiques (Fixemer et al. 2003) et
¢galement que les transcrits de TRPV6 ne sont pas détectables dans la prostate normale, dans
les néoplasies intraépithéliales de la prostate bénigne ou de haut grade (Wissenbach et al.

2004b; Raphaél et al. 2014b).

Nous avons démontré que l'expression de TRPV6 peut également se produire dans les
HBP a un niveau relativement faible, environ 50%, et que son expression proté¢ique augmente
de maniere significative dans les adénocarcinomes ayant un score de Gleason 7 et 9. Le synopsis

exhaustif de la présence de TRPV6 dans diverses tumeurs humaines et les techniques
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employées pour étudier son expression ont déja été publiés (V’yacheslav Lehen’kyi, Raphagél,

et Prevarskaya 2012).

Les données obtenues précédemment dans le cancer de la prostate permettent de
suggérer que le canal TRPV6 est un promoteur de tumeur dans la prostate, étant exprimé de
novo. Il contribue significativement a la survie des cellules PCa en facilitant la prolifération et
la résistance a l'apoptose, favorise la formation de métastases osseuses, et potentialise la
tumorigenese in vivo. Globalement, les preuves croissantes suggerent que la surexpression du
canal calcique TRPV6 est un événement commun dans les cancers d'origine épithéliale. Il a été
observé que TRPV6 était régulé a la hausse dans des échantillons de tissus provenant de
tumeurs de l'ovaire, de la prostate, du sein, de la thyroide, du c6lon et du pancréas (V’yacheslav
Lehen’kyi, Raphaél, et Prevarskaya 2012). Malgré la découverte de son rdle crucial dans la
prolifération et la survie des cellules cancéreuses in vitro, aucun outil fiable de détection du
canal TRPV6 n'a été rapporté jusqu'a présent pour étre utilisé dans des applications de
diagnostic in vitro. En outre, bien qu'aucune isoforme de cette protéine ne soit connue a ce jour,
une traduction alternative de cette protéine a déja été signalée (Fecher-Trost et al. 2013b), et
pourrait avoir lieu dans certaines maladies comme le cancer, comme cela a ét¢é montré
précédemment pour l'autre canal TRP, TRPMS8 (Bidaux et al. 2016). Malgré I'échec de la
validation de trois des quatre anticorps polyclonaux pour la détection de TRPV6, un outil fiable

pour détecter I'expression de TRPV6 est d'une grande importance.

Dans le présent travail, nous montrons la génération et la validation de quatre anticorps
polyclonaux de lapin anti-TRPV6 (rb79 a rb82) contre un épitope de 15 acides aminés. Parmi
eux, seul un anticorps, rb79, était capable de détecter la forme glycosilée complete du canal
TRPV6 autour de 100 kDa puisque ce canal contient un site de N-glycosilation putatif fort
comme son analogue proche TRPVS5 (Chang et al. 2005 ; Lu et al. 2008). Dans notre mod¢le
cellulaire HAP-177"5" I'anticorps généré est toujours capable de détecter une légére bande de
la méme taille. L'analyse précise a révélé quatre mésappariements au niveau de 1'épitope entre
les protéines TRPVS et TRPV6. La bande légérement visible peut étre due a la surexpression

de son analogue proche TRPV5 dans le modéle cellulaire HAP-177"%"",

Le canal épithélial calcique TRPVS est €galement un membre du sous-groupe des
canaux de la famille des récepteurs a potentiel transitoire (TRP) TRPV. TRPVS5 comme TRPV6
joue un role majeur dans le maintien des niveaux de Ca?’ sanguins chez les organismes

supérieurs. Les deux canaux présentent de nombreuses similitudes, puisqu'ils partagent un
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niveau élevé (75 %) d'identité d'acides aminés, des propriétés fonctionnelles comparables et des
mécanismes de régulation similaires. Les études d’aujourd’hui restent contradictoires sur le role
de ce canal dans la tumoriginése humaine. Par exemple, le role du TRPVS a également été
¢tudié (Hartel et al. 2006), et les résultats ont montré que le niveau de TRPVS a tendance a étre
associ¢ a la survie des patients. Cependant, la durée de survie prolongée n'était pas
significativement associ¢e au TRPVS5 seul dans certains cancers (Fan, Shen, et Yuan 2014).
TRPVS était diminué dans le carcinome des cellules rénales (CCR) par rapport aux tissus
rénaux normaux, une constatation qui a €té corrélée avec l'expression du récepteur de la
vitamine D (VDR). Le knockdown de I'expression de TRPVS a supprimé le changement induit
par le knockdown de VDR dans la prolifération, la migration et I'invasion des cellules caki-1.
Dans l'ensemble, ces résultats ont confirmé que le VDR fonctionne comme un suppresseur de
tumeur dans les cellules du CCR et supprime la prolifération, la migration et 1'invasion du CCR

en régulant I'expression de TRPVS (Y. Chen et al. 2018, 5).

L'anticorps rb79 généré s'est révélé adapté a toutes les applications in vitro, telles que
I'immunoblotting, l'immunoprécipitation, l'immunocytochimie, 1'immunofluorescence, etc.
L'une des applications les plus importantes que nous démontrons est 1'immunohistochimie a
partir de coupes en paraffine provenant de spécimens de résection cancéreuse de 21 patients.
En utilisant les spécimens de résection du cancer de la prostate, nous avons confirmé 1'absence
de la protéine TRPV6 dans I'hyperplasie saine et bénigne, ainsi que son expression et sa
corrélation avec les grades du cancer de la prostate, comme cela a été rapporté précédemment
en utilisant le Northern blot et la PCR. Dans une étude précédente, il a également ét¢ montré
que l'expression du canal TRPV6 est associée a I'expression des marqueurs d'agressivité tels
que Ki-67, PSA, Chromogranine A, CD31, CD56, Synaptophysine, etc... (Raphaél et al.
2014b). Ces données suggerent que le fait de disposer d'un outil adéquat tel que I'anticorps

polyclonal de lapin anti-TRPV®6, rb79, permettra son utilisation a des fins de diagnostic.

En conclusion, I'anticorps polyclonal de lapin anti-TRPV6 rb79 généré convient a toutes
les applications de diagnostic in vitro et en particulier au diagnostic en clinique a partir de
coupes de paraffine de patients souffrant de diverses maladies et troubles ou les canaux TRPV6

sont impliqués.

Nos résultats avec les anticorps polyclonaux in vitro ont confirmé la preuve du concept

et montrent que la génération d'anticorps monoclonaux dirigés contre les épitopes
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extracellulaires du canal TRPV6 peut étre d'une extréme importance dans des questions
thérapeutiques telles que le cancer, notamment le PCa. A savoir qu’aujourd’hui, malgré la
découverte du role crucial de TRPV6 dans la prolifération et la survie des cellules cancéreuses
in vitro, aucun outil fiable pour cibler le canal TRPV6 in vivo n'a été rapporté jusqu'a présent
pour étre utilis€é comme thérapie efficace contre les cancers mentionnés. TRPV6 représente
pourtant une cible potentielle dans le traitement du cancer en raison de son implication dans la
prolifération des cellules cancéreuses, le développement des métastases et l'inhibition de
'apoptose. Un certain nombre d'inhibiteurs de TRPV6 sont déja connus et sont mentionnés dans

le ciblage de la signalisation calcique dans le cancer (Cui et al. 2017).

Pour le moment, le seul composé anti-TRPV6 étudié au niveau des études cliniques est
la Soricidine qui a passé€ la phase I des essais cliniques, étant sans danger pour les patients
humains et toléré jusqu'a 6,2 mg/kg (Fu et al. 2017b). Six cas sur 23 ont été rapportés jusqu'a
présent avec des effets secondaires tels que 1'hypocalcémie (4 patients), 'anémie (1 patient) et
la fibrillation auriculaire (1 patient). En conclusion, la soricidine a de bonnes chances de faire
I'objet de nouveaux essais cliniques, ouvrant ainsi la voie a toutes les autres stratégies
thérapeutiques anti-TRPV6. Néanmoins, aucun outil fiable ciblant le canal TRPV6 n’a été

reporté a ce jour pour étre utilisé comme thérapie ciblée contre le cancer.

Dans nos travaux, nous avons mis¢ sur la création d’un outil le plus naturel possible afin
de le proposer pour la thérapie avec le moins de toxicité pour un humain. Notre choix a été fait
en faveur d’un anticorps monoclonal. Pour cela nous suivi un parcours complet depuis la
conception et la validation des anticorps in vitro a l'aide de tests fonctionnels, tels que le test
MTS de survie cellulaire, le comptage cellulaire et les études du cycle cellulaire, les colorations
Hoechst, TUNEL et trypan bleu, le patch-clamp et la vidéomicroscopie, jusqu'aux études in
vivo completes, a l'aide de I'anticorps monoclonal de souris MABS2, y compris les tests

d'occurrence de la tumorigenése et des métastases.

Nos données suggerent fortement que malgré des mécanismes d'action différents par
rapport au MABS2, les deux anticorps rb79 et tb82 modulent l'activité du canal TRPV6 en
'ouvrant et en laissant davantage de calcium entrer dans la cellule. Selon nos données du patch-
clamp, cette entrée massive est due a l'activation continue de TRPV6 sur la membrane
plasmique, soit directement par l'anticorps 82, soit indirectement par la stabilisation et
'accumulation du canal sur la membrane plasmique par l'anticorps 79. En effet, il a été

démontré que l’activation des canaux calciques va engendrer 1’augmentation de 1’influx
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calcique qui va surcharger les mitochondries en calcium, provoquer la rupture de la membrane
interne des mitochondries, libération du cytochrome C avec I’activation de cascade de caspases
qui mene a I’apoptose (Dubois, Prevarskaya, et Vanden Abeele 2016; Dubois, Vanden Abeele,
et Prevarskaya 2013). Nos données sont également intéressantes du fait de l'utilisation de
plusieurs anticorps pertinents de controle de méme isotype (IgG1 pour le lapin et IgG2a pour

la souris), comme les anticorps polyclonaux anti-HA, anti-SERCA2B et anti-GFP.

L’¢laboration d’anticorps monoclonaux était une étape cruciale dans I’application de
ceux-ci dans des études in vivo chez la souris. Malheureusement, les deux tentatives pour créer
un MAB contre 1’épitope de ’anticorps rb79 n’ont pas été fructueuses, tandis que I’épitope de

I’anticorps 1b82 a donné des résultats.

Nous démontrons que 1’anticorps monoclonal MABS2 ciblant le pore du canal TRPV6
¢tait capable d’inhiber spécifiquement TRPV6, diminuant 1’entrée de calcium a I’intérieur de
la cellule et entrainant la mort cellulaire par apoptose. Nous avons précédemment montré que
l'entrée de Ca(2+) dans les cellules LNCaP est médiée par TRPV6, avec l'activation
subséquente en aval du facteur de transcription du facteur nucléaire des cellules T activées
(NFAT). Cette entrée de Ca(2+) médiée par TRPV6 est également impliquée dans la survie
accrue et la résistance a l'apoptose des cellules LNCaP. L’inhibition de cette entrée, a contrario,

provoquerait les effets observés dans nos manipes.

Par conséquent, MABS2 a permis de diminuer significativement la croissance tumorale
in vivo, diminuant par la méme occasion le risque d’apparition de métastases. Nos résultats,
¢tant trés encourageants, confirment I’hypothése développée du début de ma thése sur les
perspectives du ciblage du canal TRPV6 dans les approches thérapeutiques telles que cancer,
quelques soit son type et I’origine a une seule condition — I’expression du TRPV6 a la surface

de cellules.

Nous avons montré que les anticorps ciblant la partie extracellulaire de TRPV6 sont
d’une grande efficacité dans les mod¢les in vitro et in vivo. En outre, 1’anticorps polyclonal
rb79 a montré un intérét certain dans 1’utilisation de celui-ci dans 1’étude clinique des cancers
de la prostate, marquant la totalit¢ des échantillons de patients atteints du cancer de la prostate
alors qu’il ne marque pas du tout la prostate saine. Nos données sont en bonne cohérence par
rapport aux données obtenues précédemment par d’autres équipes de recherche dans le monde

(J. B. Peng et al. 2000b) et celle de Flockerzi (Wissenbach et al. 2004b).
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Les données les plus solides concernent l'utilisation du MABS2 in vivo dans le modé¢le
immunodéficient de souris ou nos modeles knockout du canal TRPV6 ont été obtenues. Nous
avons fourni un ensemble complet de données pour les traitements in vivo, avec 2 groupes, des
cellules PCa exprimant ou non le canal TRPV6, et dans chaque groupe, 2 sous-groupes pour le
traitement, soit avec l'anticorps monoclonal anti-AUT1 de souris (contrdle), soit 'anticorps anti-
TRPV6 MABS2. La diminution de la taille des tumeurs, le taux de survie et le taux d’apparition
des métastases dans le cas de l'anticorps monoclonal de souris anti-TRPV6 MABS2, suggérent
des effets bénéfiques nets émergeant du ciblage du canal TRPV6. De plus, aucune formation
de métastase n'a été notée dans le groupe PC-3M“?""+pmCherry, alors que le potentiel
métastatique était de 100% dans le groupe PC-3M"?"%+pTRPV 6wt traité avec l'anticorps AU1

de controdle.

Dans I'ensemble, ces données suggerent que l'anticorps monoclonal de souris anti-
TRPV6 n°82, MABS2, doit étre soumis a une étape supplémentaire de maturation d’affinité, le
rendant plus affin et plus avide quant a la liaison du canal TRPV®6, et donc plus efficace in vivo,
avant son humanisation. L'ingénierie des anticorps a l'aide de la technologie d'affichage, de la
conception assistée par ordinateur et de la mutagenese de site permet d'améliorer diverses
propriétés des anticorps thérapeutiques candidats dans le but d'accroitre leur sécurité, leur
efficacité et leurs possibilités de développement. Ces propriétés comprennent 1'affinité et la
spécificit¢ de liaison a I'antigéne, l'efficacité biologique, la pharmacocinétique et la
pharmacodynamique, 1'immunogénicit¢ et les caractéristiques physico-chimiques de
développement. Une stratégie du meilleur de sa catégorie peut nécessiter 1'optimisation de
toutes ces propriétés pour générer un bon anticorps thérapeutique (Wang et al. 2021). En
conclusion, le MABS82 généré peut étre perfectionné, humanisé et utilisé avec succes chez les

patients souffrant de diverses maladies et troubles ou le canal TRPV6 est impliqué.

Ces résultats suggerent que 1’utilisation d’anticorps ciblant TRPV6 chez des patients
atteints du cancer de la prostate, ainsi que d’autres cancers exprimant TRPV6, permettrait de
diminuer significativement la croissance tumorale. De nombreux cancers présentent une
surexpression du canal TRPV6 comme le cancer du colon, de la thyroide, du pancréas, du sein,
de la parathyroide ou encore des ovaires, ce qui permet d’ouvrir les possibilités d’action de ces
anticorps a d’autres types de cancer mais aussi a d’autres pathologies comme les pancréatites
ou I’expression de TRPV6 est augmentée. En effet, des ¢tudes de cytométrie en flux avec
MABS82 ont été réalisées sur d’autres types de lignées cellulaires suggérant sa potentielle

utilisation dans celles-ci.
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De maniére intéressante, une étude de phase clinique I utilisant un inhibiteur de TRPV6,
SOR-C13 a montré une diminution de la croissance tumorale chez un patient atteint du cancer
du pancréas. Celui-ci étant un cancer sans aucune option thérapeutique, 1’utilisation d’anticorps

anti-TRPV6 pourrait amener a des traitements efficaces chez certains patients (Fu et al. 2017b).

Le fait que canal TRPV6 est exprimé dans les tissus sains semble €tre un contre-
argument. Pourtant, la surexpression de TRPV6 dans les cancers étant largement supérieure a
son expression dans les organes sains comme I’intestin (organe ou TRPV6 est le plus exprimé
physiologiquement), les potentiels effets secondaires seront, s’il y en a, moindre. En effet,
I’inhibition compléte de TRPV6 chez la souris KO n’empéche pas la viabilité de celle-ci (F.
Chen et al. 2014) ce qui suggere une faible toxicité potentielle d’immunothérapie utilisant un
anticorps contre TRPV6. Cependant, avant de pouvoir utiliser I’anticorps monoclonal MAB§2
chez des patients atteints de PCa, il est nécessaire de procéder a une étape d’humanisation de
I’anticorps en modifiant les séquences des chaines de MABS2 pour éviter que celui-ci soit rejeté
dés son entrée dans I’organisme par le systéeme immunitaire. L'humanisation des anticorps est
une technologie essentielle pour réduire le risque potentiel d'immunogénicité associé aux
anticorps d'origine animale et a ét¢ appliquée a une majorité des anticorps thérapeutiques sur le
marché. Cependant, pour développer une molécule d'anticorps en tant que produit
pharmaceutique au niveau biotechnologique actuel, d'autres propriétés doivent étre prises en
compte parallélement a I'humanisation dans la génération et I'optimisation des anticorps (Taichi

Kuramochi et al. 2019).

Les propriétés critiques des anticorps thérapeutiques devraient étre suffisamment
qualifiées, notamment I'immunogénicité, 1'affinité de liaison, la stabilité physico-chimique,
l'expression dans les cellules hotes et la pharmacocinétique, ainsi que les méthodologies de base
de l'ingénierie des anticorps concernées. En optimisant simultanément les anticorps a ces
propriétés, il devrait s'avérer possible de raccourcir la période de recherche et développement
nécessaire pour identifier un candidat clinique hautement qualifié et, par conséquent, d'accélérer

le début de I'essai clinique (T. Kuramochi et al. 2014).

Dans nos expériences, d’autres anticorps monoclonaux dirigés contre TRPV6 ont été
générés afin que leur efficacité soit testée. En effet, 1’¢laboration d’autres anticorps
monoclonaux dirigés contre d’autre partie du canal TRPV6 nous permettra d’identifier les

anticorps les plus efficaces pouvant étre utilisés par la suite en thérapie. Pour cela nous avons
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utilisé la technique de « phage display » en utilisant tous les fragments extracellulaires du canal
TRPV6. Les bibliothéques d'anticorps par affichage phagique se sont avérées étre une ressource
inestimable pour l'isolement d'anticorps diagnostiques et potentiellement thérapeutiques, ces
derniers étant généralement des fragments d'anticorps convertis en formats IgG (Reader et al.
2019). Les progres récents dans la production de bibliothéques d'anticorps hautement
diversifiés et fonctionnels sont examinés ici, y compris pour les Fab, les scFv et les nanocorps
(Valdés-Tresanco et al. 2022). Ces progres comprennent 'optimisation des codons pendant la
génération de la diversit¢ CDR, 'amélioration des niveaux d'affichage en utilisant de nouvelles
séquences de signal, des chaperons moléculaires et des isomérases et 1'utilisation d'échelles tres
stables avec des niveaux d'expression relativement ¢élevés. En outre, de nouvelles stratégies
pour le reformatage par lots de bibliothéques de phagémides scFv et Fab, dérivées du phage
panning, en formats IgG sont décrites (Qi et al. 2012). Ces stratégies permettent le criblage
d'anticorps dans le format d'utilisation finale, facilitant ainsi une sélection plus efficace de

produits thérapeutiques potentiels.

Pour faire suite a ces résultats, des études précliniques sont nécessaires et seront
effectuées, notamment des tests de toxicité sur plusieurs lignées cellulaires (cellules du foie ou
du rein par exemple) afin de déterminer les potentiels effets secondaires (TRPV6 étant exprimé
principalement dans le tractus digestif). De plus, des tests in vivo sur les anticorps les plus
prometteurs seront effectués. En effet, les anticorps thérapeutiques et les médicaments
nanothérapeutiques suscitent une grande inquiétude en raison de leur utilisation généralisée
contre de nombreuses maladies dans le monde. Ils sont fréquemment utilisés pour des thérapies
ciblées en partant du principe qu'ils provoquent moins d'effets secondaires que les médicaments
non ciblés. Malgré leur spécificité et leur conception particuliére pour des actions
thérapeutiques, ils peuvent néanmoins avoir des effets indésirables non voulus sur le systéme
immunitaire (Ozenver et Efferth 2020). En outre, I’étude des mécanismes d’action précis et des
voies de signalisation empruntées est une étape importante pouvant amener a des améliorations

pour potentialiser les effets des anticorps anti-TRPV6.

Enfin, il peut étre intéressant d’envisager des combinaisons de traitement pour améliorer
les effets sur la croissance tumorale. La connaissance croissante de la pathogenése et des voies
moléculaires qui sous-tendent le développement et la progression du cancer conduit a
l'introduction de thérapies ciblées, telles que l'inhibiteur du FGFR récemment approuvé,
1'Erdafitinib, ou l'anticorps anti-nectine 4 conjugué au médicament, I'Enfortumab vedotin. Les

conjugués anticorps-médicament représentent une approche thérapeutique innovante qui
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permet d'associer un anticorps monoclonal spécifique du geéne, conjugué de maniére covalente
via un linker a un agent cytotoxique (charge utile) (Ungaro et al. 2022). De plus, les tumeurs de
la prostate sont des tumeurs solides ou 1’un des principaux freins des traitements actuels est
I’accessibilité a celles-ci. De multiples mécanismes interdépendants, tels qu'une faible charge
mutationnelle tumorale, des cellules immunosuppressives et une immunité cellulaire altérée,
semblent bouleverser le systéme immunitaire, créant un microenvironnement tumoral
immunosuppressif et entrainant une moindre efficacité du traitement dans le cancer avancé de
la prostate (Movassaghi et al. 2021). Ainsi, on peut facilement émettre 1’hypothése que
I’utilisation de médicaments permettant d’augmenter la vascularisation autour de la tumeur

permettrait une meilleure accessibilité de celle-ci par I’anticorps.

La létalit¢ du cancer de la prostate métastatique résistant a la castration est due a
'absence de régimes thérapeutiques capables de générer des réponses durables. De multiples
stratégies sont actuellement testées pour surmonter la résistance immunitaire, notamment en
combinant différentes classes de modalités de traitement. Plusieurs essais achevés et en cours
ont montré que l'association de vaccins ou d'inhibiteurs de points de contrdle a une
hormonothérapie, une radiothérapie, des conjugués anticorps-médicaments, une thérapie par
cellules T a récepteur d'antigéne chimérique ou une chimiothérapie peut renforcer les réponses
immunitaires et induire des réponses cliniques durables sans toxicité significative (Teo et

Morris 2016; Paller, Carducci, et Philips 2012; Mukherji, Eichholz, et De Bono 2012).

En conclusion, les données obtenues sont prometteuses et permettent de percevoir le
ciblage du canal TRPV6 par ses épitopes extracellulaires comme thérapie potentielle du cancer,
notamment le cancer de la prostate. Méme si une étude sur ce ciblage est loin d’étre finie, le
nombre de perspectives est énorme et donne 1’espoir que les tumeurs qui expriment le canal
TRPV6 peuvent étre touchées dans une monothérapie et plus probablement dans une thérapie

combinée ayant pour but d’augmenter la survie de patients.

141



PERSPECTIVES

142



L’ensemble de ces travaux a permis d’ouvrir une grande voie au ciblage de TRPV6 dans de

nombreux modeles. Cependant, beaucoup de points restent a développer :

e FEtudier les mécanismes d’action spécifique des anticorps qui induisent 1’apoptose :
Quelle(s) voie(s) de signalisation entre en jeu (voie intrinséque ou extrinséque) ?
Quelles sont les caspases impliquées ?

e FEtudier les mécanismes de migration/invasion pour le canal TRPV6 en identifiant les
marqueurs impliqués (FAK, calpaine, Rac1/Cdc42, Rho kinase, MMP2, MMP9 etc...)

e Quelestle role de TRPV6 dans la guidage/installation des métastases dans 1’os ? Quelle
stratégie thérapeutique peut-on utiliser contre les métastases in vivo ? Pour cela, il est
nécessaire d’étudier les mécanismes d’implication de TRPV6 dans le guidage et/ou
I’installation des métastases dans 1’os, de cibler et supprimer in vivo des tumeurs
exprimant TRPV6 en utilisant des mode¢les différents de xénogreffe de cellules
cancéreuses (injections intracardiaques ou intraosseuses).

e Effectuer une étude rétrospective concernant I’utilisation de TRPV6 comme marqueur
pronostic pour la formation de métastases.

e Continuer d’étudier le réle de TRPV6 dans les processus de migration/invasion des
cellules PCa a I’aide de technique comme la videomicroscopie ou la technique de
transwell en utilisant des matrices extracellulaires.

e Réaliser des co-cultures de clones stables PC-3M"?"*” exprimant soit
pTRPV6wt(mCherry), soit p TRPV6P*4(mCherry) ou pmCherry avec des cellules de
tissu osseux comme SaOs-2 et/ou des cellules d’ostéoblastes humains primaires afin
d’étudier le role de TRPV6 dans I’installation et la formation de colonies dans la niche
osseuse avec possibilité de culture 3D.

e Faire des tests d’adhérence aux cellules humaines endothéliales de moelle osseuse
(HBME-1) contre des cellules humaines endothéliales d’une veine ombilicale
(HUVEC). En effet, le role de certains protéines membranaires comme les connexines
et les glycoprotéines dans le tropisme des cellules PCa dans 1’0os a ¢t¢ démontré
(Boucher et al. 2018). Cependant, ces protéines sont totalement indépendantes de la voie
classique CXCL12/CXCR4 connue pour étre impliqué dans le guidage des cellules dans
I’0s (Weidle et al. 2016).

e Des ¢tapes de maturation d’affinité de I’anticorps sont nécessaires (changement des

acides aminés au niveau du paratope) pour obtenir un anticorps plus efficace.
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Humaniser D’anticorps MABS82. En effet, avant de pouvoir utiliser 1’anticorps
monoclonal MABS2 chez des patients atteints de PCa, il est nécessaire de procéder a
une étape d’humanisation de ’anticorps en modifiant les séquences des chaines de
I’anticorps.

A la suite de ’humanisation de 1’anticorps, d’autres tests in vitro et in vivo devront étre
refaits.

En parall¢le de nos expériences, un phage display a été réalisé permettant d’obtenir 12
nouveaux anticorps ciblant le canal TRPV6 dont I’action devra étre testée.

Etudier le ciblage de TRPV6 par des anticorps monoclonaux dans d’autres pathologies

ou cancer.

144



ANNEXES

145



cells (f\ﬁ;\py

Review

Role of the TRPV Channels in the Endoplasmic
Reticulum Calcium Homeostasis

Aurélien Haustrate 12, Natalia Prevarskaya !'? and V'yacheslav Lehen’kyi +%*

! Laboratory of Cell Physiology, INSERM U1003, Laboratory of Excellence Ion Channels Science and
Therapeutics, Department of Biology, Faculty of Science and Technologies, University of Lille,
59650 Villeneuve d’Ascq, France; aurelien.haustrate@inserm.fr (A.H.); natacha.prevarskaya@univ-lille.fr (N.P.)
2 Univ. Lille, Inserm, U1003 - PHYCEL — Physiologie Cellulaire, F-59000 Lille, France
*  Correspondence: vyacheslav.lehenkyi@univ-lille.fr; Tel.: +33-320-337-078

check for

Received: 14 October 2019; Accepted: 21 January 2020; Published: 28 January 2020 updates

Abstract: It has been widely established that transient receptor potential vanilloid (TRPV) channels play
a crucial role in calcium homeostasis in mammalian cells. Modulation of TRPV channels activity can
modify their physiological function leading to some diseases and disorders like neurodegeneration, pain,
cancer, skin disorders, etc. It should be noted that, despite TRPV channels importance, our knowledge
of the TRPV channels functions in cells is mostly limited to their plasma membrane location. However,
some TRPV channels were shown to be expressed in the endoplasmic reticulum where their modulation
by activators and/or inhibitors was demonstrated to be crucial for intracellular signaling. In this review,
we have intended to summarize the poorly studied roles and functions of these channels in the
endoplasmic reticulum.

Keywords: TRPV channels; endoplasmic reticulum; calcium signaling

1. Introduction: TRPV Channels Subfamily Overview

Functional TRPV channels are tetrameric complexes and can be both homo or hetero-tetrameric.
They can be divided into two groups: TRPV1, TRPV2, TRPV3, and TRPV4 which are thermosensitive
channels, and TRPV5 and TRPV6 channels as the second group. TRPVs are important therapeutic
targets in view of their role in various disorders such as cancer, neurodegenerative disorders, and
pain. They are generally highly selective for calcium (ranging from the ratio 3:1 for TRPV2 to 100:1
for TRPV6).

TRPV channels are expressed in many cell types and tissues and are located mostly on the plasma
membrane. A number of studies have been performed as to the role of these channels on the plasma
membrane proving that these channels play an important role in calcium homeostasis. Besides, some of
them have been also shown to be located in the endoplasmic reticulum (ER). ER is a large calcium
store in cells and is definitely involved in calcium-triggered pathways.

In the current review, we focus on the role of the TRPV channels in the ER. Among the TRPV
channels found in the ER, there are TRPV1, TRPV2, TRPV3, and TRPV4. TRPV5 and TRPV6 are highly
selective calcium channels, which were not shown so far to be expressed in the ER.

2. TRPV1 Channel in ER

TRP vanilloid-1 (TRPV1) is the first and the founding member of the TRPV subfamily and was
initially cloned from the rat dorsal root ganglia (DRG) [1]. It can be activated by various stimuli such as
temperature (>43 °C), acidic conditions as well as by capsaicin. It has long been recognized that TRPV1
is located on the plasma membrane, serving to non-selectively permeate calcium ions coming from the
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extracellular medium into the cytoplasm. Interestingly, the increasing evidence suggests that TRPV1 is
also located intracellularly in various cell types such as neurons [2], myocytes [3], and cancer cells [4].

Quantification of calcium flux into TRPV1-overexpressing cells demonstrated that 85 to 90% of
functional TRPV1 was expressed on the ER membrane [5]. TRPV1 activation was associated with the
changes in the expression of several prototypical ER stress genes in lung cells. TRPV1 activation was
shown to promote cytotoxicity via activation of EIF2&K3, phosphorylation of EIF2e, and expression
of GADD153.

TRPV1 plays an important role in nociceptive neurons. Two vanilloid receptor pools were
detected in these neurons: one on the plasma membrane and the other in the endoplasmic reticulum.
A study by [6] has characterized this functional significance using calcium imaging in both stably
transfected cells and dorsal root ganglion neurons. It has been demonstrated using both TRPV1
activators such as capsaicin or resiniferatoxin, and Ruthenium red to block plasma membrane-localized
receptors, that endoplasmic reticulum pool is independent of the plasma membrane pool. Authors also
demonstrated that the direct depletion of calcium via activation of the endoplasmic reticulum-localized
TRPV1, triggered the store-operated calcium entry.

Activation of TRPV1-expressing insect cells (Spodoptera frugiperda (Sf 9)) produced an increase in
the cytosolic free Ca?t concentration and, in the absence of extracellular Ca2*, there was still an increase
in the cytosolic free Ca’* suggesting that intracellular TRPV1 (and not plasma membrane-localized
TRPV1) could play an important role in calcium signaling [7]. TRPV1 channel was shown to be localized
in the ER using confocal imaging. Moreover, 2-APB has also blocked thapsigargin-induced Ba?t
influx, but not that induced by resiniferatoxin. These data suggest that TRPV1 forms agonist-sensitive
channels in the ER, which once activated, releases Ca?" from internal stores. However, they do not
activate the endogenous store-operated Ca®* entry.

More recently, it was shown that the ER of dorsal root ganglion neurons contains functional
TRPV1 channels [8]. The sensitivity to capsaicin of ER-localized TRPV1 was smaller than the sensitivity
of the plasma membrane-localized TRPV1. However, the precise TRPV1 function in the ER is
still misunderstood.

In 2014, Wong et al., reported that ER calcium release by the Drosophila TRPV channel Inactive
(Iav) controlled the synaptic growth, synaptic transmission and presynaptic signaling inside the cell,
while contributing to the Ca®" resting levels [9]. The authors genetically screened most Drosophila
TRP channels for a potential synaptic role at the level of the glutamatergic larval neuromuscular
junctions (NMJs) and have found that mutations in iav impaired the synaptic growth. On the contrary,
the expression of the human TRPV1 in iav-deficient motor neurons rescued these defects. Iav was also
shown to be localized in the ER [9]. Loss of lav resulted in the decreased presynaptic resting [Ca®*]i,
as well as in the diminished synaptic transmission and synaptic vesicle release probability.

Furthermore, the activation of ER-localized TRPV1 by endo-vanilloids was able to trigger
the ATF3-dependent ER stress pathway, which was sufficient to mediate the death of high-grade
astrocytomas [10].

All these data confirm the functional presence of TRPV1 as a Ca®* release channel in the ER
(Figure 1).

Capsaicin, the activator of TRPV1, increased the apoptosis in human nasopharyngeal carcinoma
model by inducing ER stress. The use of capsaicin was shown to increase the levels of inositol-requiring
1 enzyme (IRE1), to produce reactive oxygen species (ROS), as well as the expression of GADD153 and
GRP78. Furthermore, it increased calcium levels, induced cytochrome ¢ release as well as caspase 3
and 9 activation (Figure 1) [10-12]. The selective cannabinoid type 1 (CB1) receptor agonist seemed to
attenuate ER stress both in neurons and in the central nervous system. In fact, this agonist, ACEA,
has also been reported to activate TRPV1 channels. While using ACEA and TRPV1 antagonists,
the neuroprotective effect of ACEA was shown to be reversed, suggesting that TRPV1 is crucial in
neuroprotective effect of ACEA against ER stress [13,14].
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Figure 1. Endoplasmic reticulum-localized transient receptor potential vanilloid 1 (TRPV1) plays a
different role than the plasma membrane-localized TRPV1 and can activate other calcium pathways.

3. TRPV2 Channel in ER

Transient receptor potential vanilloid type 2, TRPV2, is a non-selective cation-permeable cation
channel which is activated by heat (>52 °C), ligands such as cannabidiol [15], 2-APB [16], probenecid [17]
as well as mechanical stresses. In most of the cells, a significant amount of TRPV2 is situated in the ER
under unstimulated conditions. Upon stimulation of the cells using, for example, phosphatidylinositol
3-kinase-activating ligands, TRPV2 is translocated to the plasma membrane and functions thereon as a
cation channel. Mechanical stress was shown to also induce the translocation of the TRPV2 channel
to the plasma membrane. The TRPV2 expression was shown to be high in some cell types including
neurons, neuroendocrine cells, innate immunity-involved immune cells, as well as in certain types of
cancer cells. TRPV2 was shown to modulate various cellular functions in these cells [18-20].

TRPV2 channel is obviously expressed in various tissues including the central nervous system,
neuroendocrine cells and epithelial cells in the kidney as well as in the liver [21]. IGF1 induced TRPV2
translocation towards the plasma membrane depending on the activity of the phosphatidylinositol (PT)
3-kinase [22]. Among six members of the TRPV family channels, the expression of only TRPV2 channel
was detected in macrophages. TRPV2 channel is mainly localized in the ER [23]. In macrophages,
a chemotactic peptide fMLP also induced the translocation of TRPV2 from ER to the plasma membrane.
fMLP activated PI 3-kinase by a G protein-dependent mechanism which was sufficient to translocate
TRPV2 to the plasma membrane [23].

In Duchenne muscular dystrophy (DMD) myotubes, the store-operated calcium entry (SOCE) was
reported to be increased under the influence of calcium/PLC/PKC pathway. Similarly, o1-syntrophin
regulation increased the TRPV2-dependent cation influx [24].

4. TRPV3 Channel in ER

It has been more than 15 years since TRPV3 has been discovered as a heat-sensitive but
capsaicin-insensitive channel [25]. It can be activated by physiological temperatures (between 33 °C
and 39 °C) and by selective both endogenous and exogenous compounds such as 2-Aminoethyl
diphenylborinate 2-APB [26], diphenylboronic anhydride (DPBA), diphenyltetrahydrofuran (DPTHEF),
farnesyl pyrophosphate [27]. TRPV3 is widely expressed in physiological conditions, especially in the
skin [28] and in the brain [29]. Its expression can be modified leading to disorders such as cancer [30,31].
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It has been recently demonstrated using calcium imaging technique that TRPV3 is expressed in
the endoplasmic reticulum of Embryonic Stem Cells (ESCs) [32]. In fact, when extracellular calcium is
depleted, the cytosolic calcium can be increased using TRPV3 activators but not in the case when ER
stores were already depleted. The authors have shown using trypan blue and MTT assays, a decrease
in mESC proliferation when TRPV3 was activated. Cell cycle analysis revealed that TRPV3 activation
arrested mESCs at G2 /M phase [32], suggesting its role in cell cycle control.

Recently, some mutations in TRPV3: G573A, G5735, G573C and W692G have been detected
leading to such disorders like Olmsted Syndrome (OS) [33,34] as well as other skin disorders [35].
These mutants were mainly retained in the ER [36] leading to reduced surface localization.

5. TRPV4 Channel in ER

TRPV4 was identified as a mechanosensitive channel [37]. It is involved in the multiple physiologic
functions (systemic osmotic pressure, sensory system, skin homeostasis, urinary system, hepatic),
dysfunctions (neurological disorders), and diseases. It can be activated by numerous stimuli such
as osmotic stress, temperature (>34 °C), and pharmacological compounds. In 2006, Arniges et al.
identified five splice variants of TRPV4, sub-divided into two groups. The first group (TRPV4-A and
TRPV4-D) was successfully processed in the ER and was targeted to the plasma membrane, while,
the second group variants, (TRPV4-B, TRPV4-C, and TRPV4-E) were retained. All alternative spliced
variants involved the deletions affecting the ankyrin domains except for TRPV4-D. In fact, ankyrin
domains are essential for oligomerization of TRPV4 and lack of oligomerization was shown to be
responsible for its accumulation in the ER [38]. The STIM1 protein was demonstrated to associate
specifically with the C-terminal tail of TRPV4 to form a complex regulated through phosphorylation of
serine824 of TRPV4 [39].

Other data showed the crucial role of C-terminus domain in oligomerization of TRPV4 in the
ER [40]. In addition, the C-terminus may also interact with the N-terminus [41]. Wang et al. showed
that OS-9, a ubiquitously expressed endoplasmic reticulum (ER)-associated protein, interacted with the
cytosolic N-terminal tail of TRPV4. They have found that this protein can block TRPV4 output from the
ER and consequently decrease its expression at the plasma membrane. OS5-9 bound to monomers and
immature TRPV4 variants to decrease polyubiquitination. In fact, OS-9 acted as protector of TRPV4
from ubiquitination and was a modulator of its transport [42].

Protease-activated receptor 2 (PAR2) is expressed on nociceptive neurons, and can induce the
sensitization of TRPV4 channels, the activation of PLCB, and the release of inositol trisphosphate (IP3),
which stimulates the release of calcium from intracellular calcium stores [43].

Infrared radiations (carried out using an optical fiber) produced an increase in cytosolic calcium
concentrations in spiral ganglion neurons which was mediated by the release from intracellular stores.
When TRPV4 was blocked, the increase in the cytosolic calcium concentration was abolished suggesting
that the activation of TRPV4 channels played a crucial role in the regulation of IR-induced calcium
level elevations providing a new tool to deplete intracellular calcium pools [44].

In addition, it was shown that TRPV4, TRPC1, and TRPP2 can assemble to form a flow-sensitive
heteromeric channel [45]. TRPP2 can protect cells from apoptosis while reducing calcium levels in the
ER [46], suggesting a complex role of these channels in this mechanism.

6. TRPV5 and TRPV6 Channels

TRPV5 and TRPV6 channels are only highly selective calcium channels inside TRV subfamily.
They can form either homo or heterotetramers. Physiologically, TRPV5 is mostly expressed in the
kidney and TRPV6 is mostly expressed in the intestine. They were not shown to be expressed in the
ER but they can indirectly modify their expression at the plasma membrane. In fact, when calcium
is depleted from the ER, this depletion is recognized by STIM1 EF-hand domains. This recognition
will permit STIM1 unfolding. In such a way, STIMI can interact with SOCE channels. Calcium entry
provided by SOCE channels will allow for the TRPV6 translocation towards the plasma membrane
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by engaging Annexin1/5100A11 complex in prostate cancer cells. TRPV5 and TRPV6 being highly
calcium selective and constitutively active, may let a large amount of calcium to enter inside the cell to
fill up the calcium pool in the ER. The Annexin1/S100A11 complex may vary depending on the tissue:
Annexinl/S100A11 for the prostate cancer [47] and S100A10/Annexin 2 complex in the intestine and
the kidney [48].

TRPV6 was also shown to be involved in the apoptosis resistance and proliferation in various cell
types [49-51]. It is known that ER stress induced by thapsigargin increased the TRPV6 expression in
human embryonic stem cell-derived cardiomyocytes. However, the TRPV6 inhibition had no effect
on ER stress. Cleaved-ATF6a caused a significant increase in the TRPV6 protein levels suggesting
that ATF6a pathway may activate TRPV6 expression under the ER stress. TRPV6 overexpression
was shown to play a protective role against the ER stress in human embryonic stem cell-derived
cardiomyocytes. In this case, TRPV6 would decrease JNK activation which is a regulator of the
apoptosis induced by the ER stress [52].

7. Relationships between Channels

As an example of the relationship among TRV channel subfamily, odontoblasts have been
suggested to contribute to the nociceptive sensation in the tooth via the expression of the transient
receptor potential (TRP) channels. TRPV1, TRPV2, and TRPV3 channels were shown to be expressed
in native human odontoblasts HODs. The relative intracellular distribution of these three channels was
similar while TRPV1, TRPV2, and TRPV3 proteins were preferentially detected in both mitochondria
and ER. Thus, HODs could play an important role in mediating pulp thermo-sensation due to the
expression of these three TRPV channels. The difference in their relative intracellular distribution may
suggest an important role in the sensing of the outer stimuli [53].

The relationships and/or the crosstalks between channels are still not clear and their interaction
needs to be further investigated.

8. Conclusions

It should be noted that the precise data about the role and function of TRPV channels have
not been established so far. Though the role of only one channel, TRPV1, has been studied so far,
our knowledge of all of them is still very poor. Other TRPV channel candidates are likely to be good
candidates to be studied, especially TRPV4, which colocalizes together with STIM1—a key regulator of
calcium pools in the ER. Many studies still focus on the role of TRP channels on the plasma membrane
and their role in the other organelles is poorly elucidated. New techniques can also help to study the
further role of ER-localized TRPV channels including, but not limited to, intracellular patch clamp
technique and intracellular calcium imaging. Thus, the relationship between TRPV channels and their
interaction needs to be further investigated.
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Monoclonal antibodies (mAbs) represent a rapidly growing pharmaceutical class of protein
drugs that becomes an important part of the precision therapy. mAbs are characterized
by their high specificity and affinity for the target antigen, which is mostly present on the
cell surface. lon channels are a large family of transmembrane proteins that control ion
transport across the cell membrane. They are involved in aimost all biological processes
in both health and disease and are widely considered as prospective targets. However, no
antibody-based drug targeting ion channel has been developed so far that has progressed
to clinical use. Thus, we provide a comprehensive review of the elaborated mAbs against
ion channels, describe their mechanisms of action, and discuss their therapeutic potential.

Keywords: lonal antibody, ion

lism, targeting, therapy

MONOCLONAL ANTIBODIES AND ION CHANNELS TO DATE

Since the first appearance of the therapeutic monoclonal antibody (mAb) (Orthoclone OKT3) in early
1986, this class of biopharmaceutical agents has significantly expanded, reaching more than 70 mAb
products (76 for 2017, Table 1, inspired from: http://www.actip.org/products/monoclonal-antibodies-
approved-by-the-ema-and-fda-for-therapeutic-use/), which were approved in the US or Europe for
the treatment of various diseases and disorders (Ecker et al,, 2015). If the approval rate will be the
same, i.e., of approximately four to five new products per year, around 80 mAb drugs will appear on
the market by 2020, and overall worldwide sales will be more than $125 billion (Shalini Shahani, 2017).

Ton channels are considered as attractive targets since they are present on the plasma membrane
and are potentially accessible by the soluble membrane-impermeable therapeutic drugs such as
antibodies. They also constitute the third bestselling group of prescribed drugs (Wickenden et al.,
2012). Irrespective of this apparent success in the use of pharmacological tools against ion channels,
only some of the predicted in the human genome 400 ion channel genes have been targeted to date
(Bagal et al., 2013). Despite the advantage of the targeting ion channels using antibodies because of
their high specificity, unfortunately, no antibody-based drug has been developed to date and used
in clinics, though some of them have already been engaged in clinical trials and are discussed below.

ION CHANNELS AS PROSPECTIVE THERAPEUTIC TARGETS

There is no biological process to mention that does not involve an ion channel or ion flux. Ton channels
constitute a wide family of transmembrane proteins that allow ion flux inside and outside of the cell.
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TABLE 1 | Monoclonal antibodies (mAbs) approved by the EMA and FDA for therapeutic use.

International Target Type Year of first FDA Therapeutic indication(s)
nonproprietary approval
name (INN)
Avelurmab PD-L1 Human IgG 1/« 2017 Metastatic Merkel cell carcinoma
Dupilumab IL-4Ra Hurman IgG4 2017 Asthma; demmalitis
Durvalurmab PD-L1 Hurman IgG1/e 2017 Metastatic urothelial carcinoma
Ocrelizumab CD20 Humanized IgG1x 2017 Multiple sclerosis
Brodalumab IL-17RA Human IgG2/x 2017 Psoriasis
Bezlotoxumab G. difficile toxin B Human manoclonal 2016 Enterocolilis; pseudomembranous
antitoxin antibacly
Adalimumab TNFa Human lgG1 2016 Arthritis; juvenile rheumaioid arthritis; psoriatic arthritis; rheumatoid
colitis; ulcerative Crohn's disease; psoriasis; spendylitis; ankylosing
Reslizumak L-5 Human lgG4/x 2016 Asthma
Olaratumab PDGFR-a Hurnan lgG1 2016 Sarcoma
Obiltoxaximab PA component of B, Chimeric (mousa/ 2016 Anthrax infection
anthracis toxin human) IgG1/c
Infliximab TNFa Chimeric human- 2016 Spondylitis; ankylosing; arthritis; rheunatoid colitis; ulcerative
murine lgG1 arthritis; psoriatic Crohn's disease; psoriasis
Atezolizumab PD-L1 Hurnan lgG1 2016 Metastatic non-small cell lung cancer
Daratumumab CD3g Human IgG1/x 2015 Multiple myeloma
Elotuzumab SLAMFT Human IgG1 2015 Multiple myelama
Necitumumab EGFR Hurman IgG1 2015 Garcinoma, non-small-cell lung
Secukinumab Interleukin-17A Hurnan IgG1/c 2015 Adthritis; psoriatic psoriasis; spondylitis; ankylosing
Mepolizumab IL-5 Hurman IgG1/x 2018 Asthma
Nivolumab PD-1 Hurman lgG4 2015 Carcinoma; non-small-cell lung carcinoma; renal cell Hodgkin
disease melanoma
Aliracumab PCSK9 Hurnan IgG1 2015 Dyslipidemias.
Idarucizumab Dabigatran etexilate Human FaB 2015 Hemorrhage
Evolocumab LDL-C/PCSKS Human IgG2 2018 Dyslipidemias; hypercholesterolemia
Dinutuximak (1) Gz Human IgG1/c 2018 Neuroblastoma
Bevacizumab D19 BiTEs 2014 Precursor cell lymphoblastic leukemia-lymphoma
Pernbrolizumab PD-1 Hurnan lgG4 2014 Melanoma
Ramucirumab VEGF Human IgG1 2014 Stomach necplasms
Vedolizumab Integrin-a4p7 HumanizedigG1 2014 Colitis; ulcerative Crohn's disease
Siltuximaby cCLB8 Chimeric lgG1x 2014 Giant lymph node hyperplasia
Alemtuzumab CD52 Humanized 1gG1 2014 Multiple sclerosis
Trastuzumab HER2 Humanized IgG1 as 2013 Breast cancer
emtansine ADC
Obinutuzumab D20 Humanized IgG1 2013 CLL
Raxibacurmab Bacillus anthracis Hurman IgG1 2012 Prevention and treatment of inhalation anthrax
protective antigen
Pertuzumab HER2 Hurmanized 1gG1 2012 Breast cancer
Infliximab TNF-alpha Chimeric IgG1 Ab Not approved (approved Spondylitis; ankylosing arthritis; rheumateid colitis; ulcerative
in 1997 by EU EMA) Crohn’s disease; arthritis; psorialic psoriasis
Brentuximab CDAa0 (conjugate of Mab Chemeric IgG1 as 2011 Hedgkin lymphoma (HL), systemic anaplastic large cell lymphoma
and MMAE) ADC (antibodly drug (ALCL)
conjugate)
Belimumab BLyS Hurnan lgG1 2011 Systemic lupus erythematosus (SLE)
Ipiirmurmab CTLA-4 Hurnan lgG1 2011 Melanoma
Denosumab RANKL Human IgG2 2011 Prevention of SREs in patients with bone metastases from solid
tumors
Tociizumab IL-6 receptor Hurnanized 1gG1 2010 Rheurmatoid arthritis
Denosumab RANKL Human IgG2 2010 Osteoporosis
Ofatumumab CD20 Human IgG1 2008 Chronic lymphocytic leukemia
Besilesomab NCA-95 Murine IgG1 Not approved (approved In vivo diagnosis of inflammation/infection sites via scintigraphic
in 1897 by EU EMA) imaging » nontherapeutic
Canakinumab IL-1p Human IgG1 2009 Cryopyrin-associated periadic syndromes including familial cold
autoinflammatory syndrome and Muckle-Wells syndrome; tumar
necrosis factor receptor associated periodic syndrome (TRAPS);
hyperimmunoglobulin D Syndrome (HIDSymevalonate kinase
deficiency (MKD) and familial Mediterranean fever (FMF)
Golimumak TNFa Hurnan lgG1 2009 Rheumatoid arthritis; psoriatic arthritis; ankylosing spondylitis
Ustekinumab IL-12/L-23 Human IgG1 2009 Plague psoriasis
Certolizumab pegol TNFa Hurnanized 1gG Fab 2008 Grohn's diseass; rheumatoid arthritis
fragment
Catumaxomab EpCAM and CD3 Trifunctional MAL Not approved Malignant ascites in patients with EpCAM-positive carcinomas
lgG2a/lg@2b
(Continured)
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TABLE 1 | Continued

International Target Type Year of first FDA Therapeutic indication(s)

nonproprietary approval

name (INN)

Eeulizumab Complernent C5 Humanized lgG2/4 2007 Paroxysmal nocturnal hemaglobinuria

Ranibizumab VEGF-A Humanized IgG1 Fab 2006 Neovascular (wet) age-related macular degeneration; macular

fragment edema following retinal vein occlusien

Panitumumab EGFR Hurnan lgG2 2006 Metastatic colorectal carcinoma

Caturnaxomab EpCaAM Hurnanized MAb 2005 Head and neck cancer

Natalizumabs VLA-4 Humanized IgG4 2004 Multiple sclerosis (relapsing); Crohn's disease

Cetuximab EGFR GChimeric IgG1 2004 Head and neck cancer; colorectal cancer

Fanolesomab CD15 Murine MAb 2004 Imaging of equivocal appendicitis + nontherapeutic

Bevagizumab VEGF Humanized IgG1 2004 Metastatic colorectal cancer; non-small cell lung cancer; metastatic
breast cancer; glioblastoma multiforme; metastatic renal cell
carcinoma

Omalizumab IgE Humanized 1gG1 2003 Asthma

Tositumomab CD20 Murine lgG2a 2003 Nen-Hodgkin's lymphoma

and iodine 131

tositumemab

Efalizumab (2) CD11a Hurmanized 1gG1 2003 Psoriasis

Ibriturnamab [ein=ls] Murine IgG1 2002 Nen-Hodgkin's lymphoma

tiuxetan

Adalimumab TNFa Human IgG1 2002 Rheumatoid arthritis; juvenile idiopathic arthrilis; psoriatic arthntis;
ankylosing spondylitis; Grohn's disease, plague psoriasis

Alemiuzumab CDo2 Humanized 1gG1 2001 B-cell chronic lymphocylic leukemia

Gemtuzumab D33 Humanized IgG4/toxin 2000 Acute myeloid leukemia (AML)

ozogarmicin (3) conhjugate

Trastuzumab Humanized IgG1 1998 Breast cancer; metastatic gastric or gastroesophageal junction
adenocarcinoma

Infliximab TNFa GChimeric IgG1 1998 Crohn’s disease; ulcerative colitis; rheumatoid arthritis; ankylosing
spondylitis; psoriatic arthritis; plague psoriasis

Basiliximab CD25 (a chain of IL2 Chimeric IgG1 1998 Reversal of transplantation rejection

receptor)
Palivizumab F-protein of RS virus Humarized IgG1 1998 Respiratory syncytial virus (RSV)
Necitumumats (4) CD25 (a chain of IL2 Hurmarized lgG1 1697 Reversal of transplantation rejection
receptor)
Rituximab CD20 GChimeric IgG1 1997 Non-Hodgkin's lymphoma; chronic lymphaocytic leukemia;

Voturnumab (5)
Sulesomab
Arcitumamab (6)
Imiciromab (7)
Capromab
Nofetumomab
Abciximab (8)

Satumomab
Muromonab-CD3

Cytokeratin tumor-
assoclated antigen
NCA90

Human CEA
(carcinoembryenic
antigen)

Human cardiac myosin
Tumor surface antigen
PSMA
Carcinoma-associated
antigen

GPlb/lla

TAG-72

CD3

Murine Fab fragment
Murine Fab fragment

Murine Fab fragment
Murine MAb

Murine Fab fragment
Ghimeric lgG1 Fab

Murine MAb
Murine lgG2a

Not approved
Not approved
1996
1996
1996
1996
1994

1992
1986

rheumnatoid arthritis
Detection of carcinoma of the colon or rectum + nontherapeutic

Diagnostic imaging foresteomyelitis » nontherapeutic
Detection of colorectal cancer + nentherapsutic

Myocardial infarction imaging agent » nontherapeutic
Detection of prostate adenocarcinoma < nontherapeutic
Diagnostic imaging of small-cell lung cancer + nontherapeutic
High-risk angioplasty (prevention of blocd clots)

Detection of colorectal and ovarian cancers » nontherapeutic
Transplantation rejection

(1) Unituxin has been withdrawn from use in the European Unicn,
(2): Raptiva® was approved in 2003 by the FDA and in 2004 by the EMA, It was voluntarily withdrawn from the market in £ in 2009 and in US in 2008,
3): Mylotarg®™ was approved in 2000 by the FDA. It was voluntanly withdrawn from the market in US in 2010,
{4): Zenapax® was approved in 1997 by the FDA and in 1999 by the EMA, It was witharawn from the markst for commercial reasons in EU in 2009 and in US in 2008.
5): Humaspect® was approved in 1998 by the EMA. It was withdrawn from the market in EU in 2003,

(6): CEA-scan was approved in 1996 by the FDA and by the EMA. It was withdrawn from the market in EU in 2005,

{71 Myoscint™ has been discontinued.
{B): Country-spacific approval {prior to EMA Centralized Procedurs).
PO-L1, Programmed death-ligand 1; [gG1, immunoglubulin G, subclass 1; IL-4Ra, interleukin 4 receptor alpha; IgG4, immuncglubulin G, subclass 4; CD20, B-iymphocyte antigen CD20; IL-17RA,
fnterleufin 17 receplor A; ThFe, tumor necrosis facltor alpha; IL-5, interieukin 5; PDGFR-a, platelel-derfved growth factor receplor A; PA, prolective antigen; CO38, dlusler of differentiaifon 38,
SLAMF7, SLAM family member 7; EGFR, epidermal growth factor receptor; PD-1, programmed cell death protein 1; PCSK9, proprotein convertase subltilisin/fexin type & FaB, fragment antigen-

binding; LDL-G, fow-

ity lipop

in; PCSKI,

1 convertase subltifsin/kexin type 9; GD2, disiabbganglioside; BITEs, bi-specific T-cell engagers; VEGF, vascular endothelial growih factor;

CD2, cluster of differantiation 2; CO3, cluster of differentiation 3; IgG2a, immunoglubulin G, subclass 2, lsotype a; TAG-72, tumor-associated glycoprotein 72; MAb, monacional antibody; GPiib/
Iia, glycoprotein tbifia; IgG1, immunoglubulin G, subelass 1; PSMA, prostate-spacific membrane antigen; NCAS0, membrane glycoprotein pab; CD25, interlaukin-2 recaptor alpha chain, RS,
retinoschisin; IL2, interfeukin 2; HER-2, human epidermal growih factor receptor 2; CD33, sialic acid binding lg-like lectin 3; CD52, cluster of differentiation 52; EGFR, epidermal growth factor
receptor; VILA-4, Very Late Anfigen-4; EpCAM, epithelial cell adhesion malecule; IL-12, interlsukine 12; IL-25, interleukine 23 IL- 15, interleukine 16; RANKL, receptor acfivator of nuclear factor
kappa-B ligand: CTLA4; cytotoxic T-ymphocyte-associated protein 4; BLyS, B lymphocyte stimulator; MMAE, monomethyl auristatin E; LDL-C, low-density ipapratein; PCSKS, proprotein
convertase sublisinkexin type 9; SLAMFZ, SLAM farmily member 7; SLAMF7, SLAM family member 7: SRE, skeletal-refated events; CLL, chronic [ymphocytic leukemia; EMA, European Medicines
Ageney; FDA, Food and Drug Administration.
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They differ by their structure, their specificity for ion, and also
their activation mode and mode of action. Indeed, some of them
are highly specific for a particular ion, such as calcium for transient
receptor potential vanilloid family member 6 (TRPV®6), or sodium
for Nav1.7, while others allow the flux of all the ions or just cations.
Moreover, they can be activated by many stimuli like ligand binding,
voltage change, osmotic change, temperature, and so on (Clapham
et al,, 2001). According to the activation mode and where they are
expressed, we can speculate their function in the body. Actually, ion
channels participate inlots of cellular process: contraction, secretion,
apoptosis, migration, gene transcription, and so forth. Thus, itis not
surprising to find them involved in numerous physiopathologies
like cancer, pain, autoimmune diseases, and cystic fibrosis (Smani
et al, 2015). Moreover, these proteins constitute a preferential
target for the development of therapeutic agents since they are
present on the surface of the plasma membrane and are potentially
accessible by the soluble membrane-impermeable therapeutic
drugs such as antibodies.

Several treatments targeting ion channels have been developed
but still show a lack of specificity and side effects (Lynch etal., 2017).
A novel therapeutic approach to answer this issue is mAb. However,
nowadays, only few mAbs have been generated (Wilkinson et al,
2015). In this article, we review the already published mAbs targeting
the extracellular region of ion channels classified according to their
ion selectivity and highlight their potential application in human
therapeutics.

CALCIUM CHANNELS

The voltage-gated calcium channels constitute a wide range of
channels that are mostly permeable for calcium and largely expressed
in excitable cells such as neurons and muscles. They are activated
by a depolarization of the plasma membrane and are involved
in a lot of cellular functions like muscular contraction, neuronal
excitation, modulation of gene expression, release of hormones or
neurotransmitters, and so on. This family is composed of several
types of voltage-gated calcium channels (L, B N, R, and T type)
differentiated by voltage, their preferential localization, and subunits
composition (Catterall and Swanson, 2015). They are all similar, but
display structural and pharmacological differences.

In 2013, a 1B50-1 mADb was reported, which specifically binds to
the a281 subunit (isoform 5) of voltage-gated calcium channels that
is crucial in maintenance of tumor-initiating cell (TIC) propertiesin
thecase ofhepatocellular carcinoma, which isa common malignancy
worldwide, having poor prognosis and limited therapeutic efficacy
(Lee et al., 2013). It has been shown that this mAb detects TICs
of hepatocellular carcinoma with stem-cell-like properties (Zhao
et al,, 2013). These a281 subunits, via modulating calcium oscillation
amplitude, allow the impact of L-type and N-type calcium
channel-mediated Ca**-signalization [such as phosphorylation of
extracellular signal-regulated kinases 1/2 (ERK1/2)] and thereby
maintain the properties of TICs. Interestingly, the use of this mAb,
in addition to be a functional liver TIC marker, has therapeutic
properties on these cells by eliminating TICs and suppressing
sphere (10 pg/ml) formation in vitro (a marker of cancer stem
cell and aggressivity). In fact, by using terminal deoxynucleotidyl

transferase (dUTP) nick-end labeling (TUNEL) assay, they have
demonstrated that 1B50-1 treatment induced apoptosis of 1B50-1*
cells. Moreover, 1B50-1 treatment by intraperitoneal injection
reduced tumor growth and increased TICs death in vivo. The data
demonstrated that 1B50-1 has a therapeutic effect on hepatocellular
carcinoma by targeting T1Cs, though it is always difficult to obtain
complete pharmacokinetic control iz vivo with an antibody alone,
most likely because of inefficient penetration of the antibody to the
cells inside the tumor mass and because of the presence of other
transit-amplifying tumorigenic cells (Zhao et al.,, 2013). Thus, this
antibody constitutes a promising therapy to target cells involved in
the recurrence of hepatocellular carcinoma.

T-cell activation, proliferation, and cytokine production
require Orail-mediated calcium signaling (Feske et al,, 2006;
Gwack et al,, 2008). Cox and collaborators have developed a
specific anti-human Orail mAb, Orail, a reactive clone, 10F8,
targeting the second extracellular loop of the protein expressed
on the lymphocytes (Cox et al, 2013). This mAb leads to the
reduction of calcium flux through the internalization of the
channel in lymphocytes (Figure 1). Actually, it is the only
mechanism of internalization or retrograde trafficking shown
so far. This process usually includes a dynein motor, which is
strongly implicated in the retrograde trafficking of ion channels
in endosomes from the cell surface (Choi et al., 2005), and leads
to either degradation or recycling (Balse and Boycott, 2017).

Thus, anti-Orail mAb leads to an inhibition in T-cell
proliferation and cytokine production in vitro. Orail was
shown to be overexpressed in rheumatoid arthritis, a long-
term autoimmune disease causing inflammation, swelling, and
pain in and around the joints and other body organs (Liu et al.,
2014), where the suppression of T-cell proliferation and cytokine
production could be highly beneficial. This mAb has been tested
on the cells isolated from rheumatoid arthritis patients and
has shown the same efficacy. The same results were observed
following the treatment [intraperitoneal (i.p) injection 10 mg/kg
three times per week]| in vivo, in a human T-cell-mediated graft-
versus-host disease (GvHD) mouse model (Cox et al., 2013),
suggesting its potential use for the human therapy in vivo.

Another team has generated high-affinity 100% human mAbs to
human Orail. This mAb binds to hOrail in its native conformation
by targeting the extracellular loop 2 [notably, amino acids 210 to 217
of the hOrail extracellular loop 2 (ECL2) region] and displays an
inhibitory activity (Lin et al., 2013). This leads to the inhibition in
a dose-dependent manner of the current mediated by Orail and
so that of the store-operated Ca®' influx, seen in the whole-cell
configuration patch clamp. Hence, the signal that comes out from
this current is impaired. Indeed, NFAT transcription, studied by
NFAT-Luciferase Reporter Assay, and cytokine release (IL-2 and
IFN-y) are disturbed too (Figure 1). In autoimmune disease, the use
of such an mAb could be a novel therapeutic approach to reduce
T-cell response and delay the manifestation of the disease.

Anti-Orail mAb from Cox and collaborators was used at
2-3 pg/ml for in vitro tests and binding to primary immune
cells [cluster differentiation (CD)3+CD4+, CD3+CD8+], and
CD19+) from the peripheral blood of a healthy individual using
12.5 pg/mL antibody. Meanwhile, the in vivo dose of the treated
humanized NOD/Shi-scid/[L-2Rynull (NOG) mice was 10 mg/kg,
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FIGURE 1 | The mechanism of anti-hOrail channel monoclonal antibody (mAk) action on the human T-cell, mAb binds to the Orail extracellular domain and
induces either internalization, which may lead to the channel recyeling, or it completes degradation via the autophagy pathway. On the other hand, the inhibition of
Oral channel was demonstrated by decrease in calcium flux, This decrease in calcium flux will affect Ca?'-calmodulin binding, leading to the inhibition of calcium-
dependent phosphatase calcineurin. Dephosphorylation of NFAT (nuclear factor of activated T-cells) is a required event for its translocation to the nucleus and
activation of gene transcription regulated by NFAT. In both cases, i.e., inhibition or internalization of Orail, this binding of antibody provokes the impairment of Crail-
mediated signaling, leading to the inhibition of T-cell proliferation and activation, and cytokine production as well.

while the antibody from Lin and collaborators was used at
~500 nM (75 pg/ml) and ~0.05 pg/ml for the study of inhibitory
concentration 50 (IC50) of anti-Orail mAbs in inhibiting
interleukin 2 (IL-2) and interferon gamma (IFNY) release in
human whole blood (corresponding to ~32 ug/kg of the average
60-kg human). These data can be compared to those from the
use of anti-tumor necrosis factor alpha (TNFa) mAb, infliximab,
which are of 10 or 50 mg/kg in preclinical assays in rodents
(Derzi et al,, 2016), and later in humans from 3 to 5 mg/kg for
rheumatoid and psoriatic arthritis as intravenous (i.v.) injections
(www.medscape.com).

NONSELECTIVE CATION CHANNELS

Transient receptor potential ankyrin 1 (TRPA1) is a nonselective
cation channel that is expressed in nerve terminals innervating
the skin, and more precisely in neurons of the dorsal root and
trigeminal ganglia (Elitt et al., 2006; Obata et al., 2005). This
channel is involved in pain. Indeed agonists such as mustard oil
drive pain or neurogenic inflammation, both in human and in
rodents (Bandell et al., 2004; Jordt et al., 2004). Additionally, a gain-
of-function mutation in TRPAT was linked to familial episodic
pain syndrome by a human genetics study (Kremeyer et al., 2010).

Familial episodic pain syndrome is a rare, genetic, peripheral
neuropathy disorder characterized by recurrent, stereotyped,
episodic intense pain, occurring predominantly in either the
upper body or lower limbs in several members of a family, which is
triggered or exacerbated by fatigue, cold exposure, fasting, weather
changes, and/or physical stress (www.orpha.net). This channel
was also strongly suspected to play a role in pathophysiologies like
asthma, itch, and cough (Geppetti et al., 2010; Taylor-Clark et al,,
2009; Viana and Ferrer-Montiel, 2009).

TRPAI antagonist could be considered as potential therapeutics
in these pathologies. In this context, mAbs to human TRPAl
have been generated. Of them, mAb 2B10 is the most potent.
Like the others, it acts as an antagonist in a concentration-
dependent manner of multiple modes of TRPA1 activation [allyl
isothiocyanate (AITC), cold, and osmotic change]. For AITC and
cold (4°C) TRPALI activation, IC,; values of approximately 260
and 90 nM for either flow cytometry assay or agonist-induced
#Ca? uptake assays, respectively, are obtained. It also blocked
TRPALI activation by osmotic change via hypotonicity with IC;,
values of 350 + 60 nM, as well as activation by an endogenous
agonist (4-oxo-2-nonenal). The maximal inhibition observed in
the AITC-induced **Ca** uptake assay of the TRPA1-mediated
current was approximately 70%. The well-known antagonist,
AMGY090 (acting via covalent modification of cysteine residues),
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totally blocked it, and thus is more effective than this mAb. The
authors state that mAbs were not able to completely abolish AITC-
induced TRPAL1 activation (70% only), suggesting that 2B10 and
2D1 may only partially stabilize the channel conformation in the
closed state, although the possibility that the mAbs act as partial
pore blockers of TRPA1 cannot be completely excluded. This
fact compromises the possibility to develop it as a therapeutic
perspective (Lee et al,, 2014b).

The nonselective cation channel TRPV1 (transient receptor
potential vanilloid type 1) has several activation modes. Indeed,
it can be activated by chemical ligands (capsaicin, anandamide,
and acidity) and heat (>42°C); thus, it plays a role of integrator
of multiple noxious stimuli and so is important in nociception
(Caterina et al,, 1999; Davis et al., 2000). Its role in clinical pain
is clearly established, while the use of TRPV1 antagonist inhibits
bone cancer pain (Ghilardi et al., 2005), which is common
in patients with advanced breast, prostate, and lung cancer
(Jimenez-Andrade et al, 2010), as well as in hyperalgesia in
models of inflammatory pain (Honore et al., 2005).

In the other study by Klionsky and collaborators, an mAb
binding to a small epitope of 39 amino acids, which corresponds
to the entire prepore region of human TRPV1 (Thr***-Cys®®), has
been generated (Klionsky et al., 2006). A rabbit anti-rat TRPV1
polyclonal antibody (Ab-156H) acted as a full antagonist of proton
activation (IC,, values for pH 5 and 5.5 were 364.68 + 29.78
and 2831 + 6.30 nM, respectively) and as a partial antagonist of
capsaicin, heat, and pH 6 potentiated chemical ligand (anandamide
and capsaicin) activation (50-79% inhibition). Binding of the mAb
to TRPV1 did not block the activation by either capsaicin or protons
and, consistently with it, had no consequences on the stability of the
channel conformation as shown by agonist-induced Ca?* uptake
assays on Chinese hamster ovary (CHO) cells expressing TRPV1.
On the contrary, rabbit polyclonal antibodies against rat and
human TRPV1 prepore region seem to partially lock or stabilize
the channel in the closed state (Klionsky et al., 2006).

CONNEXINS

Connexins are proteins consisting of the assembly of six units, which
form hemichannels at the cell surface. This structure can itself be
active and allow exchanges between cytoplasm and extracellular
space such as ion flux or allow the transfer of small molecules
lower than 1-2 kDa, or usually form a gap junction by dimerization
(Oshima, 2014; Revel et al.,, 1985). Both play a role in several
physiological and pathological responses. The specific targeting
of one or the other would allow one to distinguish the specific
role of each of them. Indeed, despite the ubiquitous expression of
connexins, some subtypes, such as 21 in humans, display changes in
their expression in some tissues or tumors (Saez et al,, 2003).

A specific Cx43 antibody [Connexin 43(E2) antibody], has
been developed by Baklaushev and collaborators, which targets
the second extracellular loop of Cx43 (Baklaushev et al.,, 2009).
Initially, it was used for immunofluorescent analysis using
preparations of both fixed and living cultures of rat, human glioma
cells, and rat brain with experimental glioma. It was shown to

specifically detect connexin hemichannels on the cell membranes
and not dimer connexins, characteristic of gap junctions.

Connexin 43(E2) antibody prevents the opening of Cx43
hemichannels and thus blocks the hemichannels. Moreover, it
prevents docking interaction, inhibits N-cadherin interaction,
and reduces gap junction plaque size (Bao et al, 2011). The
authors found that treatment with anti-Cx43 E2 (112 ug/ml),
which suppresses Cx43 docking, significantly inhibited the
kinetics of human KGN granulosa cells and normal human
fibroblast self-assembly compared to the preimmune sera control
(41.1 + 4.5% and 24.5 + 10.4% at 8 h, respectively).

Additionally, while blocking Cx43 hemichannels, it disturbed
cell-cell communication, and could, by this way, prevent the release
of small molecules such as prostaglandins and thus impair cell
function (Siller-Jackson et al., 2008). Moreover, this mAb could be
labeled with the fluorescent molecules and used for detection and
staining of tumor cells highly expressing Cx43 on the cell surface,
such as glioma cells. Recent findings demonstrate that connexins
play an important role in the microenvironment of malignant
glioma and that Cx43 is capable of conferring chemotherapeutic
resistance to glioblastoma cells (Grek et al.,, 2018).

P2XR RECEPTOR CATION CHANNEL
FAMILY

The P2X receptor family, also named adenosine 5'-triphosphate
(ATP)-gated P2X receptor cation channel family, is composed of
monovalent cation-permeable ligand-gated ion channels to be
activated by extracellular adenosine 5'-triphosphate (ATP) (Valera
etal,, 1994). This family is encoded by seven genes in vertebrates, and
they are largely distributed in the body. Some of them are implicated
in pain feeling owing to the fact that they are predominantly
expressed in nociceptive sensory neurons (Chen et al, 1995).
Indeed, under pathological conditions, an increase in extracellular
ATP leads to P2X receptor (P2XR) activation and pain signaling
initiation (North, 2002). Thus, they constitute selective targets in
some disorders such as neuropathic pain, which is pain caused by
the damage or disease affecting the somatosensory nervous system
and are usually associated with the abnormal sensations called
dysesthesia or pain from normally nonpainful stimuli, i.e., allodynia.

mAbs against several isoforms of P2X receptor were developed.
In their study, Shcherbatko and collaborators generated several
mAbs directed against human P2X3. Depending on the homomeric
or heteromeric composition of receptor (homomeric P2X3 or
heteromeric P2X2/P2X3 receptors), as well as on its kinetic state
and the duration of mAb action, different functional effects were
observed (Shcherbatko et al, 2016). For example, 12D4 antibody
had an IC,, of 16 nM while acting on an hP2X3 receptor for up to
18 min, while monoclonal hP2X3 antibodies inhibited recombinant
rat P2X3 receptors, giving an 1C;, of 185.5 + 41.7. In such a way,
mAb binds to the hP2X3 channel in its inactivated state and inhibits
its activity. Surprisingly, with the same short-term exposure, this
antibody potentiated the slow inactivated current mediated by
the heteromeric human P2X2/P2X3 channel. Positive effects of
mAbI2D4 in a rat model of inflammatory pain suggest that mAb
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against P2X3 would be a prospective therapy in visceral pain
symptoms, where pain occurs when pain receptors in the pelvis,
abdomen, chest, or intestines are activated and may be accompanied
by symptoms such as nausea, vomiting, changes in vital signs, as well
as emotional manifestations (Sikandar and Dickenson, 2012).

An mAb against P2X4 receptor was also generated (Igawa et al,,
2013). P2X4 receptor is known to be involved in neuropathic pain
and notably in the allodynia after peripheral nerve injury (Nasu-
Tada et al., 2006). This antibody has a strict recognition for P2X4
receptor including S-S formation in the extracellular domain. This
was proved while detecting and immunoprecipitating rat P2X4
receptors in cultured cells. Such an mAb can be used as a tool in
order to detect an increasing expression of P2X4 receptors related to
increasing intensity of neuropathic pain (Igawa et al,, 2013),

Finally, a 150-kDa specific mAb for human P2X7 receptor
was generated (Buell et al., 1998). Its specificity of binding has
been assessed in immunohistochemical studies on human
lymphoid tissue by both immunoprecipitation and also by flow
cytometry using XS63-transfected cells and human-blood-
derived macrophage cells such as monocytes, known to express
natively P2X7 receptors. The analysis of binding to HEK293 cells
expressing other P2Xs such as P2X1 allows one to demonstrate
the high specificity of the binding for the P2X7 receptor. This
antibody acts as a selective antagonist of this receptor as shown
by reduced response to a brief application of 2',3'-(4-benzoyl)-
benzoyl-ATP in cells expressing human P2X7 demonstrated
in whole-cell configuration of the patch clamp. Indeed, a
significantly reduced release of interleukin-1p was observed
in THP-1 cells. In addition, this mAb successfully detects
endogenous receptor with a high specificity (the estimated IC;,
value was about 5 nmol/L) and can be used for the detection
in Western blotting. The data also suggested that the antibody
recognizes a specific conformational epitope (Buell et al., 1998).

Recently, another mAb named BPM09 was shown as
specifically targeting the E-200 epitope of nfP2X7, a nonpore
functional form of P2X7 (Gilbert et al., 2017). Interestingly, this
epitope is found only in cancerous cells (those from prostate,
neuroblastoma, melanoma, breast, stomach, pancreas, colorectal,
bladder, renal, etc.), not in normal cells, and this form is essential
for cancer cell viability. This fact constitutes an advantage in terms
of therapeutic perspective. Indeed, this receptor was shown to
be upregulated in several cancers such as breast cancer, the third
cause of mortality due to cancer in humans, and allows enhanced
tumor growth (Gilbert et al., 2019). In the latter studies, a phase
I clinical trial was conducted, yielding promising results using
sheep polyclonal antibody against nfP2X7 (BIL010t)-based
ointment as a therapeutic for basal cell carcinoma, which is an
abnormal, uncontrolled growth or lesion arising in the skin's
basal cells; there are more than 4 million cases of basal cell
carcinoma diagnosed in the US. each year (www.skincancer.
org). Independent preclinical toxicology studies were performed
in minipigs. These studies, conducted for 28-day and 90-day
periods, demonstrated that the ointment was well tolerated (data
not available). In addition, nanobodies against mouse P2X7 have
been generated and characterized, which effectively blocked
(13A7) or potentiated (14D5) gating of the channel in addition
to nanobody Danol, which specifically inhibited human P2X7

(Danquah et al., 2016). Indeed, nanobodies from six distinct
families either blocked or enhanced both ATP-mediated and
nicotinamide adenine dinucleotide (NAD+)-mediated activation
of P2X7. The most potent blocker, nanobody 13A7 (IC,, =
12 nM), and the most potent enhancer, nanobody 14D5 (EC,, =
6 nM), were used in the study. However, all these studies were
conducted using mouse models so far and further studies are
needed to prove their efficiency in humans.

POTASSIUM CHANNELS

The human Eagl (hEagl), is a voltage-gated potassium channel
named K, 10.1 (Eagl) specifically expressed in the brain and
in myoblasts (Gutman et al, 2005). This plasma membrane
channel, encoded by the kcnh1 gene, is modulated during the cell
cycle (Briiggemann et al,, 1997; Pardo et al., 1998). Tt is involved
in several cellular processes such as cell excitability, memory
processes, and cell proliferation (Saganich et al., 1999; Ufartes
et al., 2013). In pathophysiology, it is overexpressed in more
than 70% of tumors of several origin and so was suggested to
be involved in tumorigenesis (Hemmerlein et al., 2006; Ouadid-
Ahidouch etal,, 2016). Thus, it constitutes a promising molecular
target in cancer therapies or diagnostics.

In such a way, an anti-Kv10.1 mAb (mAb62) was used to
target tumor cells in vitre using the human breast MDA-MB-
435S cell line and in vivo on tumor models of nude mice (Napp
et al., 2016). The authors demonstrated the specific binding and
accumulation of the mAb62 in the tumors in vivo for at least
1 week due to the labeling with Cy5.5 fluorophore.

Another interesting mAb against hEagl is mAb56. It
recognizes two domains including E3 segment (residues 374 to
452) and tetramerizing coiled-coil domain (residues 872 to 932)
(Ju and Wray, 2002; Schénherr et al., 2002). The latter allows
specific binding to hEagl and not to its closest homologue, hEag2
(73% amino acid sequence identity). The distinctive feature
of this antibody is its antagonist effect on this channel, giving
an IC,, value of mAb56 in HEK293 cells of 73 + 47 nmol/L.
Indeed, it selectively blocks hEagl function. Inhibition of the
potassium current mediated by hEagl leads not only to a clear
anti-proliferative activity in vitro but also to a decrease in tumor
cell growth in vivo (ovarian, breast, cervical, colon, pancreas
carcinoma, melanoma, and fibrosarcoma) (Gomez-Varela et al.,
2007). Another antibody directed against the carboxyl (COOH)-
terminal region of Eagl (mAb33) had no effect on tumor growth
compared to mAb56. Thus, the therapeutic potential of this mAb
is very high.

N-METHYL-D-ASPARTATE RECEPTOR

The N-methyl-D-aspartate receptor, also named NMDA receptor
(NMDAR), is an ionotropic glutamate receptor found in nerve
cells in which it acts as an ion channel protein that is nonselective
to cations (Luini et al, 1981). It plays an essential role in the
control of synaptic plasticity and memory function (Morris
et al., 1990). Indeed Ca?" flux through NMDARs is essential for
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long-term potentiation (LTP), which is a cellular mechanism for
learning and memory (Furukawa et al., 2005; Li and Tsien, 2009).
The modulation of such receptor affects persistent neuronal
plasticity requiring N-methyl-D-aspartate (NMDA )-mediated
transmission. It is well known that NMDAR antagonist impaired
hippocampus-dependent learning (Morris et al., 2013).

Thomson and collaborators have developed an mAb, B6B21
(IG5, values of 1.6 pM), about 150 kDa, which targets NMDAR
and acts as an enhancer of the receptor (Thompson et al., 1992),
Actually, it enhances the opening of its ionic channel in a glycine-
like fashion in displacing glycine. Because of this, it also improved
LTP in hippocampal slices. Moreover, intraventricular infusions
of this mAb in rabbit enhances acquisition in hippocampus-
dependent tasks (Haring et al, 1991), such as hippocampus-
related memory and cognitive function. B6B21 treatment
resulted in a 45% reduction in the number of trials required
to reach 80% conditioned responses and reductions in other
operational measures of learning.

The development of peptide mimetics, derived from B6B21,
may be potentially used as cognitive enhancers and protectors
from hypoxic and ischemic insults exerted onto the neurons
caused by stroke and epilepsy and also in cognitive disorder
therapies. However, these peptide mimetics would likely
exacerbate issues relating to hypoxia and ischemic insults. It
should be taken into consideration that overstimulation of
NMDAR known to impair early brain development in vivo
observable in schizophrenia (Aida et al, 2012) is also involved
in neuronal death hypoxia, ischemic injury, and stroke, due to
inward calcium flux (Choi and Rothman, 1990). Hence, the use
of such mAb could be have some deleterious side effects and have
to be taken into account. On the other hand, Rapastinel (GLYX-
13), a tetrapeptide derived from B6B21, displayed long-lasting
antidepressant effects demonstrated in the human clinical trial
(Moskal et al., 2017). Its clearance was rapid in normal human
volunteers following i.v. administration via the antecubital vein
over the dose range 0.5-25 mg/kg, and the plasma half-life was
short, approximately 10 min. Thus, GLYX-13 appears to be
promising because it seems to act rapidly with antidepressant
effects that persist for approximately a week in humans and show
no psychotomimetic side effects.

Another mAb that specially binds amino acids 657-678 of
the extracellular domain of NR1 subunit has been developed
(Amrutkar et al., 2012). Using resin-bound peptides, the authors
identified a peptide sequence RNPSDK (amino acids 673-678 for
the epitope) where the N-terminal arginine residue is essential for
reactivity. It is situated in the extracellular S2 domain of the NR1
subunit. They showed that the antibody reactivity was dependent
on a positively charged amino acid in addition to noncovalent
backbone interactions (Amrutkar et al., 2012). However, neither
further investigations nor characterization of this antibody was
reported since then.

SODIUM CHANNELS

In humans, the family of voltage-gated sodium (NaV) channels
is composed of nine highly homologous NaV channels

(NaV1.1-NaV1.9). They were shown to control the upstroke
of the action potentials in excitable cells, whereas the NaV1.7
encoded by the scn9a gene seems to be involved in pain and itch
modulation (Snyder et al,, 2014), Indeed, it has been reported
that a loss-of-function mutation in scn9a genes drive congenital
inability to sense pain and anosmia, the inability to perceive odor
or a lack of functioning olfaction (Cox et al., 2006; Weiss et al.,
2011). On the contrary, gain-of-function mutations were shown
to lead to episodic pain (Fertleman et al., 2006),

Moreover Lee and collaborators revealed that a mAb targeting
the 5§3-54 loop of domain II of NaV1.7, i.e., the voltage-sensor
paddle, inhibits this channel with high selectivity (IC;, values
of 30.7 nM). This mechanism lies in the stabilization of a closed
state in a state-dependent manner (Lee et al, 2014a), That
phenomenon was demonstrated by patch-clamp recordings using
the whole-cell voltage clamp configuration on hNaV1.7 channels
expressed in a transient manner in HEK293 cells. Using this mAb
has allowed one to abolish inflammatory and neuropathic pain
passing by central and peripheral mechanisms (intrathecal and
systemic routes, respectively). Also, this antibody was shown to
suppress nociceptive synaptic transmission in pinal cord dorsal
horn as well as to reduce acute and chronic itch in mice (including
chronic itch-potentiated synaptic transmission). All these effects
are channel activity-dependent, as shown by the absence of effect
of the control mAb that targets the S1-S2 loop of the channel.
Thus, this mAb possesses considerable analgesic effects in mouse
models of inflammatory and neuropathic pain including acute
and chronic itch mouse models. This mAb could be employed in
therapy for suppressing pain and itch (Lee et al., 2014a).

However, Liu et al. also showed that this antibody is not
more efficient than the isotype-matched control antibody, 1gG1
(Liu et al, 2016). In this study, they generated a recombinant
SVmabl (rSVmabl), wusing publicly available sequence
information and the peptide VELFLADVEG, corresponding
to a peptide loop between DII §3 and S4, as an antigen. This
purified antibody did not specifically bind the $3-84 loop and
did not specifically inhibit the NaV1.7 current (Liu et al., 2016).
Reductions in the Na V1.7 current were comparable when using
an isotype control IgGl or recombinant SVmabl at 500 nM.
These contradictory data could be due to the purification of
the recombinant mAb from HEK293 6E cells that could induce
differences in chain antibody sequences. Moreover, different
glycosylation levels of the channel according to cell lines can lead
to variable epitope accessibility.

CONCLUDING REMARKS

Ton channels represent important therapeutic targets being mainly
targeted by small molecules so far, which are always a compromise
regarding their multispecificity and IC,s. Antibodies are a
growing alternative of important protein therapeutic drugs that
can be employed as effective treatment alternatives for diseases
and disorders such as cancer, inflammation, pain, impaired
memory, and autoimmunity.

Antibodies, especially mAbs, constitute significant advantages
because of their protein structure and biochemical properties that
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can be conventionally modified. Those are affinity, avidity, paratop
3D structure improvement, as well as Fc structure to engage
complement reaction, all via antibody engineering and affinity
maturation procedures. On the other hand, some disadvantages
of using mAbs as therapeutics, such as their cost (high cost for
production and low storage life), route of administration (only
intraperitoneal or intravenous), and inability to cross the blood-
brain barrier, can be impediments to antibody use.

Moreover, it has been demeonstrated that mAbs can be used
as experimental tools to study ion channel impact on the cell
phenotype. Unfortunately, no antibody against ion channel to be
used for therapeutic applications has been developed so far, which
makes this approach continuously challenging. It can be explained
that ion channels are actually quite difficult to target with Abs
because their extracellular domains are very conservative among
various species and thus are not antigenic. Another point other
than peptide antigen is the case where conformational epitope
is needed, which requires a significant quantity of the whole
protein in its native conformation. Data summary on the already
developed mAbs against ion channels and their prospective
therapeutic applications is included in Table 2.

mAbs can also be used as conjugates, i.e., conjugated to toxic
compounds or radioisotopes, or linked to the T-cell receptor

[so-called chimeric antigen peceptor T-cell therapy (CAR-T)
technology] to directly kill tumors or induce T-cell-mediated
tumor cell destruction. They can be covalently linked to potent
cytotoxic or cytostatic agents, including small-molecule drugs
or inactive forms of a biological toxin. The antibody can deliver
the toxin to the tumor cell that will endocytose the antibody-
toxin complex and induce enzymatic cleavage and the release of
the drug, yielding an active cytotoxic form and thus killing the
tumor cell.

Since mAbs have been used as experimental tools to study
ion channel impact on the cell phenotype, several studies have
already been conducted on the discovery of the underlying
mechanisms of mAb action. The most common mechanisms
of action observed are the reduction in jon current and thus
modulation of the underlying pathways (Figure 2). These were
mostly studied in epithelial, neuron, immune, and tumor cells
with subsequent phenotype changes such as bone (re)modeling
inhibition, cognitive enhancing, analgesic effects, reduction
in proliferation, and induction of apoptosis. This wide variety
of effects again highlights the importance of ion channels and
their regulation of the phenotype control via mAbs. Little is
known on mAb binding to any ion channel, and unfortunately,
no crystal structure of antibody-channel complexes formed

TABLE 2 | Summarizing data on the developed mAbs against ion channels and their therapeutic potential.

Target

Channel type

Antigen

mAb function

Therapeutic potential

References

L- and N-type
calcium channel
Orail

TRPAT

TRPV1
Connexin 43
P2X3

P2x4

P2X7

Kv10.1

NMDA receptor

NMDA receptor

Nav1.7

Voltage-gated calcium
channel

Calcium release
activated channel

Transient receptor
potential channel
Transient receptor
potential channel
Nenselective

Ligand-gated ion
channel
Ligand-gated ion
channel
Ligand-gated ion
channel
Voltage-gated
potassium channel

Voltage-gated
potassium channel

Ligand-gated ion
channel

Ligand-gated ion
channel

Voltage-gated sodium
channel

Iscform 5 of a281
subunits
Extracellular loop 2

Epitope unknown
Prepare region

Second extracellular
loop
Exact epitope unknown

Between 100 and 180
residue of the protein
Extracellular loop of the
native protein

E3 domain of the
channel

E3 segment and
tetramerizing coiled coil

Epitope not disclosed
(dentate gyrus used as
immunogen)

Aming acids 857-678
in the exiracellular 52
domain of NR1 subunit
53-54 loop of domain I

Inhibitor used at 10 pg/ml

(in vitro)

Inhibitor (induces internalization)
used at 10 mg/kg in mice three
times per week ini.p.

IC50 value: 90 nM

Antagonist used at 88.5-
266.8 pg/ml

Inhibitor used at 56-112 pg/
mil {in vitro)

Inhibitor used at 30 mg/kg
iniwv

Detection only

Antagonist 0.01-1.2 pg/ml for
in vifro studies

Used at =833 pag/kg in mice
iniv.

Antagonist used at 25 mg/kg
in micein i.p. weekly

Enhancer

Recognition only

Antagonist used at 10-50 mg/
kg (i), 50 pg (intraplantar} and
1-10 pg (intrathecal) in mice

Hepatocellular
carcinoma
Autoimmune disease

Inflammataory and
neuropathic pain
Thermal hyperalgesia in
diabetic pain

Detection of glioma
cells in breast cancer
Visceral pain

Neuropathic pain
(allodynia)
Data nonavailable

Labeling cancer cells
(showed in breast
cancer)

Pancreas and breast
cancer

Cognitive disorder

Autoimmune disease

Inflammatory and
neuropathic pain

(Zhao et al., 2013)

(Cox et al., 2013; Lin &t al.,
2013)

(Lee et al., 2014b)
(Klionsky et al,, 2006)
(Bac et al., 2011)
(Sheherbatko et al., 2016)
(lgawa et al., 2013)

(Buell et al., 1998)

(Napp et al., 2016)
(Gomez-Varela et al.,
2007; Ju and Wray, 2002;
Schonherr et al., 2002)
(Haring et al., 1991;
Thompson et al., 1992)

(Amrutkar et al., 2012)

(Lee et al., 2014a)

NMDA, N-methyl-D-aspartate; TRPAT, transient receptor potential cation channel, subfarnily A, member 1; TRPV1, transiant receptor potential; vaniftoid subfarnily, member 1; .p.,

intrapertoneal; and i.v. intravenous,
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FIGURE 2 | Insight into the mechanisms of mAbs’ action via their channels—targets onto the different cells.

is available so far. For example, the mechanism of action of
infliximab, a TNF-a inhibitor, primarily involves Fab-mediated
antigen neutralization (Lee et al, 2017). The mechanism of
infliximab action was shown to be the destruction of TNF-a
producing cells through antibody-dependent cell-mediated
cytotoxicity (ADCC). The Fc region of the infliximab immune
complex binds to the Fcy receptor (FcyR) on immune cells,
leading to the lysis of target cells bound by the antibody Fab
region, i.e., via ADCC.

Finally, 3D modeling of proteins for which X-ray
crystallography is not available yet or computational approaches
for protein function prediction using a combined strategy from
multiple sequence alignment to molecular docking-based
virtual screening are of particular importance (Pierri et al.,
2010).In the case of antibodies, molecular modeling is primarily
employed for improving antibody-antigen affinity (or affinity
maturation) using mutagenesis of antibody complementarity-
determining regions (CDR) through in silico mutagenesis and
the following assays on the bench (Hou et al., 2008; Pierri et al.,
2016). Due to the available crystallization of three antibodies,
the possibility of reconstructing a complete mAb sequence
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