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RESUME 

 

Un vaste ensemble de preuves suggère 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), sixième 

cause de mortalité due au cancer dans le monde. Il a été 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 été démontré que TRPV6 est directement impliqué dans le 

contrôle de la croissance des cellules PCa, augmentant la prolifération mais aussi la résistance 

à l’apoptose. TRPV6 constitue donc une cible intéressante. Cependant, aucun outil fiable 

ciblant le canal TRPV6 n’a été reporté à ce jour pour être utilisé comme thérapie ciblée contre 

le cancer. 

Dans ce but, nous avons tout d’abord ciblé la première boucle extracellulaire ainsi que la région 

du pore du canal avec la génération d’anticorps polyclonaux de lapin, respectivement rb79 et 

rb82. Nous avons montré que ces deux anticorps activent spécifiquement le canal TRPV6 in 

vitro, permettant l’entrée massive de calcium à l’intérieur de la cellule, induisant un excès de 

calcium dans la mitochondrie et entraînant ainsi la mort cellulaire par apoptose des cellules PCa 

qui (sur)exprime ce canal à 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 à être généré, 

MAB82. Cet anticorps, au contraire de rb79 et rb82, a pour effet de diminuer l’activité de 

TRPV6, induisant une diminution de l’entrée de calcium et conduisant à une diminution de la 

viabilité cellulaire et de la résistance à l’apoptose. Ces résultats suggèrent que différents 

mécanismes médiés par TRPV6 peuvent être impliqués pour induire une répression de la 

croissance des cellules PCa. De même, l’utilisation de MAB82 in vivo sur des souris swiss nude 

immunodéficientes ayant reçu une xénogreffe de cellules PCa a montré une diminution 

significative de la croissance tumorale et de l’apparition de métastases comparé au contrôle 

MABAU1 de même 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, rb79 et 

MAB82 marquent spécifiquement les coupes de PCa alors qu’aucun marquage n’est observé 

dans des coupes de prostate saine. 
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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 à travers différents mécanismes, ce qui représente une alternative intéressante pour 

traiter les tumeurs de la prostate à la fois à des stades précoces mais aussi à des stades plus 

avancés. L’humanisation de ces anticorps est une des prochaines étapes dans l’avancée des 

études précliniques, qui sont nécessaires pour proposer l’utilisation d’anticorps ciblant TRPV6 

chez des patients atteints de PCa. 
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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. MAB82. This 

antibody, on the contrary to rb79 and rb82, 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 MAB82 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 MAB82 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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GLOSSAIRE 

 

2-APB : 2-AminoethoxydiPhenyl Borate 

ADN : Acide DésoxyriboNucléique 

ADP : Adénosine DiPhosphate 

AM : AcetoxyMethyl ester 

AMP : Adénosine MonoPhosphate 

AR : Androgen Receptor 

ARD : Ankyrin Repeat Domain 

ARE : Androgen Response Element 

ARN : Acide RiboNucléique 

ATCC : American Type Culture Collection 

ATP : Adénosine TriPhosphate 

BSA : Bovine Serum Albumin 

Cas9 : CRISPR-associated protein 9 

CHO : Chinese Hamster Ovary 

CRISPR : Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats 

DAG : diacylglycerol 

DAPI : 4’,6-diamidino-2-phénylindole 

DHT : 5α-DiHydroTestostérone 

DMEM : Dulbecco Modified Eagle’s Medium 

dNTP : deoxyribose nucleoside triphosphate 

DT : Domaine Transmembranaire 
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DTT : dithiothreitol 

ECL : Enhanced ChemiLuminescence 

EDTA : ethylenediaminetetraacetic acid 

EGF : Epithelial Growth Factor 

EGTA : Ethylene Glycol tetraacetic Acid 

FACS : Fluorescence-activated cell sorting 

FGF : Fibroblast Growth Factor 

FSH : Follicle Stimulating Hormone 

G418 : Geneticin 

GAPDH : Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase 

GFP : Green Fluorescent Protein 

HAP-1 :  

HBP : Hyperplasie Bénigne 

HEK : Human Embrionic Kidney 

HEPES : 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid 

HPRT : hypoxanthine-guanine phosphoribosyl transferase 

HRP : Horse Radish Peroxidase 

IF : ImmunoFluorescence 

IgG : immunoglobuline G 

IHC : immunohistochimie 

IMDM : Iscove’s Modified Dulbecco’s Medium 

IP3 : Inositol 1,4,5-triphosphate 

KO : Knock-out 
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LH : Luteinizing Hormone 

LHRH : Luteinizing Hormone Releasing Hormone 

LNCaP : Lymph Node Carcinoma of the Prostate 

MAB : Monoclonal AntiBody 

MAPK : mitogen-activated protein kinase 

MEM : Minimum Essential Media 

MMP : Matrix Metallo-Proteinase 

MP : Membrane plasmique 

MTS : 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-

2H- tetrazolium 

MULV : Murine Leukemia Virus 

NFAT : Nuclear Factor of Activated T cell 

PAF : Paraformaldéhyde 

PAGE : polyacrylamide gel electrophoresis 

PBS : Phosphate Buffered Samo,e 

PC-3 : Prostate Cancer 3 

PCa : Prostate Cancer 

PCNA : Proliferating Cell Nuclear Antigen 

PCR : Polymerase Chain Reaction 

PI : Propidium Iodide 

PI3K : Phosphoinositide 3-kinase 

PIN : prostatic intraepithelial neoplasia 

PIP2 : PhosphatidylInositol 4,5-biphosphate 
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PMCA : Plasma Membrane Calcium ATPase 

PMS : Phenazine MethoSulfate 

PNT1a : Prostate Non Tumor 1a 

PSA : Prostate Specific Antigen 

PTEN : Phosphatase and TENsin homolog 

PVDF : PolyVinyliDene Fluoride 

RE : Réticulum Endoplasmique  

RISC : RNA-induced Silencing Complex 

RIPA : RadioImmunoPrecipitation Assay 

ROC : Receptor-Operated Channel 

RPMI : Roswell Park Memorial Institute 

RT : Reverse Transcription 

SDS : Sodium Dodecyl Sulfate 

SEM : Standard Error of the Mean 

SERCA : Sarco-Endoplasmic Reticulum Ca2+ ATPase 

SFMA : Stroma FibroMusculaire Antérieur 

siARN : small interferent ARN 

SMOC : Second Messenger-Operated Channel 

SOC : Store-Operated Channel 

SOCE : Store-Operated Calcium Entry 

SOR-C13 : Soricidin C-13 

STIM : Stromal Interaction Molecule 

SVF : Sérum de veau fœtal  
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TG : thapsigargine 

TNM : Tumor, Node, Metastasis 

TNT : Tris-NaCl-Tween buffer 

TRP : Transient receptor potential 

TRPC : TRP Canonical 

TRPM : TRP Melastatin 

TRPV : TRP Vanilloid 

TUNEL : Terminal Deoxynucleotidyl transferase Dutp nick end labeling 

UV : UltraViolet 

VDR : Vitamin D Receptor 

VOC : Voltage-Operated Channel 

YFP : Yellow Fluorescent Protein 

ZC : Zone centrale 

ZP : Zone périphérique 

ZT : Zone de Transition 



23 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



24 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

INTRODUCTION 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



25 
 

I. LA PROSTATE ET LE CANCER 
 

1) Physiologie de la prostate 
 

a) Rôle physiologique 
 

La prostate est une petite glande appartenant à l’appareil reproducteur masculin. Elle est 

localisée sous la vessie, dans la cavité pelvienne, en avant du rectum et en arrière de la symphyse 

pubienne (Figure 1). Elle entoure le canal de l’urètre, qui évacue l’urine stockée dans la vessie. 

Chez l’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 grâce à sa consistance plutôt ferme par sa face postérieure, ce qui permet de détecter une 

potentielle hyperplasie bénigne (HBP). Cette glande est petite chez l’enfant puis se développe 

au fur et à mesure lors de la puberté sous l’effet des hormones sexuelles produites par les 

testicules et les glandes surrénales. Elle devient donc, dès la puberté, fonctionnelle. Après l’âge 

de 50 ans, elle devient la plupart du temps hypertrophiée pouvant conduire à une hyperplasie 

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

 

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 à la production du liquide séminal, fluide composant la majorité du sperme ayant 

pour but de véhiculer les spermatozoïdes jusqu’à l’ovule afin de le féconder. Le liquide 

prostatique compose 10 à 30% du liquide séminal. Le liquide séminal aide notamment les 

spermatozoïdes à survivre à l’intérieur du vagin (pH acide) jusqu’au col de l’utérus. 

 

b) Structure de la prostate 
 

La partie supérieure de la prostate est appelée la base alors que la partie inférieure est appelée 

l’apex. Cette glande est composée d’éléments nommés lobules composés eux-mêmes 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 l’urètre prostatique. Elle représente moins de 5% de la prostate. 

Cette zone est le siège de l’hypertrophie bénigne de la prostate (HBP) (Villers, Steg, et 

Boccon-Gibod 1991). 

- La zone centrale (ZC) représente, quant à elle, 25% de la prostate glandulaire. De 

forme conique, elle vient entourer les canaux éjaculateurs 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 l’anatomie zonale de la prostate (Adapté de McNeal,1988 

par Kaminski, 2018). 

c) 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 à travers la lumière, et de 

canaux. Les acini sont composés de cellules basales en périphérie, pouvant être associées 

rarement à 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 androgènes (J. T. Isaacs et Coffey 1989) qui vont produire et sécréter différents composants 

du liquide prostatique, comme la kallicréine-3, aussi appelée antigène spécifique de la prostate 

(PSA). Le tissu non glandulaire de la prostate se compose notamment de fibres musculaires 

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

 

d) Régulation hormonale 
 

Les androgènes sont des hormones stéroïdiennes jouant un rôle 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 androgènes chez l’homme entraîne l’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 androgènes jouent donc un rôle 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 l’homme plusieurs facteurs jouant un rôle dans l’organogénèse prostatique : des 

facteurs endocrines (sécrétions d’hormones produites dans d’autres parties que la prostate et 

étant 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’androgène principal circulant chez l’homme est la testostérone. Le développement de la 

prostate et son volume sont directement liés à 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 l’hypothalamus. En effet, 

l’hypothalamus sécrète 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, à leur tour, stimuler la sécrétion de 

testostérone au niveau des testicules et des glandes surrénales (Figure 4). Les androgènes jouent 

également un rôle important dans la différenciation des canaux de Wolff, de la prostate et des 

organes génitaux masculins.  

Dans la prostate, l’androgène majoritaire est la 5α-dihydrotestostérone (DHT). La DHT est 

métabolisée dans les cellules à partir de la testostérone par une enzyme appelée 5α-réductase 

(Steers 2001). Le récepteur aux androgènes est un récepteur nucléaire pouvant se lier à la fois 

à la testostérone et à la DHT mais avec une affinité 10 fois plus forte pour la DHT. La fixation 

de la DHT au niveau des récepteurs aux androgènes entraîne la translocation dans le noyau de 

celui-ci, lui permettant d’agir comme facteur de transcription en se liant à un ARE (Androgen 

Response Element) et en régulant l’expression de plusieurs gènes 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 androgènes 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 être soumis à diverses modifications entraînant des 

pathologies comme :  

 L’hyperplasie bénigne de la prostate (HBP) qui apparaît souvent en corrélation avec le 

vieillissement après 50 ans. L’HBP correspond à 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 l’urètre causant des problèmes urinaires chez les personnes concernées. 

L’HBP est la plupart du temps asymptomatique. 

 La prostatite qui est une inflammation de la prostate souvent due à une infection 

bactérienne touchant principalement les hommes jeunes. Elle peut être décrite de 2 

façons : la prostatite aiguë 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 naît 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 croît plus ou moins rapidement selon le type de cancer 

et l’individu. Ces lésions, qui ont pour point de départ des mutations génétiques, sont la 

conséquence d’interactions entre des facteurs génétiques propres à chacun et des facteurs 

extérieurs plus ou moins cancérigènes. Les risques de formation de cancer augmentent 

considérablement avec l’âge, souvent dus à l’accumulation ou à l’exposition longue de facteurs 

cancérigènes ainsi qu’à des mécanismes de recombinaison génétique qui perdent en efficacité 

et peuvent induire des mutations conduisant à un cancer. Il existe de nombreux cancérigènes 

connus à l’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 l’une des principales causes de mortalité au monde. Un décès sur 6 dans le 

monde est dû au cancer. Selon l’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 siège de développement d’un des 6 cancers les plus fréquents chez l’homme 

(4ème en termes d’incidence dans le monde). En France, le cancer de la prostate se situe au 1er 
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rang, en termes d’incidence, des cancers chez l’homme avec 50 400 nouveaux cas diagnostiqués 

en 2018 avec un âge médian du diagnostic à 68 ans (GLOBOCAN 2018).  Mis à part l’âge, 

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). 

 

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

(GLOBOCAN 2020). 

b) Symptômes 
 

La plupart des cas de cancers de la prostate sont asymptomatiques, les troubles urinaires 

étant, le plus souvent, dus à une HBP, très fréquente chez les patients, et pouvant coexister avec 

le cancer. Quand la tumeur se développe, les symptômes 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 être 

observées (Yin, Pollock, et Kelly 2005). 

c) Diagnostic 
 

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

Plus le cancer est détecté à un stade précoce, plus les traitements seront efficaces. Le cancer de 
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la prostate se développant lentement sans apparition de symptômes, 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 être 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 également dans la circulation 

sanguine. Ainsi, la majorité des hommes présentent des taux normaux de PSA sanguin 

inférieurs à 4 ng/ml (Lakes et Arsov 2019). Cependant, les cellules cancéreuses 

prostatiques sécrètent plus de PSA que les cellules saines. Pour cela, dans la plupart des 

cas, l’apparition d’un cancer de la prostate est accompagnée d’un niveau de PSA 

sanguin élevé (Moore et al. 1992). En outre, sa mesure est régulièrement 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 à 15% des patients) et de ce 

fait, ce test ne constitue pas à 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 être 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 l’examen peut signifier l’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 

l’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 l’aide d’une 

aiguille, une douzaine de fragments prostatiques sont prélevés via le rectum. Ces 

échantillons 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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être utilisée si l’on a une suspicion de cancer (à la suite d’un taux de PSA élevé ou un 

toucher rectal anormal). 

Ces dernières années, ces techniques ont montré de nombreuses limites à 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 recommandé 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 

modèles 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 grâce au score de 

Gleason (Gleason 1992). Celui-ci est évalué sur une échelle allant de 1 à 5 qui est caractéristique 

de la morphologie et de l’architecture des cellules prostatiques. Plus le grade est élevé, plus le 

cancer est agressif. Le grade 1 correspond ainsi à des cellules différenciées, ressemblant aux 

cellules saines alors que le grade 5 correspond à des cellules indifférenciées très agressives avec 

une architecture anarchique (Figure 6). 

Souvent, les biopsies de tumeurs de la prostate ne sont pas homogènes. 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 l’on sait qu’au sein d’un même 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 modèle a été mis au point par Ammon en 1977 (Ammon, Karstens, et Rathert 1977) et 

permet d’évaluer les caractéristiques d’un cancer selon l’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 à 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 à l’imagerie 

-T2 : la tumeur est localisée dans la prostate et devient palpable 

-T3 : la tumeur se développe au-delà 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 séminales 

 

Enfin, le score de Gleason, associé 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 à faible risque (Stade clinique T1c ou T2a et taux de PSA<10ngr/mL et score de 
Gleason des biopsies égal à 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 à risque élevé (Stade clinique T3, taux de PSA>20ngr/mL et score de 
Gleason>7). 

 

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 à l’élaboration de nouvelles 

thérapies ciblées. Le cancer de la prostate est en effet très hétérogène dans les types d’anomalies 

génétiques rencontrés. Cependant, certaines sont retrouvées très fréquemment et peuvent être 

communes à d’autres cancers comme l’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 gène 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 être l’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 à l’état de santé du patient. On y retrouve : la surveillance active, la chirurgie par 

prostatectomie, la radiothérapie, l’hormonothérapie, la chimiothérapie, les ultrasons ou encore 

la cryothérapie. 

Chez les personnes âgées, lorsque la tumeur est encore localisée dans la prostate, une 

surveillance active suffit. En effet, le PCa se développe très lentement (plusieurs années) et 

l’impact du PCa sur la qualité de vie des personnes âgées 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’à 

85% à 15 ans (Bill-Axelson et al. 2014; Krongrad, Lai, et Lai 1997). C’est l’un des modes de 

traitement les plus efficaces mais qui entraîne de nombreux effets secondaires chez les patients 

(problèmes 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 androgènes peuvent être utilisés. Le but de ce traitement est de diminuer les taux 

d’androgènes 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 être utilisée en association avec d’autres 

traitements comme la radiothérapie pour améliorer son efficacité (Quero et al. 2012). Peuvent 

être utilisés comme hormonothérapie :  

-La castration physique (aussi appelée orchidectomie) qui est l’ablation des testicules, 

principale source de production des androgènes. La castration physique est de moins en moins 

utilisée dû 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’angrogènes circulants puis après 

3-4 semaines, l’hypophyse arrêtera 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, entraînant une diminution de la production de LH et, par 

conséquent, de testostérone. 

Cependant, les traitements par hormonothérapie peuvent conduire à 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 2ème option après les traitements par 

hormonothérapie. Ils utilisent principalement des taxanes, agents cytotoxiques comme le 

docétaxel et le cabazitaxel. Ces agents vont empêcher la dépolymérisation des microtubules en 

stabilisant les interactions avec les sous-unités de la β-tubuline, bloquant les cellules 

cancéreuses en anaphase et entraînant l’apoptose (Martin, Kamelgarn, et Kyprianou 2014). 

Souvent, le docétaxel (taxane de 1ère génération) est utilisé en combinaison avec la prednisone 

en premier lieu (Tannock et al. 2004). 
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De nouvelles thérapies efficaces plus ciblées comme l’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 l’intérêt d’utiliser des thérapies à base d’anticorps monoclonaux 

(Jakobovits 2008; Ross et al. 2005; Vlachostergios, Puca, et Beltran 2017). En effet, le PCa se 

prête bien à l’utilisation d’anticorps monoclonaux (MAB) étant donné la localisation des 

tumeurs et métastases. A ce jour, le développement de MAB contre l’antigène 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, l’identification 

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

 

 

Figure 8. Schéma de la prise en charge thérapeutique du PCa (https://palli-science.com/) 
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II. Les canaux calciques et le cancer 
 

1) Le calcium dans la physiologie cellulaire  
 

Le calcium (Ca2+) est le minéral le plus abondant du corps humain, représentant environ 1kg 

du poids total chez l’adulte. Il participe à la formation des os et des dents mais joue aussi un 

rôle de second messager cellulaire qui participe à de nombreuses fonctions physiologiques 

cruciales dans l’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 l’organisme, le calcium 

extracellulaire se trouve sous différentes formes : 50% sous sa forme ionisée, 40 à 45% liés aux 

protéines et 5 à 10% sous forme de complexes inorganiques Le calcium joue donc un rôle 

essentiel dans l’organisme et la régulation de celui-ci est rigoureusement contrôlée.  

2) Homéostasie calcique 
 

Dans le milieu extracellulaire, la concentration de Ca2+ est de l’ordre d’environ 2 mM, comme 

dans le réticulum endoplasmique où il est de l’ordre du mM (Bygrave et Benedetti 1996). Le 

réticulum endoplasmique constitue l’organite où le calcium est le plus stocké dans la cellule. 

La concentration de calcium cytoplasmique est beaucoup plus faible entre 0,1 et 10 µM 

(Srikanth, Kim, et Gwack 2014). La différence de concentrations calciques entre les différents 

organites est cruciale, permettant au Ca2+ de jouer son rôle dans toutes les fonctions 

physiologiques dans lesquelles il est impliqué. 

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

l’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 l’amplitude d’entrée de Ca2+, la durée, la fréquence ainsi que la localisation 

des signaux calciques (M. J. Berridge 1998) (Figure 9). 
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Figure 9. Régulation spatio-temporelle du signal calcique (Prevarskaya, Skryma, et Shuba 

2010). 

 

3) Canaux ioniques et calcium 
 

Le calcium, bien qu’indispensable, peut être toxique pour les cellules à 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 l’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+/Ca2+ présents à 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). 

Il 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 l’entrée de calcium (Cauvin, Saida, et van Breemen 1982). 

-les canaux SMOC (Second Messenger-Operated Channels) sont activés par un second 

messager formé à la suite de l’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 l’ouverture du canal (J. Zhang et al. 2018). 

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

dans le réticulum endoplasmique (Lewis 2020). 

 

Figure 10. Schéma des différents canaux calciques présents à la membrane plasmique et 

jouant un rôle dans la mise en place de l’homéostasie calcique 

(https://www.omicsonline.org/). 

 

Figure 11. Régulation de la concentration calcique intracellulaire dans les cellules épithéliales 

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

Le terme TRP (Transient Receptor Potential) est décrit pour la première 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 hétérotétramères 

afin de former une unité complète. Les canaux TRP sont perméables aux cations et notamment 

au Ca2+. Les canaux TRP peuvent être 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 Vanilloïde) 

Les TRP jouent un rôle crucial dans la signalisation calcique en augmentant les concentrations 

calciques intracellulaires via les canaux présents à la membrane ou en libérant le calcium 

contenu dans les stocks intracellulaires lorsque ceux-ci sont présents à la membrane des 

différents organites comme le RE, les lysosomes et les endosomes (Cheng et al. 2010). Des 

perturbations de l’expression et/ou l’activité des canaux TRP peuvent être responsables du 

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

 

5) Entrée capacitive de calcium 
 

Les canaux SOC sont responsables de l’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 à la membrane du RE grâce à ses domaines EF-hand au niveau du domaine 

N-terminal. STIM1 va ainsi venir interagir avec les canaux SOC présents à la membrane et les 

activer faisant entrer du calcium à l’intérieur de la cellule pour rétablir les stocks réticulaires 

(S. L. Zhang et al. 2005) (Figure 13). Le canal SOC le plus connu est Orai1 (Zhou et al. 2010) 

mais il existe d’autres isoformes des protéines Orai : Orai2 et Orai3 (X. Zhang et al. 2020). 

Orai1 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 rôle dans l’entrée SOCE. 

 

Figure 13. Mécanisme d’interaction entre STIM1 et Orai1 permettant l’entrée SOCE 

(Holowka et al. 2012). 

 

6) Dérégulations de l’homéostasie calcique dans le cancer 
 

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

ioniques étaient responsables de nombreuses pathologies comme le cancer. En effet, des 

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

encore l’autophagie (Kunzelmann 2005). 

a) Effets sur la prolifération  
 

Plusieurs canaux, dont l’expression était modifiée, ont été identifiés comme acteur dans la 

prolifération cellulaire. En effet, dans le PCa, il a été montré que la surexpression du canal 

TRPV6 à la membrane induisait une augmentation de la prolifération cellulaire (V. Lehen’kyi 

et al. 2007; Raphaël et al. 2014b). De même, on observe une surexpression du canal Orai3 dans 

les PCa qui en s’associant avec Orai1 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 l’expression a été modifiée ont aussi 

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

b) Effets sur l’apoptose 
 

De même que pour la prolifération, de nombreux canaux sont impliqués dans la mise en place 

de la résistance à l’apoptose dans les cellules cancéreuses. Ainsi, les canaux calciques comme 

TRPC1 dont l’activité est modifiée dans le cancer colorectal permettent aux cellules de mettre 

en place un mécanisme de résistance à l’apoptose (Sobradillo et al. 2014). Une augmentation 

de l’expression de IP3R a également montré une diminution de la mortalité cellulaire par 

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

c) Effets sur d’autres caractéristiques spécifiques du cancer 
 

Comme pour la prolifération et l’apoptose, il a été montré que divers canaux calciques sont 

impliqués dans les phénomènes de migration cellulaire, d’angiogenèse et d’autophagie. Tous 

ces processus sont connus comme étant modifiés dans le cancer. 

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

cellulaire de même que pour TRPM8 (Genova et al. 2017; Gkika et al. 2010; Monet et al. 2009). 

 

 

 



47 
 

III. Rôle de TRPV6 dans le cancer la prostate 
 

Le canal calcique TRPV6, auparavant appelé ECaC2 ou encore CaT1, a été identifié en 1999 

comme étant une protéine impliquée dans l’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 

première 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 rôle crucial dans l’entrée capacitive de 

calcium induite par les canaux SOC.  

Le gène de TRPV6 est situé sur le 7ème chromosome au niveau du locus 34 très proche de son 

homologue TRPV5 (Müller et al. 2000). Le gène 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 à des ions comme le calcium et le sodium. Etant très sélectif pour le calcium, 

celui-ci fait passer environ 100 ions Ca2+ pour 1 ion Na+ (Gees, Colsoul, et Nilius 2010; 

Niemeyer et al. 2001b). D’autres ions divalents peuvent passer comme Ba2+, Sr2+ et Mn2+. 

 

1) Structure 
 

Le canal TRPV6 forme un homotétramère (4 sous-unités formant un pore au milieu) mais peut 

aussi former un hétérotétramère avec son homologue TRPV5 (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 possède 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 à l’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 possède 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 l’entrée d’ions du milieu extracellulaire 

vers le cytoplasme de la cellule. Au niveau du pore du canal, à 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 Ca2+ se fixent sur le site D541 permettant l’entrée de 

calcium (Sakipov, Sobolevsky, et Kurnikova 2018). 

 

2) Régulation du canal TRPV6 
 

Le canal TRPV6 est constitutivement actif. L’entrée de calcium à l’intérieur de la cellule 

déclenche des mécanismes de rétroaction négative permettant d’inhiber l’activité de TRPV6 et 

empêcher l’entrée massive de calcium pouvant entraîner la mort cellulaire (J.-B. Peng et al. 

2018).  

Ainsi, l’activité de TRPV6 est régulée par le PIP2 (Phosphatidylinositol 4,5-biphsphate) et par 

des interactions avec la calmoduline, sensible aux concentrations calciques grâce à ses 

domaines EF-hand. La réduction des taux de PIP2 ou la fixation de calcium au niveau des 

calmodulines permettent d’inhiber l’activité de TRPV6 (Bödding 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 rôle crucial dans plusieurs organes : 

- Les intestins : la plupart du calcium présent dans l’organisme provient de l’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 côté apical de la cellule 

intestinale, puis celui-ci se fixe à la calbindine D9K pour être transporté jusqu’à la 

PMCA1b (Plasma Membrane Ca2+ ATPase b) du côté basal (Corbeels et al. 2018) 

(Figure 15). 

- Les reins : de la même façon que dans les intestins, TRPV6 permet la réabsorption du 

calcium dans les reins.  

- D’autres organes comme l’épiderme (V. Lehen’kyi et al. 2007), le placenta (Moreau et 

al. 2002), l’utérus (G.-S. Lee et Jeung 2007), les testicules, le pancréas, les seins, les 

glandes salivaires, le foie etc… 

 

 
 

 

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), 

l’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 côlon, de la 

parathyroide, du pancréas, de la thyroïde, du sein et des ovaires alors que son expression 

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

modifications de son expression dans le cancer (droite) (V’yacheslav Lehen’kyi, 

Raphaël, et Prevarskaya 2012). 

 

b) Rôle de TRPV6 dans le cancer de la prostate 
 

De façon intéressante, TRPV6 est totalement absent dans la prostate saine ainsi que dans les 

PIN (Wissenbach et al. 2004b) et peut être présent en faible quantité dans des HBP (Raphaël et 

al. 2014b). Il devient de plus en plus exprimé lors du développement du cancer de la prostate 

jusqu’à être exprimé chez tous les patients atteints de PCa dans les stades métastatiques (Figure 

17). Ces données suggèrent que TRPV6 peut être 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 rôle crucial dans la prolifération, la 

résistance à l’apoptose et la progression métastatique (Raphaël 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 l’activation du canal SOC Orai1 

par la protéine STIM1 présente au niveau du RE induit l’entrée capacitive de calcium (SOCE). 

L’entrée de calcium à l’intérieur de la cellule permet le recrutement du complexe annexine 

I/S100A11 qui permet la translocation de TRPV6 (présents à la membrane de vésicules 

intracellulaires) à la membrane plasmique. Ce mécanisme entraîne la surexpression de TRPV6 

membranaire qui permet l’entrée massive de calcium. Indirectement, TRPV6 joue donc un rôle 

dans l’entrée SOCE. Ces données suggèrent que Orai1 et STIM1 sont directement impliqués 

dans la régulation des niveaux de TRPV6 membranaire dans les cellules cancéreuses 

prostatiques. 

L’augmentation de l’expression membranaire de TRPV6 dans les cellules de PCa induit l’entrée 

de calcium massive à l’intérieur de la cellule qui, avec sa signature calcique spécifique, favorise 

la prolifération et la résistance à l’apoptose des cellules cancéreuses prostatiques. De plus, il 

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

effets cellulaires (Raphaël 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 glucocorticoïdes. 

a) Régulation par la vitamine D3 
 

La vitamine D3 est une hormone retrouvée dans l’alimentation pouvant être synthétisée par 

l’organisme à partir du 7-déshydrocholestérol (dérivé du cholestérol) sous l’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 à son tour transformé par le rein en 1-25-dihydroxy-vitamine D qui constitue 

la forme active. 

Son rôle dans les pathologies comme le cancer a largement été démontré. Il a été montré que le 

récepteur à la vitamine D (VDR) est exprimé dans les cellules prostatiques saines et cancéreuses 

et son activation induit l’inhibition de la croissance et l’arrêt du cycle cellulaire (Lou et al. 

2004).  
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Dans des lignées de cellules cancéreuses prostatiques androgéno-dépendantes, la vitamine D3 

augmente l’expression de TRPV6 dans le PCa et donc augmente la prolifération cellulaire (pour 

des faibles concentrations en hormones stéroïdiennes). Cependant, la présence de récepteurs 

aux androgènes (AR) conditionne directement l’effet de la vitamine D3 sur l’expression de 

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

b) Régulation par d’autres facteurs 
 

TRPV6 peut également être régulé par d’autres facteurs comme les hormones sexuelles ou les 

glucocorticoïdes. En effet, des traitements à la vitamine D montre que TRPV6 est 2 fois plus 

exprimé chez les souris femelles par rapport aux souris mâles, suggérant que les hormones 

sexuelles femelles jouent un rôle dans la régulation de l’expression de TRPV6. Des traitements 

par glucocorticoïdes ont montré que ceux-ci pouvaient réguler l’expression de TRPV6 dans 

l’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 à mesure du développement du PCa et son rôle est crucial pour le développement des 

cellules cancéreuses prostatiques. Ensemble, ces données nous suggèrent que TRPV6 peut être 

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 TRPV5 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). 

- Capsaïcine : 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 à a fois TRPV6 et 

TRPV5. Ce peptide a été utilisé dans des études cliniques de phase I pour diminuer la 

croissance tumorale (Fu et al. 2017a). 

Sur l’ensemble de ces inhibiteurs disponibles, aucun d’eux ne cible spécifiquement TRPV6. 

Même si l’ensemble de ces inhibiteurs montre des effets très 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 

TRPV5 a montré des résultats encourageants en diminuant la croissance tumorale in vivo. Des 

études 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, TRPV5 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 à la fois, il semblerait que le défaut d’absorption au niveau des intestins et des reins soit trop 

important, entraînant une diminution de la dose maximale tolérée par les patients et diminuant 

par la même 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 système immunitaire. Ils permettent de cibler 

et neutraliser spécifiquement des agents pathogènes. Ils font partie de la famille des 

immunoglobulines et sont constitués de 2 chaines lourdes, 2 chaines légères (composées d’un 

domaine constant (CL) et d’un domaine variable (VL)). Les anticorps se séparent en plusieurs 

catégories selon leur isotype : IgG, IgA, IgM, IgD ou IgE. L’anticorps le plus retrouvé est celui 

d’isotype IgG. A l’heure actuelle, des traitements anticancéreux à 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 première apparition d’anticorps monoclonaux (MAB) en 1986 (Orthoclone OKT3), 

cette classe d’agents pharmaceutiques n’a eu de cesse de se développer jusqu’à atteindre plus 

de 70 MAB approuvés par l’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 l’avenir de la thérapie ciblée (Murali et Kieber-

Emmons 2014). Si les mises sur le marché de nouveaux MAB continuent comme actuellement 

(de l’ordre de 5 par an), les ventes mondiales globales de MAB atteindraient plus de 130 

milliards de dollars dans les années à venir. 
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Figure 19. Liste des différents MAB approuvés par l’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 élevées pour l’antigène cible, qui est principalement présent à la 

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

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

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

exemple, le MAB anti-Orai1 (Figure 20). 

 

 

 

Figure 20. Mécanisme d’action de MAB anti-hOrai1 sur les lymphocytes T (Haustrate 
et al. 2019). 
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PROBLEMATIQUE 

 

 

Il est maintenant clairement démontré que TRPV6 joue un rôle crucial dans le développement 

des tumeurs de la prostate. Chez les patients, il est de plus en plus exprimé en fonction de 

l’agressivité de la tumeur (Wissenbach et al. 2004b). In vitro, il a été montré que l’entrée de 

calcium médiée par TRPV6 jouait un rôle dans la prolifération cellulaire, la résistance à 

l’apoptose ainsi que le développement de métastases (Raphaël et al. 2014b). Des études 

préliminaires ont notamment montré que TRPV6 était exprimé à la périphérie des tumeurs 

primaires, ce qui suggère également son implication dans l’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 lésions ostéoblastiques (Yin, Pollock, 

et Kelly 2005). De manière intéressante, des lignées cancéreuses prostatiques connues pour 

former des lésions ostéolytiques dans l’os in vivo se mettent à former des lésions ostéoblastiques 

lorsque TRPV6 est surexprimé. Etant un canal hautement sélectif pour le calcium, nous avons 

émis l’hypothèse que ce canal peut également participer dans le guidage/installation des cellules 

PCa dans l’os. 

De plus, ce canal participant au maintien de l’homéostasie calcique dans les cellules, 

l’inhibition ou l’activation de celui-ci entraîne la mort des cellules l’exprimant à la membrane 

plasmique. Pour cela, l’utilisation de modulateurs de son activité et/ou de son expression est 

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

Dans nos études, une trop forte surexpression du canal TRPV6 dans les lignées cancéreuses 

utilisées induisait une forte mortalité qui s’explique par l’entrée massive de calcium dans la 

cellule, connue pour induire l’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 à l’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 l’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 

possèdent l’avantage d’avoir une spécificité et une affinité sans équivalent pour leur antigène 

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 associées 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 très forte 

homologie avec TRPV5, 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 

première boucle extracellulaire située entre les domaines transmembranaires 1 et 2. En effet, 

cette boucle est intéressante par son accessibilité et l’antigène ciblé est également proche de la 

N-glycosylation du canal. Il a déjà été montré que la déglycosylation de TRPV6 par des 

endoglycosidases pouvait activer le canal TRPV6 (Lu et al, 2008). Un deuxième anticorps a été 

produit (rb82) dirigé contre le pore du canal entre les domaines transmembranaires 5 et 6. Le 

pore étant une région extrêmement conservée entre TRPV6 et TRPV5, les choix d’épitopes 

étaient restreints. La région du pore est une région souvent ciblée pour le développement 

d’inhibiteurs notamment afin d’empêcher l’entrée de calcium dans la cellule et l’activation des 

voies de signalisation associées. Enfin, deux autres anticorps (rb80 et rb81) ont été élaborés 

ciblant les régions N- et C-terminales situées à l’intérieur de la cellule et donc non accessibles 

via le milieu extracellulaire. Cependant, ces anticorps peuvent être utiles dans d’autres 

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

 

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

 

I) Détecter et cibler le canal TRPV6 dans nos modèles de lignées cellulaires 

cancéreuses in vitro. Pour cet objectif, nous avons : 

 Elaboré différents anticorps polyclonaux (rb79, rb80, rb81 et rb82) et confirmer 

leur spécificité vis-à-vis de TRPV6 dans les cellules cancéreuses prostatiques in 

vitro. 

 Testé l’utilisation des anticorps polyclonaux dirigées contre l’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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 Créé de nouveaux outils d’étude du canal TRPV6 comme des lignées KO.  

 

II) Moduler l’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 : 

 

 Généré des anticorps monoclonaux de souris ayant pour épitope ceux des 

anticorps polyclonaux les plus prometteurs et confirmer leur spécificité vis-

à-vis de TRPV6. 

 Utilisé des anticorps monoclonaux in vitro sur différents tests fonctionnels 

mesurant l’impact sur la prolifération cellulaire. 

  Utilisé ces anticorps in vivo dans un modèle de xénogreffe de cellules 

cancéreuses dans des souris immunodéficientes et étudier les mécanismes 

d’action impliqués. 

 

III) Etudier l’implication de TRPV6 dans l’acquisition du phénotype 

agressif/métastatique en vérifiant le rôle du canal TRPV6 dans les processus de 

migration in vitro et sur le développement de métastases in vivo. 
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Tous les modèles animaux et cellulaires ainsi que les techniques utilisées durant ma thèse sont 

décrits ci-dessous. Je me suis investi dans la totalité des expériences en les réalisant moi-même 

pour la majorité d’entre elles à l’exception des immunohistochimies réalisées avec le Dr 

Mihalache.  Néanmoins, j’ai participé à l’élaboration du mode de marquage des coupes, à 

l’optimisation des concentrations et à l’analyse des résultats. 

 

I. Modèles animaux et échantillons de patients 

 

Toutes les expériences in vivo réalisées au cours de cette thèse ont été préalablement validées 

et autorisées par le comité éthique (CEEA75) et par le ministère (Ref : 201703021400830 sur 

APAFIS) à être effectuées dans l’animalerie de l’université de Lille PHExMAR (Numéro 

d’agrément D 59-00913) sous la direction du Dr Lehen’kyi. 

 

1) Xénogreffes dans un modèle de souris Swiss-nude 

 

Pour ces expériences, nous avons choisi d’utiliser le modèle de souris swiss-nude 

immunodéficientes de la société Charles Rivers, âgées 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 hôte. 

Les souris, après 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 à l’aide d’un pied à coulisse permettant 

d’établir une courbe de croissance dans les différents groupes. Pendant toute la durée de l’étude, 

l’état de bien-être des animaux est évalué quotidiennement. L’observation de signe de douleur 

ou de mal-être (prostration, état du pelage, perte de poids, comportement agressif avec 

morsures) entraînera la sortie du protocole de l’animal et sa mise à mort. La perte de poids 

tolérée est de 10% du poids corporel initial. Dans nos expériences, les animaux sont sacrifiés 

par dislocation cervicale après l’utilisation d’isoflurane.  
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Lorsque la tumeur atteint la taille maximale autorisée de 2500mm3, on procède à une chirurgie 

afin d’exciser la tumeur primaire et de pouvoir suivre l’apparition ou non de potentielles 

métastases après suture de l’animal. Tous les échantillons biologiques sont gardés en les fixant 

au paraformaldéhyde afin de procéder à des études histologiques ou en les lysant pour des 

analyses protéomiques et/ou transcriptomiques. 

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

après sacrifice de l’animal. 

Dans nos études, dès que les tumeurs commencent à être visibles (ou dès qu’elles atteignent 

500mm3 pour la seconde expérience in vivo), des injections intra-péritonéales d’anticorps sont 

réalisés 2 fois par semaines à une concentration de 100 µg/kg. 

De plus, pour la croissance tumorale et le développement de métastases, les souris sont passées 

sous un système 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 auprès du département de pathologie cellulaire à l’hôpital t Vincent de Paul à Lille. 

Les inclusions ainsi que le marquage avec les anticorps ont été réalisés à l’hôpital St Vincent 

de Paul, après mise au point des concentrations à utiliser ainsi que des méthodes de démasquage 

à utiliser (différentes selon les anticorps). L’immunohistochimie a été effectuée à l’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 à l’aide d’un système de détection 

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

 

1) Modèles cellulaires 

 

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

Type Culture Collection, USA) : 

 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 l’adénovirus 5.  

 Les cellules LNCaP (Lymph Node Carcinoma of the Prostate) sont des cellules 

cancéreuses prostatiques hormono-sensibles, établies en 1977 à partir d’une métastase 

ganglionnaire lymphatique supra-claviculaire d’origine prostatique chez un patient 

caucasien âgé de 50 ans. 

 Les cellules PC3 ont été établies en 1979 des métastases de l’os du grade IV de PCa du 

patient caucasien âgé de 62 ans. 

 Les cellules DU145 sont originaires des métastases du système nerveux central issues 

de l’adénocarcinome primaire. 

 Les cellules PC-3M est une lignée dérivée de métastases créées à partir des cellules PC-

3 chez la souris. 

 Les cellules PC3M-luc-C6 qui sont issues de cellules PC-3M exprimant la luciférase et 

formant notamment des lésions ostéoblastiques dans l’os. 

 La lignée CHO est une lignée cellulaire issue d’ovaires de hamster de Chine établie dans 

les années 1960. 

 La lignée PNT1a est une lignée de cellules prostatiques humaines immortalisées par 

SV40 obtenues à partir d’un homme adulte de 35 ans post-mortem. 

 La lignée HAP-1 est une lignée de cellules haploïdes dérivées de KBM-7 qui a été 

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

 

Toutes les cellules ont été cultivées en flacon de culture de 75 cm2 (Sarstedt®) dans un 

incubateur thermorégulé à 37°C sous une atmosphère enrichie en CO2 à 5% et saturée en 

humidité. Les milieux utilisés sont : 

 

-RPMI-1640 (Gibco) pour les lignées LNCaP, PC-3, PC-3M, DU145 et PNT1a. 

- 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 fœtal (SVF) décomplémenté 

en chauffant à 56°C pendant 30 min, 2 mM de L-Glutamine (Sigma) et 100 µg/ml d’antibiotique 

kanamycine (Sigma). Le milieu est changé tous les 2-3 jours et les cellules sont passées dès 

qu’elles atteignent 70% de confluence dans le flacon de culture. Le passage des cellules se fait 

par trypsinisation (Trypsine-EDTA 0,25%), elle-même neutralisée par l’ajout de milieu 

contenant du SVF. 

3) Clones stables 

Différents clones stables ont été générés et utilisés dans nos expériences à 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 à l’aide de Généticine (G418) à une concentration de 

500µg/mL puis maintenues après 1 semaine de sélection avec 100 µg/mL. 

Ainsi, plusieurs clones ont été créés : HAP-1trpv6-/- + pmCherry et HAP-1trpv6-/-+ pWT.  

4) Transfections 

a) Lipofection des siARN 

Afin de réprimer l’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 l’ARNm cible. 

Dans nos expériences, nous utilisons la technique de lipofection pour intégrer les siARN à 

l’intérieur des cellules. Le but de cette technique est d’intégrer les siARN à l’intérieur de 

liposomes qui vont venir fusionner avec la membrane plasmique et ainsi libérer leur contenu 

à l’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) à 

l’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 même qu’avec les siARN, il est également possible d’intégrer des vecteurs d’expression par 

lipofection avec de très 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 à l’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 à 

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’électrophysiologie/Patch Clamp. La méthode d’utilisation de cette technique repose sur 

l’électroporation. On applique un voltage spécifique avec des réactifs spécifiques à chaque 

lignée cellulaire afin d’augmenter la perméabilité de la membrane. Pour cela, on récupère 

un million de cellules HEK, on ajoute 2 µg de plasmide ainsi que le tampon adapté au type 

cellulaire selon le kit de nucléofection d’AmaxaGmbH®. Un programme spécifique est à 

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®). Après contrôle de la qualité et dosage au 

spectrophotomètre, 1 µg d’ARN est traité à la désoxyribonucléase I (DNAse I) avec son tampon 

associé 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 à son activité et par incubation 

à 65°C pendant 10min (inactivation de l’enzyme). 

Les ARN traités sont soumis à la transcription inverse (RT) permettant la synthèse des ADN 

complémentaires (ADNc). Pour cela, les ARN sont incubés avec des hexamères (amorces 

aléatoires venant se fixer sur l’ARN) à 70°C. L’enzyme utilisée pour réaliser la transcription 

inverse est une ADN polymérase, MULV. En ajoutant du tampon, du MgCl2 (2,5mM), des 

désoxynucléotides (dNTP à 2,5mM) et un inhibiteur de RNAse, les conditions nécessaires à la 

RT sont réunies. Une première étape d’hybridation (10min à température ambiante) est suivie 

directement par une étape d’élongation (30min à 42°C) permettant à l’enzyme MULV de 

s’activer et de produire les ADNc. Les ADNc sont ensuite incubés 10min à 70°C pour 

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

2) PCR semi-quantitative 

50 à 100 ng d’ADNc obtenus sont amplifiés par PCR semi-quantitative grâce 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 après 
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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). 

 

 

3) PCR quantitative en temps réel  

Pour cela 50 ng d’ADNc obtenus équivalents des ARN sont amplifiés et quantifiés selon le 

protocole du système 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 B1 (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 

accession 

Techniqu
e 

utilisée 

F1 (5’-3’) B1 (5’-3’) Taille 

attendue
p.b. 

TRPV6 NM_01864
6 

Q GCCTTCTATAT
CATCTTCC 

GGTGATGCTGTACA
TGAAGG 

155 

HPRT NM_00019
4 

Q GGCGTCGTGA
TTAGTGATGAT 

CGAGCAAGACGTTC
AGTCCT 

134 

AKTB NM_00110
1 

SQ CAGAGCAAGA
GAGGCATCCT 

GTTGAAGGTCTCAA
ACATGAT 

220 

TRPV6 NM_01864
6 

SQ GGCTGGTGCA
ACGTCATGTA
C 

GGTTGAGCATGAGC
AGTGTG 

335 

Etapes activation dénaturation hybridation extension extension 

finale 

Cycles 1 40 1 

SQ 
95°C 95°C 60°C 72°C 72°C 

5 min 5 min 30 s 15 s 7 min 

Q 
95°C 95°C 60°C 65-95°C 

30 s 30 s 30 s Melting curve 

Tableau 2 : Protocoles des thermocycleurs de PCR semi-quantitative 
(SQ) et quantitative en temps reel (Q). 
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TRPV6 NM_01864
6 

AP V6-ex1-F-1 : AAGGCAGGAGACAGGAGAC 

TRPV6 NM_01864
6 

AP V6-ex1-F0 : GACCTCTACAGGGAGACGG 

TRPV6 NM_01864
6 

AP V6-ex3-B2 : CATAGAGCTCAGATGTCATGG 

TRPV6 NM_01864
6 

AP V6-ex4-F3 : CAGAACATGAACCTGGTGC 

TRPV6 NM_01864
6 

AP V6-ex5-B3 : CGATCTCCTCACTGTTCACA 

TRPV6 NM_01864
6 

AP V6-ex6-B4 : CTGTCGTAGGACAGCAACAG 

TRPV6 NM_01864
6 

AP V6-ex7-B5 : GGTGGTGATGATAAGTTCCAG 

TRPV6 NM_01864
6 

AP V6-ex8-F4 : GGTGCCATATATCTGCTGTAC 

TRPV6 NM_01864
6 

AP V6-ex9-B6 : CTACCAGCAGGATGATGATAG 

TRPV6 NM_01864
6 

AP V6-ex10-B7 : GGATGGTCTGTCCAAAGAAG 

TRPV6 NM_01864
6 

AP V6-ex11-Fsq : GGCTGGTGCAACGTCATGTAC 

TRPV6 NM_01864
6 

AP V6-ex12-Fex : ATTCTGCTGGCTGATGGC 

TRPV6 NM_01864
6 

AP V6-ex13-Bex : CGATGATGGTAAGGAACAGC 

TRPV6 NM_01864
6 

AP V6-ex14-F5 : TTGTGGCCACCACGGTG 

TRPV6 NM_01864
6 

AP V6-ex15-B8 : AGGTACTTCGAGACACTGAGG 

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

utilisées pour l’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 conçu 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/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 

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 à la demande par Eurogentec en utilisant 

le programme 28-jours : l’un dirigé contre la partie extracellulaire correspondant à la première 

boucle du canal (rb79), le deuxième dirigé contre le domaine C-terminal (rb80), le troisième 

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 contrôle l’anticorps polyclonal de lapin anti-HA (sc805, Santa Cruz, CA) 

a été normalisée et était égale à 0,5 µg/µl. 

Sur les 2 tentatives de génération d’anticorps monoclonal sur les épitopes de 79 et 82, seul 

l’anticorps monoclonal dirigé contre le pore du canal (MAB82) a réussi à être généré. En effet, 
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après les étapes de sélection des sera (testés par imagerie calcique, western blot et patch clamp), 

l’étape de fusion pour MAB82 a été un succès alors que celle de MAB79 a échoué pour tous 

les clones préalablement sélectionnés. Ainsi, le MAB82 obtenu est d’isotype IgG2a. 

 

 

 

 

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 boîtes de Pétri de 100mm et 

gardées sur glace le temps de l’extraction. Après rinçage avec du PBS (Phosphate Buffered 

Saline), les cellules sont lysées à l’aide d’un tampon RIPA composé de : Triton X-100 1% 

(détergent non ionique), NaCl 150mM, PO4Na2/K 20 mM pH 7,2 (tampon phosphate), 

deoxycholate de sodium 1%, EDTA 5mM et 0,1% de SDS (Sodium DodécylSulfate, détergent 

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

avec 5Mm d’orthovanadate de sodium (conservation des phosphorylations). Les lysats obtenus 

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

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

Antibody Design/Manufacturer Clone Epitope Dilution Pretreatment IHC Incubation IHC 

TRPV6 Design : Dr. LEHEN’KYI,  

produced : EUROGENTEC, 

LTD, Belgium 

rb79 QEAYMTPKD

DIRLVG 

1/200 

IHC 

1/500 

WB 

CC2 STD 32 min 

TRPV6 Design : Dr. LEHEN’KYI,  

produced : EUROGENTEC, 

LTD, Belgium 

rb80 QRRESWAQSR

DEQNL 

1/500 

WB 

  

TRPV6 Design : Dr. LEHEN’KYI,  

produced : EUROGENTEC, 

LTD, Belgium 

rb81 HTRGSEDLDK

DSVEKL 

1/500 

WB 

  

TRPV6 Design : Dr. LEHEN’KYI,  

produced : EUROGENTEC, 

LTD, Belgium 

rb82 TEDPEELGHF

YDYPMA 

1/500 

WB 
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2) Western-blot 

Après dosage, 50µg de protéines totales sont récupérées pour réaliser une électrophorèse SDS-

PAGE (Sodium Dodecyl Sulfate-Polyacrylamide Gel Electrophoresis). Après ajout de tampon 

de Laëmmli pour dénaturer les protéines (Tris-HCl 125mM pH 6,8, SDS 4%, β-

mercaptoéthanol 5% (réduction des ponts disulfures), glycérol 20%, bleu de bromophénol 

0,01%), une électrophorèse sur gel d’acrylamide 10% est réalisée. Les protéines ayant été 

dénaturées par les différents tampons (et par chauffage à 95°c pendant 5min) et chargées 

négativement grâce au SDS, celles-ci vont pouvoir migrer à travers le gel de polyacrylamide 

vers le pôle positif (bas du gel). Après migration, les protéines sont transférées sur une 

membrane PVDF (Polyvinyldiene Fluoride) par électrotransfert semi-sec (Biorad) dont celle-

ci aura été perméabilisé avec du méthanol durant 3min. Une fois le transfert effectué, on sature 

les sites aspécifiques de la membrane en incubant celle-ci 1h à température ambiante avec du 

TNT-lait 5% (Tris-HCl pH 7,4, NaCl 140mM, tween 20 0,05% et du lait en poudre écrémé). 

La membrane est ensuite incubée durant la nuit à 4°C avec l’anticorps primaire (dilution 

1/500ème pour la plupart des anticorps utilisés). Après l’incubation de l’anticorps primaire sur 

la nuit, la membrane est rincée 2 fois avec la solution de TNT puis incubée durant 1h à 

température ambiante avec l’anticorps secondaire (anti-souris ou anti-lapin selon l’anticorps 

primaire utilisé à une dilution de 1/100 000ème) couplé à HRP (HorseRadish Peroxydase) dans 

du TNT-lait 1%. Après rinçage, la membrane est révélée par chimioluminescence à l’aide de la 

solution Supersignal West Dura contenant du luminol et du péroxyde d’hydrogène nécessaires 

à la HRP pour la réaction de chimioluminescence. Un calcul de densitométrie est effectué à 

l’aide du logiciel Image J afin de de déterminer les variations d’expression de notre protéine 

d’intérêt (TRPV6) par rapport au gène de ménage (β-actine) dans différentes lignées/conditions. 

3) Biotinylation  

 

La biotinylation permet de séparer les protéines membranaires des protéines totales afin de 

déterminer l’expression de TRPV6 à la membrane cellulaire (celui-ci pouvant être contenu dans 

des vésicules à l’intérieur de la cellule). Après lavage au PBSB (PBS 10%, MgCl2 1mM, CaCl2 

0,5mM, pH 8), les cellules sont incubées pendant 30min à +4°C avec une solution de PBS-

biotine (1 mg/mL) (Sulfo-NHS-SS-Biotin Pierce) se fixant sur toutes les protéines à 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. Après rinçage, les cellules sont lysées avec la solution RIPA. 

Une partie des protéines est conservée comme contrôle et l’autre partie est incubée avec des 
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billes de streptavidine toute la nuit à +4°c. Après incubation, les billes sont rincées au PBS et 

les protéines membranaires sont éluées avec du tampon de Laëmmli 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, Hôpital St Vincent de Paul à Lille. Chaque 

coupe de tissu paraffinée a été soumise au déparaffinage puis démasquage d’antigène en 

utilisant le tampon citrate à 95°C dans le bain marie. Après 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 système 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. Après 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 l’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 l’activité de la déshydrogénase mitochondriale présente 

dans les cellules métaboliquement actives. Via le NADH,H+, l’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 être quantifiée avec un 

spectrophotomètre lecteur de plaques à 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 100µL.  

Le MTS+PMS est ajouté directement dans le milieu durant 1h à l’obscurité à 37°C avant de 

mesurer l’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 

critères : 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 étudier le marquage de plusieurs lignées cellulaires 

avec nos anticorps générés notamment rb79, rb82 et MAB82. 

i. Cycle cellulaire 

Afin d’étudier l’état des cellules dans le cycle cellulaire après traitement avec les anticorps, il 

est nécessaire d’effectuer de la cytométrie en flux. Pour cela, 500 000 cellules sont récupérées 

par trypsinisation après traitement avec les différents anticorps. Ces cellules sont centrifugées 

(1000 rpm, 5min), rincées puis fixées avec du méthanol glacial (-20°C) pendant 10min. Après 

fixation, les cellules sont rincées 3 fois puis resuspendues dans 100µL de PBS. Les cellules sont 

ensuite traitées avec 100µL de RNAse A (1 mg/mL) durant 15min. Enfin, les cellules sont 

marquées avec l’iodure de propidium (50 µg/mL) dans l’obscurité pendant 2h à +4°C avant de 

pouvoir être analysé au cytomètre. 

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 l’aide de Mme Nathalie Jouy sur la plateforme de tri cellulaire qui utilise 

un cytomètre CYAN ADP XL9 (Beckman Coulter). Les cellules sont d’abord trypsinisées et 

resuspendues dans 100µL de PBS. Une première étape d’incubation avec l’anticorps primaire 

(rb79, rb82 ou MAB82) est réalisée durant 30 min à 4°C (1,5 µg d’anticorps dans un volume 

final de 100 µL PBS+BSA 1%) puis les cellules sont rincées 2 fois avec 1mL de PBS. Ensuite, 
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on incube les cellules avec l’anticorps secondaire correspondant (anti-souris ou anti-lapin) 

couplé à AlexaFluor488 (1 µg d’anticorps dans un volume final de 100 µL PBS+ BSA 1%) 

durant 1h à 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 à 

température ambiante puis rincées 2 fois avec du PBS. Pour chaque lignée testée, 3 conditions 

sont étudiées : le contrôle négatif (sans anticorps), le contrôle anticorps secondaire seulement 

puis le test en lui-même. 

2) Mort cellulaire 

a) Coloration de Hoechst 

Le bisbenzimide (Hoechst) est un agent intercalant de l’ADN permettant de visualiser la 

chromatine sous microscope à fluorescence. Après 48 à 72h de traitement avec les différents 

anticorps, l’ensemble des cellules (flottantes ou adhérentes) est récupéré et passé au cytospin 

pour que les cellules soient déposées sur lame via la force centrifuge. Les cellules sont ensuite 

fixées au méthanol pendant 15 min à -20°C puis rincées avec du PBS. Les lames sur lesquelles 

les cellules sont fixées sont incubées durant 30 min à l’obscurité avec une solution de Hoechst 

(1 mg/mL). Les lames sont rincées 2 fois avec du PBS avant d’être montées avec des lamelles 

grâce au glycergel®. Les morphologies des noyaux apoptotiques comme la condensation 

périnucléaire de la chromatine, l’hyper-condensation de la chromatine, formation de vésicules 

apoptotiques sont observées au microscope à épifluorescence (AxioImager, Zeiss) à 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 l’apoptose. Après clivage par des 

endonucléases, l’ADN génère 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 µL du mix enzyme+tampon est déposé sur les lames durant 1h 

à 37°C dans l’obscurité. Enfin, les cellules sont rincées 2 fois avant marquage au DAPI (50 

µg/mL) et montage lame/lamelle sous glycergel®. Les lames sont observées en microscopie à 

épifluorescence (AxioImager, Zeiss). 
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3) Migration cellulaire 
 

a) Test de blessure (Wound healing assay) 

Des cellules cancéreuses prostatiques sont maintenues en culture jusqu’à atteindre une 

confluence maximale. A l’aide d’un cône 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 à 48h permettant de suivre l’évolution de la blessure. En effet, les cellules se trouvant 

à la bordure e la blessure vont migrer vers l’espace libre créé. L’évolution est suivie par 

microscope à différents temps et différents endroits et analysée à l’aide du logiciel ImageJ. 

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 8µM. Le but est ainsi 

de créer un gradient de concentration de sérum entre le milieu contenu dans l’insert et le milieu 

contenu dans le puit pour inciter les cellules à migrer vers le milieu contenant du sérum. Les 

cellules vont ainsi migrer à travers la membrane poreuse de l’autre côté de l’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 à travers la membrane sont enlevées à l’aide d’un coton-tige. Les cellules restantes ayant 

migrées de l’autre côté de l’insert à travers la membrane sont fixées durant 15min à +4°C avec 

du méthanol puis, après rinçage, les noyaux sont colorés en incubant les cellules 30 min d’une 

solution de Hoechst, intercalant de l’ADN colorant les noyaux en bleu. Le nombre de cellules 

est ensuite comptabilisé à l’aide de photos prise au microscope grâce au logiciel ImageJ. 

c) Vidéomicroscopie 

Le suivi du déplacement des cellules est suivi à l’aide d’un système de vidéomicroscopie. Pour 

cela, les cellules sont cultivées dans des boites spéciales (Ibidi®) ayant 4 compartiments. Avant 

l’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 grâce à leur noyau 

coloré. Un traitement à l’iodure de propidium peut être effectué avant permettant de suivre 

l’incorporation de celui-ci à l’intérieur des cellules et analyser l’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 l’ensemble des cellules vivantes présentes dans le champ du 

microscope. Cette mesure quantitative est possible grâce à l’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 lié (340 

nm) au calcium et une unique longueur d’onde d’émission (510 nm). Ainsi, l’augmentation de 

Ca2+ dans le cytoplasme des cellules se traduit par une diminution de la fluorescence émise à 

510 nm à la suite d’une excitation à 380 nm alors que la fluorescence émise à 510 nm à la suite 

d’excitation à 340 nm augmente. Le second grand avantage du Fura 2-AM est dû à 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 empêchant la sonde de 

ressortir. Donc, les cellules à étudier sont chargées de sondes fluorescentes en ajoutant 2,5 µM 

de fura2-AM dans le milieu de culture pendant 45 min à 37°C, puis éliminé en changeant le 

milieu de culture 15 min à 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 KCl, 2 MgCl2, 

2 CaCl2, 0,3 Na2HPO3, 0,4 KH2PO4, 4 NaHCO3, 5 glucose, et 10 HEPES. Le pH est ajusté à 

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 à 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, l’acquisition et l’analyse des images. 

 

2) Patch clamp 
 

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

consiste à 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 diamètre de l’ordre du micromètre en appliquant une 

légère dépression dans cette pipette de verre. Ce protocole permet alors d’imposer un potentiel 

en mesurant simultanément des fluctuations de courant de l’ordre du picoampère (pA, 10-12A) 

avec une fréquence très élevée (> 1 kHz). L’ensemble des expériences de Patch-Clamp dans 

cette étude a été réalisé en configuration cellule entière à température ambiante. Les courants 

ioniques transmembranaires sont mesurés à l’aide d’un amplificateur EPC9 (HEKA Electronic, 

Allemagne) couplé à un ordinateur et analysés grâce 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 CaCl2, 2 MgCl2, 5 glucose, et 10 Hepes, pH 7,4 ajusté avec hydroxide 

de tetraethylammonium, et l’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 MgCl2 (pH ajusté à 7,4 avec CsOH et 

l’osmolarité était 295 mOsm/kg ajusté avec D-mannitol). 

Nous obtenons ainsi l’enregistrement de l’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 à chaque type de canal ionique et nous permet donc d’identifier 

avec plus ou moins de précision l’identité de la protéine impliquée dans la genèse 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’âne 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 à Zeiss Axiovert 200 M avec « 40X1.4 numerical 

aperture oil immersion lens » à 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 à l’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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Au début des années 2000, beaucoup d’études sur l’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 

rb82) dirigés contre des épitopes spécifiques à 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 l’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 l’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 à TRPV6 de 15 acides aminés. Sur l’ensemble 

de ces anticorps, seul l’un d’entre eux, rb79, a été capable de détecter la forme complète 

glycosylée du canal TRPV6 aux alentours de 100kDa. 

Des études ont été réalisées permettant de valider l’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 

l’immunohistochimie en utilisant des sections paraffinées issues de résection de cancer. En 

utilisant ces résections de cancer de la prostate, nous avons confirmé l’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 déjà été identifié auparavant grâce 

au northern blot et à la PCR. Ainsi, l’anticorps polyclonal anti-TRPV6 (rb79) est utilisable pour 

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

canal TRPV6 est impliqué. 

 

1) Génération de 4 anticorps polyclonaux de lapin 
 

La séquence entière de la protéine 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 1ère 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 antigènes 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 été nommés comme suit : rb80 pour l’anticorps ciblant la partie N-terminale, rb79 

pour l’anticorps ciblant la 1ère boucle extracellulaire, rb82 pour l’anticorps ciblant le pore et 

rb81 pour l’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, 

rb80 et rb81 sont montrées dans les figures 1C-E. Les mêmes 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 l’antigène 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 été nommé rb82. 
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Figure 1. Design et immunotransferts de différents anticorps polyclonaux de lapin anti-

TRPV6. 

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, où la cystéine est utilisée pour 

coupler avec la protéine KLH. C-H. Analyses ELISA utilisant les peptides immobilisés. PPI – 

sérum 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 l’anticorps rb79. D. Analyse ELISA de l’anticorps rb80. E. 

Analyse ELISA de l’anticorps rb81. F. Analyse ELISA de l’anticorps rb82a (lapin 2358). G. 

Analyse ELISA de l’anticorps rb82b (lapin 2359). H. Saignement final et purification 

d’anticorps suivis d’une analyse ELISA de l’anticorps rb82. 

 
 

2) Révélation de l’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 (Raphaël 

et al. 2014a) comme LNCaP, DU-145, PC-3 et PC-3M. 

 

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 révélés 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 l’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 être aspécifique, n’étant pas présente dans la co-

immunoprécipitation (Figure 3G). 

L’immunoempreinte des mêmes lysats totaux révélée avec l’anticorps polyclonal de lapin rb80 

sur les mêmes 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 

l’anticorps rb81 a montré une multitude de bandes dans les cellules LNCaP, y compris une 

bande inférieure à 95 kDa. Cependant, la présence d’une traînée soulève des doutes quant à la 

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

Enfin, l’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, l’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 à l’exception de l’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 1er, le 7ème, le 11ème et le 13ème exon de l’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 contrôle (luciférase) soit avec 40 nM de siARN 

1 à 4 dirigés contre TRPV6 par rapport à l’expression du gène HPRT (Figure 3A).  L’efficacité 

de la répression de TRPV6 au niveau de l’ARNm était de plus de 60% ce qui correspond à 

l’immuno-empreinte des lysats protéiques de cellules LNCaP traitées avec les différents siARN 

où la quantification des bandes spécifiques à TRPV6 par rapport à AKTB montre une 

diminution de l’expression de TRPV6 du même ordre de grandeur (Figure 3B). 

Dans l’étape suivante, nous avons utilisé un système de surexpression de TRPV6. Il faut savoir 

qu’il est extrêmement difficile d’avoir un système cellulaire in vitro qui n’exprime pas le canal 

TRPV6 puisque la présence de 2mM de calcium dans la plupart des milieux utilisés rend 

l’expression de TRPV6 avantageuse pour la survie cellulaire. Nos données montrent une 

augmentation (variant de légère à forte) de l’expression de TRPV6 (Figure 3C) suggérant que 
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la bande à 100 kDa est spécifique au canal TRPV6. 

De plus, nous avons vérifié si, dans la nouvelle lignée cellulaire HAP-1trpv6-/-, l’expression du 

canal TRPV6 était abolie. Etonnamment, une faible bande était encore présente à la taille 

attendue du canal TRPV6 (Figure 3D). Lors de l’analyse de la séquence de l’épitope de 

l’anticorps rb79, il a été conclu qu’il y avait 4 mésappariements entre cette séquence et la 

séquence homologue de l’analogue proche de TRPV6, le canal TRPV5. Sachant que ces canaux 

ont une forte homologie à la fois au niveau peptidique et nucléotidique (puisque ce sont les 

produits de la duplication d’un même gène dans l’évolution (J. B. Peng et al. 2000a), nous avons 

d’abord conçu un couple discriminant d’amorces permettant la détection de TRPV6 ou TRPV5 

de manière spécifique et les avons testés (Figure 3E). Curieusement, en vérifiant le modèle de 

lignée cellulaire, HAP-1trpv6-/-, nous avons remarqué une extinction complète de l’ARNm de 

TRPV6 (via le système NMDA de désintégration de l’ARNm non-sens) mais aussi la 

surexpression du canal TRPV5 (Figure 3F). Nous avons donc émis l’hypothèse que la 

surexpression du canal TRPV5 au lieu du canal TRPV6 permettrait une liaison légère de 

l’anticorps rb79 avec TRPV5. Cette liaison doit être extrêmement faible comme visible dans 

l’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 à l’aide de l’anticorps rb79 a été réalisée pour confirmer 

l’utilisation de cet anticorps ainsi que pour voir si l’on peut enrichir la quantité de TRPV6. 

Comme le montre la figure 3G, l’immunoprécipitation des lysats cellulaires de LNCaP à l’aide 

de rb79 (ou rb79 enrichi) donne clairement deux bandes correspondant à la fois aux formes 

glycosylées et non glycosylées du canal TRPV6. Fait intéressant, la bande vue sur le blot de la 

Figure 2 à environ 50 kDa disparaît prouvant que cette bande est aspécifique à TRPV6. 
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Figure 3. Validation de l’anticorps rb79 utilisant des modèles de répression, de 

surexpression et des modèles KO. 
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A. PCR quantitative en temps réel du canal TRPV6 dans les cellules LNCaP transfectées avec 

soit 40nM de siARN contrôle (luciférase) soit avec 40nM de siARN 1 à 4 contre le canal TRPV6 

comparée à 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 mêmes 

conditions qu’en A. et quantification des bandes comparées à AKTB. C. Transfection du canal 

TRPV6 avec le vecteur vEF1ap-5’UTR-TRPV6_CMVp-mCherry dans les lignées cellulaires 

LNCaP, HEK, CHO et PNT1a et immuno-empreintes correspondantes. D. Expression 

protéique de TRPV6 dans les modèles cellulaires PC-3M, HAP-1trpv6-/- et HAP-1trpv6+/+ révélée 

avec l’anticorps rb79 et comparée à l’expression de AKTB. E. PCR semi-quantitative utilisant 

des amorces discriminatives de TRPV6 et TRPV5 listées dans le Tableau 1 à la fois sur le 

plasmide pTRPV6 et pTRPV5. F. PCR semi-quantitative utilisant les mêmes amorces 

discriminatives qu’en E. pour détecter les transcrits de TRPV6 et TRPV5 dans de nombreuses 

lignées cellulaires incluant HAP-1trpv6-/- ainsi que les plasmides correspondants comme 

contrôles positifs comparée à l’expression de AKTB. G. Immunoprécipitation de lysats totaux 

issus de cellules LNCaP utilisant anti-β-intégrine, rb79 et une condition enrichie en rb79, avec 

des billes en contrôle 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 gène 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 l’avant soit vers l’arrière 

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 vEF1ap-5’UTR-TRPV6_CMVp-mCherry 

contenant la partie 5’-UTR de TRPV6 comme précédemment reporté (Fecher-Trost et al. 

2013a) comme contrôle (Figure 4B). Tous les couples d’amorces et les combinaisons de ceux-

ci ont été validés. Ensuite, l’ADNc de la lignée cellulaire LNCaP a été testée et a montré la 

forme entière de l’ARNm de TRPV6 (Figure 4B) suggérant que les bandes supplémentaires 

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

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

épissés finaux de TRPV6 (Schéma issu de http://atlasgeneticsoncology.org/) avec la position 

des amorces listées dans le tableau 2. B. ARN profiling utilisant les différentes amorces 

générées et leurs tailles attendues du Tableau 2 utilisant le vecteur vEF1ap-5’UTR-

TRPV6_CMVp-mCherry seul (panel de gauche) et l’ADNc total issu de cellules LNCaP (panel 

de droite). 

 
 

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

 

Comme l’anticorps polyclonal de lapin rb79 possède un épitope extracellulaire, nous avons 

initialement essayé de détecter le canal TRPV6 sur la surface externe de la membrane plasmique 

à l’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 contrôle ont été utilisés : un anticorps polyclonal de lapin 

anti-HA ayant le même isotype et l’anticorps polyclonal de lapin anti-TRPV6 rb80 qui cible 



94 
 

l’extrémité N-terminale du canal TRPV6 qui se trouve dans la partie intracellulaire. Comme on 

peut le voir dans la Figure 5A, rb79 est capable de marquer les canaux TRPV6 présents à la 

membrane plasmique à la surface des cellules LNCaP. 

L’expérience supplémentaire de FACS a été réalisée sans perméabilisation. Le modèle 

cellulaire HAP-1trpv6-/- a été comparé aux cellules HAP-1trpv6+/+ (Figure 5B). Les cellules HAP-

1trpv6+/+ semblent contenir 24,58% de cellules exprimant TRPV6 à la membrane plasmique 

contre 3,8% dans les cellules HAP-1trpv6-/-. 

La méthode établie pour tester la spécificité des anticorps dans les expériences 

d’immunofluorescence consiste à transfecter les cellules avec la protéine de fusion, c’est-à-dire 

le canal TRPV6 couplé au marqueur fluorescent : pTRPV6-YFP. Une fois transfectées, les 

cellules sont fixées, perméabilisées puis incubées avec l’anticorps primaire (rb79) suivi de 

l’anticorps secondaire couplé à l’Alexa Fluor 546. De plus l’analyse de la colocalisation se fait 

à l’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 contrôle contenant la séquence du canal calcique Orai1 fusionné à la protéine YFP. 

Comme on peut le voir sur la figure 5C, la différence est significative (70% contre 18%). Cet 

écart résiduel dans l’excès du signal rouge s’explique par la présence naturelle du canal TRPV6 

dans les cellules LNCaP. Ainsi, l’anticorps rb79 convient à la fois aux expériences 

d’immunofluorescence et au FACS. 
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Figure 5. Marquage du canal TRPV6 à la membrane plasmique par l’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, 

l’anticorps anti-TRPV6 rb80 (épitope N-terminal) soit avec rb79. B. Expression membranaire 

de TRPV6 marquée par rb79 dans des cellules non perméabilisées HAP-1trpv6-/- (gauche) et 

HAP-1trpv6+/+ (droite) en utilisant le cytomètre 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 pOrai1-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 l’anticorps rb79 dans le diagnostic et le pronostic en 
clinique 

 

Sur quatre anticorps générés, seul l’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’intensité d’expression (trois niveaux d’intensité choisis) sur les échantillons 

cliniques est représentée sur la figure B. Nos données confirment l’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; Raphaël et al. 2014a). 

L’expression du canal TRPV6 a également été corrélée à l’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 l’anticorps polyclonal rb79 peut être utilisé à 

des fins de diagnostic mais aussi potentiellement à des fins de pronostic. De plus, rb79 a été 

utilisé pour effectuer des IHC de tumeurs dérivées de xénogreffes des cellules HAP-1 trpv6-/- et 

HAP-1 trpv6+/+ (Figure 6C). Comme on peut le voir, l’anticorps rb79 ne détecte rien dans les 

cellules HAP-1 trpv6-/- validant à la fois le modèle KO et la spécificité de l’anticorps vis-à-vis de 

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

A. IHC 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 à l’aide de rb79. C. IHC de coupes de tumeurs dérivées de 

xénogreffes de cellules HAP-1 trpv6-/- (gauche) et HAP-1 trpv6+/+ (droite) dans des souris nude 

immunodéficientes. 
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Tableau I 

Amorces et siARN 

  

 

No Name,  

Accession № 

Forward 

(5’-…- 3’) 

Backward 

(5’-…- 3’) 

Expected Size (b.p) 

1. TRPV6, 

NM_018646 

CCCTCAGTGTCTCGAA

GTAC 

TCAGATCTGATATTCCC

AGCTC 

134 

4. TRPV6, 

NM_018646 

 

CCCAAGGAGAAAGGGC

TAAT 

TTGGCAGCTAGAAGGAGA

GG 

145 

2. TRPV5, 

NM_019841 

TCTTCCAACTTCCTCC

CTG 

CCTCACTAAGGTTCAGT

CCAAG 

115 

3. AKTB, 

NM_001101 

CAGAGCAAGAGAGGC

ATCCT 

GTTGAAGGTCTCAAACA

TGATC 

209 

4. HPRT, 

NM_000194 

GGCGTCGTGATTAGTG

ATGAT 

CGAGCAAGACGTTCAGT

CCT 

134 

5. TRPV6 

siRNA-1 

5′- CCUGCUGCAGCAGAAGAGG (dTdT)-3′  

6. TRPV6 

siRNA-2 

5′- GACUCUCUAUGACCUCACA (dTdT)-3′  

7. TRPV6 

siRNA-3 

5′- CGUCAUGUACUUCGCCCGA (dTdT)-3′  

8. TRPV6 

siRNA-4 

5′- CCUCCUCAUUGCCAUGAUG (dTdT)-3′  

9. siLuciferase, 

AB_490793 

5’-CUUACGCCUGAGUACUUCGA(dTdT)-3’  
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Tableau 2 

Amorces pour l’ARN profiling de TRPV6 

Target Accession 

number 

Techniqu

e 

used 

F1 or B1 

TRPV6 NM_0186

46 

AP V6-ex1-F-1 : AAGGCAGGAGACAGGAGAC 

TRPV6 NM_0186

46 

AP V6-ex1-F0 : GACCTCTACAGGGAGACGG 

TRPV6 NM_0186

46 

AP V6-ex3-B2 : CATAGAGCTCAGATGTCATGG 

TRPV6 NM_0186

46 

AP V6-ex4-F3 : CAGAACATGAACCTGGTGC 

TRPV6 NM_0186

46 

AP V6-ex5-B3 : CGATCTCCTCACTGTTCACA 

TRPV6 NM_0186

46 

AP V6-ex6-B4 : CTGTCGTAGGACAGCAACAG 

TRPV6 NM_0186

46 

AP V6-ex7-B5 : GGTGGTGATGATAAGTTCCAG 

TRPV6 NM_0186

46 

AP V6-ex8-F4 : GGTGCCATATATCTGCTGTAC 

TRPV6 NM_0186

46 

AP V6-ex9-B6 : CTACCAGCAGGATGATGATAG 

TRPV6 NM_0186

46 

AP V6-ex10-B7 : GGATGGTCTGTCCAAAGAAG 

TRPV6 NM_0186

46 

AP V6-ex11-Fsq : GGCTGGTGCAACGTCATGTAC 
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TRPV6 NM_0186

46 

AP V6-ex12-Fex : ATTCTGCTGGCTGATGGC 

TRPV6 NM_0186

46 

AP V6-ex13-Bex : CGATGATGGTAAGGAACAGC 

TRPV6 NM_0186

46 

AP V6-ex14-F5 : TTGTGGCCACCACGGTG 

TRPV6 NM_0186

46 

AP V6-ex15-B8 : AGGTACTTCGAGACACTGAGG 

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 

 

 

II. Le ciblage du canal calcique TRPV6 par des anticorps 
polyclonaux dirigés contre l’épitope extracellulaire 
induisent l’apoptose des cellules cancéreuses prostatiques 

 

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

channel targeting by polyclonal antibodies raised against extracellular epitop induces cancer 

cell apoptosis » 

Antibody Design/Manufacturer Clone Epitope Dilution Pretreatment 

IHC 

Incubation 

IHC 

TRPV6 Design : Dr. LEHEN’KYI,  

produced : EUROGENTEC, 

LTD, Belgium 

rb79 QEAYMTPKDDI

RLVG 

1/200 IHC 

1/500 WB 

CC2 STD 32 min 

TRPV6 Design : Dr. LEHEN’KYI,  

produced : EUROGENTEC, 

LTD, Belgium 

rb80 QRRESWAQSRD

EQNL 

1/500 WB   

TRPV6 Design : Dr. LEHEN’KYI,  

produced : EUROGENTEC, 

LTD, Belgium 

rb81 HTRGSEDLDKD

SVEKL 

1/500 WB   

TRPV6 Design : Dr. LEHEN’KYI,  

produced : EUROGENTEC, 

LTD, Belgium 

rb82 TEDPEELGHFYD

YPMA 

1/500 WB   
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Résumé des résultats obtenus :  

De plus en plus de preuves suggèrent 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 l’ovaire, la prostate, le sein, la thyroïde, le 

colon et le pancréas. En dépit de la découverte de son rôle 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 à ce jour afin d’être utilisé 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 l’activité du canal TPRV6 à 

la membrane plasmique en modifiant le courant de l’entrée calcique (démontré par la technique 

de Patch Clamp) et en altérant le signal de l’entré calcique (montré par la technique d’imagerie 

calcique), ce qui amène à l’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 l’anticorps 

rb79 permettant d’augmenter l’expression de TRPV6 à la membrane en modifiant 

potentiellement son recyclage à la membrane. L’ensemble des données obtenues montrent 

clairement la perspective de l’utilisation d’anticorps ciblant TRPV6 à des fins thérapeutiques 

dans les pathologies où 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 1ère boucle entre les domaines transmembranaires S1 et S2 et la région 

du pore du canal ont été étudiés (Figure 7A). Pour le design des séquences peptidiques, la 

position relative à la membrane plasmique, la bicouche lipidique, les sites de glycosylation ainsi 

que la structure 3D déjà disponible du canal TRPV6 ont été pris en compte (Saotome et al. 

2016) (Figure 7B). 37 acides aminés couvrent la 1ère 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 deuxième et troisième sites les plus probables de N-

glycosylation, RTNNRT et RDNTL (Figure 7B). La présence de ces sites et leur N-

glycosylation empêcheront l’accès stérique potentiel à l’épitope par l’anticorps. D’un autre 
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côté, la bicouche lipidique empêchera l’anticorps de se lier aux acides aminés respectifs de 

l’épitope. L’immuno-empreinte des lysats totaux des cellules LNCaP, DU-145, PC-3 et PC-3M 

révélée avec l’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 l’épitope 79, seul 79a a été retenu pour les expériences ultérieures 

(appelé rb79). Quant à l’épitope 82, les résultats n’étaient pas satisfaisants (montrant 

probablement des dimères 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 manière extracellulaire, une expérience 

d’immunofluorescence avec 15min de préincubation suivie d’une fixation avec PAF à 3,5% 

sans aucune perméabilisation a été réalisée (Figure 7E). Un anticorps polyclonal de lapin anti-

HA a été utilisé comme contrôle. Les données montrent clairement une liaison membranaire 

spécifique pour l’anticorps rb79. Etant donné que le marquage n’était pas convaincant pour 

l’anticorps rb82, une analyse logicielle des intensités de pixels dans la zone membranaire 

sélectionnée a été réalisée. Le rapport indiqué montre la spécificité du signal par rapport à 

l’arrière-plan adjacent (Figure 7E). L’intensité de la coloration était beaucoup plus forte pour 

rb82 par rapport à l’anticorps contrôle anti-HA mais toujours deux fois inférieure à celle de 

rb79. De plus, le co-marquage contrôle avec un marqueur de membrane plasmique tel que la 

cholera toxine (CTX) marquant les lipides G2M a été réalisé 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 être 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 S1 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 l’anticorps polyclonal anti-TRPV6 rb79. D. Immuno-empreinte des 

lysats totaux de cellules LNCaP, DU-145, PC-3 et PC-3M révélée avec l’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 l’anticorps anti-TRPV6 rb79. Le 

rapport indiqué dans le coin supérieur droit montre la spécificité du signal de coloration par 

rapport au fond. 

 

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 l’entrée capacitive de 
calcium dans les cellules cancéreuses prostatiques 

 

TRPV6 a été montré comme un élément important de l’entrée SOCE (Store-operated 

calcium entry) dans les cellules cancéreuses prostatiques permettant l’utilisation de ce 

mécanisme pour détecter et analyser l’activité du canal TRPV6 (Raphaël 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 µM) 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 Orai1, TRPC1 etc qui à leur 

tour activeront le canal TRPV6 prenant une part importante dans l’amplification de l’entrée de 

calcium à l’intérieur des cellules (Raphaël et al. 2014a)(Figure 9A). 

Pour le protocole, les cellules sont d’abord incubées avec la solution ne contenant pas de 

calcium afin de créer un gradient vers l’extérieur qui est amplifié par l’utilisation de 

thapsigargine bloquant les pompes SERCA et ne permettant ainsi pas au calcium d’être 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, à 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 

à 0,5 µg/µL) à des dilutions de 1/500, a conduit à des effets différentiels tels qu’une 

augmentation significative de l’entrée capacitive de calcium avec traitement par rb79 et rb82 

(Figure 9C). Pour prouver que ces effets sont médiés 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 l’augmentation 

du SOCE médiée par l’anticorps rb79 (siTRPV6 + rb79) a été significativement atténuée par 

rapport au contrôle (siCT + rb79) (Figure 9E). Les mêmes données ont été obtenues en 

prétraitant avec l’anticorps rb82 qui a pu augmenter de manière significative le SOCE (Figure 

9F). De même, l’utilisation de siARN diminue l’entrée SOCE induite par rb82 (Figure 9G). 

Ainsi, les 2 anticorps rb79 et rb82 activent TRPV6 qui amplifie le SOCE et laisse entrer une 

plus grande quantité de calcium à l’intérieur des cellules LNCaP.  
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Figure 9. Effets des traitements avec les anticorps anti-TRPV6 sur l’entrée de calcium. 
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A. Schéma du SOCE (store-operated capacitive calcium entry) où le canal TRPV6 joue un rôle 

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, à leur tour, vont activer le canal TRPV6 prenant une part importante dans 

l'amplification de l'entrée du calcium à 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 

affecté par les traitements indiqués dans F. 

 

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

 

Un standard dans l’action des anticorps extracellulaires sur un canal ionique est la technique 

d’électrophysiologie permettant de mesurer les courants ioniques traversant un canal particulier 

puisque chacun d’eux possède 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 à partir de cellules HEK transfectées avec le plasmide vEF1ap-

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 l’activité de TRPV6 (Derler et al. 2006a; Niemeyer et al. 2001a; Singh et al. 2018a). 

Des courants spécifiques à TRPV6 sont obtenus en échangeant la solution extracellulaire (bain) 

avec une solution sans cation divalent (DVF), communément connue pour stimuler l’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 µg/µL) par rapport à l’anticorps contrôle anti-HA (Figure 10A et B). Pour confirmer 

la spécificité de cette liaison, une expérience de dose-réponse a été menée et a montré 

l’activation progressive du canal TRPV6 (Figure 10C). Les mêmes effets ont été obtenus pour 
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l’autre anticorps : rb82 montrant une augmentation significative des courants spécifiques de 

TRPV6 (Figure 10D). 

 

Figure 10. Les anticorps altèrent les courants électriques à 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 vEF1ap-5'UTR-TRPV6wt_CMVp-mCherry et traitée avec 

l'anticorps polyclonal de lapin anti-TRPV6 rb79 par rapport à l'anticorps témoin du même 

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 l’anticorps anti-TRPV6 de lapin rb79 à différentes dilutions. 

D. Une courbe I/V standard avec la rampe -100/+100 mV appliquée sur la cellule HEK 

transfectée avec le vecteur vEF1ap-5'UTR-TRPV6wt_CMVp-mCherry et traitée avec 

l'anticorps polyclonal de lapin anti-TRPV6 rb82. 
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4) Diminution de la survie cellulaire via la modulation de l’activité de 
TRPV6 

 

Dès que nous avions prouvé l’action directe de nos anticorps sur le canal TRPV6, la 

question cruciale était de savoir si ces anticorps, rb79 et rb82, 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 entraîner 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 rb79 et rb82 (Figure 11A et B). De plus, un anticorps 

anti-HA contrôle a également été utilisé à différentes dilutions. Etant donné que le test de survie 

cellulaire est basé sur l’évaluation de l’activité du cytochrome p-450, il s’agit d’un test 

complexe mesurant à la fois la prolifération et la mortalité cellulaire nécessitant l’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 rb82. De plus, nous avons testé 

les effets des anticorps rb79 et rb82 (par rapport à autre anticorps contrôle anti-GFP) sur nos 

lignées cellulaires PC-3M trpv6-/- et PC-3M trpv6+/+ (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 à la figure 11D où nous avons 

ajouté deux autres anticorps contrôle ciblant le canal TRPV6 de l’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 rb79 et rb82 sont 

capables de cibler d’autres lignées cellulaires (Figure 11E). Nos données suggèrent fortement 

l’implication crucial du canal TRPV6 dans la survie des cellules PCa et donc la modulation de 

son activité peut être extrêmement bénéfique pour le traitement du cancer de la prostate. Les 

données montrent clairement que le type de cellules n’a pas d’importance pour l’anticorps 82 

(les mêmes données ont été obtenues pour l’anticorps rb79, données non présentées). Enfin, des 

études du cycle cellulaire ont été effectuées montrant l’apparition d’un pic sub-G1 dans les 

conditions traitées avec les anticorps rb79 et rb82 (Figure 11F), ce qui suggère que les anticorps 

anti-TRPV6 agissent en induisant l’apoptose plutôt qu’en diminuant la prolifération cellulaire. 
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Figure 11. La modulation de TRPV6 via les anticorps 79 et 82 diminue la survie 

cellulaire. 
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A. Test de survie cellulaire (MTS) de cellules LNCaP traitées soit avec la quantité équivalente 

de glycérol (CT) soit avec différents anticorps (anticorps anti-TRPV6 rb79 et anti-HA pendant 

3 jours) dilutions normalisées à la quantité initiale de 0,5 µg/µl, n=3, * - p<0,05 ; ** - p<0,01. 

B. la même survie cellulaire des cellules LNCaP traitées avec l'anticorps anti-TRPV6 rb82. 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 même 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 même isotype et glycérol (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 même isotype et le glycérol (CT) pendant 3 jours. 

Un test d’apoptose classique, la coloration de Hoechst, a été utilisé pour confirmer l’hypothèse 

de l’induction de l’apoptose par les anticorps rb79 et rb82 (Figure 12A). La thapsigargine (3 

jours de traitement) a été utilisée comme contrôle positif car elle induit une apoptose dépendante 

du calcium dans le traitement à 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 

rb82 sur les cellules LNCaP (Figure 12B) et les cellules HEK (Figure 12C) qui sont plus 

sensibles à l’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 élevé d’apoptose 

dans les conditions traitées avec les anticorps rb79 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 quantifié (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 à l’aide d’une coloration au 

bleu de trypan montrant l’apparition tardive des cellules colorées, comme indicateur de 

l’apoptose où l’intégrité 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 l’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 µg/µl). Un traitement avec 1 

µM de thapsigargine (TG) pendant 72 heures a été utilisé comme contrôle 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 µM, 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 µM, 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 même isotype. Un traitement avec 1 µM de thapsigargine 

(TG) pendant 72 heures a été utilisé comme contrôle 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 même isotype, réalisée pendant 8, 24 et 48 heures. n=3, * - 

p<0,05 ; ** - p<0,01. 

 

5) Hypothèses 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 l’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 

troisième 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 

contrôlé et le quatrième est une régulation directe de l’activité des canaux ioniques sur la 

membrane plasmique. Puisque nous avons déjà montré que l’expression de TRPV6 est focalisée 

sur la membrane plasmique, nous avons poursuivi nos études en utilisant un protocole de 

biotinylation qui permet de suivre l’expression membranaire des protéines. Nos données 

utilisant des cellules LNCaP prétraitées avec les anticorps anti-TRPV6 rb79 et rb82, du glycérol 

et l’anticorps anti-HA pendant 15 minutes ont montré que dans le cas du prétraitement avec 



116 
 

l’anticorps rb79, l’expression membranaire de TRPV6 augmentait significativement alors qu’il 

n’y a pas d’effet avec l’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 déjà été publiées (van 

de Graaf et al. 2006). En ce qui concerne l’anticorps rb82, son mécanisme d’action semble être 

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 modifié un test TUNEL de manière que les cellules traitées pendant 3 jours avec les 

différents anticorps soient d’abord fixées et prétraitées sans perméabilisation avec l’anticorps 

rb79 pour détecter le canal TRPV6 à 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 hypothèse. Enfin, nos 

cellules PCa ont été suivies par vidéo-microscopie où le comportement cellulaire a été 

enregistré pendant le traitement avec les différents anticorps en ajoutant de l’iodure de 

propidium pour surveiller l’intégrité cellulaire (Figure 13C). On peut ainsi voir sur les 

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

l’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 à 1/500 de 0,5 µg/µl). Le niveau du 
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canal TRPV6 est indiqué dans la fraction biotinylée par rapport à l'apport total et à la β-actine 

(AKTB). B. Test d'apoptose utilisant le test TUNEL TMR-rouge de cellules LNCaP prétraitées 

avec les anticorps anti-TRPV6 rb79 et rb82 pendant 72 heures (1/500), ou anti-HA du même 

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 µg/µl), co-colorées avec l'iodure 

de propidium. 

 

III. Le ciblage de TRPV6 par un anticorps monoclonal de 
souris MAB82 dirigé contre le pore du canal inhibe 
l’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 

première boucle extracellulaire et contre le pore du canal induisaient l’activation du canal 

TRPV6 entraînant la mort cellulaire par apoptose des cellules l’exprimant au niveau de la 

membrane plasmique. 

Ainsi, pour faire suite à ces résultats, il était nécessaire de tester l’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 mêmes 

épitopes que rb79 et rb82. Seul l’un d’entre eux, MAB82, dirigé contre le pore du canal a réussi 

à être 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 à 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 MAB82 au niveau du pore du canal 
TRPV6 situé entre les segments S5 et S6 (issu de http://atlasgeneticsoncology.org/). 

 

a) MAB82 inhibe l’activité de TRPV6, diminuant ainsi l’entrée calcique 
médiée par TRPV6 et entraînant la mort cellulaire par apoptose 

 

Un des standards dans l’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 l’anticorps 

monoclonal MAB82 a été vérifiée en mesurant son effet sur les courants cellulaires enregistrés 

à partir des cellules HEK transfectées avec le plasmide vEF1αp-5’UTR-TRPV6wt_CMVp-

mCherry (Figure 15). Les cellules étaient d’abord dans une solution physiologique contenant 

10mM de Ca2+ connue pour bloquer l’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 

à une solution ne contenant pas de cation divalent (DVF) connue pour stimuler l’activité de 

TRPV6.  

L’anticorps monoclonal MAB82 a ainsi été utilisé à plusieurs concentrations croissantes 

(1/1000ème, 1/500ème et 1/200ème) 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 

l’activité de TRPV6 de manière dose dépendante. 
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Figure 15. MAB82 inhibe l’activité du canal TRPV6. 

Activité du canal calcique TRPV6 mesurée par patch clamp dans les cellules HEK transfectées 

avec pTRPV6wt et traitées avec MAB82 à différentes dilutions allant de 1/200ème à 1/1000ème. 

Les courants normalisés à -80mV sont représentés sous forme d’histogramme * - p<0,05 ; ** 

- p<0,01. 

 

TRPV6 a été montré comme étant un élément important de l’entrée SOCE à l’intérieur des 

cellules cancéreuses prostatiques, ce qui nous permet d’utiliser ce mécanisme pour détecter et 

analyser les modulations de concentrations calciques dues à la modification de l’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 à la membrane du réticulum 

endoplasmique qui empêchera le calcium présent dans le cytoplasme de rentrer dans le RE et 

entraînera la vidange du calcium via les canaux de fuite. Cette diminution de la concentration 

calcique est ressentie par STIM1 qui est transloqué à la membrane pour interagir avec les 

canaux SOC comme Orai1 ou TRPC1. L’activation de ceux-ci entraîne indirectement la 

translocation de TRPV6 à la membrane permettant une entrée massive de calcium médiée par 

celui-ci (Raphaël 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 l’utilisation de 1µM 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 

l’entrée massive de calcium via les SOC qui à 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 contrôle (MABAU1) ou l’anticorps monoclonal MAB82 (utilisés à une 

concentration finale de 2,4 µg/ml) montre que l’anticorps MAB82 diminue significativement 

l’entrée capacitive de calcium dans les cellules PCa suggérant l’inhibition de TRPV6, un des 

acteurs de cette entrée de calcium (Figure 16).  

 

Figure 16. L’anticorps monoclonal MAB82 diminue l’entrée capacitive de calcium. 

Entrée capacitive de calcium mesurée par imagerie calcique sur des cellules LNCaP après 

préincubation pendant 5min avec l’anticorps MABAU1 ou MAB82 (concentration finale à 

2,4µg/mL). 

 

Nous avons montré que MAB82 inhibe spécifiquement le canal TRPV6 induisant une 

diminution de l’entrée capacitive de calcium dans les cellules PCa. Des tests permettant de 

mesurer la survie cellulaire ont été effectués grâce à a technique de MTS. Pour cela, les cellules 
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LNCaP ont été incubées à différents temps (24h, 48h et 72h) avec soit du glycérol, soit 

l’anticorps MABAU1, soit MAB82 à une concentration finale de 2,4µg/ml d’anticorps. Les 

résultats obtenus montrent une diminution significative de la survie cellulaire des cellules PCa 

dès 72h de traitement (Figure 17). Ces données suggèrent fortement que MAB82 est capable 

de diminuer la survie cellulaire en induisant la mort par apoptose des cellules PCa (confirmé 

par la technique de TUNEL). 

 

 

Figure 17. Diminution de la viabilité cellulaire après traitement avec MAB82. 

Survie des cellules cancéreuses prostatiques LNCaP mesurée grâce au test MTS. Les cellules 

ont été traitées pendant 4 jours avec soit Glycérol, soit MABAU1 soit MAB82 à une 

concentration de 2,4µg/mL. n=3 ; *- p<0,05. 

 

Des expériences supplémentaires de vidéomicroscopie ont permis de suivre l’évolution en 

temps réel des cellules PCa traitées avec soit l’anticorps MABAU1 soit l’anticorps MAB82 

(utilisés à une concentration finale de 2,4µg/mL). Pour cela, le comportement des cellules a été 

enregistré durant 3 jours à partir du jour de traitement en ajoutant de l’iodure de propidium, 

permettant de suivre l’intégrité des cellules. Ainsi, il a été montré que l’anticorps MAB82 

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

les cellules restantes mourront prochainement (Figure 18).  

 

 

 

Figure 18. Suivi des cellules cancéreuses prostatiques LNCaP. 

Suivi après 24h de traitement avec soit l’anticorps contrôle MABAU1 (gauche) soit l’anticorps 

MAB82 (droite). Les cellules rouges sont les cellules remplies par l’iodure de propidium et les 

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

 

b) In vivo, MAB82 induit une diminution de la croissance tumorale et 
une diminution de l’apparition de métastases 

 

Afin d’étudier les effets de MAB82 sur la croissance tumorale, des expériences in vivo ont 

été réalisées sur des souris swiss-nude immunodéficientes. 3 millions de cellules PC-3MTRPV6-

/- transfectées avec vEF1αp-5’UTR-TRPV6wt_CMVp-mCherry (appelés pTRPV6wt) ou avec 

vEF1αp-5’UTR _CMVp-mCherry (appelés pmCherry) ont été injectées en xénogreffe en sous-

cutanée. Chacun des groupes a été divisé en 2 pour être traité soit avec MABAU1 (contrôle 

négatif) soit avec MAB82 à une dose de 100 µg/kg par voie intrapéritonéale. Les traitements 

sont effectués dès l’apparition des tumeurs (9ème jour de l’expérience ; taille d’environ 50 à 

100mm3) 2 fois par semaine. 
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Le suivi de la croissance tumorale montre ainsi une diminution significative de celle-ci dès le 

24ème jour soit 2 semaines après le début des traitements (Figure 19), montrant que l’anticorps 

MAB82 est efficace in vivo pour traiter les tumeurs surexprimant TRPV6. En parallèle, la 

croissance tumorale est suivie grâce au fluorophore mCherry présents dans les cellules 

cancéreuses injectées avec l’imagerie petit animal (Figure 20). 

 

Figure 19. Effets de l’anticorps monoclonal MAB82 sur la croissance tumorale de 
cellules PCa exprimant TRPV6.  

Les traitements sont effectués à partir du 9ème jour (apparition des tumeurs) 2 fois par semaine 

à une concentration de 100µg/kg et la croissance tumorale est suivie à l’aide d’un pied à 

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 
grâce au fluorophore mCherry présent dans les cellules PCa injectées.  

 

De plus, des expériences ont été réalisées permettant de suivre la distribution de MAB82 à 

l’intérieur de l’organisme après injection intrapéritonéale. Pour cela, l’anticorps a été couplé à 

un fluorophore (CF790) et sa distribution a été enregistrée par imagerie petit animal à différents 

temps. Les résultats montrent que l’anticorps MAB82 se distribue lentement dans l’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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Figure 21. Etude de la distribution de l’anticorps MAB82 après injection.  

MAB82 est couplé à un fluorophore (CF790) permettant d’être suivi par imagerie petit animal 

à différents temps. 

 

De même, la distribution de l’anticorps MAB82 a été suivie directement dans les organes. Pour 

cela, 15 minutes après injection intrapéritonéale de MAB82-CF790, l’animal a été sacrifié, les 

différents organes récupérés et directement analysés par imagerie petit animal. Les résultats 

montrent ainsi que MAB82 se distribue de manière plutôt homogène dans la majorité des 

organes (Figure 22). Comparé à l’anticorps monoclonal contrôle (MABAU1), MAB82 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 MAB82 dans les 
différents organes.  

Les anticorps sont marqués avec un fluorophore (CF790) et détectés grâce à 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-3MTRPV6-/-

+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-3MTRPV6-/-+pTRPV6wt) et traitées avec 

l’anticorps contrôle MABAU1 ont présenté des métastases au niveau des pattes. Cependant, 

TRPV6 jouant un rôle dans la prolifération cellulaire des cellules PCa, il n’est pas possible de 

conclure sur le rôle de celui-ci dans l’apparition des métastases dans cette expérience. De même, 

on remarque que les traitements du groupe exprimant TRPV6 avec l’anticorps MAB82 

diminuent l’apparition de métastases (Figure 23). Ces résultats peuvent laisser penser que 

MAB82 pourrait inhiber le développement des métastases mais cette hypothèse doit être 

confirmée par des expériences supplémentaires (injections de cellules en intracardiaque ou 

directement dans l’os par exemple). 

 

Figure 23. Pourcentage d’apparition de métastases après excision de la tumeur 
primaire. Les souris ont ici été suivies 10 semaines après excision de la tumeur primaire. 

 

Enfin, de manière générale, le traitement des souris présentant des tumeurs exprimant TRPV6 

par MAB82 permet d’augmenter les taux de survie (Figure 24) avec une survie de 100% des 

souris du groupe PC-3MTRPV6-/-+pTRPV6wt traitées avec l’anticorps MAB82 comparé à un taux 

de survie d’environ 40% pour le groupe traité avec l’anticorps contrôle au bout de 40 jours de 

suivi. 
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Figure 24. Les souris présentant des tumeurs exprimant TRPV6 traitées avec MAB82 
montrent une amélioration de la survie par rapport au contrôle. Courbe de Kaplan-

Meir permettant d’analyser la survie des souris des différents groupes. 

 

IV. Etude du rôle 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 rôle dans la mise en place du phénotype agressif/métastatique du 

cancer de la prostate. Notre hypothèse de travail était ici d’étudier le rôle 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-3MTRPV6-/-) ou 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 à une concentration de 

40nM. La migration a été étudiée par test de blessure (wound healing) et analysée grâce au 

logiciel ImageJ. *-p<0,05. 

 

 

Des expériences supplémentaires effectuées avec des chambres de Boyden sur un modèle de 

lignées cellulaires cancéreuses HAP-1trpv6-/- montre que l’expression de TRPV6 (groupe HAP-

1trpv6-/- + 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 à 2% de sérum à un milieu de 10% sérum). De plus, aucune différence des 

taux de migration dans le groupe HAP-1trpv6-/- + pTRPV6mut qui exprime le canal TRPV6 non 

fonctionnel (mutation D541A empêchant la fixation du calcium et ainsi le passage de celui-ci à 

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 l’expression de TRPV6 est réprimée par siRNA (Figure 27). 

 

 

Figure 27. Suivi du déplacement des cellules cancéreuses prostatiques. 

 Réalisé à 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 rôle crucial dans une variété de 

fonctions physiologiques. En outre, il a été démontré que ces canaux sont associés à 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 tumorigenèse, celles qui favorisent la 

prolifération cellulaire et inhibent l'apoptose sont parmi les plus importantes. De nombreuses 

protéines dans les cellules cancéreuses présentent une expression accrue ou diminuée par 

rapport à leur niveau d'expression dans les cellules normales. Certaines de ces protéines, codées 

par des oncogènes et des gènes suppresseurs de tumeurs, jouent un rôle clé dans la tumorigenèse 

et dans le développement de métastases, tandis que d'autres, dont celles impliquées dans 

l'homéostasie intracellulaire du Ca2+, sont associées à la morbidité et la mortalité du cancer 

(Lehen’kyi et Prevarskaya 2011) 

La première 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 

étudiée par deux équipes, celle de Hediger (J. B. Peng et al. 2000b) et celle de Flockerzi 

(Wissenbach et al. 2004b). Toutes deux ont utilisé le northern blot comme technique de 

détection de TRPV6 dans les tumeurs. Bien que la première équipe ait détecté TRPV6 

(précédemment appelé CAT1) dans l'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 

également 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; Raphaël et al. 2014b).  

Nous avons démontré que l'expression de TRPV6 peut également se produire dans les 

HBP à un niveau relativement faible, environ 50%, et que son expression protéique augmente 

de manière 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 déjà été publiés (V’yacheslav Lehen’kyi, Raphaël, 

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 à la survie des cellules PCa en facilitant la prolifération et 

la résistance à l'apoptose, favorise la formation de métastases osseuses, et potentialise la 

tumorigenèse in vivo. Globalement, les preuves croissantes suggèrent 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 à la hausse dans des échantillons de tissus provenant de 

tumeurs de l'ovaire, de la prostate, du sein, de la thyroïde, du côlon et du pancréas (V’yacheslav 

Lehen’kyi, Raphaël, et Prevarskaya 2012). Malgré la découverte de son rôle 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'à présent pour être utilisé dans des applications de 

diagnostic in vitro. En outre, bien qu'aucune isoforme de cette protéine ne soit connue à ce jour, 

une traduction alternative de cette protéine a déjà été signalée (Fecher-Trost et al. 2013b), et 

pourrait avoir lieu dans certaines maladies comme le cancer, comme cela a été montré 

précédemment pour l'autre canal TRP, TRPM8 (Bidaux et al. 2016). Malgré l'échec de la 

validation de trois des quatre anticorps polyclonaux pour la détection de TRPV6, un outil fiable 

pour détecter l'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 à rb82) contre un épitope de 15 acides aminés. Parmi 

eux, seul un anticorps, rb79, était capable de détecter la forme glycosilée complète du canal 

TRPV6 autour de 100 kDa puisque ce canal contient un site de N-glycosilation putatif fort 

comme son analogue proche TRPV5 (Chang et al. 2005 ; Lu et al. 2008). Dans notre modèle 

cellulaire HAP-1trpv6-/-, l'anticorps généré est toujours capable de détecter une légère bande de 

la même taille. L'analyse précise a révélé quatre mésappariements au niveau de l'épitope entre 

les protéines TRPV5 et TRPV6. La bande légèrement visible peut être due à la surexpression 

de son analogue proche TRPV5 dans le modèle cellulaire HAP-1trpv6-/-.  

Le canal épithélial calcique TRPV5 est également un membre du sous-groupe des 

canaux de la famille des récepteurs à potentiel transitoire (TRP) TRPV. TRPV5 comme TRPV6 

joue un rôle majeur dans le maintien des niveaux de Ca2+ 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 rôle 

de ce canal dans la tumoriginèse humaine. Par exemple, le rôle du TRPV5 a également été 

étudié (Hartel et al. 2006), et les résultats ont montré que le niveau de TRPV5 a tendance à être 

associé à la survie des patients. Cependant, la durée de survie prolongée n'était pas 

significativement associée au TRPV5 seul dans certains cancers (Fan, Shen, et Yuan 2014). 

TRPV5 était diminué dans le carcinome des cellules rénales (CCR) par rapport aux tissus 

rénaux normaux, une constatation qui a été corrélée avec l'expression du récepteur de la 

vitamine D (VDR). Le knockdown de l'expression de TRPV5 a supprimé le changement induit 

par le knockdown de VDR dans la prolifération, la migration et l'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 l'invasion du CCR 

en régulant l'expression de TRPV5 (Y. Chen et al. 2018, 5). 

L'anticorps rb79 généré s'est révélé adapté à toutes les applications in vitro, telles que 

l'immunoblotting, l'immunoprécipitation, l'immunocytochimie, l'immunofluorescence, etc. 

L'une des applications les plus importantes que nous démontrons est l'immunohistochimie à 

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 l'absence 

de la protéine TRPV6 dans l'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 été montré 

que l'expression du canal TRPV6 est associée à l'expression des marqueurs d'agressivité tels 

que Ki-67, PSA, Chromogranine A, CD31, CD56, Synaptophysine, etc… (Raphaël et al. 

2014b). Ces données suggèrent que le fait de disposer d'un outil adéquat tel que l'anticorps 

polyclonal de lapin anti-TRPV6, rb79, permettra son utilisation à des fins de diagnostic. 

 En conclusion, l'anticorps polyclonal de lapin anti-TRPV6 rb79 généré convient à toutes 

les applications de diagnostic in vitro et en particulier au diagnostic en clinique à partir de 

coupes de paraffine de patients souffrant de diverses maladies et troubles où 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 être d'une extrême importance dans des questions 

thérapeutiques telles que le cancer, notamment le PCa. A savoir qu’aujourd’hui, malgré la 

découverte du rôle 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'à présent 

pour être utilisé 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 

l'apoptose. Un certain nombre d'inhibiteurs de TRPV6 sont déjà 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'à 6,2 mg/kg (Fu et al. 2017b). Six cas sur 23 ont été rapportés jusqu'à 

présent avec des effets secondaires tels que l'hypocalcémie (4 patients), l'anémie (1 patient) et 

la fibrillation auriculaire (1 patient). En conclusion, la soricidine a de bonnes chances de faire 

l'objet de nouveaux essais cliniques, ouvrant ainsi la voie à toutes les autres stratégies 

thérapeutiques anti-TRPV6. Néanmoins, aucun outil fiable ciblant le canal TRPV6 n’a été 

reporté à ce jour pour être utilisé comme thérapie ciblée contre le cancer. 

Dans nos travaux, nous avons misé 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 à 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 complètes, à l'aide de l'anticorps monoclonal de souris MAB82, y compris les tests 

d'occurrence de la tumorigenèse et des métastases. 

Nos données suggèrent fortement que malgré des mécanismes d'action différents par 

rapport au MAB82, les deux anticorps rb79 et rb82 modulent l'activité du canal TRPV6 en 

l'ouvrant et en laissant davantage de calcium entrer dans la cellule. Selon nos données du patch-

clamp, cette entrée massive est due à l'activation continue de TRPV6 sur la membrane 

plasmique, soit directement par l'anticorps 82, soit indirectement par la stabilisation et 

l'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 l’augmentation de l’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 l’activation de cascade de caspases 

qui mène à l’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 contrôle de même isotype (IgG1 pour le lapin et IgG2a pour 

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

L’élaboration d’anticorps monoclonaux était une étape cruciale dans l’application de 

ceux-ci dans des études in vivo chez la souris. Malheureusement, les deux tentatives pour créer 

un MAB contre l’épitope de l’anticorps rb79 n’ont pas été fructueuses, tandis que l’épitope de 

l’anticorps rb82 a donné des résultats.  

Nous démontrons que l’anticorps monoclonal MAB82 ciblant le pore du canal TRPV6 

était capable d’inhiber spécifiquement TRPV6, diminuant l’entrée de calcium à l’intérieur de 

la cellule et entraînant 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 à l'apoptose des cellules LNCaP. L’inhibition de cette entrée, à contrario, 

provoquerait les effets observés dans nos manipes. 

Par conséquent, MAB82 a permis de diminuer significativement la croissance tumorale 

in vivo, diminuant par la même occasion le risque d’apparition de métastases. Nos résultats, 

étant très encourageants, confirment l’hypothèse développée du début de ma thèse sur les 

perspectives du ciblage du canal TRPV6 dans les approches thérapeutiques telles que cancer, 

quelques soit son type et l’origine à une seule condition – l’expression du TRPV6 à la surface 

de cellules.  

Nous avons montré que les anticorps ciblant la partie extracellulaire de TRPV6 sont 

d’une grande efficacité dans les modèles in vitro et in vivo. En outre, l’anticorps polyclonal 

rb79 a montré un intérêt certain dans l’utilisation de celui-ci dans l’étude clinique des cancers 

de la prostate, marquant la totalité 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 MAB82 in vivo dans le modèle 

immunodéficient de souris où nos modèles 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-AU1 de souris (contrôle), soit l'anticorps anti-

TRPV6 MAB82. 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 MAB82, suggèrent 

des effets bénéfiques nets émergeant du ciblage du canal TRPV6. De plus, aucune formation 

de métastase n'a été notée dans le groupe PC-3Mtrpv6-/-+pmCherry, alors que le potentiel 

métastatique était de 100% dans le groupe PC-3Mtrpv6-/-+pTRPV6wt traité avec l'anticorps AU1 

de contrôle. 

 Dans l'ensemble, ces données suggèrent que l'anticorps monoclonal de souris anti-

TRPV6 n°82, MAB82, doit être soumis à une étape supplémentaire de maturation d’affinité, le 

rendant plus affin et plus avide quant à la liaison du canal TRPV6, et donc plus efficace in vivo, 

avant son humanisation. L'ingénierie des anticorps à l'aide de la technologie d'affichage, de la 

conception assistée par ordinateur et de la mutagenèse de site permet d'améliorer diverses 

propriétés des anticorps thérapeutiques candidats dans le but d'accroître leur sécurité, leur 

efficacité et leurs possibilités de développement. Ces propriétés comprennent l'affinité et la 

spécificité de liaison à l'antigène, l'efficacité biologique, la pharmacocinétique et la 

pharmacodynamique, l'immunogénicité et les caractéristiques physico-chimiques de 

développement. Une stratégie du meilleur de sa catégorie peut nécessiter l'optimisation de 

toutes ces propriétés pour générer un bon anticorps thérapeutique (Wang et al. 2021). En 

conclusion, le MAB82 généré peut être perfectionné, humanisé et utilisé avec succès chez les 

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

Ces résultats suggèrent que l’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 côlon, de la thyroïde, du pancréas, du sein, 

de la parathyroide ou encore des ovaires, ce qui permet d’ouvrir les possibilités d’action de ces 

anticorps à d’autres types de cancer mais aussi à d’autres pathologies comme les pancréatites 

où l’expression de TRPV6 est augmentée. En effet, des études de cytométrie en flux avec 

MAB82 ont été réalisées sur d’autres types de lignées cellulaires suggérant sa potentielle 

utilisation dans celles-ci. 
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De manière 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, l’utilisation d’anticorps 

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

Le fait que canal TRPV6 est exprimé dans les tissus sains semble être un contre-

argument. Pourtant, la surexpression de TRPV6 dans les cancers étant largement supérieure à 

son expression dans les organes sains comme l’intestin (organe où TRPV6 est le plus exprimé 

physiologiquement), les potentiels effets secondaires seront, s’il y en a, moindre. En effet, 

l’inhibition complète de TRPV6 chez la souris KO n’empêche pas la viabilité de celle-ci (F. 

Chen et al. 2014) ce qui suggère une faible toxicité potentielle d’immunothérapie utilisant un 

anticorps contre TRPV6. Cependant, avant de pouvoir utiliser l’anticorps monoclonal MAB82 

chez des patients atteints de PCa, il est nécessaire de procéder à une étape d’humanisation de 

l’anticorps en modifiant les séquences des chaînes de MAB82 pour éviter que celui-ci soit rejeté 

dès son entrée dans l’organisme par le système immunitaire. L'humanisation des anticorps est 

une technologie essentielle pour réduire le risque potentiel d'immunogénicité associé aux 

anticorps d'origine animale et a été appliquée à 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 être prises en 

compte parallèlement à l'humanisation dans la génération et l'optimisation des anticorps (Taichi 

Kuramochi et al. 2019). 

Les propriétés critiques des anticorps thérapeutiques devraient être suffisamment 

qualifiées, notamment l'immunogénicité, l'affinité de liaison, la stabilité physico-chimique, 

l'expression dans les cellules hôtes et la pharmacocinétique, ainsi que les méthodologies de base 

de l'ingénierie des anticorps concernées. En optimisant simultanément les anticorps à 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 l'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, l’élaboration d’autres anticorps 

monoclonaux dirigés contre d’autre partie du canal TRPV6 nous permettra d’identifier les 

anticorps les plus efficaces pouvant être 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 bibliothèques d'anticorps par affichage phagique se sont avérées être 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 progrès récents dans la production de bibliothèques 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 progrès comprennent l'optimisation des codons pendant la 

génération de la diversité CDR, l'amélioration des niveaux d'affichage en utilisant de nouvelles 

séquences de signal, des chaperons moléculaires et des isomérases et l'utilisation d'échelles très 

stables avec des niveaux d'expression relativement élevés. En outre, de nouvelles stratégies 

pour le reformatage par lots de bibliothèques 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 à 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 particulière pour des actions 

thérapeutiques, ils peuvent néanmoins avoir des effets indésirables non voulus sur le système 

immunitaire (Özenver et Efferth 2020). En outre, l’étude des mécanismes d’action précis et des 

voies de signalisation empruntées est une étape importante pouvant amener à des améliorations 

pour potentialiser les effets des anticorps anti-TRPV6. 

Enfin, il peut être intéressant d’envisager des combinaisons de traitement pour améliorer 

les effets sur la croissance tumorale. La connaissance croissante de la pathogenèse et des voies 

moléculaires qui sous-tendent le développement et la progression du cancer conduit à 

l'introduction de thérapies ciblées, telles que l'inhibiteur du FGFR récemment approuvé, 

l'Erdafitinib, ou l'anticorps anti-nectine 4 conjugué au médicament, l'Enfortumab vedotin. Les 

conjugués anticorps-médicament représentent une approche thérapeutique innovante qui 
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permet d'associer un anticorps monoclonal spécifique du gène, conjugué de manière covalente 

via un linker à un agent cytotoxique (charge utile) (Ungaro et al. 2022). De plus, les tumeurs de 

la prostate sont des tumeurs solides où l’un des principaux freins des traitements actuels est 

l’accessibilité à celles-ci. De multiples mécanismes interdépendants, tels qu'une faible charge 

mutationnelle tumorale, des cellules immunosuppressives et une immunité cellulaire altérée, 

semblent bouleverser le système immunitaire, créant un microenvironnement tumoral 

immunosuppressif et entraînant une moindre efficacité du traitement dans le cancer avancé de 

la prostate (Movassaghi et al. 2021). Ainsi, on peut facilement émettre l’hypothèse que 

l’utilisation de médicaments permettant d’augmenter la vascularisation autour de la tumeur 

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

La létalité du cancer de la prostate métastatique résistant à la castration est due à 

l'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 contrôle à une 

hormonothérapie, une radiothérapie, des conjugués anticorps-médicaments, une thérapie par 

cellules T à récepteur d'antigène 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. Même si une étude sur ce ciblage est loin d’être finie, le 

nombre de perspectives est énorme et donne l’espoir que les tumeurs qui expriment le canal 

TRPV6 peuvent être touchées dans une monothérapie et plus probablement dans une thérapie 

combinée ayant pour but d’augmenter la survie de patients. 
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L’ensemble de ces travaux a permis d’ouvrir une grande voie au ciblage de TRPV6 dans de 

nombreux modèles. Cependant, beaucoup de points restent à développer : 

 Etudier les mécanismes d’action spécifique des anticorps qui induisent l’apoptose : 

Quelle(s) voie(s) de signalisation entre en jeu (voie intrinsèque ou extrinsèque) ? 

Quelles sont les caspases impliquées ? 

 Etudier les mécanismes de migration/invasion pour le canal TRPV6 en identifiant les 

marqueurs impliqués (FAK, calpaine, Rac1/Cdc42, Rho kinase, MMP2, MMP9 etc…) 

 Quel est le rôle de TRPV6 dans la guidage/installation des métastases dans l’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 

l’installation des métastases dans l’os, de cibler et supprimer in vivo des tumeurs 

exprimant TRPV6 en utilisant des modèles différents de xénogreffe de cellules 

cancéreuses (injections intracardiaques ou intraosseuses).  

 Effectuer une étude rétrospective concernant l’utilisation de TRPV6 comme marqueur 

pronostic pour la formation de métastases. 

 Continuer d’étudier le rôle de TRPV6 dans les processus de migration/invasion des 

cellules PCa à l’aide de technique comme la videomicroscopie ou la technique de 

transwell en utilisant des matrices extracellulaires. 

 Réaliser des co-cultures de clones stables PC-3Mtrpv6-/- exprimant soit 

pTRPV6wt(mCherry), soit pTRPV6D541A(mCherry) ou pmCherry avec des cellules de 

tissu osseux comme SaOs-2 et/ou des cellules d’ostéoblastes humains primaires afin 

d’étudier le rôle de TRPV6 dans l’installation et la formation de colonies dans la niche 

osseuse avec possibilité de culture 3D. 

 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 rôle de certains protéines membranaires comme les connexines 

et les glycoprotéines dans le tropisme des cellules PCa dans l’os a été démontré 

(Boucher et al. 2018). Cependant, ces protéines sont totalement indépendantes de la voie 

classique CXCL12/CXCR4 connue pour être impliqué dans le guidage des cellules dans 

l’os (Weidle et al. 2016). 

 Des étapes de maturation d’affinité de l’anticorps sont nécessaires (changement des 

acides aminés au niveau du paratope) pour obtenir un anticorps plus efficace. 
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 Humaniser l’anticorps MAB82. En effet, avant de pouvoir utiliser l’anticorps 

monoclonal MAB82 chez des patients atteints de PCa, il est nécessaire de procéder à 

une étape d’humanisation de l’anticorps en modifiant les séquences des chaînes de 

l’anticorps. 

 À la suite de l’humanisation de l’anticorps, d’autres tests in vitro et in vivo devront être 

refaits. 

 En parallèle de nos expériences, un phage display a été réalisé permettant d’obtenir 12 

nouveaux anticorps ciblant le canal TRPV6 dont l’action devra être testée. 

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

ou cancer. 
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