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Activités d’enseignement

Mes activités d’enseignement ont débuté lors de ma thése en tant que vacataire en TP de
Physiologie Animale a I’Université de Lille 1 et a ’Université d’Artois a Lens (1996 a 1999).
Elles se sont poursuivies a I’'USTL apreés I’obtention du poste de Maitre de Conférences, a

I’Université de Lille 1, en septembre 2000.

Responsabilité de Modules :

- Licence Premiere Année: Licence Aménagée: Module « Physiologie Cellulaire et
Biophysique ».

- Licence Deuxiéme Année : Module « Grandes Fonctions Physiologiques ».

- Master 2 Recherche : « Interface Physico-chimique du vivant » ; Module « Biophysique
Cellulaire ».

- Master 2 Recherche : Journée Thématique « Tumeurs neuroendocrines et cancers

hormono-dépendants ».

Enseignements en Travaux Pratigues :

- Licence Premiere Année: Module de « Physiologie Cellulaire » : Etude du potentiel
d’action et de la contraction musculaire.

- Licence Troisieme Année : Module de « Physiologie des grandes fonctions » : Régulation
cardiovasculaire, respiration, excrétion.

- Master 1: Module «Physiologie des grandes fonctions » : activités cardiaques,
ventilation, pression artérielle.

- Master 1: Travaux d’Enseignement et de Recherche (TER): Initiation a l’imagerie
calcique, a la microscopie confocale et a la technique du patch-clamp.

- Master 2 : Initiation a I’imagerie calcique, a la microscopie confocale et a la technique du

patch-clamp.

Enseignements en Travaux Dirigés :

- Licence Premiere Année: Module de « Physiologie Cellulaire» : Etude de la
perméabilité membranaire, des courants ioniques, de la genese et de la propagation du
potentiel d’action.

- Licence Deuxiéme Année : Module « Grandes Fonctions Physiologiques » : Pathologies
de I’appareil respiratoire ; Techniques de procréation médicalement assistée. Module

« Communication cellulaire » : Propagation des vagues calciques.
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- Licence Troisieme année : Module d’ « Endocrinologie » : Prolactine et cancer de la

prostate.

- Master 1 : Préparation CAPES : Les gradients ioniques ; la cellule musculaire.

Enseignements en Cours Magistraux:

- Premiére Année : Module de « Physiologie Cellulaire » : Les synapses ; le muscle.

- Deuxieme Année: Module « Grandes Fonctions Physiologiques»: L’appareil
respiratoire, les appareils reproducteurs, les glandes endocrines. Module
« Communication cellulaire » : Principes de I’homéostasie calcique.

- Master 1: Module « Techniques du vivant » : Flux calciques et compartimentation
cellulaire.

- Master 2recherche: «Interface physico-chimique du vivant»; « Protéomique » ;
« Génie cellulaire et Moléculaire » : Techniques d’imagerie calcique, de microscopie

confocale et applications.
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Encadrement d’étudiants :
1996-2000 :

Encadrement d’étudiants en stage au laboratoire pour une durée minimale de 1 mois :
- Etudiants niveau DEUG & Maitrise : Stéphanie Thébault, Fabien Vanden Abeele, Loic
Lemonnier, Karine Vanoverberghe.
- Etudiants BTS Biotechnologie : Sarah Fournier, Geoffrey Delaby.

Encadrement d’un étudiant au laboratoire de Physiologie (Liverpool, UK) : Denis Burdakov.

2000-aujourd’hui :

2000 : co-encadrement de Stéphanie Thébault en DEA « Biologie et Santé ». Implications des
récepteurs adrénergiques de type al H dans la prolifération des cellules musculaires lisses de la
prostate.

2003-2004 : Co-encadrement de Matthieu Flourakis en DEA « Biologie et Santé ». Mise en
¢vidence du translocon comme canal de fuite calcique des cellules cancéreuses prostatiques
humaines.

2004-aujourd’hui : co-encadrement de la these de Matthieu Flourakis.

Durant cette période :

Encadrements d’étudiants du niveau Licence au niveau Master : Matthieu Flourakis, Florian
Gackiere, Solenne Ousson, Dana Ghanem, Marouf Ould-Ahmed, Frédéric Gavory, Alice Joly,
Cindy Dupont, ...

Encadrements de chercheurs dans le cadre de la formation permanente :

2003 et 2004 : Formation permanente INSERM ; initiation a la microscopie confocale.
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Subventions obtenues

ARTP (Association pour la Recherche sur les tumeurs de la Prostate) ; 1997 : Mise en

évidence du role de la prolactine dans la croissance de la prostate.

Fondation pour le recherche médicale ; 1997 : Aide a I’implantation d’une nouvelle équipe :

Role des canaux potassiques dans la prolifération des cellules cancéreuses prostatiques humaines.

Pierre Fabre Médicaments ; 1997 et 1998 : Etude des mécanismes d’action de la prolactine

dans les cellules prostatiques.

ARC (Association pour la Recherche sur le Cancer) ; 2001 : Subvention équipement
lourd (co-financement du microscope confocal): Réle des canaux potassiques et du calcium dans

la prolifération et ’apoptose des cellules cancéreuses prostatiques humaines.

Bonus Qualité Recherche ; 2001 : Mise en place des techniques de mesures du calcium

réticulaire dans les cellules prostatiques.
Ligue Nationale contre le Cancer ; 2001 : Equipement lourd (co-financement du microscope

confocal): Role des canaux potassiques et du calcium dans la prolifération et 1’apoptose des

cellules cancéreuses prostatiques humaines.
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Activités de Recherche
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Avant-propos
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Voici résumé en quelques lignes les grandes dates et les rencontres clés de mon

parcours scientifique. Tout a débuté en 1994 ou j’ai réalis¢ mon DEA sous la tutelle du Dr
Halima Ouadid au sein du laboratoire de Physiologie Cellulaire (Université de Lille I). Nous
avions entamé 1’étude d’un canal calcique de type L endogeéne des ovocytes de Pleurodéle
(Amphibien Urodele).

Le DEA en poche, j’ai fait une « pause » sous les drapeaux d’une dizaine de mois avant
d’entreprendre une theése en septembre 1996. Cette date coincide avec les recrutements de
Natacha Prevarskaya a la téte du laboratoire de Physiologie Cellulaire et de celui de Roman
Skryma en tant que Maitre de Conférences. Sous la cotutelle de Natacha et d’Halima, j’ai entamé
1I’étude des mécanismes d’action de la prolactine in vivo et in vitro sur la prostate. Ces travaux se
sont déroulés selon trois axes principaux :

- le premier concerne 1’étude, en patch-clamp, des canaux potassiques impliqués dans la
prolifération des cellules cancéreuses prostatiques humaines et dans les mécanismes de
transduction de la prolactine ;

- le deuxiéme axe, quant a lui, fait appel aux techniques d’imagerie calcique afin de
caractériser le role du calcium dans la régulation de 1’apoptose. Nous avions mis 1’accent
sur les récepteurs a la ryanodine et Bcl-2 ;

- le troisiéme axe a trait aux études in vivo des effets de la prolactine sur la prostate de rat.
Au cours de ma these, j’ai eu la chance d’établir de bonnes relations de travail avec le

monde de I’entreprise et notamment avec « Pierre Fabre Médicaments ». Nous avions établi,
avec le Département Urologie de cette entreprise, de nombreuses collaborations ayant débouché
sur des contrats de recherche ainsi que sur des publications communes.

Apres la soutenance de ma theése fin 1999, je suis parti en stage post-doctoral au sein du
laboratoire de Physiologie (Université de Liverpool, GB) dirigé par le Pr. O.H. Petersen. Avec le
Dr. A. Tepikin comme superviseur et bénéficiant des conseils précieux et avisés du Dr J.
Cancela, j’ai eu I’opportunit¢ d’employer, de mani¢re combinée, les deux techniques
principalement utilisées au cours de ma these, a savoir le patch-clamp et ’imagerie calcique. Au
cours du stage post-doctoral, le modele cellulaire a changé. En effet, les cellules cancéreuses
prostatiques humaines se sont « transformées » en cellules de pancréas exocrine de souris. Par
contre, une continuité thématique a été suivie. En effet, les travaux auxquels j’ai participé a
Liverpool ont porté sur les mécanismes de fuite calcique au sein du réticulum endoplasmique :
d’une part, la fuite dite « active », c’est a dire engendrée par des agonistes tels que I’IP3, I’ADPr
cyclique et le NAADP ; et d’autre part, la fuite « passive » transitant par des canaux de fuite dont

tout le monde parle mais qui restent un mystere.
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Enfin, en septembre 2000, j’ai été¢ recrut¢ comme Maitre de Conférences dans le

laboratoire de Physiologie Cellulaire. J’ai donc essayé de mettre a profit les connaissances
techniques et scientifiques acquises au cours de mon stage post-doctoral a Liverpool. J’y ai
poursuivi les études menant a la caractérisation des canaux de fuite calcique du réticulum

endoplasmique. Du pancréas, je suis revenu a la prostate.

La présentation des travaux auxquels j’ai participé s’articule en deux grandes parties :

- La premicre a trait a I’implication des canaux potassiques dans le contrdole de la
prolifération des cellules cancéreuses de la prostate. Natacha et Roman avaient débuté cette
thématique de recherche a Bordeaux. Ils I’ont naturellement poursuivie a Villeneuve d’Ascq. Par
ailleurs, Halima réalisait une étude similaire sur les cellules cancéreuses mammaires humaines.
Le but de ces travaux est bien entendu de déterminer quels sont les canaux ioniques responsables
de la prolifération cellulaire des cellules cancéreuses prostatiques humaines afin de découvrir de
nouvelles cibles thérapeutiques potentielles.

- La seconde partie illustre les études concernant la régulation de I’état des stocks
calciques, notamment par les canaux dits « de fuite ». En effet, il s’agit du sujet sur lequel je
travaille principalement actuellement.

Les canaux de « fuite » sont un vaste domaine de recherche. En science, nous aimons
nommer les choses. En effet, nommer un objet, implique de le connaitre un tant soit peu.
Néanmoins, donner un nom aussi vague a ces canaux dénote d’un manque de connaissance, de
compréhension de leurs structures et de leurs rdles physiologiques. De trés nombreux canaux
ioniques ont été caractérisés. Par contre, les canaux de fuite restent a découvrir. C’est donc a

cette famille de canaux « fourre-tout » que je me suis intéressé en particulier.
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Introduction
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Au cours des chapitres suivants, je vous présenterai briévement les mécanismes de

régulation de la prolifération cellulaire par les canaux potassiques. Je terminerai cette
introduction en rappelant les mécanismes de régulation de la concentration en calcium

cytosolique et luminal.

I- Généralités sur le cancer de la prostate

Les hyperplasies bénignes et les cancers de la prostate sont des maladies des plus fréquentes.
Le cancer de la prostate est devenu la premiére cause de mortalité par cancer dans la population
masculine apres le cancer du poumon. La croissance normale et pathologique de cette glande est
sous le controle des androgénes. C’est la raison pour laquelle la plupart des traitements actuels se
basent sur la diminution du taux d’androgénes circulants. Cependant, a long terme, les tumeurs
deviennent hormono-indépendantes et entrent en phase d’échappement thérapeutique. Il est donc
capital d’une part, de déterminer quels sont les mécanismes responsables de cette évolution et

d’autre part, de mettre en évidence de nouvelles cibles thérapeutiques.

L’une des particularités du cancer de la prostate réside dans le fait que son développement est
lent. Un patient peut survivre plusieurs années avec cette pathologie. Ce n’est pas le cas pour
d’autres cancers beaucoup plus invasifs comme le cancer du poumon ou le cancer du pancréas.
Cette réalité est illustrée dans les figures ci-dessous issues d’une étude épidémiologique réalisée
par 'INSERM (Remontet et al., 2003) et de 1’étude Eurocare (Berrino, 2003). La figure 1
représente le nombre de nouveaux cas, chez I’homme et chez la femme en 2000 ainsi que le
nombre de déces imputables a ces pathologies en 1999. La figure 2 illustre le taux de survie apres
5 ans en fonction du nombre de cas diagnostiqués. Il apparait que le taux de survie est
relativement important pour le cancer de la prostate comme I’indique la figure 2. Juste une
parenthése pour attirer votre attention sur les similitudes épidémiologiques que 1’on rencontre
entre le cancer de la prostate et le cancer du sein, une autre glande traitée par hormonothérapie....
Le nombre de déces dii au cancer de la prostate est largement inférieur au nombre de cas
détectés. Cela indique encore que le taux de survie est important. Néanmoins, ces données de
mortalité ne prennent pas en compte les patients décédant d’autres pathologies au cours de leur
traitement. En effet, le cancer de la prostate touche des individus le plus souvent agés. D’autres
pathologies peuvent se superposer au cancer cas comme les maladies cardio-vasculaires par

exemple.
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Fréquence des cancers, Franc e, hommes
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Figure 1 : Etude épidémiologique sur la fréquence des cancers
dans la population francaise. D’aprés Remontet et al. 2003.
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Survie relative a 5 ans (cancers diagnostiqués en 1990-1994)
et nombre de cas en 2000

100 %
Thyroide ppgjano me
. o LB ® :
= 75% Mo dgk® Endo meétre ® sScin
% o2
w g g Col utérin ® Frostate
® g ™~ % Larynx
g = Lympho me s
== o 50% » & Cilonetrectum
T 3 = @ Vessie
T o9 Ovaire Rein
@ i g ®® &,  inicsw Bouche et pharynx
5 52w & Myélomes multiples
= -
0;:‘ % 15% - @ Estomac
@ Cerveau et SNC
; Oesophage Poumaon
Mésu1helloml. Fole L {
0% 4 ® Pancréas . .
12500 25000 37500 50000

Nombre de cas diagnostiqués en 2000

Figure 2 : Taux de survie a 5 ans par cancer en fonction du
nombre de cas diagnostiqués. D’aprés Berrino et al. 2003.

Des travaux récents indiquent que des altérations de I’homéostasie calcique et des
modulations des canaux ioniques peuvent étre impliquées dans la prolifération cellulaire,
I’apoptose, la différenciation et I’oncogenese. Des variations fonctionnelles et/ou de 1’expression
de ces canaux peuvent conduire au développement de pathologies appelées canalopathies. La
localisation tissu-spécifique de ces canaux, ainsi que leur structure variable pourrait permettre de
traiter spécifiquement une canalopathie en limitant les effets potentiels sur les autres organes.
C’est la raison pour laquelle le ciblage des canaux ioniques d’intérét offre de grandes

opportunités pour les traitements des cancers.

- Canaux potassigues et prolifération cellulaire

Les canaux potassiques sont impliqués dans le processus prolifératif de nombreux types
cellulaires. Un grand nombre de travaux le confirment. D’une part, I’inhibition des canaux
potassiques provoque une diminution de la prolifération cellulaire. D’autre part, I’on constate que

la surexpression de ces canaux induit une augmentation de la prolifération cellulaire et une
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progression tumorale. Par ailleurs, les cellules en prolifération ont un potentiel de membrane

plus hyperpolarisé que les cellules différenciées. Enfin, dans de nombreux types cellulaires, les
canaux potassiques de type Kca (IK), KV1.1, KV 1.3 et hEAG seraient impliqués dans la

progression au sein du cycle cellulaire.

1- Classification des canaux potassiques

Il existe 68 geénes codants pour des canaux potassiques. Selon leurs propriétés
¢lectrophysiologiques et leur structure moléculaire, les canaux potassiques ont été classés selon
les familles suivantes :

- Les canaux potassiques voltage-dépendants de type Kv (sous-familles shaker, shaw, shal,
KCNQ et éther a go go (EAG)). Les canaux de type Kv se subdivisent en Kv1, Kv2, Kv3
et Kv4. La sous-famille EAG comprend les canaux de type EAG, ERG (pour « EAG
related gene »), elk et BEK.

- Les canaux potassiques sensibles a ’ATP (Kjr).

- Les canaux potassiques modulés par le pH intracellulaire, les acides gras et I’étirement de
la membrane (Task, Trek et Trak).

- Les canaux potassiques activés par le calcium intracellulaire :

» BK (« Large conductance potassium channel ») ;
= SK (« Small conductance potassium channel ») ;

»  [Kca (“Intermediate conductance potassium channel »).

Nous nous sommes particulierement intéressés au canal potassique de type EAG connus pour
participer au contrdle de la prolifération cellulaire (Ouadid-Ahidouch et al., 2004; Pardo et al.,
1999). Par ailleurs, il a été mis en évidence par Farias et collaborateurs que le canal hEAG est
exprimé de préférence dans le cancer du col de I’utérus. Ce canal est absent du col sain, ce qui en

fait une cible thérapeutique potentielle (Farias et al., 2004).

2- Canaux potassigues et physiologie cellulaire

a- Importance du potentiel de membrane et des signaux calciques dans

la prolifération cellulaire

Les canaux potassiques contrdlent le potentiel de repos. Toute modification du potentiel de
membrane aura des conséquences importantes sur la physiologie de la cellule.

I1 existe une corrélation claire entre potentiel de membrane et activité¢ mitotique. En effet, les
cellules différenciées sont dépolarisées alors que les cellules en division sont hyperpolarisées,

comme par exemple les cellules tumorales. Les cellules ayant recours aux facteurs de croissance
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et aux hormones pour entrer dans le cycle cellulaire possédent un potentiel de membrane

intermédiaire (Binggeli and Weinstein, 1986). La stimulation mitogénique provoque une breéve
hyperpolarisation en début de phase G1 suivie d’une dépolarisation dans la plupart des cellules.
L’hyperpolarisation (qui accroit la force électromotrice du calcium) est nécessaire pour induire
une entrée accrue de calcium en phase G1.

De méme que la corrélation entre I’activité¢ des canaux potassiques et I’entrée de calcium est
démontrée, 1’hyperpolarisation favorise les cotransports de nutriments de type secondaires

utilisant le sodium.

b- Volume cellulaire et prolifération

Lors de la progression dans le cycle cellulaire, le volume des cellules change
continuellement. Il existe, de ce fait, des mécanismes de compensation. Les canaux potassiques
et chlorures y participent.

Il a été¢ démontré par 1’équipe de J.M. Dubois que les agents mitogénes stimulent la capture
de nutriments et induisent le gonflement cellulaire. L accroissement du volume cellulaire active
des protéines kinases régulatrices comme ERK 1 et ERK 2 (Dubois and Rouzaire-Dubois, 2004;
Rouzaire-Dubois and Dubois, 1998). Par contre, I’augmentation du volume cellulaire provoque
également un phénomeéne de dilution qui provoque une modification de 1’activité enzymatique. Il
en résulte une courbe en cloche qui correle le volume cellulaire et la prolifération.

Afin de rester dans des volumes physiologiques, les cellules font appel a des systémes de
régulation comme le RVD (« Regulatory Volume Decrease ») : lors de I’augmentation du
volume cellulaire, des canaux potassiques, mais aussi au chlore (VRAC « Volume-Regulated
Anion Channel) sont activés. Il en résulte une sortie massive de ces ions et ainsi une sortie d’eau
et donc une diminution de volume (Lemonnier et al., 2002a; Lemonnier et al., 2002b). Par
ailleurs, I’importance de ces canaux dans le cadre du controle du volume cellulaire est souligné
par le fait qu’ils sont régulés en fonction du cycle cellulaire (Shen et al., 2000).

En conclusion, les hypothéses actuelles tendent a montrer qu’au cours de la division
cellulaire, I’activation des canaux potassiques est transitoire (et est corrélée aux oscillations de
concentration intracellulaire en calcium suite a I’activation des canaux SOC) et ne modifie que
peu la concentration interne en potassium de la cellule (Kunzelmann, 2005). L’augmentation du
volume cellulaire accompagne la prolifération cellulaire. Néanmoins, les liens exacts entre
I’activation des canaux potassiques, I’augmentation du volume cellulaire et la prolifération sont

peu clairs.
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c- Role des canaux potassiques dans I’apoptose

Les canaux potassiques sont également activés lors de I’apoptose. Ceci est paradoxal eu
égard au role des canaux potassiques lors de la prolifération cellulaire. Cependant, lors de
I’apoptose, il semblerait que I’activation des canaux potassiques se fasse de maniere prolongée.
En effet, ’apoptose s’accompagne souvent d’une vidange totale des stocks calciques et d’une
augmentation de la concentration intracytoplasmique en calcium (Skryma et al., 2000). Il en
résulte un efflux de potassium et une diminution du volume cellulaire. Ceci provoque 1’activation
de caspases et de nucléases (Wang, 2004) qui vont ainsi propager le signal apoptotique. Lors de
I’apoptose, il se produit de nombreuses modifications de concentration ionique intracellulaire.
Néanmoins, il a ¢été proposé que ces enzymes soient dépendantes des concentrations
intracellulaires en potassium (Johnson and Day, 2000). Le potassium semble donc jouer un role

clé dans la régulation des processus apoptotiques.

Comme nous I’avions vu dans le paragraphe précédent, lors de la prolifération cellulaire, les
canaux potassiques sont également activés. HERG, par exemple, favorise I’apoptose induite par
H,O, et facilite par ailleurs la prolifération de cellules tumorales (Wang et al., 2002).
L’explication de ce paradoxe résiderait dans le fait que 1’apoptose est également déclenchée soit
par I’activation de récepteurs dits « de mort » par des molécules spécifiques (déclenchement
exogeéne) soit par des perturbations des mitochondries (déclenchement endogene). Ces
phénomeénes sont des événements précoces d’initiation de 1’apoptose et ne se produisent pas lors
de la prolifération cellulaire.

Lors de I’apoptose, il semblerait que I’activation des canaux potassiques soit beaucoup plus
prononcée que celle qui survient lors de la prolifération cellulaire (Yu and Choi, 2000). Dans ce
cas, le volume cellulaire diminue contrairement a 1’augmentation de volume enregistré lors de la
division cellulaire. De plus, les efflux de potassium lors de 1’apoptose sont de loin beaucoup plus
importants que ceux se produisant lors de la prolifération de cellules tumorales. Ceci a été¢ mis en
évidence par I’équipe de Cidlowski (Hughes et al., 1997). Au final, la concentration en potassium
intracellulaire peut descendre a 50 mM voire méme en dessous. En paralléle, les auteurs ont
enregistré une hausse de la concentration en Na' intracellulaire. Lors de la prolifération
cellulaire, par contre, les modifications de concentration intracellulaire en potassium sont des
oscillations autour d’un niveau de concentration plus élevé (Takagi et al., 1986). Selon ces
auteurs, en général, de fortes concentrations en potassium sont enregistrées lors de la
prolifération. Cela concorde avec le fait que certaines enzymes nécessitent un taux de K™ élevé
pour fonctionner et induire la division cellulaire. Ces enzymes seraient donc inactives lors de

’apoptose ou la concentration en K cytosolique est faible.
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3- Role des canaux K+ dans la prolifération cellulaire.

a- ldentification des canaux impliqués

L’identification des canaux potassiques impliqués dans la prolifération cellulaire
s’effectue en utilisant des inhibiteurs pharmacologiques. Néanmoins, leur spécificité n’est pas
toujours suffisante. Par ailleurs, leur utilisation a forte concentration peut avoir des effets
annexes. La solution actuelle la plus efficaces consiste a utiliser des siRNA dirigés contre un
canal d’intérét ou encore de surexprimer ce canal dans un modele cellulaire afin d’en
appréhender les conséquences.

Il est difficile de corréler la prolifération cellulaire avec un seul type de canal. Les cellules
expriment le plus souvent de nombreux types de canaux potassiques et faire la part de
I’implication d’un type de canal vis-a-vis des autres n’est pas évident. Cela ne va pas sans
compter également I’expression de canaux dépendante des phases du cycle cellulaire. Au cours

des paragraphes qui suivent, j’ai choisi quelques exemples représentatifs des travaux sur ce sujet.

b- Kv

L’impact de ces canaux sur la prolifération cellulaire a essentiellement été étudié sur celle
des cellules tumorales et principalement celles d’origine épithéliale (Abdul and Hoosein, 2002b;
Abdul and Hoosein, 2002¢; Bianchi et al., 1998).

Ces canaux potassiques s’ouvrent lors des dépolarisations de la membrane. Cela se
produit au sein des cellules excitables lors de 1’émission des potentiels d’action. Dans les cellules
non excitables, le phénomeéne permettant I’ouverture de ces canaux est différent : il faut se référer
au « courant de fenétre » qui existe au sein des cellules cancéreuses notamment. En effet, ces
derniéres ont un potentiel de repos plus dépolarisé par rapport aux cellules épithéliales
différenciées (O'Grady and Lee, 2005; Pardo, 2004).

Néanmoins, peu de choses sont connues sur le potentiel de membrane des cellules
normales au sein du tissu sain. En effet, rien n’indique que le potentiel de membrane des cellules
normales en culture primaire soit similaire a celui que I’on pourrait mesurer au sein du tissu
d’origine. Par exemple, la membrane basolatérale des cellules épithéliales de pancréas exocrine
est en relation avec les protéines du sérum. La mesure de leur potentiel de membrane indique
qu’elles sont plus dépolarisées que celles qui sont mises en culture. De ce fait, nous ne pouvons
affirmer que les canaux potassiques de type Kv ne soient pas activés in situ dans des conditions
physiologiques.

Enfin, les hormones et les facteurs de croissance modulent I’activité des canaux
potassiques. La prolactine augmente la probabilité d’ouverture d’un canal potassique de type Kv,

via I’activation de P59™", dans un lignée de cellule cancéreuse prostatique humaine LNCaP (Van
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Coppenolle et al., 2004a). Les hormones et les facteurs de croissance peuvent également

induire la surexpression de canaux potassiques : c¢’est ce que produit I’IGF1 sur des canaux de

type Kv au sein des cellules HEK293 (Kunzelmann, 2005).

c- Canaux de type EAG et HERG

La famille des canaux potassique de type EAG (ether-a-go-go) a été décrite initialement
puis clonée chez Drosophila melanogaster (Warmke et al., 1991). Deux des canaux de cette
famille sont impliqués dans la prolifération cellulaire : EAG et HERG (« Human EAG-related
K+ channel »).

L’activité des canaux de type EAG et HERG est modulée au cours du cycle cellulaire
chez I’embryon de Xénope (Day et al., 2001). Il ne semble pas que ceci soit un épiphénomeéne.
En effet, ces canaux sont inhibés lors de la transition G2/M, ce qui provoque une dépolarisation
de la membrane (Bruggemann et al., 1997). Cette inhibition est induite par la Cycline B et
P34°P2. Par contre, I’activité de ces canaux est plus élevée lors de la transition M/G1. Par
ailleurs, il a été démontré que les canaux EAG possedent des sites consensus pour les MAP

kinases (« mitogen-activated protein kinase »), les « mitosis-promoting factors » (MPF).

L’expression des canaux EAG peut étre également spécifique d’un tissu donné. Barajas
et collaborateurs (Farias et al., 2004) ont mis en évidence par RT-PCR que le canal EAG n’est
pas exprimé dans le col de 1’utérus sain. Par contre, sa présence est systématique dans les tissus
cervicaux cancéreux. Cela corrobore les travaux de Pardo et collaborateurs (Pardo et al., 1999)
qui ont mis en évidence le role oncogénique de ce canal grace a I’utilisation de souris nude.
L’inhibition de ’expression des canaux EAG au sein des tumeurs réduit considérablement la
prolifération cellulaire. A I’inverse, une surexpression des canaux EAG induit un développement
tumoral plus important. EAG a par ailleurs été caractérisé dans d’autres types cellulaires comme
dans les tumeurs mammaires (il est absent des cellules saines) (Ouadid-Ahidouch et al., 2001) et
les neuroblastomes (Meyer and Heinemann, 1998).

Les canaux de type EAG seraient activés en début de cycle cellulaire. La progression des
cellules en phase G1 s’accompagne d’une entrée massive de calcium. Cette derniére inhibe EAG,
mais active une autre conductance potassique (activée par le calcium) IKCal qui a son tour
provoque une augmentation du calcium intracellulaire (dans laquelle le canal TRPV6 est
impliqué) et une progression du cycle cellulaire en phase G1/S (Article Roudbaraki et al.,
Soumis). L’activation séquentielle de ces canaux potassiques induirait donc des variations de

calcium intracellulaire sous forme d’oscillations.
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Les canaux de type HERG sont présents lors de la vie feetale, essentiellement au niveau
cardiaque (Wang and Duff, 1996; Wang et al., 1996; Wang, 2004). Ces canaux disparaissent a
I’état adulte au sein des cellules différenciées, mais réapparaissent dans les cellules tumorales
(Bhattacharyya et al., 1997; Claycomb et al., 1998; Kabir et al., 2000; Wang et al., 2002; Yang et
al.,, 1997). Cela signifie que les canaux HERG jouent un role actif dans la régulation de la

prolifération cellulaire.

d- Canaux K+ activés par le calcium

Ces canaux sont présents dans un grand nombre de types cellulaires : la prostate (Abdul
and Hoosein, 2002a; Parihar et al., 2003; Suzuki and Takimoto, 2004), I’utérus (Suzuki and
Takimoto, 2004), les cellules gliales (Basrai et al., 2002), I’estomac (Elso et al., 2004), le
pancréas (Jager et al., 2004), I’hypyphyse (Czarnecki et al., 2003), le sein (Ouadid-Ahidouch et
al., 2004), le colon (Abdul and Hoosein, 2002a; Lastraioli et al., 2004; Yao and Kwan, 1999).

Comme pour les canaux de type EAG, I’expression des canaux potassiques activés par le
calcium peut étre dépendante du cycle cellulaire. Cela a été clairement démontré pour hIK1
(Ouadid-Ahidouch et al., 2004) au sein des cellules cancéreuses mammaires humaines MCF-7.
L’activité de ce canal est augmentée en fin de G1 et en début de phase S. Ce phénomeéne est di
en partie a un niveau d’ARNm codant pour ce canal plus élevé lors de ces phases du cycle
cellulaire. Cela induit un influx de calcium plus important du fait de I’hyperpolarisation de la
membrane qui en découle. Les hormones impliquées dans la prolifération et la survie peuvent
moduler P’activit¢ de ces canaux. Citons comme exemple l’oestradiol qui active un canal
potassique de type BK dans les cellules cancéreuses mammaires humaines MCF-7 (Coiret et al.,

2005).

e- Autres canaux potassigues

Il existe un grand nombre de canaux potassiques. Je citerai ici comme exemple les canaux
présentant 2 pores en tandem : les « 2P-domain K+ Channels ». Ces canaux sont ouverts au
potentiel de repos et peuvent de ce fait jouer le role de canal de fuite pour le potassium. (Patel
and Lazdunski, 2004). L’un de ces canaux, KCNK9 (encore appelé TASK3 pour « TWIK-related
acid-sensitive K+ Channel ») est surexprimé dans le cas des cancers du sein, de la prostate et du
poumon (Mu et al., 2003). Ceci est dii a une amplification génomique. Cela confere a la tumeur

des propriétés oncogéniques.
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Les canaux sensibles a I’ATP (Canaux Katp ) sont présents dans les cultures primaires

d’hépatocytes et de foie de rat (Malhi et al., 2000) et accroissent la prolifération cellulaire. Cette

étude ne montre pas de modulation des flux calciques par ces canaux.

4- Applications cliniques ?

La premiére question a se poser quant aux applications cliniques potentielles : faut-il
inhiber les canaux potassiques afin de bloquer la prolifération cellulaire ou est-il préférable
d’activer ces canaux dans le but d’induire 1’apoptose ?

Il existe malheureusement encore de nombreuses lacunes pour répondre a cette question.
Nous connaissons finalement peu de choses sur le fonctionnement et le role de ces canaux in situ,
dans la tumeur. Par ailleurs, nous ne possédons pas encore d’inhibiteurs pharmacologiques
suffisamment spécifiques (traversant la barriere hémato-encéphalique ou non) pour ne bloquer
que le canal potassique qui serait surexprimé au sein d’une tumeur donnée et ne pas induire
d’effets secondaires sur un autre organe (notamment au niveau cardiaque). La solution réside
peut-étre dans I’injection de siRNA qui donne de bons résultats in vivo sur la souris. Ainsi, nous
pourrions mettre en évidence quel canal pourrait étre utilisable sans effets secondaires chez
I’homme (ce pourrait étre le cas de hEAG par exemple). Néanmoins de nombreuses autres études

seront nécessaires pour y parvenir.

5- Conclusion

Au cours de la transformation d’un épithélium normal vers le cancer, un grand nombre
d’altérations peuvent survenir et affecter notamment leur expression ou leur activité. Ces
modifications peuvent conduire au développement d’une tumeur. Il n’est pas encore tres clair a
quel stade de développement du cancer ces modifications apparaissent et quels sont les canaux
exprimés différentiellement entre les tissus sains et les tissus cancéreux. Ce processus peut
impliquer les canaux potassiques, mais également les canaux calciques.

Comme nous venons de le voir, les canaux potassiques jouent un réle important dans le
contrdle de la prolifération cellulaire et de I’apoptose. Cependant, notre attention s’est également
portée d’une part sur des canaux calciques de type SOC (pour « Store Operated Channels »)
activés suite a la vidange des réserves calciques intracellulaires et d’autres part, sur les canaux de
fuite calcique du réticulum endoplasmique.

Les canaux potassiques controlent le potentiel de membrane, mais ils modulent également
I’influx de calcium via les canaux SOC. En effet, les canaux de type SOC constituent la voie

majeure d’entrée de calcium dans les cellules non excitables. L’activation des canaux potassiques
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hyperpolarise la membrane plasmique, ce qui a pour conséquence d’augmenter la force

¢lectromotrice pour le calcium et donc son entrée dans la cellule.

I11- Régulation de la concentration calcigue luminale et cytosolique

1- Le calcium : second messager ubiquitaire

L’ion calcium est considéré comme un second messager ubiquitaire utilisé par tous les
types cellulaires. C’est un facteur essentiel impliqué dans de nombreux processus cellulaires.
Pour cela les signaux calciques sont régulés de nombreuses fagons afin d’opérer un large spectre
de fonctions physiologiques aussi diverses que I’apoptose, la prolifération, la différenciation, la
fécondation et la sécrétion (Berridge, 1995; Nicotera and Rossi, 1994), les signaux calciques ont
une provenance, une fréquence, une amplitude et une étendue qui sont autant de parametres qui
permettent d’affiner le signal afin de lui donner une spécificité : on parle alors de « signature

calcique ».

Comme I’illustre la figure 3, a tout moment la concentration en calcium dans le
cytoplasme est déterminée par une balance entre un « état activé » et un « état de repos »

(Berridge et al., 2003).

Ainsi, lors de «1’état activé » les stimuli peuvent provoquer a la fois une entrée de
calcium provenant du milieu externe, ou la production de seconds messagers capables de
provoquer la vidange du calcium contenu dans les organites intracellulaires tels que le réticulum
endoplasmique de la cellule (ce qui provoque une hausse de la concentration de calcium dans le
cytoplasme). Une grande majorité de ce calcium sera liée aux tampons intracellulaires, alors que
le reste interagira avec des effecteurs qui activeront différents processus cellulaires dans une
gamme de temps assez large. Prenons par exemple une jonction synaptique. Le calcium peut
induire 1’exocytose en quelques microsecondes, alors que ce méme calcium doit interagir
pendant quelques minutes a des heures afin d’engendrer des effets tels que la transcription

génique ou la prolifération cellulaire (Berridge et al., 2000; Carafoli et al., 2001).

Par la suite, lors du retour a « I’état de repos », le calcium est libéré des effecteurs et des
tampons. La concentration de calcium dans le cytoplasme est de retour au niveau basal par

I’action combinée de pompes et d’échangeurs.

Il est également important de noter qu’une surcharge en calcium dans le cytoplasme ou
dans les mitochondries pendant un temps prolongé peut avoir des conséquences déléteéres pour la

cellule et donc conduire a des processus apoptotiques.

© 2007 Tous droits réservés. http://www.univ-lille1.fr/bustl



HDR de Fabien Vancoppenolle, Lille 1, 2007

37
Ainsi, la survie cellulaire dépend de 1’homéostasie calcique. Pour cela, il est important

de connaitre les différents canaux ioniques et transporteurs présents sur la membrane plasmique
ou sur la membrane du Réticulum Endoplasmique (RE) (principale réserve calcique de la

cellule).

@ Stimul [Ca?]
\A ‘ \ Pompes/échangeurs

Membrane
Cytoplasme plasmique

[Ca®'] basal

Canaux é Pompes
RE

STIMULATION REPOS

2+
[Ca”™]
¢ ? T SURCHARGE EN CALCIUM
Effecteurs
7 N
poptose
é \: Prolifération
Transcription Fertilisation

Exocytose Contraction

us ms min
f 4
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Figure 3 : Représentation schématique de la signalisation calcique. (A) : entrée de calcium ou production
de seconds messagers qui provoquent la libération du calcium contenu dans les stocks intracellulaires ;
(B) : Variété de processus physiologiques induits par le calcium ; (C) : retour a I’état de repos grace a
I’action combinée de pompes et d’échangeurs.(Berridge et al., 2003)

2- Homéostasie calcique

a- Canaux et pompes présents au niveau de la membrane plasmique (figure 4)

1. Les canaux VOC (Voltage Operated Channel) sont présents

essentiellement sur les cellules excitables. Ils sont activés par une
variation du potentiel membranaire.

2. Les canaux ROC (Receptor Operated Channel) sont présents

essentiellement sur les cellules non excitables. Ils sont activés par la

fixation d’un ligand spécifique.

3. Les canaux SOC (Store Operated Channel) sont activés lors de la

déplétion des stocks calciques.

© 2007 Tous droits réservés. http://www.univ-lille1.fr/bustl



HDR de Fabien Vancoppenolle, Lille 1, 2007

38
4. Les pompes calciques PMCA (Plasma Membrane Ca®" ATPase)

sont ubiquitaires et permettent de faire sortir le calcium de la cellule.

5. Les échangeurs comme I’échangeur Na*/Ca®" qui fait sortir le calcium

de la cellule et assure le maintien du gradient ¢lectrochimique de cet

ion.

b- Canaux et pompes présents au niveau du réticulum endoplasmique

1. Les récepteurs IP; (IPsR) sont activés par la fixation de 1’Inositol tri

Phosphate.

2. Les récepteurs a la ryanodine (Ryr) sont activés par le calcium et

1’ADP ribose cyclique.
3. Le récepteur au NAADP (Nicotinic Acid Adenine Dinucleotide

Phosphate) qui libére du calcium suite a la formation de ce ligand.

4. Les pompes calciques : SERCA (Sarcoplasmic Endoplasmic Reticulum
Ca”" ATPase) sont chargées de faire rentrer le calcium dans le RE.

5. Certains canaux TRP comme TRPMS8 qui présent a la fois sur la

membrane plasmique, mais également sur celle du RE.

6. Les pannexines dont la structure est proche de celle des connexines et

qui peuvent former des canaux perméables au calcium au sein du RE
(Vanden Abeele et al., 2006).

7. Les présénilines, protéines transmembranaires du RE peuvent

¢galement jouer le role de canal perméable au calcium (Tu et al.,
2006).

8. Les canaux de fuite : terme générique définissant les canaux laissant

sortir passivement le calcium du RE. Les mécanismes cellulaires
responsables de cette fuite ainsi que la nature moléculaire de ces

canaux sont inconnus a ce jour.
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Figure 4 : Principaux canaux et pompes calciques présents dans une cellule animale.

Ainsi, dans le cytoplasme de la cellule on trouve des organites qui capables de stocker du
calcium a une concentration trés importante. Ceci est particulierement vrai pour le réticulum
endoplasmique (RE) qui représente la principale source de calcium mobilisable. Le RE est donc
un acteur trés important pour la régulation de la signalisation calcique : le calcium mobilisé a
partir du RE est a la base de nombreux processus physiologiques comme I’apoptose, la
prolifération ou la sécrétion. En effet, des études réalisées au sein du laboratoire ont démontré
qu’une baisse de la concentration de calcium dans le RE est associée aux phénomenes de
résistance apoptotique des cellules cancéreuses prostatiques humaines (Vanden Abeele et al.,
2002; Vanoverberghe et al., 2004). De plus, il a été démontré que I’induction de la fuite passive
de calcium ainsi que D’activation des canaux calciques de type SOC, grace a des substances
pharmacologiques telles que la thapsigargine, peut induire ’apoptose de ces mémes cellules
(Skryma et al., 2000).

La lumiére du RE est également un environnement parfaitement adapté pour la synthése
protéique, les modifications post-traductionnelles et la maturation des protéines. C’est pourquoi
I’homéostasie calcique du RE est finement régulée. Plusieurs mécanismes sont impliqués dans
cette régulation :

a) La libération provoquée de calcium a partir du RE aprés production de second
messager tels que 1I’IP;, I’ ADP ribose cyclique, le calcium et le NAADP.

b) La capture du calcium dans le RE grace aux pompes calciques de type SERCA.
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c) La fixation du calcium au sein du réticulum par des protéines chaperonnes
telles que la calréticuline et la calnexine.
d) La fuite passive de calcium qui contrebalance I’influx créé par les pompes

permettant ainsi d’équilibrer les concentrations en calcium intra réticulaire.

Cependant si la connaissance des pompes calciques, des récepteurs IPs, ainsi que celle des
récepteurs a la ryanodine est de plus en plus étendue (régulation par le calcium, la modulation, la
nature moléculaire ainsi que le rdle physiologique), celle des canaux calciques de fuite est
beaucoup moins vaste. Dans le paragraphe suivant nous discuterons de 1’état des connaissances

sur la fuite passive de calcium a partir du RE.

c- Mitochondries, appareil de Golgi et noyau

Les mitochondries, 1’appareil de Golgi et le noyau participent également au controle de la
concentration en calcium intracellulaire (Campanella et al., 2004; Gerasimenko et al., 2003;
Petersen et al., 1998; Rizzuto et al., 1999; Robert et al., 2000; Tinel et al., 1999). Néanmoins, le

but de mon propos n’est pas d’en faire le détail ici.

3- Fuite de calcium a partir des stocks intracellulaires: une énigme de la

signalisation calcigue

La fuite passive de calcium est le mécanisme le plus énigmatique intervenant dans la
régulation de ’homéostasie calcique. La nature moléculaire de cette fuite est encore inconnue.
C’est un mécanisme lent, facilement masqué par des seconds messagers induisant un relargage
de calcium beaucoup plus rapidement, ce qui rend cette fuite difficile a étudier. Ceci explique la
faible étendue des données la concernant. Cependant, au cours du temps, des données se sont
lentement accumulées.

a) La fuite passive n’est pas affectee par I’inhibition des RyR par le rouge de
ruthénium et des IP3R par I’héparine. La fuite passive de calcium ne transite donc pas via les
récepteurs IP; et les RyR (Missiaen et al., 1996). De méme, I’inhibition de la réponse au NAADP
(Nicotinic Acid Adenine Dinucleotide Phosphate) n’a aucun effet sur le taux basal de la fuite
passive (Lomax et al., 2002). Comme I’illustre la figure 5, il existe deux types de mobilisation de
calcium a partir du RE : la libération provoquée de calcium et la fuite calcique passive. Pour la
libération de calcium provoquée, la fixation d’un ligand sur des récepteurs spécifiques se
trouvant sur la membrane plasmique provoque la formation de second messager tel que I’IP;.
Celui-ci se fixe sur des récepteurs se trouvant sur la membrane du RE : on observe alors une

vidange du RE activée par un ligand spécifique. Une variation de conformation des récepteurs
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IP; due a leur activation entraine I’entrée de calcium dans le cytoplasme par I’intermédiaire des

canaux calciques de type SOC (Vanden Abeele et al., 2004).

Libération provoquée Fuite passive

canaux _
SOC #

canaux

Figure 5 : Comparaison de la libération provoquée de calcium et
de la fuite de calcium passive a partir du RE.

b) En parallele, il existe la fuite calcique passive. A I’état de base, le calcium
contenu dans le RE est le fruit d’un équilibre entre I’entrée de calcium par les pompes
calciques de type SERCA et une fuite passive de base au travers des canaux de fuite.
Actuellement, la seule technique utilisée pour observer la fuite de calcium du réticulum
endoplasmique est [’utilisation d’inhibiteurs des pompes calciques (SERCA) tels que la
thapsigargine. On observe alors une lente diminution du calcium libre dans le réticulum. Cette
vidange du réticulum provoque 1’activation des canaux calciques de type SOC, qui se trouvent
sur la membrane plasmique, chargés de remplir le RE en calcium (la nature de ces canaux SOC
est différente celle des canaux SOC activés par 1I’'IP3) (Vanden Abeele et al., 2003). Cependant
actuellement, méme s’il est évident que la fuite passive de calcium existe, on ignore totalement
dans quelles conditions physiologiques elle a lieu, ou par quels canaux elle transite et comment
se fait I’activation des canaux calciques de type SOC (sensibles a un déséquilibre entre 1’entrée
du calcium par les pompes et la fuite passive). La caractérisation moléculaire de ces canaux de
fuite ainsi que les conditions physiologiques permettant cette fuite passive est primordiale pour

comprendre la régulation fine de la concentration en calcium réticulaire.
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c) De plus, il est important de noter que la thapsigargine est 1’outil

pharmacologique le plus couramment utilis€ pour 1’étude de la fuite calcique. Comme précisé
précédemment, la thapsigargine est connue d’une part pour induire la vidange du calcium
contenu dans le RE et d’autre part pour activer les canaux calciques de type SOC, conduisant
ainsi a I’induction de I’apoptose. Pour ces raisons, cette molécule a fait 1’objet d’essais cliniques
en vue de mettre au point de nouveaux traitements contre le cancer de la prostate (Denmeade et
al., 2003). Cependant, le mécanisme d’action par lequel la thapsigargine induit la fuite passive de

calcium restait inconnu. Il était donc important de tenter d’apporter des réponses a ces questions.

4- ROle du translocon dans la fuite de calcium du RE

J’avais entamé ’étude du réle du translocon dans la fuite calcique a Liverpool lors de mon
stage post-doctoral. J’ai poursuivi ces travaux au sein du laboratoire de Physiologie Cellulaire de
Villeneuve d’Ascq. Le translocon est un complexe de plusieurs protéines. Les sous-unités SEC
61 a, B et y forment le pore du canal. D’autres protéines sont associées a ces sous-unités comme
TRAM et Sec 63p. Les sous-unités ribosomales viennent se lier au translocon. La synthese
protéique peut alors débuter. La chaine peptidique néosynthétisée « descend » dans la lumiére du

RE (Figure 6).

Cytoplasme

/

-

Lumiére du RE

Figure 6: Représentation schématique du translocon. Le complexe
du translocon a été isolé pour la premiere fois chez la levure. 1l est

constitué d’un hétérotrimére associé aux protéines TRAM.
Le translocon est un bon candidat pour étre un canal de fuite pour les raisons suivantes :

- le translocon posséde le pore le plus large présent sur la membrane du RE : 4-6 nm

lorsque le ribosome s’y fixe et 0.9-1.5 nm en absence de ribosome (Hamman et al., 1997);
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- I’équipe de Wonderlin a mis en évidence que de petites molécules polarisées pouvaient

traverser le translocon (Heritage and Wonderlin, 2001; Roy and Wonderlin, 2003). 11 est
donc logique de penser que le calcium puisse également traverser le canal formé par le
translocon ;

- par ailleurs, il a été démontré que le translocon pouvait s’ouvrir de maniére spontanée,

pouvant provoquer ainsi une fuite massive de calcium (Simon and Blobel, 1991).

A la vue de ces données, il était logique de penser que le translocon puisse jouer le réle d’un
canal de fuite. C’est ce que nous avons démontré au cours de notre travail (Flourakis et al., 2006;

Van Coppenolle et al., 2004b).

5- Conclusion

Comme ces derni¢res pages le résument, la régulation de la concentration en calcium
cytosolique et luminale est capitale pour la physiologie de la cellule. Nos connaissances sur les
canaux calciques de la membrane plasmique s’étoffent de jour en jour. Les canaux calciques
intracellulaires (par essence plus difficiles d’accés) sont moins bien caractérisés si 1’on excepte
les récepteurs a I’IP; ou a I’ADPRc. Les études sur les canaux de fuite (dite « non induite ») sont
par contre plus restreintes. Cependant, ces canaux jouent un role capital dans la physiologie de la

cellule et méritent toute notre attention.
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RESULTATS
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Chapitre 1
Implication des canaux potassiques dans le contréle de la
proliferation cellulaire des cancéreuses prostatiques.

Modulation par la prolactine.
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Skryma R., Van Coppenolle F., Dufy-Barbe L., Dufy B., Prevarskaya N.
Characterisation of Ca2+-inhibited potassium channels excised patches of cells
from human prostate cancer cell line LNCaP.

Receptors and Channels, 1999, 6 : 241-253

Article 2

Rybalchenko V., Prevarskaya N., Van Coppenolle F., Legrand G., Lemonnier L.,
Le Bourhis X., Skryma R.

Verapamil inhibits proliferation of LNCaP human prostate cancer cells
influencing K+ channel gating.

Mol. Pharmacol., 2001, 59(6): 1376-87

I- Position du probléme :

Comme décrit dans I’introduction, le cancer de la prostate est androgéno-dépendant dans un
premier temps. A ce stade, le traitement le plus efficace réside dans I’hormonothérapie qui a pour
but de diminuer le taux d’androgénes dans le sang. Les tumeurs régressent, mais
malheureusement, avec le temps, le cancer de la prostate devient androgéno-indépendant.
L hormonothérapie est alors inefficace. Il est donc nécessaire de caractériser de nouvelles cibles

thérapeutiques.

L’inhibition des canaux potassiques des cellules LNCaP conduit a une diminution de la
prolifération cellulaire. Nous nous sommes intéressés par la suite au mode d’action du vérapamil
sur le canal potassique. En effet, le vérapamil inhibe la prolifération cellulaire, mais les
mécanismes responsables de ce phénoméene restent inconnus. Cette molécule possede les
propriétés d’inhiber les phénoménes de « Multi Drug Resistance » (MDR) (Theyer et al., 1993) ;
de bloquer les canaux calciques de type L et d’inhiber les canaux potassiques (Yao and Kwan,
1999). Les cellules LNCaP n’expriment pas de canaux calciques dans des conditions classiques

de culture. Par ailleurs, 1’ équipe de Theyer (Theyer et al., 1993) a démontré que les cellules
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LNCaP n’expriment pas la p-glycoprotéine responsable du mécanisme de MDR. En

conclusion, cette lignée cellulaire est un excellent modele d’étude des effets antiprolifératifs du

vérapamil sur les canaux potassiques (article 2).

11- Résultats et conclusion :

Dans I’article 1, nous avons mis en évidence, grace a la technique de patch-clamp en
configuration « cellule enti¢re » ainsi qu’en « Inside-out », que la conductance unitaire de ce
canal potassique est de 78 pS. La probabilit¢é d’ouverture de ce canal est inhibée par
I’augmentation de la concentration en calcium intracellulaire. Le courant est inhibé par le
calcium. Des études de biologie moléculaire sont indispensables pour identifier plus précisément

la nature des canaux impliqués.

L’article 2 poursuit I’étude démarrée dans I’article 1. Nous nous sommes intéressés ici aux
liens entre la prolifération cellulaire et 1’inhibition du canal potassique. Nous avons
principalement étudié¢ le mode de fonctionnement du vérapamil et du TEA. L’effet de ces
inhibiteurs sur la prolifération cellulaire n’est pas cumulatif. Cela implique que ces deux
molécules partagent une voie commune menant a ’inhibition de la prolifération des cellules
LNCaP. Néanmoins, nous avons mis en ¢vidence que le TEA (1 mM) diminue la conductance
unitaire du canal potassique. Par contre, le vérapamil (10 pM) réduit la probabilité d’ouverture
du canal potassique. En utilisant un analogue non perméant du vérapamil, le N-methyl-
vérapamil, nous avons démontré que le site d’action de cet inhibiteur se trouve, dans les cellules
LNCaP, sur la face interne de la membrane. En effet, le N-methyl-vérapamil n’a pas d’effets
lorsqu’il est ajouté dans le milieu extracellulaire en configuration cellule enti¢re. Par contre, cette

molécule inhibe le courant potassique quand elle est ajoutée au milieu intrapipette.
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Article 3

Ouadid-Ahidouch H., Van Coppenolle F., Le Bourhis X., Belhaj A., Prevarskaya N.
Potassium channels in rat prostate epithelial cells.
Febs Letters, 1999, 459 : 15-21

|- Position du probleme :

Dans cet article, nous nous sommes attachés a caractériser les canaux potassiques des cellules
prostatiques normales. Pour cela, nous avons eu recours a la prostate de rat. En effet, I’obtention
de cellules prostatiques humaines normales se heurte aux difficultés suivantes. Dés la puberté, la
prostate humaine augmente de volume. A ce stade, nous ne pouvons plus qualifier la prostate de
normale. Sans étre cancéreuse, la prostate devient hyperplasique. Nous rencontrons le méme
probléme lors d’un cancer de la vessie. L’exérése de la vessie s’accompagne du retrait d’une
partie de la prostate. Les cellules que nous pourrions utiliser dans ce cas sont donc issues d’une
prostate hyperplasique et non d’une prostate normale vu I’age des patients opérés.

Il existe maintenant des lignées de prostate « normales » obtenues aprés immortalisation.
Neéanmoins, le phénotype de ces cellules est nettement €loigné de celui d’une cellule prostatique
saine.

Nous avons donc opté pour des cultures primaires de cellules de prostate de rat faciles a
obtenir. La prostate de rat est composée de trois lobes principaux. Deux lobes ventraux, deux
lobes latéraux et un lobe dorsal. Les lobes latéraux et dorsaux possédent la méme structure
histologique que la prostate humaine contrairement aux lobes ventraux (Robinette, 1988). C’est
la raison pour laquelle nous avons réalisé cette étude sur des cultures primaires de lobes

prostatiques latéraux et dorsaux.

11- Résultats :

Ces cultures primaires sont composées essenticllement de cellules épithéliales. La
caractérisation immunocytochimique des différents types cellulaires indique I’existence de trois
populations : épithéliales (positives a la pan-cytokératine) ; myoépithéliales (positives a I’a-
actine) et fibroblastes (positifs a la vimentine). Les anticorps utilisés sont spécifiques des ces
types cellulaires. Grace a la technique de patch-clamp en configuration cellule entiére, nous

.y . . ’ + r
avons pu, pour la premicre fois, mettre en évidence la présence de canaux K dépendants du
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voltage, de type Kvl1.3, dans les cellules épithéliales des prostates latérales et dorsales. Ces

canaux sont impliqués dans la régulation du potentiel de membrane puisque leur inhibition
provoque une variation de potentiel de repos. De plus, une augmentation de la concentration en

calcium intracellulaire se traduit par une diminution du courant macroscopique potassique.
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Article 4

Van Coppenolle F., Le Bourhis X., Carpentier F., Delaby G., Cousse H., Raynaud J-P.,

Dupouy J.-P., Prevarskaya N.

Pharmacological effect of the lipido-stérolic extract of Serenoa repens (Permixon®) on rat
prostate hyperplasia. Comparison with Finasteride.

The Prostate, 2000, 43(1): 49-58

Article 5

Van Coppenolle F., Slomianny C., Carpentier F., Le Bourhis X., Ahidouch A., Croix D.,
Legrand G., Dewailly E., Fournier S., Cousse H., Authié D., Raynaud J-P., Beauvillain J-C.,
Dupouy J-P., Prevarskaya N.
Effects of hyperprolactinemia on prostate growth: evidence of androgeno-dependence.
Am. J. Physiol. Endocrinol. Metab., 2001, 280(1): E120-9

Article 6

Van Coppenolle F., Skryma R., Ouadid-Ahidouch H., Slomianny C., Roudbaraki M.,
Delcourt P., Dewailly E., Humez S., Crepin A., Gourdou I., Djiane J., Bonnal J-L., Mauroy B.
And Prevarskaya N.

Prolactin stimulates cell proliferation through a long form of prolactin receptor and K+
channel activation.

Biochem J. 2004. 377, 569-78
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I- Position du probléme :

L’article 6 fait suite a 2 articles précédents mettant en évidence le réle in vivo de la prolactine
dans la croissance de la prostate de rat (Van Coppenolle et al., 2000; Van Coppenolle et al.,
2001). Les articles 4 et 5 ont été réalisés en collaboration étroite avec le Département d’Urologie
de I’entreprise Pierre Fabre Médicaments. Nous avons mis en évidence, in Vivo, chez le rat, que
la prolactine provoque une hyperplasie bénigne de la prostate latérale accompagnée d’une
surexpression de Bcl-2. Cet effet peut étre inhibé par I’extrait lipidostérolique de Serenoa repens

employé en clinique pour traiter les cancers et les hyperplasies bénignes.

L hormonothérapie visant a traiter le cancer de la prostate se base sur une diminution du taux
d’androgénes circulants. Or, chez ’homme (comme chez le rat), la concentration plasmatique en
androgeénes diminue avec 1’age. A I’inverse, la concentration en prolactine sanguine augmente
(de méme que les pathologies liées a la prostate...) (Abrahamsson et al., 1986). Par ailleurs, les
cellules épithéliales prostatiques humaines posseédent la forme longue du récepteur de la
prolactine (Nevalainen et al., 1997b). De plus, I’équipe de Harkonen a mis en évidence que les
cellules épithéliales prostatiques sécrétent de la prolactine dans la lumiére des acini. Les
récepteurs a la prolactine se situent principalement sur la face apicale des cellules épithéliales
jointives par des jonctions serrées (Nevalainen et al., 1997a). La prolactine aurait donc une action
autocrine et/ou paracrine sur le développement de la prostate. Il était par conséquent logique que

cette hormone puisse avoir un effet sur la croissance de la prostate.

Actuellement, 3 types de R-PRL ont été caractérisés chez le rat: une forme courte (291
acides aminés) (Boutin et al., 1989), une forme longue (519 acides aminés) (Shirota et al., 1990)
et une forme intermédiaire (393 acides aminés) (Ali et al., 1991). La forme intermédiaire a été
mise en évidence uniquement dans la lignée Nb2 issue d’un lymphome de rat. Ces récepteurs se
distinguent par la longueur de leur région cytoplasmique. Les domaines extracellulaires et
transmembranaires sont identiques.

L’homodimérisation de la forme longue et intermédiaire du R-PRL se produit lors de la
fixation de la PRL et entraine 1’activation de deux tyrosine kinases P120°* et P597" (Rui et al.,
1994). JAK2 phosphoryle probablement le récepteur. Il s’ensuit la phosphorylation du facteur de
transcription Stat 5 (Sorin et al., 1998). Cette molécule forme ensuite un homodimeére qui se fixe
sur des régions spécifiques de I’ADN et régule la transcription des geénes. La région

extracellulaire du R-PRL posséde une séquence conservée Trp-Ser-X-Trp-Ser qui pourrait agir
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dans les interactions récepteur/récepteur ou hormone/récepteur. La région box1 contient un

domaine permettant I’interaction entre le R-PRL et JAK2 (Bole-Feysot et al., 1998) Box2 est
indispensable pour 1’activation de Stat 5.

La phosphorylation de la forme courte du R-PRL ne peut physiquement pas se produire
(Lebrun et al., 1995). Néanmoins, des études sur des cellules NIH 3T3 indiquent que la forme
courte du R-PRL est capable d’induire la division cellulaire (Das and Vonderhaar, 1995).

Parmi ces voies de transduction, ’'un des éléments précoces est I’activation des canaux
potassiques (Prevarskaya et al., 1994; Prevarskaya et al., 1995). Sachant d’une part que
I’inhibition des canaux potassiques des cellules cancéreuses prostatiques humaines provoque un
arrét de la prolifération cellulaire et que d’autre part la prolactine induit la croissance de la
prostate, qu’en est-il des effets éventuels de la prolactine sur les canaux potassiques. La
prolactine agit-elle sur les canaux potassiques ou emprunte-t-elle une ou plusieurs voies
différentes ? Nous avons utilisé les cellules LNCaP comme modéle d’étude. En effet, les canaux

potassiques de ces cellules avaient préalablement été caractérisés (Skryma et al., 1999).

11- Résultats :

Nous avons ainsi démontré, qu’une hyperprolactinémie provoque une hyperplasie localisée
spécifiquement au sein du lobe latéral de la prostate de rat. Comme indiqué dans le paragraphe
précédent, nous avons mis en ¢évidence également que [’hyperprolactinémie induit une
surexpression de Bcl-2 dans les cellules épithéliales apicales. La prolactine pourrait donc avoir

une action anti-apoptotique.

Les cellules LNCaP expriment la forme longue du récepteur de la prolactine. Nous n’avons
pas détecté de modifications de la concentration en calcium cytosolique.

Nous avons néanmoins démontré que la prolactine accroit I’amplitude du courant potassique
des cellules LNCaP a des concentrations physiologiques en augmentant la probabilité
d’ouverture des canaux potassiques. Cette stimulation se fait par 1’intermédiaire de P59"". La
prolactine stimule la prolifération cellulaire, mais n’a plus d’effets significatifs apres I’inhibition
des canaux potassiques.

En conclusion, nous avons démontré que la prolactine, en se fixant sur son récepteur,
provoque I’activation de p59"" qui ira phosphoryler les canaux potassiques des cellules LNCaP
et ainsi augmenter leur probabilité d’ouverture. Il en résulte une augmentation de la prolifération
cellulaire.

La prolactine, son récepteur et ses voies de transduction sont donc des cibles potentielles pour

traiter les cancers et les hyperplasies bénignes de la prostate. Suite a ces travaux, deux protocoles
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d’étude cliniques ont été rédigés et acceptés en ce sens. Leur coordination est réalisée par le

Professeur Brigitte Mauroy (Service d’Urologie, Hopital Saint Philibert).
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Conclusion Chapitre |

Ces travaux nous ont permis de caractériser et de mettre en évidence le role des canaux
potassiques dans la prolifération des cellules cancéreuses prostatiques humaines. Nous avons

utilisé principalement les cellules LNCaP comme mod¢le d’étude.

L’inhibition des canaux potassiques conduit & une diminution de la prolifération cellulaire.
D’autres travaux intéressants et prometteurs sont en cours au sein du laboratoire. Ils sont menés
principalement par Morad Roudbaraki et Pascal Mariot. Morad a mis en évidence une
surexpression spécifique de canaux de type hEAG dans les cellules cancéreuses prostatiques
humaines. La surexpression de ce canal dans un tissu cancéreux a déja été mise en évidence dans
le cadre du cancer du col de I'utérus (Farias et al., 2004). Cette surexpression est absente dans la
prostate saine et les hyperplasies. Cela fait de ce canal une cible thérapeutique potentielle pour
tenter de bloquer spécifiquement la prolifération des cellules cancéreuses. Je n’irai pas plus loin

dans ces explications car je laisse le soin aux principaux acteurs de ce projet de le développer.

Nos travaux impliquant la prolactine dans le développement de la prostate ont permis de
lancer deux protocoles d’étude clinique en collaboration avec le Service d’Urologie du CH de
Roubaix, dirigé par le Professeur Brigitte Mauroy. La premicre étude a débuté en 2000 et
s’intitule « Etude de [I’action d’un agoniste dopaminergique dans le traitement des
adénocarcinomes de la prostate ». La deuxiéme étude porte sur 1’ « Efficacité d’un traitement
antiprolactinique sur la rétention aigu€ d’urines secondaire a une hyperplasie bénigne de la
prostate chez I’homme ». Une fiche d’information destinée aux patients a été créée et une fiche
de consentement éclairé signée est demandée. La coordinatrice de ce projet est le Professeur
Mauroy (actuellement Directrice du Service d’Urologie de I’hdpital Saint Philibert 8 Lomme).

Les deux protocoles cliniques se basent sur le fait que la dopamine régule négativement la
sécrétion de prolactine hypophysaire. Lors de nos travaux in vivo, nous avions utilisé notamment
du sulpiride, un antagoniste dopaminergique pour induire une hyperprolactinémie. Dans ces deux
études, chez I’homme, nous avons appliqué bien siir un protocole inverse. Les patients recoivent,
en plus de thérapies antiandrogéniques classiques, un agoniste dopaminergique, la cabergoline
(ou un placebo), afin de réduire le taux de prolactine sanguine. Une telle molécule est dors et déja
utilisée pour traiter avec succes les cas d’aménorrhée sans effets secondaires notables. Le
probléme majeur rencontré dans ces deux protocoles réside dans le fait que les critéres

d’inclusion sont drastiques, ce qui limite fortement le nombre de patients pouvant en bénéficier.
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A D’avenir, ce genre de protocole devrait se faire de maniére multicentrique pour augmenter le

nombre de patients traités.
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Chapitre 2
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2.1
Etat des stocks calciques et apoptose des cellules cancéreuses

prostatiques.
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Article 7

Skryma R., Mariot P., Van Coppenolle F., Shuba Y., Legrand G., Humez S.,
Le Bourhis X., Boilly B., Prevarskaya N.

Store-depletion and store-operated Ca2+ current in human prostate
cancer cells LNCaP : Involvement in apoptosis.

2000. J. Physiol. (London). 527: 71-83

|- Position du probleme :

Le développement lent du cancer de la prostate serait dii & une augmentation de la
prolifération cellulaire, mais serait surtout le fait d’une diminution de l’apoptose rompant
I’homéostasie cellulaire de ’organe (Bruyninx et al., 1999). Ceci est d’autant plus flagrant dans
les cancers de la prostate hormono-indépendants. Normalement, I’absence d’androgénes conduit
a l’apoptose des cellules prostatiques (qu’elles soient saines ou cancéreuses). Dans ces
pathologies, les cellules cancéreuses proliférent et n’entrent plus en apoptose. A ce stade, le
cancer de la prostate devient incurable. Il est donc nécessaire de trouver d’autres voies

thérapeutiques.

De nombreux travaux ont démontré que la déplétion des stocks calciques induit
I’apoptose dans un grand nombre de modeles cellulaires et dans la prostate en particulier (Furuya
et al., 1994). Peu de donnés étaient connues concernant les canaux calciques intracellulaires
impliqués dans ce phénomene. L un des premiers articles qui marque le début des recherches du
laboratoire concernant un théme de recherche trés vaste : « le role du calcium intracellulaire dans
le controle de I’apoptose des cellules cancéreuses prostatiques humaines » est celui de Pascal
Mariot (Mariot et al., 2000). Au cours de ce travail, Pascal a mis en évidence que les cellules
LNCaP expriment de maniére fonctionnelle des récepteurs a la ryanodine de type 1 et de type 2.
L’ouverture de ces récepteurs-canaux induit I’apoptose. Au contraire, leur inhibition protége les

cellules LNCaP de ce phénomene.

C’est au cours de ce travail que j’ai eu la chance d’apprendre 1’imagerie calcique avec

Pascal et de bénéficier de sa grande expérience dans ce domaine.
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11- Résultats :

Dans cet article, nous avons étudié le role des stocks calciques intracellulaires et des canaux
de type SOC dans I’induction de 1’apoptose des cellules LNCaP. Pour la premicre fois, ce
courant a ¢été caractéris¢ dans ces cellules en configuration « cellule entiere » et « cellule
attachée ». Il existe deux hypothéses quant au réle du calcium dans le déclenchement de

I’apoptose.

En effet, deux théories s’opposent pour expliquer le role du calcium dans I’apoptose :

e une augmentation soutenue de la concentration en calcium intracellulaire par la vidange des
stocks et/ou par un influx de calcium extracellulaire agirait comme un signal apoptotique
(activation d’enzymes dépendantes du calcium) (He et al., 1997). L’¢élévation de la
concentration en calcium pourrait avoir pour cible des enzymes intermédiaires des signaux de
transduction, par exemple des protéines kinases ou des phosphatases. Le calcium peut
¢galement activer des protéases comme les caspases, la transglutaminase (qui forme des
liaisons protéiques maintenant 1’intégrité¢ de la cellule avant qu’elle ne soit phagocytée) ou
des endonucléases qui meénent au clivage de I’ADN. Des taux ¢élevés de calcium provoquent
¢galement la migration de protéines membranaires (mouvements de phosphatidylsérine de la
face interne vers la face externe de la membrane plasmique) reconnues par les macrophages.

e [’action de vidanger les réserves calciques intracellulaires, plutdt que 1’augmentation du
calcium cytosolique déclencherait I’apoptose (Putney and Ribeiro, 2000). Il est possible que la
vidange du calcium soit accompagnée de la libération d’une molécule proapoptotique comme
une endonucléase. La déplétion des stocks pourrait €également déstabiliser le réseau « calcium-
protéines » ainsi que les portions de membrane qui lui sont associées conduisant a la

formation de vésicules et de corps apoptotiques.

Dans cet article, grace a I’utilisation combinée de la thapsigargine (vidangeant le RE en
calcium) et du nickel (qui bloque le courant SOC), nous avons mis en évidence que c’est la
vidange du RE qui induit ’apoptose et non I’augmentation soutenue de calcium dans le

cytoplasme entretenue par I’ouverture des canaux SOC.
En conclusion, la concentration en calcium du RE régule 1’apoptose des cellules

cancéreuses prostatiques humaines. Il été¢ alors important de comprendre quels sont les

mécanismes de contrdle de la concentration en calcium dans le RE. Pour cela, il fallait mettre
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au point une technique de mesure du calcium au sein du RE. J’ai acquis cela au cours de

mon stage post-doctoral a Liverpool. J’ai développé et transmis par la suite les techniques de

mesure de calcium dans le RE dans le laboratoire de Physiologie Cellulaire.
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Article 8

Vanden Abeele F, Skryma R, Shuba Y, Van Coppenolle F, Slomianny C, Roudbaraki M,
Mauroy B, Wuytack F and Prevarskaya N.

Bcl-2-dependent modulation of Ca2+ homeostasis and store-operated channels in
prostate cancer cells. 2002. Cancer Cell.1: 169-179

|- Position du probléme :

Le calcium est I'un des ¢éléments clés de la modulation de 1’apoptose des cellules
prostatiques. Comme nous 1’avons vu, dans de nombreux mod¢les cellulaires, la mort cellulaire
programmée est déclenchée par une augmentation soutenue du taux de calcium cytosolique
(Kyprianou et al., 1988). Au sein des cellules cancéreuses prostatiques humaines, nos résultats
stipulent que ’apoptose des cellules cancéreuses prostatiques humaines LNCaP est déclenchée
par la vidange des réserves calciques intracellulaires (réticulum endoplasmique). La
concentration luminale du calcium cytosolique est donc un élément capital dans la régulation de
I’apoptose des cellules prostatiques humaines.

L’ensemble des protéines impliquées concourt a la régulation du calcium luminal et donc
de I’apoptose. Cependant, si les connaissances concernant les pompes calciques, les récepteurs a
I’IP3 et a la ryanodine sont étendues, il n’en est pas de méme pour les protéines qui appartiennent

a la famille de Bcl-2, de Bax et des canaux de fuite.

D’aprés les expériences de 1’équipe de Kroemer (Brenner et al., 2000) et de celle de
(Schlesinger et al., 1997), Bcl-2 se dimérise et forme un canal dans une bicouche artificielle de
phospholipides. Par ailleurs, la surexpression de Bcl-2 dans les cellules de lymphome provoque
une augmentation de la concentration en calcium luminale (He et al., 1997). Cet effet aurait pour
effet de ralentir, voire de stopper les processus apoptotiques.

Nous ne connaissions que les conséquences de la surexpression de Bcl-2 dans divers
modeles cellulaires amenant a une réduction du pourcentage de cellules apoptotiques. Cependant,

les mécanismes d’action précis de Bel-2 étaient peu détaillés.
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La concentration en calcium luminale est un équilibre entre 1’entrée et la sortie de
calcium au travers de la membrane du réticulum endoplasmique. Les canaux dits « de fuite »
restent obscurs et définissent les mouvements calciques non encore clairement définis. Notre
hypothése est la suivante : les protéines du genre de celui de Bcl-2 et de celui de Bax sont
impliquées dans la régulation de cette fuite de calcium. Ainsi, Bcl-2 pourrait réduire la fuite de
calcium et donc, a terme, modifier la concentration luminale en calcium ayant pour conséquence
de ralentir les processus apoptotiques.

Les molécules proapoptotiques (Bax,...) agiraient de maniére opposée, c’est a dire,
augmenteraient la fuite de calcium, rendant la vidange totale des stocks calciques plus rapide et
donc favoriseraient le développement des processus apoptotiques. L’état de remplissage des
stocks calciques et donc I’entrée de la cellule en apoptose pourraient résulter, en partie, des
proportions respectives en molécules antiapoptotiques (type Bcl-2) et proapoptotiques (type

Bax).

La lignée cellulaire LNCaP est notre modele d’étude. L’équipe de Ralph Buttyan a créé
une lignée de cellule LNCaP qui surexprime Bcl-2 (Raffo et al., 1995). Ces cellules deviennent
hormono-indépendantes. En effet, I’absence d’androgénes dans le milieu de culture n’altére pas
la prolifération et surtout, I’apoptose n’est pas induite. Il se produit un mécanisme similaire chez
un patient atteint d’un cancer en phase d’échappement thérapeutique.

J’ai alors demandé au Dr de la Taille (2 I’époque en stage post-doctoral chez Ralph
Buttyan) de nous envoyer ces cellules surexprimant Bcl-2, ce qu’il a accepté (encore merci !).
Nous avons nommé cette lignée « LNCaP Bcl-2 ».

Comme la vidange des stocks calciques provoque ’apoptose et que Bcl-2 protege les
cellules de 1’apoptose, nous nous attendions a ce que le RE des cellules LNCaP Bcl-2 soit
davantage rempli en calcium. Pour le visualiser, nous avions tout d’abord mesuré la réponse de
ces cellules a la thapsigargine..... Nous avons visualis¢ tout le contraire a notre grande
surprise!!!! La «réponse Tg» était beaucoup plus faible que celle obtenue dans les cellules
LNCaP. Nous avons alors demandé a Alexandre de nous envoyer une autre lignée de cellules
LNCaP Bcl-2.... Méme constat !!!! J’avais réalisé ces expériences avec mon stagiaire de
I’époque, juste avant de partir en stage post-doctoral : Fabien Vanden Abeele (que tout le monde
connait sous le nom de « Petit Fabien » qui n’a rien de péjoratif mais fait simplement référence a
nos tailles respectives). Fabien Vanden Abeele a poursuivi ces travaux en stage de DEA par la

suite et a permis la publication de I’article présenté ici.
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11- Résumé :

Dans cet article, il a été mis en évidence les résultats suivants :

- La vidange induite par la thapsigargine des cellules LNCaP Bcl-2 est réduite par rapport
aux cellules LNCaP controle ;

- La mesure de la concentration calcique luminale indique que le RE des cellules LNCaP
Bcl-2 contient moins de calcium (d’ou une réponse TG plus petite) ;

- La fuite de calcium du RE est plus conséquente ;

- L’amplitude du courant SOC est plus faible. Ceci est dii en partic a une vidange des
stocks réduite ainsi qu’a une diminution de la densité des canaux SOC ;

- L’expression des SECA 2b et de la calréticuline est diminuée dans les cellules LNCaP
Bcel-2 ;

- L’activation des canaux SOC est indispensable pour induire 1’apoptose des cellules

LNCaP Bcl-2.

En conclusion, les cellules LNCaP Bcl-2 résistent a la déplétion du milieu de culture en
androgeénes en augmentant la fuite de calcium du RE. Cela modifie 1’équilibre entre I’entrée de
calcium dans le RE et sa sortie. Il en résulte une concentration intraluminale en calcium
diminuée. La quantité¢ de calcium pouvant étre libérée est donc plus faible que dans les cellules
non transfectées. Les cellules LNCaP Bcl-2 résistent donc a I’apoptose et développent un courant
SOC de plus faible amplitude. Or, comme ce courant est indispensable pour induire I’apoptose de
la lignée LNCaP Bcl-2, ces cellules deviennent donc résistantes a I’apoptose ; ce qui est le

phénotype des cellules cancéreuses prostatiques en phase d’échappement thérapeutique.
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2.2
Régulation de la concentration en calcium dans le réticulum

endoplasmique des cellules de pancreéas de souris.
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Article 9
Cancela J, Van Coppenolle F, Galione A, Tepikin AV and Petersen OH.
Transformation of local Ca2+ spikes to global Ca2+ transients: the combinatorial roles of
multiple Ca2+ releasing messengers.
2002. EMBO J. 21(5): 909-19

|- Position du probléme :

J’ai participé aux travaux présentés dans ce chapitre au cours de mon stage post-doctoral
a Liverpool concernant 1’étude des mécanismes de controle de la concentration en calcium dans
le RE.

Cette ¢tude est menée sur les cellules de pancréas exocrine de souris. Ces cellules sont
structurellement et fonctionnellement polarisées. Les granules de zymogene sont concentrés au
niveau apical, alors que le réticulum endoplasmique, le noyau et 1’appareil de Golgi sont
localisés au niveau basal de la cellule (figure 7). Ces cellules sécrétent des enzymes
pancréatiques en réponse a la stimulation par 1’acétylcholine (ACh) ou par la cholecystokinine
(CCK). Ces cellules sont un excellent modele d’étude des variations de calcium dans 1’espace et
dans le temps entre les différents compartiments intracellulaires.

Au niveau de I’apex du RE se situent les récepteurs IP3 (Cancela et al., 2002). C’est a ce
niveau que le calcium est libéré dans le cytoplasme apres avoir transité de la partie basale du RE
vers 1’apex. Il s’agit du phénomene de « tuneling » (Park et al., 2000). Les variations de calcium
cytoplasmique sont localisées au niveau apical pour de faibles doses d’ACh ou de CCK. Par
contre, I’inhibition des mitochondries qui forment un cordon entourant les granules de sécrétion
permet au calcium de se répandre dans toute la cellule et provoque une « vague calcique » (Tinel
et al., 1999). Ce phénomene met en évidence le role tampon des mitochondries dans les échanges

de calcium entre le cytoplasme et le RE.
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Figure 7 : Représentation schématique d’une cellule de pancréas
exocrine de souris. D’apres Park et al. 2000.

Cette étude, réalisée par José Cancela et a laquelle j’ai eu la chance de participer, a pour
but de mettre la lumiére sur le fait que de faibles doses d’ACh ou de CCK induisent des
variations localisées de calcium cytoplasmique, alors qu’a forte dose, ces molécules provoquent

un signal calcique global.

1l- Résumé :

Les variations rapides de calcium intracellulaire sont mesurées grace au courant « chlore
calcium-dépendant ». Cet index permet de visualiser trés rapidement et avec une grande
précision les modifications rapides (« spikes ») ou globales de la concentration en calcium

cytosolique (Cancela et al., 2002).
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L’acétylcholine (ACh) et la cholecystokinine (CCK) induisent la libération du contenu

des vésicules de sécrétion des cellules de pancréas exocrine. Ces deux agonistes physiologiques
provoquent des oscillations calciques a faible concentration et un signal global a des
concentrations plus élevées (Cancela et al., 2000; Cancela et al., 2002). Dans ce modé¢le, nous
avons voulu déterminer quels étaient les seconds messagers impliqués dans la libération de
calcium du RE. La voie de signalisation de I’ACh passerait par la production d’IP3 alors que
celle de la CCK serait le fruit de la combinaison des effets de ’ADPRc et du NAADP. 1l faut
cependant savoir que Fukushi et collaborateurs (Fukushi et al., 2001) ont démontré que I’ACh
génére ¢galement de ’ADPRc et du NAADP. Cependant cette étude ne révele pas la
concentration précise de ces seconds messagers produits. D’autre part, ce phénoméne doit

dépendre de la concentration en agonistes.

Nous avons mis en évidence que la réponse a I’ACh est potentialisée par ’ADPRc et le
NAADP. Les oscillations initiales dues a ’ACh deviennent un signal plus large lors de 1’ajout
d’ADPRc ou de NAADP dans la pipette de patch. La réponse a la CCK n’est par contre
potentialisée que par I’IP3. Ces données sont a rapprocher des voies de signalisation connues de

I’ACh et de la CCK.

Nous avons également démontré que le NAADP potentialise la réponse a I’'IP3, mais que
son effet est beaucoup plus important sur la réponse a I’ADPRec.
La diffusion combinée d’IP3, d’ADPRc et de NAADP via la pipette de patch-clamp

provoque une libération de calcium soutenue et de trés grande amplitude.

Il existe donc une séquence d’activation des récepteurs aux agonistes qui permet le
passage d’oscillations locales a un phénomeéne global. Pour I’expliquer, il faut savoir que les
récepteurs a la ryanodine sont disséminés sur toute la surface du RE alors que les récepteurs a
I’IP3 se situent essentiellement au niveau apical. Le signal calcique devient global lorsque
suffisamment de canaux de « release » sont activés de maniere a dépasser le pouvoir tampon des
mitochondries. Ce phénoméne a lieu notamment au niveau apical quand sont présents les 3
agonistes dans la pipette de patch-clamp. Il se produit une potentialisation du signal et une vague

calcique.
Le NAADP n’a que peu d’effets sur la libération du calcium du RE. Cependant, cette

molécule apparait comme 1’élément clé dans la formation d’un signal global, débutant au pole

apical puis se répandant dans toute la cellule. De toute évidence, la libération de calcium par le
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RE est un phénoméne complexe faisant intervenir de nombreux parameétres (types de

stimulations, lieux de libération, agonistes produits, séquences d’éveénements, .....).
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Article 10
Lomax RB, Camello C, Van Coppenolle F, Petersen OH and Tepikin AV.
Basal and Physiological Ca®* leak from the endoplasmic reticulum of pancreatic acinar
cells
2002. Journal of Biological Chemistry. 277(29): 26479-26485

I- Position du probléme :

Cette étude utilise le méme mod¢le cellulaire que celui employé dans 1’article précédent :
les cellules de pancréas exocrine de souris. Le but de ce travail consiste a déterminer quelles sont
les différentes voies de libération de calcium avec ou sans 1’action de stimuli physiologiques
(ACh ou CCK). La concentration en calcium du RE est relativement constante a 1’état basal. Cet
équilibre n’est pas statique mais est entretenu en permanence par les pompes calciques qui
contrebalancent en permanence les fuites basales de calcium via des canaux ouverts, en absence
de stimuli physiologiques. Cet équilibre est rompu lorsque des seconds messagers comme 1’IP3
ou ’ADPRc sont produits. De nouveaux canaux de fuite « activés » s’ouvrent et provoquent une
libération importante de calcium dans le cytoplasme : le RE se vide. Lorsque les stimuli cessent,
les seconds messagers ne sont plus produits. Les pompes SERCA «rechargent » le RE en
calcium pour retrouver la concentration basale en calcium.

Ce travail a pour objectif d’analyser les différentes voies de libération de calcium qu’elles

soient basales ou induites par des agonistes.

11- Résultats :

Afin d’¢tudier la fuite de calcium, il convient de maintenir artificicllement la
concentration en calcium cytosolique a 1’aide de Bapta. La concentration cytoplasmique de
calcium est maintenue a 90 nM environ, ce qui correspond a la concentration en calcium
cytosolique basale.

Ces travaux ont confirmé les points suivants :

- Dacétylcholine provoque la libération de calcium du RE via ’ouverture de récepteurs

IP3 ;

- la CCK induit un relargage de calcium par la voie de I’ADPRc et du NAADP.
Par ailleurs, dans cette étude, nous avons émis 1’hypotheése que le translocon (un complexe

multiprotéique impliqué dans la traduction et situé sur la membrane du RE) pouvait étre un canal
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de fuite. Pour cette étude, j’ai employé un antibiotique, la puromycine, qui maintient le pore du

translocon ouvert. La perfusion de puromycine sur des cellules de pancréas exocrine de souris
induit une vidange importante de calcium sans faire intervenir ni les récepteurs IP3, ni les

récepteurs a ’ADPRc.
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Chapitre 3
Mise en évidence du role du translocon comme canal de

fuite.
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Article 11
Van Coppenolle F, Vanden Abeele F, Slomianny C, Flourakis M, Hesketh J, Dewailly E and
Prevarskaya N
Ribosome-translocon complex mediates calcium leakage from endoplasmic reticulum stores
2004. Journal of Cell Science. 117: 4135-4142

|- Position du probléeme et résumé:

C’est en grande partie au cours de ce travail que j’ai formé Matthieu Flourakis a
I’imagerie calcique ainsi qu’a la microscopie confocale lors de nombreux stages au laboratoire et
au cours de son DEA.

Afin de mettre en évidence le role du translocon comme canal de fuite, nous avons démontré

les points suivants :

- la libération de calcium par la thapsigargine est plus faible sur des cellules préalablement
incubées dans un milieu contenant de la puromycine ;

- la puromycine (200 pM) induit une vidange du RE d’environ 40% ;

- I’anisomycine (200 uM) inhibe la traduction en empéchant le ribosome de se fixer sur le
translocon. Cet antibiotique, agit en amont de la puromycine (qui, je le rappelle, provoque
la libération de la chaine peptidique naissante et laisse le pore du translocon ouvert).
L’anisomycine, perfusée préalablement sur les cellules avant la puromycine, bloque
I’effet de cette derniére ;

- nous avons également démontré que la vidange induite par la puromycine n’implique ni
les récepteurs IP3, ni les récepteurs a I’ADPRc, ni la voie du NAADP ;

- enfin, nous avons mesuré les coefficients de colocalisation entre la sous-unité 60S du
ribosome et la protéine Sec 61a du translocon. Aprés une heure d’incubation en présence
de puromycine (200 puM), nous avons noté une diminution du coefficient de
colocalisation. Cependant, nous avions au préalable démontré qu’un traitement d’une
heure avec de la puromycine (a la méme concentration) réduit considérablement la
concentration en calcium réticulaire. Cela signifie qu’un faible nombre de translocons
ouverts est capable de provoquer une vidange importante. Cela se comprend car comme
énoncé plus haut, le pore ouvert du translocon mesure entre 4 et 6 nm (Simon and Blobel,

1991).
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En conclusion, nous avons mis en évidence dans cet article que la vidange du RE induite

par la puromycine se déroule via le translocon. Cette libération de calcium se produit également
physiologiquement a la fin de la traduction lorsque la chaine peptidique est libérée et pendant le
laps de temps ou le ribosome se trouve toujours sur le translocon. A ce moment, le pore du

translocon est ouvert et le calcium fuit vers le cytoplasme.
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Article 12
Flourakis M, Van Coppenolle F, Lehen’Kyi V, Beck B and Prevarskaya N
Passive calcium leak via translocon is a first step for iPLA,-pathway regulated Store
Operated Channels activation.
2006. FASEB J. 20: 1215-7

I- Position du probléme :

Matthieu Flourakis et moi-méme sommes co-premier auteur dans cet article. Dans [’article
précédent, nous avions mis en évidence que le translocon est un canal de fuite calcique du RE.

La concentration en calcium réticulaire résulte d’un équilibre entre I’entrée de calcium via les
pompes SERCA et la fuite (induite ou non par des agonistes tels que I’IP3 ou I’ADPRc). Nous
nous sommes posés les questions suivantes :

- la thapsigargine provoque la vidange du RE par inhibition des pompes de
type SERCAs. La libération du calcium du RE ne peut se faire via ces pompes
calciques car leur conformation est incompatible avec la formation d’un pore.
Comme le translocon est un canal de fuite, la vidange induite par la

thapsigargine emprunte-t-elle le translocon ?

- nous connaissons le couplage existant entre la réponse du RE a I’'IP3 ou a
I’ADPRc avec D’activation des canaux SOCs. Qu’en est-il de la vidange
spécifique au translocon ? Celle-ci peut-elle activer les canaux SOCs et si oui,

par quels mécanismes ?

Ce sont ces questions auxquelles nous avons tenté¢ de répondre dans 1’article suivant. Ces
travaux correspondent a ceux que j’ai suivi, co-encadré et co-réalisé au cours du DEA et du début
de la theése de Matthieu Flourakis. Ces travaux ont permis a cet étudiant d’obtenir une bourse de

thése du Ministére de la Recherche et de I’Enseignement Supérieur.

11- Résumé :

Au cours de cette étude, nous avons démontré les points suivants :
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1- le translocon est impliqué dans la fuite calcique induite par la

thapsigargine et 'EGTA ;

2- D’inhibition des SERCAs par la thapsigargine révele la fuite transitant par
le translocon ;

3- la fuite de calcium véhiculée par le translocon actine les canaux SOCs ;

4- une ¢tude de Bolotina et collaborateurs (Bolotina, 2004) a mis en évidence
I’implication de la phospholipase A2 calcium-indépendante (iPLA,[3) dans
I’activation des SOCs par la fuite passive de calcium. Nous retrouvons ici

les mémes résultats avec la fuite transitant par le translocon ;
Ces travaux constituent la premiére caractérisation d’une entrée de calcium via les canaux

de type SOCs provoquée par une vidange de calcium transitant par un canal de fuite « non

induite » connu.
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CONCLUSION ET SYNTHESE
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Au cours de ma thése (au sein du Laboratoire de Physiologie Cellulaire, USTL, sous la

cotutelle du Pr Prevarskaya et du Dr Halima Ouadid-Ahidouch), mes travaux se sont
essentiellement acces sur les effets de la prolactine sur les cellules prostatiques. En partenariat
avec I’entreprise « Pierre Fabre Médicaments », j’ai mis en évidence, in Vivo chez le rat, que
cette hormone induit une hyperplasie bénigne de la prostate en synergie avec les androgeénes
(Van Coppenolle et al., 2000; Van Coppenolle et al., 2001). J’ai par la suite démontré, in vitro,
que la prolactine augmente la probabilité d’ouverture d’un canal potassique impliqué dans la
prolifération des cellules cancéreuses prostatiques humaines LNCaP (Van Coppenolle et al.,
2004a). Ces travaux ont conduit a 1’élaboration et au démarrage de deux protocoles d’étude
clinique utilisant la prolactine comme cible thérapeutique (études réalisées sous la direction du Pr
B. Mauroy, Chef du Service d’Urologie, Hopital Saint Philibert, Lomme).

En parallele, nous avons mis en évidence que la vidange des stocks calciques des cellules
LNCaP induit I’apoptose (Skryma et al., 2000). Il nous a alors paru judicieux de poursuivre les

travaux sur les mécanismes précis de régulation de la concentration en calcium au sein du RE.

Ainsi, au cours de mon stage post-doctoral (Laboratoire de Physiologie, Liverpool,
Directeur O.H. Petersen), j’ai pu participer a I’étude des mécanismes de libération du calcium du
RE par les seconds messagers dans les cellules polarisées de pancréas exocrine de souris. J’ai eu
I’opportunité d’acquérir les techniques de microscopie confocale, développées par la suite au
laboratoire de Physiologie Cellulaire. Durant cette période, j’ai également décrit une libération de

calcium probablement due au translocon (Lomax et al., 2002).

Apres mon recrutement au sein du laboratoire de Physiologie Cellulaire, j’ai poursuivi le
projet « Translocon » sur les cellules LNCaP. Mon étudiant en thése et moi-méme avons
démontré que le translocon est réellement un canal de fuite calcique du RE (Van Coppenolle et
al., 2004b) qui est par ailleurs impliqué dans 1’entrée capacitive (Flourakis et al., 2006). Au cours
de ce travail, nous avons mis en évidence que la fuite calcique induite par la thapsigargine
transite en grande partie via le pore du translocon.

La libération de calcium par le RE provoque un stress réticulaire et 1’apoptose. A court
terme, dans la continuité des travaux sur le translocon et comme détaillé dans le chapitre
« Discussion et Perspectives » ci-dessous, j’espere faire le lien entre la réponse UPR (« Unfolded
Protein Response ») et la fuite calcique transitant par le translocon. J’étudierai notamment les
effets du blocage de I’ouverture du translocon sur I’apoptose et le stress réticulaire.

Enfin, et ceci est un projet plus vaste, je m’appliquerai a développer un nouveau modéle

d’¢étude au laboratoire : les cellules polarisées de prostate de souris. Ces travaux, je 1’espere, nous
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permettrons d’étudier des morceaux d’organes (acinus ou canal prostatique) dans des

conditions plus physiologiques que celles offertes par les cultures de lignées cellulaires ou les
cultures primaires. Nous pourrons ainsi analyser les interactions entre les différents organites
intracellulaires et la membrane plasmique. Nous porterons un intérét particulier aux canaux de
type TRP et leurs roles dans le développement du courant SOC.

A long terme, comme détaillé dans le chapitre suivant, nous voudrions utiliser d’autres
souches de souris : des souris KO pour certains TRP, des souris développant spontanément des
tumeurs prostatiques, mais également des souris recevant des injections de siRNA afin d’abolir

I’expression d’un canal d’intérét.
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DISCUSSION ET PERSPECTIVES
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Je vais vous présenter ici les deux projets de recherche qui me tiennent maintenant a

cceur.

1- Je vais poursuivre les travaux engagés sur le translocon. Le but de ce projet étant
de mettre en relation la fuite calcique et la réponse UPR (« Unfolded Protein Response»).

2- Je vais développer 1’étude de la polarisation cellulaire a partir de cellules issues de
biopsies de prostate de souris. Ce modele d’étude permettra de valider les données
obtenues sur des lignées cellulaires en apportant un environnement plus physiologique.
L’obtention de cellules épithéliales de prostate de souris est possible. L’intérét du modéele
« souris » réside dans le fait que nous pouvons maintenant utiliser des souris développant

un cancer de la prostate et moduler I’expression d’un canal par injections de siRNA.
Projet « Translocon et Réponse UPR »

Nous projetons en effet de poursuivre 1’étude entamée sur le translocon. Cette structure
est impliquée a la fois dans la traduction et la fuite calcique, mais également dans la réponse
UPR. Les protéines mal conformées sont expulsées hors du réticulum via le translocon, puis
ubiquitinylées et prises en charge par le protéasome.

Il est logique de penser que la sortie du RE de ces protéines mal conformées
s’accompagne d’une fuite massive de calcium qui, si elle perdure, provoque ’apoptose de la
cellule.

Ce phénomeéne pourrait étre impliqué dans de nombreuses pathologies (Kim and Arvan,
1998; Lindholm et al., 2006) ainsi que dans certains phénomenes de chimiorésistance (Mandic et
al., 2003) dont nous allons parler dans ce chapitre.

Résumé du projet de recherche sur le translocon :

De récentes études indiquent que I’activation de la voie UPR au sein des cellules
tumorales altére leur sensibilité a la chimiothérapie. Le but de ce projet consiste a caractériser les
mécanismes responsables de ce phénomene afin d’en contourner les effets.

La réponse UPR est provoquée initialement par 1’accumulation de protéines mal
conformées. Tout d’abord, la traduction est stoppée (Kaneko and Nomura, 2003). Puis,
I’expression de protéines chaperones comme GRP 78 (autrement appelée « Bip ») est induite.
GRP 78 prend en charge les protéines incriminées afin qu’elles soient exportées dans le
cytoplasme puis dégradées par le protéasome. Dans un deuxiéme temps, si la premicre voie

s’avere inefficace, un stress réticulaire s’installe. Les cellules vont alors entrer en apoptose.
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Il semble que la résistance a la chimiothérapie (Etoposide), imputable a ’activation de

la voie UPR, se fasse par un blocage de I’apoptose (Reddy et al., 2003). Les ¢éléments clés de
cette régulation sont la protéine GRP 78 et le translocon. Lors de la réponse UPR, le RE libére le
calcium qu’il contient par une voie qui restait inconnue. Cela engendre un stress réticulaire
induisant 1I’apoptose. Nos travaux récents ont mis en évidence que le calcium quitte la lumiére du
RE pour le cytoplasme en empruntant le pore du translocon. Cette fuite s’accompagne de

I’activation d’un courant de type SOC.

Le but de notre étude est :

- d’une part, d’analyser les mécanismes d’ouverture et de fermeture du translocon lors de la
réponse UPR. Nous étudierons en particulier les interactions entre GRP 78 et le
translocon. En effet, de par sa position proche du translocon, GRP 78 pourrait participer a
la régulation de 1’ouverture du translocon. Nous utiliserons, dans un premier temps, des
cellules cancéreuses prostatiques humaines comme modéle d’étude ;

- D’autre part, nous nous pencherons sur les implications de la fuite calcique via le
translocon et de I’entrée de calcium qui en résulte sur I’apoptose. Nous avions au
préalable démontré que la vidange du RE provoque I’apoptose (Skryma et al., 2000). Un
stress réticulaire s’accompagne d’une libération du calcium intraréticulaire. Il est
probable que cette vidange se fasse par I’ouverture du translocon. Nous déclencherons un
stress réticulaire pharmacologiquement et mesurerons en paralléle la concentration en
calcium réticulaire et 1’apoptose en modulant en paralléle I’ouverture du translocon
notamment grace a la puromycine et a I’anisomycine ;

- Enfin, nous allons caractériser les canaux SOCs activés par la vidange induite par la
puromycine. Nous pensons que les canaux SOCs activés par la vidange puromycine
soient semblables a ceux activés par la fuite déclenchée par la thapsigargine.

Nous emploierons notamment les techniques d’imagerie cellulaire, de RT-PCR,

d’immunolocalisation, de microscopie confocale et de FRET ;

1- Situation actuelle du sujet de recherche :

Il est connu que la réponse UPR constitue I’'un des mécanismes de contrdle capital pour la
cellule (Kaneko and Nomura, 2003). Dans un premier temps, la cellule va synthétiser des
protéines chaperones comme GRP 78 (« Glucose Response Protein »). Il se produira ensuite un
arrét de la traduction, puis un stress réticulaire. Le stress du réticulum endoplasmique (RE) se

traduit par une libération du calcium qu’il contient vers le cytoplasme par une voie qui restait
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indéterminée. Ce phénomeéne conduit la cellule a entrer en apoptose, notamment par

I’activation de la caspase 12.

Lors de la chimiothérapie, la réponse UPR peut étre enclenchée (Mandic et al., 2003). Il
s’ensuit une augmentation de 1’expression de GRP 78 qui provoque notamment une diminution
des effets cytotoxiques de 1’Etoposide, molécule couramment utilisée en chimiothérapie (Figure
8). D’autre part, il a été démontré que la surexpression de GRP 78 protege les cellules tumorales
de l’apoptose (Reddy et al., 2003). Afin de contourner cette résistance, nous projetons de
provoquer pharmacologiquement un stress réticulaire afin de provoquer 1’apoptose des cellules

canceéreuses.

Réponse UPR

Augmentation expression de
Protéines chaperones
GRP 78

R - Stress Réticulum endoplasmique
Arrét Traduction P q

Effet Inhibiteur
Apoptose ? Vidange du calcium du RE

¢ -3 Ouverture du translocon

Effet Inhibiteur
chimiothérapie
(Etoposide)

Apoptose

—p  Effet inhibiteur

Figure 8 : La réponse UPR (« Unfolded Protein Response ») déclenche la surexpression de GRP 78, I’arrét de la

traduction et inhibe les effets de I’Etoposide. L’entrée en apoptose des cellules est ralentie.

2- Résultats préliminaires :

a- La puromycine induit I’apoptose et un stress réticulaire vide le RE en

calcium :
Comme présenté précédemment, nous avons mis en évidence, pour la premiére fois, que
le translocon, un complexe multiprotéique impliqué a la fois dans la traduction et dans le systeme

ERAD (« Endoplasmic Reticulum Associated Degradation ») constitue le pore par lequel le

© 2007 Tous droits réservés. http://www.univ-lille1.fr/bustl



HDR de Fabien Vancoppenolle, Lille 1, 2007

83
calcium s’épanche du cytoplasme (Flourakis et al., 2006; Lomax et al., 2002; Van Coppenolle

et al., 2004b). Pour cela, nous avons utilisé¢ deux antibiotiques (comme présenté précédemment):
la puromycine et ’anisomycine qui ouvrent et ferment respectivement le pore du translocon.

Par ailleurs, nous avons démontré que I’ouverture soutenue du translocon (par la
puromycine 200 uM) provoque d’une part une vidange en calcium du RE et I’apoptose des
cellules cancéreuses par la suite (Figure 9).

Un phénomene similaire se produit lors d’un stress réticulaire. Dans I’expérience illustrée
par la figure 10, nous avons incubé¢ les cellules LNCaP avec de la tunicamycine (5pug/ml), un
inhibiteur de la glycosylation. Au cours du temps, la concentration en calcium dans le RE
diminue (révélée par 1’action de la thapsigargine qui inhibe les pompes calciques du RE et
provoque une libération du contenu résiduel en calcium). Ceci est dii au fait que les protéines
néosynthétisées acquicrent une mauvaise conformation. Celles-ci sont expulsées du RE par le
pore du translocon qui libére en méme temps le calcium. Le stress réticulaire est amorcé. La

cellule va entrer en apoptose.

Traitement Puromycine 200 pM Figure 9: Evofution du
100 - i taree o ‘apopiose des celinles
Cancérenses prosialiques
@ 80 franirerirne & LNC P apres i fraite mend
u p
'g. 60 - o fex paroiriversre | 200 gD
ﬁ. 40
=8 20
6 heures 12 heures 24 heures 48 heures
=
5 100+ -
'E Figure 10: Evolrtion do tey de caleinn
-E w80 An sein du RE aprés increbation des
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o
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-

Coantrale 2 heures 3 heures

b- L’anisomycine blogue I’apoptose induite par la thapsigargine et la
puromycine:

La puromycine, tout comme la thapsigargine sont des molécules provoquant une fuite

calcique et I’apoptose. Nous avons démontré que 1’anisomycine inhibe la fuite induite a la fois
par la puromycine et la thapsigargine. Nous avons de ce fait voulu vérifier s’il était possible
d’inhiber 1’apoptose déclenchée par ces deux molécules par I’anisomycine. En d’autres termes, le

blocage de la fuite calcique peut-il étre suffisant pour diminuer, voire inhiber I’apoptose ? Pour
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cela, il nous a fallu déterminer quelle est la concentration d’anisomycine n’ayant pas un effet

apoptotique. Une fois cette dose déterminée, nous avons pu procéder aux expériences suivantes
(Figures 11A et 11B) en utilisant comme mod¢le les cellules LNCaP. Le pourcentage d’apoptose

a été déterminé par comptage des cellules apoptotiques apres coloration au Hoescht.

Tg 0.1 uyM
25
Tg 0.1 uM
iy 201 + Aniso 0.2 uyM
)
-'9 ke
O 15
Q
O
<
O 104
© Aniso 0.2 pM KK
X )
54  Contrdle s —

L i H g e ~ C . o e e =
[=o I = o ] o = © [= o B~ = o ] Q= @
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Figure 11 A: Mesure du pourcentage d’apoptose des cellules LNCaP apres 18h00, 24h00 et 48h00 de
traitement a I’anisomycine 0.2 UM (Aniso), a la thapsigargine 0.1 uM (Tg), a ces deux molécules combinées et dans
les conditions controle. L’anisomycine, a la dose utilisée induit peu d’apoptose. Par contre, cet antibiotique réduit

de maniere significative (p<0.001 ; test de student) le pourcentage d’apoptose déclenché par la thapsigargine.
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Figure 11 B: Mesure du pourcentage d’apoptose des cellules LNCaP apres 18h00, 24h00 et 48h00 de traitement a

I’anisomycine 0.2 pM (Aniso), a la puromycine 2 uM (Puro), a ces deux molécules combinées et dans les conditions
controle. Tout comme dans I’expérience précédente, peu d’apoptose est mesurée en présence d’anisomycine. La
puromycine déclenche davantage I’apoptose que la thapsigargine aux doses utilisées. En effet, cet antibiotique a
deux effets ici : il inhibe la traduction et provoque la vidange du RE. Cependant, I’anisomycine réduit de maniére

significative (**p<0.001 ; * p<0.05 ; test de student) le pourcentage d’apoptose déclenché par la puromycine.

L’anisomycine inhibe la fuite de calcium du RE provoquée par la thapsigargine et la
puromycine (Flourakis et al., 2006; Van Coppenolle et al., 2004a). Les figures 11A et 11B
indiquent, qu’aux concentrations utilisées, 1’anisomycine est capable de ralentir 1’apoptose
déclenchée par la thapsigargine, mais également celle induite par la puromycine. L’apoptose des
cellules LNCaP est directement corrélée a la vidange du RE (Skryma et al., 2000).
L’anisomycine, en bloquant le translocon en position fermée, bloque ainsi la vidange du RE

provoquée par la thapsigargine et la puromycine.

3- Programme de travail :

En résumé, notre programme de travail va consister a analyser les étapes suivantes : la

réponse UPR induit une résistance a 1’Etoposide. Celle-ci implique-t-elle le translocon et si oui,
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est-il possible de rétablir la sensibilité des cellules cancéreuses a cette molécule en maintenant

le translocon ouvert ?

a- Vérifier que tous les inducteurs de la réponse UPR induisent un stress

réticulaire, une vidange calcique et I’apoptose :

Le stress réticulaire et la réponse UPR seront détectés par Western Blot et par RT-PCR en
utilisant respectivement des anticorps et des amorces spécifiques de GRP 78 (protéine exprimée
lors du stress de RE).

La vidange en calcium du RE sera mesurée au moyen de sondes fluorescentes sensibles
aux variations de concentration calciques au sein du cytoplasme (Fura-2 et Fluo-4) et dans le RE
(Mag Fura-2 et Mag Fluo-4).

En parallele, nous vérifierons si ’apoptose de ces cellules s’est déclenchée. Afin de
s’assurer du rdle du translocon dans ce phénomeéne, nous réaliserons les mémes séries
d’expérience en présence d’anisomycine et de spermine, molécules maintenant le translocon en
configuration fermée.

b- Provoquer pharmacologiguement I’ouverture du translocon afin d’induire

I’apoptose :
o- Pharmacologiguement :

Pour cela, nous disposons d’outils pharmacologiques comme la puromycine (Van
Coppenolle et al., 2004b) et la pactamycine qui bloquent le translocon en configuration ouverte
pendant la traduction.

S Implication de GRP 78 :

Nous avons €émis 1’hypothése que GRP 78, surexprimé lors de la réponse UPR puisse se
lier au translocon et le maintenir fermé. De ce fait, ’entrée en apoptose des cellules en serait
retardée voire inhibée. Nous vérifierons cette hypothése d’une part en comparant les taux
d’expression de GRP 78 avec les concentrations en calcium dans le RE et les pourcentages de
cellules apoptotiques obtenues dans les conditions expérimentales décrites dans le paragraphe 1.

Par ailleurs, il a ét¢ démontré récemment que la versipelostatine inhibe le promoteur qui
commande I’expression du géne codant pour GRP 78 (Park et al., 2004). Ainsi, si notre
hypothése est juste, cette molécule devrait lever I’inhibition de 1’ouverture du translocon et de

I’apoptose qui en sera la conséquence.
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Projet « Prostate de souris et polarisation cellulaire »

Résumé du projet de recherche sur la polarisation cellulaire :

Le stage post-doctoral que j’ai effectué a Liverpool m’a permis de découvrir le modele de
cellules de pancréas exocrine de souris. Ces cellules, comme décrit précédemment, sont
polarisées et offrent un merveilleux modele d’étude des interactions entre les différents organites
intracellulaires et la membrane plasmique. En effet, nous connaissons la position des différents
organites intracellulaires dans les cellules polarisées. Au niveau du poéle basal, facilement
identifiable, se situe le RE qui forme un « croissant » dont les apex se terminent au niveau du
poOle apical. Le noyau occupe une position centrale alors que les granules de sécrétion,
naturellement positionnés au sein du poéle apical, sont entourés d’un cordon de mitochondries.
Cette disposition particuliere permet d’étudier le rdle et les interactions entre les différents
organites intracellulaires (Park et al., 2000; Tinel et al., 1999).

J’ai réussi a obtenir des cellules polarisées de prostate de souris. Il s’agit de cellules
¢épithéliales apicales caractérisées par un pole basal et un pole apical. Le noyau est proche du pole
basal. Le RE est positionné au centre de la cellule. Les granules de sécrétion sont situés au pole
apical. Nous allons, grice a ce nouveau modele, pouvoir analyser, en microscopie confocale,
d’une part, quels sont les mécanismes précis de régulation de la concentration intracellulaire en
calcium dans ces cellules et d’autre part, visualiser les interactions entre le RE et les
mitochondries ou entre le RE et la membrane plasmique notamment. Ces travaux ne pourraient

se faire sur des cellules en culture, comme des lignées, ou il y a absence de polarisation.

La limite de ces modéles résidait dans le fait qu’il était difficile d’éteindre un géne in
vivo. Ceci est maintenant possible notamment par le développement de techniques 1‘injection de
siRNA chez la souris. Par ailleurs, le laboratoire devrait prochainement obtenir des souris
« Knock-Out » (KO) pour le canal TRP MS8. D’autres souches de souris KO pour des canaux
TRP pourraient nous étre envoyées grace aux différentes collaborations entretenues par le
laboratoire.

Il existe également des souches de souris qui développent des cancers de la prostate. C’est
le cas des souris « TRAMP » (Transgenic Mouse Prostate). Ces animaux développent des
tumeurs prostatiques au bout de 12 semaines (Gingrich et al., 1996).

Nous projetons d’étudier, sur des cellules de prostate de souris fraichement isolées, les
interactions entre les différents organites intracellulaires (RE et mitochondries par exemple).

Nous pourrons €galement nous pencher sur I’implication des canaux de type TRP («Transient
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Receptor Potential ») dans le courant de type SOC au sein de cellules saines et cancéreuses. La

comparaison de nos résultats obtenus sur des souris saines, des souris saines traitées avec des
siRNA, ainsi que leur équivalent sur les souris TRAMP, nous fournira, nous l’espérons, de
précieuses données sur le role de ces canaux d’intérét dans la prolifération des cellules saines et
cancéreuses.

Enfin, la maitrise de la dissociation de la prostate de souris nous permettra é¢galement
d’étudier la propagation de « vagues calciques » au sein d’une cellules prostatique, mais aussi

entre plusieurs cellules.

1- Résultats préliminaires :

a- Structure de la prostate de souris

La prostate des rongeurs a une structure différente de celle de ’homme. Comme 1’illustre
la figure 12, la prostate de souris est composée de différents lobes : 2 lobes ventraux, 2 lobes
latéraux et un lobe dorsal (qui est en fait formé de la fusion de deux lobes dorsaux). De par son
histologie et sa sensibilit¢ aux hormones, le lobe latéral est celui qui présente le plus de
similitudes avec la prostate humaine (Robinette, 1988).

Il convient donc, dans la mesure du possible, d’utiliser ce lobe prostatique dans nos
expériences. La seule difficulté étant de réussir a isoler les lobes latéraux du lobe dorsal. En effet,
de nombreuses études se font sur les lobes ventraux (plus faciles a dissocier) ou sur le lobe

dorsolatéral, ce qui est une erreur car la préparation cellulaire est de ce fait loin d’étre homogene.
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Figure 12 : Schéma de la prostate de souris. (UR : urétre ; VE : Emplacement de
la vessie ; V : lobe prostatique ventral ; L : lobe prostatique latéral ; D : lobe
prostatique dorsal ; CE : canaux éjaculateurs ; S : vésicules séminales).D’apres
Robinette, 1988.
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b- Structure des cellules épithéliales apicales de prostate de souris

Figure 13: Acinus de prostate latérale de souris obtenu par microscopie
confocale en lumiere transmise. A: Barre 20 pum; B: Barre 10 pm,
agrandissement de la figure 13 A.
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La préparation dont sont issues les photos ci-dessus a été obtenue aprés une

dissociation mécanique et enzymatique de lobes latéraux de prostate de souris. La figure 13A
représente un morceau d’acinus de forme caractéristique. La figure 13B, un agrandissement de la
photo précédente, présente 2 cellules épithéliales apicales typiques. Le noyau est positionné au
niveau du pole basal. Le RE occupe la partie centrale de la cellule, alors que les granules de
sécrétion se situent au pdle apical. Cette structure avait €té préalablement mise en évidence en

microscopie ¢électronique par le Dr Christian Slomianny.

c- Dissociation d’un canal prostatique
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Figure 14 : Images d’un canal de prostate latérale de souris obtenu en microscopie confocale.
Barre : 20 um. A : Image en lumiére transmise ; B : Image de la fluorescence des cellules chargées
en Fluo4 AM (5 uM) ; C : superposition des images A et B.

Cette technique de dissociation nous permet d’obtenir des cellules isolées, des morceaux
d’acini, mais également des canaux prostatiques, comme I’illustre la figure 14. Le canal
(proprement dit) est formé de cellules épithéliales apicales et est entouré¢ d’un manchon de
cellules épithéliales basales. Ce modele est trés intéressant, car nous avons a notre disposition
d’une part, deux types cellulaires distincts et d’autre part, des cellules alignées.

Nous pourrons ainsi exploiter ce modele afin d’étudier les interactions entre ces
différentes cellules en respectant au maximum les conditions physiologiques présentes au sein de
I’organe. Nous pourrons notamment étudier la propagation des vagues calciques dans les cellules
épithéliales apicales et I’'implication éventuelle des cellules épithéliales basales.

Nous pourrons également comparer les réponses de ces deux types cellulaires vis-a-vis
d’agonistes tels que ’acétylcholine. Dans I’exemple qui suit, nous avons appliqué de I’ACh
(1uM) sur ce canal (Figure 15). Seules les cellules apicales ont répondu, a I’inverse des cellules
basales. L’ACh induit une vidange IP; suivie d’une entrée capacitive. La comparaison de ces
résultats avec des souris KO, notamment pour TRPC1 dont le rdle est connu dans le SOCcc (par
coulage conformationnel) (Vanden Abeele et al., 2004), nous donnera des données intéressantes
sur le réle de ce canal dans des conditions plus physiologiques que celles offertes par les lignées

cellulaires ou encore les cultures primaires sur plusieurs jours.
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Figure 15 : Traces typiques illustrant les variations de concentration en calcium intracellulaire
mesurées en microscopie confocale sur le canal (voir figure 14) chargé en Fluo 4 AM (5 pM)
(Fluorescence mesurée/ Fluorescence initiale en fonction du temps). La perfusion d’ACh (1 uM)
provoque une vidange de type IP3 dans les cellules apicales suivie d’une entrée capacitive. Les

cellules basales ne répondent pas a I’ACh.

2- Obijectifs généraux des travaux :

a- Etude de la polarisation cellulaire

Nous projetons de réaliser de nombreuses études sur le modele de cellules polarisées de
prostate de souris. Hormis la polarisation, la préparation des cellules nous place dans un contexte
plus physiologique que celui offert par les études sur les lignées cellulaires. Les interactions entre
les cellules peuvent notamment étre conservées.

Voici un apergu des expériences prévues :

- Test d’agonistes sur la réponse calcique (ACh, Endothéline, menthol, iciline, ATP, ...).

- Etudes des interactions entre le RE et I’activation des canaux SOC (vidange par la Tg, la
puromycine, le menthol, etc....). Quels sont les canaux SOC impliqués et les canaux de
type TRP pouvant éventuellement jouer un réle dans ce phénomene.

- Etude de la propagation des vagues calciques au sein d’une cellule et entre les cellules.
Quels sont les seconds messagers impliqués ? Les mitochondries interviennent-elles en

tamponnant la concentration intracellulaire en calcium ?
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- Quelles sont les interrelations éventuelles entre les cellules épithéliales apicales et les

cellules épithéliales basales ? Le calcium se propage-t-il de ’'une a 1’autre et si oui, dans

quelles conditions ?

b- Etude de TRPMS

De nombreux travaux sont effectués sur le canal TRPMS au sein du laboratoire.(Beck et
al., 2006; Bidaux et al., 2005; Thebault et al., 2005). Comme mentionné dans le paragraphe
précédent, nous pourrons étudier, dans un contexte plus physiologique, les liens existants entre la
vidange du RE suite a I’activation de la forme réticulaire de TRPMS et le développement du

courant SOC (faisant intervenir la forme plasmatique de TRPMS ou non).

Nous allons bientdt recevoir une souche de souris KO pour TRPMS. Nous pourrons ainsi
analyser quel est le role de TRPMS dans I’homéostasie calcique au sein des cellules épithéliales
apicales notamment. Le courant SOC sera-t-il modifié¢ ? Les flux calciques enregistrés dans ces

cellules seront-ils identiques et notamment la propagation des vagues calciques.

Nous projetons d’injecter des siRNA dirigé contre les ARNm codants pour TRPMS dans
les souris saines et dans le modéle TRAMP. Cette étude nous semble appropriée pour définir,
chez la souris quelle est I'implication de TRPMS dans le développement des tumeurs ainsi que

dans la prolifération cellulaire.

c- Etude de TRPC1

Une ¢étude du laboratoire a mis en évidence I’implication de TRPC1 dans I’activation du
courant SOC par couplage conformationnel avec le récepteur IP3 (Vanden Abeele et al., 2004).
Nous avons la possibilit¢ d’obtenir une souche de souris KO pour TRPCI1. Nous pourrons
analyser notamment si le courant SOC est modifi¢ dans les cellules de souris « sauvage » et de

souris KO pour ce canal.

d- Etude cinétique du développement tumoral

Nous désirons également étudier I’impact des canaux de type TRP sur le développement
tumoral. Pour cela, nous prévoyons d’utiliser comme mod¢les, des souris TRAMP qui recevront
ou non des injections de siRNA afin d’inhiber I’expression de TRP d’intérét et notamment
TRPMS8 et TRPCI. Ainsi, il serait possible d’analyser le rdle de ces canaux dans la cinétique de

développement d’un carcinome des lobes dorsolatéraux de ces souris.
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e- Etudes d’autres types cellulaires

D’autres modeles cellulaires attirent notre attention comme les cellules de Leydig et les
cellules de Sertoli. Ces deux types cellulaires sont, comme les cellules épithéliales prostatiques,
sensibles aux androgeénes. A plus ou moins long terme, nous pensons nous pencher sur le role

éventuel des canaux TRP dans la physiologie de ces cellules.

3- Collaborations prévues :

- Docteur Florence Cabon pour les travaux utilisant les siRNA sur les souris (Centre

National de la Recherche Scientifique, UPR 9079, Institut André Lwoff, Villejuif, France).

- Par I’intermédiaire du Docteur Ambudkar, nous pourrons obtenir une lignée de soursi
KO pour TRPC1.(Docteur Indu Ambudkar (Secretory Physiology Section, GTTB, NIDCR, NIH,
Bethesda, MD 20892, USA) et le Docteur L. Birnbaumer (Transmembrane Signaling Group,
Laboratory of Signal Transduction, Division of Intramural Research, National Institute of
Environmental Health Sciences, NIH, Department of Health and Human Services, Research

Triangle Park, NC 27709, USA)).

- Le Docteur Bolotina (Boston University School of Medicine, Boston, USA) nous
fournira une lignée de souris KO pour iPLA,. Ces animaux seront intéressants pour étudier le
role de iPLA2 dans ’activation du courant SOC, comme celui que nous avions mis en €vidence

dans les cellules LNCaP apres application de puromycine (Flourakis et al., 2006).
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