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Nouveaux mécanismes de régulation de la concentration 

calcique réticulaire : implication dans la physiopathologie de la 

prostate humaine. 

Le cancer de la prostate est la seconde cause de mortalité par cancer chez l'homme. 

Actuellement, les traitements hormonaux visent à diminuer le taux d'androgènes actifs. 

Malheureusement, avec le temps, les patients développent un cancer androgènes dont l'issue 

est fatale. 

Le calcium (Ca2+), second messager ubiquitaire, est impliqué dans de nombreux 

processus tels que 1' apoptose ou la prolifération. Le Réticulum Endoplasmique (RE) est un 

acteur essentiel de la signalisation calcique. Ainsi, 1' étude de canaux calciques réticulaires est 

fondamentale dans le développement de nouvelles stratégies thérapeutiques. 

Les travaux effectués ont permis d'identifier deux nouvelles protéines sur le RE : le 

translocon et le canal TRPM8 (Transient Receptor Potential Melastatin 8). Ces deux protéines 

seraient des éléments majeurs de la signalisation calcique en régulant la concentration de Ca2
+ 

du RE. Par ailleurs, l'étude de l'évolution de la signature calcique au cours de la 

cancérogenèse prostatique a permis de mettre en évidence qu'Orail (identifié ici comme étant 

la protéine responsable de l'Entrée Capacitive de Ca2+) est moins exprimée dans les cancers 

les plus agressifs. A l'opposé, TRPV6 (Transient receptor potential Vanilloid 6), canal 

calcique impliqué dans l'entrée constitutive de Ca2
+, est surexprimé dans des stades avancés 

de cancer. Ainsi, les variations d'expression de ces protéines seraient responsables 

respectivement d'un défaut d'apoptose ou d'une augmentation de la prolifération des cellules 

cancéreuses prostatiques androgéno-indépendantes. Ceci permettrait d'expliquer l'évolution 

du cancer de la prostate vers des stades plus agressifs. 



New regulation mécanisms of the reticular calcium 

concentration : involvement in prostate physiopathology. 

Prostate cancer is the second cancer-related cause of decease. Nowadays, treatments 

atm at decreasing the androgen action on this organ. Unfortunately, with time, patients 

develop an androgen-independent cancer with fatal issue. 

Calcium (Ca2+), an ubiquitary second messenger, is involved in severa! processes such 

as apoptosis and proliferation. Endoplasmic Reticulum (ER) is a major actor in Ca2
+ 

signalling. Thus, the study of ER channels is critical for developing new therapeutic 

strategies. 

Our work led to the identification of two new ER proteins: the translocon and TRPM8 

channel (Transient Receptor Potential Melastatin 8). These two channels could represent 

fundamental elements of calcium signalisation by regulating Ca2
+ concentration in the ER. 

Moreover, the study of Ca2
+ signature evolution during prostate carcinogenesis led us to show 

that Orail (identified here as the main carrier of capacitative Ca2
+ entry) expression is 

decreased in advanced prostate cancer. Reversely, TRPV6 (Transient Receptor Potential 

Vanilloid 6), a Ca2
+ channel involved in constitutive Ca2

+ entry, is over expressed in prostate 

cancer later stages. Thus, variations in these proteins expression could be responsible 

respectively for apoptosis resistance or an increase in prostate cancer cells proliferation. This 

might exp lain the evolution of prostate cancer to more aggressive stages. 
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Introduction 

Pour être le meilleur, il suffit parfois que les autres soient moins bons. 

Philippe Geluck 

Extrait de Le chat 



Introduction 

1) Physiologie et physiopathologie de la prostate 

I.A) La prostate: organe exocrine 

I.A.l) Anatomie générale 

La prostate est un petit organe situé en dessous de la vessie et en avant de la vésicule 

séminale (figure 1). Cette glande exocrine, appartenant à 1' appareil génital masculin, englobe 

le canal éjaculateur et la partie supérieure de l'urètre. Anatomiquement, la prostate est divisée 

en trois zones distinctes (figure 2): (i) la zone centrale (entoure l'urètre et occupe 25 % du 

volume prostatique) ; (ii) la zone périphérique, plus volumineuse (englobe 70 % de la glande) 

et (iii) la zone pré-prostatique ou zone de transition, fine couche de tissu glandulaire, située de 

part et d'autre de l'urètre au centre de la prostate (ne représente que 5% de la glande). 

À la naissance, le tissu prostatique est formé d'un système simple de canaux dispersés 

dans un abondant stroma fibromusculaire. Avec la puberté, la croissance simultanée des 

structures glandulaires et du stroma fibromusculaire aboutit à l'aspect de la prostate adulte. 

Figure 1. Localisation de la prostate au sein de la sphère uro-génitale (coupe sagittale) 
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Canal éjaculat.eur 

a Zone centrale 

b Zone fibromus cula.i:re 

c Zone de transttion 
d Zone p énphé.tique 

e Régton périurèt.rale 

d 

Figure 2 :Répartition anatomique des différentes zones de la prostate. 
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Figure 3 : Représentation schématique de la structure d'un acinus prostatique 
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Introduction 

I.A.2) Histologie 

La prostate est composée de deux couches histologiques principales : le stroma 

fibromusculaire et le tissu glandulaire consistant en un épithélium pseudo-stratifié. Ces deux 

tissus sont séparés l'un de l'autre par une lame basale (figure 3). 

I.A.2.a) Le stroma 

Le stroma correspond à un mélange complexe de fibroblastes et de cellules 

musculaires lisses. Ces dernières permettent, grâce à leur contraction, 1' évacuation du liquide 

prostatique. Les cellules stromales jouent également un rôle physiologique important dans le 

contrôle de la prolifération et le maintien de l'état de différenciation des cellules épithéliales 

adjacentes par la sécrétion de facteurs de croissance tels que l'EGF (Epidermal Growth 

Factor), le TGFB (Transforming Growth Factor), le NGF (Nerve Growth Factor) (Marengo 

and Chung 1994) et d'hormones agissant sur les cellules épithéliales comme la prolactine 

(Untergasser et al. 2001), la PTHrP (ParaThyroid Hormone related-Protein; (Blomme et al. 

1998)) et l'adrénaline (Smith et al. 2000). 

I.A.2.b) Le tissu glandulaire 

Les canaux et les acini présents dans ce tissu sont séparés du stroma par une 

membrane basale fine et continue sur laquelle repose l'épithélium prostatique. Le tissu 

glandulaire est composé de trois types de cellules : les cellules basales, les cellules luminales 

ou sécrétrices et les cellules neuroendocrines (figure 3). 

- Les cellules basales sont considérées comme le compartiment de réserve de 

l'épithélium prostatique. Les techniques immunohistochimiques (utilisant les anticorps 

anticytokératines spécifiques) montrent que ces cellules forment une couche régulière et 

continue entre les cellules sécrétrices et la membrane basale. Les cellules basales sont 

androgéno-indépendantes (elles ne nécessitent pas d'androgènes pour leur prolifération et leur 

survie) et peuvent se différencier en cellules sécrétrices androgéno-dépendantes (elles 

nécessitent des androgènes pour leur prolifération et leur survie) (lsaacs and Coffey 1989). La 

différenciation de ces cellules est séquentielle, ainsi lors de leur différenciation en cellules 

épithéliales apicales, les cellules épithéliales basales acquièrent progressivement le récepteur 

aux androgènes et donnent naissance à des cellules dites cellules épithéliales intermédiaires. 

- Les cellules sécrétrices (ou cellules épithéliales apicales) bordent la lumière des 

acmt. Elles synthétisent et sécrètent les produits constitutifs du plasma séminal incluant 

l'antigène glycoprotéique spécifique de la prostate ou PSA (Prostate Specifie Antigen), des 
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phosphatases spécifiques de la prostate ainsi que des polyamines (Murphy et al. 1992). Ces 

cellules expriment le récepteur aux androgènes et sont dépendantes de son activation pour leur 

viabilité et leur capacité sécrétoire (Isaacs 1999). 

- Les cellules neuroendocrines, présentes dans tous les compartiments glandulaires de 

la prostate, produisent des substances semblables aux neurohormones comme la calcitonine, 

la sérotonine, le VIP (Vasoactive Intestinal Peptide) et renferment également des granules 

sécrétoires. D'autre part, elles expriment des marqueurs de type neuroendocrinien tels que la 

NSE (neuron-specific enolase ), un marqueur couramment utilisé pour caractériser ce type de 

cellules (Schmechel et al. 1978), ainsi que la chromogranine A (Karlsson 2001). Le rôle 

précis de ces cellules dans la physiologie de la prostate reste flou, mais certains travaux 

suggèrent que les cellules neuroendocrines participeraient au maintien de la différenciation 

des autres types cellulaires. 

LB) Fonctions de la prostate 

I.B.l) Ejaculation: 

Comme elle est localisée sous la vessie et entoure l'urètre, la prostate bénéficie d'une 

place privilégiée pour intervenir dans le processus mictionnel. Ces sphincters intra

prostatiques, situés autour de l'urètre, ferment l'urètre lors de l'éjaculation. 

I.B.2) Sécrétion : 

La partie glandulaire de la prostate est le siège d'une sécrétion exocnne intense 

représentant environ 30% du sperme. Les composés du liquide prostatique sont nombreux; 

parmi ceux-ci, le zinc, le PSA et la neutra! a-glucosidase interviennent directement dans 

l'activation des spermatozoïdes (Elzanaty et al. 2002; Carpentier et al. 2004). La prostate 

possède donc un rôle, souvent méconnu, dans la reproduction. 

I. C) Aspects cliniques 

I. C.l) Pathologies prostatiques 

Les pathologies prostatiques les plus fréquentes sont les prostatites (inflammations 

d'origine bactérienne), les adénomes (hyperplasies bénignes de l'épithélium) et les 

adénocarcinomes (cancers de l'épithélium). Il existe une dernière pathologie moins connue du 

fait de sa rareté : le cancer prostatique neuroendocrine pur. 
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Figure 4 : Répartition anatomique des différentes zones de la prostate ainsi que des différentes 
pathologies associées. 

1. C.l. a) La prostatite 

La prostatite est une atteinte inflammatoire souvent d'origine bactérienne. Elle est 

généralement traitée par des antibiotiques. 

1. C.l. b) L 'adénome ou hyperplasie bénigne 

L'adénome, ou Hyperplasie Bénigne de la Prostate (HBP), est une tumeur bénigne 

touchant de nombreux hommes vers la cinquantaine. Cette pathologie touche principalement 

la zone transitionnelle et la zone périphérique de la glande (figure 4). L'adénome est 

caractérisé par une augmentation de la taille des cellules glandulaires ce qui entraîne le 

grossissement de la prostate. Cette transformation de la glande prostatique provoque une 

irritation ainsi qu'une obstruction de l'urètre entraînant une gêne symptomatique lors de la 

miction. 

1. C.l. c) L 'adénocarcinome de la prostate 

Le cancer de la prostate est le cancer le plus fréquent chez l'individu de sexe masculin 

et représente la seconde cause de mortalité par cancer chez 1 'homme après le cancer du 

poumon. Dans les pays développés, 1' incidence du carcinome de la prostate augmente 

exponentiellement avec 1' âge (figure 5) et le nombre de cas déclarés croît avec 1' allongement 

de l'espérance de vie dans les sociétés occidentales. 

Des études récentes ont mis en exergue, outre les facteurs génétiques (à San Francisco, 

la population noire présente une incidence 2 fois supérieure à la population blanche), 

1' importance de facteurs environnementaux sur 1' incidence de ce cancer tel que le mode 

alimentaire, (réf : livre, « pourquoi ce lourd tribut payé au cancer » ). Ainsi, pour une classe 

d'âge de 35 à 64 ans, l'incidence du cancer de la prostate est 11 fois inférieure au Japon par 

rapport à la population Hawaïenne. Par contre, des individus d'origine japonaise vivant à 
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Hawaii ont une sensibilité au cancer de la prostate identique aux individus d'origine 

hawaiienne. 

Ce cancer glandulaire se développe principalement dans la zone périphérique de 

l'organe, ainsi que dans la zone transitionnelle (15%) et pour 5% des cas dans la zone centrale 

(figure 4). D'évolution plutôt lente, ce cancer, tout d'abord in situ, peut sortir de la capsule 

dans les stades plus avancés pour donner des métastases locorégionales puis lointaines. Le 

diagnostic de ce cancer est généralement basé sur un toucher rectal, un dosage du PSA 

circulant, une échographie avec biopsie et une étude histopathologique pour caractériser le 

grade et le stade cancéreux en fonction du score de Gleason. Ce score repose sur le degré de 

différenciation des cellules et sur l'anaplasie cellulaire. Les scores de Gleason de 2 à 4 

caractérisent des cancers de bas grades, les scores 5-7 représentent les grades médians alors 

que les scores supérieurs à 7 définissent les cancers les plus avancés. 
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Figure 5 : Evolution de l'incidence et de la mortalité du cancer de la prostate en fonction de l'âge dans la 
population masculine française. 

Concernant le PSA, la présence de plus de 4 ng/ml de PSA total circulant (seuil de 

risque maximal) est généralement associée à un risque tumoral. Cependant ce dosage est 

souvent sujet à de nombreux faux positifs et faux négatifs. En effet, un taux de PSA entre 2 à 

4 ng/ml peut être associé à un cancer. De même un taux de PSA supérieur à 4ng/mL n'est pas 

obligatoirement lié à un cancer prostatique. Bien qu'ayant considérablement amélioré le 
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dépistage du cancer de la prostate, le dosage du PSA n'est donc pas suffisant pour affirmer la 

présence d'un cancer. 

1. Cl. d) Le cancer prostatique neuroendocrine pur 

Cette pathologie rare (<5% de tous les cancers de la prostate) touche les sujets plus 

précocement que l'adénocarcinome (entre 30 et 40 ans) et est généralement associée à un très 

mauvais pronostic (Freschi et al. 2004). Les causes de la transformation de ces cellules 

neuroendocrines sont inconnues et les traitements anti-androgéniques sont sans effets, les 

cellules neuroendocrines étant hormone-indépendantes. 

Actuellement, l'utilisation d'agents anti-androgéniques dans les thérapies contre le 

cancer de la prostate ainsi que d'alpha-bloquants dans la prévention des symptômes de l'HBP 

représente les principaux traitements de choix. Voyons dans un premier temps le traitement 

an ti -androgénique. 

I.C.2) Traitements anti-androgéniques 

La découverte de 1' androgèno-dépendance du développement normal de la prostate 

humaine est à la base de travaux tentant de mettre en évidence le rôle des androgènes, de la 

dihydrotestostérone (DHT) plus précisément, dans la cancérogenèse de la prostate (Huggins et 

al. 1941). 

Dans la prostate saine, les androgènes permettent par l'activation de leur récepteur 

nucléaire, le maintien de l'homéostasie tissulaire par un équilibre entre les taux de 

prolifération cellulaire et d'apoptose (ou mort cellulaire programmée, MCP) (Amirghofran et 

al. 2004). L'épithélium prostatique est hiérarchisé: les cellules basales androgéno

indépendantes, en nombre limité, se divisent en cellules basales androgéno-sensibles. Ces 

cellules ont besoin des androgènes pour proliférer, mais ne meurent pas en leur absence. Sous 

1' effet des androgènes, elles se différencient en cellules luminales (ou sécrétrices) androgéno

dépendantes. Le nombre de ces cellules est alors important et leur taux de prolifération est en 

équilibre avec leur taux d'apoptose de sorte qu'il n'y ait ni régression prostatique ni 

prolifération excessive. Dans ces conditions, la prostate est composée d'une population 

cellulaire hétérogène, comprenant des cellules épithéliales androgéno-indépendantes, 

androgéno-sensibles et androgéno-dépendantes. Par contre, en absence d'androgènes, les 

cellules sécrétrices ne se différencient pas, les cellules basales androgèno-sensibles ne 

prolifèrent plus mais leur nombre se maintient pmsque leur survie ne dépend pas des 

androgènes. 
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La croissance pathologique de la prostate est également sous contrôle androgénique. 

C'est la raison pour laquelle les traitements actuels des tumeurs de la prostate ont pour 

objectif de diminuer les taux sériques d'androgènes (castration ou privation par agoniste de la 

LHRH (Luteinizing Hormone Releasing Hormone) et anti-androgènes stéroïdiens ou non 

stéroïdiens ), afin de ralentir la progression tumorale. En effet, le retrait des androgènes, par 

castration chimique et/ou chirurgicale, entraîne la mort cellulaire programmée des cellules 

prostatiques androgéno-dépendantes (Colombe! et al. 1996). 

Le retrait des androgènes, efficace dans un premier temps, aboutit quasi 

systématiquement à un échappement thérapeutique dû à l'évolution des cellules tumorales 

d'un état androgéno-dépendant vers un état androgéno-indépendant. A partir de ces cellules 

tumorales, se développe une tumeur résistante à la privation hormonale et à la chimiothérapie. 

De tels cancers sont très agressifs et échappent à tout traitement actuellement connu. 

Le récepteur aux androgènes est impliqué à différents niveaux dans la capacité du 

cancer prostatique à se développer indépendamment des androgènes. D'une part, l'expression 

des récepteurs aux androgènes croît afin d'utiliser plus efficacement les taux d'androgènes 

résiduels (Visakorpi et al. 1995). D'autres part, les récepteurs aux androgènes subissent des 

mutations qui leur permettent de lier d'autres ligands comme l'œstradiol ou des 

antiandrogènes. Ces mutations permettent également la phosphorylation de ce récepteur 

(étape obligatoire pour la translocation nucléaire) par la protéine kinase A activée par des 

facteurs de croissance comme l'IGF ou EGF (Gaddipati et al. 1994; Culig et al. 1996; Culig 

et al. 1996) (Prinsloo and Van Aswegen 2000). 

Les mécanismes proposés pour expliquer 1' échappement thérapeutique sont 

principalement liés soit à (i) un défaut d'apoptose, (ii) à la perturbation de la prolifération 

cellulaire, ou (iii) à la différenciation neuroendocrine. 

(i) Défaut d'apoptose: 

L'apoptose est un mécanisme physiologique tenant un rôle essentiel dans 

l'homéostasie tissulaire chez l'adulte (McConkey and Orrenius 1997). En effet, dans les tissus 

capables de se renouveler grâce à la division cellulaire par mitose, l' apoptose s'oppose à ce 

mécanisme pour éliminer les cellules en excès et maintenir ainsi leur nombre constant. Ce 

processus contrôlé génétiquement est activé par des stimuli physiologiques, intra ou 

extracellulaires, mats aussi par des stimuli pathologiques qui portent atteinte au bon 

fonctionnement de la cellule, tels qu'une infection virale, un choc thermique, un stress 

oxydatif ou des dommages causés à l'ADN. Cependant, ce mécanisme physiologique peut 

s'altérer et conduire à diverses pathologies dont le cancer, notamment celui de la prostate 
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(Thompson 1995). Ce défaut d'apoptose des cellules cancéreuses est généralement lié à des 

mutations ou à une expression anormale de gènes spécifiques, comme le gène p53 (le gardien 

du génome, à action pro-apoptotique) qui est fréquemment inactivé par mutation dans les 

tumeurs (Sionov and Haupt 1999). A l'inverse, l'oncogène bcl-2 (B-cell lymphoma-2), qui 

exerce un rôle protecteur contre la MCP, est souvent surexprimé dans les cellules cancéreuses 

prostatiques entre autres. Cette surexpression entraîne donc un défaut d'apoptose (Chaudhary 

et al. 1999) donnant un avantage en terme de survie aux cellules tumorales par rapport aux 

cellules saines (Raffo et al. 1995). 

(ii) Perturbation de la prolifération : 

Le développement du cancer de la prostate a été plus souvent considéré comme 

résultant d'un défaut d'apoptose. Néanmoins, des altérations de la prolifération seraient 

également impliquées dans le processus de cancérisation. En effet, parallèlement à 

1' échappement thérapeutique aux androgènes, une évolution du phénotype paracrine de 

1' épithélium vers un phénotype autocrine est observée. Il est de surcroît démontré que les 

tumeurs androgéno-indépendantes prolifèrent plus que celles qui demeurent sensibles aux 

androgènes (Zhou et al. 2004). Ceci est corrélé à une augmentation de la sécrétion de facteurs 

de croissance (EGF, NGF, bdNF, NT3, NT4/5 etc ... ) et du nombre de récepteurs tyrosine 

kinases (Fong et al. 1992; Prewett et al. 1996; Montano and Djamgoz 2004). Les travaux de 

Stattin et al. décrivent notamment que l'IGF-1 qui accroît la prolifération et diminue 

1' apoptose des cellules prostatiques est présent à un taux élevé dans les tumeurs prostatiques 

et pourrait donc être un bon marqueur pronostic du cancer de la prostate (Stattin et al. 2004). 

Des travaux de notre laboratoire ont montré que l'EGF induit une augmentation de la 

prolifération cellulaire corrélée entre autres à une hausse du taux de calcium réticulaire 

(Legrand et al. 2001 ). 

De plus, lors de la cancérisation, de nombreux autres facteurs tels que stat-3, NFkB, la 

vitamine D voient leur expression varier dans le sens d'une augmentation de la prolifération 

(Lee et al. 2004; Stewart and Weigel2004; Suh and Rabson 2004). Ces facteurs sont connus 

pour réguler la prolifération des cellules prostatiques tant au niveau de l'entrée dans le cycle 

cellulaire, de l'induction d'apoptose, des voies de signalisation des facteurs de croissance 

suscités. Un travail récent du laboratoire a de surcroît démontré que l' ATP extracellulaire, via 

les récepteurs purinergiques de type P2Y couplés à la PLC (phospholipase C), induit un arrêt 

de la crmssance des cellules épithéliales cancéreuses androgéno-indépendantes 

(Vanoverberghe et al. 2003). Actuellement, les études s'orientent donc vers : (i) la recherche 
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et la confirmation de nouvelles cibles (ii), le développement de nouveaux outils 

pharmacologiques tels que des analogues de la vitamine D3 qui inhibe la prolifération 

prostatique. 

(iii) La différenciation neuroendocrine : 

Depuis peu, un intérêt croissant s'est porté sur la différenciation neuroendocrine dans 

le cancer de la prostate car elle semble avoir une signification pronostique bien que les avis à 

ce sujet soient divergents (Abrahamsson 1999). Les cancers de la prostate avec différenciation 

neuroendocrine sont en effet associés à de très mauvais pronostics. Plusieurs phénomènes 

pourraient être à 1' origine de cette différenciation neuroendocrine. Des études récentes 

montrent que les traitements anti-androgéniques augmentent le nombre de cellules 

neuroendocrines dans les tumeurs (Abrahamsson 1999). Les traitements ne feraient donc que 

sélectionner des cellules neuroendocrines androgéno-indépendantes aux dépens des cellules 

androgéno-dépendantes. Une autre hypothèse propose que les cellules neuroendocrines 

tumorales, présenteraient un dysfonctionnement de sécrétion (défaut ou hyper sécrétion), et 

pourraient par une stimulation paracrine anormale des cellules saines, rendre ces dernières 

également tumorales (Nakada et al. 1993). Enfin, il a été suggéré que l'acquisition des 

caractéristiques neuroendocrines s'effectue au cours de la progression tumorale. Ainsi, suite à 

une transformation maligne, une cellule épithéliale ou basale développerait des 

caractéristiques neuroendocrines et serait alors régulée par des mécanismes androgéno

indépendants. 

I.C.3) Traitements par alpha-bloquants 

Utilisés dans le traitement de l'HBP, les alpha-bloquants provoquent la relaxation des 

cellules musculaires lisses en inhibant la voie de la PLC, impliquant la vidange des stocks 

calciques via l'inositol triphosphate (IP3) (Huang et al. 1999). Des travaux récents montrent 

qu'en plus de cet effet de relaxation, les alpha-bloquants peuvent induire l'apoptose des 

cellules musculaires lisses et épithéliales prostatiques (Kyprianou et al. 1998). 

Des études récentes du labratoire ont mis en évidence dans les cellules épithéliales 

cancéreuses prostatiques humaines l'expression de récepteurs alpha1A-adrénergiques 

fonctionnels, couplés à des canaux cationiques non sélectifs via l'action directe du 

diacylglycérol (DAG), et démontrent que ces récepteurs régulent la prolifération cellulaire. 
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Ainsi, la stimulation chronique des récepteurs alphalA-adrénergiques entraînerait une 

augmentation de la prolifération des cellules épithéliales cancéreuses prostatiques humaines. 

I.D) Conclusion: 

La compréhension des phénomènes moléculaires impliqués dans l'évolution des 

cellules tumorales vers l'échappement hormonal représente un axe de recherche 

essentiel pour le développement de nouvelles thérapeutiques efficaces contre ce cancer. 

La recherche de nouveaux marqueurs et cibles thérapeutiques pour pallier à cet 

échappement s'avère donc cruciale. Des études récentes indiquent que les altérations de 

l'homéostasie calcique et de la modulation du fonctionnement des canaux ioniques 

pourraient jouer un rôle important dans la régulation des processus contrôlant la 

prolifération, la différenciation et l'oncogenèse. Dans la prochaine partie, nous allons 

présenter l'importance de l'homéostasie calcique et de sa régulation par les canaux 

ioniques. 
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II) Rôle du calcium à l'échelle cellulaire 

II.A) Le Calcium: second messager ubiquitaire 

Le choix du calcium ( Ca2+), en tant que second messager intracellulaire au cours de 

l'évolution, s'est probablement imposé du fait de la flexibilité de cet ion en tant que ligand. Il 

est donc se lier de façon réversible à des molécules complexes, en particulier les protéines, 

dans des conditions correspondant à un environnement intracellulaire (Williams 2002). 

II.B) Distribution du calcium dans la cellule 

Le Ca2+ est l'ion dont la concentration est la plus finement régulée au niveau de la 

cellule. Globalement, sa concentration ([Ca2+]) est de l'ordre de 1 mM dans le milieu 

extracellulaire ([Ca2+]ext) et dans le réticulum endoplasmique (RE), mais oscille de 100 nM à 

plus de 1 ~M dans le cytosol ([Ca2+]cyt). La cellule maintient donc un fort gradient de Ca2+ 

entre le milieu extracellulaire et le cytoplasme ([Ca2+]cyt/[Ca2+]ext=1/10000). Pour cela, les 

cellules utilisent des pompes calciques et des échangeurs, au niveau de la membrane 

plasmique et de la membrane des organites (ex: RE et mitochondries). Ceci confère aux 

organites intracellulaires un rôle majeur de tampon calcique dans la cellule. 

La répartition du Ca2+ n'est pas homogène. On distingue le Ca2+ sous une forme dite 

libre et sous une forme chélatée par des protéines. Cette dernière correspond à un état 

d'interaction avec une protéine qui empêche le Ca2+ d'interagir avec d'autres acteurs sensibles 

à ce cation. Ces protéines chélatrices sont présentes aussi bien dans les organites tels que le 

RE (ex : la calréticuline, la calbindine) que dans le cytosol (ex : la calmoduline, la 

calcineurine) (figure 5). La compartimentation du Ca2+ et sa concentration cytosolique sont 

donc stables dans le temps, d'où le terme d'homéostasie calcique. 

II.B.l) Le calciosome 

Le « calciosome » se définit comme l'ensemble des protéines impliquées dans 

l'homéostasie calcique et/ou dans les signaux calciques. Le calciosome est constitué de trois 

types de protéines: les transporteurs assurant la diffusion des ions d'un compartiment 

cellulaire à un autre, les protéines chélatrices permettant de contrôler le taux de Ca2+ libre au 

sein d'un compartiment et les protéines senseur de Ca2+. 
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Figure 6: Principaux canaux et pompes calciques présents dans une cellule animale 

L'homéostasie calcique cellulaire est, par définition, l'équilibre entre les entrées 

(influx), les sorties (efflux) et le stockage du Ca2+. L'homéostasie calcique est donc 

directement responsable du maintien de la compartimentation du Ca2+ dans la cellule et ainsi 

du maintien de la possibilité pour cet ion de jouer le rôle de second messager. En effet, au 

repos, les différents acteurs impliqués dans 1 'homéostasie calcique maintiennent une 

concentration de [Ca2+]cyt très faible par rapport au milieu extracellulaire et aux stocks 

intracellulaires. 

Un signal calcique correspond donc à un ou plusieurs flux de Ca2+ entre 

compartiments à l'origine d'un message à l'échelle moléculaire qui conduit à la modulation 

d'une fonction cellulaire. Dés qu'un canal laissant passer du Ca2+ s'active, l'ion accède au 

cytoplasme de la cellule et peut interagir avec des protéines partenaires sensibles au Ca2+. Ces 

acteurs spécifiques intègrent le signal, entraînant l'activation ou la modulation d'une fonction 

cellulaire. Afin d'illustrer cette cascade d'événements, nous pouvons citer le cas des 
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cardiomyocytes dans lesquels les influx de Ca2+ par les récepteurs à dihydropyridines (DHPR) 

couplés à la vidange des stocks calciques réticulaires induisent une augmentation de Ca2+ 

cytoplasmique qui active directement la troponine C (TnC). Cette dernière, une fois liée au 

Ca2+, initie alors la contraction de la fibre musculaire cardiaque. 

De nombreuses protéines présentes sur la membrane plasmique ou au mveau 

intracellulaire permettent de réguler de façon spécifique la [Ca2+] dans la cellule. Parmi 

celles-ci, voyons tout d'abord les protéines présentes sur la membrane plasmique. 

II.B.l.a) Protéines présentes sur la membrane plasmique. 

Tout d'abord la membrane plasmique possède des pompes appelées PMCAs (pour 

Plasma Membrane Ca2+-ATPase) et des transporteurs (comme l'échangeur Na+/Ca2+) pour 

faire sortir le Ca2+ hors de la cellule et ainsi maintenir le gradient de concentration des ions 

calciques de part et d'autre de la membrane plasmique. 

Il existe également des canaux calciques classés en fonction de leur stimulus 

d'activation (figure 6) : 

Les canaux de type ROC (Receptor-Operated Channels) 

Ce sont par défmition des récepteurs-canaux. L'exemple le plus connu est le récepteur 

nicotinique à l'acétylcholine (Ach) dont l'ouverture est stimulée directement par la fixation du 

ligand sur son récepteur. L'ouverture du canal n'est donc pas tributaire de voies de 

signalisation intracellulaires. 

Les canaux de type VOC (Voltage-Operated Channels) 

Il s'agit de canaux dont l'ouverture se produit consécutivement au changement du 

potentiel de membrane. Ces canaux interviennent en particulier dans la création du potentiel 

d'action (PA) des cellules excitables, mais jouent également un rôle dans les cellules dites 

«non-excitables» (ne générant pas de PA). Notons enfin que les canaux voltage-dépendants 

sont directement activés par une variation de potentiel membranaire et ne sont pas uniquement 

modulés par le potentiel. En effet, l'ensemble des canaux ioniques lorsqu'ils sont activés 

génère des courants ohmiques, c'est-à-dire directement proportionnels au potentiel de 

membrane. 

Les canaux de type SMOC (Second Messenger-Operated Channels) 

Il s'agit des canaux activés par l'intermédiaire de seconds messagers générés suite à 

l'activation d'un récepteur membranaire. Par exemple, l'activation des récepteurs 

muscariniques de type Ml (Ml, M3 et MS) par l'acétylcholine entraîne l'activation de la 
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PLC qui catabolise le PIP2 et forme de l'IP3 et du DAG. Le DAG peut alors agir comme 

second messager et activer un canal SMOC. 

Les canaux de type SOC (Store-Operated Channels) 

Il s'agit, par définition, de canaux ioniques activés consécutivement à la déplétion des 

stocks de Ca2+ libre du RE et sont responsables de l'entrée capacitive de Ca2+ (ECC), aussi 

appelée SOCE (Store Operated Ca2+ entry), qui constitue l'entrée principale de Ca2+ dans les 

cellules non-excitables(§ IL C.6). 

Outre les protéines présentes sur la membrane plasmique, il existe également des 

protéines intracellulaires permettant de réguler la [Ca2+]cyt. 

II.B.l. b) Les protéines intracellulaires 

Au mveau du réticulum endoplasmique, d'autres canaux et pompes calciques 

contrôlent les flux d'ions Ca2+ entre le cytosol et le milieu intra-réticulaire (Berridge 1996). 

En effet, la [Ca2+] dans le réticulum est critique pour certaines fonctions majeures telles que la 

maturation des protéines ou l'apoptose. La cellule régule donc finement la [Ca2+] dans cet 

organite (Breckenridge et al. 2003; Brostrom and Brostrom 2003). Ainsi, plusieurs 

mécanismes sont impliqués: (i) la [Ca2+]RE est maintenue grâce aux Ca2+ ATPase (SERCA 

pour Sarcoplasmic Endoplasmic Reticulum Calcium ATPase) qui pompent le Ca2+ du 

cytoplasme vers le RE et grâce à la fixation de Ca2+ au sein du RE par des protéines 

chaperonnes comme la calréticuline ou la calnexine (Ihara et al., 1999 ; Saito et al., 1999) ; 

(iii) libération provoquée de Ca2+ suite à l'activation du récepteur IP3 et/ou du récepteur 

ryanodine en réponse à différents stimuli agissant sur des récepteurs membranaires ou 

libération de Ca2+ par d'autres récepteurs canaux présents sur le RE; (iv) fuite passive et 

continue de Ca2+ à partir du RE grâce à des canaux encore non identifiés appelés « canaux de 

fuite» (v) enfin, l'Entrée capacitive de calcium: influx de Ca2+ provenant du milieu 

extracellulaire permettant de remplir le RE suite à une vidange calcique du RE. (§ IL C 6) 

La compréhension des mécanismes impliqués dans l'homéostasie calcique revêt donc 

un intérêt primordial. En effet, il est bien établi que l'activité des canaux calciques régule de 

nombreuses voies de signalisation. 

II.B.2) La signature calcique 

La «signature calcique» d'une fonction cellulaire désigne les propriétés d'un ou 

plusieurs signaux calciques à l'origine de cette fonction. La signature calcique est définie par 
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3 paramètres fondamentaux caractérisant cette modification de Ca2
+ intracellulaire, à savoir 

la localisation, la cinétique, et l'amplitude du flux calcique. (figure 7) 

II.B.2.a) Espace (Localisation) 

On distingue deux grands types de signaux calciques : ceux provenant du milieu 

extracellulaire et ceux provenant des stocks intracellulaires. Les premiers correspondent à 

1' activation de protéines canaux au niveau de la membrane plasmique de la cellule. Les 

seconds sont la conséquence de la synthèse de certains seconds messagers capables de 

mobiliser les stocks de Ca2
+ intracellulaires. 

Il est important de noter que la vidange de Ca2
+ peut également se produire 

spécifiquement dans un organite tel que le noyau. En effet, la continuité des membranes 

nucléaires et réticulaires définit un ensemble de citernes. La localisation spécifique des 

canaux ioniques sur la membrane nucléaire permet de limiter spatialement 1' augmentation de 

la [Ca2+] et garantit donc la spécificité du signal. 

Au-delà de l'origine intra- ou extracellulaire du Ca2
+, on distingue ensuite l'étendue du 

signal dans la cellule, qui définit directement la spécificité des mécanismes induits (Clapham 

et al. 1993). Les événements confinés à de petites régions pré-membranaires interviennent 

dans des processus fins comme la sécrétion de neurotransmetteurs par les neurones. Les 

événements de plus grande amplitude spatiale, tels que les vagues calciques intracellulaires, 

correspondent à de plus grandes variations de Ca2
+ et à l'activation de protéines réparties dans 

toute la cellule. De tels signaux régulent de grandes fonctions cellulaires telles que la 

sécrétion dans les cellules épithéliales polarisées (Cancela et al. 2002) ou la contraction des 

cardiomyocytes. On distingue enfin des signaux de plus grande amplitude, touchant plusieurs 

cellules adjacentes, telles que les vagues intercellulaires. Ces dernières sont liées à 

1' expression de protéines intercellulaires spécifiques (ex : les connexines). Ces signaux sont 

responsables d'une synchronisation entre les cellules permettant par exemple la contraction 

efficace d'un ensemble de fibres musculaires, et le bon fonctionnement d'un organe 

contractile comme le coeur. 

II.B.2.b) Temps (Cinétique) 

Au-delà de la régulation spatiale, la régulation temporelle des signaux calciques est le 

deuxième élément de codage du signal calcique. Il est généralement admis que des signaux 

calciques transitoires modulent des fonctions telles que la sécrétion ou la prolifération 

(Dolmetsch et al. 1998), tandis qu'une augmentation soutenue de la [Ca2+] cytosolique ou 

mitochondriale déclenche l'apoptose des cellules (Vanoverberghe et al. 2004). Une 
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diminution de la [Ca2+] dans un compartiment code également un signal. Ainsi, l'apoptose des 

cellules peut également être provoquée par une diminution de la [Ca2+] dans la lumière du 

réticulum endoplasmique (Pinton et al. 2001 ). 

La régulation temporelle du signal calcique est un phénomène complexe qui fait 

intervenir tous les types d'acteurs de l'homéostasie calcique. Concernant l'ECC, dont nous 

avons détaillé 1' origine précédemment, elle correspond à un phénomène soutenu qui peut 

perdurer plus d'une heure, alors que la vidange du réticulum endoplasmique qui l'active ne 

dure pas plus d'une dizaine de minutes (Lewis 2001). Une étude récente a démontré que cette 

prolongation de l'activité de l'ECC était en partie due au relarguage lent du Ca2
+ absorbé par 

les mitochondries lors de la déplétion initiale des stocks réticulaires de Ca2
+ (Hoth et al. 

2000). Ceci est une parfaite illustration de la complexité des signaux calciques et la 

multiplicité des acteurs impliqués. 

II.B.2.c) Intensité (Amplitude) 

Un signal calcique peut être décomposé en évènements calciques élémentaires. On 

peut donc considérer que c'est l'intégration de ces signaux en un signal d'amplitude 

supérieure au seuil d'activation des protéines effectrices qui déclenche une fonction cellulaire. 

On observe en effet que chaque protéine sensible au Ca2
+ possède une affinité spécifique pour 

cet ion qui détermine à la fois la [Ca2+] à partir de laquelle suffisamment de protéines 

effectrices pourront être activées pour déclencher une fonction cellulaire et à la fois la [Ca2+] 

au-delà de laquelle ces protéines ne sont plus activées de façon spécifique. Il apparaît alors 

logique qu'en fonction de la [Ca2+] atteint par le signal, celui-ci activera certaines protéines 

effectrices et pas d'autres. 

II.B.3) Conclusion 

L'ion calcique est donc impliqué dans de nombreux processus physiologiques tels que 

la sécrétion, la prolifération ou l' apoptose. Ainsi, la compréhension des mécanismes 

impliqués dans l'homéostasie calcique est donc primordiale. Dans ce cadre, les protéines les 

plus étudiées sont les protéines présentes sur la membrane plasmique. Cependant, un nombre 

croissant d'études semble indiquer un rôle très important du RE dans la physiologie cellulaire. 

En effet, le RE représente la principale source de Ca2
+ intracellulaire. Ainsi, 1' étude des 

protéines impliquées dans l'homéostasie calcique intra-réticulaire est très importante. 
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Figure 7 : 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 à l'état de repos grâce à l'action 
combinée de pompes et d'échangeurs.(Berridge et al. 2003) 
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II. C) Le réticulum endoplasmique : principale source intracellulaire 

de calcium 

De nombreux organites intracellulaires comme les mitochondries, le noyau, l'appareil 

de Golgi, servent de réserves calciques intracellulaires mais le RE constitue la majeure partie 

de cette réserve calcique. La concentration en Ca2+ du RE ([Ca2+]RE est de l'ordre du mM 

(Bastianutto et al. 1995). Ainsi, pour la signalisation calcique, outre le Ca2
+ provenant du 

milieu extracellulaire, les cellules ont accès à une source majeure de Ca2
+ contenu dans le 

réticulum endoplasmique (Figure 6). 

Le rôle du RE ne se limite pas à sa participation dans l'homéostasie calcique 

intracellulaire. En effet, la lumière du RE est également un environnement parfaitement 

adapté pour la synthèse, les modifications post-traductionnelles et la conformation des 

protéines. Le maintien d'une concentration élevée en Ca2
+ dans le réticulum est essentiel pour 

l'exécution de ces processus (Pour revue voir (Michalak et al. 1998)). En outre, des 

altérations au niveau des concentrations calciques du RE peuvent déstabiliser cet équilibre 

physiologique et provoquer l'apoptose. 

C'est pourquoi l'homéostasie calcique au niveau du RE est finement régulée. Elle est 

le résultat de l'équilibre entre la sortie et l'entrée de Ca2
+ au sein du RE. Ainsi, plusieurs 

mécanismes sont impliqués: (i) la capture du Ca2
+ qui est séquestré dans le RE par les Ca2

+ 

ATPase (SERCA pour Sarcoplasmic Endoplasmic Reticulum Calcium ATPase) ; (ii) la 

fixation de Ca2
+ au sein du RE par des protéines chaperonnes comme la calréticuline ou la 

calnexine (lhara et al. 1999; Saito et al. 1999); (iii) la libération provoquée de Ca2
+ par le 

récepteur IP3 et/ou le récepteur ryanodine en réponse à différents stimuli agissant sur des 

récepteurs membranaires ou la libération provoquée de Ca2
+ par d'autres récepteur canaux 

présents sur le RE; (iv) la fuite de Ca2
+ à partir du RE grâce à des canaux encore non 

identifiés appelés «canaux de fuite» (Figure 8). Enfin, il existe un dernier mécanisme 

essentiel à l'homéostasie intra-réticulaire : l'Entrée capacitive de calcium (ECC) : cet influx 

de Ca2
+ provenant du milieu extracellulaire permet de remplir le RE suite à une vidange. 

Ainsi, pour participer à 1 'homéostasie calcique et au maintien de la concentration en 

Ca2
+ réticulaire, différents canaux et pompes calciques permettent de réguler les échanges 

calciques au travers du réticulum endoplasmique. 

Voyons tout d'abord les protéines SERCA, principales responsables de l'entrée de 

Ca2
+ du cytoplasme vers le RE. 
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Figure 8 : Principaux canaux et pompes responsables de l'homéostasie infra-réticulaire. 1 : SERCA, 2 : 
Protéines chélatrices, 3 : Libération provoquée, 4 : Fuite passive, 5 : Entrée capacitive de Calcium (ECC) 
par les SOCs (Store Operated Channels) 

II.C.l) Maintien du gradient de calcium par les SERCAs 

II.C.l.a) Expression 

Trois principales isoenzymes de SERCA (SERCA1, 2, et 3) ont été clonées et leurs 

différentes isoformes identifiées (Lytton and MacLennan 1988; Burk et al. 1989; Lytton et al. 

1989; Gunteski-Hamblin et al. 1992). Le gène SERCAJ code pour deux isoformes, SERCA1a 

(chez l'adulte) et SERCA1b (chez le fœtus) exprimées principalement dans les muscles 

squelettiques à contraction rapide (MacLennan et al. 1985). Le gène SERCA2 code également 

pour deux isoformes : SERCA2a exprimée principalement dans le cœur et les muscles 

squelettiques à contraction lente. SERCA2b, quant à elle, est exprimée dans de nombreux 

tissus dont les muscles lisses et également dans la plupart des tissus non musculaires (Lytton, 

Zarain-Herzberg, Periasamy et al. 1989; Gunteski-Hamblin, Clarke and Shull 1992). Enfin, 

deux isoformes ont également été identifiées pour le gène SERCA3 et sont principalement 

exprimées dans les cellules endothéliales, épithéliales et hématopoïétiques (Burk, Lytton, 

MacLennan et al. 1989; Wu et al. 1995). 
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II. C.l. b) Structure. 

La structure et le mécanisme de fonctionnement des différentes SERCAs sont 

similaires (Inesi et al. 1990; MacLennan et al. 1997). La fixation de deux ions calciques du 

cytosol sur chaque molécule de SERCA à l'état inactivé permet la phosphorylation de 

l'enzyme par l'ATP. Cette phosphorylation provoque un changement de conformation de la 

pompe provoquant la libération dans la lumière du RE des deux ions calciques. En échange, la 

pompe capture deux protons dans la lumière du RE. La régénération des sites de haute affinité 

pour le Ca2
+ s'effectue après hydrolyse de 1' enzyme et la libération des deux protons dans le 

cytosol. 

II. C.l. c) Régulation 

L'expression des SERCAs peut être modulée par différents facteurs comme des 

hormones (Rohrer et al. 1991 ), des facteurs de croissance (Magnier et al. 1992), ou encore des 

seconds messagers comme le monoxyde d'azote (Cohen et al. 1999). 

II.C.2) Protéines de liaison au calcium réticulaire 

Rappel figure 8: Mécanismes impliqués dans 
l'homéostasie réticulaire, 2 :Protéines chélatrices 

Différentes protéines réticulaires comme la 

calnexine ou la calréticuline sont capables 

de lier le Ca2
+ dans la lumière du RE 

(Arnaudeau et al. 2002). Ces protéines se 

caractérisent par leur faible affinité pour le 

Ca2
+ de 1' ordre de 1 mM. Ces protéines 

sont présentes dans le RE en quantité 

La calréticuline est une protéine chaperonne qui possède un site de haute affinité et 25 

sites de faible affinité pour le Ca2
+ (Nash et al. 1994). Au niveau de la prostate, son 

expression est sous le contrôle des androgènes. En effet, le gène codant la calréticuline est un 

gène de réponse précoce aux androgènes. De ce fait, cette protéine est impliquée dans des 

processus cellulaires dépendants des androgènes comme l'apoptose des cellules prostatiques 

(Zhu and Wang 1999). 
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II.C.3) Libération de calcium par les récepteurs-canaux connus. 

Raepel figure 8: Mécanismes impliqués dans 
l'homéostasie réticulaire, 3: Libération provoquée 
var des récevteurs canaux connus. 

Une fois que le Ca2
+ est stocké dans le RE, 

plusieurs voies de libération du Ca2
+ sont 

possibles. Voyons tout d'abord les voies de 

libérations provoquées connues. 

II.C.3.a) Canaux sensibles à l'IP3 

La famille des récepteurs à l'IP3 constitue la seconde famille de récepteurs canaux 

impliquée dans 1' expulsion du Ca2
+ des stocks réticulaires. De nombreux récepteurs des 

hormones ou des neurotransmetteurs sont couplés aux phospholipases C par l'intermédiaire de 

protéines G ou à des tyrosines kinases. En présence d'agonistes, ces phospholipases 

produisent notamment l'IP3 qui peut alors diffuser jusqu'à son récepteur situé sur la 

membrane du réticulum. 

Ce récepteur est particulièrement exprimé dans les neurones de Purkinje du cervelet. 

C'est un tétramère constitué de quatre sous-unités identiques dont chacune lierait de manière 

équivalente une molécule d'IP3. Des expériences de délétions ont permis une étude structure

fonction de ce récepteur et une mise en évidence de trois domaines fonctionnels (Pate! et al. 

1999) : le domaine N-terminal, cytosolique, possède le site de fixation spécifique à l'IP3 ; le 

domaine C-terminal est constitué de régions hydrophobes permettant au récepteur de s'insérer 

dans la membrane. La région « P » située entre la cinquième et la sixième région 

transmembranaire constitue le pore du canal. Le domaine C-terminal est également impliqué 

dans la tétramérisation du récepteur ; un domaine régulateur qui possède de nombreux sites de 

fixation à de petites molécules et protéines régulatrices comme l' ATP, des kinases (Protéine 

Kinase C), la Calcium Calmoduline Kinase II (CamKII) et des protéines de liaison au 

cytosquelette ( ankyrine) 

Le récepteur IP3 est surtout exprimé au niveau de la membrane du RE (Pozzan et al. 

1994) mais également au niveau de l'enveloppe nucléaire (Mak and Foskett 1997), l'appareil 

de Golgi (Pinton et al. 1998), les vésicules de sécrétion (Blondel et al. 1994) et même au 
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niveau de la membrane plasmique en association avec les cavéolines (Fujimoto et al. 1992). 

Trois types de récepteurs IP3 (type I, II, III) codés par 3 gènes distincts ont été identifiés chez 

les mammifères. De plus, les transcrits de ces gènes peuvent subir un épissage alternatif 

donnant naissance à des sous-familles. 

La vitesse de dissociation de l'IP3 est influencée par divers facteurs comme 

androgènes et les cations bivalents. Lorsqu'il est activé, ce récepteur se comporte comme un 

canal calcique, dont l'ouverture induit une libération massive d'ions calciques. A des valeurs 

proches de la concentration cytosolique en ions Ca2
+, de l'ordre de 10 à 300nM, le Ca2

+ est un 

coactivateur des récepteurs à l'IP3. En revanche, lorsque la concentration cytosolique en ion 

Ca2
+ augmente au-delà de 500nM, le Ca2

+ devient inhibiteur. Les récepteurs IP3 sont 

également régulés par le Ca2
+ réticulaire. En effet, de nombreux sites de liaison au Ca2

+ sur 

ces récepteurs sont impliqués dans ces rétrocontrôles : le domaine N-terminal possède deux 

sites cytosoliques dont la liaison au Ca2
+ permet de moduler l'affinité du récepteur pour l'IP3 

(Pietri et al. 1990) : le domaine C-terminal, au niveau de la région« P », est capable de fixer 

le Ca2+ et l'activité des récepteurs IP3 est alors régulée par la concentration en Ca2
+ réticulaire. 

Une surcharge du RE en Ca2
+ augmenterait la sensibilité des récepteurs à l'IP3 alors qu'une 

chute de la concentration en Ca2
+ réticulaire diminuerait cette sensibilité (Missiaen et al. 

1992). 

II.C.3.b) Canaux sensibles à la ryanodine 

Les récepteurs à la ryanodine (RYR) ont été mis en évidence et caractérisés d'abord au 

niveau du réticulum sarcoplasmique (RS) des fibres musculaires striées cardiaques et 

squelettiques, où leur rôle dans le phénomène d'excitation-contraction a été bien caractérisé 

(Fleischer et al. 1985; Pessah et al. 1985; Missiaen et al. 1992; Sorrentino and Volpe 1993). 

Ces récepteurs sont également exprimés au niveau du RE des cellules non musculaires comme 

les cellules cérébrales (Ashley 1989), les cellules épithéliales (Socci et al. 1993) et en 

particulier les cellules prostatiques humaines (Mariot et al. 2000). 

Le RYR présente de fortes homologies de structure avec le récepteur à l'IP3, mais les 

modalités d'activation de ces deux types de récepteurs sont très différentes. Le RYR est un 

récepteur canal formé de 4 sous-unités identiques de 560kDa, possédant des sites de liaison et 

d'activation pour la ryanodine, un alcaloïde végétal (pour revue, voir (Dulhunty et al. 1996)). 

Les parties C-terminales de chacune des isoformes interviennent dans la formation du canal 

calcique tandis que les parties N-terminales constituent une tête cytosolique. Ces quatre sous

unités forment une structure comprenant un pore central. Ces sous-unités sont issues de trois 
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gènes distincts (ryrl, ryr2, et ryr3) codant pour différentes isoformes de RYRs. On dénombre 

ainsi jusque neuf isoformes différentes de RYRs, dont trois majeures (RYR 1-3). 

Chez l'homme, RYR1 est exprimé préférentiellement dans le muscle squelettique, 

R YR2 dans les cellules cardiaques, le cerveau et de nombreux autres types cellulaires et 

RYR3 dans le muscle lisse, le cerveau et les cellules non-excitables (Giannini et al. 1995; 

Bennett et al. 1996). Cependant, il n'est pas rare que plusieurs types de RYRrs soient 

coexprimés au sein d'un même type cellulaire (pour revue, voir (Sutko and Airey 1996)). Par 

exemple, pour les cellules non excitables, ce sont surtout RYR2 et RYR3 qui sont exprimés 

(Ozawa 2001). 

Les RYRs contiennent dans leur partie cytoplasmique un site de fixation à haute 

affinité (Ka<1!lM), et trois sites de fixation à faible affinité (Ka>50!lM) pour le Ca2+ 

(Meissner et al. 1997). La fixation du Ca2+ au site de haute affinité ouvre le canal, tandis que 

la fixation du Ca2+ aux sites de faible affinité, le ferme (pour revue, voir (Sutko et al. 1997)). 

Ainsi, une faible augmentation du taux de Ca2+ dans le cytoplasme à proximité des RYRs 

déclenche la libération du contenu des stocks calciques intracellulaires en stimulant le R YR. 

Ce processus appelé « Ca2+ Induced Ca2+ Release » (CICR) a été mis en évidence pour la 

première fois par Endo et al., en 1970. Suite à l'ouverture du canal, il y a une rapide 

inactivation de celui-ci qui résulterait de la fixation du Ca2+ aux calmodulines (CaMs) 

cytoplasmiques. Le complexe Ca2+ -CaM ainsi formé se lierait aux RYRs pour les inactiver 

(Fuentes et al. 1994). Il existe un deuxième mécanisme par lequel le Ca2+ contenu dans les 

stocks sensibles à la ryanodine peut être libéré. Au niveau des cellules musculaires, le 

fonctionnement des canaux RYR est souvent associé à celui des canaux calciques 

membranaires voltage dépendants (VOC). Dans la cellule cardiaque, 1' ouverture des canaux 

calciques voltage dépendants de type L engendre une élévation de [Ca2+]cyt qui ouvre les 

canaux-récepteurs de la ryanodine duRS. Cette coopération entre VOC et canaux duRS rend 

compte du couplage excitation-contraction dans le cœur. Dans le muscle squelettique, la 

dépolarisation membranaire provoque l'ouverture des canaux calciques voltage dépendants de 

type L qui, ici, jouent le rôle de détecteur de potentiel. La dépolarisation entraîne alors un 

changement de conformation du canal VOC qui est transmis au RYR permettant son 

activation. Ce mécanisme est appelé « Depolarization-Induced Calcium Release » et c'est un 

contact physique qui permet la coopération entre VOC et canal du RS. 

D'autres travaux montrent également que ces récepteurs sont sensibles à un dérivé du 

nicotinamide-adénine-dinucléotide (NAD+), l'adénine diphosphate-ribose cyclique (ADPR 

cyclique) (pour revue, voir (Ozawa 2001)). En effet, en 1987 Clapper et al. ont découvert que 
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l' ADPRc, métabolite du NAD+, libérait du Ca2
+ à partir des microsomes d'oursins de mer 

désensibilisés à l'IP3• L'enzyme qui forme l'ADPRc est l'ADPribosyl cyclase. L'ADPRc 

agirait sur le RYR stimulant ainsi le « Ca2
+ Induced Ca2

+ Release ». Cependant, l' ADPRc 

semble agir sur le RYR par l'intermédiaire d'une protéine non encore identifiée. Finalement, 

l'action de l' ADPRc semblerait dépendre de la présence de la calmoduline. 

II.C.3.c) Récepteur au NAADP 

Des travaux récents montrent que le NAADP (métabolite du NADP+) peut provoquer 

une libération du Ca2
+ contenu dans le RE (Lee 2000). L'enzyme responsable de la synthèse 

du NAADP est l' ADPribosyl cyclase. Le NAADP libère du Ca2
+ d'une réserve insensible à la 

thapsigargine, réserve qui peut être physiquement séparée de celles mobilisées par l'IP3 et 

l'ADPRc (Genazzani and Galione 1997; Lee and Aarhus 2000). Le récepteur au NAADP n'a 

pas encore été identifié, mais de nombreuses caractéristiques ont été mises en évidence 

suggérant l'existence d'un récepteur spécifique au NAADP. 

Le rôle de ces trois types de récepteurs canaux dans l'homéostasie calcique intra

réticulaire est bien établi. Cependant, depuis quelques années, un nouveau type de canaux 

calciques a été mis en évidence. Les canaux TRPs (Transient Receptor Potential) ont été 

identifiés sur la membrane plasmique et sont impliqués dans une large gamme de processus 

physiologiques tels que la prolifération, la migration ou l'apoptose. Récemment, des études 

ont indiqué que certains de ces canaux TRPs peuvent également être exprimés sur la 

membrane du RE. Ainsi, l'étude de ces nouveaux canaux réticulaires revêt une importance 

primordiale pour la compréhension de l'homéostasie calcique intra-réticulaire. 

De plus, certains de ces TRPs sont associés à des pathologies telles que le mélanome, 

la polykistose rénale ou certaines hypomagnésies. L'étude des mécanismes d'activation et de 

régulation de ces nouveaux canaux réticulaires pourrait être indispensable à la compréhension 

de la survenue de certaines pathologies comme le cancer de la prostate. 
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II.C.4) Nouveaux types de récepteurs-canaux identifiés au niveau de 

la membrane du RE : les canaux TRPs. 

Rappel figure 8: Mécanismes impliqués dans 
l'homéostasie réticulaire, 3: Libération provoquée 
par des canaux TRPs. 

Dans cette partie, nous allons 

étudier les différents canaux TRPs 

exprimés sur le RE. 

La première utilisation du sigle « TRP » date de 1977 et désigne un mutant de la 

Drosophile présentant une altération du processus de photo-transduction (Minke 1977). Ce 

mécanisme a été étudié par l'utilisation de l'électrorétinogramme (ERG) traduisant l'activité 

électrique oculaire du nerf optique de la drosophile. Le mutant TRP était caractérisé par le 

caractère transitoire de la dépolarisation mesurée par ERG conduisant à l'altération de la 

vision. Chez la drosophile, le pigment photosensible, la rhodopsine, est un récepteur à 7 

domaines transmembranaires couplé à une protéine Gq, responsable de l'activation d'une 

PLC-~. L'activité de cette enzyme régule à son tour l'ouverture d'une protéine-canal située 

sur la membrane plasmique. Ces drosophiles possédaient en fait une mutation sur le gène 

codant le canal ionique impliqué dans la transduction de l'information lumineuse. Ce gène fut 

appelé trp pour « Transient Receptor Potential » en raison du caractère transitoire de la 

dépolarisation sur l'ERG. Par la suite, différents travaux ont démontré que chez la drosophile, 

le canal TRP fonctionnait en synergie avec un autre canal qui fut désigné TRP-Like (TRPL) 

(Monte111998). 

Les recherches se sont ensuite portées sur la caractérisation des orthologues des 

canaux TRPs et TRPL chez les mammifères. Dans un premier temps, sept gènes furent clonés 

auxquels plus de vingt furent ajoutés en quelques années (Montell et al. 2002). Il faut 

également ajouter à ce nombre la possibilité d' ARNm alternatifs pour certains canaux TRPs 

ce qui augmente considérablement le nombre de protéines à classer dans cette superfamille 

(Vazquez and Valverde 2006). 

L'analyse phylogénétique de tous ces gènes a permis de les classer par groupes 

(Montell, Bimbaumer and Flockerzi 2002). 
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Chez les Mammifères, les 32 gènes ont été classés en 7 sous-familles ((Pedersen et al. 2005), 

Figure 9). 

TRPC (7 membres) pour « Canonique » ou « Classique » en raison de leur 

forte homologie avec la protéine TRP découverte initialement chez la 

drosophile ; 

TRPV ( 6 membres) en référence au premier membre de cette famille (TRPV 1 

ou récepteur aux « Vanilloides ») ; 

TRPM (8 membres) en référence également au premier membre de cette 

famille (TRPM1 ou « Mélastatine ») qui a été cloné à partir d'une 

lignée cellulaire murine de mélanome ; 

TRPML (3 membres) pour les « MucoLipines » ; 

TRPP (5 membres) issus à l'origine de deux gènes polycystic kidney diseases 

1 et 2 (PDK1 pour TRPP1, et PDK2 pour TRPP2); 

TRPN ( 1 membre) il se distingue des autres TRP par la présence au niveau de 

son extrémité amino-terminale de nombreux domaines ankyrines 

répétés (Monteil 2003) ; 

TRPA1 (ou« ANKTM1 »),un membre éloigné de la famille TRP (Story et al. 

2003). 

Les canaux d'un même groupe possèdent des structures protéiques pnma1res et 

secondaires proches. On observe ainsi une structure commune à l'ensemble des canaux TRPs, 

puis des éléments spécifiques à chaque sous-famille. 
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TRPC 

L 

Figure 9: Arbre phylogénétique représentant la superfamille des canaux TRP (d'après G. Monteil et 
ColL) 

46 



Introduction 

La structure générale d'un canal TRP comprend 6 segments transmembranaires 

hydrophobes, chacun séparé par de petites boucles hydrophiles (figure 10). Les deux boucles 

carboxy- et amino-terminales sont cytoplasmiques et contiennent 1 à 2 zones hydrophobes 

relativement bien conservées ainsi que des structures en hélice alpha. La séquence comprise 

entre les segments transmembranaires 5 et 6 comprend une boucle-P (« P-loop »), 

partiellement conservée par rapport à celle des canaux potassiques voltage-dépendants « 

Shaker», et forme le filtre de sélectivité du pore ionique. Contrairement aux canaux calciques 

voltage-dépendants, aucun senseur de voltage n'a été détecté dans le segment 4 des canaux 

TRPs. Cette analyse est en accord avec les résultats démontrant que les canaux de type TRP 

ne sont pas voltage-dépendants au sens classique du terme. 

1 Monomère de TRP 1 

"P-loop » 

N-T er C-T er 

1 Tétramère de TRP 1 

« P-loop ,, 

Pore 
ionique 

Figure JO: Représentation schématique d'un monomère de la famille TRP (à gauche). Organisation en 
tétramère des protéines TRP et délimitation du pore ionique (à droite). 

Concernant les spécificités propres à chaque sous-famille (figure 11), on distingue un 

domaine « TRP », adjacent au 6ème segment transmembranaire, qui est conservé dans les 

canaux TRPs et TRPL de la drosophile ainsi que dans les groupes C et M chez les 

mammifères. Il a été proposé que ce segment soit impliqué dans la régulation de l'activité des 

canaux par certains lipides comme le Phosphoinositol bisphosphate - PIP2 (Lee et al. 2005; 

Hardie 2006; Nilius et al. 2006). On retrouve enfin des domaines ankyrines, principalement 

impliqués dans l'interaction des canaux avec le cytosquelette, conservés dans la boucle 

amino-terminale des familles TRPC et TRPV. La structure quaternaire des canaux TRPs a été 

déduite de leur homologie avec les canaux potassiques voltage-dépendants, puis démontrée 

pour le canal TRPVl par western-blot en condition non dénaturante (Kedei et al. 2001). 

Ainsi, ces canaux seraient soit des homo- soit des hétérotétramères. Il a été en effet démontré 

que les monomères de TRPCl peuvent s'associer avec les monomères de TRPC3, C4, C5 et 

C6 (Amiri et al. 2003), alors que les monomères de TRPM6 peuvent former un canal 
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fonctionnel en s'associant avec des monomères de TRPM7 (Chubanov et al. 2004). Il a 

également été montré que des monomères de TRPV5 et de TRPV6 pouvaient s'associer pour 

former des canaux fonctionnels (Hoenderop et al. 2003). L'association de monomères d'une 

même sous-famille a donc été démontrée, par contre, les auteurs s'accordent à penser qu'une 

telle association est très peu probable entre monomères de sous-familles différentes (ex : les 

TRPC avec les TRPV) compte tenu des importantes différences structurales observées entre 

ces dernières (Schaefer 2005). 

A 

A 

A 

N 

+++ 

+++ N 

c 

TRP 
+++ +++ 

+++ +++ 

N 

c c 
Figure 8: Représentation schématique de trois sous-familles classiques des canaux TRP, les canaux 
TRPC, TRPV et TRPM ainsi que les domaines caractéristiques qui y sont associés (d'après G. Monteil et 
Coll.). 

Notons enfin que de nombreux ARNm alternatifs ont été clonés pour certains TRPs 

(jusqu'à 9 différents pour TRPM3) (Chu et al. 2005; Amiges et al. 2006). Ces ARNm issus 

d' épissage alternatif encodent soit des protéines tronquées soit des protéines présentant des 

insertions. Ces protéines isoformes se comportent soit comme des canaux fonctionnels à part 

entière soit comme des dominants négatifs bloquant la fonction de la forme « classique ». 

Ainsi, une petite isoforme de TRPMl, surexprimée dans le mélanome, est capable de 

s'associer à la forme complète pour bloquer la translocation du canal vers la membrane 

plasmique. 

La majorité de ces canaux TRPs sont exprimés et sont fonctionnels sur la membrane 

plasmique. Cependant, parmi ces TRPs, certains ont été identifiés récemment sur le RE et 

participent à la mobilisation de Ca2
+ à partir du RE. 
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II.C.4.a) Polycystin-1 et Polycystin-2 

A l'origine, Polycystin-2 et Polycystin-1 ont été identifiées comme deux protéines 

codées respectivement par le gène PDK2 et PDKJ. Des mutations de ces gènes sont à 

l'origine de la plus fréquente des maladies génétiques rénales (1 pour 400-1000 naissances) : 

l'autosomal polycystic dominant kidney disease (APDKD) (en français: la polykystose 

rénale). Cette maladie se traduit par la formation de kystes, remplis de liquide, localisés à 

1' intérieur du rein et du foie, entraînant une hypertrophie de ces organes et 1' arrêt de la 

fonction rénale chez 50% des sujets atteints. Il s'est avéré par la suite que ces deux gènes 

appartenaient à la super-famille des canaux TRPs (Pour revue voir (Bimbaumer et al. 2003)). 

Polycystin-2 et Polycystin-1 sont deux protéines transmembranaires qui peuvent 

interagir, par l'intermédiaire de leur extrémité C-terminale, suggérant la formation de 

complexes hétéro-multimériques avec une fonction de canaux ioniques (Qian et al. 1997). En 

fait, Polycystin-2 possèderait dans sa séquence une région formant un pore et présenterait des 

homologies avec les canaux de type TRP. Selon le modèle proposé par Hanaoka (Hanaoka et 

al. 2000), Polycystin-2 est adressée par Polycystin-1 au niveau de la membrane plasmique, 

Polycystin-1 servant en quelque sorte de protéine chaperonne. Néanmoins, de nouveaux 

travaux ont permis de proposer un second modèle selon lequel Polycystin-2 qui possède une 

séquence de rétention dans le réticulum endoplasmique serait localisée au niveau du RE. A ce 

niveau, Polycystin-2 serait en interaction avec Polycystin-1, localisée, elle, au niveau de la 

membrane plasmique. Néanmoins, le rôle de cette interaction entre Polycystin-2 et 

Polycystin-1 dans le mécanisme d'activation du canal n'est toujours pas connu. Dans ce 

modèle, les auteurs montrent également que Polycystin-2 fonctionne comme un récepteur

canal au niveau du RE et augmente 1' amplitude des signaux calciques transitoires initiés par le 

récepteur IP3 (Koulen et al. 2002). 

Des études récentes montrent que Polycystin-2 exhibe des propriétés communes avec 

les récepteurs IP3 et RYRs. En effet, Polycystin-2 est capable de former au niveau du RE un 

canal ionique perméable au Ca2
+ et dont la probabilité d'ouverture est augmentée par une 

élévation de la concentration en Ca2
+ cytosolique (Koulen, Cai, Geng et al. 2002). Il 

semblerait donc que Polycystin-2 soit un nouveau type de récepteur-canal, en plus des 

récepteurs IP3 et RYR déjà largement décrits et dont les propriétés intrinsèques lui permettent 

de fonctionner selon un mode d'activation de type CICR. 

Ce nouveau type de récepteur-canal peut également entrer en interaction physique 

avec TRPC1 (Tsiokas et al. 1999), suggérant un rôle de Polycystin-2 dans l'entrée capacitive 

de Ca2
+ et dans le couplage excitation-contraction (Koulen, Cai, Geng et al. 2002). 
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II.C.4.b) TRPVJ 

D'autres membres de la super-famille des canaux TRPs constituent des récepteurs 

canaux au niveau de la membrane du RE. En effet, TRPV1, premier membre de la famille 

TRV, a tout d'abord été identifié au niveau de la membrane plasmique comme un canal activé 

par la chaleur (<:!!: 43°C) (Caterina et al. 1997). TRPV1 est également activé par beaucoup 

d'autres composants chimiques: les endocannabinoïdes, l'anandamide (Zygmunt et al. 1999), 

le camphre (Xu et al. 2005), le principal composant irritant du piment rouge, la capsaïcine, la 

pipérine (composé principal du poivre noir) (McNamara et al. 2005) et l'allicin (composé 

principal de l'ail) (Macpherson et al. 2005). L'activité de TRPV1 est régulée par les protons. 

En effet, un pHs5,9 (acidose caractéristique des tissus au cours de l'inflammation) induit une 

baisse de la température seuil d'activation, ainsi dans ces conditions TRV1 pourrait être 

activée à température ambiante (Monteil 2005). TRPV1 est donc un canal permettant 

d'intégrer de nombreux signaux générés par des stimuli douloureux. 

De plus, des études récentes démontrent également un rôle de récepteur-canal pour 

TRPV1 au niveau de la membrane du RE (Turner et al. 2003; Wisnoskey et al. 2003). TRPV1 

réticulaire semble être régulé par les mêmes stimuli que le TRPV1 membranaire. 

II.C.4.c) TRPM2 

TRPM2 est un chanzyme (un canal enzyme) possédant un domaine ADP ribose 

pyrophoshatase (le domaine NUDT9) en Cterminal (Perraud et al. 2001; Sano et al. 2001 ). 

TRPM2 est un canal cationique non selectif activé par l' ADP ribose intracellulaire, les 

nucleotides pyrimidiques et le NAD (Perraud, Fleig, Dunn et al. 2001; Sano, Inamura, Miyake 

et al. 2001). Ce canal constitue un senseur d'oxydo-réduction car il est activé par le peroxyde 

d'hydrogène et d'autres agents issus du stress oxydatif (Hara et al. 2002). Cette activation par 

des agents oxydatifs nécessite la fixation de l' ADPr sur le domaine NUDT9 (Perraud et al. 

2003). L'activité de TRPM2 semble être régulée positivement par l'acide arachidonique et par 

le Ca2
+ intracellulaire (Hara, Wakamori, Ishii et al. 2002; McHugh et al. 2003; Kolisek et al. 

2005). Par ailleurs, des études ont démontré l'existence d'une petite isoforme de TRPM2 

caractérisée par 1' absence des 4 derniers domaines transmembranaires et du domaine 

Cterminal. Cette petite isoforme agirait comme dominant négatif vis-à-vis de la forme 

classique (Zhang et al. 2003). 

De plus, des études menées par l'équipe du Dr. Penner semblent indiquer que TRPM2 

serait également présent sur la membrane du RE des cellules bêtas du pancréas, et 

participerait à la production d'insuline (communication orale). 
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II. C. 4. d) TRP M8 

Le canal TRPM8 est exprimé dans les fibres afférentes Ad et C des ganglions de la 

racine postérieure de la moelle épinière ainsi que dans les neurones afférents des ganglions 

trigéminaux (innervant l'arrière de la bouche) et fonctionne comme récepteur au froid et au 

menthol dans ces neurones (McKemy et al. 2002; Peier et al. 2002; Kobayashi et al. 2005). 

L'activation du canal TRPM8 par la diminution de température (initiée vers 30°C, maximale 

entre 10 et 15°C) dans les neurones thermosensoriels induit une dépolarisation membranaire 

qui, lorsqu'elle dépasse le seuil d'activation des canaux sodiques voltage-dépendants, 

provoque le déclenchement d'un message nerveux sous forme de train de potentiel d'action 

(de la Pena et al. 2005). Des études récentes réalisées au sein du laboratoire semblent indiquer 

que TRPM8 est exprimé sur la membrane du RE des cellules cancéreuses prostatiques. Ainsi, 

parmi les canaux TRPs identifiés sur la membrane du RE, le canal TRPM8 semble être le 

candidat idéal permettant de faire un lien entre l'homéostasie intra-réticulaire et la 

physiopathologie prostatique. 

En effet, le premier article traitant du gène trpm8 (précédemment appelé trp-p8) 

reportait le clonage de ce gène à partir de lots de prostate saine et de lots de prostate 

cancéreuse (Tsavaler et al. 2001). L'analyse de la structure hypothétique de la séquence 

protéique prédisait que la protéine produite devait être un canal ionique appartenant à la 

famille des TRPs. Tsavaler et coll démontrèrent, dans leur article fondateur, l'expression de 

TRPM8 dans la prostate, les testicules, et faiblement dans le sein. Sa surexpression en cas de 

cancer a été détectée dans la prostate, le sein, le poumon, le mélanome et 1' adénocarcinome 

colorectal (Tsavaler, Shapero, Morkowski et al. 2001). D'autres études utilisant d'autres 

techniques ont confirmé la surexpression de TRPM8 dans le cancer de la prostate 

intracapsullaire (Fuessel et al. 2003; Kiessling et al. 2003; Schmidt et al. 2006). En outre, 

Henshall et coll ont mis en évidence 1' androgéno-dépendance de TRPM8, ce qui a été 

confirmé par Zhang et coll (Henshall et al. 2003; Zhang and Barritt 2004). Des études menées 

au sein du laboratoire ainsi que par l'équipe de Barri tt, ont permis de mettre en évidence 

1' expression de ce canal sur la membrane du RE des cellules cancéreuses prostatiques 

humaines. Ces études tendent à montrer que TRPM8 est un candidat majeur pouvant 

participer à la mobilisation de Ca2
+ à partir du RE. De plus, TRPM8 peut être également 

exprimé sur la membrane plasmique des cellules épithéliales cancéreuses prostatiques 

humaines. Ainsi, le rôle de TRPM8 réticulaire de même que la régulation de la localisation de 

ce canal au cours de la cancérogenèse prostatique restent à étudier. 
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II.C.5) Fuite de calcium à partir des stocks intracellulaires :une 

énigme de la signalisation calcique 

Rappel figure 8 : Mécanismes impliqués dans 
l'homéostasie réticulaire, 4 : La fùite passive de 
calcium. 

Les pompes calciques ATP dépendantes de la 

famille SERCA importent du Ca2
+ à l'intérieur 

du RE. Cet influx continu de Ca2
+ créé par les 

SERCAs est contrebalancé par une fuite de 

Ca2
+ à partir du RE permettant d'équilibrer les 

Ce processus de fuite du Ca2
+ constitue 1 'un des processus les plus énigmatiques de 

l'homéostasie calcique puisque la nature moléculaire du canal de fuite n'a toujours pas été 

identifiée. Cependant de nombreux candidats ont été envisagés. 

II.C.5.a) Pompes SERCAs 

Le processus de fuite du Ca2
+ est fréquemment étudié en mesurant les variations de 

concentration en Ca2
+ réticulaire après application d'inhibiteurs des pompes SERCAs. Un 

autre moyen d'étudier le processus de fuite en incluant le mode de fonctionnement inverse des 

SERCAs consiste à diminuer la concentration en Ca2
+ cytosolique à un niveau ne permettant 

plus aux SERCAs de transporter le Ca2
+. Dès lors, le fonctionnement des SERCAs en mode 

pompe est bloqué et seul le fonctionnement en mode « inverse » est possible. De plus, le 

fonctionnement des SERCAs en mode pompe peut être inhibé en supprimant androgènes du 

milieu intracellulaire. Le fonctionnement en mode «inverse» quant à lui n'est pas altéré. De 

tels protocoles ont permis 1' étude de la participation du mode de fonctionnement « inverse » 

des SERCAs dans le processus de fuite du Ca2
+. Différents travaux ont montré que cette 

participation diffère énormément en fonction du type cellulaire étudié. Dans le réticulum 

sarcoplasmique des muscles squelettiques, les inhibiteurs de SERCAs comme la TG ont un 

effet drastique sur la fuite de Ca2
+ induite par la suppression de l' ATP cytosolique. Ces 

résultats montrent que dans le réticulum sarcoplasmique des muscles squelettiques, le 

fonctionnement en mode « inverse » des SERCAs contribue de façon majoritaire au processus 

de fuite du Ca2
+. De façon intéressante, des études structurales portant sur ces SERCAs ont 

montré que ces pompes pouvaient être à l'origine d'une fuite de Ca2
+ importante, bloquée par 

l'utilisation de la TG (Toyoshima and Nomura 2002). D'autres études concernant le muscle 
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cardiaque ont montré le rôle crucial du fonctionnement en mode « inverse » des SERCAs qui 

contribue de façon majoritaire au processus de fuite du Ca2
+ (Shannon et al. 2000). 

Cependant, dans d'autres types cellulaires, la TG n'a pas d'effet sur la fuite de Ca2
+ induite 

par la suppression de androgènes cytosolique (Hofer et al. 1996; Beecroft and Taylor 1998). 

Ces résultats suggèrent que des processus autres que le fonctionnement en mode « inverse » 

des SERCAs sont impliqués dans la fuite. Ces résultats divergents peuvent être expliqués : (i) 

par l'expression de différentes isoformes de SERCAs ne possédant pas les mêmes propriétés 

de fuite; (ii) par l'abondance des protéines SERCAs au niveau duRS des muscles striés par 

rapport au RE d'autres types cellulaires où le processus de fuite par le mode «inverse» des 

SERCAs est minoritaire. 

Il apparaît donc que dans des conditions physiologiques, une fuite de Ca2
+ à partir des 

SERCAs fonctionnant en mode « inverse » est à exclure (Pour revue voir (Came llo et al. 

2002)). 

II.C.5.b) Bcl-2 

Les protéines de la famille Bcl-2 jouent un rôle fondamental dans l'intégration des 

signaux pro- et anti-apoptotiques. Différentes protéines de cette famille sont localisées au 

niveau des membranes intracellulaires et contrôlent les propriétés de perméabilité de ces 

membranes. Par exemple, Bel-xL est exporté au niveau des mitochondries et protège 

l'intégrité de la membrane externe mitochondriale. Bcl-2, quant à lui, est exporté vers 

différentes membranes intracellulaires dont le RE où il semble jouer un rôle important dans le 

contrôle de la perméabilité au Ca2
+ du RE (Koopman et al. 2003). De plus, la surexpression 

de l'oncoprotéine Bcl-2 pourrait modifier le contenu des réserves calciques intra-réticulaires 

(Foyouzi-Y oussefi et al. 2000; Pinton et al. 2000). Il est à noter que certains membres de la 

famille Bcl-2, dont Bcl-2lui-même et Bel-xL, ont une structure homologue à certaines toxines 

bactériennes et forment un pore ionique (Muchmore et al. 1996). En effet, Bcl-2 et Bel-XL 

sont capables de former un canal ionique lorsqu'ils sont incorporés dans une membrane 

artificielle mais ne sont pas perméables au Ca2
+ (Minn et al. 1997; Schendel et al. 1998). 

Cependant, il est possible que dans des conditions physiologiques d'autres protéines soient 

nécessaires pour agir de concert avec Bcl-2 et permettre ainsi une fuite de Ca2
+. Bcl-2 et 

d'autres protéines de la famille Bcl-2 pourraient donc interagir avec des canaux et des 

transporteurs et ainsi contrôler la perméabilité du RE. 

Jusqu'à présent, aucun travail n'a permis de montrer clairement que Bcl-2 était 

capable de laisser fuir le Ca2
+ à partir du RE. 
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II.C.5.c) Canaux sensibles à l'ATP 

Certaines substances ont été montrées comme pouvant augmenter la fuite de Ca2
+ à 

partir du RE. Cette fuite peut être stimulée par 1 'ATP dans certains types cellulaires (Hofer, 

Curci, Machen et al. 1996). Cependant, cet effet de l'ATP ne se retrouve pas pour tous les 

modèles cellulaires étudiés (Missiaen et al. 1997). Le glutathion, un tri-peptide jouant un rôle 

réducteur important dans le cytosol, est capable aussi de stimuler la fuite de Ca2
+ (Missiaen et 

al. 1993). De plus, la fuite de Ca2
+ est inhibée par le Ni2

+, lui-même connu pour bloquer 

différents types de canaux calciques. Ce résultat suggère que la fuite de Ca2
+ est médiée par 

un canal calcique spécialisé (Wissing et al. 2002). 

A l'heure actuelle, il n'existe pas de preuve directe de l'existence d'un tel canal sur le 

RE. 

II. C. 5. d) Le complexe ribosome-trans locon. 

Le complexe ribosome-translocon, au niveau du RE, est impliqué dans la synthèse et 

la translocation de la chaîne polypeptidique en cours de synthèse à l'intérieur du RE. A la fin 

des années 80 et au début des années 90, des études électrophysiologiques ont permis de 

démontrer que la puromycine, un antibiotique qui libère la chaîne polypeptidique en cours de 

synthèse du translocon, induit l'apparition d'une grande conductance au niveau du RE (Simon 

et al. 1989; Simon and Blobel 1991). De façon intéressante, ces auteurs ont observé des 

ouvertures spontanées du canal formé par le translocon. Ces données laissent supposer que le 

translocon lui-même pourrait jouer le rôle d'un canal de fuite universel au niveau du RE. De 

plus, lorsque le complexe translocon-ribosome est libre de la chaîne polypeptidique, il devient 

perméable aux ions et aux molécules neutres (Simon and Blobel 1991; Heritage and 

Wonderlin 2001). Au contraire, lorsque la chaîne polypeptidique occupe le complexe 

translocon-ribosome, celui-ci n'est plus perméable (Simon and Blobel1991). 

Le complexe translocon-ribosome présente une grande perméabilité pour les 

molécules neutres. Le Ca2
+ en association avec de petites molécules pourrait former des 

complexes neutres. Ceux-ci diffuseraient du RE vers le cytosol via le complexe translocon

ribosome. Cependant, physiologiquement, la cellule tente de créer une protéine-canal 

imperméable au passage des ions calciques. En effet, dans la configuration de synthèse de la 

chaîne polypeptidique, le complexe translocon-ribosome n'est plus perméable. Dans la 

configuration alternative, c'est-à-dire lorsque le ribosome se détache du translocon après 

synthèse de la chaîne polypeptidique, le pore du translocon est alors bloqué par une protéine 

intra-réticulaire, la protéine BiP (Hamman et al. 1998). La fuite de Ca2
+ pourrait alors 
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s'expliquer par une imperfection du mécanisme de fermeture du pore du translocon. Certains 

ribosomes continueraient de s'associer au translocon après la fin de la synthèse protéique 

(Potier and Nicchitta 2002). Ce type de complexe translocon-ribosome libéré de la chaîne 

polypeptidique pourrait jouer un rôle important dans le processus de fuite de Ca2+. 

Une étude réalisée au sein du laboratoire semble impliquer le complexe ribosome

translocon dans la fuite passive de Ca2+ à partir du RE des cellules cancéreuses prostatiques 

humaines (Van Coppenolle et al. 2004). Ainsi, le translocon semble être le candidat idéal 

permettant d'expliquer la fuite passive. 

Néanmoins, l'implication du complexe translocon-ribosome dans la fuite de Ca2+ n'a 

jamais été clairement démontrée. Des études supplémentaires semblent donc être nécessaires 

afin de valider cette hypothèse. 

Rappel figure 8 : Mécanismes impliqués dans 
1 'homéostasie réticulaire, 5 : L'Entrée capacitive de 
calcium due à l'activation des canaux SOC 

Dans les quatre parties précédentes, 

nous avons étudié les mécanismes 

réticulaires permettant soit de faire entrer 

ou de faire sortir du Ca2+ du RE. Dans cette 

dernière partie, nous allons voir quels sont 

les mécanismes impliqués dans 1' entrée de 

Ca2+ à partir du milieu extérieur afin de 

faire rentrer du Ca2+ pour remplir le RE 

suite à une vidange calcique. 

II.C.6) L'Entrée Capacitive de Calcium 

Les récepteurs membranaires activant la PLC créent une modification de 

1 'homéostasie calcique. Les influx calciques proviennent à la fois du milieu intra- ou 

extracellulaire. Dans un premier temps, on observe une augmentation de [ Ca2+]cyt due à la 

libération de Ca2+ des stocks intracellulaires. Ce mécanisme a été décrit dés les années 1980 : 

cette libération est due à 1' activation des récepteurs IP3 présents sur la membrane du RE par 

l'IP3, produit lors de l'activation de la PLC (Streb et al. 1983). Cependant, la phase suivante 

d'augmentation soutenue de la [Ca2+]cyt est, quant à elle, beaucoup moins connue. En se 

basant sur ces travaux concernant la relation entre la vidange des stocks intracellulaires et les 

variations de Ca2+ intra-cytoplasmique, Putney a proposé en 1986 le modèle "d'Entrée 

55 



Rôle du calcium à l'échelle cellulaire 

Capacitive de Calcium" (ECC) ou « Store Operated Calcium Entry » (SOCE) (Putney 1986). 

Dans ce modèle, il postule que c'est la vidange des stocks intracellulaires en elle-même qui 

active les canaux calciques de la membrane plasmique afin de remplir les stocks 

intracellulaires (figure 12). 

\ 
ecz· ,-, 

1 • 

Figure 12: Mécanisme d'activation des canaux SOC. Un agoniste se fzxant sur son récepteur active une 
protéine G ou une protéine kinase puis la PLC qui hydrolyse le PiP2 membranaire en IP3 qui active son 
récepteur présent sur le RE. La baisse de la [C~+} quis 'en suit active les canaux SOC. 

Cette hypothèse a par la suite été consolidée notamment par de nombreux résultats 

obtenus en imagerie calcique sur des cellules excitables et non-excitables. Dans toutes ces 

cellules l'entrée capacitive peut être activée à la fois par des inhibiteurs de la recapture 

calcique dans le RE (thapsigargine, acide cyclopioazonique) ou par de l'IP3 (Putney and Bird 

1993). Toutes ces études ont par ailleurs permis de mettre en évidence le rôle de cette entrée 

capacitive dans la physiologie cellulaire. En effet, outre son rôle dans le remplissage des 

stocks, l'ECC intervient dans de nombreux processus comme la régulation de l'expression 

génique, le métabolisme et la survie cellulaire ou encore l'exocytose (Parekh and Putney 

2005). Cependant la majorité des études portant sur androgènes furent réalisées en imagerie 

calcique, les variations de [ Ca2+]cyt observées sont donc la conséquence de 1' activité de toutes 
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les protéines intervenant dans l'homéostasie calcique (les canaux calciques eux-mêmes mais 

également les pompes, les transporteurs, les protéines chélatrices ... ). Ainsi, une étape 

importante dans l'identification moléculaire des protéines intervenant dans l'ECC fut la mise 

au point de la technique de patch-clamp. Cette technique a permis d'identifier et de 

caractériser dans les lymphocytes T le courant activé par la vidange des stocks calciques 

intracellulaires : le Store Operated current appelé « Calcium Release Activated Calcium » 

current ou IcRAc (Hoth and Penner 1992). Par la suite, des études ont montré que le lcRAc était 

différent de l'lsoc : même si ces deux courants sont activés par la vidange des stocks 

intracellulaires, le CRAC possède des caractéristiques biophysiques particulières (haute 

sélectivité au Ca2
+, conductance plus faible) et n'est présent que dans les lymphocytes T. Ces 

caractéristiques permettent de décrire le CRAC comme le « prototype de SOC » (Lewis and 

Cahalan 1989; Zweifach and Lewis 1993). 

De nombreuses années de frustrations ont marqué la quête pour 1' identification 

moléculaire des canaux responsables de l'ECC. Cependant, l'absence de ligands spécifiques, 

la présence de canaux endogènes dans les modèles de surexpression ainsi que 1' absence 

d'homologie entre les canaux SOC et les canaux calciques déjà connus ont rendu ces études 

très délicates. De nombreux candidats ont été évoqués, y compris des protéines appartenant 

aux familles des TRPs, essentiellement TRPC1 (Parekh and Putney 2005). Cependant, dans la 

majorité des études, les propriétés biophysiques de ces canaux différent de celles du courant 

CRAC. Ainsi, l'implication de ces protéines dans le CRAC reste peu claire. 

Récemment, de nouvelles études basées sur des approches génétiques, ont permis de 

mettre en évidence de nouveaux candidats. En 2005, STIM1 (Stroma! Interaction Molecule 1) 

a été identifié. Cette protéine serait le senseur calcique du RE (Li ou et al. 2005; Roos et al. 

2005). Puis en 2006, de nouvelles études ont permis de mettre en évidence le rôle de 

Orai1/CRACM1 dans le courant CRAC (Feske et al. 2001; Vig et al. 2006; Zhang et al. 

2006). Ces études, ainsi que toutes les suivantes, ont révolutionné le petit monde des TRPs en 

permettant la découverte des canaux calciques responsables du courant SOC. 

II.C.6.a) STIMJ: senseur calcique indispensable à l'activation du 

soc 
Deux équipes ont identifié STIM1 grâce à des criblages de petits ARN messagers pour 

la suppression du SOC dans les cellules S2 de drosophiles (Roos, Di Gregorio, Y eromin et al. 

2005) ainsi que dans des cellules Hela (Liou, Kim, Heo et al. 2005). STIM est une protéine 

transmembranaire de type 1 de 77kDa et qui se trouve principalement dans le RE (Liou, Kim, 
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Heo et al. 2005; Wu et al. 2006) (figure 13). Le knock-down de STIMl dans ces cellules 

diminue de façon significative l'amplitude de l'entrée capacitive de Ca2
+. Les expériences de 

microscopie confocale et de TIRF (Total internai reflection fluorescence) ont mis en évidence 

que STIMl se trouve de façon homogène sur toute la surface du RE quand les stocks 

intracellulaires sont pleins, lors de la vidange de ces stocks, STIMl est redistribué en amas 

(dans des « punctae») se trouvant à une distance très réduite de la membrane plasmique 

(Man ji et al. 2000; Zhang et al. 2005; Soboloff et al. 2006). La localisation exacte de ces 

punctae est encore soumise à débat. Certains groupes pensent que lors de la déplétion des 

stocks, STIMl est transloqué au niveau de la membrane plasmique où il peut interagir 

directement avec les canaux SOCs afin de les activer (Zhang, Yu, Roos et al. 2005). 

Cependant, actuellement les expériences de biotinylation de STIMl n'ont toujours pas permis 

de confirmer une augmentation de la présence STIMl au niveau de la membrane plasmique 

(Zhang, Yu, Roos et al. 2005; Soboloff, Spassova, Hewavitharana et al. 2006). D'autres 

équipes suggèrent que STIMl est localisé uniquement au niveau de la membrane du RE. 

L'utilisation de protéines STIMl couplées à des peptides fluorescents n'a pas permis de 

mettre en évidence cette translocation au niveau de la membrane plasmique (Liou, Kim, Heo 

et al. 2005; Baba et al. 2006; Mercer et al. 2006; Wu, Buchanan, Luik et al. 2006; Xu et al. 

2006). La localisation la plus précise de cette protéine a été effectuée en microscopie 

électronique grâce à une protéine de fusion STIM-HRP (horseradish peroxidase). Ces 

expériences montrent que lors de la vidange des stocks intracellulaires STIMl s'accumulent 

dans des régions du RE qui se trouvent juste à côté de la membrane plasmique. Dans ces 

zones particulières la distance entre le RE et la membrane plasmique est comprise entre 10 à 

25nM, ainsi STIMl pourrait interagir avec les canaux SOC afin de les activer (Wu, Buchanan, 

Luik et al. 2006). 

Même si la relocalisation de STIMl dans ces punctae est longue, elle précède 

l'activation des SOCs de quelques secondes (Liou, Kim, Heo et al. 2005; Zhang, Yu, Roos et 

al. 2005), et elle est suffisamment rapide pour être une étape indispensable à l'activation des 

SOCs (Wu, Buchanan, Luik et al. 2006). Cette relocalisation semble être due au fait que 

STIMl soit un senseur calcique. En effet, des mutations dirigées contre les résidus liant le 

Ca2+ du domaine EF hand diminue l'affinité de STIMl pour le Ca2
+, mimant ainsi la déplétion 

des stocks. Ces mutations provoquent une relocalisation spontanée de STIMl en punctae et 

active constitutivement les canaux SOC même quand les stocks intracellulaires sont pleins 

(Liou, Kim, Heo et al. 2005; Zhang, Yu, Roos et al. 2005; Mercer, Dehaven, Smyth et al. 

2006; Spassova et al. 2006). De plus, l'affinité du domaine EF hand de STIMl, mesurée in 
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vitro, est de 200 à 600!-lM (Stathopulos et al. 2006). Ceci est en adéquation avec la gamme de 

concentration calcique connue pour le RE (200 à 600!-lM) (Demaurex and Frieden 2003). 

II.C.6.b) Nature moléculaire des canaux CRAC 

De façon surprenante, après une dizaine d'années de recherche intensive sur la nature 

moléculaire des SOCs, trois groupes sont parvenus à découvrir ce qu'est le canal SOC. La 

première étude a commencé il y a environ 6 ans en étudiant les lymphocytes T de patients 

souffrant d'immunodéficience (SCID). Dans ces cellules, la vidange des stocks 

intracellulaires ne provoque pas d'entrée capacitive de Ca2
+. Des analyses génétiques ont 

permis de mettre en évidence une région sur le chromosome 12 comportant environ 7 4 gènes 

(Feske, Giltnane, Dolmetsch et al. 2001; Feske et al. 2005). En parallèle, un criblage des 

cellules S2 de drosophiles avec des siRNA a permis d'identifier un gène sur le chromosome 

12 ( Orail) indispensable à la mobilisation de Ca2
+ dans ces cellules (Feske et al. 2006). Un 

autre criblage haut débit par des siRNA a mis en évidence l'homologue humain: CRACMl 

(Vig, Peinelt, Beek et al. 2006; Zhang, Y eromin, Zhang et al. 2006). 

Orail/CRACM1 paraît différent des autres canaux ioniques connus. C'est une protéine 

ubiquitaire de 33kDa possédant 4 domaines transmembranaires (figure 13). Ainsi, chez 

l'homme, le syndrome d'immunodéficience (SCID) est expliqué par une seule mutation 

Orai 1. De façon intéressante, la surexpression de la protéine native dans ces cellules permet 

de rétablir androgènes. Orail semble donc être essentiel pour l'activité du CRAC (Feske, 

Gwack, Prakriya et al. 2006). Deux homologues de Orai ont par ailleurs été identifiés. La 

fonction d'Orai2 et 3 reste peu connue, même si la surexpression de ces canaux dans des 

cellules HEK293 permet d'augmenter le courant SOC, la surexpression de ces protéines dans 

les lymphocytes d'humain SCID possédant la mutation d'Orail ne restaure pas le courant 

CRAC. 
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Orail 

Nt 

Cytoplasme 

STIM1 

Figure 13 : STIMJ est un senseur calcique intra-réticulaire qui active Orail présent sur la membrane 
plasmique et qui forme le canal CRAC. STJM1 est présent sur la membrane du RE (EF: EF hand domaine; 
SAM: steril a domain; CC: Coiled Coi! domain ; ERM: Ezrin-radixin-moesin domain ; SIP: serine
praline-rich domaine; k: lysin rich) Orail est une protéine présente sur la membrane plasmique à quatre 
domaines transmembranaires, les parties Net C terminales sont intracellulaires (en rouge : mutation R91 W 
présente chez les humains SCID ; en rose : glutamates 106 et 109; en orange : aspartates 110 et 112) 
(d'après R. Lewis,) 
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II.C.6.c) Orail/CRACMJ est-ille seul responsable du CRAC? 

La surexpression simultanée de STIMl et d'Orail produit un courant CRAC (appelé 

«mouster CRAC») environ 100 fois plus grand que dans les cellules contrôles (Mercer, 

Dehaven, Smyth et al. 2006; Peinelt et al. 2006; Soboloff et al. 2006; Zhang, Y eromin, Zhang 

et al. 2006). Ceci semble indiquer que le gène Orail pourrait coder pour une protéine 

partenaire du canal, ou pour une protéine régulatrice présente en quantité limitée. Pour 

répondre à ces questions, certaines équipes ont entrepris de muter certains acides aminés de la 

région putative du pore afin de modifier la sélectivité du canal. La mutagenèse dirigée d'Orai1 

semble indiquer que deux glutamates sont cruciaux. La substitution du glutamate en position 

106 par un aspartate diminue la sélectivité du canal au Ca2+ tout en augmentant la sélectivité 

au baryum et au césium (Prakriya et al. 2006; Y eromin et al. 2006). De même, la substitution 

du glutamate 190 par une glutamine diminue la sélectivité calcique et augmente la sélectivité 

au césium (Vig et al. 2006). De plus, la neutralisation des charges de deux aspartates de la 

boucle entre les domaines I et II (Asp 110 et 112) réduit l'inhibition par le Gd3+ (Yeromin, 

Zhang, Jiang et al. 2006), et modifie la rectification du courant (Vig, Beek, Billingsley et al. 

2006). Ces résultats indiquent que ces charges négatives sont indispensables à l'accumulation 

des cations au niveau de l'entrée du pore. Ces dernières études permettent enfin d'expliquer 

l'extrême sélectivité des canaux CRAC, et sont les preuves irréfutables qu'Orail/CRACM1 

contribue au courant CRAC. Ainsi, étant donné que le courant au travers d'Orai1 ressemble 

fortement au courant CRAC, et que Orai1 forme des multiméres (Prakriya, Feske, Gwack et 

al. 2006; Vig, Beek, Billingsley et al. 2006; Y eromin, Zhang, Jiang et al. 2006). Il semble que 

le courant CRAC soit Orai1 seul ou une combinaison avec Orai2 et/ou Orai3. 

II.C.6.d) Mécanisme d'activation de l'ECC 

La découverte de STIMl sur le RE et de Orai sur la membrane plasmique permet de 

reposer la question fondamentale : comment la vidange calcique du RE est couplée à 

l'activation des canaux présents sur la membrane plasmique. Comme je l'ai décrit 

précédemment, la déplétion calcique du RE est perçue par STIMl, ce qui provoque sa 

relocalisation dans des zones de junction entre la membrane du RE et la membrane plasmique 

(figure 14). Les techniques de TIRF couplé à l'imagerie calcique ont permis de mettre en 

évidence que les augmentations de la [Ca2+]cyt sont co-localisées avec les punctae de STIM1, 

montrant ainsi que les canaux CRAC sont activés uniquement dans ces zones de forte densité 

en STIM1 (Luik et al. 2006). De plus, l'utilisation de protéines de fusion fluorescentes pour 

Orai1 et STIM1 a permis de mettre en évidence que la vidange calcique du RE provoque 
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l'accumulation de Orail dans des régions de la membrane plasmique directement opposées au 

punctae de STIMl (Luik, Wu, Buchanan et al. 2006; Xu, Lu, Li et al. 2006). 

Membrane 
plasmique 

brone 
plasmique 

Figure 14: Unités fonctionnelles lors de l'entrée capacitive suite à la déplétion des stocks 
intracellulaires. Dans des conditions normales (en haut), STJMJ et Orail sont dispersés sur leurs 
membranes respectives. Une vidange calcique du RE provoque une accumulation de STJMJ sur le RE dans 
des zones qui peuvent interagir avec la membrane plasmique. Au même moment, les canaux CRAC 
s'accumulent également dans des zones directement opposées au punctae de STIMJ (milieu). Ainsi, STIMJ 
et Orail peuvent intéragir et ainsi activer les canaux CRAC (d'aprés R. Lewis.). 

En conclusion, toutes ces études décrivent pour la première fois le mécanisme 

d'activation de androgènes: le senseur calcique du RE forme des clusters qui s'opposent à des 

clusters de canaux CRAC (Orail), ces clusters sont séparés par un petit espace de cytoplasme 

(Luik, Wu, Buchanan et al. 2006; Wu, Buchanan, Luik et al. 2006; Xu, Lu, Li et al. 2006). Ce 

mécanisme d'activation ressemble aux unités fonctionnelles de canaux calciques du RE des 
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cellules musculaires striées : les récepteurs à la ryanodine du réticulum sarcoplasmique sont 

co-localisés avec les récepteurs à la dihydropyridine de la membrane plasmique (Franzini

Armstrong et al. 2005). Cependant il y a une différence notable, dans les cellules musculaires 

striées, les unités fonctionnelles sont formées de façon permanente (assurant ainsi un couplage 

excitation contraction rapide) alors que pour androgènes les unités fonctionnelles sont 

formées à la demande. 

II.C.6.e) Rôle des canaux SOCs 

Physiologiquement, la libération du calcium du réticulum entraîne au niveau de la 

membrane plasmique de la cellule une entrée de calcium. Ce processus est retrouvé dans une 

grande variété de cellules non excitables (Parekh and Penner 1997) et permet à la cellule de 

reconstituer ses réserves calciques. Cette entrée de calcium est liée à 1' ouverture des canaux 

SOC. 

Le rôle des canaux SOC ne se limite pas au remplissage des réserves calciques 

intracellulaires. Plusieurs travaux montrent 1' implication de ces canaux dans différentes 

fonctions physiologiques ou physiopathologiques essentielles : la sécrétion, la transcription de 

gènes, le cycle cellulaire, la prolifération, et également 1' apoptose (Berridge 1995). 

Cependant, les travaux concernant l'implication des canaux SOC dans la MCP sont 

contradictoires. Actuellement, deux mécanismes sont proposés. Selon le premier, l'induction 

de 1' apoptose serait provoquée par la vidange des réserves calciques uniquement contenues 

dans le RE (He et al. 1997). Une augmentation de la concentration en calcium cytosolique due 

à l'entrée capacitive ne serait pas requise. Cependant, l'entrée de calcium par les canaux SOC 

jouerait un rôle crucial en permettant un remplissage optimal des réserves calciques, ce qui 

préviendrait la MCP. Des travaux menés au laboratoire ont permis de mettre en évidence ce 

mécanisme dans les cellules cancéreuses prostatiques androgéno-dépendantes. En effet, le fait 

de bloquer l'entrée capacitive dans les cellules LNCaP potentialise l'induction de l'apoptose 

induite par la TG (Skryma et al. 2000). Le deuxième mécanisme, au contraire, attribue la 

MCP à une augmentation de la concentration en calcium cytosolique jusqu'à une valeur 

critique grâce à l'entrée capacitive. C'est notamment le cas des cellules cancéreuses 

prostatiques androgéno-indépendantes (Furuya et al. 1994). Les modifications survenant dans 

le processus d'apoptose lors de la transition des cellules tumorales de l'état androgéno

dépendant vers l'état androgéno-indépendant pourraient donc être liées à des perturbations de 

l'homéostasie calcique impliquant les canaux SOC. 
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Il. C. 6.j) Canaux SOC et prostate 

Des études menées au laboratoire ont permis de mettre en évidence dans les cellules 

cancéreuses androgéno-dépendantes de la prostate des réserves intracellulaires de calcium 

dans le réticulum endoplasmique (Skryma, Mariot, Bourhis et al. 2000). La libération du 

calcium contenu dans ces stocks entraîne au niveau de la membrane plasmique un influx 

d'ions calcium, grâce à des canaux SOC. 

Plusieurs mécanismes différents ont été proposés et aucune possibilité n'est à exclure à 

l'heure actuelle (figure 15). Le premier mécanisme d'activation des canaux SOC proposé 

consiste en un couplage conformationnel entre le IP3R et les canaux SOC qui sont alors 

appelés SOCcc (Couplage Conformationnel). Ce mécanisme est analogue à celui du couplage 

entre les RYR sur la membrane réticulaire et les récepteurs à la dihydropyridine sur la 

membrane plasmique des cellules musculaires. D'après ce modèle, la fixation de l'IP3 sur son 

récepteur au niveau de la membrane du RE provoquerait une variation de conformation de 

l'IP3R qui interagirait physiquement avec les canaux SOC sur la membrane plasmique. Ce 

changement de conformation serait responsable de l'activation du canal SOC partenaire de 

l'IP3R d'où l'appellation de couplage conformationnel. Parmi les canaux TRPs, certaines 

protéines ont été proposées comme canaux SOC potentiels, à savoir TRPCI, TRPC4, TRPC5, 

TRPC6, TRPC7 et TRPV6. De plus, une activation de TRPCI par interaction 

conformationnelle avec l'IP3R via une protéine adaptatrice de la famille Homer a été reportée 

suggérant que l'hypothèse de ce type d'activation des SOC est probable (Yuan et al. 2003). 

Le second mécanisme d'activation des SOCs consiste en la libération d'un facteur 

diffusible de nature inconnue, le CIF (Calcium Influx Factor), consécutivement à la vidange 

des stocks calciques réticulaires. Ce composé serait responsable de l'activation des canaux 

SOC, alors appelés SOCcrp. D'après de récents travaux, le CIF serait en fait l'activateur de la 

phospholipase A2 calcium-indépendante (ou iPLA2~) qui synthétise des lysophospholipides 

capables d'activer directement les canaux SOC (Smani et al. 2004). Il a en effet déjà été 

montré que ces lysophospholipides sont capables d'activer directement les canaux TRPs 

particulièrement TRPC5 (Flemming et al. 2006). 
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Figure 15: Représentation schématique des deux mécanismes hypothétiques d'activation des canaux de 
type SOC dans les cellules cancéreuses prostatiques humaines. 

De nombreux travaux sont en faveur d'un modèle ou de l'autre. Il reste cependant très 

probable que tous deux existent et soient recrutés de façon différentielle en fonction du 

stimulus activateur. Une étude réalisée au sein du laboratoire a démontré que, dans les cellules 

épithéliales de la prostate, ces deux mécanismes coexistaient et recrutaient des canaux de la 

famille TRP différents (Vanden Abeele et al. 2004). Cependant l'implication de STIM et 

d'Orail dans l'activation des canaux SOCs dans les cellules épithéliales prostatiques n'a 

jamais été étudiée. De plus, le rôle de ces deux protéines dans la cancérogenèse prostatique 

n'est pas connu. 
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II.D) Conclusion 

Toutes ces données montrent l'extraordinaire diversité des mécanismes 

moléculaires mis en jeu dans le maintien de l'homéostasie calcique au niveau du RE. Des 

travaux menés au laboratoire ont permis de mettre en évidence l'importance du 

maintien de l'intégrité du RE dans le processus d'activation de l'apoptose des cellules 

cancéreuses prostatiques humaines (Skryma et al., 2000). Cependant, à ce jour, très peu 

de données existent en ce qui concerne les mécanismes mis en jeu dans ces cellules pour 

le maintien de l'homéostasie calcique réticulaire. Par exemple, au niveau des cellules 

prostatiques, aucune étude approfondie n'existe en ce qui concerne l'implication du 

complexe ribosome-translocon dans la fuite de Ca2
+ à partir du RE. 

De plus, malgré l'importance grandissante donnée au RE comme régulateur de 

l'apoptose des cellules cancéreuses prostatiques, et le nombre grandissant d'études 

montrant l'importance des canaux TRPs (notamment TRPM8) sur la membrane du RE, 

aucune étude ne s'est intéressée à l'implication de TRPM8 sur la vidange calcique du 

RE et du rôle de cette vidange dans la cancérogenèse prostatique. 

Enfin, l'ECC, qui est couplée aux variations de l'homéostasie calcique du RE, 

joue un rôle essentiel dans la physiopathologie prostatique, cependant la nature 

moléculaire des canaux SOCs n'est toujours pas connue dans les cellules épithéliales 

prostatiques. 

66 



Problématique et objectifs 

Le chemin le plus court d'un point à un autre c'est de ne pas y aller. 

Philippe Geluck 

Extrait de L'Excellent du chat 



Problématique et objectifs 

Le cancer de la prostate est la seconde cause de mortalité par cancer chez 1 'homme. 

Actuellement, les traitements hormonaux visent à diminuer le taux androgènes actifs. 

Malheureusement, avec le temps, les patients développent un cancer androgéno-indépendant 

dont 1' issue est fatale. 

Le Ca2
+, second messager ubiquitaire, est impliqué dans de nombreux processus tels que 

1' apoptose ou la prolifération. Le RE est un acteur essentiel de la signalisation calcique. Ainsi, 

l'étude de canaux calciques responsables de l'homéostasie calcique réticulaire est fondamentale 

dans le développement de nouvelles stratégies thérapeutiques. 

Dans ce cadre, ma thèse est basée sur trois thématiques principales : 

1] L'homéostasie calcique du RE est finement régulée. Cependant, même si 1' étude 

des canaux calciques impliqués dans l'homéostasie calcique du RE s'est intensifiée 

(par exemple pour les IP3R ou les RYR), certains mécanismes de régulation de la 

concentration calcique réticulaire sont indépendants de ces deux canaux et restent 

méconnus. 

2] La vidange calcique réticulaire active les canaux SOC de la membrane plasmique 

responsable de l'entrée capacitive de Ca2
+ afin de remplir le RE. Cependant, la 

nature moléculaire de ces canaux ainsi que leurs rôles dans la cancérogenèse 

prostatique restent encore inconnus. 

3] Des dérégulations du calciosome, couplées aux variations de 1 'homéostasie 

calcique du RE, pourraient être en partie responsables de 1' apparition et de 

l'évolution du cancer de la prostate. Il est donc important d'étudier l'évolution de la 

signalisation calcique au cours de la cancérogenèse prostatique. 
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Les travaux réalisés au cours de ma thèse ont permis de faire avancer, je l'espère, ces 

différentes thématiques. Les résultats obtenus sont répartis comme suit : 

Identification du canal de fuite majoritaire des cellules épithéliales 

cancéreuses prostatiques humaines. 

• Quelle est l'implication du complexe ribosome-translocon dans la fuite de Ca2
+ à 

partir du RE des cellules cancéreuses prostatiques humaines ? 

Rôle de TRPM8 dans la vidange calcique réticulaire des cellules 

prostatiques. 

• TRPM8 est-il présent et est-il fonctionnel sur la membrane du RE des cellules 

cancéreuses prostatiques humaines ? 

• Quels sont les mécanismes de régulation de la localisation de TRPM8 dans ces 

cellules? 

• Quel est le rôle de TRPM8 réticulaire ? 

Evolution de la signalisation calcique durant la cancérogenèse 

prostatique. 

• Quelle est la nature moléculaire des canaux SOC des cellules cancéreuses 

prostatiques humaines ? 

• La nature moléculaire de ces canaux varie t'elle lors de l'évolution du cancer de 

la prostate ? 

L'objectif général de ma thèse fut donc d'identifier de nouveaux 

mécanismes de régulation de la concentration calcique réticulaire et de 

déterminer leur implication dans la cancérogenèse prostatique. 
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«Pour voir qu'ilfait noir, on n'a pas besoin d'être une lumière.» 

Philippe Geluck 
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Matériel et méthodes 

Nous allons dans cette partie décrire les différentes techniques utilisées dans les 

articles, mais également de façon plus générale, au cours de la thèse. A titre personnel, j'ai 

concentré mes efforts sur les techniques de microscopie confocale, d'électrophysiologie, et 

d'imagerie calcique. Les travaux de biologie moléculaire reportés dans ce manuscrit ainsi que 

la majorité des travaux de biologie cellulaire sont le fruit de collaborations internes. 

Le « matériel et méthode » relatif à chaque article est associé à ce dernier dans la 

partie « Résultats » ; ce chapitre présente globalement 1' ensemble des techniques utilisées au 

cours de la thèse. 

1) Culture cellulaire 

Au cours de ces travaux, plusieurs types cellulaires ont été utilisés: 

Les cultures primaires de prélèvements humains (hyperplasies bénignes et cancers de 

la prostate). 

La lignée cancéreuse androgéno-dépendante LNCaP provenant de l'ATCC (American 

Type Culture Collection, USA). Il s'agit d'une lignée établie à partir d'une biopsie d'un 

ganglion sous-axillaire métastasé prélevé sur un homme de 50 ans atteint d'un 

carcinome prostatique. Ces cellules expriment le récepteur aux androgènes, sont 

caractérisées par leur androgéno-dépendance et nécessitent donc la présence 

d'androgènes dans leur milieu de culture. Ces cellules expriment également le PSA 

(prostate specifie antigen). 

La lignée cancéreuse androgéno-indépendante PC3 provenant de l'ATCC. 

La lignée HEK293 (Human Embryonic Kidney 293) qui est une lignée transformée 

dérivant de cellules rénales corticales d'embryon humain (Simmons 1990). 

La lignée LNCaP est cultivée dans le milieu RPMI-1640 (Gibco, Life Technologies, 

France) supplémenté en L-glutamine (5 mM, Sigma, L'Isle d'Abeau, France) et en sérum de 

veau foetal décomplémenté (1 0 %, Seromed, Strasbourg). 

La lignée PC3 est cultivée dans le milieu DMEM-HG (Gibco) supplémenté en L

glutamine (5 mM), en sérum de veau foetal décomplémenté (10 %), en insuline (ITS-X) et en 

testostérone. 

La lignée HEK est cultivée dans le milieu DMEM-HG (Gibco) supplémenté en L

glutamine (5 mM) et en sérum de veau foetal décomplémenté (10 %). 
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Les cellules sont placées dans un incubateur à 37°C dont l'atmosphère est enrichie à 5 

% de C02. Lorsque ces cellules arrivent à environ 80 % de confluence, elles sont décollées 

par une brève trypsinisation (trypsine-EDTA, 0,25 %, ICN, USA). L'effet de la trypsine est 

inhibé par l'ajout de milieu de culture complet et les cellules sont placées dans de nouveaux 

flacons de culture à 50000 cellules/ml. Le milieu de culture est ensuite renouvelé tous les 

deux jours. 

Les cultures pnma1res et les primocultures sont principalement cultivées dans le 

milieu KSF-SFM (Gibco, Life Technologies, France) supplémenté en L-glutamine (5 mM), 

en sérum de veau foetal décomplémenté (1 %), en extrait pituitaire bovin et en « epidermal 

growth factor» (Suppléments pour le milieu KSF-SFM Gibco, Life Technologies, France). 

Les cellules sont placées dans un incubateur à 37°C dont l'atmosphère est enrichie à 5 % de 

C02. Lorsque ces cellules arrivent à environ 80 % de confluence, elles sont décollées par une 

solution de PBS-EDTA (2 mM). Les cellules sont ensuite centrifugées. Les cellules sont 

placées dans de nouvelles boîtes de culture (Primaria, Becton Dickinsen, <1> 35mm) à 50x000 

cellules/ml. Le milieu de culture est ensuite renouvelé tous les jours. 

II) Technique de microscopie par fluorescence 

Plusieurs techniques de microscopie par fluorescence ont été utilisées au cours de ma 

thèse. J'ai ainsi réalisé des mesures de variations de concentration calcique au sein des 

cellules par microscopie par fluorescence traditionnelle et par microscopie confocale 

dynamique. La technique de microscopie confocale a également été utilisée pour effectuer les 

expériences d' immunofluorescence. 

II.A) Mesure de la concentration de calcium libre 

La technique d'imagerie calcique par fluorescence est couramment utilisée pour 

mesurer avec précision la concentration de Ca2+ dans le cytoplasme ([Ca2+]cyt). Cette 

technique a l'avantage de permettre de mesurer les variations de [Ca2+]cyt simultanément sur 

plusieurs dizaines de cellules et ainsi de déterminer si l'application ou le prétraitement des 

cellules avec une drogue donnée modifie 1 'homéostasie calcique. Cette technique est assez 

facile à réaliser et apporte rapidement un résultat brut. Ce dernier nécessite néanmoins un 

approfondissement par des techniques complémentaires telles que le patch clamp. En effet, 

l'homéostasie calcique est la conséquence de l'activité de nombreuses protéines comprenant 

les canaux ioniques transmembranaires, mais aussi, les échangeurs et les pompes. Il est donc 

fondamental dans notre stratégie d'utiliser la technique de patch clamp en complément afin 
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d'enregistrer spécifiquement le fonctionnement des canaux ioniques. Quoiqu'il en soit, du fait 

de don accessibilité et de sa rapidité d'exécution, cette technique reste donc un élément 

important dans 1' étude préliminaire des canaux calciques. 

II.A.l) Equipement optique 

L'équipement est composé d'un microscope à épifluorescence (Olympus IX 70), 

d'une lampe au xénon, d'un monochromateur Till Photonics, d'une caméra digitale CCD 

(Charge Coupled Deviee) 12 bits (MicroMax 5 MHz, Princeton) et d'un ordinateur dont le 

logiciel (Métafluor 5.0, Universal Imaging) permet la stimulation, l'acquisition et l'analyse 

des images. Les différentes longueurs d'ondes émises par la lampe à Xénon sont contrôlées 

par un monochromateur. Les UltraViolets émis sont dirigés par une fibre optique vers la 

préparation grâce à un miroir dichroïque. Sous stimulation de l'une ou de l'autre des deux 

longueurs d'onde d'excitation, les cellules chargées en fura-2 émettent de la fluorescence. 

Cette lumière est transmise au travers du miroir dichroïque vers la caméra CCD. La matrice 

de cette caméra est composée de 1' assemblage de photodiodes dont les coordonnées x, y 

définissent un point dans le plan de l'image. Chaque photodiode convertit une intensité 

lumineuse en« niveau de gris» (z) par un convertisseur approprié. Un point image, est donc 

défini par trois valeurs x,y,z et est appelé pixel (picture element - littéralement, élément 

image). Ces trois valeurs sont codées en un signal numérique qui est traité par le logiciel 

d'analyse. 

II.A.2) Charge des cellules en Fura-2/AM 

La charge est réalisée dans le milieu de culture à raison de 2,5 11M/ml de Fura-2/ AM 

pendant 45 minutes à température ambiante. Les cellules sont alors incubées durant 10 

minutes supplémentaires avec du milieu de culture sans sonde afin de rincer le surplus celle-ci 

dans le milieu extracellulaire. Les cellules sont finalement rincées avec du milieu HBSS 

standard (Hank's Balanced Salt Solution) dont la composition est la suivante : 140 NaCl, 5 

KCl, 2 MgC12, 2 CaC12, 0.3 Na2HP03, 0.4 KH2P04, 4 NaHC03, 5 glucose, et 10 HEPES. 

Le pH est ajusté à 7.4 avec du NaOH. 

II.A.3) Le Fura-2 

Le fura-2 est une sonde calcique dérivée du fluorophore stilbène possédant quatre 

fonctions carboxyles dont l'arrangement spatial octacoordonné est caractéristique des 

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

La forme libre, hydrophile, chargée négativement et acide. Sous cette forme, le fura-2 est 

fluorescent et cette propriété varie en fonction de la concentration de Ca2
+ libre (Kd=225nM). 
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Néanmoins, la forme libre du fura-2 est incapable de rentrer dans les cellules et il faut donc le 

microinjecter à l'aide d'une micropipette de verre. 

La forme estérifiée, perméante et non-chargée, appelée acétoxyméthylester de fura-2 

(Fura-2/AM). Le fura-2/AM est capable de pénétrer dans les cellules, où le groupement 

acétoxyméthylester est clivé par les estérases cytoplasmiques. Le clivage de cette fonction par 

les estérases stabilise la sonde sous sa forme acide dans le cytosol des cellules. La sonde est 

alors séquestrée dans le cytoplasme et émet de la fluorescence en fonction de la [Ca2+]cyt. 

Le fura-2 est un fluorophore à double longueur d'onde d'excitation et à longueur d'onde 

d'émission unique (figure 16). Le fura-2 libre de Ca2+ a une longueur d'onde d'excitation 

maximale située à 380 nM alors que la longueur d'onde maximale d'excitation du Fura-2/Ca2+ 

est de 340 mn. Quelque soit la concentration de Ca2+, la longueur d'onde d'émission du fura-2 

est de 510 mn. Ainsi, lorsque le Ca2+ augmente dans le cytoplasme des cellules, ceci se traduit 

par une diminution de la fluorescence émise à 510 mn suite à une excitation à 380 mn alors 

que la fluorescence émise à 51 0 mn suite à excitation à 340 nm augmente. 

FURA-2 

_o,l,cH, 

0 

Spectre du FURA-2 

250 300 /350 \400 450 600 650 

+ Ca2+ 340 nM 510 nM 

Longueurs d'ondes, nm 

Figure 16: Représentation de la molécule de FURA-2 (à gauche) ainsi que de son spectre (à droite). Le 
spectre du FURA-2 est caractérisé par deux longueurs d'ondes d'excitation selon sa liaison au Ca2

+. 

II.B) Mesure des variations de calcium par microscopie confocale 

L'étude des variations de Ca2+ entre les différents compartiments calciques cellulaires 

a nécessité l'emploi d'une deuxième technique de microscopie par fluorescence, il s'agit de la 

microscopie confocale. 

74 



Matériel et méthodes 

La microscopie confocale offre de nombreux avantages par rapport à la microscopie à 

fluorescence classique : le contrôle de la profondeur de champ, l'élimination ou la réduction 

du bruit de fond et la possibilité d'obtenir une série de coupe focale afin d'effectuer une 

reconstitution 3D de l'échantillon. Ainsi cette technique permet, du fait de sa très haute 

résolution spatio-temporelle, la mesure qualitative du Ca2
+ dans différents organites (RE, 

mitochondrie). De plus, cette technique permet également la mesure des variations de calcium 

dans deux organites simultanément. 

Microscope à fluorescence 
classique 

(grand volume) 

Cône 
d'excitation Microscope confocal 

(petit volume) 

Figure 17: Microscopie confocale versus microscopie à fluorescence classique: en haut, en microscopie 
confocale le cône d'illumination se résume à un point alors qu'en microscopie classique l'illumination est 
beaucoup plus large. Ceci se traduit à niveau des images acquises : à gauche, en microscopie classique les 
stuctures qui se trouvent à l'extérieur du plan focal emettent de la fluorescence ce qui rend le signal plus flou, 
à droite, en microscopie confocale seules les structures se trouvant sur le plan focal sont fluorescentes. 
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II.B.l) Equipement optique 

Le principe clé d'un microscope confocal est l'utilisation de filtres spatiaux (les 

pinholes : petits trous qui se trouvent sur le trajet optique) qui permettent d'éliminer tous les 

rayons lumineux qui sont émis en dehors du plan focal. 

Photodétecteur --

Rayons d'emission 
dans la focale 

Pinhole d'émission 

Echantillon 

Plans focaux f G~Jiilll-11! 

- Pinhole du 
détecteur 

Rayons d' emissiot'l 
hors focale 

Miroir 
dichroïque 

-Objectif 

Rayons 
d'excitation 

Figure 18: Représentation schématique du trajet optique et des principaux composants d'un microscope 
confocal à balayage. 

Le schéma général d'un microscope confocal est présenté en figure 18. Le laser émet 

des rayons lumineux qui traversent le pinhole d'excitation. Celui-ci permet de diriger les 

rayons sur le plan focal désiré (plus le pinhole est ouvert, plus la profondeur de champ est 

grande). Les rayons sont ensuite dirigés vers le spécimen grâce au miroir dichroïque. Les 

76 



Matériel et méthodes 

structures fluorescentes du spécimen émettent ensuite des rayons qui traversent le mirroir 

dichroïque puis le pinhole du détecteur. Ce dernier permet de selectionner uniquement la 

fluorescence provenant du plan focal. 

Au laboratoire, le système de mesure est un microscope confocal de type Zeiss LSM 

510. Celui-ci est composé d'un microscope inversé doté d'objectifs à immersion 40x 

(O.N=1,3) et 60x (O.N=1,4) associés à une unité contrôlant les lasers (unité confocale Zeiss). 

La fluorescence émise est ensuite reçue au niveau de photomultiplicateurs qui transforment 

l'information lumineuse en information numérique. Ces signaux sont alors traités grâce à un 

ordinateur doté d'un logiciel spécifique (AIM 3.2) qui recrée les images en fausses couleurs 

avec une résolution allant jusqu'à 2048*2048 pixels. 

L'avantage de la microscopie confocale est lié à sa haute résolution spatio-temporelle. 

Ceci permet de réaliser des mesures de variations calciques au sein d'un ou de plusieurs 

organites. Cette spécificité est également le fruit du développement de sondes fluorescentes 

ayant des caractéristiques très différentes liées à la nature des évènements que 1' on souhaite 

mesurer. Dans le cadre de ma thèse, j'ai eu 1' occasion de travailler avec différentes sondes 

(voir figure 22 pour la structure) permettant de mesurer la concentration de Ca2
+ dans 

différents organites (voir figure 23 pour des enregistrements caractéristiques). 

II.B.2) Mesure de la concentration de calcium cytoplasmique. 

Il s'agit d'une sonde sensible au Ca2
+ (Kd=345 nm) aux caractéristiques proches des 

chélateurs calciques tels que l'EGTA et le BAPTA. 

Contrairement au Fura2, cette sonde ne possède qu'une longueur d'onde d'excitation 

(À=494nm) et n'émet de la fluorescence que quand elle est liée au Ca2
+ (À=516nm). Le fluo-4 

permet donc de mesurer les variations qualitatives de Ca2
+ sans pouvoir mesurer sa 

concentration. Cette sonde, utilisée en microscopie confocale, permet ainsi de mesurer les 

variations de Ca2
+ dans le cytoplasme. Les variations qualitatives du contenu en Ca2

+ du 

cytoplasme sont exprimées sous la forme du ratio de la fluorescence (F) divisé par la 

fluorescence initiale (FO) au cours du temps (f/fO) (figure 19). 

La charge des cellules se fait à température ambiante, dans de l'HBSS contenant 2mM 

de Ca2
+ avec 2.5).1M de sonde pendant 25 minutes suivies d'un rinçage de 30 minutes. 

II.B.3) Mesure de la concentration de calcium réticulaire. 

La mesure de la [ Ca2+] dans un organite particulier nécessite l'utilisation de deux 

sondes : la première sonde permet de localiser 1' organite, la sonde permet de suivre les 

variations de la [Ca2+] (respectivement pour le RE: la brefeldin A Bodipy et le Mag Fluo 4). 
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L'utilisation de filtres spécifiques permet de visualiser séparément les longueurs d'ondes 

d'émission de ces deux sondes (figure 19). 

II.B.3.a) Le Mag Fluo-4 

Cette sonde sensible au Ca2
+ (Kd=22 J.tM) et au magnésium (Kd=4, 7 mM) permet de 

mesurer sélectivement les variations qualitatives de Ca2
+ dans le réticulum endoplasmique. 

Cette sonde se localise préférentiellement dans le réticulum endoplasmique mais également 

dans le cytoplasme. Afin d'éviter la contamination de mesure calcique par des variations de 

Ca2
+ dans le cytoplasme, les cellules sont perméabilisées par un détergent, la digitonine, ce 

qui induit une fuite de la sonde Mag-Fluo4 résiduelle dans le cytoplasme (figure 23). 

À-Excitation = 493 nm 1 Àémission = 517 nm 

La charge des cellules se fait à température ambiante, dans de l'HBSS contenant 2mM 

de Ca2
+ avec 2.5J.1M de sonde pendant 25-30 minutes suivies d'un rinçage pendant lheure. 

II.B.3.b) Brefeldin A Bodipy. 

Cette sonde est principalement utilisée pour visualiser spécifiquement le RE. La 

brefeldin A est un inhibiteur réversible du transport protéique du RE vers le golgi. Son 

couplage avec le bodipy permet de visualiser le RE. 

À-Excitation= 559 nm 1 À.émission = 568 nm 

f 
f 

1 

460 50(! 

544 

530125 * 

540 

Mag Fluo4 

----
Brefeldin A Bodipy 

605145 

580 

'A excitation 
'A émission 

'A excitation 
'A émission 

/!.2(! &60 

Figure 19: Représentation schématique des différentes longueurs d'ondes d'excitation et d'émission du 
Mag Fluo4 et de la Brefeldin A Bodipy ainsi que des différents filtres utilisés pour discriminer les 
longueurs d'ondes d'émission. 
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II.B.4) Mesure de la concentration de calcium intra-mitochondriale. 

La mesure de la [Ca2+] dans la mitochondrie nécessite l'utilisation de deux sondes : la 

première sonde permet de localiser 1' organite, la sonde permet de suivre les variations de la 

[Ca2+] (respectivement : le mitotracker green et le rhod-2). L'utilisation de filtres spécifiques 

permet de visualiser séparément les longueurs d'ondes d'émission de ces deux sondes (figure 

20). 

II.B.4.a) Le Rhod-2 

Le rhod-2 est une sonde marquant spécifiquement les mitochondries ayant un potentiel 

mitochondrial élevé. Il s'agit d'une sonde calcique rouge qui permet de mesurer les variations 

qualitatives de Ca2
+ dans les mitochondries. L'affinité du rhod-2 pour le Ca2

+ est très faible 

par rapport à celle du Fluo-4. Le Rhod-2 permet de mesurer uniquement des variations 

qualitatives de Ca2
+ de grandes amplitudes. Ceci évite par ailleurs la contamination de 

l'enregistrement par des variations de Ca2
+ cytoplasmique mesurées par du Rhod-2 résiduel 

dans le cytosol. 

À-Excitation Ca2
+ libre= 549 nm 1 À-Emission= pas d'émission en l'absence de Ca2

+ 

À-Excitation Ca2
+ = 542 nm 1 Àémission Ca2+ libre= 581 nm 
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5M MO MO 

Îc excitation 
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À excitation 
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Figure 20: Représentation schématique des différentes longueurs d'ondes d'excitation et d'émission du 
mitotracker green et du rhod-2 ainsi que des différents filtres utilisés pour discriminer les longueurs 
d'ondes d'émission. 
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La charge des cellules se fait à température ambiante, dans de l'HBSS contenant 2mM 

de Ca2
+ avec 2 mM de sonde pendant 5 minutes suivis d'un rinçage d'une heure. 

L'utilisation du rhod-2 est généralement associée à l'utilisation d'une autre sonde: le 

mitotracker qui permet de valider que les variations de Ca2
+ observé avec le rhod-2 sont 

spécifiques de la mitochondrie. 

II.B.4.b) Le Mitotracker 

Le mitotracker est une sonde qui marque les mitochondries quelque soit le potentiel 

mitochondrial mais n'est pas sensible aux variations de Ca2
+. Cet adressage spécifique est 

principalement dû aux liaisons aldéhydiques qui se forment entre le groupement chlorométhyl 

de la sonde oxydée et les groupements thiols des protéines intra-mitochondriales (figure 21 ). 

Cette sonde marque donc plus spécifiquement les mitochondries que le Rhod-2. 

Pou.r 1~ mitotrack~r vert : À-Excitation = 490 nm 1 Àémission = 516 nm 

Pou.r 1~ mitotrack~r roug~ : ÀExcitation = 581 nm 1 Àémission = 644 nm 

La charge des cellules se fait à température ambiante, dans de l'HBSS contenant 2mM 

de Ca2
+ avec 2-5J.!M de sonde pendant 30 minutes suivies d'un rinçage de 30 minutes. 

Oxydation 

non fluorescent 

Liaison 
peptidique 

cationique fluorescent conjugué fluorescent 

Figure 21 : Réaction intracellulaire d'une sonde mitochondriale (ici le Mitotracker Orange) : lorsque la 
sonde pénètre dans une cellule, elle est oxydée par la chaîne redox de la mitochondrie. La sonde va alors 
former des liaisons aldéhydiques avec des woupements thiols des protéines mitochondriales 
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Fluo-4 
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Figure 22: Structures des sondes calciques utilisées ainsi que leurs longueurs d'onde d'excitation et 
d'émission respectives. 
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Figure 23: Images et enregistrements caractéristiques des principales sondes fluorescentes. 
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III.A) Patch Clamp 

Electrophysiologie 

Les expériences électrophysiologiques sont réalisées à l'aide de la technique du 

«patch clamp» (figure llA). Cette dernière consiste à isoler électriquement un fragment de 

membrane cellulaire (Patch en anglais) en apposant contre la cellule une pipette de verre d'un 

diamètre de l'ordre du micromètre (10-6 rn). Puis, il faut appliquer une légère dépression dans 

cette pipette de verre afin d'obtenir une résistance de contact entre la pipette et la membrane 

cellulaire de l'ordre du gigaohm (GQ 109 ohms). Ce protocole permet alors d'imposer un 

potentiel (Clamp en anglais) en mesurant simultanément des fluctuations de courant de l'ordre 

du picoampère (pA, 10-12 A) avec une fréquence très élevée(> 1 kHz). 

Il existe plusieurs configurations d'étude (figure llB) permettant d'enregistrer soit 

l'activité d'un seul canal ionique (enregistrements unitaires), à savoir les configurations 

« cellule attachée », « inside-out » et « outside-out » ; soit de tous les canaux situés dans la 

membrane plasmique c'est-à-dire la configuration« cellule entière ». 

Historiquement, le Patch Clamp désigne les configurations d'enregistrement de canaux 

individuels (Single-channel Recording), cependant le terme de patch clamp désigne 

maintenant aussi la configuration cellule entière (Whole Cell Recording) qui permet la mesure 

de courants macroscopiques. 

Dans la configuration cellule entière (ou who le cell), la pipette de patch (R;::4 MQ) 

possédant un diamètre interne de l'ordre de l11M, est apposée à la membrane d'une cellule. 

Une légère aspiration induit alors un contact intime entre la pipette de borosilicate et la 

membrane plasmique caractérisé par une très haute résistance électrique, qualifiée de « Giga 

seal » (R> 10 GigaQ). Une légère aspiration supplémentaire induit alors une rupture du 

fragment membranaire situé immédiatement sous la pipette mettant ainsi en contacte la 

solution intrapipette et le cytoplasme de la cellule étudiée. 

Les courants ioniques transmembranaires sont mesurés à l'aide d'un amplificateur 

EPC9 (HEKA Electronic, Allemagne). Les signaux sont visualisés sur un écran d'ordinateur, 

stockés directement sur le disque dur de 1' ordinateur et analysés grâce au programme Origin 

7.0 (Microcal, Northampton, MA). 
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Figure 24: Technique du patch clamp. Schéma descriptif du montage d'une expérience de patch clamp (A). 
Sur une cellule placée dans un bain de composition ionique connue, est apposée une pipette de patch 
comportant un filament de chlorure d'argent. A l'aide de cette électrode, on mesure les courants ioniques 
transmembranaires (Ip;p), d'après Sigworth (1995). B. Les courants ioniques mesurés (à un potentiel donné) 
sont relatifs à l'activité d'un canal unique, ou à l'ensemble des canaux en fonction des configurations de 
patch employées (illustrées à droite, d'après Hamill et al., 1981). 

Nous obtenons ainsi l'enregistrement de l'activité des canaux ioniques membranaires 

ams1 que leurs caractéristiques biophysiques. La caractéristique principale des courants 

ioniques est la relation courant (1) 1 potentiel (V), souvent désignée par le sigle IN. En effet, 

cette relation est propre à chaque type de canal ionique et nous permet donc d'identifier avec 

plus ou moins de précision l'identité de la protéine impliquée dans la genèse du courant. 

III.B) Solutions utilisées 

Au cours de nos expériences, nous avons utilisé différentes solutions extracellulaires 

et intracellulaires. Les variations de composition de ces solutions sont liées au type de canal 

étudié. Les compositions ioniques de ces différentes solutions sont reportées dans le tableau 

ci-dessous. 
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hRPM8 Isoc 

Sel 
Extra PIPETTE Extra PIPETTE 

NaCl 140 8 145 -

CH303SCs - - - 120 

Cs Cl - - - 10 

5 145 5 -

KCl 2 0.5 10 -

Ca Ch 2 0.1 1 6 

Mg Ch 0.4 - - -

NazHP04 0.4 - - -

KHzP04 5 - - -
NaHC03 10 10 10 10 

HEP ES - - - 10 

BAPTA - 1 - -

EGTA 5 - 5 -

Glucose NaOH KOH NaOH CsOH 

pH adj 

Pour les solutions extracellulaires, le pH est ajusté à 7.4 par ajout de NaOH (ou HCl au 

besoin); l'osmolarité est ajustée à 330 mosm.l-1 par ajout de D-mannitol. 

Pour les solutions intracellulaires, le pH est ajusté à 7.2 par ajout de KOH, de CsOH, ou 

d'acide glutamique; l'osmolarité est ajustée à 295 mosm.l-1 par ajout de D-mannitol. 

1 V) Immunodétection 

Les expériences d'immunodétection sont principalement Issues de collaborations 

internes. 

IV.A) Western Blot 

L'électrophorèse est réalisée dans un système Bio-Rad selon la technique SDS-PAGE. 

La densité du gel de polyacrylamide est déterminée selon la taille des protéines à séparer. A 

intensité fixée, la migration commence à 15 mA/minigel puis dès que le gel de séparation est 

84 



Matériel et méthodes 

atteint la migration se poursuit à 30 mA/mini gel. A la fin de 1' électrophorèse, les protéines 

sont transférées sur un gel de nitrocellulose si elles sont de petite taille et/ou hydrophiles, sur 

un gel de PolyVinyliDene Fluoride (PVDF) si elles sont de grande taille et surtout 

hydrophobes. Le transfert s'effectue à 25 volts et 100 mA 1 minigel pendant 1 h 30. Après 

transfert, la membrane est découpée en fonction du nombre d'anticorps utilisés pour 

l'immunodétection. Les morceaux de membranes sont saturées durant 30 minutes à 

température ambiante dans un mélange de TNT-lait 5% (15 mM de tampon Tris pH 8; 140 

mM NaCl; 0,05% Tween et 5% de lait en poudre écrémé). Les membranes sont ensuite mises 

en contact avec les anticorps primaires, à la dilution voulue dans du TNT -lait 2% (les 

anticorps utilisés sont présentés dans chaque article), soit pendant 1 à 2 heures à température 

ambiante soit durant la nuit à 4°C. Après 3 lavages au TNT, les membranes sont mises en 

présence de l'anticorps secondaire voulu au 1/20 OOOème (anti-IGg de lapin, de souris ou 

autre ; laboratoire Zymed lnc, San Francisco, CA) pendant 1 heure à 37°C. Après trois 

lavages au TNT, les protéines sont révélées par chimioluminescence grâce au kit « 

Supersignal West Pico Chemiluminescent » ou « Supersignal West Dura Chemiluminescent » 

(Pierce, Rockford Compagny, IL) en suivant les instructions du fournisseur. Les bandes sont 

finalement exposées sur des films Biomax Light (Kodak, Rochester, NY). L'intensité des 

signaux est mesurée par densimétrie, puis le rapport de l'intensité de la protéine d'intérêt 

divisée par l'intensité d'un rapporteur comme l'actine ou la calnexine permet de semi

quantifier l'expression de la protéine d'intérêt. 

IV .B) Technique d' immunofluorescence 

L' immunofluorescence indirecte consiste à détecter une protéine spécifique au sein de 

la cellule par l'intermédiaire de deux anticorps dont le second est couplé à un fluorophore. 

L'immunofluorescence nécessite tout d'abord de fixer les cellules. Deux techniques 

différentes de fixation, à savoir le PF A (ParaF ormAldéhyde) et 1' acétone ont été utilisées pour 

fixer les cellules. Le choix entre ces deux modes de fixation dépend des anticorps utilisés. 

Brièvement, la fixation avec l'acétone consiste à plonger la lamelle dans de l'acétone et à la 

laisser incuber 10 minutes à -20°C. La lamelle est ensuite rincée plusieurs fois avec du PBS. 

L'avantage de l'acétone est qu'il perméabilise les cellules en même temps qu'il fixe les 

molécules. La fixation au PF A est réalisée en incubant la lamelle 10 min sur la glace dans du 

PFA 4%. La lamelle est ensuite lavée 3 fois 10 min dans le PBS. 

Les images des cellules ont été réalisées sur un microscope confocal (Zeiss). Les 

fluorochromes verts (excitation à 488 nm) sont excités par un laser Argon alors que les 
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fluorochromes rouges (excitation 546 nm) sont excités par un laser Hélium-Néon. La lumière 

est transmise à l'échantillon par le biais d'une fibre optique puis d'un miroir dichroïque. 

Le système de mesure est un microscope confocal de type Zeiss LSM 510. Celui-ci est 

composé d'un microscope inversé doté d'objectifs à immersion 40x (O.N=1,3) et 60x 

(O.N=1,4) associés à une unité contrôlant les lasers (unité confocale Zeiss). Les signaux sont 

traités à l'aide d'un logiciel spécifique (AIM 3.2). 
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Résultats 

«Il vaut mieux se tromper et le reconnaître que ne pas se tromper et le nier ! 

Je me trompe ? » 

Philippe Geluck 



Les résultats obtenus au cours des quatre dernières années seront présentés sous forme 

d'articles scientifiques (publiés, soumis à la publication ou en préparation) ou sous forme de 

résultats préliminaires. 

.:. 

Afin de faciliter la compréhension, les résultats sont présentés en trois partie : 

Identification du canal de fuite majoritaire des cellules épithéliales 

cancéreuses prostatiques humaines. 

Rôle de TRPM8 dans la vidange calcique réticulaire des cellules 

prostatiques. 

Evolution de la signalisation calcique durant la cancérogenèse 

prostatique 
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1) Identification du canal de fuite majoritaire des cellules 

épithéliales cancéreuses prostatiques humaines. 

LA) Article 1 

"Passive calcium leak via translocon is a first step for iPLA2-pathway regulated Store 

Operated Channels activation" 

M. Flourak:is, F. Van Coppenolle, V. Lehen'kyi, B. Beek, R. Skryma and N. Prevarskaya 

FASEB J. 2006 Jun;20 (8):1215-7 (inserm-00137702) 

L'étude des mécanismes de régulation de la concentration de calcium intra-réticulaire 

se révèle particulièrement importante pour la compréhension de la régulation de la 

signalisation calcique. Actuellement, le mécanisme le plus énigmatique pour la régulation de 

la concentration calcique intra-réticulaire étant la fuite passive de calcium, nous nous sommes 

tout particulièrement intéressé au candidat le plus susceptible d'être un canal de fuite : le 

translocon. 

En effet celui-ci est: (i) une protéine canal (Simon and Blobel1991), (ii) perméable 

aux ions et aux petites molécules neutres (Roy and Wonderlin 2003), et (iii) est le plus large 

pore de la membrane du RE (Hamman et al. 1997). 

C'est pour ces raisons que l'on peut émettre l'hypothèse que le translocon pourrait 

être un canal de fuite pouvant laisser passer le calcium de l'intérieur du RE vers le 

cytoplasme. 

Les études effectuées ont permis de mettre en évidence par quels mécanismes 

physiologiques a lieu la fuite passive. Ainsi, nous verrons tout particulièrement le rôle du 

translocon en tant que canal de fuite. Nous étudierons également l'implication du translocon 

dans la fuite passive de calcium induite par la thapsigargine afin de découvrir son mécanisme 

d'action. 
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Identification du canal de filite majoritaire des cellules épithéliales cancéreuses prostatiques humaines. 

The FASEB journal • F] Express Fu/1-Length Article 

Passive calcium leak via translocon is a first step for 
iPLA2-pathway regulated store operated channels 
activation 

Matthieu Flouraki<>, 1.
2 Fabien Van Coppenolle, 1'

2 V'yacheslav Lehen'kyi, Benjamin Beek, 
Roman Skryma, and Natalia Prevarskaya 1 

INSERM U800, Villeneuve d'Ascq. France; Université Lille I, Villeneuve d'Ascq, France; and Equipe 
Labellisee Ligue Nationale Contre le Cancer, Villeneuvt; d 'Ascq, France 

ABSTR~CT Calcimn concentration within the endo
plasnÙ<~ reliculmn (ER) plays an essenlial role in ceJI 
physiopathology. One of the most enigmatic mecha
nisms responsible for Ca2+ concentration in the ER is 
passive calcimn leak. Previous stndies have shown that 
the translocon complex is permeable to calciun1. How
ever, the involveJnent of the translocon in the pa..sive 
calcitml leak has not been directly dcmonstrated. Fm·
thermore, the question whether the passive store deple
tion via the translocon could activate SOC (store oper
ated channels) replenishing the ER, remains still 
lUll'esolved. In this study, for the first lime, we show 
that thapsigargin and calcium chelatm·s deplete ER via 
translocon. Indeed, using confocal in1aging, we demon
strate that when the number of opened translocons was 
lowered neither thapsigargin nor calcium chelators 
could induce ER store depletion. We also demonstrate 
that calcimn leakage occurring via the translocon acti
vates stm·e-operated current, which is, by its kinetic and 
pharmacology, sinùlar to that evoked by thapsigargin 
and EGTA (but not IP3), thus highlighting our hypoth
esis th at calcium leakage via the translocon is a first step 
for activation of the specifie iPlAz-regulated SOC. As 
the translo<:on is present in yeast and manunalian cells, 
our findings suggest that translocon-related calcium 
signaling is a common phenomenon.-F1ourakis, M., 
Van Coppenolle, F., Lehen'kyi, V., Beek, B., Skryma, 
R., Prevarskaya, N. Passive calcium leak via transi oc on 
is a first step for iPIA2-pathway regulated store oper
ated channels activation. FASEB J. 20, E409-E416 
(2006) 

Key Words: calcium leak · store-operated channels · trans locon 
· iPLA2' calcium lwmeostasis 

THE ENDOPIASMIC RETICULUM (ER) is the Jargest cal
cium store in ali types of cells, playing a major role in 
Ca2 + signaling and ce\1 physiopathology (1, 2). Tight 
regulation of ER lumen Ca2 + concentration is essential 
for prote in folding and maturation (3, 4). 

Under resting conditions, ER Ca2+ concentration 
results from a balance between the activity of SERCA 
pumps (sarcoplasmic and ER calcium ATP~ases), which 

0892-6638/06/002 0-0409 tl::• FASEB 

import calcium into the ER lumen and calcium leak 
that balances the influx created by the pumps. This 
balance between Ca2 + uptake and Ca2+ leakage ap
pears to be a common property of Ca2 +-stores. How
ewr, if the SERCA pumps are now extensively studied, 
the pàssive calcium leak remains the most enigmatic of 
the processf's involved in regulation of Càlcium ho
meostasis. 

The main experimental way to study this passive 
calcium leak consists in pharmacological artificial shift
ing the ER calcium balance toward calcium leakage due 
to either suppression of ER Ca2

+ uptake (classical 
SERCA pump inhibitor thapsigargin), or to excessive 
cytosolic C:aH buffering (calcium chelators as EGTA). 
Indeed, these commonly used drugs indnce calcium 
release from the ER. Nevertheless, thE' rnecha11isrn 
responsible for this type of calcium leak and it:s molec
ular counterpart are still ill-defined and remain for a 
long time one of the most intriguing question of cell 
biology. 

The studies of Wonderlin's group have shown that 
the permeability of the ER is dynamically coupled to 
protein synthesis and ùut polarized molecules could 
cross the ER membrane through the translocon, the 
complex implicated in protein translocation during 
translation (!5, 6). Indeed, two previous studies of 
Loma" et al. (7) and of our group (8) have demon
strated that the translocon complex (opened bv puro
mycin) is permeable to calcium and, therefore, the 
authors suggested that translocon could potentially 
play a role in calcium leakage. However, the involve
ment of the translocon in the passive calcium leak due 
to thapsigargin and calcium chelators has never been 
directly dernonstrated. 

Furthermore, it is weil established that ER depletion 
could activate store-operated C:a2+ entry (SOCE) (9). 

1 Conespondence: Laboratoire de Physiologie Cellulaire, IN
SERM USOO, Bâtiment SN3, Université des Sciences et Technol
ogies de Lille, 59655 Villeneuve d'A~cq Cedex, France. E-mail: 
flourakismatt@yahoo .fr; fabien.vancoppenolle@univ-lille l.fr: 
nalacha.prevarskaya@univ-lille l.fr 

2 The se authors equally contributed to this work. 
eloi: 10.1096/fj.05-5254fje 
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This process triggers an increase of cvtopla~mic c-,_2 + 
concentration, in orcier to replenish interna! Ca2 + 
stores. Indeed, previous studies undertaken by our 
laboratory have put fc>Jward the hypothesis of d1e 
coexistence in the singlf" cell type of two functionally 
distinct types of store-operated channels (SOC). de
pending on the mode of store depletion ( l 0): (il 
SOCcc (conformational coupling). activating by IP 3 

and invohing "active" dyn:llllic protein-protein inter
action between IP 3 receptors and SOC, and (ii) SOCcrF 
(calcium influx factor) activaüng by iPI.A2-regulated 
signaling stimulated following passive leakage from 
intracellular stores (with thapsigargin and BAPTA) ( 11, 
12). The alternative terminology f(x these distinct 
classes of Ca2 + -conducting channels has la ter been 

proposee! by Bolotina (13): SOCs, which are activated 
by depletion of Ca21

- stores through CIF-iPlA2 pathway, 

and IP 3ROC:s, which ar~ activated by IP3R through a 
direct coupling mechanism. However, it is important to 
note that the preferential mode of SOC activation may 
also depend on the degree of ER cornpartmentalization 
due to existence of specialized ER subregions involved 
in different SOC-controlling signaling pathways (14, 
15). Considering this as weil as a potential physiological 
role of trans locon in ER depletion, in the present study 
we asked whether or not the store dcpletion via the 
translocon coule! activate SOCE and, if so, what would 
be the type of SOC activated and the rnechanism of 
"translocon-to-SOC" coupling. 

Hence, for the first time, we demonstrate directly 
thar thapsigargin and EGTA deplete ER via open 
translocon complex. Furthermore, by electrophysiolog
ical and calcium imaging techniques, we demonstrate 
that calcium leakage occurring via the translocon can 

activate SOCciF current (but nol SOCcc current!), 
which, by its kinetic and pharmacology is similar to 
SOC cur-rent induced by thapsigargin and EGTA (but 
not by IP 3 ). thus highlighting our hypothesis that ilie 
translocon-mediated calcium leakage is a first step for 
SOCcrF activation. Moreover, since our results show 
that SOC current mediated by translocon is inhibited 
by specifie iPLI\2 inhibi tors, fuis work also hints to a 
new Ca2+ pathway with a crucial role in Ca2+ homeo

stasis. 

MATERIALS AND METHODS 

Cell Ctùture 

LNCaP cells from the American T)pe Culture Collection 
(Manassas, VA) were cultured in RPMI 1640 medium (Life 
Technologies, !ne., Fontenay sous Bois, France) supple
mcnted with 5 mM L-glutamine (Life Technologies, !ne., 
L'Isle d'Abe au, France), 10% FBS (Seromed, Poly-Labo, 
Strasbourg, France) and 1% k:mamycin (Life Techn~logies, 
luc., L'Isle d'Abeau, France). Cells were routinely grown in bO 
ml flasks (Nunc, Poly-labo) and kept at 37'C in a humidif1ed 
incubawr in an air/C0 2 (95/5%) atmŒphere. For Ca2 + 

imaging experiments, the ce lis were subcultured in Petri dishes 
(Nunc) and used :liter 3-6 cl. 

Calcium imaging 

[Ca2 +Ln was measurecl by using ratiometrir dye Fura-2 and 
quantified according to Grynkiewicz and Tsien formula (25). 
The extracellular solution containecl: NaCl-120, KCl-6, 
CaC12-2, MgC12-2, HEPES-10, and glucose (Glc)-12. For Ca2 +

free l-ŒSS, CaC12 was removed and EGTA (O .. S ml\1) was 
added. 

Calcium imaging wiùrin the ER 

LN CaP relis were grown on glass coverslips and loaded with S 
f11\1 of Mag-Fluo 4 acctoxymethyl ester (AM) (Molecubr 
Probes, Leiden, The Netherlands), for ·15 min <Jl 37'C. After 
incubation with the dye, the plasma membrane was selectively 
permeabilized: cells were rinsecl brietly in a high K + solution 
of the following composition (in mtvl): KC:l-125, NaCl-25, 
HEPES-10, EGTA-1, CaC\2-0.5, and MgC12-0.l (frec Ca2 + 

clampecl to 170 nM, pH 7.2) and exposed for 1 min to the 
same solution at 37°C in prest>nce of digitonin (0.5 mg/ml). 
Permeabilized cells were then continuously perfused with the 
high-K~ solution supplemented with 0.2 mM Mg-ATP. Ratio 
imaging rnea.')urernents of l\1ag-Fluo 1 were n1ade using a 
con focal microscope (LSM .510, Zeiss, Le Pecq. France). 

Patch clamp recording 

Membrane cuiTents in LNCaP cells were recordee! in the 
whole-cell configuration using the patch-clamp technique 
:md also by usin~; a com.puter-controlled EPC-9 amplifier 
(HEKA Electronic, Germany) as described previously (10) 
Patch pipettes were made on a P-97 puller (Sutter, Novato, 
CA) from borosilicate glass capillaries (WPI, Sarasota, FL). 
Extracellular solution used to record Ca2 +-carried lsoc con
rainee! (in mM): 120 NaCl, 5 KCl, JO CaC!~, 2 MgC12 , 5 Gk, 10 
HEPES (pH adjusted to 7.3with TEA OH). The pipettes wen· 
filled with the b<Jsic intracellular pipette solution (in mM): 
120 Cs Methane sulfonate, 10 CsCl, JO HEPES, JO BAPTA. 6 
MgC12 (pH adju.sted to 7.2 with CsOH). 

Barium lmaging 

The rate of Ba2
+ increases wa.s measured using Ca2 + dye 

Fluo-4 Al'v1. Ratio imaging measurements of Fluo 4 were made 
using a confocal microscope (LSI\1 510, Zeis.,, Le Pecq, 
France). The exlracellular solution contained: NaCl-120, 
KCl-6, C:aC12-2, MgClT2, HEPES-10, and Glc-12 and BaCl-2 
was addcd when necessary. 

Western blot analysis 

Subconfluent LNCaP cells were treated with an ice-mld lysis 
buffer containing: 10 mM Tris-HCl, pH 7.4: 150 mM NaCl: 10 
mM MgCl: 1 mM PMSF; 1% Nonidet P-40; and prote3Se 
inhibitor cocktail from Sigma (l'Isle d'Abe au, France). The 
lysates were centrifuged 15,000 gat 4''C for 20 min, mixee! 
with a sample buffer containing: 12ti mM Tri,-HCl, pH 6.8; 
4% SOS: 5% r>-mercaptoethanol; 20% glvcerol: 0.01% bram
phenol blue. Total protein samples were subjected to 1-i-JO% 
SOS-PAGE and transferred to a nitrocellulose membrane by 
semidry Western blotting (Bio-Rad Laboratories, Hercules, 
CA). The membrane was blocked in a 5% milk containing 
TNT buffer (Tri~-HC1, pH 7.5; 140 mM NaCl; and 0.05% 
Tween 20) overnight then probed using specifie rabbit poly
cloml anti-13 iPLA2 (Calbiochem) and anti-13-actin (Lab Vi
sion Co., Fremont, CA) antibodies. The bands on the mem-
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brane were visualized using enhanced chernilurninescence 
method (Pierce Biotechnologies !ne., San Francisco, CA). 

Reagents and chemicals 

Ail chemicals wcre purchased from Sigma except Fura-2-
"cetoxymethyl ester (Euromedex, Fr"nce). rBEL "nd sBEL 
were generously provided by Dr. Victoria Bolotina (Boston 
University School of Medicine). 

Data analysis and statistics 

Each <'Xprriment was repeatrd srv<'ral times. Dat:J wcr<' 
analyzed by using Pulse Fit (HEKA Electronics, German y) and 
Origin 7.0 (Microcal Software !ne., Northampton, MA). Re
sults were expressed as mean :': SEM. 

RESULTS 

lnvolvement of the translocon in calcium leak from 
the ER evoked by thapsigargin and EGTA 

To study the possible role of translocon in calcium leak, 
we first used thapsigargin, a classic SERCA pump 
inhibitor. vVe measured, in a Ca2+ -free medium, the 
passive calcium leak using Fura-2 (2 J-1.-M) as a calcium 
cytoplasmic dye. F:igtu-e lA shows the time course of a 
representative thapsigargin (1 J-1.-M) response in a calcium
free medium. Under control conditions, the cytoplas
mic calcium concentration ([Ca2+Ll peak was 235.5 
+/- 8.85 nM (n=l50). The cells were treated with 
anisornycin, a peptidyl-transferasE inhibitor (16), to 
reducE thE number of opened translocons (8). In 
anisomycin-treated cells (200 J-1.-M, l hJ, the [Ca2+L 
peak decreased by 36%, as compared with control 
conditions (n=l50). Figure lB illustrates the peak 
values of [Ca2+lc increase evoked by thapsigargin (100 
nM, 1 and 10 J-1.-M) in anisomycin-pretreated cells and in 
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control cells. Figure 1 C shows quantification of Ca2 + 

lealcage, taken from Fura-2 measurements. Anisomycin 
pretreatment resulted in a significant decrease of the 
rate of calcium leakage from the ER ( 4.05±0.4 nM/s in 
control conditions (n=150) and 1.03 ± CU nM/s in 
anisomycin trEated cells ( n= 150)). Peak values of the 
calcium leakage rate induced by TG (1 J-1.-M and 100 
nM) under control conditions and in anisomycin
treated cells are shown in Figure 1D. 

To study translocon-related variations in the ER 
specifically, we performed further investigations using 
the compartmentalized fluorescent Ca2 + indicator Mag 
Huo 4 on cells that bad been permeabilized using 
digitonin trcatment. In this serif'S of experiments, we 
used various drugs that are known to induce passive 
C:12 + leakage such as thapsigargin, EGTA. ionomycin, 
ar1d also IP 3, which induces active calcium release 
specitically via IP 3R. Puromycin (200 jJ.-I\1), thapsigargin 
(1 J.d\11). and EGTA (1 mM) induced a decrease in 
[CaHIER [respectively 30:+::!.3% (n=35), 29.6+3.1% 
(n=32), 52.65±3.2% (n=68)] (see Fig. 2A-C).Afteran 
anisomycin pretreatment, the release was only 5 ± 
2.5% (n=53), 12.3 :+: 0.766% (n=40), and 28.88 :+: 
2.11% (n=4?l) for puromycin-evoked, thapsigargin
evoked, and EGTA-evoked Ca2+ relcase, respectively. 
Futhermore, we usEd ionomycin (lJ-1.-M), which induces 
a nonspecific calcium store depletion of 72.5 :':: 3.53%, 
a decrease in [Ca2 + hR (n=30). This Ca2

' calcium 
release was not inhibited by anisomycin pretreatment 
(74.366:+:1.458%) (n=62) (see Fig. 2D). Finally, IP 3, 

which induces a calcium-store dEpletion independent 
of passive calcium leakage. induced a 12.4 + 1.4% 
decrease in [Ca2+hR (n~17). This release was not 
inhibited by anisomycin pretreatment ( 1 ::!.8±2.1 %) 
(n=34) (figure 2E). Moreover. puromycin had a cumu
lative effect after IP 3-induced calcium release, which 
was not observed in a:nisomycin-pretreated cells. Figure 

Figure 1. Anisomycin treatment reduces lhap
sigargin-induced calcium release from the ER. 
.4) Typical [Ca2 +lc traces in response to 1 JJ.M 
thapsigargin under control conditions and after 
1-h incubation with 200 JJ.M anisomycin. Ali 
measurements were made at room temperature 
in a Ca~+.free 1-IBSS. BI Cumulative data 
(mean::::sEM) of peak [Ca2 +L increases evoked 
by Lhapsigargin (100 nM, 1 JJ.M, 10 JJ.M) re
sponses under control conditions ( n~ 150) and 
with anisomycin 200 ~LM (n=150). C) The ap
parent Ca2 + leak rate is plot tee\ as a function of 
time after application of thapsigargin (1 JJ.M). 
D) Cumulative data (mean:'::sEM) of the peak 
Ca2 + leak rate evoked by thapsigargin (lOO nM, 
l p,M, 10 JJ.M) responses under control condi
tions ( n= 150) and with anisomycin 200 p.M 
(n=l50). 

CALCIUM LEAKAGE VIA TRANSLOCON INDUCES CAPACITATIVE CALCIUM ~NTRY E411 

92 



~~~ 
1 =~==-- . ......_ --r:nu.-~ i:L -·- ~--·~-... , .... , 

I!QTA 1MII 

Figure 2. Anisomycin treatment reduces leak channel activity 
in the ER membrane. Typical traces of the estimate of passive 
Ca2

+ leak in digitotin-permeabilized cells with the use of 
puromycin 200 f1M (A), thapsigargin h•M (B), EGTA 1 mM 
(C), ionomycin 1 fÙ\'1 (D), IP3 100f1M CEJ, under control 
conditions (plotted as black squares), and after 1-h incuba
tion with 200 f1M anisomycin (plotœd as open circles). F) 
Cumulative data (mean::':SEM) for% release from internai 
Ca 2 + store+'5-. 

2F illustrates the peak values of [CaHhP depletion 
evoked by puromycin 200 [LM, thapsigargin 1 J.LM, 
EGTA 1 mM, ionomycin l[LM, and IP3 100 [LM under 
control conditions and in anisomycin-treated cells. 
Taken together, the.se results sugge.st that the translo
con is the main channel through which Ca2+ passive 
leakage occurs in cancer prostate epithelial cells. 

Figure 3. CaH passive leak via translocon acti
vates 1500. Repre<entative time course< of the 
whole cel! 1300 in lNCaP cells evoked by EGTA 
10 mM (A), thapsigargin 1f'M (B), and IP3 100 
fLM (C) under control conditions (plotted in 
black squares) and after anisomycin pretreat
ment (open circles). D) Cumulative data 
(mean::':SEM) of maximal currentdensity under 
control conditions, or with anisomycin 200 fLM 
pretreatment. 

A 

c 

Ca2+ leakage through translocon activates SOCE 

To further explore the putative role oftranslocon in CaH 
homeostasis, it was also potentially rewarding to examine 
whether passive store depletion via the translocon could 
activate SOCE through SOC (store-operated channels). 
ln complete agreement with our previous studies (10) 
store-operated current (I30c) could be activated either 
passively (by TG-mediated store depletion in response to 
extracellular application of 0.1 [LM TG or by excessive 
cytosolic Ca2+ buffering with EGTA) or actively by inclu
sion of lOO JL\.1 IP3 in the intracellular pipette solution. In 
our experiments, lowering the number of opened trans
locon by anisomycin resulted in a decrease of the SOC 
current (induced by TG and EGTA) density evaluated 
during whole-cell recording. The typical time courses of 
the 1300 and the corresponcling current-potential (Pl) 
relations recorded from control cells and cells treated 
with anisomycin 200 [LM for 1 h are shown in Fig. 3A-C 
and a summary of the data gathered is laid out in Fig. 3D. 
Anisomycin pretreatrnent reduced both EGTA-evoked 
and thapsigargin-evoked I.soc· For EGTA: 1.05 2: 0.18 
pA./pF under control condition (n=13) and 0.36 2: 0.2 
pA/pF a.fter anisomycin pretreatment (n= 11). For thap
sigargin, 0.73 ± 0.08 pA/pF ( n=4) un der control condi
tions and 0.22 ± 0.182 pA/pF a.fter anisomycin pretreat
ment (n=6), see Fig. 3A, B, and D. The sa.me 
pretreatment was unable to reduce the IP3 (100 fLM)
evoked lsoc (0.93±0.178 pA/pF under control condi
tions (n=l4) and 0.8±0.27 pA/pF a.fter anisomycin pre
treatment ( n= 15)), see Fig. 3C and D. Puromycin was also 
able to activate a small I30c (0.2 pA/pF), however, this 
trend was hardly monitored (data not shown). 

iPL~ activity is required for SOC activation evoked 
by passive Ca2+ leakage occuning through the 
translocon 

Recent studies have shown the involvement of the 
Ca2+ -in dependent phospholipase A2 (iPLA2 j?>) (11) in 
the mechanism of SOC activation by passive CaN 

B 
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leakage. Therefore, using a specifie inhibitor ofiPLA2 !3 
(sBEL), wc have studied further the potential involve
ment of this enzyme in the Isoc activated following the 
store depletion via tr<mslocon. iVe first detected iPU\2 

f3 by Western blotting in epithelial cancer cel! line 
(LN CaP cells) (see Fig. 4A). Figure 4B re-presents tl1e 
typical time course of EGTA (10 mM)-evoked Isoc 
(1.32±0.19 pA/pF; n=l2). Isoc was inhibited by BEL 
(2!5 f.LM) and sBEL (10 f.LM), the active enantiomere on 
iPL'\.2 f:l (respectively, 0.32±0.11 pA/pF; n=7 and 
0.34±0.17 pA/pF; n=6). rBEL (1 OpJ\1) :md tlte inactive 
enantiomere on iPlA2 !3 (1.43:.':0.]() pA/pF; n=7) was 
without effect. We also checked whethr:r BEI. inhibits 
the IP3-evokecl Isoc· Figure 4C represents the typical 
time course of the Isoc evoked by IP 3 (1.!54±0.4 pA/pF; 
n=7J. BEL treatment resultee! in a small clecrease of 
IP 3-induced Isoc (l.l ±0.2 pA/pF; n=9). Nevertheless, 
the observee! decrease was statistically nonsignif1cant. A 
summary of the data gathered is presentee! in Fig. 4D. 
These results hint to the involvement ofiPL'\.2 !3 in SOC 
activation by Ca2 + passive leakage. 

\Ve also investigated whether Ca21 passive leakage 
occurring specifically through the translocon coule! 
activate the SOC current via iPLI\.2 activation. As previ
ously notee!, puromycin acrivates a very small I500 

which was hardly monitorecl. To avoid this problem, we 
measured the SOCE using barium imaging with Fluo 
4 (!5 f.LM) as a Ca2 + cytoplasmic dye. As shown in Fig. 
5A, puromycin induced a rise of [Ba2 + lin• which was 
absent in a barium free solution. In anisomycin
pnetreated celk this increase was inhibitecl by 76.7 :+: 
5.3% (n=43), in BEL-pretreatecl cells the same in
crease was reduced by 90.3 ± 1.4% (n=47). Thapsi
gargin incluced a similar rise of [Ba2+] in• see Fig. [, C. 
This increase >vas reducecl in a barium-free solution 
(this was clue to thapsigargin-evoked ER deplé!ion). 
The thapsigargin-evoked SOCE was red uced in aniso
mycin-pretreated and BEL-pretreated cells [respec-

A B ... EIITA101rM .. 
IPL~ 

=~ 
t: _ ..... 
~ .... ..... 
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'ë-1.2 
1!!-1.4 
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tively, 4!5.1 :+: 5.3% (n=74) and 88.3 :+: 1.4% (n=49)]. 
A summary of this data is presented in Fig. !SE. These 
results clearly indicate that, even if puromycin-evoked 
Isoc is very smalL calcium leakage occurring specifically 
via the translocon activates iPL'\.2-regulated SOCE. 

DISCUSSION 

In the present work. we have demonstrated that the 
translocon is the main Ca2 + leak channel in epithelial 
prostate canœr ce Ils and th3t physiological passiw: store 
depletion through the translocon coule! activate SOC 
via an iPIA2 !3-dependent rnechanism. 

The mammalian translocon complex contains sev
era! subunits (Sec6la, Sec61 f:l, Sec61 -y, TRAM, and 
Bip) and numerous associated proteins such 3S SP, 
calnexin, and SRP (17). The stoechiometry of the 
translocon (especially the pore structure) is still un
known (18). In physiological conditions, the pore di
ame ter of the ribosome-fl-ee translocon is 0.9 to 1.!5 nM 
(19). Du ring lr<cmslation, in ribosome-bu und condi
tions, the pore aperture has a theoretical diameter of 
between 4 and 6 nM (20). This pore is the largest one 
in the ER's membrane, and it has been suggested thar 
it is involvecl in C:a2+ leakage (21). 

To study the passive calcium leak through the trans
locon, our experimental approach was basee! on the 
pharmacological modulation of the translocon's open 
state using two antibiotics: puromycin (a translation 
inhibitor, which speciiically releases polypeptide 
chains. leaving the translocon open) and anisomycin 
(an inhibitor of pepticlyl-transferase. leaving the trans
loconclosecl) (8). Itis important to note that, given the 
crucial role of the translocon in translation and rhe 
number of translocon-consr.itutive subunits, such cla~si
cal approaches as tlw employmcnt of siR .. NA (or anti
sens) to abolish the expression of at \east. one subunit of 

• ... 110 1!0 

Figure 4. lsoc evoked by passive calcium leak via 
translocon i.s iPLA~-dependent. A.) \Vestern blot 
detection of iPLA2 [3 in LNCaP cells. B, CJ Rep
resentative time courses of the whole cel\ lsoc 
in LNCaP cells evoked by EGTA 10 mM or IP3 

100 J.LM under control conditions and after BEL 
treatment. D) Cumulative data (mean ±SEM) for 
Inaximal cuiTent density. 
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Figure 5. Puromycin- and thapsigargin-evoked 
calcium leakage activates SOCE. Tn>ical 
[Ba~"] c traces in response Lo puromycin 200 
f.LM (A.) and thapsigargin 1 J.LM (B) under 
control conditions and after pretremment with 
200 fJ,l'v1 anisomycin or BEL 25 1.1M ( C, D) . .E.) 
Cumulative data (mean::':SEM) for the normal
ized rate of barium increa..-;e. 
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the translcwon, such ru; Sec6l0! or overexpressing the 
whole translocon complex in lipid bilayers, were not 
deemed appropriate. Therefore, our experimental ap
proach is currently the only one that enables decreru;es 
in [ Ca2 + hR• which occur Ù1rough the translocon to be 
accurately rneasured in living cells. 

One of the protocols we used to check the involve
rnent of the translocon in passive store depletion 
consisted in applying thapsigargin to inhibit Ca2+ re
uptake in the ER. This drug is commonly used to 
inhibit SERCA pumps. During thapsigargin applica
tion, calcium leaks from the ER to the cytoplasm. 
However, the exact mechanism by which ER depleüon 
occurs after thapsigargin hru; been applied remains 
unclear. 

Th us, in the present study, we meru;ured the cffects of 
exposure to anisomvcin over a long time period (~00 
f-1M, 1 h) on thapsigargin-evoked Ca2 + release from the 
ER. Anisomycin pretreatment of LNCaP cells (loaded 
with Fm·a-~) induced a signiücant decrease in the 
amplitude and rate of thapsigargin response, compared 
with control (Fig. 1). We obtaim·d sünilar results with 
human prostate primary cultures (data not shown in 
this paper). In a previous study we showed that aniso
mycin treatment recluced the coefficient of colocaliza
tion between Sec6l and the ribosome (8). This implies 

thal the nurnber of opened translocon and conse
quently of Ca2 + leak channels is lowered after anisomy
cin treatment. Th us, the effect of anisomycin on thap
sigargin-induced Ca2+ releru;e is due to a decreru;e in 
the number of ribosome-bound translocon complexes, 
which arc involved in Ca2+ leakage. 

Another protocol we usee! to observe Ca2+ leakage 
from the ER was to use rnag-fluo 4 to measure directly 
the changes in luminal Ca2+ release induced by thap
sigargin (Fig. 2). Under the experimental conditions 
we put in place, penneabilized LNCaP cells were per
fused with an "interna! medium" with the same ATP 
concentration throughoul the experiment (lOO f-11\1), 
in order to avoid Ca2+ leakage evoked by ATP (22). 
Puromycin, thapsigargin, and EGTA induced a de
creru;e in [Ca2+hR· but this decreru;e W3S greatly re
duced after anisomycin pretreatment. Anisomycin 
treatment did not fully abolish the thapsigargin- and 
EGTA-evoked Ca2+ releru;e. This may indicate thar 
other pro teins coule! be involved in association with the 
translocon in Ca2 + leak. Taken together, these results 
hint to the considerable role of the translocon in ER 
pru;sive store depletion but not in active store depletion. 

It is weil established that in physiological conditions 
ER permeability is coupled to protein synthesis (19): 
the Ca2+ leaks through the pore of the translocon after 
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release of the nascent protein (8). Furthermore, an 
interesting study undertaken by Potter and Nicchitta 
(23) demonstrated that the ribosome stavs on the 
translocon after translation. So, at this junc~ure, Ca2+
release through the translocon probahly occurs and 
could be a way for the cell to regulate [Ca2+hR· It is 
also known that the translocon is involved in ER
associated degradation (ERA.D) du ring ER stress (24). 
Therefore, Ca2+ release via the translocon may also 
occur during ER stress. 

To further explore the putative role of translocon in 
Ca2+ homeostasis, it was potentially rewarding to exam
ine whether passive store depletion via the translocon 
could activate SOC. ln our experiments, lowering the 
number of opened translocon using anisomycin led to 
a decrease in EGTA- and thapsigargin-evoked ER de
pletion. This wa~ consistent with the decrease in SOCE 
density evaluated during whole-cell recording (see Fig. 
3). The same pretreatment does not inhibit IP3 -evoked 
I300 . Intriguing·ly, in our experiments, puromycin in
duced very small I300, which coule! be barely moni
tored. This coule! be due to the fact that the Ca2+, 
which is released by the translocon, may have been 
directly reuptaken into the ER by SERCA pumps or hy 
mitochondria. To avoid such regulation, we used a 
cla.ssical approach for SOCE investigation with barium 
a~ carried ion (Fig. 5). In these experiments, puromy
cin (like thapsigargin) coule! induce a capacitative 
barium entry due to SOC activation. Taken together, 
these results show that ER store depletion occurring 
through the translocon activates SOC in prostatic can
cer epithelial cells. 

Fin ally, we were interested in determining the mech
anism of SOC activation after Ca2+ leak through the 
translocon. A recent work has put forward the iPIA2 as 
an intermediate molecule between passive store deple
tion and SOC activation (11). According to this hypoth
esis, dissociation of the complex calmodulin (CaM)
iPIA2 by the CIF activa tes SOC. Indeed, the constitutive 
complex CaJ\.1-iPIAs: inhibits iPIAs: activity (11), but 
when CIF dissociates CaJ\.1 from iPL'\2, it triggers pro
duction of lysophospholipids, such as lysophosphatidy
choline (LPC) and lysophosphatidylinositol (LPI), 
which directly activate SOG::;1p In the present work, we 
have demonstrated, using a specifie inhibitor of iPL'\.2 
(sBEL), tlut the activation of SOC01 F evoked by Ca2+ 
leakage occurring via the translocon is iPL'\2 ('> depen
dent (Fig. 4). 

In summary. as shown in Fig. 6, we have demon
strated that the passive calcium leak translocon channel 
mediates the thapsigargin- and EGTA-induced calcium 
release. vVe have also shown that calcium release that 
occurs via the translocon activates store-operated cal
cium current. This is the first characterization of SOCE 
triggered by a passive calcium leak channel with iden
tified molecular structure in the ER. Our results also 
hint to a new Ca~+ pathway with a crucial role in Ca~+ 
homeostasis: Ca~+ leakage occurring through the trans
locon may induce CIF formation and/or CIF release 
from the ER, which dissociates CaM from iPIA2f'> and 

Figure 6. Speculative model for SOCcrF activation alter cal
cium leak via the translocon. This activation occurs after 
passive ER depletion fucilitated by thapsigargin or EGTA. On 
such depletion, CIF could be released from the ER and could 
stimulate membrane-bound Ca2 +-independent pho.spho
lipase A;; (iP~), which in turn activates SOCcrF after 
production of lysophospholipids. In contra.st. TI\R stimula
tion would directly activate SOCcc (IP,ROC) via protein
protein interaction. This latter patlnny seems to be indepen
dent of CaQ+ leakage that occurs tl1rough the translocon. 
(ERM: ER membrane; PM: plasma membrane). 

so leads to the production of lysophospholipids and to 
SOCciF activation. 

As the translocon complex is present in yeast and 
mammalian cells, our findings suggest that CaH ho
meostasis using translocon pathways is a common 
phenomenon. [!j] 
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LB) Conclusion 

Notre travail nous a donc permis de mettre en évidence, et ce, pour la première fois, 

que le translocon est un canal de fuite majoritaire des cellules cancéreuses prostatiques 

humaines. Celui-ci serait donc impliqué de façon physiologique dans la vidange passive du 

réticulum endoplasmique et consécutivement dans 1' activation des canaux calciques de type 

SOC par 1' activation de la phospholipase A2. Le translocon serait donc un élément majeur de 

la signalisation calcique en régulant la concentration de calcium dans le RE. 

Grâce à ce travail, nous avons également mis en évidence l'un des mécanismes 

d'action de la thapsigargine, molécule couramment utilisée en recherche sur la signalisation 

calcique et actuellement en essai clinique dans le cadre de traitements du cancer de la 

prostate. 
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11) Etude du rôle de TRPM8 dans la vidange calcique réticulaire. 

L'échappement thérapeutique vis-à-vis des androgènes, au cours du développement du 

cancer de la prostate, entraîne de nombreuses dérégulations géniques susceptibles 

d'augmenter la résistance et l'agressivité du cancer. Il a été démontré que les expressions 

respectives des canaux TRPM8 et TRPV6 sont contrôlées par les androgènes (Fixemer et al. 

2003; Henshall, Afar, Hiller et al. 2003) et sont dérégulées dans le cancer de la prostate. 

D'autre part, Tsavaler et coll suggéraient que TRPM8 était exprimé par les cellules 

épithéliales basales (Tsavaler, Shapero, Morkowski et al. 2001). Néanmoins, plusieurs articles 

avaient reporté l'expression de l' ARN de TRPM8 dans la lignée LNCaP caractérisée par un 

phénotype épithélial apical (Henshall, Afar, Hiller et al. 2003; Kiessling, Fussel, Schmitz et 

al. 2003). 

Le travail de ce chapitre a donc pour objectif de caractériser l'expression, la 

fonctionnalité et le rôle du canal TRPM8 dans les cellules de la prostate humaine (épithéliales 

et musculaires lisses). 

@ 
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II.A) Article 2 : 

"Prostate cell differentiation status determines transient receptor potential melastatin 

member 8 channel subcellular localization and function". 

Matthieu Flourakis, Gabriel Bidaux, Stéphanie Thebault, Alexander Zholos, Benjamin Beek, 

Morad Roudbaraki, Jean-Louis Bonnal, Brigitte Mauroy, Yaroslav Shuba, Roman Skryma 

and Natalia Prevarskaya. 

J Clin Invest. 2007 Jun; 117 (6):1647-57(inserm-00137718). 

Dans une étude précédente du laboratoire, nous avons caractérisé la fonctionnalité du 

canal TRPM8 dans la lignée androgéno-dépendante de cellules cancéreuses prostatiques 

humaines LNCaP (Thebault et al. 2005). 

Cette étude a soulevé la question des mécanismes de régulation de la localisation sub

cellulaire de TRPM8. 
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Prostate cell differentiation status determines 
transient receptor potential melastatin member 
8 channel subcellular localization and function 

Gabriel Bidaux,1,2 Matthieu Flourakis,1·2 Stéphanie Thebault,1,2 Alexander Zholos,3 
Benjamin Beck,1·2 Dimitra Gkika,1.2 Morad Roudbaraki,1.2 Jean-Louis Bonna1,1,2 

Brigitte Mauroy,1.2 Yaroslav Shuba,4 Roman Skryma,1.2 and Natalia Prevarskaya1,2 

11NSERM IJ800, Equipe labellisée par la Ligue Nationale Contre le Cancer, Villeneuve d'Ascq, France. 
'Université des Sciences el Technologies de Lille (USTL), Villeneuve d'Ascq, ~rance. 'Departrnent of Physiology, Medical Biol ogy Center. 

Ouet~1's University of Belfast, Belfast, United Kingdurn. 4 8ogornoletz lnstitute of Physiology, National Acaderny of Sciences of Ukraine, Kiev. Ukraine. 

In recent years, the transient receptor potential melastatin member 8 (TRPM8) channel has emerged as a 
promising prognostic marker and putative therapeutic target in prostate cancer (PCa). However, the mecha
nisms of prostate-specifie regulation and functional evolution ofTRPM8 during PCa progression remain 
unclear. Here we show, for the first time to our knowledge, that only secret ory mature differentiated human 
prostate primary epithelial (PrPE) luminal cells expressed functional plasma membrane TRPM8 (PM TRPM8) 
channels. Moreover, PCa epithelial cells obtained from in situ PCa were characterized by a significantly 
stronger PMTRPM8-mediated current th an that inn ormal cells. This PM TRPM8 activity was abolished in 
dedifferentiated PrPE cells that had lost their luminal secret ory phenotype. However, we found that in con
trast to PMTRPMS, endoplasmic reticulum TRPM8 (ERTRPM8) retained its function as an ER Ca2• release 
channel, independent of cell differentiation. We hypothesize that the constitutive activity of ERTRPM8 may 
result from the expression of a truncated TRPM8 splice variant. Our study provides insight into the role 
ofTRPM8 in PCa progression and suggests that TRPM8 is a potentially attractive target for therapeutic 
intervention: specifie inhibition of either ER TRPM8 or PM TRPM8 may be useful, depending on the stage and 
androgen sensitivity of the targeted PC a. 

Introduction 
Aberrant cel! dit1erentiation is considered to be a key mechanism in 
the onset of prostate cancer (PC a) and benign prostatic hyperpla
sia (BPH) (1). In normal prostatic epithelium, cells coexist in many 
stages in a continmun of difTerentiated phenotypes, progressing 
from stem cdls to secretory mature luminal cells via a transiem 
amplifYing population (2). Deregnlatcd differentiation and prolif
eration modify prostate epithelial homcostasis and are th us major 
causes of tumorigmesis (1, 3). One standard therapy for PC ais 
androgen ablation, which causes IUmor regression by inhibiting 
boùr proliferation and apical differentiation. However, under anti
androgen therapy, PC a and metastases progress into an androge.n
independenr stage, causing cancer relapse with a rn ore aggressive 
phenotype. TI1erefore, is it cri ti cal to tmdersta:nd the mechanisms 
involved in PC a progression in order to develop rdiable prognostic 
markers and define new therapeutic treatmem strategies. 

The role ofCa2' in global cancer-relatee! cdl signaling pathways is 
Lmcontested. A..lterations jn Ca?+ homeostasis increase prolitèrarion 

Conflict ofinterest: l'he authon; have decLan•d th at no conflLct oflnterest exists. 
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(4, 5) and induce differentiarion (6) and apoptosis (7-9). According 
to a growing number of studies, cationic cham1ds d'the transient 
receptor potential (TRP) family represent key players in calcium 
homeostasis and cdl physiopathology ( 10). ln recent years, the TRP 
melastatin member 8 (IRPM8) channel has ernerged as a promis
ing prognosis marker and pmative rherapeutic target in PC a (11). 
Indeed, (a) high levels ofTRPM8 mRNA have been folll1d in both 
BPH and PCa comparee! with normal prostate (NP) epithelial cells 
(12, 13); (b) significant differences in expression were fOLmd for 
TRPM8, but not for PC a markers prostate-specifie antigen (PSA), 
hK2, and PSCA, between malignant and nolllllalignant tissue sam
pies in idmtified groups oflow- and high-grade PC a, suggesting 
that TRPM8 is a rn ore specifie indicator ofPCa ( 14 ); ( c) TRPM8loss 
was observed in prostate tissues from patients treated preoperativdy 
with antiandrogen therapy (lS);and (d) TRPM8 expression requires 
functional androgen receptors (ARs) (16). However, despite ali the 
existing evidence on IRPM8 involvernent in PC a, rhe mechanisms 
of prostate-specifie regulation and ftmctional evolution ofTRPM8 
during PC a progression remain l!l1clear. 

Interestingly, although TRPM8 was originally cloued from the 
prostate ( 13), recent studies have firmly established its flll1ction as a 
col cl receptor in sensory neurons ( 17)} where i t has been functionally 
characterized as a plasma membrane (PM) cationic channel involved 
in cold-evoked excitation. Ilowever, the teatures of classical plasma 
membrane TRPM8 (rM TRPM8) have not y et been firmly established 
in prostate cells. 'N'hile many hypotheses have been put forward, the 
prostate-specifie flll1ction ofTRPM8 and the role of Ca2+ /Na+ inflow 
that it carries in prostate physiology and carcinogenesis rem ain 
wlknown. Indeed, 2 recent studies (18, 19) tùnctionally characterized 

The journal ofClinical Investigation hnp:f.hr-hw.;n.org Volume 117 Numbd 6 June 2007 1647 

101 



Etude du rôle de TRPM8 dans la vidange calcique réticulaire. 

A 

D 

kOa 
170-

0.. 
z 

130· ""-

100 

I 
0.. 
ro 

100·---· .,;;ijffi 

Figure 1 

B c 

-Calnexin 

E Menthol \100 pM) 

TRPM8 channel expresston and acitvtty 1n hum an prostate cells (A) irnrnunoblotshowin<J detectton ot 1 28-kDa prote1n 1n representative 1-,uman 
NP, BPH, and PCa samples PC-3 cells were used for negat1ve control, detectton of recombinant (rec) TRPM8-Hts tusion protetn was used 
for postttve control Calnextn was used to control tr1e amount of protetns (B) Confocal examinait on of tmmunohtstocrtemtcal sections reporting 
spectftc expresston of the TRPM8 protetn (qreen) tn CK18-po:31ttve (red) cells tn PCa Arrows rjenote TRPM8 expresston on the lumtnal srde 
membrane ol apt cal epttheltal ce lis Boxed are a tn top le ft panelts sl'lown at a hrghermagntltcatton tn the other panels (C) Representattve conlo
caltrnage of a PrPE ce li from hum an BPH showtng colocaltzatton ol TRPM8 (green) witr> Cl<18(red) 6 days alter tte>sue dissoctatton. t'ote that 
a thtn green stgnal was localtzed on PM Top ngl1t panel shows tlle cell vtewed wttr: transrnttted ltght (D) PM localtzatton of TRF'M8 (green) tn 
hPE ce lis was conltmwd by ils colocaltzatlon witl-, membrane mark:er C[;1 ü (red) iE) Representative ttrne courses ol menthol-acttvated tmPM8 
in PrPE cells transfected with 50 nM of etther siTRPM8 o rscramble si RNA (siCon) lnset shows the representative current/voltage relationsr11ps 
of the mentl'lol-acttvated rnernbrane currents Scale bars. lO ~tm 

the TRPM8 channel in the hLmoan PCalymph node carcinomaofthe 
prostate (LN CaP) cellline, In these cdls TRPM8 is highly expressed, 
but is tnO::)St exclusÎ"'lely localized in the ER mem branej 1Nh~re it acts 

d:J an ERCa2 • reled:Je charmel that supports the androgen-dependent 
component of store-operated Ca2• entry (SOCE). Howe'kr, IMTRPM8 
is not fLmctional in LN"Caf' cell~. These findings r.aise a num ber of 

intriguing questions. Do es prostatic TRPM8 act exclusively on the 
ER? W'hat mechanisrns determine PM versus ER localization? How 
is TR.Pl-...18 function regulated during prostate cell differentiation 

and carcinügenesis? In light of our previous findings concerning 
the differentia[ involvement of ERCa2 • release and PM Ca2• en tt)' 
in the proliferation and apoptosis ofPCa cells (5\ modifications in 

TRPM8localization and activity during carcinogenests could exp lain 
the aberrant cancer cell growth phenotype. Therefore, understanding 
TRPlY18 function in PC ais crucial for making justified conclusions 
regarding tiSe of this channeL as a diagnüstic and therapeutic target. 

The present study was designed to investigate howTRPM8local
ization and acti\·1ty are regulated depending on the differentia.tion 
and oncogenic status of prostate primatj• epithelial (PrPE) cells, 
Ylie applied a combination of electrophysiology~ Ca2+ imaging: 
and rnolecular and cell biology approaches to primary cultures 
ofhwnan NP, EPH, and PC a epithelial cells, Our findings show, 

for the first ti me to our knowledge, that only highly differenti
ated PrPE lummal cells expressed functionai PMTRPM8 channels. 
Importantly, prostate primary cancer (PrPCa) cells obtained from 
in situ PC a biopsies were characterized by PMTRPM8-rnediated 
current density th at was significantly stronger than th at ofNP c•r 
BPH cells. This. PMTRPM8 activitywas abolished in deditferenti
ated PrPE cells that had lost their lurninal secretory phenotype. 
In contrast, endoplasmic reticulum TRPM8 (ERTRPM8) rernained 
functional regardless of the differentiatîon status of prostate cells. 
This differentia! regulation ofTRPM8 activity can be explained by 
the complex regulation of ERTRPM8 and PMTRPM8 isoforms by 
ARs, Considering that ERCa2• content ([Ca2•]ER) is known to regu
late cancer cdl growth, our fin ding that FPTRPM8 was functional 
in dedifferentiated PCa cells with downregulated AR provides 
insight into the role of this channel in PC a progression and may be 
important ft:x developing therapeutic strategies for metastasiz..::d 
PCa. Finally, we prop«se a mo del for the ditTerential regulation of 
P>nTRPM8 and ERTRPM8 during PCa progression. 

Res ulis 
Expresswn of functwnal TF.PM8 m hurMn pro sUite apical ep!theluû ce/k. 
We initially studied TRPJvf8 protein expression in sever al hum an 
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irRPMa is functional in PrPE cells and presents increased activity in PCa. (A-C) Representative lime courses of icilin-activated irRPMa in PrPE (A), 
PrPCa (8), and PC-3 cells (C). lnsets show the representative currentlvoltage relationsh.lps of the icilin-activated iTRPMS· ln set in A shows an 
agarose gel indicating the enhancement of TRPM8 expression in PCa. M, protein ladder. (D) Cumulative data (mean± SEM) of maximum currents 
measured al100 mV. (E-G) Typicallraces of the estima led passive Ca2+ leak induced by 10 ,,M ici lin in digitotin-permeabilized PrPE (E). PrPCa 
(F), and PC-3 cells (G). lM, ionomycin. (H) Cumulative data (mean± SEM) of icilin-evoked ER Ca2+ release. *P < 0.05; "P < 0.01; **'P < 0.001. 

prostate resenion s.llnples bv immunoblotting (Figure lA). As 
expc'Clt'cl. NP, RPH, .l!ld PCa rxrrans expresst•d 128-kDa TRPM8 
protein and ils ass,Kiated glycosyhl<'d Jonn (20). Posiuv,· control 
was perfe>rrned usmg recombinam TRPb.l8 prc>tein produü•d fi·,,m 
HEK2':!.3 œlls \\'llh indtll·ihl,·TRPMR ,•xpression(HEKTRPb.l8 ,·cils). 
An androgen-insensitive PCa ctdlline, PC-J, was als\.• asst~SSt'ci. 

Although it has préviously bren reported rha.r TRPb.l8 is tunc-
1 icm.1l in PC-3 cdls (19), \W drd not ddec'l m.1rkcd TRPM8 pr,,· 
tein t.'XJWt'ssion. Irnrnunohtsto~.-hetnH:al analysis oC s~::·ver<ll NP, 
Bl'H. and l'Ca samples confirmee! rhat TRPM8 cobc:alizcd with 
the apical epirhdi.ll phenotype mark,·r cytoknatin 18 (CK18) in 
acini lurninal cells (Figure 1 !l). PrPE cd! culrurc·s were prepared 
from 3. 6, and 2 NP. BPH, and J'Ca samples. respec:uvely. As no drf 
f(•rena was nor,·d in TRPM8 (un.-rional propaties ber.ween cdls 
frotn NP and BP1 I sarnplès, tlw ~.:eUs fi·on1 the-sr 2 s~)urcrs Wt:re uni

fied undcr the cc,mmon designatiOn of PrPE crUs. while primary 
epithelial cdls from PC1 \WJT dc•fuwd as PrPC1. 

TRPM8 protein w.1s expressed in CK18-posiriw cells, wirh 
ÙHt?nsc infr~h-ellular labeling Iargr~v çoinciding\vith expre~sion of 
this apical phenotypf' n1ark~-:r (f'igurt' IC). Ht~W(~vt-r, in c•.)nrrast 10 

our prrvious findings in LN CaP ce Ils ( 1 t'), TRPMS labding also 
provided a thin hm Intense signal (111 rhe cdl's Jh:rinleler. \vhich 
we atrrihut<'d toits plasmalermnal hxalizat icm in PrPE d'lis. This 
re suit was furrlwr ,·onfirrned by the colocaliz.ni,,n ofTRPb.!S with 
rlw C:DlO PM marker(Figure 1 D). 

In vîew of earli~~r findings on TRP7v18 l'Xpressi~o."~Il in prosratc and 
prosrate-derived epithelial cdllmes (18), we m\'esrigared wherher 
native prosl.Ht~ epitlwllaJ ce1ls t"'Xhihit fla1nronal reSpt.1DSt~S and ana
lyzed r. h,·ir bi,ophysical prnperties. Figun' l E shows t hat PrPE ce Ils 
respomkd to rhe application ofmenthnl (lOU !lM) ar physiological 
lt:'IHperatures (J6 °C) by dt:"ve-l,tping <1 SUOI1g Illt~rnbrrtilt~ IllPI11 hol cur~ 
renr (inwm.hol). Sirnilar ro rh t' iTKPMS in 1 IEK-TRPlvi8 <..'t~lls, imL'IIth~'l was 
d1aranerized by a curn•m/voltage rdarionship wirh sh.u-p owward 
rrt~! ifit·atiou~ dose t:oO rn V n·vrrsal pt11:Pnrial (Figure l L:, insd)~ wh teh 
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A B 

c D ER Ca;·, 

static high-grade PCa, Gleason score 7) 
before and after exp os ure to icilin ( 10 fll\1) 
at 36 "C,As quantifi~din Figure 2D, expo
sme to icilinevokeda4-toldhighercurrent 
density in PrPCa cells th;m in PrPE cdls 
at 100 mV (PrPCa,'74.81 ± 15.31 pAfpF, 
"= 8; PrPE, 16.62 ± 5.11 pAfpF, n = 6). 
Enhanced iTRPM& density correlated 
with higher TRPhHl mRNA levels in 
PrPCa cells compared with PrPE cells 
(Figure 2A; inset). Vle foillld no cur-rent 
development in response to icilin in 
th.;: androgen-insensiti,re PC-3 cellline 

(Figure 2, C and D). 

Menthol (100 uM) store depletion 
100 

CCE 
Next> we sought to determine wh ether 

these cell types also reveal TRPM8 activ
ity characteristic of its ER membrane 
localization. We used compartmental
ized fluorescènt Ca2+Mag-Fluo-4 dy·e on 

permeabilized cells to monitor the etfect 
ofTRPM8 activation on [Ca2 •]E,, In this 
series of experiments, '\tVe used icilin to 
activa te TRPM8, whereas ionomycin and 
EGTA were used to induce full ER Ca2" 

stor-::: depletion. As shown in Figure 2.~ 
E,F, andH,exposure to ici lin e-vokedER 
Ca2+ release in PrPCa thatwas 2-fold that 
of PrPE cells (PrPCa,, 73.5% ± 9.37% of 
total [Ca2"]ER,n = 23,PrPE, 39.4% ± 6.68% 
of total [Ca2+]ER, n = 62). Interestingly, 
icilin in PC-3 cells al~ü induced ameasur
able decrease in [Ca2"]ER ( 17.8% ± 4.66% 
of total [Ca2+]ER,n = 29;Figure 2, Gand H). 
which suggests preferred T RPM8 
expression and function on the ER 

Figure 3 

3 
Time (mm) 

TRPM8 locallzatlon and activity in PrPE cells depends on the phenotype of the differentiated epi
thelial cells (A and B) Gontc•cal1mages showing unmunolocalizat1on of TRPM8 1r1 e1ther PrPE-6d 
(A) or PrPE-20d ce lis (B) H1ghermagnitlcat1ons of boxed areas are presented in the insets (o ti ginai 
magn1ficat1on. x600). Scale bars 10 ~m (C) Representative t1me courses of menthol-activate,j 
(1 00 ~M) lrRPMB 1n PrPE-6d and PrPE-20d Gells at 36°C Currents were recorded trom voltage ramps 
at 100 mV lnset sl1ows the representative current!voltage relatlonships of l'fRPMs (D) Typ1cal [Ga2 •], 

in response to mentr1ol (iOO ~lVI) 1n P1PE-6d and PrPE-20d cells CCE. capacitat1ve Ga2+ently. 

suggests that it wa:s carried through the endogenou.s PMTRPM8 in 
PrPE cells. lnorder to demonstrate the acsociation ofimmthDI with the 
endogenous TRPM8 in PrPE cells, we used si RNA against TRPM8 
(siTRPM8) to selectively knockdc•wn TRPM8 mRNA,aswas report
ed in our pre>1ous work ( 18). Figure lE shows that 48 bours after 
transfection ofPrPE cells with 50 nl\1 siTRPh18-1, immthDI densitywa:s 
almostcompletelysuppressed(siTRPM8-1, 1.83 ± 0.54 pA/pF,n= 11; 
control, 79.1 ± 5.64 pA/pF, r. = 12), indicating a causallink bet"ween 
TRPM8levels and current magnitude. The siTRPM8 efficiency in 
TRPM8 knockdown 'NaS confirmed by real-time PCR, \Veste rn blot, 
and electrophysiological analysis performed on HEK-TRPM8 cells 
(Supplemental Figure 2; supplemental ma teri al availacle online with 
this article;doi: 10.1172/JCI30168DS1). (:;ollectivel:y .. these data dem
onstrate that ruTRPM8 is functional in PrPE cells and that imenthcl 
can be attributed to TRPM8 activity and thus be dd!ned as iTRPMB· 

Transitlonto PCJ, mcreases both ERTRP.lvf8 and PMTRP_l-.,>[8 actits'lty. Eecaus~ 

TRPM8expressionis enhancedinPCa( 13-15), butTRPM8activityin 
u.:rcaP cells (derived from met asta tic hum an prostate adenocarcino~ 
ma) is ~:liJndonly in the ERmem brane (18, 19), we im,stigated wheth
er PC a development \>vas associated with the shi ft in TRPM8localiza
tion andfw1etionfrom the PMtotheERbycomparingiTRrusinPrPE 
and PrPCacells. Figure 2~ A .and BJ shows men1brane currents in rep
resentative PrPE and PrPCa cdls (the latter derived from a nonmeta-

membrane, as previously reported ( 19). 
These results dernonstrated th at transi

tic•n to the PC a did not eliminate Pl'I.ITRPM8 function) as we sug
gested 111 our previous report basedon LN CaP cellline studies ( 18), 
but instead upregulated TRPM8 mRNA expression and enhanced 
TRPM8 activity in both HA and ER 

TRPM 8-medtatedPM currwtdr:sappears drmng dechffermtlatian if pros

tate apwû eprthelial cdls ta the transttamplfymglmtermœiiate phenotype. 

Because PC ais cornposed ofboth transit amplif)ringjintermediate 
(T Afi) and apical mature epithelial cells (2, 21, 22). we have investi
gated TRPM8 regulation during the transition of hum an prostate 
epithelial œlls from the apical to the intermediate phenotype. 

Primary cultures of prostate cells are characterized by the gradua! 
re-version ofœll differentiation from the apical phenotype to the TA/I 
phenotype, which is accompanied by the loss of both AR expres
sion and acti\~(J· (22). We have previously shawn th at at !east 80%of 
PrPE cells after 6 days in culture (PrPE-6d) express TRPM8 and api
cal phenotype markers CK8 and CK!8 ( 16). After 20 days in culture 
(PrPE-20d), a marked increase in the expression of basal phenotype 
m arkers C KS and CK14 is usually observed, suggesting a reversion of 
the apical terrn inally differentia red phenotype to th eT A/I phenotype 
(23, 24 ). Higb-magnification conf oc al images clearly showed the loss 
of PMTRPM8 expression in PrPE-20d cells, as well as deep modifica
tions ofintracellularTRPM8distribution- from a fibrillary pattern 
to adotted one- compared with PrPE-6d cells (Figure 3, A and B). 
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Figure 4 
TRPM8 expression is stimulated by AR in PCa cells. (A) Agarose gel showing amplification of the 2 TRPM8 amplicons (TRPM8F12/R15), AR 
and PSA in PC-3 transfected with either empty vector (Con) or AR for 3 or 5 days (d3 and d5, respectively). GAPDH was used as an internai 
reporter. (B) Quantification of PCR experiment in A. (C) lmmunoblotting showing detection of TRPM8 proteins and AR in PC-3 cells transfected 
with empty vector, with AR for 3 or 5 days, or with TRPM8 encoding vector. Actin was used to control protein loading. *'P < 0.01. 

Th us, rewrsiml of tlw different i,Jrion d1aracr crist ic of!'rPE-.!.Ud cells 

correlat ed wirh rhe 1oss of p;,1TRP1vlX exprt'ssi~'~n. 
Giwn 1 he change in pref,·rn·d fRPl\.ISlocalization ckp<'llding on 

the ~_l{ffrrent iarinn sratus nfhun1an prost at..~ cdls, \\'\' nt~xt exanÜtH'd 

possible diff(or<'nces in rh,· biophysical properties of PrPE-6d and 
l'rPE-20d cd! n•sponses ll1 mw thol. l-'igure 3C slwws rhat expo 
sun' tG lOO ~1'vf n1enthol t'licitt:'d ~:he developnwnt of a strong nui 
ward imPMS (')1.09 L 9.72. pA/pl' ar lOO mV, n- 14) only in PrPE-ùd 
cells. Similar r.-sulrs were dn:ained wi1 h icilin (Supplenwnl al 
Figur•· lA). sugg•cslingthat rMTRPl\.-!8 is fundional only in mal:lltY, 
fully diHerenriat ed hunun prost.1te apical epithelial cells. 

fmaging experimt'nts Pn Fluo-.!.AM loaded cdls .linwd ,n!fsling 
for ER membrane TRPM8 acriviry sh,"ved tlur in rh,, abse!l<'t' of 
exLracdlular Ca2 ·, exposure of boLh PrPE-6d and PrPE-.!.Od cclls ro 

menthül<.'aus~..·d atntnsÙ:"l11 Ùh'rt'<1SPintlu <'}'fos.olirCa::· o.)ncrntration 
(jCa2 • ].), obnousl)' 1 be n'sulr ofl'R C:a2 ' swnc deplnion (Figme 30). 
Howevcr. rhc: [Ca2•J,; JnCn"ase Jppear,~d n1u~...J1 more pronouno"d 
in PrPE-ùd rh an in PrPE-20d n·lls (PrPE-ù<l. 2.2..3% '5.36%, n 28; 
PrPE-20d, l0.4% t J.7 2.%, n .>2). This rransi,·m jCa'"L in crea se 
w.1s f()llowt·d by .sustained !Ca>_lc elevation upon rt'Îtnroductiün of 
ext:racelluLlr Ca2

+, <1 rcsult of st ore-operat cd dlJ.nne-] (S()C) .lcrtv

n-y and associated c-1pacirarive Ca2
· enrry. \vhich w.1s also hlghfr 

in PrPE-6d cells (Fi)':ure 3D and Snpplenwmal Figur<' lB). These 
rrsult:s indicat<' thar TRJ'l\.18 ts ais<• J'H'S<'nt in dw ER m•'ml>rane d
PrPE cells, whèn~ ir fun etions as a Ca~v release chan nd involvcd in 
SOC acrivation. However, t:lh' l'd.cl rh at rR TRPl\.18, unltk., ,.,,i['RPl\.18, 
renlaint'd flJncritHl<ll in ce1ls that lo.st thcir apic.ll phenotype sug
gests rhar rhcse represenr diŒTenr forms ofTRPM8o PMTRPl\:18 is 
sptec-ific ro th•· (ully d.ifTcn·miated. apical epllhdial cd! phenotype, 
and ERTRPhJ8 d(h;;'S nPt show prefcrred expn'ssion dqw-nding on 
rhe d!IE·n;nriarion status of prostate epidwlial cdls. To verify rhis 
hypotlh·sis. W<' us,xt ,1 wdl-dJ,Jranerized rnc>dd ,,f apic·al epir.h,·lial 
cell dit1f.rerHiarion t'<111SISfing ~)f artificial overcxpresston of AR in 
Lh,, inh,Tenrly androgen-independcnr PC-3 PC:acdlline. 

AR.< diffàmtially reguLtte FnTRPMf! anJ n 1TRl'A18 .Jctit,itte.<. Giwn 
thar (a) rRTRPM8 adti'HY may takc• 2 t(,rms drpending on AR 
acrivity of epirhdial prc•starc cdls. (l•) dassic TRPMS expression is 
dqwndelll on tlw AR(lS, 1 ù, l9), and (c) AR con trois borh rhe dif-

fn.ontiarion and proliferai j,,, nf prostate epithdial cdls (2.5. 26), 
\\.-e 11exr soughr ro dererminf' the re·larionship among AR acri .. lirr, 
ruTRPM8 adivity, and ERTRPM8 a.divity. 

\.Ve lnvesrigarfd wheT ber hfn'rOlt1gous AR ovrrexprt'SSÎon in PC<} 

cAls aJf,·crs TRPM8 ,·xpresswn and fl.mcrwn. Firsr, W•' ù>mpared 
I'RPMS and AR mRt'iA ,•xpression in wild-typ•' c·onl roland;\](, 
transfened PC-J cdls by PCR (Figun· 4A). Tb,· expressi<>n of AR
dq>endem l'SA mRNA served as a co mm! for AR activily. As shown 
.in Figun· 4,i\ and R, conlrol PC-3 cells were fi) und ro express Vt'IJ' k"'\V 

levds of AR and TRPMS rnRNAs. 1 Iowewr. S <i.Jys a ft er AR 1 ransf~'C
rion, quamification of l'CR produns rèwaled srrong upregularion 
ofTll.Pl\.18 (from 107% + 17')<, tc> 191% + 42.%) as wdl as PSA (from 
'JR% 1 3'X, ro l80'X, + 61 '!(.) mRNAs (Figure 4B). \~'este rn blot experi
nwnrs shc'Wt'd l1Q speL·ifîc AR prGcein t~xpression in t:ht>- conrrol PC-3 
cells and its SI rong ekvati,m in AR-r ransfected PC-J œlls (Figure 4C). 
Classic 12.8-kDa TRPMS prote in and its posrrransbri,mallv rnocii
fi,•d (glyu>Syl.lt:t:d) 145-kUa f(,rm hc•came ckarly dnenabl.c onLhe 
fîfth day aftt'f /\R transl~·crion (Figure 4C). Detection of'fRPMS 
prot:eîns hy \X't'St ern blot was Cl)nfirnwd on PC-3 cdls d.ire .... -tly trans

fc·o ed wit h !Ycombinant hum an TRPMS (Figure 4C). 
Ca:?· jn1aging and clenrophysit)1ogii·al t'Xpe-rilnt~nts sltt)\Vt~d T]Jat 

Œhancemenr of endogmous TRI'l\18 <expt't'ssion in l'CJ cells follow
ing AR uansfi·crion was parallde,i by increased funer icmal res pons
es. Memhol induced a nwdest decrcase iniC12']Œ ,\ days after i\R 
transfèction (1~\\) :L 7.2%, n ::- 31). \Vhich snggt'srs dH· presence ,Jf 
very bw basal TRPM8 activiry ml be ER membrane m comwl PC-.l 
ce11s~ whcrcas ER C(12 ·· stort'dt'p]et ion by I11t~nth~..)l wa.s approxitnately 

1.5-fi.,]d t hat of control 3 da ys aftc'r rransfection (i.e., 33% " 6.77% 
incncase, n .B). and approximatdy J-f<,]d tb at ofwnlrol S days aJî,•r 
transl~~cl Î•:>n (i.t·., 5YX· -+ G.2'J~, în~.-rease, 11 28) {Figure 5, A and B). 
lnteœsrmgly, in TH..Pl\.18-owœxpn•ssin)': PC-3 rrlls, mendwl induced 
almost the same Eil.Ca2' sron· ckpkrion (61% +5.2.%, r1 ·· 4S)a, in rllt' 
PC-J cells S cbys afÎ,'r AR transtt·dion (Figure 5, A and B). 

Figure• 5, C.·E, ckmonstrates th at PC-.l relis S days afler AR trans
fen iün aho acquired the ahility ro gerwrare classic ,,urw,Jnl!y rc-c
tifying mentlwl-,Jnivated irRPM' (3.34 1 0.55 pA/pF, n 12), whirh 
suggests that PMTRP!v18 cxprt::ssion and funcüon is strictly regu1at
d by dw AR. In comparison, the respnnse re> ment ho! in TRPMK-
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TRPM8 activity correlated 
with AR expression levels 
in PC3 cells. (A) Typical 
traces of the estimated 
ER Ca2• release induced 
by 250 p.M menthol in 
digitotin -pe rmeabilized 
control PC-3 cells, PC3 
cells transfected with 
AR for 3 or 5 days, and 
TRPM8-transfected PC3 
cells. {B) Cumulative data 
(mean± SEM) for percent 
release from internai Ca2• 

stores measured at 375 s. 
(C and 0) Representative 
lime courses of menthol
activated (250 r<M) irRPMe 
in control PC3 cells and 
in PC3 cells transfected 
with AR for 3 or 5 days 
(C) as weil as in TRPM8-
transfected PC3 cells (0). 
lnsets show the represen
tative currentlvoltage rela
tionships of the baseline 
and menthol-activated 
membrane currents. (E) 
Cumulative data (mean 
± SEM) of maximum cur
rents measured at 100 mV. 
*'P < 0.01. 
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ovrrexpn·ssing PC~3 ct>lls' ouf\vardly recnf}'ing in<Ytts rea,__·ht'd a 
dmsily as high as 117 J 22 pA/pF (n 14; Figuro· S. D ;l!ld E)" 
Tht•"' data suggo·st rhat TRPMR in PC-J ulis is apressed at sornr 
k1w, basdine leve! in ,ln AR-indq'•'ndrm mann er and is exdusively 
funo'lional in the ER mo•mbrane. Funllt'fllll'fe, upon r.·aching full 
funn i(lnalüy. the AR pronwtt:·~ the ~:·xpres!>ion or ~.Jassiç AR-dept:'n
dem TRPM8. which targets b01.h Phi and ER membranes. Tlms, 
funcrional AR seems t•' lw imperatiw for PMTRPM8 act ivity, wh ile 
the acrivity ofairRPM8 may r.1ke place ewn in AR-dd]cienr relis. 

To rewlve the spec·ific AR dependence ol th•· ndl<.PM8 and 
pyrTRPM8 we ohserved rha1 (a) ahhnugh dassic TRPMR mRNA 

w.1s undetecrabk in \Vtld-rype PC-3 and Pri'E-20d cdls, menthol 
and içi]in evoked Ca'' rdeasc in dwse n·lls. (b) TRPM8-overex
pressing PC :\ cdb presentd SJgmficantly lagbu menthol- and 

Time (s) 

ieilin-evoked Ca'" release th an did l!EK:n<.PMR cells (Figurt' 5, 
BandE). and (c) TRPMX-overcxprt•ssing LNCaP cdls chd not 
devdop in<rw ht•t ause of ER n·tentwn ofTRPM8 ( JR). Wt' hypNh
esiz,•d the exisrence of 2 TIU'i\18 isofûrms wbose ftmcrion .md sub
edlular 1 argctlll): aro' dili,- rem ially re gu lat ed by 1 h,• AR 

A"""' TRPlvf8 i.<u{<mn ma v be parti,t/~1' respon,b/c{<n- ER TRPM8 at'tiiJltf 

It: L<; irnport:ant Le~ Ili1lc thar in th t' piont't~nng paper by'l's,rv·aler et aL 

(1:\), the expression of2 diffdt'IH trans.-npts (6"2 kb and 52 kh) of 
TRPMR was dc·rnonsrrared in rhe prostate, alrhough <'nlv rhc longer 
ont' bas hern doned to date. Thus, we hypotho•srzcd rh at the expres
sion of a rnlllGll ed Tl<J>M8 splice variam coule! be r.~sponsihk for 
bas.1l, AR-independem ud'RPMR acriviry Figure C>A shows the align
rnrnt ofknown fH.P~18 mRNAs and the ptnalive g('I1ünliç suucllU<::' 

nf thr trpmR gt'JH'. Alrh~.._.,ugh trp-rn8 is '-·on1pnscd of 27 exons, only 24 
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A 2q37.1 FigureS 
Human ANAs 

Il 1 1 Il 1 Il 1 Il 1 H Ill 1 Il 1• Genomic 
TAPMS 1 34 5alb6 89 10 1112 13 14-16 17-18 19-21 22 23 24-25 26 27 

The trpm8 gene encodes for classi
cal TRPM8 channel and a putative 
truncated TRPMS splice variant. (A) 
The trpm8 gene localized on chro
mosome 2 in position 37.1. Align
ments of severa! TRPMS mANAs 
and proposed structures of TRPMS 
genomic DNA and mANA to scale. 
(8) Genomic map of TRPMS (not 
to scale; numbered boxes denote 
exons) with its associated protein 
structure (boxes 1-6 represent 
putative transmembrane domains). 
The 3 pairs of PCA primers and 
siTRPMB-1 and -2 are aligned with 
their matching exons. (C) Real-time 
analysis of exons 8 to 9 amplicon 
(F8/R9) and exons 21 to 22 ampli
con (F21/R22). Data are presented 
as a ratio of F8/A9 to F21/R22. HEK
TRPMS cells represent the control 
condition with only 1 TRPM8 mANA 
variant. (0) Ratio ofTRPMB F8/R9 
to F21/R22 expression normalized 
to hypoxanthine-guanine phospho
ribosyl transferase (HPRT) expres
sion alter quantification of PCR 
products obtained from single cel! s. 
Each population is represented by 
10 prostate apical epithelial cel! s. 
"* p < 0.001. 
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ofd1<·m are involvd in the formmion of cold/mc·mhnl recq.Jt or (13). 
Using diO'PrrntlçÙ real-titne PCR \Vf rnrasun·d th~ \"'Xprcssion int ensi~ 
ry ,,fdlt' amplification producrs nsing rhe prinwr pairs FR/R'> (Jhnk
ing the n-g.ion lwn:vt-en eX(lJlS 8 and 0) an<.i F21/R22 (flan king t'XtH1s 

21 and 22) in PrPE-ôd and PrPF-20d (clls (Figur,· 6B). Srandardtza
tion oLlmphtirari,,lS bad previ,,usly heen validared on TRP~ll> DNA 
and eDNA from IIEK-TRI'l\>18 cells (18). Tlw proportion ,,f e.1ch 
;lrnplicon was used ro deH:rrnme the ra rio ofF8/R<J (repr,·senring rhe 
dassical TRPM8) to F21/R22 (represeming th<.' dassicalTRPM8 and 
rRPM8 isofèmn) (Pigure üC). \Ve found t hat diff(-rentiated PrPE-bd 
Ct:"lls \Vere •.:haraccerîzt-d hy a F8/R9-ro-F21/R22 rati, . .1 ,Jose to 1 (i.e., 
0.8(> 1 0.2), whid1 was comparable' w thar ,,fHEK-TRPM8 cclls 
(1.04 + 0.11). while dedifJerenria1cd PrPE-20d cAls and PC-.l cdls 
showed ranos ofO.lO ;, 0.07 and (J.Jt) +. (1.05, respective! y (Figure 6C). 
Th,;sr results mch.cated rhat the lcwlofdassic TRPMB mRNA inl'C-J 
and PrPE ,:rlls f<)[lStitult'S no more tlian ](i'X, oft he total TRPlv!8 
mRNA. l'hus, we hypc'thesized rhat dre expression of rl1<· tnmcatt'd 
spljo·variant rna y exp lain our fi.Jn ... ·tit . .1nal rt'su1r. 

ln ordtr lt1 drt~nninc to '\vhat drgrt':e 'hf'S<..' 2 rnRNAs w~..~rt' pre-s

em in indivtdual cdls. we r··rîormed single-cel1 real-rime l'CR l'Il 
apical prost.n,· epi! helial cdls. Tlwse experiments enahkd us rn 
identitv 2 populations of ulis, Îor whicb rh,, cal,·ulated rati<>s of 
F8jR'J ro F21/R22 were l.Oh 1 0.3J and 0.22 ± 0.17 (Ftgure !iD). 
In tbt~ fr.uth~\vnrk \)four hypnt hesis, Wf" pc"-sin~d tlwt 1hc (onner 

F21/A22 

Population 

population was likely w express ptTdominardy dHc dassicTRPM8. 
while th<' larrer w,mld pmbably expn·ss bot h dassic TRP1-18 .wd 
tnmcatt•d TR!'M8 mR .. "llls (Fi'-><Jrt' 6D). 

\Vc alsn developed speçific siRNA din·cfed against exon 8 {i.L. 

siTR1'tv18-1) or exon21 (i.e., siTRPM8-2) in order w sdecrively abl.11e 
ritht'r the dassi.- TRPM8 mRNA or both the dassic and Lflt' rrun
c;l! ed TRPM8 mRNAs. Wt• per!ÎJrnwd expt·rinwms on PC-J cells and 
quantil1edTRPiv18 mRNA ln·els by n·al-rime PCl~ Bt>th siTRP1-18-1 
and si !'RPM8-2 specifically suppressed the dass[,- TRPMB mlù"li\ 
(7-i(>ld and 3-fold ,]e,Teas,·, r,·spectiv,-ly), as ,Jssayed hy Rf-PCR 

with rhe F8/R9 pair t>fprirners (Figurte 7A). We pnformed IC1' Jm 
measurements to srudy the effect of sil<NAs on Ed'RPlvl8 acrivity. 
Figure 7B shows t hat only PC-3 cdls tramfened with siTRPMS-2 
\Vere chara ... Tcrized bydecre<1sed mr:nthol-t:vükt·d Ca2' reh~asè, which 

Ct11lstirured 30.19% -1- 16.42% that of control cells. The same cxpt~ri

ments Cündut:ted on Prl'E-20d celb !ransfected wirh siTRPt-18-2 
provHkd a similar redu en on (22.58% r 21.48% oiwntrol; Fiio><tre 7C). 
Contr<>l c'xpnimenfs condLt<'!ed in HEK:['RPM8 cells und,·r the 
sanw conditions n~veal~.:~d sinùlar poteth)' in the 2 siRNAs. I Iow<.."v

er, siTRPM8-1 induœd weak stlencmg (2-fold decn·as,•) compared 
wü.h tlw st.mng (1 0-îold) siTRPMS-2 rnhliated dt'ct'<'as.· ofTRPMI> 
mHNA d,cre<red witb rhe r21/R22 primer l'air, alrhough horh ,,f 
them had ritt· same eftîciemy (1 0-f(,ld d.o<erease) in HEK-TRP1-I8 cdls 
(Figure 7D .md Supplenwntal Figur,• 2/\). Ü'ntrol apennwnts <'11 
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Specifie siRNA-mediated ablation of either classJcal TRPM8 or total TRPM8 mANAs has different effects on menthol-evoked Ca'* release. (A and D) 
Real-time quantification of TRPM8 F81R9 and F211R22 amplicon normalized to hypoxanthine-guanine phosphoribosyl transferase expression in PC-3 
cells (A) or HEK-TRPM8 cells (D) transfected with 100 nM of control si RNA, siTRPM8-1. or siTRPM8-2. Each experiment was performed 6 times. 
(8, C, and F) Typical traces of the estimated ER Ca2* release induced by 250 !'M menthol in digitotin-permeabilized PC-3 (8), PrPE-20d (C). and 
HEK-TRPM8 cells (F). ln sets show cumulative data (mean± SEM) for percentage of menthol-evoked Ca2+ release from internai Ca2* stores. Each condi
tion included at !east 40 cells from 3 independant experiments. (E) Cumulative data (mean ±SEM) of cold- and menthol-activa led irRPMs in H EK -TRPM8 
cells with control si RNA, siTRPM8-1, or siTRPM8-2 (currents recorded from voltage rampsat 100 mV). *P < 0.05; '*P < 0.01; *'*P < 0.001. 

HEK-TRPJ\,18 cdls showed rhar siTRPM8-l and siTRPlvl8-2 inhib
llt'd both p;,1TRPM8 and uJRPJvlK aGivicywitb rhe sarne efltl'tt'ncy 
(Figure 7. E .md F. and Supplement al figure 2, Band C). 

Takt'n together, these results suggesr th.1r rhe t n.ull.·art:~d splice 
\'aria nt Cüciing Ù)r the shorter. hm st illli.mn icmal, TRPM8 iso!(wm 
is <'Xpr~SS<'d in Al<-ind~pendt'!ll pt<'St.11<' •Tirhdial ails. This rrun
cat~d TRPI\18 rsoform is likdy to represc'l11 ER-l<Kalized prOie In, 
which~ Hl addnl(\11 Ul fun<.:tioning as an ER release .._-hannd. may 
alsn lw l't'sponsible fèw the ret <'Ill i:m ot'dw dassic TRPM8 forrn i;I 
the ER, as was propos cd fc>r LN CaP ulis ( 18). 

Discussion 
ln this srudy, wt:: report 4 1najor findings. First, pt·inlary èptthelial 
cells from human NP, BPH, and PCa specimens t'xhibit,•d dassi
cal co1d/nlt·nthol n~ct~ptor like n:~spnn~t'S (i.r· .. char an ~~ristic of 
ll<'Uronal TRPI\18) rhat wert' mc•dùu,•d by end.ogen<ltJS PMTRPMS 
JcrivatÎPn. Second, 1 he d.('nsity of r\dl<Plv18 rnernhrant> current 
increased in PC a in si ru. Thini. TRPI\18 in PrPE ct'lls also fi.Ith·

rioned as a Ca2 ' release channel, ERTRPMS. Fmally. expresswn 
and acr.ivir y of ERTRPI\!8 and p,1TRPM8 d,~pend on the difîer
t?.nt iarion and onçogf'"nil· status of prostate f'pitht"'lîal cdh anJ 
.m· likdy nwdiared by 2 TRPMS isofonns thar are differenllally 
regtlla.t t~d hy andn""~gens. 

Coù-Vmeuthol rcsponstn...--ness uftl1t hU1nan TRPAJ8 cb...tnru4 in prostate 
ü'l/s. rhis Study !S dlt' flrst dcnl011StraÙon to our knowledge offtmc
tiona] r"TRPMR aniviry in human pros! at<~ .-elis. The biophysi<al 
prüperrÎt-'s of men1brant>- currenr (strong ounvard rt::'.nifica[ion and 

cbs,, w 0 rn V rewrsal pütential) matc:hed those of neuronal TRPI\lS 
ù)]d/tne-nrhol ren-"ptor nwd1a1cd current in PrPE and PrPCa n~lls 
( 17. 27). Our siRNA-mediar,,d TRPI\f8 knockout expaimems 
prowd r he assoc·iation of th est responses with rh,· expression of 
dassical TRPI\!8 acr1vily. In Ca 2" imaging experimems, menthol 
and icilin also indun-d [Ca2 ' j. in cre ases in l'rl'E cdls. As was preYi
ously rq>orr.xl f.1r LN CaP ce lis (18, 19), ir should be nott•d th at rh,, 
rnenthol-t;'VGk("d rea-> L ÙlU'("aSe in PrPE cd]s rnay bt~ îndic.uive of 

Ca2 · enuy .md SOCE via eMTlU).I\18 and Hzl1U'M8 act iviry, respt'C
t.iwly. The distinct funer ions of I'MTRPM8 and tRTRPI\18 may lw of 
great in1pt..xtance ln underst anding tlw physiology of prosratt> çdls 
as weil as odt,•r cells with dual TIU)M8localizanon. 

Difforcnti#l expre.<.<JOn o(,,-rTRPM/:1 and ERTRPM8 basedon ep1tbeh.û ,'t'/} 
dijlèrent~cttiou status ,md possible pbyswlog~c-.û mirs ofTRPM8 iri NP n-ils. 
Pmstate epllhelmm contams 3 typ,•s of epithelial ,-dls: basal. TA/l. 
and apical/lmninal (28, 2'!). The bas.tl œlls express CK 14 and CKS 

bur neW TRPMS (16, .30): TA/! œlls show a mth"nmitant expression 
c>fhasal marker CKS and apical markers CK8/CK18 as wdl as lo\\' 
kwls of AR and TRPM8 (lii, 30). Apical cdls (tnminally diffrr<'ll-
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Figure 8 
Schematic dia gram summarizing the prin cr pal frndrngs of trr1,, study and showing a srrnplrfierf representation of differentiai TRPMe. localrzatlon 
and tune ti on dependmg on the AR actrv1ty, dilferentratron. and oncogenic status of hum an prostate eprthelral cells (A) General pattern of nondrf
fe rentrated T NI ce lis ar-,,j dedrfferentrated metastatrc ce lis. ln 11-rese cells AR levelwas low, and only the ER TRPMB rsoform was expressed rn tl-re 
ER membrane ER TRPMS functroned as a Ca2•-release ER err annel, whrch, by depletrng ER stores, actrvated SOC localrzed on the PM Un der 
these condrtions. TRPMB agonrsts did not in duce classrcal PM TRPMB-medrated cutTe nt. (B) Nom1al, tully differentrated prostate cel! wrth an apl
cal secretort phenotype. ln trrese celle•, with high AR le.rels, the AR-dependent classical TRPMB channelwas expresse,j on both ER and PM 
Un der the se conditrons, TRPM8 agonrsts may induce not only SOGE, but also substantial PM TRPM8-medrated current (C) Drfferentrated aprcal 
sec re tory in situ cancer cells ln these ce lis, with enhanced AR actrvity, the AR-dependent cl as sr cal TRPM8 channelwas overexpressed and 
TRPI\!18 agonists rnduced hrgh levels of PM TRPM8-med1ated eurre nt '""PMB traces are scrrernatic 

tiated secretory mature œlls) express CK8/CK18. and PSA as well 
as high levels of AR and TRPM8 (16, 30), lv!oreover, our results 
showed thatTRPM8 colocalized with CK18. (Figure 1C} lt bas pre
vioœly been shown in kidney cells thatTRP familymemberTRPP1 
interacted directly with intermediated filament proteins, induding 
CK18, which suggests that TRPP1 helps to stabilize epithelial cell 
sheets mechanically (31} It is also plausible that TRPM8 functions 
as an "ep1thelial phenotype stabilizer'· in prostate epithelium. 

Our results sho,..-ed th at PrPE-6d cells, which express the apical 
epithelial phenotype markers (16), exhib1ted both PMTRPM8 ;md 
EiTRPM8 activity, while the dedifferentiated PrPE-20d cells, which 
are characterized by the TA/I phenotype (23, 24 ), only conserved 
ERTRPM8. Interestingly, only ERTRPM8 activity has been observed 
in PC-3 cells, previously described to have common features with 
early TA/I cells (absen-ce of AR, CKS, and CK18 express10n) (32), 
Forœd AR expression in PC-3 cells induced PMTRPM8 tunction 
'Ni th the same kinetics as the expression of the PSA apical phenotype 
marker, suggesting that PMTRPM8 is tightly regLÙated bythe AR and 
appears during apical epithelial differentiation Therefore, the loss 
of !MTRPM8 function in TA/I cells 'NaS likely due to the loss offunc
tional AR induced by dedifrèrentiation, AR regLÙation of ERT RPM8 
seems more complex In PC-3 cells 3 days after AR transfection, Ca2+ 

release via ER TRPM8 was apparently greaterthar1 that in control PC-3 
cells, although the classical TRPM8 isoform ·was "irtually undetect
able and PMTRPlA8 was not functionaL Furtherrnore, expression of 

the ERTRPM8 isoform, mediating ERTRPM8 activity, was cons!der
ably less sensitive to AR than was dassical TRPM8 (Figure SA). It 'Nill 
be necessary to clone this ER-specifie TRPM8 isoform to understand 
its preferential t:rrgeting of the ER mem breme and regulation by AR 
The subject of the mechanisrn underlying androgen regulation of 
TRPM8 in the prostate has previously been addressed ( 13, 15, 16, 19)., 
and several putative ar1drogen response elements have be en detected, 
However, an alternative promoter oftrpm8 may make the ERTRPM8 
isoform less sensitive to androgens than PMTRPM8, 

The observation that the ERTRPM8 isoform is retained in the 
prostate cell ER membrane is also important for future research. 
Two scenarios have emerged on the basis of studies reporting ER 
retention ofT RP channels: variations in T RP prim ary sequence ( 3 3) 
or partnership-evoked retention. For instance, subcellular local
ization and hu1ction ofTRPP2} shoo,·vn t•J act as a Ca2+ release ER 
channel, are controlled byphosphofurin acidic elus ter sorting pro~ 
tein-1 (PACS-1) and PACS-2 (34 ), A reciprocal regulation beM·een 
ERTRPM8 and JMTRPM8 is relatively likely and could also exp lain 
the retention of classical TRPM8 on the ERin IN CaP cells ( 18). 

The physiological role ofTRPM8 in the r:rP re mains unknown, Tiljl 
cells have been reported to be the most prolitèrative phenotype in 
NP epithelium (22), whereas apical cells are basically involved in the 
se-:retory activity of prostate acini. ERTRPM8 activity may be involved 
in apical differentiation, while our data demonstrating specifie 
PMTRPM8 activity in hum an apical prostate œlls suggest that the clas-
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si cal TRPM8 channel plays a role in the secret ory function of prostate 
cells and is therebv indirectly involved in sperm motility and fertil
ization. Moreover, a cold recepror funcrion ofTRPM8 in the pros
tate was suggested by Stein et al. (35). This last hypothesis remains 
to be demonstrated since prostate is not physiologically exposed to 
low temperature. Finally, the resrùts of recent studies demonstrating 
that phosphatidylinositol4,5-bisphosphate tightly controls TRPM8 
activity(36) emphasize the possibilitythat amen1brane metabotropic 
receptor paù1way may be involved in TRPM8 opening. 

TRPM8 involvemem in PCa. Early observations thar TRPM8 
upregu]ation con-elated with the PC a stage led to the hypothesis that 
the trpm8 gene was an oncogene ( 13-15), so TRPM8 was suggested as 
a putative target for an ti cancer therapies. Be came ARhas been report
ed to play an essential rol e in prostate carcinogenesis and TRPM8 is 
tightly regulated by AR, AR de regulation during PCa progression was 
expected to influence the physiological function ofTRPM8. A con
vincing n1odel of AR pathway evolution has recE'ntly been proposed 
(3), in which (a) AR regulates genes involved in the differentia tian of 
secret ory epithelial cells in nonna] prostate; (b) enhanced AR activity 
in the earl y stages üf well-differentiated PC a activates growth-promot
iug genes ,md rn ain tains apical epithelial phenotype; and (c) progt·es
sion from high-grade PC a to metastasis is mediated byselective down
regula6on of dre AR pathway genes. This downregtllation results in 
a higher proliferation rate and enhances the potential to metastasize. 
lnterestiugly, in dus smdy shows thar the upregulation of the CK8 
apical phenotype marker in PCa and its downregulation in metastasis 
coincide with our restÙts on PM TRPM8. Indeed, because intracapstÙar 
PC as are mainly composed of secret ory apical œlls (2) and metastatic 
cells are known to be close to the TA/1 phenotype, we suggest tlutARs 
play a key role in the developmentof EPTRPM8 and rMTRPM8 expres
sion and activity during carcinogenesis of prostate cells (Figure 8). 

Our data suggest that PMTRPM8 and ecTRPM8 mav determine 
specifie, oncogenic status-dependent Ca1 ' signatures required for the 
progression ofCa2'-dependent processes that are critical for carcino
genesis, su ch as proliferation (S, 37) and apoptosis (6, 9). Proliferation 
most! y relies on cytosolic Ca2' signaling involvi:ng short, repeated Ca2' 

e:ntry mechanisms (3 7, 38). We therefore hypotlresize thar PMTRPM8 
is important f0r the Ca2' signaling involved in proliferation. More
over, store depletion and SOCE were previously shawn to be criti
cal in promo6ng growth arrest and apoptosis of PC a epithelial cells 
(7. 39). Indeed, reduced basal filling ofintracdlwar Ca2~ stores is also 
tire hallmark of tire apoptosis-resistant cell phenotypes characteristic 
of advanced PC a (6, 9, 39). Thus, as cuTRPM8 is amolecular entity 
capable ofinfluencing tl1e filling of ER stores. its acti vi ty may be con
sidered a substantial factor in controlling the growth of advanced PC a 
metastatic cells. Inlight of the recent demonstra6on of the role of 
TRPM8 i:n L>..JCaP cell survival (19), we spectÙate thar any shifi: in tl1e 
balance between classical TRPM8 and EO TRPM8 isoform expression 
may modifj:the Ca2' signature, thusincreasingthe poten6al toreither 
prolitèratio:n or apoptosis. Thus, TRPM8 may be an attractive target 
for therapeutic interventic'ns: specifie inllibition of eitl1er ER TRPM8 
or PMTRPM8 activity shorùd be considered, depending on the stage 
and androgen sensitiv1ty ofùre targeted PC a. \Ve beliew ti>L-se restÙts 
provide novel insight and expect them to influence future researcl1 
into the selective targeting ofTRPM8 during PC a progression. 

Methods 
Ce/la1imres. HEK293 œlls were cultured as described previously (18). PC-3 (Pros
tate Carcinoma; ATCC 1 were grown in RPMI 1684 (Invitrogen) supp!emented 
with 10% Ïetal calfscrwn. L-glutamine (5 mM), and kanamycin(lOO r•g,'mll. 

Etude du rôle de TRPM8 dans la vidange calcique réticulaire. 

Hwnan prostate tissue specimens were obtalned from resection strrgeries 

perfonn r-d on patients who gave infOnned consent and on clinical indications 

in the Uro1ogy Departmentat l'Hôpital St Philibert AU SJJecimens cantt' from 

patients who had not received antiandrogen therapy. In addition. ali speci

mens were diagnosed by ananatomopathological exarnination. After patient 

surgery, primary cells were prepared as described by Bidaux et al. ( 16). 
Ail experlments on hum an tissues were approved by the Comité Constù

tatif de Protection des Personnt::s dans la Recherche Biomedicale de lille 

(CCPP!l.Bi, Lille, France. 
Tra11sjèction uf siRNA. PrPE cells were transfected with 50 nM siTRPMS 

(synd1esized by Dharmacon) tt.•üng6 ~tl TransiT-TKO transfection reagent 

(.Ivfirus Bio Corp.) according to the manufacturer's instructions. Sense 

Set]tlell< es of siTRPM8-1 and siTRPMS-2 were S' -UCUCUGAGCGCAClJA 
U1.JCA(dTdT)-3' and 5'-UAUCCGUCGGUCAUCUA(dTdT)-3', respective
ly. These sequences are located at positions 894 and 2,736 on the TRP.M8 
mRNA (GenBank a.ccession no. AY328400). 

Hetewlogous overe.xpression. PC-3 cells \Vere traœfected with AR encoding 

ve..::tor using Nudrof~ctor as recommended by the manufacturer (Amaxa). 

Quantitative real-tirne PCR ana!ysis. Expression levels of PCR prodncts. were 

quanti fied by quantitatiw real-time PCR on an AB! Prism 5700 Sequence 
Detection System. For eu:h reaction, 10 ng of eDNA was placed in a 20-ftl 
reaction mixture containing 12.5 ~ù of2x QuantiTect S\"BR Green PCR Mas

ter Mix (Applied Biosystems) and 300 nM of primer pairs (see Supplemental 
Table 1 ). TRPM8 m RNAlevcls were quantified with 2 different primer pairs. 
TRPM8(F8/Jl.9) and TRPM8(F21/R22), whose sequences are presented in 
Supplemental Table l The housekeeping gene hypoxanthine-guanine phos
phoribl~syl tran._..,fèra.se (HPRT) was used as an endogenous control w nor

malize variations in RNA extractions} the degree of RNA degra.dation, and 

variability in RT efficiency. To guautit:)· the results we used the comparalive 
threshold cycle method described by Livak and Schmittgen ( 40). 

For single-cell real-time PCR. ead1 cell fraction was split into 2 sam

pies, which were snbmitted ro reverse transcription with or without 

Moloney murine leukemia virus (.NiuLV) reverse transcriptase (Applied 

Biosysterns). For analysis of real-tiine PCR1 background contamination 

(sam pies without MuLV reverst transcription) was subtracte-d from the 

rn RNA level of samples with MuLV transcription prior to calculation of 

the F8/R9-to-F21/R22 ratio. 
Western bk1t assay. Total proteins from PC-3 cells were harvested in PP.S. and 

th en sonicared in anice-cold buffet (pH 7.2) containing 10 mM PO,Naz/K 
buïfer. 150 mM NaCl. 1 g/100 ml sodium deoxycholate, 1% Triton 
X 100. l% NP40, a mixture of protease inhibitors (Sigma-i\ldrich 1, and a 
phosphatase iul1ibitor (sodium orthovanadate; Sigma-Aldrich). 

Prostate tissue membrane-. fractions wr_re obta.ined by disruptingprostate 

resection specimens with a tissue homogenizer in an ice-cold lysis buft"èr 

containing20ml\f HEPES (pH 7.2). 25 mM sucrose, 0.1 mM EGTA, 5 mM 
EDTA., a mixture ofproteaseinhibitors (Sigma-i\ldrich), and a phosphatase 

inhibitor (sodium orthovanadate; Sigma-Aldrich). After 30 minutes of 

centrifugation ar 30,000 g to remove the soluble protein fraction. thf' 

pelle-t was resuspended in the first buffer. Afur electrophoresis, proteins 

were transferred to a PVDF membrane using a semi-dry electroblotte-r 

(Bio-Rad). Immunoblottingwas performed with primary rab bit polyclonal 
anti-TRPM8 antibody (diluted 1:2,000. catalog no. ab3243; Abc am) as 
described previüusly (16). The membrane- was proœssed for chemilumines

cence detection using Supe-rsignal West Dura chemiluminescent substra te 

(Pierce) according to the manufacturer's instructions. 1'1.-iembranes wert" 

reblotœd rwice: first with mo use monoclonal an ti-AR antibody ( dilured 
1:50, catalog no. ab9474;Abcan1), and then with rn ouse monoclonal anti

pan~actin (diluted 1:500. catalog no. MS-1295 P: Neomarkers). 
Electroplrysiolvgy a:nd solutions. Metnbrane currents were recorded in the 

whole-cell configuration using the patch-clamp technique. together with 
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SUPPLEMENT AL DATA 

Supplemental table 1. List of prim ers used for RT-PCR assays. 

5' forward 3' 5' reverse 3' Expected Size Accession 
(bp) number 

TRPM8 GATTTTCACCAATGACCG CCCCAGCAGCATTGATG 503 AY328400 
F12/R15 CCG TCG 

TRPM8 CTGTCATGGACATCCCAC GGGATCTTGCCACCATA 102 AY328400 
F8/R9 TG GTT 

TRPM8 ATTCCGTTCGGTCATCTAC CACACACi\GTGGCTTGG 127 AY328401J 
F21/R22 G ACT 

AR TTGAGCCAGGTGTAGTGT CTGGAGTTGACATTGGT 241 NM 000044 
GTG GAAGG 

PSA CTCACCCTGTCCGTGACGT r\AGCTGTGGCTGACCTG 266 N1vf 001648.2 
GGATT />.AATA 

GAPDH TTCACCACCATGGAGAAG GGCATGGACTGTGGTCA 237 NM 002046.3 
GC TGA 

HPRT GGCGTCGTGATTAGTGAT CGAGCAAGACGTTCA(rT 134 NM 000194 
-

GAT CCI 

Supplemental table 2: Compositions of bath and pipette solutions for electrophysiological recordings. 

IMENTI!OL IsoCJMENTIIOL 

Salt BATH PIPETTE BATH PIPETTE 

Na Cl 140 8 145 -
CH303SCs - - - 120 

Cs Cl - - - 10 
KCl 5 145 5 -

Ca Ch 2 0.5 10 -
MgC}z 2 0.1 1 6 

Na2HP04 0.4 - - -
KH2P04 0.4 - - -
NaHC03 5 - - -
HEP ES 10 10 10 10 
BAPTA - - - 10 
EGTA - 1 - -

Glucose 5 - 5 -
pH adj NaOH KOH NaOH Cs OH 

Concentrations are given in mM, pH of ali solutions was adjusted to 7.3. Osmolarity of the bath and 

pipettes solutions was approximately 300 and 280mosm!L, respectively. 
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SupplementalMethods 

Creation ofHEK-293 cellline stably expressing TRPM8- was perfotmed as described in (1). 

Recombinant protein preparation- TRPM8 protein fused with COOH-temünal 6-histidine epitope 

tags were purified with the denaturing condition ofNi-NTA agarose kit (Invitrogen Inc) as reconm1ended. 

Protein quantities in fractions were assessed by taking OD280 readings. Fractions containing proteins 

were finally concentrated with a eut-off at 10,000 MW. 

RT-PCR- Total RN As were isolated from PC-3 and HEK-TRPM8 cells as described (1). To detect 

TRPM8 eDNA, PCR was perfonned by adding 1)ll of the RT template to a mixiure of: 50 mM KCl, 10 

mM Tris-HCl (pH 8.3), 2.5 mM MgCh 200 )lM of each dNTP, and 1 U AmpliTaq Gold (Applied 

Biosystems), in a final volume of 25 )ll. DNA amplification conditions included an initial denaturation 

step of 7 min at 95°C, and 40 cycles of 30 s at 95"C, 30 s at 60°C, 40 sec at 72°C, and finally 7 min at 

72°C. Primers used are listed in supplemental Table 1. 

lmmunohistochemistry 1) PrPE were fixed with 4~"o fotmaldehyde-1X PBS for 15 minutes, 

washed three times, then penneabilized in PBS-gelatine (Phosphate butrer saline, gelatine 1.2%) 

complemented with 0.01% Tween 20 and lOOmM glycin for 30 minutes at 37°C. 2) Resection specimens 

from human prostate were frozen in liquid nitrogen-cooled isopentane and kept in "Tissue-Tek"® at -

80°C before 10)lm sections were prepared at -20°C with a cryostat and mounted on glass slides. The 

sections were blocked with PBS-gelatine (Phosphate hutier saline, gelatine 1.2%) for 30 minutes at 37°C. 

Afterwards the cells were incubated with primary antibodies: (1/200) rabbit polyclonal anti-TRPM8 

antibody (Abcam), (1125) mouse monoclonal CDlO antibody (Abcam), (111,000) mouse monoclonal 

c:yiokeratin 18 antibody (Neomarkers), (111,000) mouse monoclonal c:yiokeratin 8 antibody 

(Neomarkers), (111,000) mouse monoclonal c:yiokeratin 14 antibody (Chemicon international) in PBS

gelatine at 37°C for 1.5 hours. After thorough washes, the slides were treated with the corresponding anti

rabbit or anti-mouse IgG, coupled with either Alexa fluor 546-labeled (Molecular probes, dilution: 
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114,000) or Alexa fluor 488-labeled (Molecular probes, dilution: 1/2,000) diluted in PBS-gelatine for 1 

hour at room temperature. After two washes, the slides were mounted with Mowiol®. 

Fluorescence analysis was carried out using a Zeiss LSM 510 confocal microscope and analysis 

software (AIM 3.2, Zeiss), as previously described (1). 

Supplemental References 

1. Thebault, S., Lemonnier, L., Bidaux, G., Flourakis, M., Bavencoffe, A., Gordienko, D., 
Roudbaraki, M., Delcourt, P., Panchin, Y., Shuba, Y., et al. 2005. Novel role of cold/menthol
sensitive transient receptor potential melastatine family member 8 (TRPM8) in the activation of 
store-operated channels in LN CaP human prostate cancer epithelial cells. J Biol Chem 280:39423-
39435. 
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(A), lcilin (lO~M) evoked ITRPMS (22.89 ± 3.4 pA/pF at+ 100 mV, n=ll) strictly 
restricted to PrPE-6d. Currents were recorded from voltage ramps at + 1 OOm V. 
lnset shows the representative 1-V relationships of ITRPMs· (B), Representative 
time courses ofwhole-cell lsoctMENTHOL induced by 100~M menthol in PrPE-6d 
and PrPE-20d at 36°C. Currents obtained from voltage ramps at -1 OOm V. The 
inset shows the representative 1-V relationships of lsoctMENTHOL. 
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Specifie siRNA-mediated ablation of either classical TRPfv18 or total TRPM8 
mRNAs has ditTerent eflècts on menthol-evoked Ca2+ release. (A) 
Immunoblotting showing detection ofTRPM8 proteins in HEK-TRPM8 cells 
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II.B) Conclusion. 

En conclusion, ces travaux démontrent que : 

(i) TRPM8 est fonctionnel dans la membrane plasmique et dans la membrane du RE 

des cellules épithéliales apicales sécrétrices matures alors que seule la fonction réticulaire est 

présente dans les cellules épithéliales intermédiaires. 

(ii) L'acquisition du récepteur des androgènes induit l'intensification de la fonction 

réticulaire et 1' apparition de la fonction membranaire de TRPM8 lors de la différenciation des 

cellules intermédiaires en cellules apicales. 

(iii) L'évolution du cancer de la prostate se traduit par une dédifférenciation des 

cellules épithéliales avec une hausse globale de l'expression TRPM8. Ces cellules possèdent 

donc une fonction membranaire et une fonction réticulaire plus intenses (comparable à celle 

obtenue dans un modèle de surexpression hétérologue). 

(iv) L'ensemble de ces résultats tend à montrer qu'il existe deux formes du canal 

TRPM8. La forme classique de TRPM8 peut être exprimée à la fois sur la membrane 

plasmique et sur la membrane du RE. Sa localisation dépend de l'activité du récepteur aux 

androgènes. La seconde isoforme, plus courte, est exprimée uniquement sur la membrane du 

RE et est moins sensible aux androgènes que la forme classique. 
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Etude du rôle de TRP M8 dans la vidange calcique réticulaire. 

II. C) Résultats préliminaires : localisation de TRPM8 dans des 

jonctions fonctionnelles entre le RE et les mitochondries. 

"TRPM8 localization in ER-Mitochondria fonctionnai junction". 

Matthieu Flourakis, Gabriel Bidaux, Dimitri Gordienko, Benjamin Beek, Morad Roudbaraki, 

Roman Skryma and Natalia Prevarskaya. 

Dans l'article précédent, nous avons vu que le canal TRPM8 pouvait être exprimé sur 

la membrane du RE et provoquer une vidange calcique suite à la stimulation par le menthol, 

l'icilin ou le froid. A l'heure actuelle, aucun rôle physiologique n'est connu pour TRPM8 au 

niveau prostatique, que ce soit pour le canal exprimé sur la membrane plasmique ou sur la 

membrane du RE des cellules prostatiques humaines. Dans les deux articles qui suivent nous 

allons tenter d'élucider ce mystère. 

Tout d'abord, nous allons étudier le rôle de TRPM8 situé sur le RE dans les cellules 

cancéreuses prostatiques humaines. 

Plusieurs auteurs ont démontré le rôle du transfert de Ca2
+ depuis le RE jusque dans la 

matrice des mitochondries (Hajnoczky et al. 2000; Breckenridge et al. 2003). Par exemple, 

l'augmentation du calcium libre cytosolique induit l'activation de la calpaïne (protéase Ca2
+

dépendante) et de la calcineurine (phosphatase Ca2
+ -dépendante) activent respectivement les 

protéines pro-apoptotiques Bax et Bad (Altznauer et al. 2004; Shou et al. 2004). 

Parallèlement, la recapture du Ca2
+ cytosolique par les mitochondries entraîne une 

augmentation du Ca2+ libre mitochondrial ([Ca2+]m). Cette augmentation pourrait intervenir 

dans l'activation du Pore Transitoire de Perméabilité (PTP) et provoquerait ainsi la libération 

vers le cytoplasme de deux facteurs pro-apoptotiques: le cytochrome C et l' AIF (Apoptosis 

Inducing Factor) (Korge and Weiss 1999). 

Paradoxalement, d'autres travaux démontrent que 1' augmentation transitoire et cyclique 

de [Ca2+]m induit la stimulation du cycle de Krebs par l'activation des pyruvate-, isocitrate- et 

oxoglutarate-déhydrogénases. Cette stimulation conduit à une augmentation de la synthèse 

d' ATP au sein des mitochondries. La synthèse optimale d' ATP par les mitochondries a été 

observée pour une [Ca2
+]cyt d'environ 1 )lM, ce qui représente la concentration atteinte 

localement lors d'une vidange réticulaire (Moreno-Sanchez 1985). La balance entre 
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apoptose/prolifération serait alors définie par l'intensité et la durée de cette augmentation de 

[Ca2+]m. 

Le but de cette étude est donc de découvrir si la proximité entre les mitochondries et le 

RE dans les cellules épithéliales prostatiques favoriserait la recapture du Ca2
+ réticulaire par 

les mitochondries. Ainsi, l'activité de TRPM8 réticulaire permettrait donc d'orienter les 

cellules épithéliales prostatiques soit vers l'apoptose soit vers la prolifération. 

119 



A 

B 

LLO -LL. 

Etude du rôle de TRP M8 dans la vidange calcique réticulaire. 

Fluo-4 

Figure 1 

Dans un premier temps, nous avons vérifié l'action de l'icilin sur l'activité du canal 

TRPM8. Dans les cellules cancéreuses prostatiques humaines de type LNCaP, TRPM8 est 

localisé uniquement sur la membrane du RE. Avec l'aide de la microscopie confocale et d'un 

double marquage cytoplasmique et mitochondriale, nous avons suivi simultanément la 

[Ca2+]cyt et la [Ca2+] mitochondriale ([Ca2+]m). En l'absence de Ca2+ extracellulaire, l'icilin 

induit une faible augmentation [Ca2+]cyt et en parallèle une très forte hausse de la [Ca2+] dans 

les mitochondries (figure 1). Par ailleurs, il est intéressant de noter que l'augmentation de la 

[Ca2+]m précède la hausse de [Ca2+] dans le cytoplasme. Ceci pourrait s'expliquer par une 

localisation très proche des membranes réticulaires et mitochondriales. 
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Figure 2 

Afin de vérifier cette hypothèse, nous avons étudié la localisation des mitochondries 

par rapport au RE. La figure 2A montre que les mitochondries (marquées avec le mitotracker 

green) sont très proches du RE (en rouge grâce à la brefeldin A Bodipy). Le RE forme un 

réseau dans le cytoplasme des cellules LNCaP, les mitochondries sont enfermées dans ce 

réseau. De façon intéressante, lorsque 1' on suit, en microscopie confocale dynamique, les 

mouvements du RE, les mitochondries suivent parfaitement le RE (figure 2B b etc). Ainsi, 

les mitochondries semblent être « attachées » au RE, ceci confirme donc la colocalisation de 

ces deux organites. 
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Etude du rôle de TRPM8 dans la vidange calcique réticulaire. 
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Nous avons ensuite étudié plus précisément la localisation de TRPM8 sur la 

membrane du RE. En effet, il est intéressant de savoir dans quelle région du RE se situe 

TRPM8, et si ces régions coïncident avec les zones colocaliées avec les mitochondries. 

Grâce à des centrifugations différentielles, nous avons obtenu des fractions cellulaires 

permettant de distinguer différents organites. Comme l'illustre la figure 3A, dans les cellules 

cancéreuses prostatiques de type LNCaP, TRPM8 est principalement détecté dans les 

fractions ER/NF (ou CMF) (correspond aux principaux organites intracellulaires : 

mitochondries, RE et noyau). Afin de purifier ces fractions, nous avons effectué une 

séparation de ces organites par gradient « optiprep ». Ceci permet d'obtenir une fraction (la 

fraction PMF) composée essentiellement de mitochondries et de morceaux de membranes 

réticulaires qui sont associées aux mitochondries. Comme indiqué sur la figure 3B, nous 

détectons bien TRPM8 dans cette fraction. Ainsi, nous pouvons émettre hypothèse que la 

forme réticulaire de TRPM8 se trouve dans ces parties de membrane du RE qui sont associées 

aux mitochondries. En effet, des résultats obtenus en microscopie électronique indiquent que 

TRPM8 est présent sur ces morceaux de membrane réticulaire et n'est pas exprimé sur la 

membrane mitochondriale (figure 3C). 

Conclusion 

Ces résultats préliminaires ont permis de mettre en évidence la localisation sub

cellulaire plus précise de TRPM8. Ainsi, ce canal est exprimé dans des régions précises du RE 

des cellules cancéreuses prostatiques humaines. TRPM8 serait regroupé en des zones de la 

membrane du RE qui sont associées à la membrane des mitochondries. Ainsi, le Ca2
+ sortant 

suite à l'activation de TRPM8 serait recapté directement par les mitochondries. Ce cycle du 

Ca2
+ entre le RE et les mitochondries permettrait de réguler, en fonction de l'activité de 

TRPM8, certains processus physiologiques tels que la prolifération, la sécrétion ou 

1' a po ptose. 
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Etude du rôle de TRP M8 dans la vidange calcique réticulaire. 

II.D) Article 4 

« Involvement of ER-TRPM8 in prostate smooth muscle cells contraction» 

Matthieu Flourakis, Gabriel Bidaux, Benjamin Beek, Dimitri Gordienko, Morad Roudbaraki, Christian 

Slomiany et Natalia Prevarskaya. 

Article en cours de préparation. 

Les cellules musculaires lisses sécrètent de nombreux facteurs (hormones, facteurs de 

croissance, etc ... ) qui vont agir de façon paracrine sur l'épithélium adjacent pour contrôler sa 

croissance. Parmi les différents facteurs étudiés, une des voies hormonales les mieux décrites 

dans les cellules musculaires lisses prostatiques est la voie alphal-adrénergique. 

Si de nombreux travaux ont été dévolus à l'étude des canaux activés par la voie alpha

adrénergique dans les cellules musculaires lisses bordant les vaisseaux, aucune information 

n'est connue sur d'autres canaux permettant la contraction des cellules musculaires lisses 

prostatiques. 

Des études préliminaires du laboratoire ont mis en évidence l'expression de TRPM8 

dans les cellules musculaires lisses prostatiques. Le but de l'article suivant est donc de 

caractériser le rôle de ce canal dans ces cellules. 
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Etude du rôle de TRP M8 dans la vidange calcique réticulaire. 

Nous avons commencé cette étude de TRPM8 dans les cellules musculaires lisses en 

immunohistochimie. La figure lA présente la détection de TRPM8 (vert, Alexa 488) et de 

l'a-actine lisse (rouge, Alexa 546; utilisée comme marqueur des cellules musculaires lisses) 

en microscopie confocale. La couleur orange-jaune indique les zones de colocalisation. Notez 

la détection de structures fibrillaires en jaune dans l'image zoomée (en haut à droite). Un 

zoom effectué sur cette même coupe (représentée en figure lB) permet de visualiser un 

acinus (marqué par un astérisque) bordé de cellules musculaires lisses (visualisé en orange et 

marqué par des flèches) (Les barres blanches représentent 10 Jlm. Grossissement *600.) 

La localisation subcellulaire de TRPM8 a été ensuite étudiée en microscopie 

électronique. La figure lC montre la détection de la protéine TRPM8 dans des cellules 

stromales fusiformes (caractéristiques des cellules musculaires lisses). Les cellules 

musculaires sont observées en coupe transversale (flèche), sous jacentes à la membrane basale 

(tête de flèche). La figure lD représente un grossissement d'une cellule musculaire lisse en 

coupe transversale avec détection d'un marquage intracellulaire ponctué uniquement 

intracellulaire. La figure lE représente une coupe longitudinale de cellule stromale riche en 

fibres (flèche) pouvant correspondre à une cellule musculaire lisse. Le marquage ponctué 

suivant les fibres est détecté dans cette cellule (tête de flèches). 

Dans cette première partie de 1' étude, nous avons démontré que TRPM8 est bien 

exprimé dans les cellules musculaires lisses prostatiques. Le marquage de TRPM8 observé 

en microcopie électronique a permis de mettre en évidence que cette protéine est exprimée 

uniquement au niveau intracellulaire et potentiellement le long des fibres musculaires lisses. 
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Etude du rôle de TRP M8 dans la vidange calcique réticulaire. 

Cette hypothèse a été confirmée en immunofluorescence sur des cultures primaires de 

cellules musculaires lisses de prostate humaine observées par microscopie confocale. La 

figure 2A présente la détection de TRPM8 (Alexa 546, rouge, figure 2A) et de l'a-actine lisse 

(Alexa 488, vert, figure B) utilisée comme marqueur des cellules musculaires lisses. La 

couleur orange-jaune indique les zones de colocalisation (C). Notez la détection de structures 

fibrillaires en jaune. La figure 2D montre un champ plus large. Les barres blanches 

représentent 10 11m. (Grossissement optique *600.) 

Ces résultats semblent donc indiquer que TRPM8 est exprimé le long des fibres 

musculaires lisses. De plus, dans les cellules musculaires lisses ce canal ne serait pas exprimé 

sur la membrane plasmique. Ainsi, nous avons voulu savoir qu'elle est l'isoforme de TRPM8 

présente dans ces cellules. 

En collaboration avec des membres du laboratoire, nous avons testé la structure de 

l' ARN de TRPM8 par PCR en utilisant les deux couples d'oligonucléotides utilisés dans 

l'article précédent. Le résultat de la PCR présenté dans la figure 2E montre l'amplification de 

la séquence encodant une partie domaine ionique de TRPM8. Ce produit de PCR a été cloné 

puis séquencé. Il présentait une homologie parfaite avec la séquence TRPM8. 

Nous avons confirmé cette expression par western blot. La protéine TRPM8 de taille 

attendue (128 k:Da) n'a pas été détectée, alors qu'une protéine de 50 k:Da était visible (figure 

2F). 
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Etude du rôle de TRP M8 dans la vidange calcique réticulaire. 

Nous avons testé la fonctionnalité de ce canal TRPM8. Les études de Patch-clamp en 

configuration« whole-cell »n'ont pas permis de détecter le courant TRPM8 classique (c'est

à-dire le courant dû à l'activité de TRPM8 sur la membrane plasmique). Néanmoins, les 

expériences de microscopie confocale dynamique nous ont permis de démontrer que le 

menthol et l'icilin induisent, en l'absence de Ca2+ extracellulaire, une vidange massive du 

Ca2+ réticulaire (Figure 3 A-D), à l'image de la phenyléphrine, activateur synthétique des 

récepteurs a adrénergiques et qui est connu pour mobiliser du Ca2+ à partir des stocks 

intracellulaires des cellules musculaires lisses (Figure 3 E-F). De plus, lorsque l'on rajoute du 

Ca2+, on observe une augmentation stable de la [Ca2+]cyt due à l'activation des canaux 

calciques de type SOC. 

Ces résultats sont en continuité avec les résultats précédents. En effet, TRPM8 n'est pas 

présent sur la membrane plasmique et n'est présent que sur la membrane du RE jouant un rôle 

dans la régulation de la [Ca2+]RE. 
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Etude du rôle de TRP M8 dans la vidange calcique réticulaire. 

L'application de menthol induit donc une vidange calcique réticulaire suite à 

l'activation de TRPM8 situé sur le RE. Cependant, il est nécessaire de tester la spécificité 

d'action du menthol sur TRPM8. Pour cela, nous avons utilisé les siRNA dirigés contre la 

région du pore de TRPM8. Ainsi, le prétraitement des cellules musculaires lisses prostatiques 

avec les siRNA inhibe la vidange réticulaire induite par le menthol ainsi que l'ECC (figure 4A 

et B) (respectivement 100 +/- 11% vs 20 +/- 2%.pour la vidange et 100 +/- 7% vs 15 +/- 4%). 

Ce même prétraitement n'inhibe pas la vidange induite par la phenyléphrine (figure 4C et D). 

Ces résultats permettent de vérifier la spécificité d'action du menthol. Ainsi, 

l'activation de TRPM8 réticulaire induit une vidange calcique. Il est maintenant intéressant 

d'étudier le rôle physiologique de cette vidange. 
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Etude du rôle de TRP M8 dans la vidange calcique réticulaire. 

Enfin, nous avons étudié le rôle fonctionnel de la vidange réticulaire induite par 

TRPM8. Nous avons suivi la contraction des cellules musculaires lisses prostatiques en 

microscopie confocale. Cette technique permet de suivre l'évolution de la taille de la cellule 

musculaire lisse. Ainsi, comme le montre la figure 5A, l'application de menthol 500!-1-M en 

absence de Ca2+ extracellulaire, induit une diminution de moitié de la taille de la cellule 

(112,48 !-lM de largeur en moyenne contre 49,94 !-lM après application de menthol, n=15). 

Comme on peut le voir sur la figure 5B, l'augmentation de la [Ca2+]cyt précède la contraction 

cellulaire, ceci semble donc bien indiquer que la contraction cellulaire est due à une vidange 

du RE. Cette vidange induite par le menthol est spécifique de TRPM8. En effet, les cellules 

transféctées avec les siRNA contre TRPM8 ne se contractent pas en présence de menthol, 

mais gardent la capacité de se contracter en réponse à 1' activateur des récepteurs a 

adrénergiques (Phe 10!-1-M) (figure 5C). 

En conclusion, nos résultats démontrent l'expression d'une protéine TRPMS 

dans les cellules musculaires lisses prostatiques. Cette protéine est fonctionnelle sur la 

membrane du RE et son activation provoque une vidange massive du Ca2
+ réticulaire 

comparable à celle déclenchée par l'application de la phenyléphrine. Néanmoins, l'étude 

de la structure de l' ARN et de la protéine renforce l'hypothèse de l'existence d'une 

isoforme courte mais fonctionnelle de TRPMS dans ces cellules musculaires. Cette 

isoforme, caractérisée par une séquence de TRPMS tronquée, pourrait avoir perdu 

certains mécanismes de régulation de TRPMS. Cette étude permet de mettre en 

évidence, et ce pour la première fois, un rôle physiologique de TRPMS dans la prostate. 

Ainsi, la contraction des cellules musculaires lisses prostatiques interviendrait dans la 

sécrétion du liquide prostatique indispensable à l'activation des spermatozoïdes. Cette 

étude représente donc une base solide de recherche pour de nouvelles cibles 

thérapeutiques contre l'infertilité masculine. 
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111) Evolution de la signalisation calcique durant la 

cancérogenèse prostatique 

III.A) Article 5 

"Orail downregulation: a missing link in understanding the prostate cancer apoptosis 

resistance" 

Flourakis M., Beek B, Lehen'kyi V., Roudbaraki M., Skryma Rand Prevarskaya N. 

Article soumis dans Cancer Research. 

Il est connu que la vidange des stocks calciques réticulaires entraîne, au niveau de la 

membrane plasmique de la cellule, une entrée de Ca2
+ suite à 1' activation des canaux SOCs. 

Le rôle de ces canaux ne se limite pas au remplissage des réserves calciques intracellulaires. 

Plusieurs travaux montrent l'implication de ces canaux dans différents processus 

physiologiques. Des études menées au laboratoire ont permis de mettre en évidence que cette 

entrée serait responsable de l'apoptose des cellules cancéreuses prostatiques androgéno

dépendantes. Ainsi, les modifications survenant dans le processus d'apoptose lors de la 

transition des cellules tumorales de l'état d'androgéno-dépendant vers l'état androgéno

indépendant pourraient être liées à des perturbations de la signalisation calcique impliquant 

les SOCs. 

Cependant à l'heure actuelle, la nature moléculaire des canaux SOC n'est pas connue. 

La découverte des protéines responsables de cette entrée s'avère primordiale dans la 

compréhension de la résistance à 1' apoptose caractérisant les cellules androgéno

indépendantes. 

Le but de 1' article suivant est donc de découvrir la nature moléculaire de ces canaux 

SOCs et de l'implication potentielle de ces protéines dans la cancérogenèse prostatique. 
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Abstract 

Prostate cancer (PCa) is one of the leading threats to men's health. During the early 

stage, when it depends on androgens for growth and survival androgen ablation therapy may 

be effective in causing tumors to regress, while, in the later, androgen-independent, stage 

there is currently no successful therapy. The progression to androgen independence is 

associated with the appearance of new cell phenotypes, characterized by a low apoptosis rate. 

It is, therefore, vital to understand what drives PCa to apoptosis resistance. 

We have previously shown that apoptosis inhibition in androgen-independent PCa 

cells is associated with the downregulation of Store Operated Calcium Entry (SOCE), due to 

the decrease in the number of functional channels activated following endoplasmic reticulum 

calcium store depletion. However, the molecular nature ofthese channels, which play a major 

role in PCa cell apoptosis induction, has not yet been elucidated. 

Here, we show that the recently-identified Orail/CRACMl protein is a store-operated 

calcium channel in androgen-dependent human prostate cancer (LN CaP) cells. The expression 

of Orail/CRACMl and the amplitude of store-operated current decreased dramatically in 

androgen-deprived cells. This downregulation of the Orail/CRACMI channels leads to the 

inhibition of sustained SOCE and, subsequently, to the decrease in apoptosis. 

Orail/CRACMl knockdown protects LNCaP cells from thapsigargin-induced apoptosis. 

Thus, our work demonstrates that Orail/CRACMl plays a pivotai role in prostate cancer 

progression to an apoptosis-resistant phenotype. Consequently, it is a potentially attractive 

target for therapeutic intervention. Furthermore, this study is the first to show the role of 

Orail/CRACMl in physiopathology outside the immune system. 

2 
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Evolution de la signalisation calcique durant la cancérogenèse prostatique 

Introduction 

Prostate cancer (PCa) remains the most common noncutaneous human malignancy and 

the second most lethal tumor among men, with the highest incidence in industrialized 

countries. Standard therapies for PCa include androgen ablation, which causes tumor 

regression by inhibiting proliferation and inducing apoptosis. However, under anti-androgen 

therapy, PCa progresses into an androgen-independent stage, causing cancer relapse with a 

more aggressive phenotype. 

Current non-hormonal therapies are unable to completely eliminate the androgen

independent prostate cancer cells remaining after androgen ablation (1). Indeed, it is well 

established that androgen-independence is associated with tumor enrichment in cell 

phenotypes, with a key feature of apoptosis resistance rather than enhanced proliferation (2, 

3). Despite a growing number of studies, the mechanisms leading to these phenotypes are still 

relatively unclear. Understanding the factors which drive PCa to apoptosis resistance may be 

vital for the development of new therapies for advanced prostate cancer. 

It is well-established that intracelhùar calcium (Ca2+), is a second messenger, whitch 

plays a major role in the induction and regulation of apoptosis. Indeed, a munber of studies 

have shown that a large, sustained increase in cytosolic Ca2
+ can trigger apoptosis in cancer 

cells. This increase in cytosolic Ca1
+ is generally induced by capacitative or store-operated 

Ca2
+ entry (SOCE), mediated by store-operated channels (SOCs) ( 4, 5). SOCs, located in the 

plasmalemma, are activated by endoplasmic reticulum (ER) store depletion. Ca1
+ entry via 

SOCs induces a sustained increase in cytosolic Ca2
+ concentration, thus helping to replenish 

the ER. Therefore, when SOCs are activated, they regulate both cytosolic and ER intraluminal 

concentrations. For this reason, SOCs are increasingly attracting attention as potential 

apoptosis regulators (4). Moreover, we have previously shown that apoptosis inhibition in 

androgen-independent PCa cells was associated with the downregulation of SOCs, due to a 
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decrease in the number of functional channels (5). However, despite an intensive search for 

potential candidates and considerable progress in understanding SOCs, the molecular nature 

of the channels which play a major role in PCa cell apoptosis induction, thus contributing to 

the development of apoptosis resistance, remains unknown. 

A new SOC cham1el gene was recently identi:fied (6-8). The frrst study began onT 

cells from human patients with a severe combined immunodeficiency (SCID) syndrome, in 

which T -cell receptor engagement or store depletion failed to activa te capacitative Ca2+ 

entry. Afterwards, a genome-wide RNAi screen in S2 cells identi:fied a previously 

uncharacterized gene, named Orail (6). or CRACM1(8). Orail/CRACMl is a widely 

expressed, 33 kDa plasma-membrane protein with a lack of significant sequence homology to 

other ion channels. Orail!CRACMl is activated following ER calcium store depletion by a 

mechanism involving the redistribution of ER calcium sensor, STIMl (9, 10) in puncta at the 

ER- plasma membrane junction (11). It has been suggested that Orail/CR.ACMl and STIMl 

interact, either directly or as members of a multi-protein complex (12). Nevertheless, very 

little is known about the physiological role and pathological implications of Orail/CRACMl 

outside the immune system. In particular, in spi te of the evidence for the pivotai role of SOCs 

in the apoptosis resistance of PCa, Orail/CRACMl had never previously been studied in 

prostate cancer cells. 

In this study, wc show that Orail/CRACMl protein is a store-operated calcium 

channel in androgen-dependent human prostate cancer (LNCaP) cells. The expression of 

Orail!CR.ACMl and the amplitude of store-operated current decreased dramatically in 

androgen-deprived cells. This downregulation of the Orail!CRACMl channels led to the 

inhibition of sustained SOCE, a decrease in apoptosis and, according to our previous results, 

the appearance of apoptosis resistance. Orail/CRACMl knockdown protects LNCaP cells 

from thapsigargin-induced apoptosis. Thus, our work demonstrates that Orail/CRACMl 

4 

139 



Evolution de la signalisation calcique durant la cancérogenèse prostatique 

pla ys a pivotai role in the progression of prostate cancer to an apoptosis-resistant phenotype, 

making this channel potentially attractive target for therapeutic interventions. 
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Material and methods 

Electrophysiology and solutions 

Macroscopic currents were recorded m LNCaP cells, usmg the whole-cell 

configuration of the patch-clamp technique, as previously described (13). 

The composition of the extracellular solution for patch-clamp recording was (in mM) 

120 NaCl, 5 KCl, 10 CaCh, 2 MgCh, 5 glucose, 10 HEPES, pH 7.3 adjusted with TEA-OH, 

osmolarity 310 mO sm/kg adjusted with D-Mmmitol. The pipettes were filled with the basic 

intracellular pipette solution (in mM):120 Cs Methane sulfonate, 10 CsCl, 10 HEPES, 10 

BAPTA (1.2-bis(2-amonophenoxy)ethane N,N,N' ,N'tetraacetic acid), 6 MgCh (pH adjusted 

to 7.2 with CsOH and osmolarity 295 müsm/kg adjusted with D-Mannitol). The necessary 

supplements were added directly to the solutions from appropriate stock solutions. Ail the 

reagents, dissolved in water, ethanol or dimethylsulfoxide, were diluted to their final 

concentrations in the appropriate solutions and applied by a perfusion system. Data were 

accumulated from at least three experiments under each condition. Ail chemicals for were 

provided by Sigma. 

Western-blotting 

We used specifie rabbit polyclonal anti-hStim1 (1:250, BD Transduction Laboratories) 

and mouse monoclonal anti-p-actin (Lab Vision Co.) antibodies. The bands on the membrane 

were visualized using the enhanced chemiluminescence method ( 1: 1000, Pierce 

Biotechnologies Inc.). Densitometric analysis was performed using a Bio-Rad Image 

acquisition system (Bio-Rad Laboratories). See ( 13) for details. 

RT-PCR 

RT-PCR expe1iments were performed as previously described (14) The PCR primers 

used to amplify hStiml, hürail, Orai2, Orai3 cDNAs, as well as those for !3-actin, are 
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specified in Table 1. 

Apoptosis Assay 

The level of apoptosis was estimated from the number of apoptotic bodies revealed by 

Hoechst staining. The percentage of apoptotic cells was determined by counting at least 500 

cells in random fields (the detailed procedure was described previously) ( 4). 

siRNA cell transfections 

LN CaP cells were transfected with 100 nM siRNA per weil in a six-well plate, using 

JetSiEndo transfection reagent (Eurogentec, s.a.) in a final volume of 1.5 ml. 

Data analysis: 

For each type of experiment, data were accumulated from at least three measurements. 

The data were analyzed using Origin 7.0 software (Microcal, Northampton, MA). Results 

were expressed as mean± standard deviation, where appropriate. Student's T-test was used 

for statistical comparison of the differences and P<0.05 was considered significant. 

7 

142 



Results 1 Discussion 

Orail is downregulated in androgen-deprived prostate cancer cells 

SOC activation occurs after any procedure inducing depletion of ER, including (i) 

active ER store depletion by IP3 and (ii) passive store depletion by Ca2
+ chelators, such as 

EGTA. The whole-cell configuration of the patch-clamp technique was used to compare the 

amplitude of SOC cunent (lsoc) in LNCaP cells and LNCaP cells cultured in androgen

deprived (AD) medium for 4 days. Figl shows that, in AD cells, Isoc induced either by IP3 

(Fig. lA) or EGTA (Fig. lB) decreased by approximately 50%. In our previous study (5), we 

demonstrated that the Isoc decrease in androgen-independent cells was due to a decrease in 

the number of functional channels on plasma membrane. We therefore investigated the 

molecular nature of SOC in LN CaP cells, as well as changes in their expression in AD human 

prostate cancer cells. 

RT-PCR was frrst used to check for Orai channel expression in LNCaP cells, then to 

compare Orail expression levels with those in LNCaP-AD cells (FiglC). Orail expression in 

AD cells decreased by about 50% (Fig.lD), which was consistent with the magnitude of the 

drop in Isoc- Expression of TRPC 1, a protein in the Transient Receptor Potential channel 

fàmily, which was previously shown to be involved in SOC current in LNCaP cells (15), 

remained unchanged in LN CaP-AD cells (Fig. 1 C,D). It is important to note that the 

inhibition of SOC current in LNCaP-AD cells was not explained by the downregulation of 

TRPV6, the constitutively open calcium channel in LNCaP cells, since our recent data (14) 

clearly showed that androgen deprivation did not reduce TRPV6 expression. 

Role of STIMI in epithelial prostate cancer cells 

Since Orail/CRACMl colocalizes with STIM1, an ER calcium sensor, at endoplasmic 

reticulum-plasma membrane junctions and needs STIMl translocation into punctuate 

structures for its activation (11), we studied the potential involvement of STIMl in SOC 
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cmTent in LNCaP cells and investigated changes in STIMl expression in LNCaP-AD cells. 

For this purpose, we used siRNA against STIMl. A 3-day treatment with siRNA against 

STIMl specifically decreased protein expression (Fig.2A) by approximately 80%. STIMl 

knockdown inhibited both IP3- (Fig.2A) and EGTA- (Fig.2B) evoked Isoc by 80.5±8.4% and 

83.5±4.2%, respectively. Thus, as expected, STIMl was involved in SOC activation of 

LNCaP cells. RT-PCR was used to check STIMl expression in androgen-deprived cells. Fig 

lC shows that STIMl expression was not altered by androgen deprivation, suggesting that the 

inhibition oflsoc in LN CaP-AD cells was not due to the decrease in STIMl expression. Thus, 

we hypothesized that apoptosis resistance in prostate cancer cellsdue to the Isoc decrease in 

AD cells was explained, at least in part, by Orail/CRACMl downregulation. 

Orail/CRACMJ-related decrease in SOCE protected LNCaP cells from Ca2
+ induced 

apoptosis 

Inhibition of Orail/CRACMl expression by siRNA strategy strongly decreased both 

IP3- and EGTA- (Fig.2C and D) evoked Isoc (75.4±7.5% and 77.8±11.3~'o, respectively). This 

demonstrated, for the first time, that Orail!CRACMl played a major role in Isoc in epithelial 

prostate cancer cells. 

W e had previously shown that the neuroendocrine differentia ti on induced by the 

androgen-deprivation known to occur during prostate cancer progression was associated with 

protection from apoptosis (5). The acquisition of this apoptosis resistance phenotype was 

partly due to the loss of functional SOC. In view of the major role of Orail/CRACMl in 

SOCE and the decrease in its expression in AD prostate cancer cells, we then studied the 

involvement of Orail in apoptosis. We therefore investigated the consequences of Orail 

knockdown on apoptosis induced by the thapsigargin (TG), a classic Ca2
+ -dependent 
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apoptosis inducer. TG triggers two calcium mechanisms: (i) ER Ca2
+ store depletion and (ii) 

SOC mediated Ca2
+ entry (the major component of Ca2

+ -evoked apoptosis). Furthermore, the 

use of TG as a "smart bomb" to target androgen-independent prostate cancer bas recently 

been proposed (16). Using Hoechst nuclear staining (Fig.3A), we observed that a 24-hour TG 

treatment induced apoptosis in 55±15% of the epithelial prostate cells. However, LNCaP cells 

pre-treated with Orail!CRACM1 siRNA were much less sensitive to the TG proapoptotic 

effect. Indeed, only 15± 7% of these cells underwent apoptosis in response to TG (Fig.3B), 

suggesting that Orail!CRACMl is a key actor in programmed cell death. In contrast, 

Orail/CRACM1 downregulation inhibited sustained cytosolic calcium increase and protected 

cancer cells from apoptosis. 

Thus, as shown in figure 3C, the results of this study strongly suggest that Orail plays 

an important role in the progression of prostate cancer to more aggressive, androgen

independent, apoptosis-resistant phenotypes. However, further studies are needed to 

understand the mechanism controlling Orail!CRACM1 expression in epithelial prostate cells 

and the reason for Orai1 downregulation in apoptosis-resistant cells. Since androgens have 

been reported to play an essential role in prostate carcinogenesis and Orail/CRACM1 

expression is decreased in androgen-deprived cells, one hypothesis is that Orail/CRACM1 

expression could be regtùated by the androgen receptor. In this case, androgen receptor 

deregulation during PCa progression would be expected to influence the physiological 

function ofOrail/CRACMl. 

In conclusion, our data suggest that Orail!CRACM1 may potentially detennine specifie 

"calcium signatures" cri ti cal for such cl+ -dependent processes as proliferation ( 17, 18) and 

apoptosis (5, 19). Indeed, since Orail/CRACMl is a molecular entity capable of influencing 

the filling of ER stores, its activity may be considered a significant factor in controlling the 

growth of advanced PCa cells. Ali this makes Orai1/CRACM1 a potentially attractive target 
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for therapeutic intervention against prostate cancer. These results provide novel insight into 

the mechanisms involved in prostate carcinogenesis and are expected to have a significant 

impact on future research. 
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Figure Iegends 

Figure 1: Orail is dowllregulated ill alldrogell-deprived epithelial prostate calle er cells. 

Tirne courses of Isoc developrnent rneasured at -100 rn V holding potential in response to 

dialysis of lOO 11M IP3 (A) or EGTA 5mM (B) in control LNCaP cells (black circles) and in 

androgen deprived LNCaP cells (white squares). Histograrns surnrnarizing the IP3 or EGTA 

activated Isoc current density in control prostate cancer cells (LNCaP) or in androgen 

deprived LNCaP cells (LN CaP-AD) (respectively black or white colurnns) are represented as 

insets. C. RT-PCR experiment showing Orail, TRPC1 and fj-actin expression in LNCaP and 

LNCaP-AD cells. D. Histograrn surnrnarizing the variation of TRPCl, Orail and fj-actin 

rnRNA expression in LNCaP (black columns) and LN CaP-AD cells (white columns). 

Figure 2: Orail/CRAMJ alld STIMJ are major compollmts of SOCE ill epithelial prostate 

ca11cer cells. 

Tirne courses of Isoc developrnent rneasured at -100 rn V holding potential in response to 

dialysis of 100 11M IP3 (A,C) or EGT A 5mM (B,D). Cells were pretreated by a control siRNA 

(A,C) (si-Con, white circles), by a siRNA against hSTIMl (B) (si-STIMl, black circles), or 

by a siRNA against hürail (D) (si-Orail, black circles). Inset A Western-Blot experirnent 

representing hSTIMl and fj-actin protein expression depending on a treatrnent with a control 

siRNA (CT) or with hSTIMl siRNA for 48, 72 or 96 hours. Values represent the relative 

arnount ofhSTIMl cornpared to fj-actin protein. Inset B shows a histograrn surnrnarizing the 

IP3 or EGTA activated Isoc current density in control (white columns) or in hSTIM1 siRNA 

(black columns). Inset C shows RT-PCR experirnent representing h0rai1 and fj-actin rnRNA 

expression depending on a treatrnent with a control siRNA (CT) or with hürail siRNA 

(siürail, lOOnM) for 48, 72 or 96 hours is represented as an insert. Inset D shows a histogram 

surnrnarizing the IP3 or EGTA activated Isoc current density in control (white columns) or in 

h0rai1 siRNA (black columns). 

12 

147 



Evolution de la signalisation calcique durant la cancérogenèse prostatique 

Figure 3: Downexpression of Orailprotects LN CaP cells against Ca2
+ induced apoptosis. 

A. Illustration of the typical apoptotic fèatures with the Hoechst technique in each 

condition. (up left image: si Con -Tg, up right image si Con +Tg l)lM, down left siürail

Tg, down right : siürail + Tg l)lM). B. A histogram summarizîng the percent of apoptosis, in 

control cells (grey columns) or in cells treated for 24 hours with thapsigargin (Tg, l)lM) cells 

(black columns). This experiment was performed either in cells pretreated for 2 days with 

control siRNA (si-Con) or in cells pretreated with siRNA targettîng Orail mRNA (si-Orail). 

C. The progression to androgen independence is associated with the appearance of new cell 

phenotypes, characterized by a decrease in SOCE due to the downexpression of 

Orail/CRACM 1. As we have ah·eady demonstrated, this process 1s responsible for the 

apotosis resistance of androgen independent prostate cancer cells. Knocking-down 

Orail/CRACMl expression m androgen dependent prostate cancer cells leads to the 

downregulation of SOCE and th us to the appearance of apoptosis resistance. 
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No Name 

(Accession No) 

1. hTRPCI (NM_003304) 

2. hSTIMI (NM_003156) 

3. hürail (NM_032790) 

4. )3-Actin (NM_OO!lOI) 

5. hürai 1 siR NA 

6 hSTIM 1 siRNA 

Evolution de la signalisation calcique durant la cancérogenèse prostatique 

Table 1 

Primers and siRNA 

Forward 

(5' ... - 3') 

TTCCTCTCCATCCTCTTCCTCG 

GCGGGAGGGTACTGAG 

CTTCAGTGCCTGCACCACAG 

CAGAGCAAGAGAGGCATCCT 

Backward 

(5' -... - 3') 

GCTCTCAGAATTGGATCCTCCTC 

TCCATGTCATCCACGTCGTCA 

CCTGGAACTGTCGGTCAGTC 

GTTGAAGGTCTCAAACATGATC 

5'- UGAGCAACGUGCACAAUCU(dTdT)-3' 

5'- GGCUCUGGAUACAGUGCUC (dTdT)-3' 

16 

Expected 

Size (b.p) 

548 

533 

450 

209 
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Conclusion. 

Dans cet article, nous avons démontré que Orail/CRACM1 est responsable de l'entrée 

capacitive de Ca2
+ des cellules cancéreuses prostatiques androgéno-dépendantes LNCaP. 

L'expression de Orai1 ainsi que l'amplitude du courant SOC qu'elle porte diminue de façon 

significative lors de l'évolution des cellules vers l'androgéno-indépendance. Cette diminution 

d'expression entraîne une baisse de l'ECC et par conséquent induit une diminution du taux 

d'apoptose Ca2
+ dépendante de ces cellules. L'inhibition d'expression d'Orai1 par des siRNA 

protége les cellules LNCaP contre l'apoptose induite par la thapsigargine. De plus, on observe que 

dans les cellules androgéno-dépendantes, l'inhibition de l'expression d'Orai1 mime parfaitement 

cette résistance à l'apoptose Ca2
+ dépendante des cellules androgéno-indépendantes. 

Ainsi, ce travail démontre un rôle central de Orai dans l'apoptose des cellules cancéreuses 

prostatiques. Sa perte d'expression, lors la progression du cancer de la prostate vers des stades plus 

agressifs, est donc un événement crucial. Orai 1 semble donc être une cible thérapeutique très 

intéressante pour traiter les cancers prostatiques dans les stades précoces de la maladie. 
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III.B) Article 6 

« TRPV6 channel controls prostate cancer cell proliferation via 
Ca2

+ /NF AT -dependent pa th ways » 

Lehen'kyi V., Flourakis M., Skryma Rand Prevarskaya N. 

Oncogene (2007) 1-6 (inserm-00 139720) 

Depuis plusieurs années, l'étude du rôle du Ca2
+ dans le cancer de la prostate s'est 

focalisé sur l'étude de nouveaux canaux pouvant être dérégulés lors de cette pathologie. C'est 

notamment le cas pour le canal TRPV6 (TRP Vanilloid membre 6). Ce canal à forte 

sélectivité pour le Ca2
+ est fortement surexprimé dans les cancers de la prostate. 

Contrairement au canal TRPM8, son expression augmente pour les cancers les plus agressifs. 

Des études réalisées dans le laboratoire indiquent que TRPV6 participe à 

l'homéostasie calcique intracellulaire en permettant une entrée massive de Ca2
+ à partir du 

milieu extracellulaire dans les cellules cancéreuses prostatiques. Cependant, à 1 'heure 

actuelle, aucune étude n'a permis d'élucider pourquoi TRPV6 est surexrpimé dans le cancer 

de la prostate et quel est le rôle de cette entrée de Ca2
+ dans les cellules cancéreuses 

prostatiques. 
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SHORT COMMUNICATION 

TRPV 6 channel controls prostate cancer cell proliferation via 
Ca2+ /Nl_,A T -dependent pathways 
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The transient rece.ptor potential channel, subfamily V, 
member 6 {TRPV6), is strongly expressed in advauce.d 
prostate cancer aud siguificantly correlates with the 
Gleason > 7 grading, being undetectable in healthy and 
benign prostate tissues. However, the role ofTRPV6 as a 
highly Ca2 +-selective channel in prostate carcinogenesis 
remains poorly understood. Here, we report that TRPV6 
is directly involved in the control of prostate cancer cell 
{LNCaP cell line) proliferation by decreasing: (i) 
proliferation rate; (ii) cell accumulation in the S-phase 
of cell cycle and (üi) proliferating ce.ll nuclear antigen 
(PCNA) expression. We demonstrate tbat the Ca2+ 
uptake into LNCaP cells is mediated by TRPV6, witb 
the subsequent downstream activation of the nuclear 
factor of activated T -ce.ll transcription factor {NF AT). 
TRPV6-mediatetl Ca2+ entry is also involved in apoptosis 
resistance of LNCaP cells. Our results suggest that 
TRPV6 expression in LNCaP cells is regulated by 
androgen receptor, however, in a ligand-independent 
manner. We conclude tbat the upregulation of TRPV6 
Ca1 + channel in prostate cancer cells may represent a 
mechanism for maintaining a higher proliferation rate, 
increasing cell survival and apoptosis resistance as weil. 
Oncogene advance online publication, 28 May 2007; 
doi:l 0.1038/sj .onc.l21 0545 

Keywords: prostate cancer; TRPV6; Ca2 + uptake; NF AT; 
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Prostate cancer remains the most common noncutaneous 
human malignancy and the second most lethal tumor 
among men with the highest incidence in industrialized 
countries (Cooperberg et al., 2005). Androgen receptor 
(AR) and cognate ligands regulate vital aspects of 
prostate cell growth and functions, including prolifera
tion, differentiation, apoptosis and secretion (Burnstein, 
2005). The AR pathway also influences prostate patho
logical processes, such as benign prostatic hyperplasia 
and carcinogenesis. Standard therapies for prostate 
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cancer include androgen ablation, which causes tumor 
regression. However, under anti-androgen therapy, 
prostate cancer and metastases progress into an andro
gen-independent stage, causing cancer relapse with a 
more aggressive phenotype. Therefore, it is critical to 
understand the mechanisms involved in prostate cancer 
progression to develop reliable prognostic markers and 
define new treatment strategies. 

lt has been previously suggested that intracellular 
calcium is a second messenger playing a major role 
in the control of cell proliferation, difierentiation and 
apoptosis. Indeed, alterations in Ca2 ~ homeostasis 
increase proliferation (Legrand et al., 2001; Thebault 
et al., 2006), as well as induce differentiation (Vano
verberghe et al., 2004) and apoptosis (Skryma et al., 
2000; Vanden Abeele et al., 2002, 2003). According to a 
growing number of articles, cationic channels of the 
TRP (transient receptor potential) family are key players 
in calcimn homeostasis and cell physiopathology 
(Montell et al., 2002). In recent years, TRPV6 (TRP, 
Vanilloid member 6), a highly cau-selective channel, 
has emerged as a promising prognosis marker. TRPV6 
is strongly expressed in advanced prostate cancer 
and significantly corre la tes with the Gleason > 7 
grading, making it a strong marker of tumor progres
sion and subsequent invasion into healthy tissues 
(Fixemer et al., 2003; Wissenbach et al., 2004). Previous 
studies have shown that TRPV6 is involved in highly 
calcium-selective currents in prostate cells, and that it is 
tightly regulated by intracellular Ca2 + concentrations 
([Ca2 +];) (Schindl et al., 2002; Bodding and Flockerzi, 
2004; Vanden Abeele et aL, 2004). However, the precise 
role of Cau entry via TRPV6 in prostate physiopathol
ogy remains illusive. Furthermore, reports on its 
regulation by androgen are contradictory (Peng et al., 
2001 ). 

We initially studied TRPV6 protein expression in the 
LNCaP human prostate cancer cell line. Figure la 
shows detection of the expected 84 kDa TRPV6 protein. 
TRPV6 expression leve! decreased significantly after 
4 days small interfering RNA (siRNA) transfection. In 
order to study the relative contribution of TRPV6, as a 
highly Ca2 + -selective channel, to cau uptake in 
LNCaP cells, we measured [Ca2+]; in LNCaP cells after 
subsequent changes in [Ca2 +]0 • In control cells, varia
tions in [Ca2 +]0 produced significant changes in [Ca2 +]; 
(Figure lb). siRNA-TRPV6 knockdown decreased the 
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amplitude of the 2mM [Ca2 +Jo-evoked [Ca2 +];. increase. 
These data strongly suggest that TRPV6 is constitutively 
open and mediates Ca2+ uptake in LNCaP cells. Recent 
research has demonstrated that transfecting human 
embryonic kidney 293 (HEK-293) cells with TRPV6 
increases the Ca2+ -dependent cell proliferation rate, but 
the role of endogenous TRPV6 in prostate cancer cell 
growth control remains unknown (Schwarz Pt al.., 2006). 
It was, therefore, interesting to study the pLltential 
involvement of TRPV6 in LNCaP cell growth in grea ter 
depth. The number of viable prolifera ting cells, measured 
by ( 3-( 4,5-dimethy lthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphe
nyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-tetrazolium, inner salt) (MTS) 
assay, decreased significantly following TRPV6 knock
down from day 2 to 4 after transfection (DO) (Figure le). 
siRNA against AR, known to be crucial for prostate 
growth and development (Burnstein, 2005), was used as a 
positive control. W e also pe1formed a cell-cycle assay with 
propidium iodide staining to clarify TRPV6 knockdown 
efJects on the cell-cycle phase distribution of LNCaP cells 
(Figure ld). Indeed, siRNA-TRPV6 decreased the num
ber of cells entering the S-phase (siRNA-AR, used as 
positive control, evoked the same decrease). To demon
strate the specificity of the studied effects ascribed to 
TRPV6, we performed the silencing of the other 
TRP channel in the plasma membrane, TRPC3, which 
had no significant effects on bath cell proliferation 
and cell cycle (Figures le, d and f). Also, we monitored 
the protein leve! of proliferating cell nuclear antigen 
(PCNA). Figure le shows one arder decrease in PCNA 
leve! following siRNA-TRPV6 treatment being 
ahnost undetectable in siRNA-AR-treated cells. It 
was previously shawn that human primary prostate 
cancer epithelial cell proliferation was promoted by 
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store-independent Ca2 + entry and subsequent activation 
ofnuclear factor of activated T-cell (NFAT) transcription 
factor (Thebault et al., 2006). lnterestingly, co-transfecting 
LNCaP cells with siRNA-TRPV6 and pNFAT-Luciferase 
plasmid revealed that TRPV6-induced Ca2

+ entry con
tributed considerably to activa ting the promo ter of Ca2 +
dependent NF AT transcription factor (Figure lg), known 
to be involved in Ca 2+ -dependent ce li proliferation 
(Lipskaia and Lompre, 2004). Thus, TRPV6 is most 
probably involved in LNCaP cell proliferation by 
mediating cau entry, followed by the activation of 
Ca 2 + -dependent NF AT transcription factor-mediated 
signaling pathways. 

It is also weil established that [Ca2+]; increase favors 
cel! proliferation, whereas sustained [Ca2+]; increase, 
with the subsequent mitochondrial overload, has pro
apoptotic potential (for review see: Prevarskaya et al., 
2004). In this study, we investigated whether Ca2+ entry 
via TRPV6 was proapoptotic or antiapoptotic in cancer 
cells. A cell-cycle assay measured the number of 
apoptotic cells as a subG1 population. siRNA-TRPV6 
pretreatment significantly increased the number of 
apoptotic cells ( ~ 15%) as compared with ~ 35% 
induœd by siRNA-AR (Figure lf). Thus, om data 
indicate that TRPV6 expression promotes apoptosis 
resistance in the LNCaP cell line. 

Therefore, Ca2 + entry via TRPV6 may not only be a 
mechanism for maintaining a high proliferation rate but 
also for increasing cell survival and inducing apoptosis 
resistance. 

As, on the one hand, TRPV6 has previously 
been shown to be overexpressed in high-grade prostate 
cancer (Fixemer et al ... 2003; Wissenbach et al ... 2004), 
and on the other hand, prostate cancer development is 

Figure 1 Ca'+ via TRPV6 is involved in LN CaP cell prohtèration. (a) A representative western blot of TRPV6 was performed on 
LNCaP cells as compared to f.l-actin. LN CaP cells were lysed and the lysates were centrifuged at 15 000 g and 4"C for 20 min, mixed 
with Laemmli buffer and boiled at 95°C for Smin. Total protein samples were subjected to 8% SDS-PAGE and transferred to a 
nitrocellulose membrane by semi-dry Western blotting (Bio·Rad Laboratories, Marnes·La-Coquette, France). The membrane was 
probed using rab bit polyclonal anti-TRPV6 (Aiomone Labs Ltd, Jerusalem, Israel, 1/200) and anti·f.l-actin (Lab Vision Co., Fremont, 
CA, USA, 1/1 000) antibodies followed by secondary antibodies. The bands on the membrane were displayed using enhanced 
chemilwninescence method (Pierce Biotechnologies Inc., Rockford, IL, USA). Densitometric analysis was performed using a Bio-Rad 
image acquisition system (Bio· Rad Laboratories). (b) The effects of TRPV6 inhibition on Ca'+ entry into LN CaP cells. LN CaP cells 
were plated onto glass covershps and transfected with functional noncoding siRNA#I as a wntrol and siRNA-TRPV6. Cells were 
loaded with 4 flM Fura-2 AM in the growth medium at room temperature for 45 min. [Ca'+]; was measured after subsequent [Ca'+Jo 
switches, as indicated; n ~ 150 cells for each condition. (c) Cell proliferation of LNCaP œlls measured using the CeiiTiter 96 Aqueous 
One Solution ce li proliferation assay (Promega, Charbonnier, France). LNCnP cells were plated in 96-well plate and transfected using 
'Gene porter 2' (Gene Therapy Systems Inc., San Diego, CA, USA) reagents, with a functional noncoding siRNA#l (Dhannacon 
Research Iuc., Chicago, IL, USA) as a c,outwl, siRNA-TRPV6 (siTRPV6 (5'·CCUGCUGCAGCAGAAGAGGTr-3'), 200nM, 
transfected at DO), siRNA·TRPC3 (siTRPC3 (5'-UGAUGUGGUCUGA.AUGUAA(dTdT)-3'), 200nM, transfected at DO) and 
siRNA·AR (siAR (5'-GACUCAGCUGCCCCAUCCATI-3'), 200nM, transfected at DO) as a positive control. Asterisks denote 
statistical significance as compared to control cells; * P<0.05, ** P<O.Ol; n~4. (d) A cell-cycle distribution of LNCaP cells treated as 
above, carried out by flow cytometry of the cells stained with propidium iodide and analysed within 2h on a FACScan flow cytometer 
(Becton·Dickinson, San Jose, CA, USA). Asterisks denote statistical significanœ as compared to control œlls; * P<0.05, ** P<O.Ol; 
n ~ 3. (e) A western blot of PCNA. The membrane was probed using mouse monoclonal anti-PCNA (Santa.Cruz, 1/1000) and anti-f.l· 
actin (Lab Vision Co., 1/1000) antibodies, followed by secondary antibodies; n= 3. (1) An apoptosis assay carried out by flow 
cytometry, as described above, on a subG 1 population of LNCaP cells. Asterisks denote statistical significance; *P<O.OI vs control, 
** P<O.OI vs siTRPV6 treatment; n ~ 3. (g) Ca'+ entry via TRPV6 is involved in the activation of Ca'+-dependent transcriptional 
factor, NFAT. Cells were co·trausfected with a functional noncoding siRNA#I and pNFAT·Luciferase vector (Promega), pNFAT· 
Luciferase vector and siTRPV6 and siAR, respectively. In addition, ali the œlls were pre-transfected with f.l-galactosidase reporter 
vector (Prame ga) to normalize the results. The comparative histogram shows the effects of TRPV6 on NFAT signaling; * P <0.0 1 vs 
control (CT)+vector; n~3. AR, androgen receptor; NFAT, nuclear factor of activated T-cell; PCNA, proliferating œil nuclear 
antigen; SDS-PAGE, sodimn dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis; TRPV6, transient receptor potential channel, 
subfamily V, member 6. 
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androgen dependent (Bumstein, 2005), we investigated 
whether trpv6 gene regulation was under AR control. 
Three approacht:s were used to study TRPV6 regulation 
by androgen in the LN CaP human cancerous androgen
responsive cell line: (i) siRNA-AR, (ü) AR-selective 
ligand dihydrotestosterone (DHT, 1 nM) and (iii) AR
selective antagonist Casoda (1 0 pM). The se approaches 
were previously used to demonstrate a direct positive 
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regulation by AR of TRPM8, another channel in the 
TRP family (Bidaux et al., 2005). In this study, AR 
knockdown by 200 nM si RNA significantly decreased 
TRPV6 mRNA after 48h and protein levels 72h after 
transfection (Figures 2a and b). These data were 
confirmed by immunocytochenùstry (Figure 2h). In the 
series of Ca1 + imaging experiments, we studied whether 
Ca1 + uptake into LNCaP cell was affected by siRNA 
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against AR. Figure 2c shows that Ca2+ uptake is 
substantially suppressed upon AR knockdown. ln these 
experiments, the amplitude of the global rcsponse, but 
not the initial rate of Ca 2 + increase, has been affected by 
siRNA-AR treatment, suggesting that sorne other (AR 
independent) proteins could be involved in the first phase 
of the response to the 'Cal+ add back' assay. Thus, the 
results suggest that AR regulates the TRPV6 expression 
and/or activity. To elucidate the nature of this regula
tion, LNCaP cells grown in 2% serum-supplied Rosewell 
Park Memorial Institute (RPMI) medium were treated 
with either 1 nM DHT AR-sdective agonis! or 10 pM 
Casodcx-selective antagonist for 24 h (Figure 2d). Both 
DHT and Casodex had no significant effect on TRPV6 
mRNA expression (Figure 2e). DHT/Casodex effects 
were already studied in the context of androgen 
regulation of TRPV6 (Peng et al., 2001; Bodding et al., 
2003; Vanden Abeele et al., 2003). We believe that these 
variations in TRPV6 expression were too weak (for 
example, 0.6- and 1.5-fold changes upon DHT/Casodex 
treatments, respectively; Peng et al., 2001) to suggest 
any ligand dependency of AR regulation of trpv6 gene as 
compared to known androgen regulation of other TRP 
channel, for example, TRPM8 in LNCaP (live- to 
sLx-fold increase upon DHT treatment; Bidaux et al., 
2005). The absence of consistency/reproducibility in 
agonist/antagonist treatments had led us lo check 
whether the functional blockade of AR affected TRPV6 
protein expression. Thus, androgen deprivation 
for 6 days was used. In LNCaP cells, this treatment led 
to only a 1.8-fold increase in TRPV6 protein expression 
levels. These variations in both TRPV6 and AR protein 
levels are presented in Figure 2f. Taking the role of AR 
in differentiation of LNCaP cells upon androgen 
deprivation (Vanoverberghe et al., 2004), it is likely that 
AR preserves its functionality. The addition of 1 nM 
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DHT to LN CaP cells deprived of steroids for 6 days did 
not lead to any significant change in either TRPV6 or 
AR mRNA expression levels (Figure 2g). The fact that 
the functional status of AR, that is, transcriptional 
activity, strongly correlates with its phosphorylation 
sta!Lts other thau activation by androgens, has already 
been considered for the treatment of prostate cancer 
(Wang et al., 1999). lncreasing evidence indicates 
that androgens may also have an indirect influence 
on the expression of genes thal do not contain AR
responsive elements, by modulating the activity of 
other transcription factors, mediating growth factor 
expression in paracrine or autocrine mode, or inducing 
changes in the production of othcr hormones (Korkmaz 
et al., 2002; Xiao et al., 2005). We chose another 
steroid receptor, vitamin D 3 receptor (VDR), as a 
positive mode! of TRPV6 regulation, since trpv6 has 
already been identified as a VDR-regulated gene (Wang 
et al., 2005). Unlike DHT, 1,25-dihydroxyvitamin D3 
increased TRPV6 mRNA expression in a steroid 
containing RPMI medium in a dose-dependent manner 
(Figure 2i). Taken together, these data on tlpv6 gene 
regulation suggest that tlpv6 is not a direct AR
responsive gene, however, the presenœ of AR is needed 
in this cel! type to maintain the expression of TRPV6. 
We conclude that TRPV6 is regulated by AR in ligand
independent manner and probably constitutes an essen
tial cofactor of trpv6 gene transcription in prostate 
cancer cells. 

In summary, this research demonstrated for the first 
time that Ca2+ entry via TRPV6 controlled proliferation 
directly and promotecl apoptosis resistance in prostate 
cancer cells. ln view of strong correlation of TRPV6 
with the Gleason > 7 tumor grading in prostate cancer, 
this channel is a promising therapeutic target for the 
development of new treatments. 

Figure 2 TRPV6 is an indirect androgen-dependent gene. The effects of AR knockdown on: (a) mRNA and (b) protein levels of 
TRPV6 and AR üself, compared to ,6-actin. (c) The effects of AR 'ilencing on Ca'+ entry into LNCaP cel! s. LNCaP cells were plated 
onto glass coverslips and transfected with functional noncocling siRNA#l as a control and siRNA-AR. Cells were loaded with 4/IM 
Fura-2 AM in the growth medium at room temperature for ·t'imin. [Ca'+]; was measured aCter subsequent [Ca'+Jo switches, as 
indicated; n = 150 cells for each condition. (d) The effects of AR agonis! DHT (1 nM) and AR antagonist Casodex (Csdx, 10 !lM) for 1 
day on TRPV6 and AR mRNA levels as compared to ,6-actin. (e) The corresponding lristogram of the DHTjCsdx effects on TRPV6 
mRNA expression in LN CaP cells. (1) Effects of steroid deprivation (SD) on TRPV6 and AR protein levels as compared to ,6-actin. (g) 
EtTects of 1 nM DHT on TRPV6, AR and prostate-specifie antigen (PSA) as a control, mRNA expression levels in LN CaP cell line 
after 6 days of SD. (hl Immunocytochemistry of TRPV6 (red) and AR (green) in LNCaP cells following reciprocal knockdown by 
siAR and siTRPV6. Cells grown on glass coverslips were fixed in 3.5% paraformaldehyde in phosphate-butTered saline (PBS), then 
washed in PBS and stained with bath r<>bbit polyclonal anti-TRPV6 antihody (Aiomone Labs Ltd., 1/200) and mouse monoclonal 
anti-AR (Neomarkers, 1/500). Alexa Fluor 546 goal anti-rabbit IgG (Molecular Probes, Cergy Pontoise, France, l/4000) was used as a 
secondary antibody for TRPV6 staining and Alexa Fluor® 488 donkey anti-mouse IgG (Molecular Probes, 1/4000) for AR staining. 
Fluorescence analysis was canied out using a Carl Zeiss Laser Scanning Systems LSM 510 oonnected to a Zeiss Axiovert 200M with 
63 x 1.4 nurnerical aperture oil immersion lens at room temperature. and data were processed u'ing Carl Zeiss LSM Image Examiner 
software. (i) Effects of 100 nM 1,25-dihydroxyviramin D3 on TRPV6 mRNA level in LNCaP cells. PCR: total RNA was isolated using 
the guanidiwn thiocyanate-phenol-chlorofonn extraction procedure, reverse transcribed using moloney murine leukemia (MuL VJ 
reverse transcriptase (Perkin Elmer, Courtaboeuf, France). The following primers were used for PCR: TRPV6 (NM_018646), FI· 
ATGGTGATGCGGCTCATCAGTG; BI: GTAGA~AGTGGCCTAGCTCCTCG; AR (NM_000044), FI: TGTCCATCITGT 
CGTCTTCG; BI: CTGGAGTTGACATTGGTGAAGG; PSA (NM_001648), FI: CTCACCCTGTCCGTGACGTGGATT; BI. 
AAGCTGTGGC'TGACCTGAAATA; ,8-actin (NM_OOI!Ol), FI: CAGAGCAAGAGAGGCATCCT; BI: GTTGAAGGTC'TC 
AAACATGATC. DNA amplification procedure included an initial 5min denaturation step at 95°C, and 33 cycles of 30 s at 95°C, 30 s 
at 59°C, 30 s at 72"C, and fin ally 7 min at 72°C. Ali experiments were performed at least three times, unless otherwise stated. Bath PCR 
and western blotting bands were quantified using densitometric analysis option in the Bio-Rad image acquisition 'ystem (Bio-Rad 
Laboratories). See Figure 1 for western blotting specifications. AR, androgen receptor; Csdx, Casodex; DHT, dihydrotestosterone; 
PBS, phosphate-bHtTered saline; SD, steroid deprivation; TRPV6, transient receptor potential channel, subfa:mily V, member 6. 
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Conclusion. 

Dans cette étude, nous avons donc montré que 1' entrée constitutive de Ca2
+ par 

TRPV6 est responsable d'une part du contrôle de la prolifération des cellules cancéreuses 

prostatiques en régulant l'activité du facteur de transcription NFAT, et d'autre de la 

résistance à 1' apoptose de ces cellules. Comme ce canal est surexprimé dans des cancers de la 

prostate les plus agressifs (Gleason>7), c'est un candidat intéressant pour le développement 

de nouvelles stratégies thérapeutiques visant les cancers les plus avancés. 

163 



Discussion 

«Il y a un proverbe chinois qui ne dit rien. 

Il m'arrive de le citer quand je n'ai rien à dire ... » 

Philippe Geluck 

Extrait de Ma langue au chat 



Discussion 

1) Le translocon : canal de fuite majoritaire des cellules 

cancéreuses prostatiques humaines. 

Au cours de cette première partie de notre travail, nous avons démontré, à 1' aide des 

techniques d'imagerie calcique, de microscopie confocale et de patch-clamp, que le 

translocon est impliqué dans la fuite passive de calcium du réticulum endoplasmique vers le 

cytoplasme. 

La concentration de calcium luminale joue un rôle essentiel dans la modulation de 

nombreux processus physiologiques tels que la maturation des protéines, la régulation de 

l'expression des gènes et l'apoptose (Nicotera and Rossi 1994; Berridge 1995). Dans les 

cellules LNCaP, il a été démontré, par des substances pharmacologiques telles que la 

thapsigargine, que la vidange des stocks calciques intracellulaires, pouvait induire 1'apoptose 

des cellules (Skryma et al. 2000). De plus, dans les cellules cancéreuses prostatiques 

androgéno-dépendantes, 1' activation des canaux calciques de type SOC, à la suite de la 

déplétion des stocks par la thapsigargine, pouvait également provoquer l'apoptose de ces 

cellules. Dès lors, il est important d'identifier les différents mécanismes intervenant dans la 

baisse de la concentration de calcium dans le RE et donc dans la régulation du processus 

apoptotique. C'est notamment le cas des canaux de fuite calcique, dont le translocon serait un 

candidat potentiel. 

LA) Conditions physiologiques pendant lesquelles a lieu la fuite 

passive de calcium 

Le translocon est un complexe multimoléculaire de la membrane du RE pouvant avoir 

un rôle dans la fuite de calcium. Heritage et Wonderlin (Heritage and Wonderlin 2001) ont 

démontré que le translocon est perméable aux ions et aux petites molécules neutres. Ils ont 

démontré également que cette perméabilité augmente en traitant les cellules avec de la 

puromycine. Ainsi, la perméabilité du RE est couplée à la traduction. En ce qui concerne la 

perméabilité du translocon au calcium, des études préliminaires effectuées sur des cellules 

pancréatiques de souris (Lomax et al. 2002) ont montré que la fuite calcique globale 

augmente en présence de puromycine. 

Dans notre étude, nous avons observé que la puromycine pouvait induire la fuite 

passive de calcium à partir du RE des cellules cancéreuses prostatiques humaines. En effet, la 

puromycine est un inhibiteur de la traduction. Elle agit en libérant la chaîne polypeptidique 

naissante du canal du translocon tout en laissant le ribosome fixé sur celui-ci. Ainsi, le 
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translocon est maintenu en configuration ouverte (Roy and Wonder/in 2003) ce qui permet au 

calcium qui se trouve à l'intérieur du RE de fuir vers le cytoplasme. De plus, un 

prétraitement avec de 1' anisomycine, qui agit en amont de la puromycine et prévient la 

fixation du ribosome sur le translocon, inhibe la fuite calcique induite par la puromycine. 

Nous avons également vérifié l'action de l'anisomycine sur l'activation du translocon grâce à 

la technique d'immunofluorescence et à la mesure de la colocalisation entre le translocon 

(Sec61) et le ribosome (sous-unité 60S). Ainsi, lors d'un prétraitement d'une heure avec 

l'anisomycine 200J.LM, la colocalisation entre le translocon et le ribosome diminue. Le 

nombre de translocons ouverts serait donc plus faible et de ce fait la fuite calcique est 

diminuée. 

Ainsi, la fuite calcique transitant par le translocon pourrait avoir lieu dans des 

conditions physiologiques. En effet, comme le montre 1' équipe de Nicchitta (Potter and 

Nicchitta 2002), à la fin de la traduction il y a une association stable entre le ribosome et le 

translocon. A ce moment, la chaîne polypeptidique naissante est absente du canal du 

translocon (ceci est mimé dans nos conditions expérimentales par la puromycine). Il faut 

également noter que des ouvertures spontanées du translocon ont été observées (Simon et al. 

1989) : la fuite de calcium pourrait également se produire à ce moment. Ces données sont 

résumées dans la figure 24. 
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Figure 24 : La fuite passive de calcium via le translocon a lieu dans des conditions physiologiques 
particulières 

Nos expériences démontrent également que la fuite induite par la puromycine n'est 

pas modifiée par la présence d'inhibiteurs des récepteurs IP3 et des récepteurs à la ryanodine. 

Un prétraitement avec des inhibiteurs des récepteurs IP3 ou des récepteurs à la ryanodine ne 

166 



Discussion 

modifie pas la fuite passive induite par la puromycine. Par ailleurs, un prétraitement avec de 

l'anisomycine, qui inhibe la fuite passive transitant par le translocon, ne fait pas varier la 

vidange induite par l'IP3. Ceci démontre donc que la fuite engendrée par la puromycine est 

indépendante des récepteurs IP3 et des récepteurs à la ryanodine. De ce fait, la fuite 

provoquée par la puromycine est spécifique du translocon. 

Pour la première fois, nous avons démontré que le translocon est un canal de fuite 

calcique. En raison de l'ubiquité du translocon dans les cellules de mammifères, nos résultats 

suggèrent que la fuite de calcium par le translocon au cours de la synthèse protéique pourrait 

être un processus ubiquitaire dans la physiologie cellulaire. Néanmoins, le rôle physiologique 

de la fuite calcique transitant par le translocon reste actuellement inconnu. 

LB) Le translocon est impliqué dans la vidange de calcium 

réticulaire induite par la thapsigargine 

Après avoir mis en évidence le rôle du translocon comme canal de fuite passif, nous 

nous sommes intéressés à l'importance de la fuite par le translocon. Le translocon est-il l'un 

des canaux de fuite majoritaire de la cellule ? La vidange induite par la puromycine, la 

thapsigargine ou l'EGTA est inhibée par l'anisomycine. Le translocon serait donc impliqué 

de façon majoritaire dans la vidange déclenchée par ces substances. Cependant, ce même 

prétraitement ne bloque pas totalement la vidange, en effet nous avons observé une petite 

vidange résiduelle. Ces expériences semblent indiquer que le trans locon serait 1 'un des 

canaux de fuite principaux des cellules cancéreuses prostatiques humaines. Néanmoins, il 

existerait d'autres canaux de fuite dont la nature moléculaire est inconnue à ce jour. Ceci se 

révèle d'autant plus intéressant que la mise en évidence d'un des canaux de fuite principaux 

va faciliter l'étude des autres canaux, dont la fuite est facilement masquée par celle transitant 

massivement par le translocon. 

Ces résultats permettent de caractériser, et ce, pour la première fois, l'un des 

mécanismes d'action de la thapsigargine. L'inhibition du translocon par l'anisomycine 

réduit l'amplitude de la vidange réticulaire induite par la thapsigargine. La fuite 

passive de calcium du RE transite donc en grande partie par le translocon. 
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I.C) La vidange transitant par le translocon active un courant 

calcique de type SOC 

Comme nous 1' avons vu précédemment, le translocon intervient dans la fuite passive 

de calcium en provoquant la vidange réticulaire. Or, il est connu que la vidange réticulaire 

active des canaux calciques de type SOC se trouvant sur la membrane plasmique ayant pour 

rôle le remplissage des stocks intracellulaires via la phospholipase A2 (iPLA2) qui produit 

des lysophosholipides. Ces lysophospholipides activent directement les canaux SOC. Ces 

canaux sont impliqués dans de nombreux processus physiologiques. Par exemple, dans les 

cellules LNCaP, l'activation de ces canaux par la thapsigargine provoque l'apoptose de ces 

cellules. Nous avons donc déterminé, à l'aide d'études électrophysiologiques, que ces canaux 

pouvaient être activés par la vidange réticulaire transitant par le translocon. La puromycine 

induit l'activation d'un courant calcique de type SOC similaire au courant SOC activé par la 

thapsigargine. 

Ainsi, dans nos conditions expérimentales, le translocon peut laisser fuir le 

calcium à partir du RE induisant alors l'activation des canaux calciques de type SOC. 

De ce fait, la fuite transitant via le translocon pourrait jouer un rôle très important 

dans la régulation de nombreux processus physiologiques. En effet, la concentration de 

calcium dans le RE peut moduler l'apoptose. De plus, l'influx de calcium induit par 

l'activation des SOCs peut également moduler ces mêmes phénomènes. Comme l'illustre la 

figure 25, la fuite de calcium (en particulier celle transitant par le translocon) fait partie 

intégrante de la signalisation calcique intra-cytoplasmique. En effet, celle-ci se trouve à un 

« carrefour » de régulation entre les signaux modulés par le RE et les signaux calciques 

provenant de la membrane plasmique. Ainsi, une modulation de la fuite calcique traversant le 

translocon pourrait provoquer une variation de la régulation de la signalisation calcique et 

donc déclencher des processus physiologiques aussi divers que la prolifération, l'apoptose ou 

la différenciation. 

I.D) Conclusion 

Notre travail nous a donc permis d'identifier, et ce pour la première fois, que le 

translocon est le canal de fuite majoritaire des cellules cancéreuses prostatiques 

humaines. Celui-ci serait donc impliqué de façon physiologique dans la vidange passive 

du réticulum endoplasmique et dans l'activation des canaux calciques de type SOC. Le 

translocon serait donc un élément majeur de la signalisation calcique en régulant d'une 

part la concentration de calcium dans le RE et d'autre part en participant à tous les 

processus physiologiques régulés par le Ca2
+ intracellulaire. 
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Grâce à ce travail, nous avons également mis en évidence l'un des mécanismes 

d'action de la thapsigargine, molécule couramment utilisée en recherche sur la 

signalisation calcique et actuellement en essai clinique dans le cadre de traitements du 

cancer de la prostate. 
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Figure 25 : Schéma hypothétique représentant le rôle central du translocon dans l'activation des SOCs. 
Lors d'une vidange transitant par le translocon, le CIF serait re/argué du RE activant l'iPLA2. Cette 
protéine activée produit des lysophospholipides responsables de l'ouverture des canaux SOC. En parallèle 
de cette voie, il existe les SOCs activés par le couplage conformationel avec les IP3R. 
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II) Rôle de TRPM8 dans la physiopathologie prostatique. 

L'expression du gène trpm8 dans la prostate a été décrite 2001 lorsque Tsavaler et col 

ont reporté la présence de l' ARNm de TRPM8 dans le tissu de la prostate humaine (Tsavaler, 

Shapero, Morkowski et al. 2001). L'année suivante, les groupes de Julius et Patapoutian ont 

démontré que TRPM8 était exprimé dans les neurones sensoriels de la moelle épinière où il 

fonctionnait comme un récepteur au froid (McKemy, Neuhausser and Julius 2002; Peier, 

Moqrich, Hergarden et al. 2002). Depuis, plusieurs études ont reporté l'expression de 

TRPM8 dans différents tissus dont le foie (Henshall, Afar, Hiller et al. 2003), les muscles 

lisses des artères (Yang et al. 2006), ou encore les cellules papillaires de la langue (Abe et al. 

2005). 

Cellule épithéliale 
intermédiaire 

Cellule épithéliale 
basale 

.... 

Cellule épithéliale 
apicale 

> 
Cellule cancéreuse 
stade T2 

Cellule métastasique 
Figure 26: Représentation schématique de l'expression et de la localisation de TRPM8 au cours de la 
différenciation épithéliale apicale puis au cours de l'oncogenèse des cellules prostatiques. ERTRPM8 
représente l'activité de TRPM8 dans la membrane du RE alors que PMTRPM8 représente l'activité de 
TRP M8 sur la membrane plasmique. La flèche représente l'activité du récepteur aux androgènes 
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En se basant sur ces études et sur nos travaux portant sur 1' expression de TRPM8 au 

cours de la différenciation apicale des cellules épithéliales de la prostate, nous avons proposé 

un modèle expliquant la régulation des fonctions de TRPM8 au cours de l'oncogenèse (figure 

26). Les cellules cancéreuses apicales surexpriment fortement TRPM8 et possèdent les deux 

fonctions ERTRPM8 et PMTRPM8. Cette dernière est considérablement stimulée lors du 

cancer. Ce modèle correspond bien au phénotype cancéreux « peu proliféra tif» et 

« hypersécrétoire » (révélé par le taux sanguin de PSA) des cancers intracapsullaires de la 

prostate. Au fur et à mesure de 1' acquisition de mutations, le cancer devient métastatique, 

s'affranchit en partie du récepteur aux androgènes ou détourne sa fonction de contrôle de la 

différenciation apicale au bénéfice de la prolifération (Karayi and Markham 2004; Reddy et 

al. 2006). Lors de cette transition, la décroissance de 1' activité PM TRPM8 est due soit à une 

répression génique (diminution de la transcription) soit à l'inhibition de la translocation vers 

la membrane plasmique (ex: lignée LNCaP). Cependant, la fonction ERTRPM8 se maintient, 

probablement pour stimuler la prolifération. 

Les travaux effectués au cours de ma thèse ont également permis de mettre en évidence 

que le canal TRPM8 est aussi bien exprimé dans les cellules épithéliales que dans les cellules 

musculaires lisses. Cependant, outre la forme classique connue, nous avons identifié une 

forme fonctionnelle tronquée de ce canal. La double localisation de TRPM8 sur la membrane 

du RE et sur la membrane plasmique complexifie la compréhension de son rôle dans la 

prostate. Nous commencerons donc par discuter le rôle hypothétique de la fonction 

plasmatique avant d'aborder le rôle de la fonction réticulaire. 

II.A) Rôle de TRPM8 membranaire 

D'après nos travaux, le canal TRPM8 classique est principalement exprimé dans la 

zone péri-luminale des cellules apicales épithéliales de la prostate. Nos résultats 

d'électrophysiologie ont démontré la fonctionnalité de TRPM8 dans les membranes 

plasmiques et réticulaires. Néanmoins, TRPM8 semble aussi localisé dans les vésicules de 

sécrétion des cellules apicales épithéliales. 

Compte-tenu des travaux publiés sur la translocation stimulée de TRPC5 et TRPV5 

respectivement dans les vésicules des neurones et de 1' épithélium rénal, il est fortement 

probable que TRPM8 soit présent dans les vésicules de sécrétion des cellules sécrétrices 

matures (Bezzerides et al. 2004; Lambers et al. 2006). Le canal TRPM8 pourrait soit 

participer directement au phénomène de sécrétion, soit être acheminé à la membrane 

plasmique pour y remplir son rôle. 
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La fusion des vésicules de sécrétion avec la membrane plasmique nécessite un 

remodelage des lipides membranaires afin d'augmenter la proportion des lipides à capacité 

fusiogène comme les lysophospholipides (Karli et al. 1990; Roldan and Fragio 1993). Or, la 

phospholipase A2 est connue pour jouer un rôle dans le remodelage de la composition 

lipidique des membranes (Balsinde et al. 1995; Balsinde et al. 1997; Kudo and Murakami 

2002), ainsi que dans la sécrétion stimulée d'insuline par les cellules 13 de Langerhans dans la 

pancréas (Ma et al. 2001). 

En accord avec notre travail sur l'activation du canal TRPM8 par les 

lysophospholipides (Vanden Abeele et al. 2006), il est probable que TRPM8 puisse être 

activé pendant la fusion vésiculaire et ainsi provoquer l'entrée de Ca2+ dans le cytosol afin 

d'activer des protéines Ca2+-dépendantes intervenant dans la fusion membranaire. 

Néanmoins, TRPM8 pourrait aussi intervenir en aval de la fusion vésiculaire. 

De plus, dans la prostate, la sécrétion a pour but de libérer de nombreuses substances 

dans le liquide séminal comme la PSA, la PAP, le zinc (Zn2+), le citrate et d'autres 

molécules. TRPM8 pourrait éventuellement participer à la sécrétion du Zn2+. Bien que 

n'ayant pas de rôle direct dans la reproduction, le Zn2+ agit comme anti-bactérien, protège le 

citrate de 1' oxydation par la ~--t-aconitase, inhibe en partie 1' activité du PSA dans le sperme et 

participe à la stabilisation de la chromatine des spermatozoïdes (Evenson et al. 1993; 

Costello and Franklin 1998; Malm et al. 2000). D'autre part, plusieurs études ont mis en 

évidence le lien étroit entre diminution des concentrations des ions Zn2+ et Ca2+ dans le 

liquide spermatique avec l'infertilité (Chia et al. 2000). 

Or, TRPM8 est un canal cationique dit « non-sélectif» car il transporte indifféremment 

les cations monovalents et divalents. Des résultats non publiés du laboratoire ont confirmé 

que la perméabilité au Zn2+ de TRPM8 est quasi identique à celle du Ca2+. Ainsi, en tenant 

compte de la sélectivité de TRPM8 pour cet ion et du gradient électrochimique du Zn2+, il est 

très probable que 1' ouverture de TRPM8 sur la membrane luminale des cellules apicales de la 

prostate laisse passer l'ion Zn2+ dans une proportion importante. 

En conclusion, l'analyse de nos résultats nous conduit à penser que l'activité PMTRPM8 

pourrait participer au phénomène de sécrétion du liquide prostatique. 
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II.B) Rôle de TRPM8 réticulaire 

Comme nous l'avons décrit, la vidange réticulaire de Ca2
+ par le canal TRPM8 entraîne 

l'activation de ECC. Ainsi, le premier rôle de TRPM8 réticulaire (ERTRPM8) pourrait 

simplement d'être de participer à l'activation de l'ECC, elle-même nécessaire au remplissage 

des stocks réticulaires de calcium. Ce remplissage des stocks assure 1 'homéostasie calcique, 

mais aussi la régulation des grandes fonctions physiologiques comme la prolifération et 

1' apoptose. 

Cependant les différents travaux portant sur le rôle de ERTRPM8 indique un rôle 

beaucoup plus vaste de ce canal. Il faut toutefois distinguer le type cellulaire étudié. 

II.B.l) Dans les cellules musculaires lisses. 

Les cellules musculaires lisses sécrètent de nombreux facteurs (hormones, facteurs de 

croissance) qui vont agir de façon paracrine sur l'épithélium adjacent pour contrôler sa 

croissance. Parmi les différents facteurs étudiés, une des voies hormonales les mieux décrites 

dans les cellules musculaires lisses prostatiques est la voie alpha1-adrénergique. 

Dans les cellules musculaires lisses innervées par le système nerveux autonome, la 

stimulation des récepteurs a-adrénergiques entraîne la production d'IP3 via l'activation de la 

PLC, qui vidange les stocks calciques intracellulaires contribuant ainsi à la dépolarisation 

membranaire et à la contraction (Amedee and Large 1989; Huang, Maher and McCormick 

1999). A ce titre, les antagonistes a-adrénergiques sont couramment utilisés dans le 

traitement symptomatique des hyperplasies bénignes de la prostate (HBP) afin de relaxer le 

muscle lisse (Hedlund and Hedlund 1999; Schwinn and Priee 1999). 

Les travaux effectués au cours de ma thèse ont permis d'identifier un nouveau 

mécanisme de contraction de ces cellules indépendant de la voie des récepteurs a

adrénergiques. Nos résultats démontrent l'expression d'une isoforme de TRPM8 dans les 

cellules musculaires lisses prostatiques. D'après nos premiers résultats, il ne s'agit pas de la 

forme longue classique présente sur la membrane plasmique des cellules épithéliales. L'étude 

de la structure de l' ARN et de la protéine renforce l'hypothèse de l'existence d'une isoforme 

tronquée de TRPM8 dans ces cellules musculaires. Cette isoforme de TRPM8 est 

fonctionnelle sur la membrane du RE et son activation provoque une vidange massive du 

Ca2
+ réticulaire. Cette étude permet de mettre en évidence, et ce pour la première fois, un rôle 

physiologique de TRPM8 dans la prostate. Ainsi, la contraction des cellules musculaires 

lisses prostatiques interviendrait dans la sécrétion du liquide prostatique indispensable à 

l'activation des spermatozoïdes. Cette étude représente donc une base de recherche pour de 

nouvelles cibles thérapeutiques contre l'infertilité masculine. 
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II.B.2) Dans les cellules épithéliales. 

Le rôle de TRPM8 réticulaire dans les cellules épithéliales prostatiques est plus 

complexe à élucider. En effet, en fonction de l'état de différenciation des cellules, l'activité 

de TRPM8 réticulaire est composée de la forme classique et de la forme courte de TRPM8. 

En effet, dans les cellules de la prostate, la fonction ERTRPM8 est la résultante de 

l'expression de la forme classique de TRPM8 et d'une isoforme de TRPM8. Comme nous 

l'avons démontré, la forme classique de TRPM8 est androgéno-dépendante alors que la 

forme courte réticulaire n'est pas sensible aux androgènes. Ainsi, l'isoforme de TRPM8 est 

toujours présente quelle que soit l'activité du récepteur aux androgènes et donc ne dépend 

pas de la différenciation des cellules. Les cellules épithéliales prostatiques normales sont 

sensibles aux androgènes et expriment donc la forme classique de TRPM8. Ainsi, l'activité 

réticulaire dans ces cellules est une combinaison des deux isoformes. La même combinaison 

est présente dans les cellules épithéliales cancéreuses. Dans les cellules où l'activité du 

récepteur aux androgènes est la plus faible, seule l'isoforme tronquée de TRPM8 est présente 

sur le RE (figure 27). 

Par ailleurs, certains résultats obtenus au cours de ma thèse semblent indiquer que 

TRPM8 est localisé dans des régions spécifiques de la membrane du RE. En effet, TRPM8 

serait localisé dans des régions du RE qui sont très proches des mitochondries. Ainsi, 

l'activation de TRPM8 réticulaire induit une augmentation de la [Ca2+]m. 

De plus, il a été démontré que la recapture soutenue du Ca2
+ par les mitochondries 

entraîne l'activation du Pore Transitoire de Perméabilité (PTP) et provoquerait ainsi la 

libération vers le cytoplasme de deux facteurs pro-apoptotiques : le cytochrome C et l' AIF 

(Apoptosis Inducing Factor) (Korge and Weiss 1999). Paradoxalement, d'autres travaux 

démontrent que l'augmentation transitoire et cyclique de [Ca2+]m induit la stimulation du 

cycle de Krebs par l'activation des pyruvate-, isocitrate- et oxoglutarate-déhydrogénases. 

Cette stimulation conduit à une augmentation de la synthèse d'ATP au sein des 

mitochondries. La synthèse optimale d'ATP par les mitochondries a été observée pour une 

concentration de [Ca2+]c d'environ 1 )lM, ce qui représente la concentration atteinte 

localement lors d'une vidange réticulaire (Moreno-Sanchez 1985). La balance entre 

apoptose/prolifération serait alors définie par l'intensité et la durée de cette augmentation de 

[Ca2+]m. 
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Figure 27: Variation de l'activité de TRPM8 réticulaire en fonction de l'état de différenciation des 
cellules épithéliales prostatiques. 

Ainsi, dans les cellules n'exprimant que l'isoforme de TRPM8 (les cellules basales et 

les cellules intermédiaires), l'activité de TRPM8 réticulaire est assez faible, ce qui n'entraîne 

qu'une faible augmentation de la [Ca2+]m. Nous pensons que le rôle de l'activité ERTRPM8 

est de moduler le cycle cellulaire. En effet, les cellules basales ont un taux de prolifération 

très élevé et sont considérées comme étant le compartiment de réserve de l'épithélium 

prostatique. L'expression de la forme classique de TRPM8 est, quant à elle, concomitante à 

la différentiation des cellules apicales intermédiaires en cellules apicales sécrétrices matures, 

qui ne prolifèrent plus. Dans ces cellules, l'activité de TRPM8 réticulaire est donc 

considérablement augmentée. L'augmentation de la [Ca2+]m semble donc être beaucoup plus 

soutenue. Nous pensons donc que l'augmentation de l'activité ERTRPM8 due à l'expression 

de la forme classique de TRPM8 est associée à la génération d'un signal calcique différent 

dont le rôle ne serait plus de moduler la prolifération mais peut-être de participer soit à 

l'activité de sécrétion, soit à l'apoptose des cellules sécrétrices matures. 

En conclusion, nous pensons que le rôle du signal calcique engendré par 

l'activation de TRPM8 est différent selon les isoformes présentes sur la membrane du 
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RE et selon leur quantité. Ainsi, lorsque seule l'isoforme réticulaire est présente, 

TRPM8 pourrait intervenir dans la régulation de la synthèse d' ATP et participer 

indirectement à la prolifération des cellules. Alors que la présence supplémentaire de la 

forme classique de TRPM8 pourrait intervenir dans la sécrétion ou l'apoptose des 

cellules. Dans les deux cas, TRPM8 semble jouer un rôle essentiel dans la fonction 

physiologique de la prostate. 

111) Evolution de la signalisation calcique durant la 

cancérogenèse prostatique 

Il est généralement admis que le cancer de la prostate résulte plutôt d'un défaut 

d'apoptose des cellules épithéliales lié entre autres à la surexpression de l'oncoprotéine Bcl-2 

et de la différenciation des cellules épithéliales cancéreuses en cellules neuroendocrines que 

d'un excès de prolifération (Raffo et al. 1995; Skryma et al. 2000; Fixemer et al. 2002). 

Néanmoins, des études rapportent que le contrôle de la croissance cellulaire par des facteurs 

de croissance et des hormones se dérégule et implique notamment une hausse de la 

prolifération des cellules épithéliales cancéreuses prostatiques (Montano and Djamgoz 2004). 

Il est actuellement bien établi que le calcium joue un rôle crucial dans le contrôle de la 

croissance cellulaire. Cependant à l'heure actuelle, les mécanismes calciques qui 

interviennent dans la cancérogenèse prostatique sont peu connus. 

Comme l'illustre la figure 28, les résultats ont permis de mieux caractériser les 

évolutions de la signalisation calcique lors de la cancérogenèse prostatique. Nous avons 

démontré, lors de la progression du cancer de la prostate, la perte d'expression d'Orai (la 

protéine responsable de l'entrée capacitive de Ca2
+ dans les cellules cancéreuses prostatiques) 

ainsi que la surexpression de TRPV6. Ces variations d'expression de ces protéines 

impliquées dans 1 'homéostasie calcique seraient responsables de la transition du cancer de la 

prostate vers des stades plus agressifs. 

176 



~ TRPV6 

~ TRPC1 

Influx 
constitutifs 

Orai1 

STIM1 

Androgéno-dépendance 

SOCE 

Stimulation de 
la prolifération 

Influx 
constitutifs 

Progression 
du cancer 

Discussion 

Résistance 
à l'apoptose 

SOCE 

Androgéno-indépendance 

Figure 28: Représentation schématique de l'évolution de la signalisation calcique lors de la cancérogenèse 
prostatique. 

III.A) Orail et résistance à l'apoptose 

Il est largement établi que la vidange des stocks calciques réticulaires entraîne une 

entrée de Ca2
+ suite à l'activation des canaux SOCs. Plusieurs travaux, notamment des études 

menées au laboratoire, ont permis de mettre en évidence que cette entrée serait responsable 

de 1' apoptose des cellules cancéreuses prostatiques androgéno-dépendantes. Ainsi, les 

modifications survenant dans le processus d'apoptose lors de la transition des cellules 

tumorales de l'état d'androgéno-dépendant vers l'état androgéno-indépendant pourraient être 

liées à des perturbations de la signalisation calcique impliquant les SOCs. 

Des travaux du laboratoire ont montré d'une part, que le courant de type SOC activé 

par l'IP3 était diminué dans les cellules androgéno-indépendantes (Vanoverberghe, Vanden 

Abeele et al. 2004) et d'autre part, que les canaux TRPCI, TRPC4 sont impliqués dans la 

constitution du canal SOC (Vanden Abeele, Lemonnier et al. 2004). Deux types de courants 

SOC relatifs à des sous-compartiments du RE ont été décrits: un courant SOC-IP3 activé par 

un couplage conformationnel, régulé par le cytosquelette ainsi que par la calmoduline kinase 

II et la PKC et un courant SOC-Tg induit par le « CIF », insensible au cytosquelette, à la 

CaMKII et à la PKC. TRPCl serait préférentiellement impliquée dans le SOC-IP3 alors que 

TRPC4 serait plutôt recruté dans le SOC-Tg (Vanden Abeele, Lemonnier et al. 2004). 

Ces mécanismes d'activation des canaux SOC n'expliquent cependant pas la 

diminution du courant SOC observée dans les cellules épithéliales androgéno-indépendantes. 
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Plusieurs explications étaient alors envisagées : une diminution d'expression des canaux 

SOC, une modulation de 1' activité de ces canaux par des protéines accessoires ou par absence 

ou défaut de translocation à la membrane plasmique impliquant le cytosquelette et/ou des 

modifications des voies de signalisation activant les canaux SOC. 

Les travaux réalisés au cours de cette thèse ont permis de démontrer que la protéine 

Orail/CRACM1 (protéine ubiquitaire de 33kDa possédant 4 domaines transmembranaires) 

est responsable de l'entrée capacitive de Ca2
+ des cellules cancéreuses prostatiques. De plus, 

l'expression d'Orai1 varie en fonction du stade du cancer de la prostate. En effet, son 

expression ainsi que l'amplitude du courant SOC qu'elle porte diminuent de façon 

significative lors de l'évolution des cellules cancéreuses prostatiques vers l'androgéno

indépendance. Cette diminution d'expression entraîne une baisse de l'ECC et par conséquent 

induit une diminution du taux d'apoptose Ca2
+ dépendante de ces cellules. 

De façon intéressante, l'inhibition d'expression d'Orai1 par des siRNA protége les 

cellules LNCaP contre l'apoptose Ca2
+ dépendante. Ainsi, on observe que dans les cellules 

androgéno-dépendantes, l'inhibition de l'expression d'Orai1 mime parfaitement cette 

résistance à l'apoptose Ca2
+ dépendante des cellules androgéno-indépendantes. 

De plus, nous avons démontré que l'expression de Orai est dépendante de l'activité du 

récepteur aux androgènes. En effet, lors de l'évolution du cancer prostatique vers des stades 

plus agressifs, l'activité du récepteur aux androgènes diminue, provoquant ainsi une baisse 

d'expression de Orai. 

L'entrée de Ca2
+ par Orai joue donc bien un rôle central dans l'apoptose des cellules 

cancéreuses prostatiques. La perte d'expression de cette protéine, lors la progression du 

cancer de la prostate vers des stades plus agressifs, provoque une diminution significative de 

l'entrée de Ca2
+ dans ces cellules et donc une baisse du taux d'apoptose Ca2

+ dépendant. 

Orai est donc une protéine majeure intervenant dans l'évolution du cancer prostatique 

en permettant aux cellules cancéreuses prostatiques de devenir résistante à 1' apoptose. Orai 1 

semble donc être une cible thérapeutique très intéressante pour traiter les cancers prostatiques 

dans les stades précoces de la maladie. 

III.B) TRPV6 et prolifération 

TRPV6 appartient à la famille TRPV constituée de six membres. Mis à part les quatre 

premiers membres de cette famille (TRPV1-4) qui constituent des canaux cationiques non

sélectifs sensibles à la chaleur ou à l'osmolarité, seules les protéines TRPV6 et TRPV5 

forment des canaux hautement sélectifs pour le calcium dont la fonction est de permettre une 

entrée de calcium au niveau apical de cellules des tissus digestifs, rénaux et sécréteurs. 
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TRPV6 est également fortement exprimée au niveau des tissus exocrines comme le pancréas, 

la prostate, et les glandes salivaires où elle est probablement impliquée dans la recapture du 

calcium suite à la libération de vésicules de sécrétion. L'entrée de Ca2
+ par cette protéine au 

niveau des cellules impliquées dans l'absorption du calcium (reins ou tube digestif) est un 

processus ne requérant aucun signal spécifique. 

Au niveau prostatique, TRPV 6 est fortement exprimé. Son expression est augmentée 

dans les cancers les plus agressifs. TRPV6 est donc un bon marqueur de cancérisation. Des 

études réalisées dans le laboratoire indiquent que TRPV6 participe à l'homéostasie calcique 

intracellulaire en permettant une entrée massive de Ca2
+ à partir du milieu extracellulaire 

dans les cellules cancéreuses prostatiques. 

Les résultats obtenus au cours de la thèse ont permis de préciser le rôle de cette entrée 

de Ca2
+ par TRPV6. Dans les cellules cancéreuses prostatiques androgéno-dépendantes, 

l'entrée constitutive de Ca2
+ par TRPV6 permet le maintien de l'homéostasie calcique 

intracellulaire. Dans ces cellules, l'expression de TRPV6 est régulée par l'activité du 

récepteur aux androgènes : celui-ci permettrait de maintenir un niveau d'expression 

relativement faible de TRPV6. Ainsi, lors de l'évolution du cancer de la prostate d'un stade 

androgéno-dépendant vers un stade androgéno-indépendant, la perte de 1' activité du 

récepteur aux androgènes provoquerait une perte de régulation de l'expression de TRPV6. 

Celui-ci est donc surexprimé dans des stades plus agressifs du cancer prostatique. L'entrée 

constitutive de Ca2
+ par TRPV6 est donc beaucoup plus importante. Une telle entrée de Ca2

+ 

dans la cellule entraîne 1' activation de certains facteurs de transcription tels que NF AT ce qui 

provoque une hausse du taux de prolifération des cellules cancéreuses prostatiques humaines 

androgéno-indépendantes. TRPV6 semble donc être une cible thérapeutique très intéressante 

pour traiter les cancers prostatiques dans les stades avancés de la maladie. 

III. C) Conclusion 

Ces résultats ont donc permis de mettre en évidence de nouvelles cibles 

thérapeutiques potentielles contre le cancer de la prostate. Ces nouvelles cibles 

permettent d'envisager un traitement« à la carte» du cancer de la prostate. En effet, pour 

des cancers précoces, il faut cibler préférentiellement Orail qui est impliqué dans 

l'apoptose des cellules cancéreuses prostatiques androgéno-dépendantes. Pour les cancers 

plus agressifs, l'inhibition de TRPV6 serait intéressante afin de diminuer la prolifération 

des cellules cancéreuses prostatiques androgéno-indépendantes. 
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« Ce qu'il y a de réconfortant dans le cancer, 

c'est que même un imbécile peut attraper une tumeur maligne.» 

Philippe Geluck 

Extrait de la bande dessinée Le Chat 



1) Régulation de la fuite de Ca2
+ par le translocon 

LA) Lors de la synthèse protéique 

Perspectives 

La fuite transitant par le translocon devrait vaner en fonction de l'état 

physiopathologique de la cellule. En effet, une variation du taux de synthèse protéique 

induirait une variation du nombre de translocons actifs et modifierait, de ce fait, la fuite 

passive transitant par le translocon. Afin d'étudier cela, il serait intéressant de pouvoir 

mesurer le taux de synthèse protéique et de pouvoir corréler ce taux à la vidange induite par 

la puromycine. 

LB) Lors d'un stress réticulaire 

De plus, il a été décrit un système permettant aux protéines mal conformées qui se 

trouvent dans le RE de sortir vers le cytoplasme pour y être dégradées : il s'agit du système 

ERAD (Endoplasmic Reticulum Associated Degradation) (Kaneko and Nomura 2003). Le 

mécanisme par lequel les protéines sont dégradées est le suivant : les protéines mal maturées 

sortent par le canal formé par Sec61 qui serait directement couplé au protéasome. Nous 

pouvons donc émettre l'hypothèse que le translocon pourrait faire sortir le calcium au cours 

d'un stress réticulaire mettant en jeu le système ERAD au moment où les protéines sortent 

par le canal du translocon. 

Ainsi, grâce à ces études nous pourrons voir s'il existe un lien entre la fuite de 

calcium transitant par le translocon et 1' état pathologique de la cellule. 

L C) Par interaction avec les SERCAs 

D'après les travaux de Brenner (Stefanovic et al. 2004), il existerait une interaction 

possible entre les SERCA et la protéine TRAM2 (protéine associée au translocon). Il serait 

donc intéressant de voir si des inhibiteurs spécifiques du translocon ( anisomycine) ou des 

SERCA (thapsigargine) peuvent modifier cette interaction et par conséquent perturber 

l'équilibre physiologique entre la fuite transitant par le translocon et l'influx de calcium créé 

par les pompes SERCA. 

L'activité des SERCA pourrait donc moduler la perméabilité du translocon. 
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Il) Description du(es) rôle(s) physiologigue(s) de TRPM8 dans la 

prostate. 

Afin de mieux appréhender le rôle physiologique de TRPM8 dans la prostate, nous 

avons initié le développement d'un modèle de souris Knock-out pour TRPM8. Ce modèle 

animal, en plus de nos études in vitro, devrait nous permettre d'appréhender un rôle de 

TRPM8 dans la fonction de reproduction. Nous réaliserons l'analyse fonctionnelle de la 

prostate pendant que notre laboratoire partenaire étudiera l'implication de TRPM8 dans les 

testicules et plus exactement dans la spermatogenèse. 

Parmi les axes en développement, se trouve l'étude du rôle du PSA sur l'activité de 

TRPM8. Nos résultats préliminaires, non présentés dans cette thèse, suggèrent que 

l'application du PSA induit l'activation du courant TRPM8. Le but premier de cette étude 

pourrait être de déterminer le mécanisme moléculaire par lequel le PSA active le canal 

TRPM8. 

Ce premier travail pourrait s'achever par l'étude du trio PSA, Zn2
+ et TRPM8. En 

effet, l'ion Zn2
+ est reconnu pour avoir un effet inhibiteur sur l'activité protéasique du PSA. 

En outre, il n'est pas à exclure que le canal TRPM8 pourrait faire transiter le Zn2
+ du lumen 

vers le cytosol des cellules épithéliales apicales. Néanmoins, ce type de sujet nécessite le 

développement d'une lignée cellulaire présentant un phénotype proche de celui des cellules 

épithéliales sécrétrices matures. 

Le développement d'un modèle de cellules épithéliales apicales sécrétrices est, depuis 

l'initiation du projet TRPM8, le point le plus important mais aussi le plus problématique que 

j'ai pu rencontrer. Comme nous l'avons expliqué au cours cette thèse, la lignée LNCaP est la 

seule lignée cellulaire à exprimer la forme classique de TRPM8, mais n'est en aucun cas un 

modèle d'étude pour le rôle physiologique de TRPM8 puisqu'il n'est pas exprimé à la 

membrane de ces cellules. Les cultures primaires de cellules épithéliales ne produisent que 

peu de cellules, rapidement dédifférenciées et présentant une certaine variabilité en fonction 

des patients et des zones prélevées. C'est pourquoi, dans le but de décrypter le rôle 

hypothétique de TRPM8 dans la sécrétion de 1' épithélium prostatique, il reste essentiel de 

développer une lignée de cellules épithéliales apicales présentant les fonctions PM TRPM8 et 

ERTRPM8 et sécrétant le PSA. Par exemple, l'utilisation d'une lignée surexprimant le 

récepteur des androgènes pourrait peut-être présenter les deux activités de TRPM8. Une 

alternative possible serait de développer la coculture primaire de cellules épithéliales et de 

cellules musculaires lisses. En effet, nos premiers résultats semblent montrer un maintien de 
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1' expression du TRPM8 classique dans les cellules épithéliales dans ces conditions de 

coculture. 

III) Implication de TRPM8 dans la métastase des cellules de la 

prostate 

Bien que n'étant pas un modèle de choix pour l'étude de la fonction normale de 

TRPM8, la lignée LNCaP reste un modèle cohérent pour l'étude du rôle de TRPM8 dans la 

métastase de la prostate. Plusieurs problématiques font ou devraient faire l'objet de 

recherches : 

(i) Comprendre les mécanismes moléculaires expliquant le rôle de l'activité 

ERTRPM8 dans la prolifération et la survie de ces cellules. 

(ii) Rechercher une éventuelle corrélation entre le taux d'expression des 

isoformes de TRPM8 et le grade du cancer. 

(iii) Décrypter le mécanisme de rétention de TRPM8 dans le réticulum 

endoplasmique de ces cellules. 

(iv) Le développement de lignées cellulaires Knock-down pour TRPM8 ou 

réexprimant PM TRPM8, et leur utilisation dans des modèles de xénogreffes 

pourraient permettre d'analyser l'impact de l'expression de TRPM8 et de sa 

rétention dans le réticulum endoplasmique sur le pouvoir métastatique de ces 

cellules. 

IV) Régulation de l'activité du canal TRPM8. 

Certains de nos travaux préliminaires, non évoqués dans cette thèse, portent sur la 

régulation de l'activité du canal TRPM8 par le couple Protéine Kinase A (PKA) 1 

PhosphoDiEstérase (PDE). Grâce à la génération, par mutagenèse dirigée, d'un canal 

TRPM8 dont l'unique site consensuel de phosphorylation par la PKA a été muté, nous avons 

mis en évidence que la phosphorylation de ce site est essentielle à l'activité du canal. D'autre 

part, l'inhibition de l'activité de la PKA provoque une diminution de l'activité du canal. La 

poursuite de ces travaux devrait permettre de confirmer ces résultats, d'essayer d'en 

comprendre le mécanisme et le rôle physiologique. 
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Régulation de l'activité du canal TRPMB. 

Le recoupement de nos travaux portant sur : 1) la régulation de PM TRPM8 par la 

phospholipase A2 indépendante du calcium, groupe VIA (iPLA2p), 2) la mise en évidence 

d'une isoforme de TRPM8 spécifique de la membrane du réticulum endoplasmique, et 3) 

l'existence d'une phospholipase A2 indépendante du calcium, groupe VIB (iPLAy), 

spécifique du réticulum endoplasmique (Kinsey et al. 2005), nous conduisent à émettre 

l'hypothèse que l'activité de la iPLAy dans le réticulum endoplasmique pourrait participer à 

la régulation physiologique de l'activité ERTRPM8. En effet, la iPLAy est encodée par un 

gène différent de celui encodant la iPLA2P et possède une séquence protéique différente de 

cette dernière (Mancuso et al. 2000). Cependant, iPLA2P et iPLA2y présentent une 

conservation remarquable de leurs sites catalytiques et produisent les mêmes catabolites 

(lysophospholipides). Nos premiers résultats indiquent que l' ARN de l'iPLA2y est exprimé 

dans la lignée cellulaire LNCaP, ainsi que dans les cellules musculaires lisses de la prostate. 

Nous développerons donc une approche utilisant 1 'ARN interférence contre 1' iPLA2y dans le 

but d'étudier son impact sur l'activité de ERTRPM8. 

L'étude de la structure du pore ionique du canal TRPM8 est un axe de recherche capital 

dans l'optique de développer de nouveaux outils permettant de moduler sélectivement 

l'activité du canal TRPM8. Ainsi, la mutagenèse dirigée du pore ionique peut mener au 

développement de canaux mutants dont la sélectivité ionique serait modifiée ou encore de 

mutants inactivés du canal. Au-delà de 1' analyse purement biophysique, ce type de mutant 

pourrait conférer la capacité d'altérer le fonctionnement du canal endogène de manière plus 

ciblée que l'extinction pure et simple du gène. Nous pourrions même envisager d'inhiber 

spécifiquement la fonction ER TRPM8 sans modifier PM TRPM8 ou réciproquement dans le but 

d'analyser le rôle de chacune de ces fonctions. 

Enfin, nos travaux ont mis en évidence un système d'activations croisées de plusieurs 

canaux: ERTRPM8, PMTRPM8, SOC. En effet, nous avons démontré que l'activation de 

ERTRPM8 entraîne l'activation du SOC et que la vidange de Ca2
+ réticulaire induite par 

l'application de la thapsigargine provoque l'activation de PMTRPM8 via l'iPLA2p. 

La seule question restant en suspens dans ce schéma est de savoir si la vidange de Ca2
+ 

réticulaire par ERTRPM8 peut entraîner l'activation de PMTRPM8 via l'iPLA2p. La 

génération d'un canal PMTRPM8 insensible à l'icilin et la cotransfection avec une isoforme 

ERTRPM8 activable par l'icilin pourraient nous permettre de tester cette hypothèse. 
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V) Etude du mécanisme d'activation des canaux SOCs 

Des études précédentes du laboratoire ont étudié l'implication des protéines TRP 

exprimées dans les cellules LNCaP, à savoir TRPCI, TRPC3 et TRPC4 dans le mécanisme 

d'activation des canaux SOCs. Dans ces études, l'inhibition spécifique de ces différentes 

protéines TRP a permis de démontrer l'implication de TRPCI et TRPC4 dans le phénomène 

d'entrée capacitive de calcium. La protéine TRPCI serait préférentiellement impliquée dans 

le SOC activé par couplage conformationel. La protéine TRPC4 est quant à elle 

préférentiellement impliquée dans le SOC activé par le CIF. 

Au cours de mes travaux de thèse, nous avons démontré que Orai est l'une des 

protéines responsables de l'entrée capacitive des cellules cancéreuses prostatiques humaines. 

Ainsi, il sera intéressant de poursuivre ce travail en étudiant les interactions éventuelles de 

Orai avec certains de ces canaux TRP. Des études réalisées par le Pr. Ambudkar semblent 

indiquer que Orai et TRPCI peuvent intéragir afin de former les canaux SOC. Il est donc 

primordial d'étudier l'interaction de ces canaux TRP avec Orai afin de mieux comprendre le 

mécanisme d'activation des canaux SOCs. 

Il est également intéressant d'étudier si des mutations de Orai pourraient être 

responsables de certains cancers de la prostate. En effet, des mutations d'Orai sont 

responsables d'un grand nombre d'immonodéficiences chez l'homme. La détection de telles 

mutations pour le cancer de la prostate serait donc très novateur. 

De plus, il est primordial de découvrir la nature moléculaire du CIF. La découverte 

d'Orai et de STIM (le senseur calcique réticulaire) pourrait faciliter cette recherche. En effet, 

l'une des hypothèses du laboratoire est que le CIF serait une partie clivée de STIM (quelques 

acides aminés). En effet, lors d'une vidange calcique, des enzymes Ca2
+ dépendantes sont 

activées et pourraient cliver STIM. Cette partie de STIM détacherait la CaM de l'iPLA2 et 

ainsi activer les SOCs. 
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«Au pays des cyclopes, les borgnes sont aveugles.» 

Philippe Geluck 

Extrait de Le succulent du chat 



Conclusion générale 

Les travaux réalisés au cours de cette thèse ont donc permis de mettre en évidence de 

nouveaux mécanismes de régulation de la concentration calcique intra-réticulaire dans les 

cellules cancéreuses prostatiques humaines. Ces nouveaux mécanismes peuvent être 

impliqués dans la cancérogenèse prostatique. 

Dans un premier temps, nous avons caractérisé le rôle du translocon dans la 

régulation de la concentration calcique réticulaire. Nous avons également identifié le rôle des 

canaux TRPM8 et TRPV6 dans la signalisation calcique des cellules cancéreuses 

prostatiques humaines. L'expression, la localisation ainsi que la fonction de ces canaux 

varient en fonction du stade du cancer. Compte-tenu de leur accessibilité et de la spécificité 

de leur expression, ces canaux TRP sont autant de cibles pharmacologiques potentielles. 

Enfin, nous avons découvert la nature moléculaire des canaux SOC. Orai serait 

impliqué dans longueurs qui est directement couplée à la vidange calcique réticulaire. Cette 

protéine est donc une nouvelle candidate en vue du développement de molécules 

pharmacologiques contre le cancer de la prostate. 
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Pour des raisons de compréhension, je vais présenter dans cette partie deux études 

annexes que j'ai mené au cours de la thèse. La première étude est basée sur le rôle des 

canaux TRP dans la cancérogenèse prostatique. La deuxième étude s'attache à découvrir l'un 

des mécanismes d'activation des canaux SOC. 
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Rôle des canaux de tvee TRP dans la proli@ration des cellules cancéreuses prostatiques. 

1) Rôle des canaux de type TRP dans la prolifération des cellules 

cancéreuses prostatiques. 

Differentiai role of Transient Receptor Potential channels in Ca2
+ entry 

and proliferation of prostate cancer epithelial cells. 

Stephanie Thebault, Matthieu Flourakis, Karine Vanoverberghe, Franck Vandermoere, 

Morad Roudbaraki, V'yacheslav Lehen'kyi, Christian Slomianny, Benjamin Beek, Pascal 

Mariot, Jean-Louis Bonnal, Brigitte Mauroy, Yaroslav Shuba, Thierry Capiod, Roman 

Skryma, et Natalia Prevarskaya 

Des travaux effectués au laboratoire ont démontré que des antagonistes alphalA

adrénergiques ainsi qu'un inhibiteur des canaux de type ROC inhibent à la fois l'entrée 

calcique et l'augmentation de la prolifération résultant de l'activation des récepteurs 

alphalA-adrénergiques dans la lignée LNCaP. Par ailleurs, il a été montré au laboratoire que 

longueurs induit un arrêt de la croissance cellulaire d'une lignée androgéno-indépendante, les 

DU-145 (Vanoverberghe, Mariot, Vanden Abeele et al. 2003). Afin d'étudier plus 

précisément les voies par lesquelles ces influx calciques ont lieu et leur implication dans la 

régulation de la prolifération cellulaire, nous avons établi un modèle de culture primaire de 

cellules épithéliales cancéreuses prostatiques humaines issues de biopsies, qui exprime les 

récepteurs alA-adrénergiques et purinergiques et qui s'avère plus informatif d'un point de 

vue clinique que les lignées. 

Tout d'abord, nous avons confirmé que la stimulation des récepteurs alphalA

adrénergiques promeut la prolifération cellulaire alors que celle des récepteurs purinergiques 

induit un arrêt de croissance dans les cultures primaires. 

En outre, l'activation des récepteurs alphalA-adrénergiques génère un courant à forte 

rectification entrante qui est suivi d'oscillations calciques régulières qui sont sensibles au 

calcium extracellulaire. Grâce à un vecteur rapporteur de l'activation de facteurs de 

transcription tels que NFAT (« Nuclear Factor of Activated T-cell ») et NFkB (« Nuclear 

Factor kappa B » ), nous avons observé que les oscillations calciques induisent la 

translocation du facteur de transcription NF AT alors que NFkB est constitutivement actif. En 

utilisant la stratégie des oligonucléotides antisens dirigés contre chaque canal TRPC exprimé 
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dans notre modèle, nous avons montré que le canal TRPC6 était spécifiquement impliqué 

dans l'influx calcique déclenché par la voie alphalA-adrénergique ainsi que dans son action 

sur la prolifération cellulaire. Enfin, contrairement à la voie alphalA-adrénergique, la voie 

purinergique n'active ni le canal TRPC6 ni celle du facteur NF AT pour induire 1' arrêt de 

croissance cellulaire. 

Nous montrons donc que la stimulation de la voie alphalA-adrénergique dépendante du 

calcium augmente la prolifération cellulaire via l'activation spécifique du canal TRPC6 

couplé à NF AT dans les cellules épithéliales prostatiques cancéreuses humaines. 
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Rôle des canaux de tvpe TRP dans la proli@ration des cellules cancéreuses prostatiques. 

Differentiai Role of Transient Receptor Potential Channels in Ca2
+ 

Entry and Proliferation of Prostate Cancer Epithelial Cells 

Stephanie Thebault,' Matthieu Flourakis,' Karine vanoverberghe,' Franck Vandermoere," 
Morad Roudbamki,' V'yacheslav Lehen'kyi,' Christian Slomianny,' Benjamin Beek,' 
Pascal Mariot,' Jean-Louis Bonnal,' Brigitte Mauroy,' Yaroslav Shuba,' 
Thierry Capiod,' Roman Skryma,' and Natalia Prevarskaya' 
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Abstract 
One major dinical problem with prostate canœr is tl1e cells' 
ability to survive and proliferate upon androgen withdrawal. 
Because Ca2

• is œntral to growth control, understanding the 
mechanisms of Ca2 + homeostasis involved in prostate cancer 
cell proliferation is imperative for new therapeutic strategies. 
Here, we show that agonist-mediated stimulation of ~r 
adrenergic reœptors ( ~rAR) promotes proliferation of the 
primary human prostate cancer epithelial (hPCE) cells by 
indncing store-independent Ca2 + entry and subsequent activa
tion of nuclear factor of activated T cells (NJIAT) transcription 
factor. Such an agonist-induœd Ca2 + entry (ACE) relied mostly 
on transient receptor potential canonicat 6 (TRPC6) channels, 
Whose silencing by antisense hybrid depletion decreased both 
hPCE cell proliferation and ACE. In contrast, ACE and related 
growth arrest associated with purinergic reœptors (P2Y-R) 
stimulation involved neither TRPC6 nor NFAT. Our findings 
show thal ~,-AR signaling requires the coupled activation of 
TRPC6 channels and NJIAT to promote proliferation of hPCE 
cells and thereby suggest TRPC6 as a novel potential therapeu
tic target. (Cancer Res 2006: 66(4): 2038-47) 

Introduction 

After androgen escape. the prostate tumor cell proliferation 
becomes independent of normal growth control mechanisms. 
Various growth factors, neurotransmitters. and hormones. known 
to control physiologie and pathologie cell proliferation. participate 
in the maintenance of intracellular Ca2+ homeostasis. Although 
the nature of these agonists has yet to be weil established during 
prostate cancer progression. they invariably induce a Ca2+ entry 
called "agonist-induced Ca2

+ entry'' (ACE: refs. 1-4). 
Despite Œ1-adrenoceptor (Œ1 -AR) antagonists being already 

widelyused for the clinical treatment ofbenign prostate hype1plasia 
(5), the exact role of Œ1-AR-coupled signaling pathway in prostate 
cancer growth control remains unclear. Œ 1 -AR antagonists induce 
apoptosis in human prostate cancer epithelial (hPCE) and smooth 
muscle cells without affecting the cellular proliferation (6). 
independently of their effects on Œ1-AR (7, 8). Using an androgen-

JSiote: Y, -Shuba is currently a.t the Bogomoletz lnstitllte of I>hysioi~<:.<y, Natir.J.nal 
Academy of .Sciences Cif Ukuine, Bogomol.etz Street, 4, Dl024 Kiev, Ukraine. 

M. Flourakis and K Vanoverberghe contributed equally to tl>is work. 
Reque<t• for reprints: Stephanie Thebault, Labo:ratoire de Ph)~iologie Cellulaile, 

lnsti1ut National de la Sante et de ta Recherche Medicale EMl ü22Jl, Bâtirnent 
.SN3, U:n:ive:rsité des .Sciences et Technologies de Lille, 59-655 Ville:ne·uve d'Ascq CedE!:{, 
F.-mce. Phone: 33-3-Xl-43-40-77; E-mail: .stephEmie thebaultr~:~yahoo.fr. 
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dependent lymph node carcinoma of the prostate (LN CaP) cellline 
(9), we have previously shown that Œ1-AR stimulation activates 
nonspecific cationic channels leading to ACE 1)0). 

Interestingly. we have ruso shown that in contrast to the stimu
latory role of Œ1-ARs on prostate cancer cell growth metabotropic 
purinergic receptors (P2Y·R) are involvedin tl1e growth arrest ofDU-
145 human prostate cancer cells (11). Such divergent effects of two 

receptors on cell proliferation are surprising. because both Œ1 -AR and 
P2Y-R are known to be coupled to the common phospholipase C 
(PLC)-catalyzed inositol phospholipids breakdown signaling 
pathway. via which Œ1 agonists and extracellular ATP are capable 
of inducing apparently similar increases in intracellular free Ca2

+ 

([Ca2 +];: refs. 12, 13). The opposite end effects on cell proliferation can 
only be explained if the ACE controlled by each receptor uses 
different but still undetermined Ca2+-permeable membrane cl1annels 
ultimately destined to target various intracellular effectors. Currently, 
the members of the extensively studied transient receptor potentiru 
(TRP) channel family, especially TRP canonical (TRPCI subfamily 
(14). are considered as the most promising candidates as underlying 
various types of ACE, including ACE involved in proliferative 
cell activity (15-18). However. the involvement of TRPs in the 
mechanisms of translation of generated Ca2+ signal into proliferative 
activity of prostate crmcer cells is far from being understood. 

The expression of genes involved in cell proliferation and 
apoptosis is res>UJ.ated by nuclear transcriptional factors. Nuclear 
factor of activated T cells (NFAT) proteins representa family of Ca2

+

dependent transcription factors (19) who se activity is regulated by 
ca'+/calrnodulin-dependent protein phosphatase, crucineurin (19). 
Another ubiquitously expressed transcription factor is represented 
bythe nuclear factor-KB (NF-KB) family (20), which is known to be 
dependent on Ca2+ homeostasis, especially on the filling status of 
Ca2

+ endoplasmic reticulum (ER) stores (14). 
In the present study. we aslœd fust whether the divergent effects 

on prostate cancer epithelial cell proliferation of ACE triggered by 
distinct membrane receptors via common signaling cascade could 
be explained by different coup ling e.fficiencies ofCa2+ entrypathways 
involved in either NFAT or NF-KB activation. Second, we wished to 
ascertain, if the latter were so, what type of membrane channels 
underlies these pathways. To this end. we used primary cultures of 
hPCE cells established from resection specimens. which is much 
more relevant from practical perspectives than using celllines. 

Materials and Methods 

Primary culture. Hurnan prostate specimens wcTe rnechanically 
dissociated and then cultivated in KSF medium (Life Technologies Bethesda 
Research Laboratories. Gaithersbu:rg, MD) supplemented with 50 11g/mL 
bovine pituitary extract aud 50 nglrnL epiderrnal growth factor w 
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specifically select epithelial cells. Each sample was analyzed by immuno

fluorescence staining to verify the epithelial marker expression ( cytokeratins 

14 and 18; ref. 21; data not shown). The culture medium also contained 

50,000 IU/L penicillin and 50 mg/L streptomycin. Cells were routinely 
grown in 50-mL flasks (Nunc, Poly Labo, Str-asbourg, France) and kept at 

37°C in a humidified incubator in an 95% air/5% C02 atmosphere. 

For electrophysiology and calcium imagery experiments, the cens were 
subcultured in Petri dishes (Nunc, Napervine, IL) and used alter 3 to 6 days. 

Each primary culture was only maintained for 2 weeks to prev·ent the ]ost of 

their differentiated phenotype. 
We used specimens from four localized prostate cancers of Gleason score 

8 to 10, prostate-specifie antigen (PSA) leve] of24.0 ng/mL, and clinical tumor 
stage T 2 , from patients having undergone a radical prostatectomy, selected 

on the criteria that the tumors were nomnetastatic, and had no history of 

chemotherapy and/ or antiandrogen therapy. Thus, the prostate cancer 

epithelial cens derived from the specimens most likely represented androgen

dependent population. The absence of normal epithelial cells was confirmed 

by independent histologie and anatomopathologie analyses. Ali experimenta

tions on patients tissues were done according to the medical ethics ru1der 
the agreement munber "CP 01/33" delivered by the "Comité Consultatif 

de Protection des Personnes dans la Recherche Biomédicale de Lille." 
Calcium lmaging. [Ca2 +], was measured using fura-2 (as previously 

described; refs. 22, 23). The eldracellular solution contained 120 mmoi/L 

NaCI, 6 mmoi/L KCl, 2 mmoi/L CaCI2 , 2 mmoi/L MgCI2, 10 mmoi/L HEPES, 
and 12 mmoi/L glucose. For Ca2 +-free HBSS, CaCh was removed, and EGTA 
(0.5 mmol/L) was added. 

Electrophysiology and solutions. Whole-cell patch-clamp techniques 

were used for current recording, as detailed elsewhere (2·1, 25). The 
extracellular solution contained 150 mmoi/L NMG, 20 mmoi/L CsCI or 

10 mmoi/L CaCI2 , 20 mmoi/L TEA(CI) at pH 7.3 (adjusted with HCI). The 

intracellular solution contained 125 mmoi/L NMG, 10 mmoi/L HCI. 

1 mmoi/L MgCI2 , 2.6 mmoi/L CaCI2 ( calculated [ Ca2 +lfm ~ 100 nmoi/L ), 

Role of TRP Channels in Proliferation 

10 mmoi/L HEPES, 8 mmoi/L EGTA, and 20 mmoi/L NaCI at pH 7.2 
(adjusted with glutarnic acid). 

Reverse transcription-PCR analysis. Total RNA from the hPCE cells 
was isolated as previously detailed (10). For the PCR reaction, specifie sense 

and antisense primers were designed, based on Genbank hTRP sequences, 

using Genejockey II (Biosoft, Cambridge, United Kingdom) as listed in 

Table 1. To further identify the PCR-amplified products, each PCR band was 

subjected either to the restriction analysis using the specifie enzymes for 

each amplified fragment or subcloned in TA-cloning vector (lnvitrogen, San 

Diego, CA) followed by the sequencing analysis. 
The sequences of selected oligonucleotides used as sense and antisense 

are presented in Table 1. 

Transient transfection. For antisense assays, the sense ( contwl) and 

an ti sense oligonucleotides (Eurogentec, Southampton, United Kingdom) 

targeted against each TRPC (TRPC1, TRPC3, TRPC4. and TRPC6) wcre 
designed at the initiating ATG codon leve! (see Table 1 for sequences). The 

hP CE cells treated for up to 72 hours with eitherO.Sj.uuoi/L phosphorothioate 

antisense oligodeoxynucleotides and 2.5 f.Lmoi/L cytolèctin (GS 3815 to 

DOPE at a 2:1 molar ratio, uusized; Eurogentec) or sense oligodeoxynucleo

tides by adding them directly to the culture medium. The oligodeoxynucleo

tides transfection procedures were as detailed previously (26). 

Cis-reporting systems (pNFAT-Luc plasmid, pNF-kBLuc plasmid and 
pCIS/CK negative control plasmid) were provided by Stratagene (Pathdetect 
In vivo Signal Transduction Pathway cis-Repmting Systems, La Jalla, CA). 
hPCE cells maintained in DMEM-HG were plated in six-well plates 

overnight and transfected with the cis-reporting system selected using 
Geneporter-2 (Ozyrne, Saint-Quentin en Yvelines, France) in 2 mL serum-free 

DMEM-HG. Aller 8 hours, 2 mL serum-free media were added, containing 
either 10 f.LlllOI/L phenylephrin or 100 f.L!IWI/L ATP (Sigma, St. Louis, MO). 

Western blot. TRPC6, cyclin-dependent kinase 4 ( cdk4 ), cdk irulibitor 

p27 (p27), 13-actin, and calnexin prote in expression was assayed by Western 

blot with anti-TRPC6-specific (ACC-017, Alomone, Jerusalem, Israel), 

Table 1. Sequences of selected oligonucteotides used as reverse transcrîption-PCR prîmers or as sense and antisense 

Targets fragment 

PCR primers 

hTRPC1 

hTRPC3 

hTRPC4 

hTRPC4 

hTRPC6 

hTRPC6 

Oligonucleotides sequences 

Forward: 5'-AGTGGGAACGACTCATCCTTTT-3' 
Backward: 5'-CATAGTTGTTACGATGAGCAGC-3' 
Forward: 5'-CTTCTCTAGGTCCATGGAGGGAA-3' 

Backward: 5'-TCAGAGTGAGACGCTTGCTGGC-3' 
Forward1: 5'-GCAGAGACGAAGAAATAGCATGGCA-3' 
Backwru·d1: 5'-CTGGAGTGAATTCAGAGAACTGCT-3' 

Forward2: 5'-CTCTGGTTGTTCTACTCAACATG-3' 
Backward2: éi-CCTGTTGACGAGCAACTTCfTCT-3' 

Forward1: S-TTCCCGCCATGAGCCAC-3' 
Backward1: 5'-CGGTGAGCCAGTCTGTTGTCAGAT-3' 

Forward2: 5'-GAACTTAGCAATGAACTGGCAGT-3' 

Backward2: 5'-CATATCATGCCTATTACCCAGGA-3' 

Actin Forward: 5'-CAGAGCAAGAGAGGCATCCT-3' 

Backward: 5'-GTTGAAGGTCTCAAACATGATC-3' 

Sense and antisense oligonucleotides 
hTRPC1 Antisense: 5'-GCCATCATCGCGGCCCAT-3' 

hTRPC3 

hTRPC4 

hTRPC6 

Sense: 5'-ATGGGCCGCGATGATGGC-3' 
Antisense: 5'-CCA'JGGACCTAGAGAAGC-3' 
Sense: 5'-GCTTCTCTAGGTCCATGG-3' 

Antisense: 5'-GTAATAGAACTGAGCCAT-3' 
Sense: 5'-ATGGCTCAGTTCTATTAC-3' 
Antisense: 5'-TCTGGCTCATGGCGGGAA-3' 

Sense: 5'-TTCCCGCCATGAGCCAGA-3' 

Position in Genbank sequence (accession no.) Expected size (bp) 

300-322 (NM_003304) 
931-910 (NM_003304) 
150-172 (U47050) 

568-547 (U47050) 
205-229 (AF063822) 
659-636 (AF063822) 

2058-2082 (AF063822) 
2861-2839 (AF063822) 

420·436 (AJ006276) 
627-604 (AJ006276) 

1322-1345 (AJ006276) 

1947-1925 (AJ006276) 

248-267 (NM_001101) 

457-436 (NM_001101) 

405-388 (NM_003304) 

388-405 (NM_003304) 
166-149 (047050) 
149-166 (U47050) 

236-253 (AF063822) 
253-236 (AF063822) 
437-420 (AJ006276) 

420-437 (AJ006276) 

632 (TRPC1) 

530 (TRPCJA) 
417 

455 

781 (TRPC4) 
528 (TRPC4b) 
356 (TRPC4d) 

332 (TRPC4g) 

208 

625 (TRPC6) 

461 (TRPC6b) 
277 (TRPC6g) 

210 
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anti-cdk4-specific (NCL-cdk4-35 from Novncastra, Newcastle upon Tyne, 
United Kingdom), anti-p27-specific (sc-1641 from Santa Cruz Technology. 
Santa Cruz, CA), anti-13-actin-specific (Lab Vision Co., Fremont, CA), and anti
calnexin-specific (SPA-860, Stressgen. Victoria, British Columbia, Canada) 
antibodies, as previously descrihed (25). Quantit1cation of the band intensity 
was do ne hy densitometryon Quantity-One software (Bio-Rad, Herctùes, CA). 
For each experiment, the signal intensity obtained for TRPC6, cillA, and p27 
were normalized to calnexin or 1')-actin value, as loading control. 

Immunolluorescence stalning. cdk4 and cdk inhibitor p27 expression 
was assessed by immunofluorescence staining with cdk4 (NCL-cdk4-35 
from Novocastra) and p27 (sc-1641 from Santa Cruz Technology) antibodies 
as previously described (10 ). 

Luciferase assay. The cultures were harvested for luciferase activities 48 
hours after transfection. After celllysis, the leve] of extracted luciferase from 
these cells was determined by bioluminescence rneasurement (Biocounter 
M1500 luminometer, Lumac, Landgraaf, the Netherlands) using the 
Luciferase Assay kit (Kit Galacto-Light, Tropix). 

Proliferation assays. The CellTiter 96 AQueous Non-Radioactive Cel] 
Proliferation Assay (Promega Corp., Madison, WI) was used to determine 
the number of viable cells in proliferation as previously described (10). Cells 
were seeded at an initial density of 7.5 x 103 per well in 96-well plates 
(Poly Labo). After 48 hours of treatment or growth in control conditions, 
cells were trypsinized, transferred to separate tubes, and centrifuged at 350 
X g for 10 minutes. Each well in the 96-well plate was carefully inspected in 
the microscope to make sure that all cells were recovered. The supernatant 
after centrifugation was poured off; the cells were carefully suspended and 
counted in a Malassez chamber. 

Data analysis. Each el<Jleriment was repeated several times, and the 
results were exl'ressed as mean ± SE where appropriate. Data analysis was 
do ne by using Origin 5.0 software (Microcal, Northampton, MA). 
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Results 
a 1-AR- and P2Y-R-coupled Ca2

' signaJing involves different 
types of Ca2

' entry pathways in hPCE cells. Both Œ1-adrenergic 
and P2Y-purinergic receptors are known to stimulate P1C-catalyzed 
inositol phospholipids breakdown, resulting in the derivation of 
two secondary messengers important for Ca2

' signaling: inositol 
trisphosphate (IP3 ) and diacylglycerol (DAG). IP3 releases Ca2

• from 
intracellular stores, and the concomitant store depletion activates 
Ca2

' influx via store-operated Ca2
' channels (SOC), whereas DAC 

induces Ca2
' entry by directly gating sorne cationic Ca2'-permeable 

membrane channels. Interplay among varions sources of Ca2
' 

largely determines the profile of intracellular Ca2
' concentration. 

We first sought to examine the specil1cs of [Ca2 ']i signais elieited by 
the stimulation of each receptor in hPCE cells. This was done based on 
fluorimetric [Ca2+h measurements on hPCE cells loaded with Ca2

• 

indicator fura-2AM in response to the bath applications of an Œ 1-

speeific agonist, phenylephrine. or a purinergic receptor agonist, ATP. 
Figure lA shows that phenylephrine (lü )lmol/1) elicited regular 

slow intracellular Ca2
' oscillations. The quantification of the 

amplitude and temporal variables ofthese oscillations (n ~ 67 cells) 
provided the Ca2

• wave peak value of 512 ± 43 nmol/1, the average 
wave duration of 2.18 ± 0.13 minutes, and the average period of 
wave generation of 4.2 ± 1.06 minutes. Phenylephrine-evoked [ Ca2'h 
oscillations were strictly dependent on extracellular Ca2+ ([Ca2'loutl 
completely vanishing upon its withdrawal (Fig. lA), thereby 
suggesting the absolute requirement of Ca2

' influx across 
the plasma membrane for the.ir support. Moreover, first time 

c 

111111 

2mln 

PHE OAG 

2mln 

0 0 -------
ATP ATP 

Figure 1. <ï 1 -AR- and P2Y-purinoreceptor-mediated Ca2
' signaling in primary hPCE cells. A and B, patterns ot [Ca2

'], induced by <,-AR agonis! phenylephrine 
(PHE, 10 fUTloi/L) in hPCE cells initially maintained either in 2 mmoi/L (A. 21Ca2

', n = 67) or 0 mmoi/L (8, O/Ca2
', n = 98) extracellular Ca2

' and their sensitivity to 
the subsequent [Ca2 'lnct variations. C. pattern ot [Ca2

'], induced by the membrane-permeable DAG analogue OAG (1 00 flmoi/L, n = 79) in hPCE ce lis maintained 
at 2 mmoi/L [Ca2 ']out (2/Ca 2

') and its sensitivity to extracellular Ca2
' removal (&'Ca2

'). 0 and E, patterns of [Ca2
'], induced by P2Y-R agonis\ ATP (1 00 fUTlOI/L) 

in hPCE cells initially maintained either in 2 mmoi!L (0, 21Ca2
', n ~ 93) or 0 mmoi/L (E, O/Ca2

', n ~ 64) [Ca2 'lout and their sensitivity to the subsequent [Ca21 Jout 
variations. Points, means; bars, SE. Ali interventions are marked by horizontal bars. 
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Figure 2. Differentiai store-dependency of a1-AR- and P2Y-R-rnediated responses in the primary hPCE cells. A and B, [Ca2 +], changes in response to hPCE cell 
exposure to thapsigargin (TG, 1 1-'moi/L) showing Ca2 + liberation under 0 mmoi/L [Ca2 +]out (OlGa~+) followed by SOCE upon addition of 2 mmoi!L [Ca2

+]out (2/Ca2 +) 
and the ability of phenylephrine (PHE, 10 1-'moi/L, n = 61, A) hut not ATP (100 [lmoi/L, n = 63, B) to evoke characteristic [Ca2 +], signal on top of thapsigargin
induced SOCE. Points. mean [n = 61 (A) and n = 63 (B)]; bars, SE. C and 0 .. averaged time courses of the inward whole-cell membrane currents activated by 
phenylephrine (10 [lmoi/L, C) and ATP (1 0 [!mOI!L, D) in hPCE cells under control conditions (open symbo/s in C and 0) and following the cell's predialysis with 
IP3 -receptor antagonist heparin (0.1 g/L, li/led symbo/s in C and 0) via patch pipette. Currents were measured at membrane potential -100 mV and related ta the 
cells' capacitance to yield current density (pA!pF) before averaging. IN relationships of phenylephrine and ATP-evoked currents (inset. C and 0). Points, means 
(n = 5-11 ); bars, SE. E, quantification of the effects of common cationic channels inhibitors, 2-APB (10 and 100 [lmoi/L), La3

+ (1 mmoi!L), MDL (100 ~tmoi/L), 
flufenamate (50 [lmoi/L), and SK&F 96365 (SKF, 10 ltmoi/L), on the amplitude of phenylephrine-induced [Ca2 +], oscillations (white co/umns) and ATP-induced SOCE 
(black cofumns) in hPCE cells. Cofumns. means (n = 95-102); bars, SE. 

phenylephrine application in Caz. -free solution did not cause the 
mobilization of intracellularly stored Ca2+ (Fig. lB; n = 98), hence 
indicating the poor accessibility of IP3-dependent stores for cx1-AR 
triggered signaling and pointing to DAG as a major messenger in this 
signaling pathway. 

Consistent with this notion and in a full agreement with our 
previous studies (10, 27), the application of 1-oleoyl-2-acetyl
sn-glycerol (OAG, 100 J.tmol/L), a membrane-permeable DAG 
analogue, exactly mimicked phenylephrine action in terms of 
inducing [Ca2+lout·dependent [Ca2+L oscillations (Fig. 1 C). 
OAG-induced oscillations even had the same amplitude (546 ± 
39 nmol/L. n = 79), duration (1.81 ± 0.22 minutes), and period 
(3.1 ± 0.9 minutes) as the phenylephrine-induc.ed ones, suggesting 
common mechanisms downstream from DAG and basically mling 
out any essential involvement in the IP3-dependent processes. 

ln contrast to these observations, ATP ( 100 flmol/L) evoked a large 
transient [Ca2+h increase (763 ± 25 nmol/L, n = 93) followed by a 
sustained plateau on a considerably lower leve!. which was sensitive 
to extracellular Ca2+ re moval (Fig. ID). lnitially administered in the 
Ca2+-free solution, ATP caused only a transient [Ca2+h elevation of 
580 ± 28 nmol/L (n = 64) without a plateau, as one would expect for 
pure intracellular Ca2+ mobilization (Fig. lE). The reintroduction of 

www.aacrjournals.org 2041 

Ca2+ in the continuing presence of ATP produced a rapid [ Ca2+h 
increase followed by a slow decline (Fig. lE), probably reflecting the 
Ca2+-dependent inactivation mechanism of underlying membrane 
Ca2+ influx channels. Thus, experiments with ATP provide clear 
evidence for the contribution of both Ca2+ release and Caz. entry in 
overall [Ca2+h and suggest that P2Y-R-controlled Ca2+ signaling 
most! y recmits IP3- and store-dependent processes in hPCE cells. 

Altogether, the results strongly suggest that Ca2+ entry 
pathways participating in cx1-AR-mediated signaling rely on store
independent DAG-gated membrane channels, whereas P2Y-R
mediated signaling engages plasma membrane SOCs, which are 
activated upon IP3-dependent Ca2+ store depletion. 

Differentiai store dependency of phenylephrine- and ATP
stimulated ACE. To obtain more direct evidence of the differing 
store dependency and origin of Ca2+ entry pathways involved in cx.
AR- and P2Y-R-mediated signaling, we used severa! approaches. 
In the first one, we tested for phenylephrine and ATP effects on 
the background of the ER Ca2+ store depletion produced by 
thapsigargin, a known store-depleting agent acting via inhibition of 
SERCA-pump Ca2+ uptake. In the second. we examined the effect of 
IP3 receptor inhibition by heparin on the ability of phenylephrine 
and ATP to activate membrane currents. Finally, we screened a 
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number of bloclœrs ofvarious types of native cationic channels and 
TRP members on their ability to inhibit phenylephrine- and ATP
induced [Ca2

']; responses. 
ln the experiments with thapsigargin, we applied it fust in Ca2

•

free solution to liberate intracellularly stored Ca2
' and then we 

readded Ca2
' to initiate store-operated Ca2

' entry (SOCE). As Fig. 2A 
shows, if phenylephrine was applied during thapsigargin-induced 
SOCE, it was still able to activa te chamcteristic Ca" oscillations on 
top of SOCE (n = 61). ln contrast, the same type of ATP application 
failed to pro duce any change in [ Ca2

']; on top of thapsigargin
induced SOCE (Fig. 2B; n = 63). 

The inclusion of the IP3 receptor antagonist heparin (0.1 g/1) in 
the intracellular pipette solution used in the whole-cell patch
clamp experiments did not affect phenylephrine-induced mem
brane current (Fig. 2C) but totally abrogated ATP-evoked current 
[Fig. 2D; n = 5-11). Phenylephrine and ATP both activated inwardly 
rectifying membrane currents; l-V relationships for both currents 
are presented in inset of Fig. 2C and D. Phenylephrine-evoked 
current reached its full amplitude in about 2.0 ± 0.7 minutes, and 
its average density was 11 ± 1.5 pA/pF at Vm = -100 mV (n =11), 
whereas the average density of ATP-induced current, which 
reached its full amplitude in about 1.5 ± 0.8 minutes, was 1.3 ± 
0.6 pA/pF at Vm = -100 mV (n = 5). 

We also compared the effects of such widely used inhibitors of 
store-dependent and store-independent membrane Ca2

' transport 
as 2-aminoethoxydiphenyl borate (2-APB), La3

', MDL, flufenamate, 
and SK&F 96365 on phenylephrine- and ATP-induced Ca2

' entry. 
Given that none of the drugs used was able to affect the temporal 
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variables of phenylephrine-induced [Ca2
']; oscillations, their 

effective ness was evaluated on the basis of their ability to reduce 
either the amplitude of oscillations in the event of phenylephrine or 
maximal [Ca2+]; elevation following Ca2

' readdition in the event of 
ATP. As shown in Fig. 2E (n = 95-102), all agents except for 
2-APB at low (10 flmol/L) concentration strongly inhibited the 
ATP-induced response. They exerted cirtually no effect on the 
phenylephrine-induced one except for the SK&F 96365, which 
blocked the response to phenylephrine by about 50%. Such 
divergent sensitivity is again consistent with the substantial role 
played by store-dependent processes in ATP actions but not in 
those of phenylephrine, be cause all the agents used are generally 
known to be more specifie to store-operated channels than to other 
types of cationic channels. Moreover, although 2-APB effects can 
black both lP3 receptors and SOCs (28), its ability to stimulate ATP 
response at a low concentration (10 ~-tmol/L) and to inhibit it at a 
high concentration (100 1-lffiOl/L) agrees closely with the known 
dual, potentiation inhibition 2-APB action on SOCs (28). 

Thus, our results unequivocally show that in hPCE cells, ATP
stimulated P2Y-R-coupled Ca2

' signaling involves Ca2
' entry via 

store-operated membrane channels, whereas phenylephrine
stimulated rr1-AR-coupled Ca2

' signaling involves Ca2
' entry via 

store-independent DAG-gated Ca2
' permeable cationic channels. 

TRPC channel expression in hPCE cells. To define the 
molecular identity of the channels underlying phenylephrine- and 
ATP-induced ACE, using specifie primers (Table 1) and the reverse 
transcription-PCR technique, we frrst studied the expression of 
the mRNA of the human isoforms of the TRPCs (TRPC1, TRPC3. 
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Figure 3. Reverse lranscnplion·PCR analysis of the expression of hum an TRPC1A (A), TRPC3 (B), TRPC4 (C), and TRPC6 (D) transcnpts and of hum an sp11ce 
variants of TRPC4 (E) and TRPC6 (F) transcnpts in hPCE cells. The expression products were obtained using the pnrners descnoed 1n Materials and Methods. 
M, DNA ladder. 
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Figure 4. TRPC6 is an imgortant determinant in 
phenylephrine-induced [Ca+], response and in 
proliferation-promGting affects of «1-AR stimulation 
in hPCE cells. A quantification of [Ca2+], signais 
(see text fGr details) induced by ATP (1 GG JLmGI/L), 
phenylephrine (PHE, 10 )Lmoi/L), and 100 WOGI/L 
OAG in hPCE cells treated fGr 48 hGurs with sense 
(white columns) Gr antisense (black columns) 
GligGnucleGtides directed against TRPC1 (top left; 
n = 48·85), TRPC3 (top righi; n = 54·8.7), TRPC4 
(bottom left; 11 = 72·1 G5), or TRPC6 (bottom righi; 
n = 59·&9). Columns, means; bars, SE. •, P < 
D.D1. B, changes in the density Gf vehicle-treated 
hPCE cells (lig/ll gray columns) and hPCE cells 
treated with either TRPC6 sense (dark gray 
colum/19) Gr TRPC6 antisense (black columns) 
GligGnucl<mtides fGIIGw";ng 48 hours Gf incuba!'; on 
und er control conditiGns ( CTL) and in the presence 
of phenylephrin<' (1 D wnoi/L, gray column) or ATP 
(1DD 1-lmoi/L, black column). •, P < 0.001, 
significantly different values. J0 correspGnds to the 
initial cell density and J43 tG the cell density alter 48 
hours in culture under regular cGnditiGns; cells 
treated with the transfectiGn reagent al one 
(vehicle) served as wntrol for oligonucleotide 
treatments. C, Western blotting analysis lor the 
expression of cdk4, p27, and fl·actin proteins 
in hPCE cells following 48 hours of culturing in 
the presence of phenylephrine (1 [) ftmOI/L), 
ATP (10[) ftmOI/L), or in cGntrol conditiGns. 
D, representative epilluorescence images of hPCE 
cells labeled with FITC-conjugated anti-CDK, (top) 
and anti·p27 (bottom) antibodies un der contrGI 
conditions and l~low';ng 48 hGurs of cultuling in the 
presence of phenylephrine (10 1-lmoi/L) or ATP 
(1 00 JLmoi/L). Bar, 10 flm. E, Western blot analysis 
lor the expressiGn TRPC6 protein in hPCE cells 
lollowing 48 hGurs Gf incubation un der mntml 
conditions or in the presence of phenylephrine 
(1 0 )Lmoi/L). Each experiment was repeated thrice. 
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TRPC4, and TRPC6) in hPCE cells. In the fust set of experiments, 
the specifie primers were designed to ampilly a portion of the NH,
terminal sequence surrounding the initiating codon ATG of each 
TRPC member (Fig. 3A and D). In the second set of experiments, 
specifie primers were designed to identify the TRPC4 !llld TRPC6 
splice variants isoforms (Fig. 3E and F), ex:cept for the TRPCl 
where the NH2 -terminal primers allow us to identiiY the splice 
variants. Figure 3 shows the expression of the transcripts for the 
TRPClA splice variant (Fig. 3A), and the PCR products of the 
expected sizes for the TRPC3 (Fig. 3B), TRPC4 (Fig. 3C), and TRPC6 
(Fig. 3D) in hPCE cells. The study of the splice variants isoforms 
(Fig. 3E and F) shows that the TRPC4!'> and TRPC6-y spliced 
isoforms were expressed in hPCE cells in addition to unspliced 
forms of TRPC4 !llld TRPC6. 

E:ffects of targeted TRPCI, TRPC3, TRPC4, and TRPC6 
hybrid depletion on ACE. To elucidate the contribution of each of 
the identifi.ed TRPC members to Œ 1-AR- !llld P2Y-R-mediated Ca2+ 
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D STRPCI D STRPC:3 
• ASTRPC1 .... • ASlFIPCS 

U1 ~. ~- ~. Ul 
... 
:MID 

PHE OAG ATP PHI! OAG 

D STRPC4 D S1FIPC8 
• ASTAPC4 - .ASTRPOII 

Ul ~~ - ~1 Ui u. ~DO 

PHE DAG ATP PHE OAG 

4 
c 

r---1 

CTL PHE ATP 

CDK4 ·;·· -(34~ 
1 1.8 0.9 

p27 - - ..,._. 
(l!811DaJ 

1 0.9 1.5 

fi·actin --.. ~ ~ 
{42~ 

PHE ATP 

PHE ATP 
E 

en. PHE 

TRPC6 -(BI! QI 

2.8 

C&lnexln - -(90 llo.) 

signaling, we employed !llltisense hybrid depletion technology. We 
thereby reduced TRPCl/3/4/6 expression, allowing the subsequent 
evaluation of their effect on phenylephrine·, OAG·, and ATP· 
stimulated Ca2 + influx. We treated the cells with antisense 
oligonucleotides specifie to each TRPC member before using them 
for Ca2

+ imaging. Cells treated for the same period of time with 
respective sense oligonucleotides, which are not supposed to affect 
endogenous rnRNA levels, served "" a control. We have previously 
shown the reduction of specifie TRPCl, TRPC3, TRPC4, and TRPC6 
rnRNA expression in antisense versus sense treated cells by 
Western blotting analysis in prostate cellline (29, 30). 

Because of the oscillatory nature of phenylephrine- Md OAG
induced [Ca2+]; responses and the possibility that altered TRPC 
expression may potentially affect the amplitude as well as the 
temporal variables of oscillations, we opted to characterize the 
resulting effects of antisense treatments by calcuillting the area 
under oscillations (i.e., calculating an integral) over the 30-minutes 
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observation period (ScJ and then subtmcting the [Ca2+]; baseline. 
For the pheny!ephrine-induced oscillations in nontreated hPCE 
cells under standard conditions, Sca = 2,700 ± 210 nmol/L . min. In 
the event of ATP responses, the effects of TRPC depletion was 
evaluated based on the changes of maximal [Ca2•h during the 
transition from Ca2

• -free to Ca2
• -containing solution (see Fig. lE). 

Figure 4A shows that antisense hybrid depletion of TRPCI (top 

left; n = 48-85) as weil as of TRPC4 ( bottorn left; n = 72-105) exerted 
a pronounced down-regulatory effect on ATP-induced response 
(i.e., 87% and 84% inhibition, respectively) virtually without 
affecting phenylephrine- and OAG-induced ones. On the contrary. 
the antisense knockout of TRPC6 strongly inhibited responses to 
phenylephrine and OAG (i.e., by 62% and 59%, respectively) leaving 
the ATP one intact (bottorn right; n = 59-99). Finally, TRPC3 hybrid 
depletion affected ATP-. phenylephrine-, and OAG-inrlucerl 
responses almost equally. inhibiting them by 50%, 52%, and 68%, 
respectively (top right· n = 54-87). 

Thus, these data indieate that endogenous TRPC1 and TRPC4 
channels are exclusively involved in ATP-stimulated store-depen
dent type Ca2

• entry, whereas TRPC6 is the DAG-gated channel 
mediating phenylephrine-stimulated, store-independent Ca2+ entry 
in hPCE cells. Endogenous TRPC3 is probably plays an equal role in 
both store-dependent and store-independent Ca2+ influx pathways. 

cx 1 -AR agonist phenylephrine but not ATP promotes hPCE 
cell proliferation via TRPC6 np-regulation. In our previous 
studies, we have shown that phenyiephrine promotes the prolifer
ation of androgen-dependent prostate cancer LN CaP cells \ia the 
mechanism involving Ca2+ influx (10, 11), whereas extracellular ATP 
causes the growth arrest of androgen-independent prostate cancer 
DU-145, by affecting store-dependent processes (10, 11). Therefore, 
it was natural to examine how the two agonists influence the 
proliferation of primary hPCE ce Ils as weil. 

Consistent with our observations of other prostate cancer cell 
types, 2-day treatments of primary hPCE cells with pheny!ephrine 
(10 11mol!L) enhanced their proliferation by 37.3 ± 2.0%, whereas 
the same period of ATP (100 11mol!L) treatment inhibited cell 
proliferation by 61.6 ± 1.6% (Fig. 4B). To prove the critical 
involvement of TRPC6 in growth-regulating properties of u 1-AR 
and P2Y-R agonists, we used hPCE cells subjected to TRPC6 hybrid 
depletion. In the absence of agonists. TRPC6 sense (TRPC6/s) or 
antisense (TRPC6/as) oligonucleotides treatment did not modify 
hPCE cell proliferation activity (Fig. 4B). However, in the presence 
of phenylephrine, the proliferation of TRPC6 sense- and antisense
treated cells becomes dramatically different: if sense treatment did 
not change the usual proliferation-promoting effects of phenyl
ephrine, then antisense treatment not only abolished these effects 
but even reversed the trend, consequently resulting in proliferation 
inhibition. At the same time, TRPC6 sense or antisense treatments 
did not influence the inhibitory action of ATP on hPCE cell 
proliferation. 

Specifie effect of the agonists on cell's proliferation was further 
confirmed by assaying the expression of two cell cycle regulators, 
cdk4 and cdk inhibitor p27 (31), by semiquantitative We&tern blot 
analysis with anti-cdk4 and anti-p27 antibodies. Inspection of the 
images presented in Fig. 4C shows that phenylephrine treatment 
resulted in the up-regulation of cdk4 expression and dawn
regulation of p27 expression in contrast to ATP, whose action on 
the expression of these cell cycle regulators was exactly opposite. 
These results were confirmed by immunostaining with FITC
conjugated anti-cdk4 and anti-p27 antibodies (Fig. 4D). These data 
permitted us to conclude that the effects ofphenylephrine and ATP 

on cell count were indeed related to cell proliferation and growth 
arrest, respectively. 

Moreover, semiquantitative Western blot analysis for possible 
changes in the expression of TRPC6 involved in pheny!ephrine
induced Ca2

• signaling, which is likely to underlie growth
regulating effects, have revealed a ~ 3-fold up-regulation of TRPC6 
expression in response to phenylephrine treatment (Fig. 4E). 

Altogether, these reoults point to the key role of TRPC6 in 
phenylephrine growth-regulating functions. 

Proliferation-promoting effects of cx 1-AR agonists involve 
NFAT activation. To determine which transcription factor(sl 
mediate opposing effects of u 1-AR and P2Y-R agonists on primary 
hPCE cel! growth. we used cells transiently transfected with the 
pCIS-CK plasmid containing an insert of luciferase reporter gene 
driven by either synthetic NFAT- or NF-KB-dependent promoter 
(see Materials and Methods). 

Figure 5A shows that a 2-day treatment with phenylephrine 
(10 f!mol/L) increased NFAT-dependent luciferase expression 
by ~ 5-fold compared with the transfected hPCE cells maintained 
under control conditions, whereas the same period of ATP 
(100 11mol/L) treatment did not alter NFAT-dependent luciferase 
expression, which remained identical to control values. At the 
same time, neither agonist produc:ed a significant change in 
NF-KB-dependent luciferase expression (Fig. 5B). Moreover, 
phenylephrine-induced increase in cell proliferation was specifi
cally related to the increased NFAT activity, as blocking 
calcineurin by cyclosporin A (100 nmol/L) or FK506 (10 11mol/L), 
thereby impeding nuclear NFAT translocation, prevented the 
ability of phenylephrine to induce cell proliferation without 
affecting the ATP-induced growth arrest (Fig. 5C). Thus, œ1-AR
mediated stimulation of hPCE cell proliferation mainly occurs via 
NFAT activation. 

Discussion 
In the present work, we report three major findings on Ca2

• 

signaling involved in the opposing effects on hPCE cell prolifer
ation of u,-AR and P2Y-purinergic receptor agonists: (a) u 1-AR 
agonist, phenylephrine, stimulates intracellular Ca2+ oscillations 
sustained by Ca2

• entry via store-independent DAG-gated mem
brane channels predominantly represented by TRPC6, whereas 
P2Y-R agonist, ATP, stimulates store-dependent and transient Ca2

• 

signal involving SOC activation, to which the major contributors 
are TRPC1 and TRPC4. (b) TRPC6 is a key determinant in 
proliferation-promoting etiects of u 1-AR agonists via oscillatory
type Ca2+ signaling. (c) u,-AR agonist-stimulated Ca2+ oscillations 
enhances the coupling efficiency to nuclear Ca2

• -dependent trans
cription factor, NFAT, involved in the activation of proliferation
promoting gene expression. 

Agonist-dependent growth regulation of hPCE cells, In this 
study, we confirmed that the major conclusions regarding the 
growth-regulating propetties of u 1-AR and P2Y-R signaling systems 
reached in our previous works on mode! systems of prostate 
canee! cell !ines {10, 11) apply to the primary hPCE cells as 
weil. Our study is the first of its kind to be conducted on primary 
cells, and its results allow ali data, including those obtained in cell 
!ines, to be taken into consideration from a common perspective. 
This is of importance in view of the widespread usage of celllines 
due to their convenience and accessibility, although for practical 
applic.ations primary hPCE cells represent the preferred mode! 
for such studies (for details, see Materials and Methods). 
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Figure 5. <x,-AR-mediated proliferation-promoting effects involve NFAT 
activation in hPCE cells. A, quantification of luciferase activity in hPCE 
cells transiently transfected either with a luciferase reporter gene with a 
NFAT-dependent promoter (gray co/umns) or with a reporter vector lacking 
NFAT response elements in the promoter (white co/umns) following 48 hours 
of incubation under control conditions (CTL) and in the presence of 
phenylephrine (PHE, 10 [tmoVL) or ATP (100 fLmolll). Co/umns, mean of 
three independent experiments; bars, SE. •, P < 0.01. 8, same as in (A), but 
for hPCE cells transiently transfected with a luciferase reporter gene with 
(gray co/umns) or without (white co/umns) NF-KB-dependent promoter. 
C, changes in the density of hPCE œlls in response to 48-hour-long 
treatment with phenylephrine (10 [tmolll) or ATP (100 [tmolll) under regular 
(control, CTL) conditions and in the presence of calcineurin inhibitors, 
cyclosporine A (100 nmoi/L), or FK506 (10 [tmolll). '. P < 0.001, compared 
with phenylephrine-treated cells under control conditions. 

Rote of TRP Channels in Proliferation 

Thus, it seems to be proven that a 1-AR-coupled signaling is 
associated with the enhancement of hPCE cell proliferation, 
whereas P2Y-R signaling induces a cessation of proliferative 
activity. We have shown that despite being initiated by the 
common PLC-catalyzed inositol phospholipid breakdown, the 
downstream pathways for the two receptors diverge by preferen
tially relying on the two different secondary messengers (i.e., IP3 

or DAG). Such a divergence permits the generation of the two 
different patterns of intracellular Ca2

+ signal in response to agonist
mediated stimulation of the two receptors, which ultimately result 
in opposite end effects on cell proliferation. 

We show that the pattern of Ca2
+ signaling initiated by cx1-AR 

stimulation is characterized by regular oscillatory activity, which 
is almost exclusively based on cé+ entry pathway directly gated 
by DAG with no apparent role for IPrmediated store depletion. 
The latter is shown by tl1e inability of phenylephrine to produce 
measurable Ca2+ release in the absence of extracellular Ca2

+. 

Generally, this is surprising as most mo dels of Ca 2+ wave genera
tion involve interplay between Ca2

+ entry and IPrmediated, store
dependent processes (25, 26). It may therefore suggest either 
very localized and compartmentalized Ca2

+ releases incapable of 
changing global [Ca2+); or the involvement of store-independent 
Ca2

+ uptake/extrusion mechanisms, such as, for instance, a mito
chondrial one. In contrast, Ca2

+ signaling coupled to P2Y-R stim
ulation is largely determined by IP3-mediated, store-dependent 
processes, including robust Ca2

+ release and the activation of 
store-operated Ca2

+ influx (Fig. 6). Currently, it is weil known tl1at 
IP3 has a short half-life within the cell, and that the diffusion of 
loc.ally produced IP3 is rate limiting (32-34). However, little is 
known about assessing iliese variables in single cell: there are 
rallier used computational models, but no indicator is available 
that would allow IP3 to be visualized (35). Similar difficulties seem 
to study tl1e intracellular signaling of DAG. The carbon-11-labeled 
DAG was proposed to evaluate its intracellular signaling, but its 
use needs further investigations (36). Due to iliese technical 
limitations, addressing ilie question of such divergence between 
et1-AR-coupled and P2Y-R signaling seems unrealistic. 

Recent data suggest that oscillatory [Ca2+)1 activity may be 
especially suited to the specificity of Ca2+ signaling (37), as ilie 
possibility of amplitude and frequency signal encoding permits 
distinct effectors to be targeted. Our data on selective proliferation 
promoting a 1 agonist action via the induction of cé+ oscillation in 
hPCE cells are consistent with this notion. Moreover, the fact that 
these oscillations translate into enhanced hPCE cel! proliferation, 
via the activation ofilie Cé'-dependent transcription factor, NFAT, 
generally agrees with previous findings on the importance of Ca2

' 

signal amplitude and frequency characteristics, in determining 
the efficiency and specificity of coupling to varions transcription 
factors, including NFAT (37). In contrast, Mignen et al. have 
reported that repetitive Ca2

+ oscillations due to low agonist 
concentration could not enhance the Ca2+ -dependent activation 
of NFAT in m3-HEK293, whereas high agonist concentration that 
induced a sustained elevation in cytosolic Ca2+ concentration was 
able to translocate NFAT (38). However, the Ca2

+ signal pattern was 
markedly different in their experiments: the Ca2+ concentrations 
were elevated for only a few seconds ( ~ 10-15) during each 
oscillation ( 39 ), whereas the oscillatory period in T cells and in hP CE 
ce Ils was ~ 2 minutes. 

On ilie other hand, the antiproliferative effect of ATP-mediated 
P2Y-purinergic. receptor stimulation, via the induction of store
dependent Ca2

+ signaling, are generally consistent "'itl1 the critical 
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Rôle des canaux de tvve TRP dans la prolifération des cellules cancéreuses prostatiques. 
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role of the ER Ca2
• store content and SOCs in the regulation 

of prostate cancer cell apoptosis, as shown in our previous 
works (23, 25). Indeed, persistent activation of P2Y-purinergic 
receptors may cause chronic underfilling of ER Ca2+ store and an 
adaptive decrease in SOCE, which although may not be sufficient to 
induce apoptosis (23, 25), but sufficient to exert antiproliferative 
effects (11). 

TRP members irwolved in agonist-stimulated Ca2 + entry in 
hPCE cells. Our results also highlight the importance of Ca2

• entry 
pathways in the discrimination of the signaling via C<1-adrenergic 
and P2Y-purinergic receptors in hPCE cells. Indeed, the C<p'\R 

agonists, phenylephrine, as weil as the DAG analogue, OAG, 
activate Ca2

• entry mainly via the TRPC6 channel, whereas ATP
evoked Ca2+ entry predominantly involves TRPCl and TRPC4 
channels. 

The literature ascribingvarious TRPC members to the DAG-gated 
or SOC type and their mode of activation is quite conilicting and 
controversial (4Q-42). Therefore, a thorough assessment of the 
contribution of each particular TRP in the creation of the speciilc 
type of Ca2 + entry pathway is required in every case. Thus far, our 
own data on LNCaP cell line only suggests that TRPCl and the 
member of the "vanilloid" TRP subfamily, TRPV6, are predomi
nantly involved in SOC formation (26), which agrees closely with the 
TRPCl role in ATP-induced store-dependent type Ca2+ entry 
established above. Moreover, TRPCl is one ofthose channels most 
involved in store-operated Ca2

• entry in general ( 4ü). Another TRPC 
member, TRPC4, which vve also identified as essentially contribut
ing to ATP-induced, store-dependent type Ca2

' entry in. hP CE cells, 
has been sho"''ll both in the SOCE and in other cell models (41). 

Although the existence of a direct DAG-gated activation mode 
for heterologously expressed TRPC6 is weil established (42-44), our 
study is the first to identify endogenous TRPC6 as a primary 
determinant in physiologically relevant agonist-induced Ca2+ entry 
operating on the direct DAG gating mechanism in cells of prostate 
origin. Moreover, we not only uncover the TRPC6 involvement in 
the generation ofphenylephrine-induced Ca2

• oscillations in hPCE 
cells but also show the likely role of this channel in the enhance-

Ca 
~ 

CaM-Ca CaM 

++ 

Nucleus 

Figure 6. Schematic depicllon of cwAR
and P2Y -purinoreceptor-medlaled c.t• 
signalmg 1n the primary hPCE cell 
proliferation. a 1·AR stimulation by agonis! 
(phenylephnne, PHE) via G-proteln
coupled PLC-catalyzed PIP2 breakdown 
causes generation of Iwo secondary 
messengers, IP3 and DAG, of which DAG 
directly activa! es the plasma membrane 
receptor-operated channel (ROC) 
represented by TRPC6, whereas IP3 due to 
some limitations of a yet unknown nature, 
is un able to produce visible effects. 
Consequent Ca2

• entry via ROC!TRPC6 
causes NFAT activation due to Ca-'•;caM/ 
calcmeurin-asslsled translocation to the 
nucleus, where NFAT initiales the 
expression of the genes necessary for 
proliferation. ln contras!, agonlst-mediated 
P2Y·R st1mulat1on (ATP), although causing 
the same PLC-catalyzed derivation of IP3 
and DAG, further down employs IP3 lo 
release C.i+ from ER VIa IP3 receptor 
(!P~·R) Wllh the sutlsequent act1vat1on of 
plasma membrane SOC, ma1nly 
represented by TRPC1 and TRPC4. 
Associated ER Ca2• store depletion mast 
probably serves as a pnmary stress 
factor for proliferation 1 nh1b111on. 

ment of the pro-proliferative effects of C<1-AR agonists, because 
chronic exposure to phenylephrine causes TRPC6 overexpression. 
It is also quite plausible that promotion of proliferation in 
response to C< 1-ARs stimulation may result not only from the 
higher coupling efficiency of Ca2+ oscillations to NFAT activation 
but also from the spatial colocalization of TRPC6 with the 
machinery of Ca2 •-dependent NFAT activation. 

In general, the role of TRP members in proliferatilln activity has 
been best studied for smooth muscle cells. Interestingly; the results 
of these s1udies point to both TRPCl and TRPC6 as important 
determinants in the promotion of pulmonary vascular smooth 
muscle cell proliferation (45, 46). However, the underlying 
mechanisms seem to involve the enhancement of store-operated 
Ca2+ influx only, including both TRPCs channels. 

Potential clinical implications. Our present study together 
with the aforementioned recent one (10) reveals new, previously 
unanticipated clinical effects for C<1-AR blockade in the control of 
prostate epithelial cell proliferation, which can be further exploited 
for growth suppression in the benign and malignant prostate. 
Moreover, because we have identified the signaling pathway 
mediating C<1 -AR-stimulated proliferation promotion, ail the 
molecular entities involved can potentially represent suitable 
targets for therapeutic intervention. This is especially true with 
respect to the TRPC6 channel which determines the oscillatory 
pattern of Ca2

• signaling that couples agonist-mediated C<1-AR 
stimula.tion to Ca2+-dependent activation of the NFAT transcription 
factor, as disrupting this pattern would ultimately terminate 
proliferative gene expression. 
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Résultats préliminaires : caractérisation moléculaire du Calcium Induced Factor (C/FI. 

11) Résultats préliminaires : caractérisation moléculaire du 

Calcium lnduced Factor (CIF). 

Matthieu Flourakis, Benjamin Beek, Christian Rolando, Roman Skryma, et Natalia 

Prevarskaya. 

Dans cette partie de ma thèse, nous avons étudié 1 'un des mécanismes les plus 

mystérieux de la signalisation calcique : la découverte du mécanisme d'activation des canaux 

SOC. 

Avant la découverte de STIMl et Orail, deux hypothèses d'activation étaient émises: 

le couplage conformationel et le CIF (Calcium Induced Factor). Le mécanisme de couplage 

conformationel est bien établi, à l'opposé la nature moléculaire du CIF est inconnue. 

A l'aide d'une collaboration avec le laboratoire de protéomique du Pr Rolando, nous 

avons tenter de caractériser le CIF. 
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L'étude est basée sur un article fondateur du Pr Randriamanpita repris ces dernières 

années par d'autres équipes (Bo1otina and Csutora 2005). La première étude a permis de 

caractériser le CIF comme étant un composé actif contenu dans les organites puis dans le 

cytoplasme après stimulation par un agoniste. Dix ans de recherche supplémentaires n'ont 

pas réussi à faire avancer beaucoup la thématique: le CIF serait un petit composé (<500Da), 

anionique et hydrophobe. L'étude de 1' équipe de Bolotina met en évidence le rôle de la 

phospholipase A2 dans le mécanisme d'activation des SOCs par le CIF. Le CIF induit la 

dissociation du complexe Calmodu1ine- iPLA2· L'iPLA2 ainsi activée provoque la production 

de lysophospholipides qui activent les SOCs (Bolotina and Csutora 2005) 

Pour obtenir le CIF, les cellules sont placées pendant une nuit à 4°C. Le froid induit 

un stress réticulaire qui provoque le relarguage du CIF dans le cytoplasme. Grâce à deux 

centrifugations successives (800 et 8000G), nous obtenons une fraction contenant en majorité 

le cytoplasme et le contenu des organites. La fraction 1.4 est obtenue à partir des cellules non 

stimulées, la fraction 2.4 est obtenue quand les cellules sont activées (figure 1). 

LNCaP préconfluentes : 

Centrifugation 
différentielle 

Cytoplasme 
+contenu des organites 

fraction 1,~1 et 

l 
CIF? 

(1) ou Stress 
réticulaire 

Milieu extracellulaire fî\ 
fraction 1.1 et 2.1 \!:.) 

Gros fragments (noyaux) f"2'. 
fraction 1.2 et 2.2 \!:.) 

Petits fragments (";\ 
(mitochondries+ RE(-)) \V 

fraction 1.3 et 2.3 

Figure 1 :Protocole expérimental pour l'obtention du CIF. 

Une fois les fractions obtenues, nous avons testé leurs activités grâce aux techniques 

d'électrophysiologie et de microscopie confocale. La figure 2 indique que, contrairement à la 

fraction 1.4, la fraction 2.4 possède bien une activité. En effet, en configuration cellule 

entière, la diffusion du CIF contenu dans la fraction 2.4 active un courant ressemblant au 
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Résultats préliminaires : caractérisation moléculaire du Calcium Induced Factor CCIF). 

courant porté par les canaux SOCs (figure 2A) et provoque une hausse de la [Ca2+]cyt (figure 

2B). 
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Figure 2 :Mesure de l'activité du CIF présent dans la fraction 2.4, A : enregistrement en patch-clamp, B : 
enregistrement caractéristique de la variation de la [Ca2+]cyt obtenue en microscopie confocale dynamique. 

Le CIF semble donc être présent dans la fraction 2.4. Nous avons donc vérifié 

si l'activité obtenue est bien due à l'activation des canaux SOCs. Pour cela, nous avons 

vérifié la sélectivité et la pharmacologie du courant activé par le CIF. 
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Figure 3 :Sélectivité (A) et pharmacologie (B) du courant activé par le CIF contenu dans la fraction 2.4 
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Le courant activé par le CIF a une sélectivité (Mn2+ <S?+ <Ba2+ <Ca2+) et une 

pharmacologie (Ruthenium Red << La3+<2-APB) caractéristique du courant SOC identifié 

dans les cellules cancéreuses prostatiques humaines. De plus, les caractéristiques 

biophysiques (potentiel d'inversion proche de 50mV et la rectification entrante) sont 

similaires aux caractéristiques du courant SOC. Ainsi, le CIF contenu dans la fraction 2.4 

active donc bien un courant calcique de type SOC. 

Le CIF est donc bien dans la fraction 2.4, cependant ces fractions sont composées de 

nombreuses molécules. Nous avons donc voulu purifier cette fraction. Tout d'abord, nous 

avons effectué des extractions avec un mélange chloroforme/méthanol afin de supprimer la 

majorité des lipides et des protéines. Les fractions obtenues suite à l'extraction (appelée 

fraction C) sont toujours actives (figure 4 gauche). Puis nous avons séparé les molécules 

restantes en fonction du poids moléculaire grâce à des membranes de Cut off. 

eut Off 

Fraction 8·2 
Fraction C 

- Fraction B 

2 

100 200 300 400 

tmw, s 

Figure 4 : Purification de la fraction 2.4 par extraction chloroforme 1 méthanol (à droite) ou par eut off (à 
xauche). 

Malheureusement, nous n'avons pas retrouvé le CIF dans les fractions contenant des 

molécules d'un poids moléculaire inférieur ou supérieur à 5000Da. Des analyses 

supplémentaires semblent indiquer que le CIF reste dans la membrane (figure 4 droite). En 

effet, lorsque l'on extrait ce qui est bloqué dans la membrane, on retrouve l'activité du CIF. 

Ce dernier résultat permet de confirmer que le CIF est bien un composé hydrophobe. 
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Résultats préliminaires : caractérisation moléculaire du Calcium lnduced Factor (CJF). 

Nous avons alors, à partir des fractions purifiées grâce à l'extraction chloroforme 1 

méthanol (fraction C), effectué de nouvelles purifications par des chromatographies à phase 

liquide (HPLC) soit anionique soit cationique afin de séparer les molécules en fonction de 

leurs charges. Comme le montre la figure 5, nous avons obtenu 25 fractions pour chaque 

HPLC. Après avoir testé ces 50 fractions, nous avons détecté l'activité du CIF que dans 

quatre fractions : les fractions 1 et 2 de l'HPLC cationique et les fractions 24 et 25 

anioniques. Les courants obtenus en configuration cellule entière sont proches des courants 

calciques de type SOC. Cependant, il est intéressant de noter que les courants obtenus ont des 

cinétiques assez différentes : les courants activés par les fractions 1 et 2 cationiques sont 

activés assez lentement et ne sont pas transitoires. Pour les courants activés par les fractions 

24 et 25 anioniques la cinétique d'activation est rapide et transitoire. 
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Figure 5: Purification de la fraction C par HPLC cationique (droite) ou anionique (gauche) 

Ces deux types de fractions semblent donc être différentes. En effet, la différence de 

cinétique tend à montrer que ces deux types de fractions sont composés de molécules 

différentes capables d'activer les canaux SOCs. 
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L'étape suivante est donc d'identifier les molécules présentes dans ces fractions. Pour 

cela nous avons réalisé des expériences de spectrométrie de masse sur les fractions 1 1 2 

cationiques et 24 1 25 anioniques. 

Voyons tout d'abord les composés présents dans les fractions cationiques. Comme le 

montre la figure 6, nous avons identifié de nombreux pics dont la masse moléculaire est 

proche de 500Da. Les études précédentes ont caractérisé le CIF comme étant une petite 

molécule d'environ 500Da, hydrophobe et anionique. Les pics identifiés ici possèdent les 

mêmes caractéristiques. Nous avons donc dans les fractions 1 et 2 obtenus par l'HPLC 

cationique la ou les molécules précédemment identifiées comme CIF. 
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Figure 6: Spectrométrie de masse des fractions 1 et 2 cationiques (A), et courants caractéristiques 
obtenus par diffusion de l'activité CIF de contenue dans ces mêmes fractions (B) ou par des 
lvsosphosholipides choline (C). 

Cependant, récemment il a été démontré que les lysophospholipides peuvent activer 

directement les canaux SOCs (figure 6C). Les lysophospholipes ont une masse moléculaire 

de 500 Da en moyenne, sont hydrophobes et anioniques. Ainsi, nous mettons ici en évidence 

que les molécules purifiées dans ces fractions et par de nombreuses équipes travaillant sur le 

CIF ne seraient en fait que des lysophospholipides. 
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Résultats préliminaires : caractérisation moléculaire du Calcium Jnduced Factor (C!F). 

Nous nous sommes donc intéressé ensuite aux molécules présentes dans les fractions 

anioniques 24 et 25. Dans ces fractions, nous ne voyons pas de molécules possédant une 

masse moléculaire proche de 500Da. Cependant, il y a de nombreux pics pour une masse 

inférieure à 400Da (figure 7). 

A B 

HPLC anionique 0,0 Fractions 24 et 25 dessalées 

Fraction25 

500Da 
·l '~5'-0-~~-~50--~~ 0-0 --1~50-~200 

Figure 7: Spectrométrie de masse des fractions 24 et 25 anioniques (A) et (B) courants caractéristiques 
obtenus par diffusion de l'activité CIF dans ces mêmes fractions. 

Ces résultats nous permettent donc de donner de nouvelles caractéristiques au CIF. 

Celui-ci serait une petite molécule (la masse moléculaire serait inférieure à 400Da), 

hydrophobe et cationique. 

Enfin, l'une des dernières caractéristiques décrites par l'équipe de Bolotina, identifie 

le CIF comme étant une molécule permettant de détacher la calmoduline de l'iPLA2 (figure 

8A). Cette dernière produit des lysophospholipides qui activent les canaux SOCs. Dans cette 

dernière partie, nous avons testé nos fractions sur l'activité de l'iPLA2. Pour cela, nous avons 

utilisé un inhibiteur spécifique de cette protéine : le sBel. 

Dans un premier temps, nous avons vérifié l'expression de l'iPLA2 dans les cellules 

cancéreuses prostatiques (figure 8B). Nous avons ensuite testé nos fractions dans ce modèle. 

L'activité contenue dans les fractions cationiques 1 et 2 n'est pas inhibée par le sBEL. 

Ceci démontre que les molécules présentes dans ces fractions activent les canaux SOCS en 

amont de l'iPLA2. Ces résultats sont en accord avec notre hypothèse postulant que les 

molécules présentes dans ces fractions sont des lysophosholipides (figure 8C). 
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Au contraire, l'activité contenue dans les fractions amomques 24 et 25 est bien 

inhibée par le sBEL (figure 8D). Ceci confirme que les molécules présentes dans ces 

fractions agissent en aval de l'iPLA2. Ces molécules auraient la capacité de détacher la 

calmoduline de l'iPLA2 afin d'activer les SOCs. Cette hypothèse nécessite des expériences 

complémentaires afin d'être validée. 
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Figure 8: Implication de l'iPLA2 dans l'activation des SOCs. (A) modèle proposé par le Dr. Bolotina, 
(B) expression de l'iPLA2 dans les cellules cancéreuses prostatiques, tests de l'activité des fractions 
cationiques 24 et 25 (B) et des fractions anioniques 1 et 2 (C) en configuration cellule entière suite à un 
traitement par un inhibiteur de l'iPLA2. 
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Résultats préliminaires : caractérisation moléculaire du Calcium lnduced Factor (CfF). 

Conclusion 

Cette étude est donc primordiale pour la caractérisation du CIF. En effet, nous avons 

démontré, la présence de lysophospholipides dans les fractions étudiées par les équipes 

précédentes. Ces petites molécules hydrophobes et anioniques peuvent activer directement 

les canaux SOCs. Ici, nous démontrons que le CIF serait bien la molécule qui détache la 

calmoduline de l'iPLA2. Le CIF serait de plus petite masse moléculaire que ce qui a été 

décrit (inférieure à 400Da) et serait hydrophobe et cationique. Des études plus poussées en 

protéomique sont cependant nécessaires afin d'identifier le CIF. 
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Au fond, est-ce que ranger ça ne revient pas un peu à mettre le souk dans son désordre ? 
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