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GLOSSAIRE : 

 

ACP : adénocarcinome canalaire 
pancréatique 

AIF : apoptosis inducing factor 

AMPc : Adénosine monophosphate 3’, 
5’cyclique 

ANOVA : analyse of variance 

AP-1 : activator protein 1 

APAF-1 : apoptosis proteine activating 
factor 1 

APE1 : Apurinic Apyrimidic 
Endonuclease type 1 

ARC : arachidonic acid–regulated 
calcium channel 

ATP : adenosine triphosphate 

ATRA : All Trans Retinoic Acid 

AV : annexin V 

BET : bromure d’éthydium 

BH : bcl-2 homology 

BiP : binding immunoglobuline protein 

BRCA1 : breast cancer 1 

BSA : bovine serum albumin 

BT : bleu trypan 

CAF : cancer associated fibroblasts 

CAM : cancer associated macrophage 

CCP : cellules cancéreuses 
pancréatiques 

CCR : coiled-coil region 

CDK : cyclin-dependent kinase 

CDKN1 : cyclin dependent kinase 
inhibitor 1 

CHAK1 : chAnnel kinase 1 

CHC : carcinoma hépatocellulaire 

CHOP : C/EBP homologous protein 

CKI : cyclin-dependent kinase inhibitor 

CMLV : cellule musculaire lisse 
vasculaire 

CNNM : member of the cyclin M family 

COX-2 : cyclooxygenase 2 

CRAC : calcium release-activated 
channels 

CREB : cAMP response element-
binding protein 

CS : cellule stellaire 

CSH : cellule stellaire pancréatique 

CSP : Cellule Stellaire Pancréatique 

CTGF : connectif tissue growth Factor 

CXCL1 : chemokine C-X-C motif ligand 
1 

DAPI : di-aminido phenylindol 

DMEM-F12 : dulbecco modified eagle 
medium/ nutrient mixture F-12 ham 

DMSO : dimethyl sulfoxide 

dNTP : desoxy nucleotides 
triphosphates 

DR4 : death receptor 4 

E2F : eukaryotic elongation factor 

EBP : elastin-derived peptide 

EDTA : ethylenediaminetetraacetic 
acid 
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eEF2 : eukaryotic translation elogation 
factor2 

EGCG : épigalocatechine-3-o-gallate 

EGF : epidermal growth factor 

EGFR : epidermal growth factor 
receptor 

EGTA : ethylene glycol tetraacetic acid 

EMT : transition épithelio-
mésenchymateuse 

ER : estrogen receptor 

ERC : elastin receptor complex 

ERK : extracellular signal-regulated 
kinase 

FACIT : Fibril Associated Collagens 
with Interrupted Triple helices 

FAK : focal adhesion kinase 

FAP : Fibroblast Activing Protein 

FGF : fibroblasts growth Factor les 

FITC : fluorescein isothiocyanate 

FN : fibronectin 

FSP-1 : fibroblast Specific Protein 1 

G1 : gap 1 

GADD45 : growth arrest and DNA 
dammage-inducible protein 45 

GAG : glycoaminoglycane 

GALT : gut associated lymphoid tissue 

GAPDH : glyceraldehyde 3-phosphate 
dehydrogenase 

GFAP : glial fibrillary acidic protein 

GPDH : glycerol-3-phosphate 
dehydrogenase 

GSK3 : Glycogen synthase kinase 

GST : glutathion S-transferase 

GTP : guanosine triphosphate 

HA : hyaluronic  acid 

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

HGF : hepatocyte growth factor 

HIF-1 : hypoxia inducible Factor 1 

HS : heparanesulfate 

HSP : hepatique Stellate Cells 

Hsp90 : heat shock protein 90 

IAP : inhibitor of apoptosis protein 

IC50 : inhibitory concentration  50 

ICAM :  Intercellular Adhesion Molecule 
1 

IFN-γ : interferon gamma 

IL : interleukine 

INK4A : inhibitor of cyclin dependant 
kinase 4A 

IP : iodure de propidium 

IPMN : intraductal papillary mucinous 
neoplasms 

JAK : janus kinase 

JNK : c-Jun N-terminal kinases 

KO : knock out 

K-ras : kirsten rat sarcoma 

LOX : lysyl oxydase 

LPS : lipo-polysaccharide 

M : mitosis 

magNUM : magnesium nucleotide 
regulated metal ion current 

MagT1 : Magnesium Transporteur 1 

MAPK : mitogen activated protein 
kinases 
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MC : milieu conditionné 

MCN :mucinouscysticneoplasms 

MCP-1 : monocyte chemoattractant 
protein 1 

MDM-2 : Murine Double Minute 2 

MEC : matrice extracellulaire 

MET : microenvironment tumoral 

MHC : myosine heavy chain 

MIC : magnesium inhibited cationic 

MLCK : myosin light-chain kinase 

MMM : membrane magnesium mitosis 

MMP : matrix metalloproteinase 

MRS2 : mitochondrial RNAsplicing 2 

MSC : Mesenchymal Stem Cell 

mTOR  : mammalian target of 
rapamycin 

MTT : 3-[4,5-dimethylthiazol-2yl-2,5-
diphenyltetrazolium bromide 

MYH11 : myosine-11 

MYIIA : myosine II A 

NADPH : nicotinamide adenine 
dinucleotide phosphate 

NFAT : nuclear factor of activated T-
cells 

NFKB : nuclear factor kappa B 

NGA : neural-glial antigen 

NK : natural killer 

OST : oligosaccharyltransferase 

PanIN : pancreatic intraepithelial 
neoplasias 

PARP : poly ADP ribose polymerase 

PCNA : proliferating cell nuclear 
antigen 

PCR : polymerase chain reaction 

PDGF : platelet-derived-growth-Factor 

PDPN : podoplanine 

PET : polyethylène-téréphtalate 

PFA : paraformaldéhyde 

PG : polygalacturonane 

PI3K : phosphatidyl inositol 
triphosphate kinase 

PIP2 : phosphatidylinositol-4,5-
bisphosphate 

PIP3 : phosphatidyl inositols (3,4,5) 
triphosphates 

PKA : protéine kinase A 

PKC : Protéine kinase C 

PLC : phospholipase C 

POSTN : périostine 

PPAR-γ : Peroxisome Proliferator-
Actived Receptor gamma 

qPCR : PCR quantitative 

Rac1 :  Ras-related C3 botulinum toxin 
substrate 1 

Ras : rat sarcoma 

RB : retinoblastoma 

RCPG : recepteur couplés aux 
protéines G 

RD : reaction desmoplastique 

RECK : reversion Inducing cysteine 
rich protein with kazal motif 

RhoA : ras homolog family member A 

ROC : receptor-operated channel 

ROCK : rho-associated protein kinase 
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ROS : reactive oxygen species 

RPSA : ribosomal protein SA 

RT : retro-transcription 

RTK : récepteur tyrosine kinase 

S1P : sphingosine 1 Phosphate 

SBE : smad binding element 

SDF-1 : stromal-cell derived factor 1 

SDS : sodium dodecyl sulfate 

SEM : standard error of the mean 

Ser : residus serine 

siRNA : small interferent ribonucleic 
acid 

SLC4A1 : solute carrier family 41 
member 1 

Smad : small mothers against 
decapentaplegic 

SMOC : second messenger-operated 
channels 

SOC : store-operated channel 

STAT : signal transducer and activator 
of transcription 

STIM : stromal interaction molecule 

TEA : triethylamine 

TF : transcription factor 

TGFβ : transforming growth Factor β 

Thr : residu threonine 

TIMP : tissue inhibitor of matrix 
metalloproteinase 

TNF : tumor necrosis factor 

TNFR : tumor necrosis factor receptor 

TRAIL : TNFR related apoptosis 
inducing ligand 

Treg : lymphocyte T régulateur 

TRP : transient receptor potential 

TRPA : TRP akyrin 

TRPC : TRP canonical 

TRPM : TRP melastatin 

TRPM7 : transient receptor potential 
melastanin-related 7 

TRPML : TRP mucolipin 

TRPP : TRP polycystin 

TRPV : TRP vaniloid 

uPA : urokinase plasminogen activator 

VCAM : Vascular cell adhesion protein 
1 

VEGF : vascular endothelial growth 
factor 

VOC : voltage-operated channels 

WAF : wound-healing-associated 
fibroblast 

WNT : wingless Int-1 

XPB : xeroderma pigmentosum type B 

α-SMA : alpha smooth muscle actin 
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CHAPITRE I -  L’ADENOCARCINOME CANALAIRE 

PANCREATIQUE : 

I) Généralités sur le pancréas : 
 

Le pancréas est un organe situé en position rétropéritonéale en contact direct avec la 

veine cave inférieure et l’aorte. Il s’agit de l’organe glandulaire le plus volumineux de 

l’organisme (jusqu’à 100 g) et assure à la fois des fonctions endocrines impliquées 

dans la régulation de la glycémie, et des fonctions exocrines de sécrétion des 

enzymes digestives et des ions bicarbonates. Bien qu’étant une glande mixte, 80% 

de la masse de cet organe est dédiée à la fonction exocrine.  

La glande pancréatique est constituée de 4 parties : la tête, logée sous l’estomac et 

devant l’aorte ; le col du pancréas situé devant la veine porte ; le corps se 

prolongeant sous la partie basse de l’estomac ; et la queue du pancréas située en 

position latérale droite, proche de la rate.  

La dualité fonctionnelle du pancréas est due à la présence de deux types cellulaires 

distincts. En effet, les cellules endocrines sont regroupées au sein d’îlots de 

Langerhans alors que les cellules à activité exocrine forment des acini qui déversent 

leurs sécrétions dans les canaux pancréatiques (Figure 1).  

Figure 1) Anatomie du pancréas : 

L’anatomie générale du pancréas est représentée à gauche avec une coupe histologique de 

tissu pancréatique montrant la  séparation entre les fonctions endocrine et exocrine. Le 

schéma de droite fait apparaitre les acini exocrines et les cellules épithéliales sécrétoires. 

Modifié d’après le site Eurocytology (https://www.eurocytology.eu/en/course/418) et le 

livre  BIO202 : Human Anatomy and Physiology. 
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L’activité endocrine issue des îlots de Langerhans est majoritairement représentée 

par les cellules β-pancréatiques sécrétant l’insuline et représentant entre 65 et 80% 

de l’îlot. Les cellules α-pancréatiques sont impliquées dans la sécrétion de glucagon 

et les cellules δ secrètent la somatostatine.  

Les cellules acinaires du pancréas exocrine synthétisent, et stockent des enzymes 

actives telles que la lipase ou l’amylase pancréatique, mais également des enzymes 

sous forme inactive comme le zymogène ou le trypsinogène. Environ 2000 ml de 

solution iso-osmotique alcaline est sécrétée quotidiennement par le pancréas dans le 

duodénum afin de tamponner l’acidité des sucs gastriques [Ogami et Otsuki 1998]. 

 

II) Données épidémiologiques : 
 

Chaque année le cancer est responsable de près de 8,2 millions de décès dans le 

monde. Et les prédictions anticipent une augmentation de l’incidence des cancers de 

près de 70% d’ici 2030. Les différents types histologiques de cancers sont classés en 

fonction des paramètres d’incidence et de mortalité. Pour la plupart des cancers, 

comme le cancer pulmonaire, l’incidence et la mortalité sont proches, néanmoins 

pour d’autres cancers, comme le cancer du pancréas, il existe un écart important 

entre les deux classements.  Le cancer du pancréas possède une incidence 

relativement faible mais il est caractérisé par un taux de mortalité parmi les plus 

élevés, ce qui fait de lui la 7éme cause de décès par cancer à l’échelle mondiale 

(Figure 2). Cet écart important entre incidence et mortalité traduit la grande 

agressivité du cancer pancréatique et fait de lui le cancer possédant le pronostic le 

plus sombre, tous cancers confondus [Yadav et al. 2013]. 

Les données épidémiologiques issues de GLOBOCAN (Global Cancer Observatory ;  

https://gco.iarc.fr/) estiment à 330 000 le nombre de décès et à 337 900 le nombre 

de nouveaux cas de cancers pancréatiques dans le monde pour l’année 2012. 

Environ 7000 cancers du pancréas sont diagnostiqués par an en France, et la 

pathologie est responsable de la mort de 4300 personnes chaque année (tous sexes 

confondus). 
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L’âge moyen du diagnostic est estimé à 71 ans pour les hommes et 78 ans pour les 

femmes, ce qui fait du cancer pancréatique un cancer de la personne âgée [Yadav 

et al. 2013]. La survie moyenne après diagnostic d’un cancer pancréatique est de 6 

mois et son taux de survie à 5 ans est estimé entre 3 et 5% (Figure 2), il s’agit du 

cancer présentant le taux de survie le plus faible [Vincent et al. 2011 ; Siegel et al. 

2012 ; Yadav et al. 2013]. 

Dans 70 % des cas, le décès est lié à la dissémination métastatique principalement 

dans les poumons et le foie. Les 30 % de décès restants sont liés à une extension 

locale de la tumeur, touchant les tissus péri-pancréatiques, l’estomac, la  rate,  ou le 

colon [Vincent et al. 2011 ; Siegel et al. 2012 ; Yadav et al. 2013]. 

Le cancer du pancréas est actuellement perçu comme un problème majeur de santé 

publique, et cela de façon durable car les projections le placent en 2éme position des 

cancers les plus mortels en 2030 [Rahib et al. 2014]. 

 

III) Types Histologiques : 
 

En terme d’incidence, la composante exocrine du pancréas est la plus importante et 

90% des tumeurs pancréatiques sont des tumeurs exocrines.  Parmi ces tumeurs, 

Figure 2) Données épidémiologiques : mortalité et survie du cancer pancréatique : 

En dépits d’une incidence faible, le cancer pancréatiques possède le taux de survie le 

plus faible en comparaison avec les autres cancers. 

D’après GLOBOCAN (https://gco.iarc.fr/). 
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85% sont des adénocarcinomes canalaires pancréatiques (ACP) qui se développent 

au niveau des cellules exocrines des canaux excréteurs du pancréas, les cellules 

acineuses. Les 15 % restants correspondent à plusieurs types histologiques de 

cancers comme les tumeurs neuroendocrines (2 à 3% des cas), les ampullomes (qui 

sont des tumeurs de l’ampoule de Vater, > 1% des cas) ou encore les cystadénomes 

(tumeurs kystique canalaire, 1 à 2% des cas) [Vincent et al. 2011 ; Siegel et al. 

2012 ; Yadav et al. 2013]. 

La majeur partie des tumeurs d’ACP se développent au niveau de la tête du 

pancréas et sont ainsi en contact direct avec les grands vaisseaux abdominaux, 

rendant la chirurgie difficile [Yadav et al. 2013]. 

Il s’agit d’un cancer hautement métastatique, c’est pourquoi la totalité des patients 

souffrant d’ACP développent des tumeurs secondaires. Ce sont ces métastases qui 

se développent principalement sur des organes tels que le foie qui sont responsables 

du très faible taux de survie lié à l’ACP. 

L’espérance de vie après diagnostic d’un cancer du pancréas se chiffre en mois, et 

ce à cause de la dissémination métastatique précoce, de la résistance de la tumeur 

aux traitements et de l’affaiblissement de l’organisme (cachexie, asthénie) généré 

par l’ACP [Yadav et al. 2013].  

L’ACP compte parmi les cancers les plus mortels, puisqu’il n’existe aucun dépistage, 

ni traitement efficace pour cette pathologie en dehors de la chimiothérapie et de la 

chirurgie. 

 

IV) Facteurs de risques de l’ACP : 
 

Le développement du cancer pancréatique est facilité par un certain nombre de 

facteurs de risques d’ordre comportemental (modifiables) ou génétique (Tableau 1). 

Parmi les facteurs impliqués dans la genèse de l'ACP on retrouve comme principales 

causes le tabac, mais aussi la consommation d'alcool, une alimentation trop riche en 

graisses saturées, ainsi que l’âge avancé. On considère que le tabac est 

responsable de 20 à 30% des cancers du pancréas [Becker et al. 2014].  
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L'alcool, quant à lui, augmente le risque de pancréatite chronique qui, constitue une 

lésion précancéreuse favorable au développement de l’ACP. 

La forme héréditaire de pancréatite chronique constitue également un risque majeur 

puisque les patients en étant atteint ont entre 40 et 55% de risque de développer un 

cancer pancréatique au cours de leur vie [Yadav et al. 2013]. 

La composante génétique peut également participer à la genèse de l’ACP puisque 

l'on considère que 5 à 10 % des cas sont liés à un contexte familial (gène BRCA1, 

BRCA2  ou encore PRSS1 muté) (Tableau 1) [Vincent et al. 2011 ; Becker et al. 

2014]. 

 

Tableau 1) Facteurs de risques de l'ACP : 

Facteurs de risques Risque (%) Facteurs protecteurs 

Facteurs modifiables 

Tabagisme + 70 – 120% 

Arrêt des consommations 

nocives. 
Consommation d’alcool excessive 

(< 3 verres / jour) 

+ 20 – 40% 

Obésité + 50 – 180% Régime ne dépassant 

pas 2000 kcal / j, pauvre 

en acides gras saturés, et 

riche en légumes et en 

magnésium. 

Alimentation riche en graisses et 

viandes rouges 
+ 20 % 

Diabète de type 2 + 80 % 

Facteurs non modifiables 

Diabète de type 1 + 100 % 

Gastrectomie + 50 % 

Pancréatite chronique + 1230 % 

Cholécystectomie + 20 % 
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Infection par Helicobacter pylori + 40 % 

Mutation  BRCA1 + 130 – 260% 

Mutation BRCA2 + 200 – 900% 

Mutation PRSS1 

(pancréatite héréditaire) 

40 % 

 

 

V) Signes cliniques et traitements : 
 

La mortalité élevée de l’ACP est à mettre en relation avec le développement 

silencieux de la pathologie et le fait qu’il n’existe aucun symptôme précoce 

perceptible par le patient, ni dépistage efficace. Malgré cela, il existe un certain 

nombre de signes cliniques tardifs attestant de la présence d’un ACP. Ainsi, le 

développement trop important d’une tumeur pancréatique peut générer des douleurs 

abdominales et dorsales liées à la constriction des nerfs et des gros vaisseaux.  La 

présence d’un ACP avancé est également traduite par des atteintes du système 

digestif, avec perte de poids et d’appétit, accompagnées de troubles hépatiques 

(difficultés d’écoulement biliaire) [Lowenfels et Maisonneuve 2006]. 

Le seul traitement efficace contre l’ACP reste la chirurgie précoce, qui n’est 

malheureusement pas toujours possible en raison de la détection tardive de l’ACP 

associée à des métastases chimiorésistantes. C’est pourquoi seul 1 patient sur 5 

peut en bénéficier.  Néanmoins, même après une opération combinée à une 

chimiothérapie, le taux de survie à 5 ans s’élève à seulement 20%. Concernant les 

autres cas, tumeurs non-opérables, métastatiques ou locale envahissante, il n’existe 

que des traitements palliatifs. Il est à noter que les tumeurs d’ACP sont très souvent 

jugées non « résécables » ou « résécables limite » en raison de la taille de leur 

stroma et de leur proximité direct avec les vaisseaux [Lowenfels et Maisonneuve 

2006]. Il est également possible de prescrire un traitement chimiothérapeutique à 

large spectre ou encore une radiothérapie pour des ACP faiblement développés 

[Pierantoni et al. 2008]. Néanmoins, les traitements chimiothérapeutiques 
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approuvés pour les tumeurs d’ACP inopérables, principalement la gemcitabine, n’ont 

pas démontré d’effets thérapeutiques significatifs [Lohr et al. 2009]. A l’heure 

actuelle, les mécanismes de chiomiorésistance de l’ACP demeurent mal connus et 

font l’objet de nombreuses études [Lee et al. 1995; Colby et al. 2008 ; Jung et al. 

2011]. 

L’ACP est donc un problème de Santé publique majeur et il existe actuellement un 

besoin important d’identifier de nouveaux marqueurs ainsi que de mieux comprendre 

les mécanismes cellulaires et moléculaires sous-jacents au développement de cette 

maladie. 

 

VI) Progression de l’ACP : 
 

1) Lésions précancéreuses dans l’ACP : 
 

Comme tout cancer, l’ACP est une pathologie évolutive qui se développe à partir de 

lésions précancéreuses non-invasives [Scarlett et al. 2011]. La pathologie se 

développe ensuite par l’acquisition de nombreuses altérations génétiques et par des 

mécanismes de sélection clonale.  

Il existe 3 lésions précancéreuses principales concernant l’ACP. La néoplasie 

pancréatique intraépithéliale invasive (PanINs), la néoplasie intraductale papillaire 

mucineuse (IPMN) et le cystadénome mucineux (MCN) (Figure 3) [Yonezawa et al. 

2008]. 

Dans 90% des cas, l’ACP se développe à partir de PanIN, il s’agit du type de lésion 

précurseur majoritaire [Koorstra et al. 2008]. Le développement des PanIN se fait à 

partir des cellules canalaires ou acineuses dans les ramifications terminales des 

canaux pancréatiques, et est très difficilement détectable par les méthodes 

d’imageries médicales [Lee et al. 2018]. La progression vers l’ACP s’effectue en 

plusieurs étapes caractérisées par une désorganisation de plus en plus importante 

de l’épithélium avec une accumulation progressive d’atypies cytologiques 

architecturales et de mutations génétiques. L’étape initiale, ou stade précancéreux 

est qualifiée de PanIN-1, elle est caractérisée par une hyperplasie tissulaire liée à la 
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prolifération cellulaire aberrante. Le volume cellulaire grandissant, induit par la 

prolifération des cellules du néoplasme, entraîne une dysplasie plus ou moins 

importante en fonction du type de lésion. Ainsi, les PanIN-2 sont caractérisées par 

une dysplasie intermédiaire, alors qu’une dysplasie sévère correspond au PanIN-3, 

ultime stade précancéreux (Figure 3)[Scarlett et al. 2011 ; Koorstra et al. 2008]. 

Contrairement au PanIN, les IPMN et MCN sont des lésions pouvant être facilement 

détectées en imagerie médicale. Une détection précoce de ces lésions 

macroscopiques permet d’ailleurs d’envisager une intervention chirurgicale et 

améliore le pronostic vital des patients [Yonezawa et al. 2008 ; Koorstra et al. 

2008]. 

Figure 3) Lésions précancéreuses et progression de l'ACP : 

Evolution de l’épithélium canalaire pancréatique à travers les différentes lésions 

précancéreuses. Les PanINs représentent les lésions majoritaires (90% des cas). 

Modifié d’après [Hezel et al. 2006 ; Logsdon et al. 2010]. 

Sain 
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Avec l’accumulation de lésions précancéreuses, le tissu pancréatique fini par entrer 

dans le stade de cancer in situ. Il s’agit du premier stade de développement du 

cancer, correspondant uniquement à la tumeur primaire. Ce stade est caractérisé par 

la croissance tumorale dans les limites du tissu initial et précède le stade de 

dissémination métastatique. Enfin, le cancer atteint un statu invasif lorsqu’il dépasse 

les limites du tissu pancréatique et essaime de nombreuses cellules cancéreuses 

pouvant former des tumeurs secondaires ou métastases dans des tissus cibles 

(Figure 3). 

 

2) Inflammation chronique et ACP : 

 
 
Le développement de l’ACP et la genèse de lésions précancéreuses dépendent de 

phénomènes inflammatoires antérieurs. Des épisodes inflammatoires répétés 

finissent par générer des lésions propices à l’apparition du cancer (Figure 4). En 

effet, il a été démontré que des épisodes inflammatoires chroniques du tissu 

pancréatique augmentent grandement le risque de développer un ACP [Kolodecik 

et al. 2014]. 

La pancréatite aigüe est une inflammation grave du tissue pancréatique, elle est 

principalement induite par une consommation excessive d’alcool, une hyperlipidémie, 

un choc traumatique, la présence d’agents toxiques, ou, plus rarement, liée à des 

facteurs génétiques (Figure 4) [Kolodecik et al. 2013]. L’apparition d’une pancréatite 

chronique est un processus évolutif divisé en plusieurs étapes et initié par le stade 

de pré-pancréatite associé aux facteurs de risques tels que l’alcool, l’obésité ou le 

tabagisme.  Les symptômes sont multiples : activation pathologique des enzymes 

digestives au sein des cellules acineuses, diminution de la sécrétion des enzymes 

impliquées dans la digestion, réponse inflammatoire développée et mortalité 

cellulaire importante. [Spanier et al. 2008 ; Peery et al. 2012]. Cet épisode 

inflammatoire aigü disparait suite au processus de réparation tissulaire sans 

engendrer de conséquence grave. Toutefois, dans le cas où la pancréatite aigüe 

devient un processus récurrent, cela peut aboutir à l’apparition de pancréatites 

chroniques. Le stade aigue peut évoluer en pancréatite aigü caractérisée par le 

relargage de cytokines inflammatoires par les cellules immunitaires, et l’activation 

des enzymes digestives (cathepsine-B, trypsinogène) au sein des cellules acinaires 
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qui amorcent leur autodigestion. Il a été démontré que l’inactivation de la cathepsine-

B contribue à réduire l’inflammation pancréatique et la sévérité de la pancréatite 

[Halangk et al. 2000 ; VanAcker et al. 2002] De plus, l’autodigestion des cellules 

acinaires est associée à une élévation de la concentration calcique intracellulaire 

anormale, favorisant l’activation du trypsinogène [Petersen et al. 2011]. En cas de 

stimulation prolongé ou de lésion sévère il y a induction de l’activation des CSP, ce 

phénomène advient au cours du stade de pancréatite aigüe récurrente. L’occurrence 

de pancréatites aigues récurrentes est facilitée par la mutation de gènes impliqués 

dans le contrôle des enzymes digestives (SPINK1, CTRC, PRSS1), mais également 

par un déficit d’autophagie des cellules acinaires induisant des lésions cellulaires 

graves et in fine l’inflammation. [Whitcomb et al. 1996 ; Fortunato et al. 2009] 

 

La pancréatite chronique est caractérisée par une destruction et un remplacement du 

parenchyme pancréatique par un tissu fibreux (fibrose tissulaire), lié à l’activation des 

cellules stellaires pancréatiques (CSP) présentes en périphérie des acini exocrines et 

responsables de l’accumulation de tissu fibreux. La pathologie est également 

caractérisée par une infiltration importante des mononucléaires ainsi qu’une atteinte 

des cellules acineuses [Shrikhande et al. 2003].  L’activation des CSP conduit à la 

mise en place de la fibrose tissulaire caractéristique de la phase de pancréatite 

chronique [Whitcomb et al. 2011 ; Whitcomb et al. 2012]. La pancréatite chronique 

est également facilitée par des mutations génétiques (notament du gène PRSS) et 

par l’inflammation tissulaire prolongée. Enfin, la formation du cancer in situ de même 

que l’acquisition d’un phénotype invasif sont influencés par la mutation activatrice de 

l’oncogène Kras et par la perte des anti-oncogènes p53 et p16 (Figure 4) [Whitcomb 

et al. 1996 ; Fortunato et al. 2009].  

La présence d’une pancréatite chronique multiplie le risque de développer un cancer 

pancréatique par 13,3 et constitue le facteur de risque de l’ACP le plus important 

(Tableau 1) [Raimondi et al. 2010]. 
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Figure 4) inflammation chronique et développement de l'ACP : 

Schéma présentant l’amplification du processus inflammatoire de la cellule saine à 

l’ACP. Les facteurs traumatiques initient le processus poursuivi par l’activation des 

enzymes digestives. L’activation des CSP permet l’apparition de pancréatite 

chronique amenant aux lésions précancéreuses et à l’ACP. 

Modifié d’après [Kolodecik et al. 2013]. 
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CHAPITRE 2) LE MICROENVIRONNEMENT TUMORAL : 

I) Généralité sur le microenvironnement tumoral : 
 

1) Le microenvironnement, une caractéristique de la cellule 

cancéreuse : 
 

Bien qu’étant une pathologie très hétérogène, le cancer possède 6 caractéristiques 

communes à tous les types histologiques En effet, indépendamment de critères de 

localisation ou du type de mutation impliqué, les cellules cancéreuses sont toutes 

caractérisées par : 1) une insensibilité aux suppresseurs de la croissance cellulaire, 

2) une immortalité réplicative, 3) des propriétés invasives conduisant à la formation 

de métastases, 4) une autonomie proliférative, 5) une résistance à la mortalité 

cellulaire et, 6) favorise la néoangiogenèse tumorale (Figure 5) [Hanahan et 

Weinberg 2000]. 

Le modèle de caractérisation du cancer développé par Hanahan et Weinberg en 

2000, et comptant initialement 6 caractéristiques, a été remis à jour en 2011. Quatre 

nouvelles caractéristiques ont été ajoutées en tenant compte des avancées récentes 

de la recherche en cancérologie. Parmi ces caractéristiques émergentes, on compte, 

entre autres, la capacité de la tumeur à façonner un environnement inflammatoire 

pro-tumoral [Hanahan et Weinberg 2011]. Cet environnement inflammatoire mis en 

place par la tumeur a également des conséquences sur les cellules avoisinantes. Les 

répercussions du développement de la tumeur sur les tissus voisins permettent 

Figure 5) Les caractéristiques de la cellule cancéreuse : 

Les 6 caractéristiques initiales (2000) sont représentées sur fond blanc, les 

caractéristiques émergentes (2011) sont représentées sur fond gris. 

 Modifié d’après [Hanahan et Weinberg 2011]. 
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d’intégrer la notion de microenvironnement tumoral (MET) dans le développement de 

la pathologie cancéreuse [Hanahan et Coussens 2012]. 

 

2) La tumeur et son microenvironnement : 

 

 

Le cancer est un processus complexe impliquant également de nombreux acteurs 

« extra-tumoraux » présents dans l’environnement proche de la cellule épithéliale 

cancéreuse. Ces acteurs non-tumoraux agissent de concert afin de favoriser le 

développement cancéreux et sont regroupés au sein d’un compartiment jouxtant la 

tumeur, qualifié de stroma tumoral ou encore de microenvironnement tumoral (MET) 

[Quail et al. 2013].  

La tumeur est actuellement reconnue comme un organe à part entière, animé par 

une dynamique d’évolution permanente et continuellement soumise à des 

modifications d’ordre génétiques, et morphologiques. Le MET, étroitement lié à la 

tumeur, est soumis aux mêmes types de modifications, la principale étant son 

activation lors des premières phases de contact avec la tumeur. [Gatenby et al. 

2008].  

Suite à l’activation du stroma tumoral la communication avec les cellules 

cancéreuses se poursuit et les deux compartiments subissent des changements et 

une évolution analogue. L’échange entre la tumeur et son stroma conduit notamment 

à un important remodelage de la MEC. Or, la modification de la composition 

matricielle ainsi que l’augmentation de la disponibilité en matrikines favorisent le 

développement tumoral [Li et al. 2007b ; Shimoda et al. 2010].  

 

L’importance du MET dans la progression cancéreuse et la genèse des métastases a 

été mise en évidence dans de nombreux cancers solides, parmi lesquels, les cancers 

mammaires, pulmonaires, rénaux, prostatiques, hépatiques (Carcinome Hépato-

Cellulaire : CHC), ou encore pancréatiques (Adénocarcinome Canalaire 

Pancréatique : ACP) [Quail et al. 2013]. 

Ce compartiment extra-tumoral est également présent sous forme de stroma sain 

dans l’organe en condition physiologique et peut concourir à l’initiation tumorale via 
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son inflammation chronique, ce qui conditionne et accélère le processus de 

tumorigenèse. Lors de l’initiation du cancer, les régions proches vont alors rentrer en 

contact avec la tumeur, devenant ainsi le MET, et la progression du cancer va 

ensuite dépendre de l’échange prolongé entre la tumeur et son stroma.  

 

II) La réaction desmoplastique : 
 

Le processus de fibrose tissulaire est initié lors de l’invasion du stroma par les 

cellules cancéreuses et l’activation des composantes cellulaires stromales. La 

caractéristique fondamentale de l’activation du MET est la présence d’un abondant 

dépôt de tissu connectif fibreux enchâssant la tumeur. [Vonlaufen et al. 2008a et b]. 

Ce phénomène,  appelé réaction desmoplastique (RD), peut atteindre jusqu’à 90% 

de la masse totale de la tumeur et est directement corrélé avec l’agressivité, le 

développement rapide et la chimiorésistance de l’ACP [Erkan et al. 2012 ; 

Mahadevan et al. 2007 ; Schober et al. 2014]. Il est à noter qu’un important volume 

de stroma pathologique est également mis en place dans certains carcinomes 

mammaires, cancer de l’estomac, et d’autres types histologiques de cancer 

pancréatique [Benard et al. 2004]. 

Ce stroma est dit « pathologique » car sa composition diffère d’un stroma sain. Il est 

composé en majorité de tissus connectifs fibreux appartenant à la Matrice Extra-

Cellulaire (MEC). Lors de la RD, il y a augmentation de la synthèse de collagène de 

type I, et III, cette synthèse étant multipliée par 3 dans l’ACP par rapport au pancréas 

sain, le tout accompagné d’une perte de la membrane basale ce qui diminue  

l’interaction entre les cellules et la MEC et facilite la génération de métastases 

[Rønnov-Jessen et al. 1996].  

Par sa position anatomique, le MET est en communication permanente avec la 

tumeur. Cette communication se fait par le biais de facteurs solubles issus de 

cellules stromales (facteurs de croissances, cytokines, enzymes sécrétées)  mais 

également via des facteurs issus de la dégradation de la MEC (peptides matrikines, 

facteurs de croissances séquestrés dans les fibres matricielles) ou par le biais de 

fibres matricielles intègres (liaison matrice/intégrines). La communication MET-
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tumeur est bi-directionnelle, et aboutit aussi bien à des modifications des cellules 

cancéreuses qu’au renforcement de l’activation du stroma [Rønnov-Jessen et al. 

1996]. 

 

 

III) Composition du microenvironnement tumoral : 

 

Le qualificatif de « MET » regroupe en réalité de nombreuses composantes à la foi 

moléculaires et cellulaires. Il s’agit de l’association en structure complexe et 

organisée de tous les éléments acellulaires composant la MEC ainsi que de 

nombreux types cellulaires tels que les fibroblastes (Cancer Associated Fibroblasts : 

CAF), cellules immunitaire (Lymphocytes,Cancer Associated Macrophages : CAM), 

cellules endothéliales (mais également des cellules musculaires lisses vasculaires ou 

encore péricytes) et cellules nerveuses (Figures 6, 7 et 8) [Gupta et al. 2006 ; Joyce 

et al. 2009 ; Brabek et al. 2010 ; Moir et al. 2015 ; Gasparini et al. 2019]. 

 

1) La composante matricielle acellulaire : 

 

 

La MEC est un maillage complexe de macromolécules associées, formant un réseau 

tridimensionnel enchâssant les cellules (Figure 6). Elle  est omniprésente dans 

l’organisme et constitue le support physique des cellules dans l’ensemble des tissus 

et organes.  

Loin de n’assumer qu’une fonction de soutien, elle est également impliquée dans une 

multitude de processus cellulaires tels que la survie, la prolifération, l’adhésion, la 

migration, la différenciation, ou encore le maintien de la morphologie cellulaire et de 

l’homéostasie hydrique [Frantz et al. 2010 ; Theocharis et al. 2012 ; Clause et al. 

2013]. Les effets de la MEC sont assurés par l’interaction entre les diverses 

macromolécules la composant et les récepteurs membranaires des cellules tels que 

les intégrines (Figure 6). [Theocharis et al. 2012 et 2016] 



31 
 

Les macromolécules composant la MEC sont sécrétées par les fibroblastes de même 

que les MMP (Matrix MetalloProteinase) et TIMP (Tissue Inhibitor of 

MetalloProteinase) impliqués dans la dégradation des fibres et permettant le 

remodelage matriciel [Moir et al. 2015]. 

La composition de la MEC varie beaucoup d’un tissu à l’autre, elle est cependant 

comstituée de protéines fibreuses comme le collagène, l’élastine, les fibronectines 

(FN), les laminines, les glycoproteines, et protéoglycanes (PG) ainsi que les 

glycossaminoglycanes (GAGs) hautement hydratés. La matrice des tissus est 

majoritairement composée de collagène fibrillaire de type I, associé aux autres 

protéines matricielles et au PG afin de former des macrostructures fibrillaires. Ces 

structures sont interconnectées et forment un réseau matricielle tridimensionnel 

complexe (Figure 6) [Frantz et al. 2010 ; Theocharis et al. 2012 ; Clause et al. 

2013]. La MEC est un réseau extrêmement dynamique remodelé en permanence 

sous l’effet de nombreuses enzymes de dégradation (MMP), de régulation (TIMP) et 

de polypeptides matriciels néosynthétisés. Des dérégulations du remodelage et/ou 

de la composition moléculaire de la MEC favorisent le développement de 

nombreuses pathologies, et notamment du cancer [Frantz et al. 2010]. 
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2) Matrice extracellulaire et cancer : 

 

La composition de la MEC est relativement stable au sein d’un tissu, néanmoins, elle 

est amenée à subir un remodelage important sous l’effet de stimuli particuliers 

(Figure 7). En cas de lésion tissulaire ou d’inflammation chronique la composition de 

la MEC varie suite à l’activation des fibroblastes.  Le processus de fibrose tissulaire 

s’accompagne d’une augmentation de la synthèse de collagène, de fibronectine et 

Figure 6) Composition de la matrice extracellulaire : 

Schéma représentant l’organisation générale de la MEC avec : les fibres de soutien 

(collagènes), les fibres élastiques (fibrilline, élastine), les protéoglycanes, les petites 

protéines matricielles (protéines de liaisons), les MMP ainsi que certains éléments 

impliqués dans l’interaction cellule / MEC tels que les intégrines et le Collagène FACIT : 

Fibril Associated Collagens with Interrupted Triple helices. 

Modifié d’après [Huxley-Jones et al. 2008]. 
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d’acide hyaluronique permettant la mise en place d’un cal fibreux et la cicatrisation 

tissulaire. Le processus est réversible et la MEC retrouve une composition 

physiologique en cas de régénération tissulaire. Dans le contexte du cancer la MEC 

devient riche en collagène, fibronectine, PG et en élastine. La variation de 

composition matricielle induite par le cancer est une condition favorable à la 

progression tumorale (Figure 7) [Hynes, 2009 ; Frantz et al. 2010]. 

Figure 7) Le microenvironnement et la MEC : évolution du physiologique au 
pathologique :  

La composition de la MEC varie en fonction du contexte. Dans le cadre de la fibrose il y a 
augmentation de la synthèse de  collagène, HA et fibronectine. La MEC du stroma tumoral 
exprime d’avantage de collagène et de fibronectine, de plus, la synthèse d’élastine, inexistante 
à l‘âge adulte, est réamorcée et la sécrétion de MMP est importante. Avec : « HA » : Acide 
hyaluronique ; « GAG » : glycosaminoglycane ; « CAF » : Fibroblaste associé au cancer ; 
« MMP » : métalloprotéase matricielle. 

Modifié d’après [Frantz et al. 2010]. 



34 
 

La MEC joue un rôle de premier plan dans la progression tumorale, la génération de 

métastases et facilite la chimiorésistance [Seo et al. 2014 ; Skandalis et al. 2012]  

En effet, le processus de remodelage matriciel varie durant le cancer et impacte 

directement la composition de la MEC. De nombreuses protéines matricielles  jouent 

alors un rôle important dans la signalisation cancéreuse au sein du MET et sont 

considérées comme d’éventuelles cibles thérapeutiques de même que leurs 

récepteurs membranaires sur les cellules cancéreuses. La MEC est notamment 

impliquée dans la chimiorésistance en tamponnant les agents chimiothérapeutiques 

et en facilitant la récurrence du cancer [Khawar et al. 2015]. La MEC représente un 

volume important de matière qui exerce une pression sur la circulation tumorale et 

engendre des conditions hypoxiques et un stress mécanique favorable à la tumeur 

[Jain et al. 2013]. Le stress mécanique exercé par la tumeur induit un blocage partiel 

sur la circulation sanguine augmente la perméabilité et défavorise la circulation de 

molécules chimiothérapeutiques [Seo et al. 2014 ; Khawar et al. 2015]. De 

nombreux peptides matriciels tels que le collagène de type IV, XVIII, et les laminines 

sont directement impliqués dans ce processus et les cibler permettrait de faciliter 

l’accès des agents thérapeutiques à la tumeur [Rosca et al. 2011]. Ainsi l’utilisation 

d’un inhibiteur des Héparane Sulfates combiné aux agents thérapeutiques classique 

aboutit à une meilleur délivrance du traitement, réduit la croissance tumorale et la 

néoangiogenèse [Ritchie et al. 2011]. 

La MEC « pathologique » contient également d’avantage de collagène fibrillaire, et le 

volume de matrice est très important, désorganisé, rigide et particulièrement dense 

ce qui ralenti la diffusion du traitement (Figure 7) [Seo et al. 2014]. L’accumulation 

de PG et d’acide hyaluronique augmente également la viscosité matricielle et créé de 

nombreuses poches de rétention du traitement par interactions électrostatiques [Seo 

et al. 2014]. Dans les tumeurs hautement desmoplastiques l’utilisation de 

collagénase et de MMP permet d’augmenter l’efficacité des traitements [Jain et al. 

2013] Il a notamment été démontré que l’inhibition de la LOX (lysyl oxydase) 

impliquée dans les modifications post-traductionnelles des protéines matricielles 

réduit l’activation de la voie du TGF-β sur les cellules cancéreuses et le nombre de 

CAF [Barry-Hamilton et al. 2010]. Le blocage de la voie du TGF-β permet de 

modifier la conformation matricielle du MET et augmente l’efficacité de la 

doxorubicine [Liao et al. 2011 ; Liu et al. 2012]. De la même façon il a été démontré 
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que l’utilisation d’agents antifibrotiques en association avec des drogues 

chimiothérapeutiques induit une réorganisation de la matrice collagénique et diminue 

la production de collagène dans le stroma. Ces effets augmentent la pénétration et 

l’efficacité des drogues chimiothérapeutiques [Jain et al. 2013].  

 

3) Les matrikines dans le cancer : 

 

La dégradation active de la MEC par les cellules tumorales et stromales dans le 

cancer provoque le relargage de nombreux fragments protéiques. Il a été démontré 

que ces peptides d’origine matriciels exercent une influence sur la signalisation 

cellulaire à l’instar des cytokines. Ces peptides matricielles qualifiés de matrikines 

(cytokine matricielle) sont impliqués dans le développement du  cancer et la 

formation de métastases (Tableau 2) [Maquart et al. 1999 ; Pupa et al. 2002 ; 

Maquart et al. 2004].  

Du point de vue de la composition de la MEC, le cancer est caractérisé par 

l’abondance de fibres d’élastine dans le MET (Figure 7) [Frantz et al. 2010]. 

La synthèse d’élastine est majoritairement effectuée dans les stades embryonnaires 

avec un pic avant la naissance et décroit progressivement pour s’arrêter à la puberté 

[Uitto et al. 1991 ; Swee et al. 1995]. La demi-vie de l’élastine est de 70 ans et la 

néosynthèse des fibres d’élastine est inexistante en condition physiologique 

[Petersen et al. 2002]. Les fibres élastiques sont constituées d’une charpente de 

fibres d’élastine sur laquelle repose un manteau de fibrilline [Kielty et al. 2002] et 

sont responsable des propriétés élastiques des tissus. 

Les fibres d’élastine sont riches en résidus proline, valine et glycine et leur 

dégradation génère des peptides aux séquences proches. Parmi les peptides les 

plus étudiés en dehors de la kappa-élastine correspondant au produit total de la 

dégradation des macromolécules d’élastine, on compte les peptides AG-9 

(AGVPGLGVG) et VG-6 (VGVAPG) [Scandolera et al. 2016].  

Il a été démontré que les fragments issus de la protéolyse de l’élastine sont 

hautement chimiotactiques et favorisent l’inflammation, la prolifération et 
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l’angiogenèse [Antonicelli et al. 2007] Les peptides d’élastine sont impliqués dans 

la migration, la prolifération, l’invasion, l’angiogenèse, la survie cellulaire ou encore 

l’adhésion dans de nombreux modèles cellulaires tels que les fibroblastes, les CMLV, 

les cellules endothéliales ou encore les cellules cancéreuses (Tableau 2) [Duca et 

al. 2004 ; Scandolera et al. 2016]. 

Tableau 2) Effets des peptides d'élastines sur les mécanismes cellulaires dans 
les cellules saines et cancéreuses : 

Effets 
biologiques 

Types cellulaires/ cancer Références 

Angiogenèse Cellules endothéliales Nackman et al., 1997; Robinet et al., 2005; 
Daamen et al., 2008; Fahem et al., 2008; 
Gunda et al., 2013 

Apoptose et survie 
cellulaire 

Fibroblastes Cantarelli et al., 2009 

Lymphocytes Péterszegi and Robert, 1998; Péterszegi et 
al., 1999 

Adhésion Fibroblastes Hornebeck et al., 1986; Groult et al., 1991; 
Yamamoto et al., 2002; Rodgers and 
Weiss, 2004; Bax et al., 2009; Akhtar et 
al., 2011 

Astrocytome Jung et al., 1999 

Carcinome Timar et al., 1991; Svitkina and Parsons, 
1993 

Mélanome Timar et al., 1991; Svitkina and Parsons, 
1993 

Prolifération Fibroblastes Ghuysen-Itard et al., 1992; Kamoun et al., 
1995; Tyagi et al., 1996; Tajima et al., 
1997; Duca et al., 2005; Shiratsuchi et al., 
2010 

Lymphocytes Poggi and Mingari, 1995; Péterszegi et al., 
1996 

Mélanome Devy et al., 2010 

Astrocytome Jung et al., 1998 

Gliome Hinek et al., 1999 

Cellules endothéliales Ito et al., 1998; Dutoya et al., 2000 

Invasion tumorale 
et sécrétion de 
protéases 

Fibroblastes Gminski et al., 1991a,b; Archilla-Marcos 
and Robert, 1993; Landeau et al., 1994; 
Brassart et al., 2001; Huet et al., 2001 

Cellules endothéliales Robinet et al., 2005; Fahem et al., 2008; 
Siemianowicz et al., 2010, 2015 

Monocytes Fülöp et al., 1986; Varga et al., 1997 

Lymphocytes Péterszegi et al., 1996, 1999 

Mélanome Ntayi et al., 2004; Pocza et al., 2008; Devy 
et al., 2010 

Gliome Coquerel et al., 2009 
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3LL-HM carcinome Timar et al., 1991 

Cancer des poumons Toupance et al., 2012 

HT1080 fibrosarcome Brassart et al., 1998; Huet et al., 
2002;Donet et al., 2014 

Chimiotaxie et 
migration cellulaire 

Kératinocytes Fujimoto et al., 2000 

Fibroblastes Senior et al., 1982, 1984; Mecham et al., 
1989; Grosso and Scott, 1993b; Duca et 
al., 2005; Shiratsuchi et al., 2010 

Cellules endothéliales Long et al., 1989; Skeie and Mullins, 2008; 
Skeie et al., 2012 

Monocytes Senior et al., 1980, 1984; Bisaccia et al., 
1994; Castiglione Morelli et al., 1997; 
Uemura and Okamoto, 1997; Hance et al., 
2002; Houghton et al., 2006 

Macrophages Kamisato et al., 1997; Guo et al., 2006, 
2011 

3LL-HM carcinome Timar et al., 1991 

M27 cancer des poumons Blood et al., 1988; Blood and Zetter, 1989, 
1993; Yusa et al., 1989; Grosso and Scott, 
1993a 

Mélanome Mecham et al., 1989; Pocza et al., 2008 

HT1080 fibrosarcome Donet et al., 2014 

 

La MEC pathologique mise en place dans le cadre de la réaction desmoplastique 

favorise le développement tumoral via de multiples mécanismes. En effet, les fibres 

matricielles comme les peptides issus de leurs dégradations favorisent les processus 

de cancérogenèse, de dispersion métastatique et de chimiorésistance. 

 

4) La composante cellulaire stromale : 

 

A) Les cellules endothéliales : 

 

Le microenvironnement tumoral est riche en cellules endothéliales vasculaires 

initialement présentes dans le tissu sain et permettant son irrigation. 

Durant la progression tumorale, sous l’influence de facteurs sécrétés par la tumeur 

tels que le TGF-β elles peuvent subir une transition phénotypique et devenir des 

cellules fibroblastiques [Nieman et al. 2011].  
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Il a été démontré que les traitements chimiothérapeutiques favorisent la sécrétion de 

TNF-α par les cellules endothéliales transformées ce qui induit la sécrétion de 

CXCL1 (chemokine C-X-C motif ligand 1) par les cellules cancéreuses et augmente 

leur survie et la chimiorésistance de la tumeur [Acharyya et al. 2011]. 

Les cellules endothéliales permettent également de favoriser la survie des cellules 

cancéreuses dans la circulation par interaction cellule/cellule, ainsi que le 

développement de métastases sur des sites distants [Yadav et al. 2015]. 

 

B) Les cellules immunitaires : 

 

L’inflammation et la réaction immunitaire qui en dépend sont des facteurs de risque 

pour l’ACP. De nombreux acteurs et régulateurs de l’immunité sont présents dans le 

stroma et prennent part au développement de l’ACP. Parmi ces acteurs les cellules 

immunitaires contribuent également à la mise en place du MET. Contrairement aux 

autres types de cancer, l’ACP présente une certaine résistance aux traitements par 

immunothérapie en raison de son dense stroma immunosuppresseur [Whitcomb et 

al. 2004a ; Whitcomb et al. 2009]. 

Les cellules immunitaires constituent un vaste groupe composé de macrophages, 

cellules dendritiques, cellules NK (« Natural Killer »), cellules myéloïdes, ou encore 

de lymphocytes Treg (T régulateurs), toutes impliquées dans la mise en place d’un 

microenvironnement pro tumoral. Dans le cancer du sein les macrophages associés 

à la tumeur (cancer associated macrophage : CAM) appartenant à la famille des 

macrophages M2, favorisent l’immunosuppression, l’angiogenèse, la migration et 

l’invasion cellulaire dans le MET [Medrek et al. 2012]. Il a été démontré que cibler 

les CAM aboutit à une diminution de l’invasion des clones tumoraux, de la formation 

de métastases, et de l’angiogenèse et favorise l’activité antitumorale des traitements 

chimiothérapeutiques [DeNardo et al. 2011].  

Les cellules myéloïdes, quant à elles, favorisent le développement tumoral en 

régulant l’évasion des cellules de l’immunité anti-tumorale, le remodelage de la MEC 

ainsi que la TEM (Transition Epithélio-Mésenchymateuse) des cellules cancéreuses 

mammaires [Yu et al. 2013]. L’activité des  cellules dendritiques est également 
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dérégulée dans le cancer ce qui aboutit à une réduction de leur maturation et de leur 

différentiation [Steinman et al. 2003]  Il a également été démontré que les cellules 

NK présentent une altération de la sécrétion de cytokines avec augmentation de 

synthèse du VEGF et du SDF-1 (Stromal-cell Derived Factor 1 ou CXCL12) 

favorisant l’angiogenèse et la progression tumorale du cancer pulmonaire [Bruno et 

al. 2013] Les T-reg favorisent également l’angiogenèse dans le cancer ovarien, en 

complément de leur activité inhibitrice sur l’infiltration des acteurs de l’immunité anti-

tumorale [Curiel et al. 2004 ; Facciabene et al. 2011].  

 

 

C) Les cellules nerveuses et adipocytes : 

 

D’autres types cellulaires présents dans le MET jouent un rôle mineur dans 

l’activation du stroma et la progression tumorale. C’est le cas des cellules nerveuses 

qui participent principalement à l’inflammation du stroma et subissent des 

mécanismes de croissance aberrante et de remodelage induits par la tumeur 

[Jurcak et al. 2019 ; Gasparini et al. 2019] mais également des adipocytes, qui 

favorisent la formation de métastases et la TEM des cellules cancéreuses [Dirat et 

al. 2011 ; Xiong et al. 2015]. Il a également été démontré que les adipocytes 

favorisent la TME et l’agressivité des cellules pré-néoplasique pancréatique via la 

stimulation paracrine de la voie WNT (Wingless iNT-1) non-canonique [Carbone et 

al. 2018]. 

 

D) Les fibroblastes : 

 

En condition physiologique, les fibroblastes régulent la structure et la fonction des 

tissus sains en permettant le remodelage matriciel et la régénération tissulaire 

[Ohlund  et al. 2014].  Les fibroblastes représentent le type cellulaire majoritaire du 

microenvironnement tumoral et participent au développement de nombreux cancers 

tels que le cancer du sein, du colon, de la prostate ou encore l’ACP [Ohlund  et al. 

2014].  
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Initialement, les fibroblastes ont été définis comme des cellules du tissu connectif 

synthétisant le collagène [Virchow et al. 1858]. Ils sont caractérisés physiquement 

par leur forme « en broche », et sont ensevelis dans les fibres matricielles des tissus 

connectifs. De plus, ils possèdent un métabolisme lent et une faible activité 

transcriptionnelle qui a conduit à les considérer comme étant dans un état 

« d’hibernation », de repos ou encore à l’état quiescent [Sappino et al. 1990]  

La principale fonction des fibroblastes est la réparation tissulaire (ou cicatrisation) par 

synthèse de composés appartenant à la MEC. En effet, les fibroblastes sont en 

mesure de sécréter la quasi-totalité des composants de la MEC, principalement le 

collagène de type I, III et V, les fibres élastiques (élastine), les fibronectines, mais 

également les composants de la lame basale comme le collagène de type IV et les 

Figure 8) Activation des fibroblastes, fibrose et cancer : 

Cinétique d’activation des fibroblastes depuis le tissu sain jusqu’au stroma tumoral : Les 

fibroblastes initialement quiescents sont activés par divers stimuli d’ordre traumatiques et 

participent à la régénération tissulaire. Les fibroblastes activés expriment les protéines 

contractiles α-SMA et vimentine ainsi que des composants matriciels. Les fibroblastes 

activés par la régénération tissulaire sont qualifiés de WAF, ils sont hautement 

contractiles et prolifèrent lentement.  Sous l’influence tumorale, les fibroblastes amorcent 

une transition phénotypique supplémentaire et deviennent des CAF. Ils acquièrent un 

phénotype sécrétoire et prolifératif au détriment de leurs capacités contractiles. 

Modifié d’après [Kalluri et al. 2016]. 
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laminines [Sappino et al. 1990 ; VonAhrens et al. 2017] 

Les fibroblastes sont également en mesure de remodeler la MEC en sécrétant des 

MétalloProtéases Matricielles (MMP) impliquées, entre autres, dans les processus 

d’invasion et de migration des cellules cancéreuses. Enfin, les fibroblastes jouent un 

rôle de « cellules nourricières » puisqu’ils sécrètent des facteurs de croissance 

capables d’induire la différenciation des cellules épithéliales, ou de favoriser le 

développement des cellules cancéreuses dans un contexte pathologique 

[VonAhrens et al. 2017]. 

En cas de lésion tissulaire et/ou d’inflammation, les fibroblastes sont activés et 

permettent la régénération tissulaire via leurs capacités à synthètiser la MEC et leur 

contractilité élevée. L’activation des fibroblastes initialement quiecents est 

caractérisée par l’expression de marqueurs tel que l’alpha Actine de Muscle Lisse (α-

SMA) impliquée dans la contraction cellulaire, la vimentine, marqueur de transition 

épithéliomésenchymateuse (TEM), ou encore de molécules d’interaction avec la 

MEC (ICAM, VCAM, intégrine α1β1). Du point de vue fonctionnel, les fibroblastes 

activés cessent de proliférer, et permettent la cicatrisation  grâce à la sécrétion de 

collagène et fibronectine et à leur force contractile développée (Figure 8) [Kalluri et 

al. 2016 ; Ohlund  et al. 2014]. 

On parle alors de WAF (wound-healing associated fibroblast), ce processus 

d’activation est réversible et, en cas de régénération complète, les fibroblastes 

activés retournent à l’état quiescent ou sont éliminés par apoptose. Les WAF 

peuvent également évoluer en CAF (Carcinoma Associated Fibroblasts) dans le 

cadre du processus de cancérogenèse (Figure 8) [Kalluri et al. 2016]. 

Lorsqu’ils sont en contact avec la tumeur, les CAF, encore appelés fibroblastes 

« pathologiques », partagent de nombreuses similitudes avec les fibroblastes 

« normaux » impliqués dans la régénération tissulaire et l’inflammation [Cirri et al. 

2011]. Néanmoins, les CAF possèdent un phénotype bien différent des WAF, 

puisqu’ils sont hautement prolifératifs et sécrètent de nombreuses cytokines 

inflammatoires (Figure 8). 

Au cours de la progression tumorale, les CAF subissent des modifications 

phénotypiques, leur ratio de prolifération augmente, ils favorisent la croissance 
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tumorale par de nombreux mécanismes et participent à la chimioresistance [Cirri et 

al. 2011 ; Whittle et al. 2019].  

Ils soutiennent notamment le processus inflammatoire chronique via la sécrétion de 

cytokines inflammatoires, favorisent l’angiogenèse, le recrutement de CAM et la 

croissance de la tumeur  [Erez et al. 2010]. Les CAF favorisent l’angiogenèse en 

stimulant les péricytes et les cellules endothéliales, et sont impliqués dans le 

remodellage et la synthèse de la MEC pathologique [Hanahan et al. 2012]. Les CAF 

sont caractérisés par l’existence de plusieurs marqueurs tels que l’α-SMA, la 

tenascine C, la FSP-1 (Fibroblast Specific Protein 1), le NGA (Neural-Glial Antigen) 

ainsi que la FAP (Fibroblast Activing Protein) (Figure 8) [Augsten et al. 2014].  

 

Le terme de CAF regroupe un nombre important d’acteurs cellulaires au phénotype 

similaire tels que les fibroblastes, myofibroblastes ou les cellules stellaires. Ces 

dernières sont tissu spécifique, puisqu’elles sont uniquement retrouvées dans le foie 

et le pancréas, et sont alors appelées Cellules Stellaires Hépatiques (CSH) ou 

Cellules Stellaires Pancréatiques (CSP). Néanmoins les travaux récents tendent à 

différencier les types cellulaires de la famille des CAF en apportant une 

nomenclature plus précise et en permettant une meilleure caractérisation des 

Figure 9)  Hétérogénéité phénotypique des CAF : 

Les 5 sous-types sont classés en fonction de leur l’agressivité. CD105, CD90, CD73 

et CD44 sont des marqueurs de cellules souches mésenchymateuse.  Le CD31 est 

une molécule d’adhésion exprimée par les cellules endothéliales ; TnC : tenascine 

C ; NG2 : neuron-gliale antigen 2 ; PDGFr : recepteur au PDGF ; FSP1 : Fibroblast-

Specific Protein ; FAP : Fibroblast Activation Protein.  

D’après [Bussard et al. 2016]. 
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marqueurs spécifiques à chaque sous-type (Figure 9). Ainsi, 5 sous-types de CAF 

ont été identifiés et caractérisés en fonction des marqueurs qu’ils expriment et de 

leur niveau d’agressivité. Les « MSC-like » (Mesenchymal Stem Cell like), 

correspondant au phénotype faiblement agressif, les « endothelial like », les 

« myofibroblast like », « les pericytes like » et les plus agressives, les CAF dites 

« matrix remodelling » (Figure 9)[Kidd  et al. 2012 ; Spaeth et al. 2013 ; Bussard et 

al. 2016 ; Whittle et al. 2019]. 

 

CHAPITRE 3) LES CELLULES STELLAIRES 

PANCREATIQUES : 
 

 

I) Les cellules stellaires pancréatiques dans l’ACP : 
 

L’importance du MET dans la progression cancéreuse et la genèse des métastases a 

été mise en évidence dans de nombreux cancers solides, parmi lesquels, les cancers 

mammaires, pulmonaires, rénaux, prostatiques, hépatiques (CHC), ou encore 

pancréatiques (ACP) [Quail et al. 2013].  

Bien que le stroma tumoral impacte le développement de nombreuses tumeurs 

solides, il est à noter que les cancers présentant une réaction desmoplastique (RD) 

très importante sont l’ACP et le carcinome hépatocellulaire (CHC) [Carloni et al. 

2014 ; Whitcomb et al. 2009]. Le foie et le pancréas sont également les seuls tissus 

de l’organisme exprimant des cellules stellaires (CS), et de nombreuses études 

prouvent le rôle primordial joué par ces cellules dans l’activation du MET et la 

progression cancéreuse [Carloni et al. 2014 ; Allam et al. 2017 ; Farran et al. 

2019 ; Whittle et al. 2019] 

L’ACP est un cancer dans lequel le MET est extrêmement développé et réactif 

[Allam et al. 2017 ; Farran et al. 2019 ; Whittle et al. 2019]. L’importance du MET 

dans le développement de ce type de cancer est directement lié à la présence des 

CSP. Le rôle primordial des CSP dans la RD et in fine dans la progression tumorale 
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de l’ACP fait actuellement consensus [Apte et al. 2004 ; Allam et al. 2017 ; Farran 

et al. 2019 ; Whittle et al. 2019].  

Le MET régit également la progression cancéreuse via des paramètres physiques et 

biochimiques tels que la pression, le pH, ou encore l’hypoxie. Il est à noter que les 

paramètres précédemment cités influencent également l’activation des CSP de 

même que les autres éléments cellulaires du MET. Le MET est donc le siège de 

réactions en chaîne touchant tous ses composants ainsi que la tumeur, et favorisant 

le développement global de l’ACP et de son stroma [Masamune et al. 2002 ; Kikuta 

et al. 2006; Masamune et al. 2010 ; Feig et al. 2012].  

 

II) Caractérisation des CSP : 
 

Le terme de cellule stellaire est apparu avec l’isolation des premières Cellules 

Stellaires Hépatiques (CSH) identifiées par Karl Wilhelm Kupffer comme des « 

phagocytes » en 1876 [Kupffer, 1876]. Près d’un siécle plus tard, en 1971, Wake les 

identifiera sous le terme de CSH [Wake, 1971], dénomination validée en 1996 et 

toujours employée de nos jours [Ahern et al. 1996]. Les CSP, quant à elles, ne 

furent isolées qu’en 1982 sur la souris [Watari et al.1982] puis sur le rat, et enfin 

l’homme [Ikejiri et al. 1990]. Néanmoins, l’étude de leur impact sur la fibrose et la 

RD n’a pu être envisagée qu’après culture primaire de CSP isolées sur le rat et 

l’homme [Apte et al. 1998 ; Bachem et al. 1998], puis suite à la création en 2005 

d’une lignée cellulaire humaine de CSP, la ligné RLT-PSC [Jesnowski et al. 2005]. 

Une étude comparative utilisant des micropuces à ADN a permis de montrer qu’il 

n’existe que 29 gènes sur 23 000, qui diffèrent entre les CSP et les CSH humaines, 

soit 0,1% de différence génétique [Buchholz  et al. 2005]. 
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Dans le pancréas sain, les CSP sont localisées dans l’espace périacinaire situé 

autour des acini pancréatiques, et ne représentent que 4 à 7% de l’ensemble de la 

population cellulaire du pancréas (Figure 10). Elles sont impliquées dans le maintien 

de l’intégrité tissulaire en régulant le turnover de la MEC par la sécrétion de MMP et 

TIMP [Phillips et al. 2003a]. Les CSP conditionnent également la formation et la 

différenciation des acini en régulant leur adhésion à la membrane basale via 

l’intégrine β1 [Riopel et al. 2013 ; Arcangeli et al. 2014] 

 

 

 

 

 

Figure 10) Les CSP dans le pancréas physiologique : 

Localisation des CSP dans le pancréas sain : 1) Localisation des CSP (marquage en 

pseudocouleur  jaune)  en périphérie des lobules acinaires pancréatiques. 2) 

Marquage de la desmine (marron), protéine du cytosquelette constituant un marqueur 

de CSP, localisée autour des acini (A) pancréatiques sur tissu sain. 3) Les CSP 

quiescentes issues de culture primaire exhibent de nombreuses vésicules lipidiques 

cytoplasmiques.  

Modifié d’après [Apte et al. 2012 et Ferdek et al. 2017] 
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Les CSP qiescentes sembleraient également jouer un role d’éboueur dans le 

pancréas à l’instar des cellules de Kupffer hépatiques. En effet celles-ci sont 

capables de phagocyter les débris cellulaires, les corps apoptotiques et les 

macrophages en fin de vie, permettant de maintenir l’homéostasie tissulaire du 

pancréas [Shimizu et al. 2005]. 

 

Avant d’étre activées par un contact prolongé avec la tumeur, les CSP sont dans un 

état quiescent. Cet état est caractérisé par une grande concentration de gouttelettes 

lipidiques contenant de la vitamine A (rétinol) dans le cytoplasme des CSP (Figure 

10). Elles expriment également la desmine, la vimentine et la proteine gliale fibrillaire 

acide (GFAP). La desmine et la GFAP, appartenant aux filaments intermédiaires du 

cytosquelette, sont considérées comme des marqueurs de CSP exprimés à la fois à 

l’état quiescent et à l’état activé (Figure 11) [Ding et al. 2009]. La présence de 

gouttelettes lipidiques formant des stocks de rétinol est le seul marqueur de 

quiescence actuellement attesté pour les CSP, contrairement aux CSH qui expriment 

également  la vinculine et la cytoglobine [Nielsen et al. 2017]. Les gouttelettes 

lipidiques contiennent une grande quantité d’adipophiline et les CSP quiescentes 

sont spécifiquement ciblées dans les tissus de patients via l’utilisation d’un anticorps 

anti-adipophiline [Nielsen et al. 2017].  

Suite à un traumatisme (lésions, états inflammatoires) ou dans le cadre du 

développement de l’ACP, les CSP acquièrent un phénotype activé, caractérisé par la 

perte de leurs stocks lipidiques en vitamine A et l’expression de l’α-SMA (Figure 11). 

A l’instar des fibroblastes et myofibroblastes, l’activation « traumatique » des CSP est 

un processus réversible intervenant dans le cadre de la réparation tissulaire et du 

maintien de l’architecture de l’organe.  

Par opposition, une activation des CSP médiée par les cellules cancéreuses est un 

processus irréversible in vivo,  puissent qu’elles restent en contact avec la tumeur. 

Il est à noter que les CSP adoptent un phénotype activé en seulement 48h 

lorsqu’elles sont en culture, et qu’il est par conséquent très difficile de travailler sur 

des CSP quiescentes in vitro [Apte et al. 1998 ; Bachem et al. 1998]. 
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III) Activation des CSP : 
 

 Le processus d’activation des CSP se traduit par 1) la perte des vésicules lipidiques 

contenant le rétinol et constituant l’unique marqueur de quiescence, 2) l’expression 

de la protéine du cytosquelette α-SMA, 3) une réorganisation du cytosquelette 

aboutissant à l’acquisition d’un phénotype « stellaire », 4) des propriétés 

prolifératives, migratoires et sécrétoires accrues (Figure 11) [Apte et al. 1998 ; 

Bachem et al. 1998]. 

Figure 11) Caractéristiques de la CSP activée : 

Caractéristiques des CSP activées et analogie avec la cellule cancéreuse : 

Les CSP activées sont caractérisées par l’expression de la FAP et de l’α-SMA, elles 

expriment également les marqueurs de CSP : vimentine et desmine. Les caractéristiques 

fonctionnelles des CSP activées sont symbolisées par le modèle développé par Hanahan et 

Weinberg (2011) afin de souligner l’analogie avec le phénotype de la cellule tumorale. Ainsi, 

les CSP activées favorisent l’inflammation, l’angiogenèse, la survie, elles migrent et 

envahissent le MET, acquièrent une certaine autonomie proliférative via la mise en place 

d’une communication autocrine et subissent des modifications métaboliques importantes. 

Créé en utilisant [Hanahan et Weinberg, 2011] et Servier Medical Art. 
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1) Perte de l’état de quiescence : 

 

Les vésicules lipidiques contenant la vitamine A disparaissent avec l’activation des 

CSP suggérant le rôle du rétinol dans le maintien de la quiescence (Figure 11). 

McCaroll et collaborateurs ont démontré en 2006 que l’expression du rétinol et de 

ses métabolites ATRA (All Trans Retinoic Acid) inhibent l’induction de l’expression de 

α-SMA et le niveau d’activation des MAPK (Mitogen Activated Protein Kinase). Le 

rétinol induit également la quiescence des CSP activées en culture, réduit leurs 

capacités prolifératives ainsi que l’effet protecteur des CSP sur l’apoptose des 

cellules d’ACP [McCaroll et al. 2006 ; Fieke et al. 2011].   Il existe un lien important 

entre l’état de quiescence des CSP et les acteurs du métabolisme lipidique tels que 

le rétinol ou l’adipophiline, protéine exprimée dans les vésicules lipidiques [McCaroll 

et al. 2006 ; Fieke et al. 2011 ; Nielsen et al. 2017]. Suivant cette hypothèse, des 

travaux ont été réalisés sur le rôle de PPAR-γ dans le maintien du phénotype 

quiescent des CSP. PPAR-γ (Peroxisome Proliferator-Actived Receptor gamma) est 

un recepteur nucléaire de la famille des PPAR, acteur majeur du développement des 

adipocytes. Il peut former des hétérodimères avec le récepteur du rétinol et 

engendrer la transcription de gènes cibles impliqués dans la différenciation 

adipocytaire. Les ligands de PPAR-γ proviennent du métabolisme des lipides 

polyinsaturés et il est impliqué, entre autres, dans la régulation de la prolifération 

cellulaire [Tontonoz et al. 2008]. De par son rôle dans le métabolisme lipidique, de 

nombreuses études se sont intéressées à son impact sur le maintien de la 

quiescence des CSP [Masamune et al. 2002 ; Jaster et al. 2005]. Il a notamment 

été montré que l’activation de PPAR-γ inhibe la prolifération, la production de MCP-1 

(Monocyte Chemoattractant Protein 1) de collagène et l’expression de α-SMA dans 

les CSP [Jaster et al. 2005]. De plus, l’induction de PPAR-γ par un antagoniste 

inhibe la formation de fibrose pancréatique sur des modèles de rat et souris 

développant spontanément des pancréatites chroniques [Shimizu et al. 2002 ; Van 

Westerloo et al. 2005].  

La perte de l’état de quiescence constitue en cela un véritable marqueur d’activation 

(Figure 11). Les états quiescents et activés sont antagonistes et ne sont pas 

irréversibles. Il est possible d’induire la quiescence des CSP activées in vitro, 

néanmoins il existe très  peu de résultats allant dans le sens d’une « désactivation » 

du MET in vivo. 



49 
 

2) Expression de l’alpha actine de muscle lisse (α-SMA) : 

 

L’α-SMA est une protéine du cytosquelette dont l’expression est caractéristique des 

CMLV, myofibroblastes et cellules stellaires activées (Figure 11). Il s’agit d’une 

protéine de 42 kDa synthétisée sous forme globulaire, pouvant s’associer  aux fibres 

de myosine et d’actine, notamment l’actine fibrillaire. Le gène codant pour l’α-SMA, 

ACTA-2, est situé sur le chromosome 10 aux loci 22 et 24, des mutations de ce gène 

conduisent à de nombreuses pathologies telles que l’anévrisme, l’hypertrophie 

aortique ou le cancer [Milevicz et al. 2010]. De manière générale, toute modification 

de la synthèse d’α-SMA conduit à des troubles pathologiques au cours desquels 

l’homéostasie matricielle est rompue, on peut citer le cas des fibroses tissulaires ou 

de la réaction desmoplastique (Figure 14) [Cherng et al. 2008]. 

L’α-SMA confère aux CMLV des propriétés contractiles indispensables au maintien 

du tonus vasculaire [Schildmeyer et al. 2000] et constitue la principale source du 

pouvoir contractil des myofibroblastes [Hinz et al. 2001]. 

Le processus d’activation constituant l’acquisition d’un profil myofibroblastique est 

caractérisé par la synthèse d’α-SMA aboutissant à une diminution de la prolifération 

cellulaire. L’expression de l’α-SMA, et son incorporation aux fibres de stress 

confèrent également aux myofibroblastes (et/ou CSP) des propriétés contractiles 

élevées, et permet d’augmenter leurs capacités de synthèse des composants de la 

MEC [Kalluri, 2016]. 

L’acquisition d’un phénotype myofibroblastique s’effectue lors de la réaction de 

fibrose ayant lieu dans le cadre du processus de régénération tissulaire (wound-

healing). Au cours de la réaction fibrotique, les myofibroblastes et/ou les CSP 

permettent la réparation des lésions grâce à leur force de contraction élevée et la 

régénération des tissus lésés en néosynthétisant la MEC [Kalluri, 2015 ; Apte et al. 

2002]. 

Au-delà de son statut de marqueur d’activation fibroblastique, l’α-SMA est donc avant 

tout un marqueur de contractilité cellulaire. Les fibroblastes et cellules stellaires 

subissent donc une transition vers un phénotype musculaire lisse lorsqu’elles sont 

activées [Kalluri, 2015 ; Apte et al. 2002]. 
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A l’instar des fibroblastes, les cellules stellaires participent à la régénération tissulaire 

par des mécanismes similaires et expriment l’α-SMA lorsqu’elles sont activées par la 

fibrose. L’α-SMA constitue l’unique marqueur d’activation des CS, et elle est par 

conséquent très étudiée dans le cadre de la fibrose hépatique comme pancréatique 

[Apte et al. 2004 ; Allam et al. 2017 ; Farran et al. 2019 ; Whittle et Hingorani 

2019 

L’α-SMA est le marqueur des CMLV contractiles et non prolifératives [Chen et al. 

2016]. Il a été démontré que l’augmentation de l’expression de α-SMA dans les 

CMLV réduit la prolifération cellulaire en diminuant l’expression de Rac1 (protéine G 

« Ras related »). L’utilisation d’un si-SMA augmente la prolifération des CMLV en 

augmentant l’expression de Rac1 [Chen et al. 2016].  

Il a été démontré sur des CSP activées, comme sur des myofibroblastes, que le 

niveau d’expression de α-SMA varie beaucoup d’une cellule à l’autre [Bussard et al. 

2016 ; Kalluri 2016 ; Öhlund et al. 2017]. L’expression de ce marqueur est 

indissociable du phénotype activé et totalement absente à l’état quiescent. 

Néanmoins, le niveau d’expression de α-SMA semble diminuer à mesure que les 

capacités prolifératives des CSP augmente [Öhlund et al. 2017 ; Neuzillet et al. 

2019].  

 

L’activation des fibroblastes en myofibroblastes, dans le cas du processus de 

régénération tissulaire,  passe par la stimulation par le TGF-β qui induit l’expression 

de α-SMA et augmente la contractilité des cellules [Yannas et al. 2001 ; Tomasek 

et al.  2002]. 

Le TGF-β1 est un des principaux régulateurs de la fibrose pancréatique et de la 

synthèse de α-SMA par les CSP (Figure 12) [Neuzillet et al. 2014]. La fixation du 

TGF-β1 engendre l’hétérodimérisation du récepteur membranaire appartenant à la 

famille des RTK (Récepteurs Tyrosine Kinase), et induit l’activation de plusieurs 

voies de signalisation dont la principale est la voie des Smad. Le récepteur au TGF-

β1 activé par son ligand phosphoryle Smad2 et Smad3 qui forment alors des 

oligomères avec Smad4. La translocation du complexe Smads dans le noyau, 

transitant par des endosomes, aboutit à la transcription de gènes cibles, parmi 

lesquels ACTA2 (ACTin Alpha 2) [Neuzillet et al. 2014]. En fonction des isoformes 

de récepteurs au TGF-β impliqués, il peut y avoir activation des protéines Smad1, 5 

et 8. La signalisation intracellulaire du TGF-β1 comporte une voie principale, ou 
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« canonique » : la voie Smad, mais peut également stimuler des voies annexes, 

telles que la voie ERK1/2 (Figure 12)  [Aoki et al. 2007 ; Neuzillet et al. 2014]. 

Le TGF-β régule une grande variété de fonctions dans les CSP, dont la sécrétion de 

composants de la MEC, l’activation, la synthèse de α-SMA, mais induit également 

une diminution de la prolifération cellulaire et une réduction de la synthèse de MMP-3 

et 9 [Shek et al. 2002]. L’inhibition de Smad2 et 3 induit une diminution de 

l’activation des CSP mais augmente leur capacitées prolifératives en réponse au 

TGF-β1. De plus, le TGF-β1 stimule sa propre synthèse en augmentant la 

transcription des ARNm du TGF-β1 par les CSP via la voie ERK1/2 [Ohnishi et al. 

2004]. Ces résultats montrent également que l’effet anti-prolifératif et pro-fibrotique 

du TGF-β1 est exclusivement médié par les isoformes 2 et 3 de Smad (en 

association avec ERK1/2 pour l’aspect non-canonique) dans les CSP et non Smad1, 

5 et 8 [Ohnishi et al. 2004]. Il a été démontré que le TGF-β1 exerce un effet 

inhibiteur sur la prolifération des CSH via Smad3, que Smad3 permet d’augmenter la 

synthèse de collagène de type I mais pas l’expression de α-SMA [Schnabl et al. 

2001]. L’effet anti-prolifératif du TGF-β1 est également médié par Smad2 et 3 dans 

les fibroblastes murins [Piek et al. 2001]. 

Le TGF-β1 est capable d’exercer de multiples effets sur les CSP via l’activation des 

voies canonique et non-canonique en parallèle.  
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3) Acquisition d’un phénotype stellaire : 

 

Pendant le processus d’activation, les CSP subissent une importante réorganisation 

du cytosquelette, impliquant  notamment une augmentation de la formation des fibres 

de stress nécessaires au processus dit de « stellation » (Figure 11)[Masamune et al. 

2003a]. La voie Rho/Rho kinase est un régulateur connu de la morphologie cellulaire 

Figure 12) Voie de signalisations canonique et non-canonique du TGF-β: 

Le TGF-β est le facteur fibrotique majeur de la RD dans l’ACP, ca fixation au TGF-β-RI et 

RII (RTK) induit la phosphorylation  des Smad. La voie non canonique implique notamment 

l’activation de la voie des MAPK, ERK1/2. Les gènes transactivés par les facteurs Smad 

ayant effectué la translocation nucléaire induisent l’arrèt du cycle cellulaire, l’expression de 

α-SMA ou encore l’angiogenèse. Avec : « SBE » : Smad binding element ; « SARA » : 

protéine nécessaire à la mise en place des endosomes de smad ; « TKR » : tyrosin kinase 

receptor ; « TF » : transcription factor. 

Modifié d’après [Neuzillet et al. 2014]. 
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et de la polymérisation de l’actine [Takai et al. 1995]. Lorsque les CSP sont traitées 

avec un inhibiteur de Rho kinase (Y-27632), elles perdent l’aspect étoilé qui les 

caractérise au profit d’une morphologie fusiforme, et présentent une rupture de 

l’assemblage des fibres de stress [Masamune et al. 2003a]. Ces effets sont 

accompagnés d’une diminution de la prolifération cellulaire, de l’expression de α-

SMA, et de la production de collagène de type I par les CSP. De plus, l’inhibition de 

Rho-kinase engendre une diminution de la contraction et de la migration des CSP en 

réponse à l’endothéline-1 [Masamune et al. 2005]. Il a également été démontré que 

l’effet contractile induit par l’endothéline-1 génère une augmentation de l’expression 

d’α-SMA et de RhoA [Yamakawa et al. 2000]. L’ECM est étroitement liée au 

processus de contraction cellulaire par l’intermédiaire de l’adhésion focale des 

cellules à la matrice. L’adhésion focale contribue à la formation des fibres de stress 

qui génèrent et transmettent la force contractile des cellules [Burridge et al. 1996 ; 

Tomasek et al.  2002 ; Hojeong  et al. 2011]. La contraction des fibres de stress 

passe par l’activation de 2 systèmes de kinases : MLCK (myosin light chain kinase)  

générant la contraction rapide des fibres et Rho-kinase engendrant un effet 

contractile soutenu [Katoh et al. 2001]. Ces données suggèrent l’importance de 

Rho/Rho kinase dans l’activation des CSP et le maintien de la morphologie stellaire, 

caractéristique de l’activation des CSP. 

 

4) Acquisition d’un phénotype sécrétoire : 

 

Au cours du processus d’activation, les CSP subissent également un certain nombre 

de transformations phénotypiques majeures. On compte notamment une 

augmentation de la prolifération et de la migration cellulaire, une production 

excessive de composants de la MEC ainsi que d’enzymes de remodellage (MMP, 

TIMP), de même qu’une sécrétion importante de facteurs de croissance et cytokines 

pro-inflammatoires (Figures 11 et 13) [Phillips et al. 2003a ; Bachem et al. 2005]. 

Aoki et collaborateurs ont démontré que la Cyclooxygenase 2 (COX-2) était exprimée 

dans les CSP activées alors que les CSP quiescentes n’expriment que l’isoforme 

COX-1, par ailleurs exprimée dans de nombreux tissus [Aoki et al. 2007].   COX-2 

est exprimée dans peu de tissus, néanmoins cette enzyme est très exprimée au 

niveau des ilôts pancréatiques et dans l’ACP. Cette enzyme est impliquée dans les 
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processus inflammatoires et favorise l’activation des autres acteurs du stroma [Aoki 

et al. 2007]. 

 

De nombreuses études réalisées in vitro comme in vivo sur  modèles murin et 

humain ont permis de mettre en évidence la nature des facteurs sécrétés par les 

CSP activées. Il est intéressant de noter que la plupart de ces facteurs sont 

également synthétisés par les CCP et qu’il existe d’avantage de facteurs en commun 

entre le sécrétome des CCP et celui des CSP activées, qu’entre les CSP 

quiescentes et activées [Wehr et al. 2011]. Ces facteurs sont multiples : cytokines, 

facteurs de croissances, enzymes, composants de la MEC, ou encore ROS 

(Reactive Oxygene Species). 

Le PDGF (Platelet-Derived-Growth-Factor) et le TGF (Transforming Growth Factor) 

constituent les 2 principaux facteurs activateurs permettant une hausse de la 

prolifération, de la production de MEC et de MMP, et de la migration cellulaire des 

CSP [Apte et al. 1999 et 2012 ; Luttenberger et al. 2000 ; Schneider et al. 2001 ; 

Phillips et al. 2003a; Masamune et al. 2009; Tang et al. 2012 ;  Tahara et al. 

2013]. D’autres facteurs issus des CSP tels que le HGF (Hepatocyte Growth Factor), 

le VEGF (Vascular Endotheliale Growth Factor), le CTGF (Connectif Tissue Growth 

Factor), l’EGF (Elongation Growth Factor), le FGF (Fibroblasts Growth Factor), les 

IL-6,8,10 et 15 ou encore le MCP-1 (Monocyte Chemoattractant Protein 1) 

soutiennent activement le développement tumoral, la génération de métastases et  

l’activation des autres types cellulaires du MET  [Eguchi et al. 2013 ; Habisch et al. 

2010 ; Masamune et al. 2009 ; Masamune et al. 2008a ; Mews et al. 2002 

 

IV) Signalisation cellulaire dans les  CSP : 
 

Les CSP activées sont les cellules mésenchymateuses les plus abondantes dans le 

stroma tumoral de l’ACP, elles prolifèrent rapidement et deviennent le type de CAF 

majoritaire plaçant les myofibroblastes au second plan. Elles peuvent dépasser en 

nombre les cellules cancéreuses et représenter plus de 50% de la masse de la 

tumeur [Apte et al. 2004 ; Lunardi et al. 2014]. Les propriétés prolifératives 

développées des CSP activées sont liées à l’hyperstimulation de ces dernières. Le 

MET et ses acteurs sont d’importantes sources de facteurs de croissance et 
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cytokines favorisant la prolifération, la survie, et la migration des CSP. 

L’hyperstimulation des CSP conduit à l’activation importante des voies de 

signalisation intracellulaires dépendantes des facteurs exogènes. Les effets 

physiologiques induits par une telle stimulation sont multiples, et un facteur isolé peut 

provoquer l’activation de différentes voies et in fine favoriser plusieurs processus 

cellulaires.  

La voie des MAPK est l’une des principales voies de signalisation impliquées dans la 

réponse aux stimuli externes chez les mammifères. Cette voie impacte de nombreux 

processus tels que la proliferaton cellulaire, l’apoptose ou encore la production de 

cytokines [Chang  et al. 2001]. Les différents membres de la voie MAPK, à savoir 

ERK, JNK et p38 MAPK, sont des éléments centraux de la signalisation 

intracellulaire en réponse aux facteurs de croissances/cytokines. 

La signalisation intracellulaire dans la voie MAPK implique la phosphorylation ainsi 

que la translocation dans le noyau des différents membres, permettant l’activation de 

facteurs de transcription comme AP-1 ou NFKB, et à termes la transcription de gènes 

cibles [Chang  et al. 2001]. 

L’utilisation d’inhibiteurs pharmacologiques de la voie des MAPK a permis de 

démontrer qu’elles sont indispensables à la synthèse de cytokines et chimiokines par 

les CSP activées [Masamune  et al. 2003b et c, et 2008]. Néanmoins, la régulation 

des processus induits dans les CSP diffère beaucoup en fonction du membre de la 

famille MAPK impliqué. 

Il a été démontré que l’activation de la voie ERK est un phénomène précoce qui 

précéde la synthèse d’α-SMA par les CSP durant le processus d’activation [Jaster et 

al. 2002]. L’activation de la voie ERK est également étroitement liée à la prolifération 

cellulaire en réponse au PDGF dans les CSP activées [Jaster et al. 2002 ; 

Masamune et al. 2003c]  ainsi qu’à de nombreux autres stimuli comme la pression, 

l’angiotensine-II, l’EGF, ou encore la galectine-1 [Hama et al. 2004 ; Watanabe et 

al. 2004 ; Masamune  et al. 2006]. ERK est également impliqué dans la synthèse de 

MMP-1 suite à une stimulation au TNF-α [Tasaki et al. 2003] et dans la sécrétion de 

TIMP-1 induite par le PDGF présent dans le milieu conditionné de cellules 

cancéreuses [Yoshida et al. 2004]. 

La voie p38 MAPK est également impliquée dans l’activation des CSP, et l’inhibition 

de cette dernière empêche l’activation des CSP en culture [Masamune  et al. 
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2003b]. De plus p38 MAPK régule la prolifération stimulée par le PDGF [Masamune  

et al. 2003b] ainsi que la synthèse de collagène de type I et d’α-SMA [McCarrol et 

al. 2003 ; Kikuta et al. 2004]. 

Enfin, deux études se sont intéressées à l’impact de JNK sur l’activation des CSP, et 

montrent l’absence d’effet de l’inhibition de JNK sur l’activation des CSP [Masamune 

et al. 2004],  et placent JNK comme régulateur présumé de l’apoptose cellulaire des 

CSP [Dhanasekaran et Reddy 2008]. 

 

En dehors de la voie des MAPK, d’autres voies de signalisation, telles que PI3K Akt 

et JAK STAT, ont été décrites dans les CSP selon les conditions de stimulation. La 

voie PI3K Akt est principalement impliquée dans la migration des CSP induite par le 

PDGF [Masamune et al. 2003c ; McCarroll et al. 2004], et par la périostine [Erkan 

et al. 2007], et peut-être activée par de nombreuses cytokines telles que TNF-α, IFN-

γ pour favoriser entre autres la synthèse de IL-32α [Nishida et al. 2008]. 

Dans la voie JAK STAT, les JAK (Janus Activated Kinases) représentent un groupe 

de tyrosine kinases capable d’activer les facteurs de transcription de la famille STAT 

par phosphorylation (Signal Transducer and Activator of Transcrition). Les facteurs 

STAT sont cytosoliques latents et transloquent dans le noyau après phosphorylation  

[Silva, 2004]. Il a été démontré que la stimulation des CSP au PDGF-BB induit 

l’activation de Src, JAK2, STAT1 et 3. L’utilisation d’inhibiteurs de JAK et Src ont 

permis d’estimer que la voie JAK2/STAT1 et 3 est stimulée par Src en présence de 

PDGF-BB et favorise la prolifération des CSP [Masamune et al. 2005b]. STAT1 est 

également impliqué dans la réponse à l’IFN-γ et -β [Baumert et al. 2006]. 

 

Il a été démontré que l’angiotensine II exerce des effets prolifératifs sur les CSP en 

bloquant l’inhibition de la prolifération induite par le TGF-β1 via Smad7 et la PKC 

[Hama et al. 2006]. Il existe des boucles de stimulation autocrines dans les CSP, 

entre le TGF-β1 et l’IL-1β médiées par Smad3 et ERK, ainsi qu’entre le TGF-β1 et 

l’IL-6 dépendante de Smad2/3 et ERK1/2 également [Aoki et al. 2006a et b]. 

L’expression de la COX-2, impliquée dans l’activation des CSP, et la réaction à 

l’inflammation est également induite par une stimulation au TGF-β1 médiée par une 

voie dépendante de Smad2/3 [Aoki et al. 2007]. La voie Smad est également 

impliquée dans le remodellage de la MEC puisque la surexpression de Smad3 et 7 
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diminue l’expression de l’inhibiteur de protéase RECK (REversion Inducing Cysteine 

rich protein with Kazal motif) [Lee et al. 2008]. 

Inhiber COX-2 diminue également  l’expression de PCNA, une protéine nucléaire 

nécessaire à la synthèse de l’ADN par la polymérase gamma et epsilon, et à la 

réparation de l’ADN post-réplicative dans les HSP (Hepatique Stellate Cells). PCNA 

est synthétisée en début de phase G1 et S du cycle cellulaire, et joue dans la 

croissance cellulaire. Les capacitées prolifératives accrues, caractérisant les cellules 

stellaires activées, semblent ainsi liées à l’expression de COX-2 [Cheng et al. 2002]. 

 

 

V) Voies d’activation des CSP : 
 

1) Activation par les facteurs cancéreux : 

 

L’activation des CSP est un processus très dépendant des facteurs sécrétés par les 

cellules d’ACP (Figure 13). Les CSP répondent également différemment à de 

nombreuses cytokines inflammatoires telles que le TNF-α, favorisant la prolifération 

et la production de collagène, et l’IL-10 générant la production de collagène alors que 

l’IL-6 induit un effet inhibiteur sur ces deux processus [Mews et al. 2002]. 

Il a été démontré, en lien avec les précédents résultats, que les MAPK et la PI3K 

constituent les principales voies de signalisation conduisant à l’activation des CSP 

par les cytokines [Jaster et al. 2004 ; Masamune et al. 2009b]. 

La migration cellulaire induite par le PDGF est également dépendante de la voie 

PI3K-Akt [Masamune et al. 2003c ; McCarroll et al. 2004], alors que la prolifération 

induite par le PDGF est médiée par la voie ERK1/2 dans les CSP [Jaster et al. 2002 

; Masamune et al. 2003c]. D’autres facteurs cancéreux tel que les facteurs de stress 

oxydatif incluant les ROS, l’ethanol, le peroxyde d’hydrogène et l’acétaldéhyde 

induisent l’activation de la voie des MAPK via de nombreux acteurs tel que ERK1/2, 

p38, JNK, AP-1 (activator proteine 1 transcription factor) de même que certains 

éléments situé en amont comme PI3K et la PKC [Kikuta et al. 2006 ; Masamune et 

al. 2002 ; Masamune et al. 2010].   
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Il existe une autre voie d’activation impliquant ROCK (Rho-associated protein kinase) 

permettant l’activation des CSP par une réorganisation du cytosquelette d’actine et 

une augmentation de la migration cellulaire via IHH (Indian HedgHog) [Masamune et 

al. 2003a ; Shinozaki et al. 2008]. A l’inverse il existe des facteurs cancéreux 

répresseur de l’activation des CSP comme PPAR-γ (recepteur peroxisome 

proliferator-activated receptor gamma) qui agit comme un inhibiteur de la prolifération 

et de la synthèse de α-SMA [Galli et al. 2000]. 

 
 

Figure 13) Les CSP dans la réaction desmoplastique de l’ACP: 

Représentation du rôle centrale des CSP dans la Réaction desmoplastique :  

La RD est le siège de l’activation des CSP induite par les cellules cancéreuses mais également 

via d’autres facteurs inflammatoires et traumatiques. Les CSP activées se maintiennent dans 

cette conformation par la mise en place de boucles de stimulation autocrines. La RD permet 

une communication complexe entre les CSP, les cellules cancéreuses et les autres acteurs du 

MET. Concernant la MEC, « Δ » symbolise la variation de composition matricielle. 

Créé en utilisant Servier Medical Art 
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2) Activation par l’Hypoxie 

 

La compression de la tumeur et la pression des fluides interstitiels observées dans 

l’ACP favorisent l’activation des voies intracellulaires du stress oxydatif, conduisant à 

une élévation de la sécrétion de TGF-β1 et de collagène [Asaumi et al. 2007 ; 

Kharaishvili et al. 2014 ; Watanabe et al. 2004]. Le stress cellulaire et en particulier 

l’hypoxie joue un rôle primordiale dans la fibrose en activant les CSP [Erkan et al. 

2009 ; Rebours et al. 2013].  

L’hypoxie active les CSP et favorise leur migration ainsi que l’expression et la 

sécretion de collagène de type I, CXCL12, TGF-β1, FGF, CTGF, VEGF et MMP. Le 

tout générant un MET favorable au développement et à la mobilité de l’ACP en 

activant les mécanismes de migration et invasion cellulaires  [Ide et al. 2006 ; 

Masamune et al. 2008a; Erkan et al. 2009 ; Eguchi et al. 2013].  

De plus, l’hypoxie induit la sécrétion de VEGF par les CSP ce qui favorise 

l’angiogénèse tumorale. Il a été démontré que ce processus s’intensifie avec le degré 

de fibrose du stroma [Erkan et al. 2009 ; Masamune et al. 2008a ; Kuehn et al. 

1999]. 

L’hypoxie favorise également la mise en place d’une inflammation chronique via la 

coopération métabolique entre les CSP et les cellules cancéreuses [Icard et al. 

2014]. La sécrétion continue de cytokines pro-inflammatoires (IL-1, 6, 8, 10 et MCP-

1) par les CSP ainsi que les cellules d’ACP aboutit au recrutement et à l’infiltration 

des cellules immunitaires. Le contexte inflammatoire et le MET immunosupresseur 

qui en découle accélère le développement de l’ACP [Clark et al. 2007 ; Yang et al. 

2013 ; Landskron et al. 2014 ; Lunardi et al. 2014 ; Wormann et al. 2014 ; Yu et 

Kim 2014].  L’expression de IL-8 et MCP-1 par les CSP contribue en effet au 

recrutement et à l’accumulation de médiateurs inflammatoires dans le MET et 

perpétue l’état inflammatoire chronique dans lequel il se trouve [Andoh et al. 2000 ; 

Wehr et al. 2011]. Le partenariat entre les CSP et les cellules cancéreuses a 

constitué l’objet d’étude de nombreux travaux effectués in vitro et in vivo, qui 

démontrent tous l’étroite relation bi-directionnelle entre CSP et cellules d’ACP [Haqq 

et al. 2014].  

 

Il a été démontré que l’utilisation de molécules à activité antioxydante, comme les 

polyphénols, inhibe l’activité et l’activation des CSP [Masamune et al. 2002 ; 
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Masamune et al. 2005]. L’épigalocatechine-3-o-gallate (EGCG), le principal 

polyphénol contenu dans le thé vert, bloque la prolifération et la migration induites 

par le PDGF [Masamune et al. 2005]. L’inhibition de la synthèse de α-SMA, de 

collagène de type I, et de TGF, ainsi que l’acquisition d’un phénotype 

myofibroblastique par les CSP sous l’effet du stress mécanique s’ajoutent à la liste 

des effets anti-fibrotiques de l’EGCG [Asaumi et al. 2007]. 

 

 

3) Activation par l’inflammation chroniques et les états 

précancéreux : 

 

Avant apparition de la tumeur, les CSP peuvent être activées par une inflammation 

chronique liée à des lésions précurseurs, ou états pré-cancéreux, comme dans le 

cadre de  pancréatites chroniques récurrentes (Figures 4 et  13) [Whitcomb 

2004a et b ; Whitcomb et Greer 2009].  La pancréatite chronique constitue le 

principal facteur de risque de l’ACP, il s’agit d’une inflammation du pancréas 

accompagnée de lésions et d’une fibrose pancréatique. Les patients ayant été 

atteints de pancréatite chronique durant plus de 5 ans ont 14 fois plus de chance de 

développer un ACP. De plus, 40% des patients atteints de pancréatites héréditaires 

développent un ACP de façon certaine [Whitcomb 2004a et b ; Chu et al. 2007 ; 

Greer et Whitcomb 2009 ; Whitcomb et Greer 2009 ; Kolodecik et al. 2013]. 

Il a été démontré que l’ACP et la pancréatite chronique possèdent une composition 

de la MEC similaire, indiquant un producteur commun : les CSP activées. Les CSP 

activées sont très impliquées dans la pancréatite chronique, pathologie se 

développant avec l’accumulation de collagène fibrillaire de types I et III produits par 

les CSP. Elles entourent également les PanINs (état pré-néoplasique), prouvant leur 

activation précoce, et leur rôle primordial dans le développement de l’ACP [Apte et 

al. 2004]. La présence de CSP activées à des stades précoces est trahie par un fort 

marquage pour l’α-SMA autour des PanIN [Apte et al. 2004]. De plus, un marquage 

révélant la présence de périostine, facteur uniquement exprimé par les CSP,  est 

visible dans les IPMN montrant l’activation et l’implication précoces des CSP 

[Fukushima et al. 2008].  
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De plus, les CSP cultivées in vitro dans le milieu conditionné de cellules de PanIN 

isolées sur souris Kras muté, prolifèrent, expriment l’α-SMA, synthétisent la 

fibronectine et sécrètent d’avantage de MMP [Pandol et al. 2012].  Ces résultats 

indiquent que les cellules pré-néoplasiques peuvent activer les CSP dans les stades 

précoces de développement du cancer.  

Enfin, il a été démontré que les inhibiteurs de la COX-2, type Nimesulide, retardent la 

progression des lésions précurseurs de l’ACP sur modèle murin génétiquement 

modifié, signifiant, d’une part que les lésions précurseurs activent les CSP (car 

seules les CSP activées expriment COX-2), et d’autre part que les CSP activées 

accélèrent le développement des lésions jusqu’à l’ACP [Yoshida et al. 2005]. 

Le degré d’activation des CSP dépend des étapes inflammatoires chroniques 

précédant l’apparition du cancer. De ce fait, lorsque les cellules d’ACP entrent en 

contact avec les CSP, celles-ci se trouvent déjà dans un état d’activation avancée.  

 

 

VI) Communication des cellules stellaires dans le 

microenvironnement : 
 

1) Cellules stellaires pancréatiques et matrice extracellulaire : 

 

L’activation prolongée des CSP aboutit à la fibrogénèse par une dérégulation de 

l’équilibre entre synthèse et dégradation de la MEC. Ces événements débutent par 

une augmentation de l’expression de collagène (de type I, III et V), de fibronectine, et 

de laminines par les CSP activées  [Apte et al. 1999 ; Bachem et al. 1998 ; Wehr et 

al. 2011]. Les CSP activées sont présentes dans la zone fibrotique et hypoxique 

jouxtant l’ACP comme l’a démontré une étude de co-localisation avec HIF-1α et 

l’anhydrase carbonique 9 [Couvelard et al. 2005 ; Eguchi et al. 2013]. Les CSP 

produisant d’avantage de collagène de type I et V favorisent le phénotype malin des 

cellules d’ACP [Vaquero et al. 2003 ; Apte et al. 2004 ; Armstrong et al. 2004 ; 

Wehr et al. 2011 ; Berchtold et al. 2015]. Le lien existant entre la MEC et les CSP 

activées n’est pas uni-directionnel. En retour, les composants de la MEC influencent 
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l’activité des CSP (Figure 11). Le fibrinogène, très présent dans le stroma de l’ACP, 

induit une hausse de la production de collagène type I, d’IL-6 et 8, de MCP-1 et de 

VEGF par les CSP [Masamune et al. 2009]. De plus, la MEC constitue un immense 

réservoir de protéines, facteurs de croissance, et autres cytokines enchâssées dans 

les fibres matricielles. La libération de ces facteurs, durant le turnover de la MEC, 

favorise l’activité des CSP et des cellules cancéreuses. De nombreuses études ont 

démontré que ce sont les CSP activées, bien plus que les cellules d’ACP, qui sont 

responsables du turnover matriciel. Effectivement, les CSP représentent la source 

majeure de sécrétion de MMP et TIMP, principalement les MMP-2, 9, 12 et 13 et les 

TIMP-1 et 2 [Phillips et al. 2003a]. Les capacités sécrétoires des cellules d’ACP 

sont bien moins importantes, il a d’ailleurs été rapporté que la sécrétion de MMP-2 

par les CSP activées dépassait de très loin celle des cellules cancéreuses 

[Ellenrieder et al. 2000 ; Phillips et al. 2003a ; Yoshida et al. 2004 ; Bachem et al. 

2005 ; Schneiderhan et al. 2007 ; Erkan et al. 2009 ; Farrow et al. 2009].  

Néanmoins, les MMP synthétisées par les CSP comme par les cellules d’ACP ne 

semblent pas constituer des cibles efficaces puisque leur inhibition conduit à une 

augmentation de la migration cellulaire [Friedl and Wolf 2009a ; Kessenbrock et al. 

2010 ; Mierke 2012]. 

Ainsi, les CSP exercent également un impact indirect sur le développement de l’ACP 

via le remodelage matriciel. La MEC ainsi remodelée favorise directement la 

progression tumorale [Werfel et al. 2013]. 

 

 

2) Cellules stellaires pancréatiques et Cellules d’ACP : 

 

 

Dans l’ACP, les CSP sont impliquées à tous les niveaux du développement tumoral. 

Elles favorisent notamment la croissance rapide de la tumeur dans les premières 

phases de contact et accélère le développement tumoral et l’acquisition de propriétés 

métastatiques (Figure 14). 
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De nombreuses études in vitro portant sur la communication entre les cellules 

cancéreuses et les CSP emploient la technique de milieu conditionné permettant la 

mise en contact d’un type cellulaire avec les facteurs sécrétés par le deuxième. 

Il a été démontré que cultiver des CSP dans des milieux conditionnés (MC) de 

cellules cancéreuses de la lignée Panc-1 augmente l’expression de COX-2, induisant 

une augmentation de la prolifération et une diminution de l’apoptose des CSP. Les 

milieux conditionnés engendrent également une augmentation de la migration et de 

l’invasion des CSP et favorisent l’angiogenèse. Lorsque la voie RAS/MAPKinase est 

inhibée dans les CSP, les MC de Panc-1 ne génèrent plus d’augmentation 

d’expression de la COX-2. Cette dernière favorise également la croissance tumorale 

dans l’ACP, puisque lorsqu’elle est inhibée, la fibrose et le développement de la 

tumeur sont moins importants [Yoshida et al. 2005 ; Schneiderhan et al. 2007 ; 

Erkan et al. 2009 ; Farrow et al. 2009]. Les cellules d’ACP stimulent la sécrétion de 

VEGF par les CSP, ce qui favorise la néoangiogénèse  [Erkan et al. 2009 ; 

Masamune et al. 2008] et induit l’expression de la COX-2 sur les CSP, COX-2 étant 

impliquée dans la boucle autocrine des CSP et donc dans l’entretien de leur activité 

(Figures 11, 13 et 14)[Yoshida et al. 2005 ; Aoki et al. 2007].  

 

Une augmentation de la sécrétion de CTGF par les CSP activées par l’hypoxie 

favorise l’invasion des cellules d’ACP [Eguchi et al. 2013] et une inhibition du CTGF 

induit des effets chimiothérapeutiques [Neesse et al. 2013]. 

Le sphingolipide S1P (Sphingosine 1 Phosphate) active les CSP qui sécrètent la 

MMP-9, ce qui accroit la migration et l’invasion des cellules d’ACP in vitro. Cibler la 

voie de signalisation du S1P permet de diminuer la croissance tumorale ainsi que le 

nombre de métastases in vivo sur greffe orthotopic d’ACP [Bi et al. 2014]. 

Les cellules d’ACP stimulent la prolifération, la migration et la synthèse de protéines 

matricielles des CSP majoritairement via la sécrétion de PDGF, TGF-β1 et FGF-2 

[Apte et al. 2004 ; Bachem et al. 2005 ; Bachem et al. 2008 ; Vonlaufen et al. 

2008] En retour, les CSP stimulent la prolifération, la survie, la migration et l’invasion 

des cellules d’ACP [Bachem et al. 2005 ; Bachem et al. 2008 ; Hwang et al. 2008]. 

 

La communication entre les CSP et les cellules d’ACP a également été évaluée sur 

des modèles de co-culture. L’interaction directe entre CSP et cellules d’ACP 

constitue également un facteur activateur. Des co-cultures de CSP et cellules d’ACP 



64 
 

augmentent significativement la prolifération cellulaire des cellules d’ACP comparé à 

des expériences de mise en contact des cellules d’ACP avec des milieux 

conditionnés de CSP. Cet effet est lié à l’activation par contact cellulaire de la voie 

Notch [Hruban et al. 2006 ; Fujita et al. 2009 ; Mazur and Siveke, 2012]. Il existe 

donc un autre niveau d’interaction, interaction physique directe, entre les CSP et les 

cellules d’ACP.  

 

Figure 14) Influences des CSP sur  les mécanismes de la cellule cancéreuse : 

Les CSP exercent des effets renforçant sur les principales caractéristiques de la cellule 

cancéreuse, elles favorisent le développement de métastases, l’angiogenèse, la 

prolifération et la survie cellulaire tumorale, elles participent également à la mise en 

place d’un environnement inflammatoire et mutagène.  Les CSP ont une action directe 

via des facteurs sécrétés ou une interaction physique (« CSP »), mais également 

indirect via la MEC. 

Créé en utilisant [Hanahan et Weinberg, 2011]. 
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Des résultats similaires sont retrouvés sur modèles animaux. Il a été démontré que la 

co-injection de CSP et cellules d’ACP sur modèle murin de xénogreffe orthotopique 

génére des tumeurs plus grosse avec une RD plus développé, une expension 

régionale et une invasion metastatique plus importante comparé à une inection de 

cellule d’ACP seul [Bachem et al. 2005 ; Hwang et al. 2008 ; Vonlaufen et al. 

2008a]. Dans des modèles de xénogreffes similaire, il a été démontré que les CSP 

accélèrent le développement de la tumeur via une sécrétion élevée de MMP-2 

[Schneiderhan et al. 2007].  

 

 

La contribution des CSP au développement de l’ACP ne se résume pas aux stades 

précoces. Ainsi, il a été démontré que les CSP sont en mesure de co-métastaser 

avec les cellules d’ACP au cours des stades tardifs (Figure 14). On retrouve 

effectivement la présence de CSP sur des sites métastatiques très éloignés de la 

tumeur primaire. Des travaux ont permis de démontrer que les CSP sont capables de 

pénêtrer et de sortir de la circulation par intra et extravasation [Xu et al. 2010]. 

D’après ces observations, les CSP pourraient servir de guide aux cellules invasives à 

travers la matrice du MET, et améliorer leur survie dans le compartiment sanguin 

[Friedl et Wolf 2009 ; Gaggioli et al. 2007]. Certains groupes de recherche ont 

proposé une réadaptation de la théorie de la graine et du sol initialement développée 

par S. Paget en 1889 [Paget et al. 1889] pour expliquer l’orientation des métastases 

vers une cible tissulaire précise. Dans cette explication, la cellule d’ACP correspond 

à la graine pour qui le sol (le MET) est designé par la CSP faisant office de 

« jardinier » [Gupta et al. 2006 ; Sleeman et al. 2012].  

De plus, il a été démontré que les Milieux Conditionnés (MC) de CSP cultivées en 

conditions hypoxiques induisent la prolifération, et la migration des cellules 

endothéliales, ainsi que l’angiogenèse in vitro (possiblement via le VEGF) [Xu et al. 

2010]. Les sécrétions des CSP, lorsqu’elles se retrouvent en condition d’hypoxie, ont 

été caractérisées. Ainsi, en plus du VEGF, les CSP sécrètent le FGF-2, 

l’angiopoietine-1, la périostine et HIF-1 (Hipoxia Induced Factor 1)  ces facteurs étant 

connus pour favoriser l’angiogenèse (Figure 14) [Erkan et al. 2009]. Malgré cela, 

des travaux récents indiquent que même en condition normoxique, les CSP 

favorisent l’angiogenèse tumorale. Effectivement, les cellules microvasculaires 
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génèrent une structure tubulaire (mécanisme angiogènique) lorsqu’elles sont en 

contact avec un MC de CSP cultivées en normoxie [Xu et al. 2014]. 

Les CSP favorisent également la survie des cellules cancéreuses dans de nombreux 

contextes. Plusieurs études démontrent notamment les effets anti-

chimiothérapeutiques exercés par les CSP dans le cadre de traitements anti-

cancéreux. Ainsi, il a été démontré que le milieu conditionné de CSP favorise la 

résistance à la gemcitabine et aux radiations par les cellules d’ACP [Hwang et al. 

2008]. De plus, les CSP exercent des effets chimio et radioprotecteurs sur les 

cellules d’ACP, effets médiés par l’intégrine-β1 et la FAK (Focal Adhesion Kinase). 

Effectivement, traiter les CSP avec des siRNA combinés contre l’intégrine- β1et FAK 

lève l’effet protecteur sur les CCP et les rend sensibles aux traitements chimio et 

radiothérapeutiques [Mantoni et al. 2011]. 

Les CSP favorisent également la rechute de l’ACP en induisant l’expression de 

marqueurs de cellules souches cancéreuses (Nestine, ABCG2, LIN28) par les CCP. 

Les cellules souches cancéreuses étant plus résistantes aux traitements, elles 

favorisent la rechute, et permettent la survie de la tumeur [Hamada et al. 2012]. De 

façon intéressante, Mato et collaborateurs ont démontré que les cellules 

pancréatiques de rat exprimant un profil de cellule progénitrice (exprimant le 

marqueur de cellule souche ABCG2) ont une morphologie de CSP avec expression 

de gouttelettes lipidiques cytoplasmiques [Mato et al. 2009]. 

Les CSP ont un effet protecteur sur les cellules d’ACP dans le contexte de 

traitements radio ou chiomiothérapeutiques, en favorisant la résistance ou la rechute. 

Mais, elles exercent également des effets immunosupresseurs permettant aux 

cellules cancéreuses d’échapper au système immunitaire antitumoral, hors contexte 

thérapeutique. Il a été démontré que les CSP sont capables de séquestrer les 

lymphocytes T CD8+ antitumoraux dans le MET. Dans cette configuration, les CSP 

empêchent les lymphocytes d’atteindre la tumeur, et contribuent ainsi à la survie 

tumorale par échappement au système immunitaire [Ene-Obong et al. 2013].  
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3) Stimulation autocrine des cellules stellaires pancréatiques : 

 

Bien que soumises aux signaux paracrines émis par les cellules cancéreuses, les 

CSP sont capables de soutenir leur propre activité et niveau d’activation via une 

signalisation autocrine (Figure 13). En accord avec ces propriétés autocrines, 

certains chercheurs considèrent que les CSP sont en mesure de maintenir leur 

niveau d’activation de façon permanente après une activation primaire par un facteur 

exogène [Bachem et al. 2006 ; Apte et al. 2012]. Cette théorie pourrait expliquer 

l’impact des inflammations chroniques (telles que les pancréatites chroniques) sur le 

développement et l’activation du stroma en amont de la stimulation induite par les 

cellules tumorales [Bachem et al. 2006 ; Apte et al. 2012].  

Il a été démontré dans la littérature que les CSP sécrètent du TGF-β1 et expriment le 

récepteur au TGF-β1. En réponse à une stimulation autocrine au TGF-β1, les CSP 

voient leur capacité de synthèse d’élément de la matrice augmenter et leur 

prolifération diminuer [Schneider et al. 2001 ; Shek et al. 2002 ; Bachem et al. 

2006]. 

D’autres boucles de stimulation autocrine ont été identifiées sur les CSP, impliquant 

non seulement le TGF-β1, mais également IL-1, IL-6 et la COX-2 (via ses 

métabolites inflammatoires type prostaglandine) (Figures 11 et 13). Les voies de 

signalisation activées en aval dépendant principalement de Smad3 et ERK1/2 

[Kruse et al. 2000 ; Aoki et al. 2006a et 2006b et 2007], de l’activine A [Ohnishi et 

al. 2003] et du peptide endotheline-1 [Klonowski-Stumpe et al. 2003]. 

De la même manière, les espèces réactives oxydantes (ROS) provenant de cellules 

acinaires, ductales ou immunitaires subissant une inflammation, stimulent la 

sécrétion de ROS par les CSP, et génèrent une boucle de stimulation auto et 

paracrine [Apte et al. 2000 ; Masamune et al. 2008]. Les ROS stimulent et 

entretiennent un niveau élevé d’activation des CSP via leur activité NADPH oxydase. 

Il a été démontré qu’inhiber la NADPH induit une diminution de la prolifération 

cellulaire ainsi qu’une réduction de la sécrétion d’IL-1 et de Collagène type I. 

L’inhibition de la NADPH oxydase empêcherait également l’activation des CSP 

[Masamune et al. 2008]. 
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VII) Hétérogénéité des CSP : 
 

De plus en plus d’études se focalisent sur la diversité de phénotype au sein d’une 

population de CSP. Comme nous l’avons précédement évoqué, il existe divers profils 

d’expression de l’α-SMA dans les CSP ainsi que dans les CAF. Le profil d’expression 

de l’α-SMA, associés à d’autres marqueurs est employé afin de caractériser les 

divers phénotypes de CAF [Bussard et al. 2016].  

Concernant les CSP, il a été démontré à la fois in vitro et in situ qu’il existe deux 

populations distinctes de CSP au sein des tumeurs d’ACP. Ces deux sous-types de 

CSP sont exprimés à des endroits différents du MET, le sous type dit 

« myofibroblastique » est localisé en périphérie de la tumeur et exprime fortement l’α-

SMA, alors que le sous-type « sécrétoire » qui est caractérisé par une forte 

expression d’IL-10 et 6 mais exprime faiblement l’α-SMA, est présent dans les 

régions lointaines du MET [Ohlund et al. 2017]. 

Plus récemment, une étude regroupant près de 14 unités de recherches 

internationales a démontré l’existence de 4 sous-types (ou phénotypes) de CSP 

différents (Figure 15) [Neuzillet et al. 2019]. Les phénotypes de CSP sont 

caractérisés par leur niveau d’expression de marqueurs spécifiques tels que l’α-SMA, 

la vimentine, leurs capacités prolifératives, de synthèse de MEC ou encore leur 

capacités à interagir avec les cellules cancéreuses [Neuzillet et al. 2019].  

Les résultats prennent également en compte la signature stromale développée par 

Moffitt et collaborateurs. Cette signature répertorie plus d’une quarantaine de gènes 

exprimés dans le stroma normal ou activé et permet de classer le stroma dans l’une 

ou l’autre des deux catégories en fonction du niveau d’expression de ces gènes 

[Moffitt et al. 2010]. Il a été démontré que les patients ayant une signature stromale 

« activée » ont une survie médiane de 15 mois contre 24 pour les patients présentant 

une signature de stroma « normale » [Moffitt et al. 2010]. 
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La mise en évidence de sous-types de CSP présentant des phénotypes différents 

montre qu’il existe une certaine hétérogénéité au sein du MET (Figure 15). 

Il est à noter que la classification des sous-types de CSP montre qu’il existe un lien 

entre l’expression de α-SMA et la prolifération cellulaire : une forte expression de  α-

SMA est associée à de faibles capacités prolifératives [Neuzillet et al. 2019]. 

 
 

 

 

 

 

 

 

Figure 15) Hétérogénéité des CSP : 

Le schéma représente les différents sous-types de CSP identifiés et caractérisés en fonction 

de marqueurs spécifiques. MYH11 : myosine-11 ; POSTN : périostine ; PDPN : podoplanine. 

Les différents phénotypes sont classés en fonction du pronostic qui leur est associé. 

D’après [Neuzillet et al. 2019]. 
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CHAPITRE 4) MECANISMES IONIQUES DE 

PROLIFERATION ET DE SURVIE CELLULAIRE : 
 

I) La prolifération cellulaire : 
 

La prolifération cellulaire et l’apoptose sont deux mécanismes indispensables au 

maintien de l’homéostasie tissulaire. Ces deux processus antagonistes dépendent de 

facteurs intracellulaires tel que l’intégrité de l’ADN, mais également d’origine exogène 

comme la disponibilité en facteurs de croissance [Duronio et Xiong, 2013]. 

Une dérégulation de la balance prolifération / apoptose est la cause de pathologies 

graves tel que les maladies auto-immunes ou le cancer. 

L’homéostasie ionique est un important régulateur de la prolifération et de l’apoptose 

cellulaire. Il a été démontré que les ions tels que le calcium, le potassium ou le chlore 

régulent ces processus. La régulation des concentrations de ces ions par les canaux 

ionique est indispensable à la signalisation mitotique, à la synthèse d’ADN et de 

protéines, ou encore à la variation du volume cellulaire au cours de l’apoptose [Lang 

et al. 2005]. La stimulation des cellules par des facteurs mitotiques influence 

également l’expression et la localisation membranaire des canaux ioniques et in fine 

la concentration ionique intracellulaire [Lang et al. 2005 ; Zhou et al. 2019]. 

 

Il a été démontré que dans le cancer, pathologie présentant une dérégulation de la 

balance prolifération/apoptose, les canaux ioniques, régulent la prolifération cellulaire 

en favorisant la sécrétion de facteurs mitogène et la sensibilité des cellules 

cancéreuses à ces facteurs [Prevarskaya et al. 2010]. Les canaux ioniques 

influence également la résistance aux signaux anti-prolifératifs et pro-apoptotiques 

dans les cellules cancéreuses [Prevarskaya et al. 2010]. 

Il existe un grand nombre de travaux portant sur le rôle du calcium, le second 

messager universel, dans la prolifération et la survie cellulaire. Néanmoins, de plus 

en plus d’études investiguent le rôle du magnésium sur ces mécanismes. 

Le magnésium et les canaux magnésiques sont indispensables à la prolifération et à 

la survie des cellules [DeBaaje, 2015]. 
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1) Le Cycle cellulaire : 

 

La prolifération cellulaire est un mécanisme complexe impliquant de nombreuses 

étapes depuis la stimulation de la cellule mère par des facteurs mitogènes jusqu’à la 

création de cellules filles.  

Le contrôle de la prolifération cellulaire s’effectue principalement pendant la première 

phase « d’intervalle » du cycle cellulaire, chez les eucaryotes, la phase G1 (Gap 1). 

Le contrôle du cycle durant la phase G1 est lié à divers voies de signalisations 

contrôlant la différenciation, la quiescence, la senescence ou encore la réponse 

cellulaire à une grande variété de stress. Il existe de très nombreux signaux 

permettant de réguler l’entré des cellules en phase S, tel que la fixation d’un facteur 

de croissance sur son récepteur ou encore le système de contrôle de l’intégrité de 

l’ADN.  L’entrée en phase S est un point de non-retour et, en l’absence de facteurs 

de stress tels que des lésions de l’ADN, les cellules progressent dans le cycle 

cellulaire dont la finalité est la division cellulaire. C’est pourquoi le phénomène de 

transition hautement contrôlé entre la phase G1 et la phase S est appelé « point de 

restriction ». Une fois le point de restriction passé les cellules deviennent moins 

réceptives aux signaux extracellulaires, complètent la phase de synthèse de l’ADN et 

s’engagent dans la seconde phase d’intervalle G2 (Gap 2) puis dans la phase de 

Mitose (phase M) [Duronio et Xiong, 2013] 

 

Chez les mammifères, le point de restriction G1-S est contrôlé par la voie dite du 

« rétinoblastome »,  nommée ainsi suite à l’indentification du premier oncogène : la 

protéine du rétinoblastome (pRB) [Weinberg et al. 1990] pRB appartient à une 

famille de protéines hautement conservées participant à la régulation du cycle 

cellulaire dans tous les organismes vivants. Chez les mammifères il existe 3 

protéines appartenant à la famille RB : pRB1, p107 et p130 [Weinberg et al. 1990 ; 

Van den Heuvel and Dyson 2008] pRB est présent sous forme active  

hypophosphorylée dans les cellules quiescentes et possède des sites de liaisons 

hautement conservés avec les facteurs de transcription, principalement les membres 

de la famille E2F (Eucaryotic Elongation Factor). pRB régule négativement 

l’expression des gènes cibles de E2F, qui sont, pour la plupart indispensables au 

passage dans la phase S, et se lie également au facteur E2F pour bloquer sa 

translocation nucléaire ainsi que son activité de transactivation de gènes. 
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La phosphorylation de pRB par les CDK (Cyclin Dependent Kinase) durant la phase 

G1 induit la dissociation du complexe pRB-E2F, permettant la translocation nucléaire 

de E2F et la transcription des gènes cibles nécessaires à la transition G1-S. [Dyson, 

1998]  

La phosphorylation inhibitrice de pRB durant la phase G1 est l’œuvre de 3 CDK : les 

CDK 4 et 6 sont associées aux isoformes de la cycline D (D1,2 et 3) (Figure 16) 

[Ewen et al. et Kato et al. 1993], et la CDK2 aux  isoformes de la cycline E (E1 et 

E2) [Akiyama et al. et Hinds et al. 1992] Il a été démontré que les différentes 

combinaisons des isoformes de  CDK/cyclines peuvent phosphoryler jusqu’à 16 sites 

sur la protéine pRB. [Akiyama et al. 1992 ; Kitagawa et al. 1996]. De multiples 

voies de signalisation et autres signaux régulateurs convergent vers cette étape de 

phosphorylation du complexe pRB-E2F par les CDK2,4 et 6. La perte de régulation 

au niveau du point de restriction engendre de nombreux troubles développementaux 

et pathologiques. La disparition du contrôle de la phase G1 représente d’ailleurs 

l’événement initiateur de nombreux cancers chez l’homme [Sherr et al. 1996] 

 

Il existe de très nombreuses voies de régulations de la transition G1-S impliquant, 

entre autres, la régulation du niveau de l’expression des CDK, des Cyclines  ou 

encore des CKI (inhibiteur de CDK), de leur localisation subcellulaire, ou encore de 

l’adressage de ces protéines au protéasome par Ubiquitinylation (Figures 16 et 17). 
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2) Rôle de la cycline E dans la transition G1-S : 

 

La cycline E est régulée par deux gènes chez les mammifères (E1 et E2). Il a été 

démontré que son expression n’est pas indispensable au développement de 

l’organisme puisque des souris déficientes en cycline E1, E2 ou encore en CDK2 

sont viables et ne présentent que des anomalies développementales tardives et 

mineures. [Berthet et al. , Gengnet al. et Ortega et al. 2003] . Ces résultats 

suggèrent qu’il existe un mécanisme de compensation par les autres CDK et 

cyclines. L’expression de la cycline E augmente durant la transition G1-S puis 

diminue pendant le reste du cycle cellulaire (Figure 16) [Lew et al. 1991; Dulic et al. 

Figure 16) Cycle cellulaire et cinétique d'expression des cyclines : 

La figure représente le cycle cellulaire en faisant apparaitre les différentes Cyclines, 

CDK et CKI en face de la phase qu’elles régulent (ou du point de transition). La 

cinétique d’expression des cyclines au cours du cycle cellulaire est également 

représentée sur la figure. 

D’après  www.cubocube.com, chapitre « cell cycle ». 
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et Koff et al. 1992] Les cellules présentant une faibles expression des cyclines E 

prolifèrent plus lentement et répondent moins aux signaux mitotiques [Herrera et al. 

1996; Geng et al. 2003]. A l’inverse dans le cas d’une sur-expression des isoformes 

de la cycline E, la phase G1 est plus courte, les cellules amorcent plus rapidement la 

transition vers la phase S et le niveau de phosphorylation de pRB est augmenté. 

[Hinds et al. 1992; Ohtsubo and Roberts 1993; Resnitzky et al. 1994]. 

Parallèlement, il a été démontré in vivo qu’une surexpression de la Cycline E génère 

des tumeurs mammaires sur modèle murin génétiquement modifié. [Smith et al. 

2006]. La surexpression de la cycline E est d’ailleurs fréquemment observée dans de 

nombreux cancers humains et elle est corrélée à l’agressivité de la tumeur  [Hwang 

and Clurman 2005] Le contrôle du niveau d’expression de la cycline E est donc 

indispensable au maintien d’une prolifération cellulaire physiologique ainsi que pour 

la prévention du cancer. 

 
 

3) Rôle de la CDK2 dans la transition G1-S : 

 
En dépit du rôle central du complexe Cycline-E/ CDK2 dans la transition G1/S, il a 

été démontré que l’expression de CDK2 n’est pas indispensable à la progression 

dans le cycle cellulaire (Figure 17). En effet, des modèles murins KO pour CDK2 

présentent simplement une phase S plus longue de 4h que les souris contrôles et 

demeurent viables [Berthet et al. et Ortega et al. 2003]. 

Cet effet s’explique par l’existence de mécanismes de compensation de la transition 

G1/S impliquant CDK1 et CDK4. En effet, en absence de CDK2, il a été démontré 

que CDK1 ou CDK4 peuvent former des complexes avec la cycline E et permettre la 

progression en phase S [Aleem et al. 2005 ; Jablonska et al. 2007]. L’isoforme de 

CDK remplaçante dépend du modèle de cellule étudié, et certains types cellulaires 

ne présentent aucun mécanisme de compensation et présentent donc une 

prolifération strictement dépendante de l’expression de CDK2 [Aleem et al. 2005 ; 

Jablonska et al. 2007]. 
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4) Rôle des CKI dans la transition G1-S : 

 
Les inhibiteurs de CDK ou CKI (CDK inhibitor) permettent de bloquer le cycle 

cellulaire à plusieurs endroits, principalement en phase G1, en réponse à un stress 

cellulaire, à l’absence de facteurs de croissances, à des mutations de l’ADN ou afin 

de permettre la différenciation cellulaire (Figure 16) [Malumbres et al. 2009]. Le rôle 

des CKI est indispensable à la limitation de la prolifération cellulaire, et un défaut 

d’expression des CKI conduit à une prolifération aberrante et à la formation de 

tumeurs. Il existe 2 grandes familles de CKI : la famille CDKN1 (Cyclin Dependent 

Kinase iNhibitor 1), comprenant p21, p27, et p57 ; et la famille INK4 (INhibitor of 

CDK4) comprenant  p15, p16, p18, et p19  [Xiong et al. et Harper et al. 1993 ; 

Sherr et al. 1995]. Les inhibiteurs de la famille INK4  sont impliqués dans le contrôle 

de la transition G0/G1 alors que ceux de la famille CDKN1 interviennent dans les 

phases G1, S, G2 et M [Malumbres et al. 2009]. 

Les CKI, notamment p21 et p27, entrent en contact avec le complexe CDK/Cycline et 

se lient aux motifs présents sur les deux molécules afin d’empêcher la 

phosphorylation. Les CKI peuvent également induire l’ubiquitinylation du complexe 

CDK / Cycline et l’adresser au protéasome. (Figure 17) 

Ces inhibiteurs sont actifs dans le noyau et une accumulation cytoplasmique de p21 

et p27 est retrouvée dans le cancer, et associée à un mauvais pronostique [Wander 

et al. 2011] 

 

 

5) Rôle de PCNA dans la transition G1-S : 

 
 
PCNA (Proliferating Cell Nuclear Antigen) a initialement été identifiée comme un 

antigène exprimé dans le noyau des cellules en cours de réplication de l’ADN 

[Leonardi  et al. 1992]. Il s’agit  d’une protéine de type «DNA clamp sliding protein» 

(protéine glissant sur l’ADN) permettant la réparation et la réplication de l’ADN. 

PCNA permet entre autre la stabilisation de l’ADN polymérase δ et est indispensable 

au bon déroulement de la phase S [Moldovan et al. 2007]. Le gène codant pour 

PCNA est transactivé par E2F, et l’expression de PCNA influence la transition G1-S 

en interagissant avec des protéines du cycle comme la cycline D, p21, ou GADD45 
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(Growth Arrest and DNA Dammage-inducible protein) [Matsuoka et al. et Smith et 

al. 1994 ; Gulbis et al. 1996]. Lorsqu’il est exprimé, le CKI p21 forme un complexe 

avec PCNA et empêche son interaction avec l’ADN polymérase, Bloquant la 

transition G1-S [Flores-Rozas et al. 1994 ; Gulbis et al. 1996]. Néanmoins, la 

formation d’un complexe avec p21 n’inhibe pas la fonction de réparation de l’ADN de 

PCNA [Flores-Rozas et al. 1994]. En cas de lésions de l’ADN, P53 transactive le 

gène codant pour la protéine GADD45 (Groth Arrest and DNA Dammage), impliquée 

dans la réparation de l’ADN, qui empêche la formation d’homotrimère de PCNA et 

oriente la cellule vers la réparation de l’ADN, induisant un blocage en phase G1 du 

cycle cellulaire [Smith et al. 1994 ; Chen et al. 1995]. En l’absence d’activation de 

P53, PCNA permet la progression dans la phase S par la formation de trimères actifs 

et en interagissant avec la cycline D1 [Matsuoka et al. 1994 ; Moldovan et al. 

2007]. 

 

Figure 17) Régulation de la transition G1/S du cycle cellulaire : 

Le schéma représente l’implication des Cyclines, CDK, CKI, P53 et de PCNA dans la 

transition entre les phases G1 et S du cycle cellulaire. L’activation de p53 est représentée 

comme le principal élément régulateur de l’arrêt du cycle cellulaire en phase G1. 
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Il est à noter que des anticorps contre PCNA sont utilisés pour déterminer les 

capacités réplicatives de cellules cancéreuses au même titre que le Ki-67 (antigène 

prolifératif). [Leonardi  et al. 1992]. Cette protéine est fortement liée à la prolifération 

des cellules et indissociable de la phase S du cycle cellulaire. 

 

 

6) Le facteur p53 : gardien du génome : 
 

 

A) Généralités sur le facteur p53 : 

 

P53 est un facteur de transcription ubiquitaire impliqué dans la réponse des cellules 

au stress, dans l’apoptose, la réparation de l’ADN, la sénescence, le métabolisme, 

l’autophagie et l’arrêt du cycle cellulaire [Bieging et Attardi, 2012]. P53 est 

surnommée « le gardien du génome » [Levine et al. 1997], il oriente la cellule vers 

une réponse particulière en fonction de la nature et de l’intensité du stress subit. 

La protéine p53 est codée par le gène TP53, localisé en 17p13.1, il s’agit du gène 

suppresseur de tumeur le plus important puisque 50% des cancers présentent des 

mutations inhibitrices de TP53 [Hollstein et al. 1991 ; Vousden et al. 2007]. L’effet 

suppresseur de tumeur exercé par le facteur p53 est lié à sa capacité à orienter la 

cellule vers l’apoptose afin d’éviter la propagation des mutations. Il a été démontré 

que des souris déficientes en p53 développent d’avantage de tumeurs [Donehower, 

1996]. 

 

La protéine p53 possède 2 domaines de transactivation permettant également son 

interaction avec la protéine régulatrice MDM-2(Murine Double Minute 2), et un 

domaine de liaison à l’ADN, il s’agit par ailleurs de la région la plus souvent mutée 

dans le cancer. Un domaine de tétramérisation ainsi qu’une région en C-terminale de 

régulation de son interaction avec l’ADN sont également présents, en plus des 

séquences de localisation nucléaire et d’export cytoplasmique [Varna et al. 2011]. 

 

L’expression et l’activité de p53 sont régulées à plusieurs niveaux et permettent de 

maintenir p53 sous forme latente dans la cellule saine. En plus de régulations 
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transcriptionnelles, traductionnelles et post-traductionnelles,  p53 est pris en charge 

et régulé négativement par l’ubiquitine ligase MDM-2, empêchant son activité en 

condition physiologique [Moll et Petrenko 2003]. 

MDM-2 est le principal régulateur de p53, elle interagit au niveau du domaine de 

transactivation de p53 et induit son export vers le cytoplasme. En tant qu’ubiquitine 

ligase, elle favorise la dégradation de p53 par le protéasome 26S cytoplasmique, ou, 

par le protéasome nucléaire en cas de forte expression de MDM-2 [Chowdary et al. 

1994 ; Shmueli et Oren 2004]. MDM-2 est également une cible transcriptionnelle de 

p53. Il existe donc un système d’autorégulation de l’activité de p53 et les deux 

protéines se régulent mutuellement [Freedman et al. 2014]. 

La phosphorylation du facteur p53 sur résidus sérines (Ser 15 / 20 / 33 / 37) par de 

nombreuses kinases (plus d’une vingtaine interagissent avec P53) diminue 

l’interaction de  MDM-2 avec p53 et favorise son activité [Hupp et al. 1994]. 

A l’inverse, il a été démontré que la phosphorylation de  MDM-2 favorise la fixation 

de p53 et sa dégradation par le protéasome (Figure 18) [Goldberg et al. 2002]. AKT 

et Sgk1 (Serum and glucocorticoides regulated kinase) comptent parmi les kinases 

connues pour phosphoryler MDM-2 sur résidu sérine 166/186 et favoriser son 

activation [Amato et al. 2009 ; Feng et al. 2012]. 

Il est possible d’inhiber l’interaction entre p53 et MDM-2 par l’utilisation de la nutline, 

cet analogue de cis-imidazoline se loge dans la poche de liaison au facteur p53 

située sur MDM-2 (Figure 18). Parmi les analogues de la nutline, la nutline-3 est 

l’inhibiteur le plus utilisé en cancérologie et permet de réduire significativement la 

destruction de p53 [Vassilev et al. 2004]. 

 

 

B) Rôle de p53 dans la prolifération cellulaire : 

 

Le facteur p53 induit l’arrêt du cycle cellulaire et permet la réparation de l’ADN en cas 

de lésions légères, alors que dans le cas de lésions importantes empêchant la 

réparation, la cellule est orientée vers l’apoptose (Figure 18).  

p53 interagit de façon directe avec les systèmes de réparation de l’ADN tels que 

BRCA1, l’ADN polymérase β, l’endonucléase APE1 (Apurinic Apyrimidic 
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Endonuclease type 1), ou encore l’hélicase XPB (xeroderma pigmentosum type B) 

[Zhou et al. 2001, Sengupta et Harris 2005 ; Gatz et Wiesmuller 2006]. 

Le facteur p53 exerce un effet antiprolifératif via le contrôle du cycle cellulaire au 

niveau de la phase G1(Figure 17) afin d’éviter la synthèse de l’ADN muté et la 

réplication des mutations, mais également au cours de la phase G2 afin d’empêcher 

l’entrée en mitose si l’ADN est mal répliqué [Teyssier et al. 1999]. L’arrêt au niveau 

de ce point de restriction se fait via l’interaction directe de p53 avec des acteurs de la 

réplication [Dutta et al. 1993] ou par la régulation de p21 (Figure 17). P21 est une 

des cibles de p53 et inhibe l’interaction cycline E / CDK2 et cycline D / CDK4 (Figure 

17) [ElDeiry et al. 1994]. p53 permet également l’arrêt en phase G2/M 

principalement  en inhibant l’expression de la cycline B et de CDK1 [Innocente et al. 

1999]. 

 

 

7) Voies de signalisations mitotiques : 

 

La progression du cycle cellulaire dépend de la perception par la cellule de signaux 

mitotiques d’origine exogènes en particulier la fixation de facteurs de croissance sur 

les RTK (Récepteur Tyrosine-Kinase) correspondant qui génère une réponse 

mitotique par l’intermédiaire de voies de signalisation telles que la voie PI3K/AKT. 

La PI3K (PhosphoInositide-3-kinase) est une kinase composée d’une sous-unité 

régulatrice p85 et d’une sous-unité catalytique p110 ayant pour substrats les 

phosphatidyl inositols (4,5) biphosphates (PIP2) membranaires et générant la 

formation de PIP3 (phosphatidyl inositols (3,4,5) triphosphates) (Figure 18).  La PI3K 

est activée principalement par des récepteurs tyrosine kinase (RTK) et par la 

protéine Ras (GTPase) également impliquée dans l’activation de la voie des MAPK 

(Mitogen-Activated Protein Kinase) [Zhao et al. 2008]. La stimulation d’un RTK par 

un facteur de croissance engendre le recrutement de la sous unité p85 de PI3K 

influençant directement la phosphorylation des PIP2  par p110. La production de PIP3 

induite par l’activation de PI3K permet le recrutement et l’activation de la kinase 

membranaire AKT impliquée dans la signalisation de la prolifération, de la survie, de 

l’adhésion et de la migration cellulaire [Vanhaesebroeck et Waterfield 1999 ; 

Cantley et al. 2002 ; Engelman et al. 2006]. AKT est une sérine/thréonine kinase 
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possédant de nombreuses cibles tel que GSK3-β, MDM-2 ou encore mTOR 

(mammalian Target of Rapamycin). La phosphorylation des cibles d’AKT permet la 

régulation de la prolifération et de l’apoptose cellulaire (Figure 18) [Carnero et 

Paramio 2014]. 

  

 

 

 

 
 

Figure 18) Voie PI3K/AKT et rôle d’AKT dans la survie et la prolifération cellulaire : 

Le schéma présente l’activation de la PI3K par un RTK via la protéine Ras. La kinase AKT 

est représentée en position centrale avec ces principales cibles mitotiques, ainsi que des 

éléments régulateurs situés en amont. La wortmannine, inhibiteur de PI3K, ainsi que la 

Nutlin-3, inhibiteur de la dégradation de p53 sont également représentés. 

Modifié d’après [Carnero et Paramio 2014]. 
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A) La protéine GSK3 : 

 
 
La protéine GSK3 (Glycogene Synthase Kinase 3) est une sérine / thréonine kinase 

impliquée dans de nombreuses fonctions cellulaires (Figure 19). Elle est exprimée 

sous deux isoformes (α et β) et intervient dans la réponse au stress, la survie, la 

prolifération cellulaire et la régulation du métabolisme [Ali et al. 2001 ; Maurer et al. 

2006 et 2014]. 

Contrairement à la plupart des protéines activées par phosphorylation, GSK3 est 

régulée par phosphorylation inhibitrice. En effet, l’activité enzymatique de GSK3 

dépend de la liaison du substrat au niveau d’une poche de fixation permettant une 

première phosphorylation du substrat. Les kinases inhibant GSK3 phosphoryle les 

résidus sérines présents au niveau de la poche de fixation du substrat [TerHaar et 

al. 2001]. L’inactivation de GSK3-α est effectuée par ajout d’un groupement 

phosphate sur le résidu sérine 21 ou bien sérine 9 pour GSK3-β (Figure 19) [Maurer 

et al. 2014]. 

Les deux isoformes de GSK3 se comptent parmi les cibles de la kinase AKT et sont 

également régulées par d’autres voies de signalisation comme Wnt. La stimulation 

de la voie PI3K/AKT par des facteurs de croissance induit la phosphorylation et 

l’inactivation de GSK3 [Frame et al. 2001].  

En absence de facteur de croissance ou de nutriment dans le milieu extracellulaire 

GSK3 n’est pas phosphorylée et son activation permet d’inhiber la prolifération 

cellulaire et favorise l’apoptose, constituant une réponse adaptative de la cellule au 

stress. L’effet inhibiteur induit par GSK3 non phosphorylée sur la prolifération 

cellulaire passent par la régulation négative de nombreuses cibles. Parmi les 

principales cibles de GSK3 Impliquées dans la prolifération ont compte la β-catenin, 

le facteur c-Myc, et les cyclines D et E dont elle régule l’adressage au protéasome 

(Figure 19). [Yang et al. 2006 ; Fujimura et al. 2015 ; Kazi et al. 2018]. 

 
GSK-3 favorise également l’apoptose cellulaire en interagissant avec le facteur P53 

et en exerçant une répression des facteurs impliqués dans la survie cellulaire tels 

que le facteur CREB (cAMP Response Element-Binding Protein) ou la protéine anti-

apoptotique Mcl-1 [Grimes et al. 2001 ; Watcharasit et al. 2002 ; Koo et al. 2015]. 
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II) Survie cellulaire : 
 

1) La mort cellulaire : 

 

La mort cellulaire est un processus naturel et indispensable au mécanisme 

d’homéostasie tissulaire et in fine au bon fonctionnement de l’organisme. Il existe 3 

grand types de mort cellulaire : la mort cellulaire programmée de type I  ou apoptose, 

Figure 19) Régulation, catalyse enzymatique et cibles de GSK3 : 

La figure représente le mode d’action de GSK3 (ici l’isoforme β) impliquant la 

reconnaissance et la phosphorylation primaire du substrat au niveau d’une poche dans la 

structure de la kinase. La phosphorylation sur résidu sérine 9 de la partie N-terminale 

inhibe l’activité kinase. Le schéma représente également les cibles de GSK3 et les 

processus cellulaires qu’elle régule. 

Modifié d’après [Maurer et al. 2014]. 
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la mort cellulaire programmé de type II ou phagocytose, et la mort cellulaire 

accidentelle (type III) ou nécrose [Shakeri et al. 2018]. Il existe également d’autres 

mécanismes de mort cellulaires plus rares, et découverts plus récemment comme la 

ferroptose, la nécroptose, ou la mort par perte de contact cellulaire : l’anoikis 

[Ashrafizadeh  et al. 2019]. L’orientation de la cellule vers un type particulier de 

mort cellulaire dépend de nombreux paramètres. Les conséquences produites sur la 

cellule et son environnement sont variables en fonction du type de mortalité induite. Il 

a notamment été démontré que la destinée de la cellule dépend grandement de la 

gravité des lésions subies par l’ADN ou encore de ses réserves énergétiques en 

ATP. Ainsi, en cas de lésions de faible intensité et réparable, la cellule est orientée 

vers la survie, alors qu’en cas de lésions plus grave, elle est orientée vers la mort. La 

mort cellulaire programmée est un processus qui nécessite de l’énergie, aussi, une 

cellule ayant de faible quantités d’ATP sera orientée vers la nécrose [Tsujimoto, 

1997].   

 

2) L’Apoptose : 

 

L’apoptose est le mécanisme de mort cellulaire programmée le plus connu à l’heure 

actuelle. En condition physiologique, l’apoptose permet d’éliminer les cellules 

mutées, endommagées ou inutiles, et intervient pendant le développement 

embryonnaire et à tout moment de la vie d’un individu [Green et Reed, 1998]. 

 Il s’agit d’un processus génétiquement programmé qui se déroule de façon très 

ordonné [Kerr et al. 1972]. Il existe des signes précoces de mise en place du 

processus apoptotique. Dans les premières phases de l’apoptose la membrane 

plasmique change de conformation et les bicouches lipidiques sont échangées. 

Ainsi, le feuillet lipidique originellement en position cytosolique se retrouve en contact 

avec le milieu extracellulaire et vice versa. [Zwaal et al. 1997 ; Chap et al. 1977]  

Dans le cadre du processus apoptotique on observe également une diminution 

importante du volume cellulaire liée à la condensation du cytoplasme. Le noyau est 

également condensé de même que la chromatine qu’il contient, et des mécanismes 

de clivages de l’ADN par les caspases sont mis en places. [Wyllie et al. 1984]  
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D’autres organites voient leur fonctionnement perturbé, le potentiel membranaire  

mitochondriale chute et la mitochondrie devient perméable, notamment au 

cytochrome c, qui  permet l’activation des caspases lorsqu’il est dans le cytoplasme 

(Figure 20) [Marchetti et al. et Zamzami et al. 1996 ; Vander Heiden  et al. , Kluck 

et al. et Yang et al. 1997].  

Dans les phases apoptotiques tardives il y a également apparition de corps 

apoptotiques formés par bourgeonnements membranaires. L’apoptose est un 

processus finement régulé et activé par de nombreux signaux physiologiques bien 

qu’il existe également des déclencheurs pathologiques. 

 

 

A) Voies apoptotiques :  

 

L’apoptose peut être induite par deux voies différentes, une voie dit intrinsèque, 

impliquant des causes endogènes (mutations, ROS, stress divers), ainsi qu’une voie 

extrinsèque liée à la communication intercellulaire via des récepteurs de mort (Figure 

20) [Green et Reed 1998 ; Fulda et Debatin 2006]. Le processus apoptotique, 

indépendamment de l’origine du facteur initiateur, implique une famille d’enzymes : 

les caspases, divisées en deux catégories, les caspases initiatrices (2, 8 et 9) et les 

effectrices (3, 6 et 7). La perception du signal apoptotique induit l’activation des 

caspases initiatrices, sous forme de pro-caspase à l’état latent, permettant 

l’activation des caspases effectrices alors sous forme inactive et activée par clivage. 

Les caspases effectrices ainsi activées vont cliver de nombreux substrats tel que 

PARP (Poly-ADP-Ribose Polymérase), Bcl-2, des inhibiteurs de caspases, ou encore 

des régulateurs du cycle comme p21, p27 ou Rb, ainsi que des acteurs de la 

signalisation cellulaire comme AKT [Boise et al. 1995 ; Widmann et al. 1998; Jin et 

al. 2000 ; Soldani et al. 2002 ; Liston et al. 2003]  Le substrat clivé par la caspase 

effectrice est inactivé, la perte de l’activité biologique des substrats aboutit à la mort 

cellulaire. 
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a) Voie apoptotique intrinsèque : 

 

L’apoptose par voie intrinsèque implique directement la mitochondrie, et les différents 

signaux apoptotiques issus d’un stress cellulaire aboutissent à la formation de pores 

dans la membrane externe mitochondriale (Figure 20).  

 

Les acteurs de la perméabilisation mitochondriale appartiennent à une famille de 

protéine caractérisée par l’expression de domaine BH (Bcl-2 Homology). Les 

protéines anti-apoptotiques comme Bcl-2 ou Bcl-xl expriment 4 domaines BH (1 à 4) 

alors que les protéines pro-apoptotique comme Bax, Bid ou Bad n’expriment que les 

domaines 1, 2 et 3 ou uniquement le domaine BH3. L’apoptose est un processus qui 

dépend du ratio d’expression des protéines pro et anti-apoptotiques [Jin et al. 2005].  

Les facteurs pro-apoptotiques tel que Bax permettent la création de pore sur la 

membrane mitochondriale en formant des diméres. Les protéines anti-apoptotiques 

comme Bcl-2 peuvent s’associer à Bax via leurs domaine BH4 afin d’empêcher la 

dimérisation de Bax. Une forte expression de Bcl-2 exerce un effet protecteur sur 

l’apoptose alors qu’une expression importante de Bax favorise le processus 

apoptotique (Figure 20) [Crompton et al. 2000 ; Wei et al. 2001]. 

La perméabilisation de la membrane externe de la mitochondrie génère une chute du 

potentiel mitochondrial aboutissant au relargage de protéines initialement localisées 

dans l’espace inter-membranaire vers le cytosol [Paolo et al. 2008]. L’ouverture du 

pore à la surface mitochondriale permet notamment la sortie des protéines Smac et 

Diablo, du cytochrome c, de la pro-caspase 9, de l’AIF (Apoptosis Inducing Factor), 

et de l’endonucléase G [Verhagen et al. 2000 ; Ferri et al. , Joza et al. et Parrish et 

al. 2001]. Le cytochrome c interagit avec la pro-caspase 9 et l’APAF-1 (Apoptosis 

Proteine Activating Factor 1) afin de former l’apoptosome. Ce complexe 

multiprotéique permet le clivage de la pro-caspase 9 et la formation de caspase 9 

active, permettant l’activation des caspases effectrices. Parallèlement à la formation 

de l’apoptosome, les protéines Smac et Diablo forment des complexes avec les 

inhibiteurs de l’apoptose IAP (Inhibitor of Apoptosis Protein) et les inactives [Adrain 

et al. 2001 ; Saelens et al. 2004]. L’endonucléase G et l’AIF sont, quant à eux, 

respectivement impliquées dans la dégradation de l’ADN, la condensation ainsi que 

la fragmentation de la chromatine [Ravagnan et al. 2002]. 
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b) Voie apoptotique intrinsèque : 

 

La voie extrinsèque quant à elle implique l’activation de la voie de signalisation des 

récepteurs de mort, suite à leur activation par divers ligands (Figure 20). Il existe 3 

types de récepteurs de mort : les récepteur TNFR (Tumor Necrosis Factor Receptor), 

liés par les facteurs de mort solubles tels que le TNF, ou les récepteurs Fas et 

TRAILR (CD-95) se liant respectivement au Fas-L et au TRAIL (TNFR Related 

Apoptosis Inducing Ligand), des protéines situées sur la membrane d’autres cellules 

(principalement des cellules immunitaires). La fixation des ligands aboutit à 

Figure 20) Voies intrinsèque et extrinsèque de l'apoptose cellulaire : 

Le schéma représente les voies extrinsèques et intrinsèque de l’apoptose cellulaire. 

Un dimère de protéines BH3 est représenté sur la mitochondrie et matérialise le pore 

mitochondriale. La protéine « BH3 only » BID constitue un lien entre les deux types 

d’apoptose. 

Modifié d’après [Fox et al. 2016] 
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l’oligomérisation des récepteurs permettant l’activation de la caspase 8 initiatrice 

clivant les caspases effectrices de l’apoptose extrinsèque [Medema et al. 1997]. La 

caspase 8 peut également clivée le facteur Bid (BH3 only), qui, sous sa forme active, 

t-Bid, induit la perméabilisation mitochondriale (Figure 20). Le clivage de t-Bid par la 

caspase 8 permet donc également l’activation de la voie apoptotique intrinsèque [Li 

et al. 1998]. 

 

 

B) Rôle de p53 dans l’apoptose cellulaire : 

 

Comme nous l’avons vu, le facteur p53 est considéré comme le gardien du génome. 

Il permet à la fois d’induire l’arrêter de la prolifération cellulaire mais peut également 

orienter les cellules vers l’apoptose. L’hypostimulation de voies de signalisation 

impliquées dans la survie cellulaire telle que PI3K/AKT en absence de nutriment ou 

de facteurs de croissance, l’hypoxie, ainsi que des lésions importantes de l’ADN 

peuvent induire l’apoptose via p53.  

Le facteur p53 est impliqué dans l’apoptose cellulaire en permettant la transactivation 

des gènes codant pour les protéines apoptotiques telles que Bad, Bid, Noxa, Puma 

et APAF-1 et également la protéine anti-apoptotique Bcl-2 [Miyashita et al. 1994 ; 

Oda et al. 2000 ; Nakano et al. et Moroni et al. 2001 ; Sax et al. 2002]. P53 

influence également l’apoptose indépendamment de son activité de facteur de 

transcription en formant un complexe avec Bcl-2 ce qui permet l’association de 

dimères de Bax, perméabilisant la membrane mitochondriale externe [Mihara et al. 

2003].  
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III) Magnésium et biologie cellulaire : 
 

 

Le magnésium est le cation divalent le plus abondant dans les cellules. Il est 

indispensable à de nombreux processus physiologiques, non seulement en tant que 

co-facteurs enzymatiques mais également en régulant l’activité de nombreux 

seconds messagers, ainsi que le cycle cellulaire et la synthèse protéique. Le 

magnésium est également indispensable à l’acquisition et au maintien de la 

conformation spatiale de nombreuses macromolécules. D’un point de vue 

électrophysiologie, il permet de compensé la charge cellulaire et régule l’activité de 

nombreux canaux ioniques et transporteurs. [Romani et al. 1992]. 

Le magnésium régule également la concentration calcique et le pH intracellulaires et 

les mécanismes de sécrétion, prolifération, motilité, et contraction qui en découlent. 

Il est également un régulateur de la relaxation des cellules musculaires lisses, et joue 

de nombreux rôles dans le système vasculaire via le contrôle de la dilatation des 

vaisseaux périphériques et en exerçant des effets anti arythmiques. [DeBaaij et al. 

2015]. 

Il a été démontré que de nombreuses pathologies telles que l’arythmie cardiaque, le 

diabète, l’alcoolisme chronique, ainsi que le cancer sont associées à une diminution 

de la concentration magnésique plasmatique. 

Le magnésium permet de réguler le système immunitaire et un déficit magnésique 

engendre un syndrome inflammatoire avec une hyper-activation des cellules 

immunitaires. [DeBaaij et al. 2015]. 

 

 

1) Distribution cellulaire du magnésium : 

 

 

La concentration totale de magnésium cytoplasmique est estimée entre 17 et 20mM, 

avec des concentrations similaires  dans la mitochondrie, le noyau ainsi que dans le 

RE/RS. La concentration de magnésium libre dans les différents compartiments 

cellulaires ne représente que 5% du magnésium totale. Ceci s’explique par la 

complexation du magnésium avec de nombreuses molécules telles que les 
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phospholipides, les acides nucléiques, et de nombreuses protéines.  En considérant 

l’existence de ces nombreux systèmes tampon, dont le plus important est l’ATP 

(MgATP), la concentration magnésique libre cytosolique est estimée entre 0,8 et 1,2 

mM [Ebel et Gunther, 1980 ; DeBaaje, 2015] 

L’ATP se fixe au magnésium avec un Kd d’environ 78 mM et constitue le système 

tampon majoritaire du magnésium dans la cellule. Le magnésium libre est également 

tamponné par la calmoduline, la troponine C et la parvalbumine ainsi que d’autres 

protéines possédant des sites de fixation du magnésium [DeBaaje, 2015]. De même, 

les phospholipides membranaires représentent  un système tampon important, et 

permettraient la rétention et le relargage du magnésium au niveau de microdomaines 

membranaires [Rubin  et al. 2005]. 

 

La concentration extracellulaire du magnésium est, quant à elle, comprise entre 1,2 

et 1,4 mM, majoritairement lié aux protéines matricielles. A la différence des autres 

cations, notamment le calcium et le sodium il n’existe pas de gradient chimique pour 

le magnésium. En l’absence de gradient de concentration entre les compartiments 

extra- et intracellulaires, la diffusion du magnésium à travers la membrane plasmique 

est faible en condition physiologique. 

 

2) Les transporteurs magnésiques : 

 

 

Il existe assez peu de protéines identifié en tant que transporteurs ou canaux 

magnésique. Certaines d’entre elles sont très peu connues comme les protéines 

CNNM (Member of the cyclin M family), d’autres sont d’avantage étudiées comme le 

canal TRPM7, TRPM6 ou encore MagT1 (Tableau 3 et Figure 21). 
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Tableau 3) Les principaux transporteurs magnésiques et leurs 

caractéristiques : 

Nom Localisation Expression Perméabilité Mécanisme Référence 

TRPM7 
Membrane 
plasmique 

Ubiquitaire Ba>Ni>Mg>Ca Canal 

Nadler et 
al. 2001 
Runnels et 
al. 2001 

MagT1 
Membrane 
plasmique 

Ubiquitaire Mg>Ba>Fe=Cu Transporteur ? 

Goytain et 
al. 2005a 

Li et al. 
2011 

SLC41A1 
Membrane 
plasmique 

Ubiquitaire Mg>Sr>Fe>Ba>Cu Echangeur 

Goytain et 
al. 2005b 

Hurd et al. 
2013 
Kolisek et 
al. 2012 

SLC41A2 
Membrane 
plasmique 

Ubiquitaire Mg>Ba>Ni>Ca Echangeur 
Sahni et 
al. 2007 

CNNM3 
Membrane 
plasmique 

Ubiquitaire Mg>Fe>Cu>Co Transporteur ? 
Wang et 
al. 2003 

MRS2 
Membrane 
Mitochondriale 

Ubiquitaire Mg>Ni Canal 
Piskacek 
et al. 2009 

TRPM6 
Membrane 
plasmique 
Apicale 

Reins et 
intestins 

Ba>Ni>Mg>Ca Canal 
Li et al. 
2006 

CNNM1 Inconnue Cerveau Cu>Mg ? Inconnu 

Alderton et 
al. 2007 
Wang et 
al. 2003 

CNNM2 
Membrane 
plasmique 
Basolatérale 

Reins Mg>Sr>Zn>Cd 
Transporteur ? 

 

Goytain et 
al. 2005c 
Stuiver et 
al. 2011 

CNNM4 
Membrane 
plasmique 
Basolatérale 

Intestins Mg 
Echangeur ? 

 

Parry et al. 
2009 

Yamazaki 
et al. 2013 
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A) Le transporteur MagT1 : 

 

 

Le transporteur MagT1 (Magnesium Transporteur 1) a pour la première fois été décrit 

et caractérisé en 2005 sur cellules murines et ovocytes de xenopus (Tableau 3 et 

Figure 21). [Goytain et al. 2005a].  Le canal permet la mise en place de courants 

magnésique hautement spécifique dans les ovocytes de xenopes, il est d’ailleurs 

indispensable au développement embryonnaire sur ce modèle [Goytain et al. 

2005a]  

Néanmoins, le courant magnésique dépendant de MagT1 n’a jamais été enregistré 

sur cellule de mammifère, et l’ovocyte de xenopus reste le seul modèle de 

caractérisation électrophysiologique du transporteur [Goytain et al. 2005a ; Zhou  et 

al. 2009]. 

Néanmoins il semblerait que MagT1 joue un rôle important dans certains types 

cellulaires. C’est notamment le cas dans les lymphocytes T, ou il a été montré que 

MagT1 permet un rapide influx magnésique suite à l’activation de récepteurs 

membranaires [Chaigne-Delalande  et al. 2013 ; Li et al. 2011]. De plus, bien que 

le canal TRPM7 soit indispensable à la thymopoièse, la délétion de celui-ci 

n’influence pas la concentration magnésique intracellulaire des lymphocytes T, 

suggérant un mécanisme de compensation par un autre canal [Jin  et al. 2008].  Il a 

également été démontré que la surexpression du transporteur MagT1 permet de 

recouvrir partiellement la survie et la prolifération cellulaire de cellules DT-40 TRPM7-

/- [Deason-Towne et al. 2011]. Dans ce modèle de cellule B, la prolifération cellulaire 

diminue de façon importante lorsque TRPM7 est invalidé et une compensation 

magnésique permet de restaurer la prolifération, suggérant que le transporteur 

MagT1 puisse être impliqué dans la restauration de la prolifération cellulaire 

[Schmitz  et al. 2003]. 

 

Ces résultats suggèrent que le canal MagT1 puisse agir comme un « remplaçant » 

de TRPM7 dans certaines conditions. Il est possible que les deux canaux exercent 

des fonctions similaires, mais les données concernant MagT1 restent plus rares. 

 

Le canal semble également participer aux mécanismes de compensation en 

condition hypomagnésémie. En effet, son expression augmente de façon importante 
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dans les cellules épithéliales rénales cultivées dans un milieu pauvre en magnésium 

comparées aux cellules cultivées dans un milieu de culture classique [Goytain et al. 

2005a].  Le niveau d’expression de MagT1 augmente également in vivo dans les 

cellules rénales murines lorsque les souris sont soumises à un régime pauvre en 

magnésium [Goytain et al. 2005a].   

Il existe une controverse concernant l’identité protéique de MagT1. En effet, MagT1 a 

été identifié comme un constituant du complexe oligosaccharyltransferase (OST) et 

plus particulièrement du complexe STT3B. En effet, il a été démontré que le 

transporteur est muté chez les patients atteint de troubles congénitaux de la 

glycosylation. La délétion de MagT1 empêche la formation du complexe STT3B est 

défavorise directement le processus de glycosylation [Blonmaert et al. 2019].  

Cette étude récente remet en question le rôle de MagT1 en tant que transporteur 

magnésique « seul » et suggère qu’il puisse influencer le fonctionnement cellulaire 

via son implication dans le complexe STT3B. 

 

B) Le canal MRS2 : 

 

Le canal MRS2 (Mitochondrial RNAsplicing 2) est le principal canal magnésique 

mitochondrial (Figure 21 et Tableau 3) [Zsurka et al. 2001]. L’invalidation de MRS2 

aboutit à une diminution de l’entrée magnésique dans la mitochondrie et induit la 

mort cellulaire [Piskacek et al. 2009]. Le canal MRS2 régule la concentration 

magnésique intramitochondriale [Shindo et al. 2011] et permet à la mitochondrie de 

constituer une réserve intracellulaire de magnésium [Shindo et al. 2011]. Enfin 

MRS2 est un régulateur potentiel du cycle de la glycolyse via la régulation de la 

concentration mitochondriale en magnésium libre et Mg-ATP [Shindo et al. 2011]. 

 

C) L’échangeur SLC4A1 : 

 

L’échangeur SLC4A1 (Solute Carrier Family 41 member 1) comprend 11 domaines 

transmembranaires et agit comme échangeur Na+/Mg2+ avec une stoichiométrie de 2 

: 1 [Goytain et al. 2005b]. Localisé à la membrane plasmique (Figure 21 et Tableau 

3), il est le principale responsable de l’extrusion magnésique sodium dépendante 

dans la cellule [Hurd et al. 2013 ; Kolisek et al. 2013 ; Yan et al. 2011]. Les autres 
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membres de la famille SLC41 tel que SLC41A2 et A3 sont moins étudiés. Il a 

néanmoins été démontré que SLC41A2 régule l’influx magnésique dans les cellules 

DT-40 TRPM7-/- [Sahni et al. 2007]. 

 

D) Le canal TRPM6 : 

 

Le canal cationique TRPM6 est exprimé uniquement dans les cellules rénales et 

entérocytaire (Tableau 3) [Schlingmann et al. 2002 ; Groenestege et al. 2006 ; 

Lameris et al. 2013]. Il est situé sur la face luminale des entérocytes du cecum et du 

colon et permet la réabsorption du magnésium alimentaire. L’expression rénale de 

TRPM6 est cantonnée au tubule distal ou le canal est le principal acteur de la 

réabsorption magnésique [Hoenderop et al. 2005 ; Hoenderop et al. 2008]. Le 

canal TRPM6 possède 6 segments transmembranaires et un pore situé entre les 

5éme et 6éme segments, il est fonctionnel exclusivement sous forme 

d’hétérotétramères avec son homologue TRPM7 [Li et al. 2006 ; Zhang et al. 2014]. 

L’expression, la localisation membranaire et l’activité du canal TRPM6 sont régulées 

par plusieurs mécanismes [Cao et al. 2008]. L’activité du canal TRPM6 est régulée 

par la concentration de magnésium intracellulaire libre, qui exerce un effet inhibiteur 

sur le canal et permet de réguler l’absorption de magnésium [Voets et al. 2004]. Il a 

également été démontré que l’insertion membranaire de TRPM6 est facilitée par 

l’EGF et l’insuline via l’activation de la voie PI3K-Akt-Rac1 [Nair et al. 2012 ; 

Thebault et al. 2009] L’insuline et l’EGF régulent également l’activité du canal 

TRPM6. Il a été démontré que les patients présentant une activité faible des 

récepteurs à l’EGF et à l’insuline sont plus susceptibles de subir une 

hypomagnésémie  [Nair et al. 2012 ; Schrag et al. 2005]. Il existe d’autres 

modulateurs de l’activité de TRPM6 et in fine de l’absorption magnésique tel que le 

pH, la consommation magnésique, ou encore la concentration d’ATP [Thebault et al. 

2008]. 
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Comme cela a été évoqué il existe une grande homologie de séquence entre les 

canaux TRPM6 et TRPM7. Le canal TRPM7 est également un acteur clé de la 

régulation de l’homéostasie magnésique mais également calcique et du zinc 

[Mittermeier et al. 2019]. Néanmoins les caractéristiques de ce canal seront 

développées dans le chapitre lui étant dédié. 

 

 

Figure 21) Magnésium et transporteurs magnésique dans la cellule : 

Le schéma représente les principaux transporteurs, échangeurs et canaux magnésiques 

connus à ce jour, ainsi que le rôle du magnésium dans les différents compartiments 

cellulaires. Le schéma fait également apparaitre le modèle « MMM » correspondant au 

relargage du magnésium chélaté par les phospholipides en réponse à la stimulation de la 

cellule par un facteur de croissance. 

Modifié d’après [DeBaaje et al. 2015]. 
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E) Autres transporteurs magnésiques : 

 

En dehors des transporteurs et canaux magnésique présentés, il existe un certain 

nombre de protéines ayant un rôle putatif dans le maintien de l’homéostasie 

magnésique. C’est le cas des protéines CNNM qui pourrait exercer la fonction de 

transporteur magnésique dans la cellule [Goytain et al. 2005c ; Wang et al. 2003].  

Sur les 4 membres de la famille CNNM seul CNNM3 (Tableau 3 et Figure 21) 

présente un profil d’expression ubiquitaire et pourraient influencer l’homéostasie 

magnésique. Il a, par ailleurs, récemment été démontré que son activité était 

dérégulée dans le cancer [Hardy et al. 2014]. D’autres protéines pourraient exercer 

un rôle dans le transport magnésique comme la protéine NIPA-1 (non-imprinted in 

Prader-Willi/Angelman syndrome 1), néanmoins aucun courant magnésique n’a été 

enregistré pour ce canal sur un autre modèle que l’ovocyte de xenopus [Goytain et 

al. 2007]. 

 

 

3) Rôle du magnésium dans la cellule : 

 

A) Liaison du magnésium aux acides nucléiques : 

 

Le magnésium est un composant nécessaire à l’acquisition et au maintien des 

structures tertiaires de l’ADN et de l’ARN. Il se lie aux nombreux atomes d’oxygène 

et d’azote chargés négativement le long des chaines nucléotidiques. Le magnésium 

impact tout particulièrement la stabilité des ARN de transfert indispensables au 

processus de traduction [Quigley et al. 1978 ; Westhof et al. 1986] et permettrait la 

stabilisation des ARN messagers, ribosomaux, viraux, et autocatalytiques [DeBaaij 

et al. 2015]. La structure tertiaire de l’ADN nécessite également la fixation du 

magnésium (Figure 21). De plus, le magnésium exerce un effet protecteur sur l’ADN 

en entrant en compétition avec les ions monovalent et les ROS. En cas de baisse de 

la concentration magnésique la fixation des ROS à l’ADN est facilitée, conduisant au 

stress oxydatif [Price et al. 1992]. Néanmoins, dans le cadre d’une augmentation de 
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la concentration nucléaire de magnésium, celui-ci se fixe à l’ADN de façon covalente, 

provoque une distorsion de la double hélice et induit des effets mutagènes 

[Anastassopoulou et al. 2002]. L’équilibre cellulaire est directement lié au maintien 

de l’homéostasie magnésique et toute variation importante de sa concentration 

engendre des effets délétères. 

 

B) Magnésium et activité enzymatique : 

 

De nombreux cations divalents agissent comme cofacteurs enzymatique dans la 

cellule tel que le Mn2+, Fe2+, Cu2+, Zn2+ ou encore le Mg2+. Les données actuelles 

suggèrent que près de 600 enzymes utilisent le magnésium comme cofacteur et la 

plupart de ces enzymes exercent une activité vitale pour la cellule et donc pour 

l’organisme. A cela s’ajoutent près de 200 enzymes supplémentaires pour lesquelles 

le magnésium est un activateur [Bairoch et al. 2000 ; Caspi et al. 2012]. Le 

magnésium est notamment indispensable à l’activité enzymatique et à la stabilité des 

ADN polymérases [Brautigam et al. 1998 ; Yang et al. 2004]. Outre son importance 

dans la réplication et la protection de l’ADN, le magnésium permet également ca sa 

réparation (Figure 21). La quasi intégralité des enzymes impliquées dans la 

réparation par excision de nucléotides nécessite l’utilisation du magnésium comme 

cofacteur enzymatique [Calsou et al. 1994], de même que les polymérases et 

ligases impliquées dans la réparation par excision de bases [Barzilay et al. 1995 ; 

Shen et al. 1996]. De nombreuses kinases, cyclases, topoisomérases, ATPases, 

ainsi que des enzymes impliquées dans la synthèse protéique comptent parmi les 

800 enzymes ayant une activité dépendantes du magnésium (Figures 21 et 22) [Ban 

et al. 1999]. Le magnésium est également présent sous forme liée à l’ATP et est 

indispensable à de nombreuses enzymes impliquées dans la glycolyse. Le Mg-ATP 

régule notamment des enzymes indispensables au métabolisme énergétique telles 

que l’hexokinase, la pyruvate kinase, l’aldolase, etc…. [Garfinkel et al. 1985 ; 

Weber et al. 1967]. 
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C) Magnésium et signalisation cellulaire : 

 

La signalisation cellulaire est un processus complexe faisant intervenir nombre de 

molécules de signalisation de nature protéique, lipidique mais également cationique. 

Le calcium est le cation divalent le plus étudié dans la signalisation cellulaire et est 

considéré comme le second messager universel. Le magnésium étant le principale 

antagoniste du calcium dans la cellule, il est en mesure d’influencer la signalisation 

cellulaire dépendante du calcique de façon indirecte. Le ratio Mg/Ca est 

extrêmement important principalement pour l’activité des transporteurs calcique et 

autres protéines liant le calcium [Iseri  et al. 1984] De faibles variations de la 

concentration en magnésium suffisent à influencer la signalisation calcique. 

Outre son action antagoniste sur le calcium et son impact indirect sur la signalisation, 

le magnésium pourrait agir en tant que second messager intracellulaire. Cette 

hypothèse repose sur des travaux démontrant que la stimulation des cellules par des 

facteurs de croissances, notamment EGF et FGF induit une augmentation de la 

concentration magnésique intracellulaire [Hong  et al. 2006 ; Hong  et al. 2009]. 

L’EGF génèrent également un influx magnésique important via l’activation de MagT1, 

comme cela a pu être reporté sur les lymphocytes-T [Li et al. 2011]. 

Un influx important de magnésium est notamment détecté suite à une stimulation des 

cellules par l’insuline [Lostroh  et al. 1974 ; Takaya  et al. 2000] Il a également été 

démontré, toujours dans les cellules-T, que le magnésium est capable d’activer la 

PLC-1 réduisant la phosphorylation de la PKC, la génération d’IP3  en aval, et l’influx 

calcique. Néanmoins, d’autres études suggèrent que c’est la PLC-1 qui régule l’influx 

magnésique et non l’inverse (Figure 22) [Hong  et al. 2006 ; Hong  et al. 2009] 

A l’inverse du calcium, pour qui il existe un fort gradient de concentration entre les 

milieux extra et intracellulaire ([~1,5 mM]e  [10-100nM]i), les concentrations 

magnésiques sont similaire de part et d’autre de la membrane plasmique.  

Dans ces conditions, il parait difficile d’envisager le magnésium comme second 

messager intracellulaire, car, en l’absence d’un gradient électrochimique fort, 

l’ouverture des canaux magnésiques suite à un stimulus ne peut engendrer une 

variation importante de la concentration de magnésium cytosolique. Néanmoins, une 

étude à démontrée que des cellules déficientes pour MagT1 possèdent une 

concentration magnésique intracellulaire très faible [Chaigne-Delalande  et al. 

2013]. La régulation de phénomènes cellulaires par le magnésium semble être un 
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processus complexe. Son rôle en tant que second messager semble d’avantage 

s’effectuer sur des périodes de temps longues plutôt que de façon instantané.  

 

4) Magnésium et prolifération cellulaire : 

 

 

La prolifération cellulaire est un phénomène complexe initié par un signal mitotique 

perçu par la cellule via l’interface facteur de croissance / récepteur, et poursuivi par 

une cascade de signalisation intracellulaire. Cette cascade de signalisation aboutit à 

la transcription de facteurs de croissance nécessaire à la progression du cycle 

cellulaire et in fine à la  prolifération. Le magnésium est théoriquement impliqué à 

tous les niveaux de ce mécanisme (Figure 22). En effet, le magnésium est impliqué 

dans la stimulation du récepteur, la transcription, la synthèse de protéines et la 

cascade de phosphorylation permettant la transduction du signal [Cowan et al. 

1995]. La réplication de l’ADN nécessite également l’apport de magnésium car les 

polymérases et les ligases sont Mg-ATP dépendantes. De plus, le magnésium joue 

un rôle important dans la réorganisation du cytosquelette nécessaire au processus 

de cytocinèse [Wolf et al. 2008]. L’ensemble des données obtenues concernant le 

magnésium et la prolifération cellulaire montrent que les cellules mitotiques 

présentent une concentration magnésique intracellulaire plus importante que les 

cellules au repos [Wolf et al. 1999 ; Wolf et al. 2004]. Mais également que la 

concentration magnésique intracellulaire est finement régulée et dépend de la 

disponibilité en magnésium extracellulaire. De plus, il a été démontré que les cellules 

cancéreuses qui prolifèrent de façon aberrante dépendent moins des concentrations 

extracellulaire du magnésium, ce phénomène suggère que leur activité est régulée 

positivement dans la cellule cancéreuse [Wolf et al. 2007]. De par son rôle 

primordial dans la synthèse de l’ADN, de l’ARN et des protéines, le magnésium est 

un important régulateur de la prolifération cellulaire. De plus, de nombreuses études 

ce sont penchées sur l’impact du magnésium dans le contrôle du cycle cellulaire et 

dans la réponse aux facteurs de croissances [Rubin  et al. 1978 ; Rubin et al. 

1975]. 

Il a été démontré qu’une augmentation de la concentration de magnésium 

intracellulaire amplifie la synthèse protéique et favorise la prolifération cellulaire. 
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L’effet du magnésium sur la synthèse protéique est extrêmement rapide et est 

perceptible 1h après supplémentation magnésique, alors que ses répercussions sur 

la synthèse d’ADN sont plus tardives (~10h) [Kim  et al. 1968] 

 

 

De façon intéressante, la concentration de magnésium est finement régulée suite à 

l’activation de la prolifération par des facteurs de croissances. Ainsi, Sanui et 

collaborateurs ont démontrés que la concentration magnésique était 20% plus élevée 

16h après stimulation des cellules par l’insuline en comparaison avec la 

concentration magnésique basale (avant stimulus) [Sanui  et al. 1978]. Des études 

plus récentes utilisant la sonde magnésique Mag-Fura2 (cf. Matériel et Méthode) ont 

permis de mesurer une augmentation de la concentration magnésique intracellulaire 

passant de 0,3 à 1,4 mM, 20 minutes après stimulation à l’EGF [Grubbs  et al. 

1991].  

Figure 22) Rôle du magnésium dans la signalisation cellulaire : 

Le schéma représente les voies de signalisations déclenchées par l’activation de RTK tel que 

les MAPK, JAK/STAT, PI3K/AKT/mTOR. Le magnésium est impliqué dans la signalisation en 

tant que cofacteur enzymatique et influence les mécanismes cellulaires tel que la 

prolifération, la contraction, la différenciation ou encore la migration. 

D’après [Zhou et al. 2019]. 
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Comme cela a été évoqué, une augmentation de la concentration de magnésium 

intracellulaire précède la synthèse d’ADN et coïncide avec la période de 

protéosynthèse dans la cellule mitotique. 

Des études réalisées en vue d’élucider le mécanisme de prolifération cellulaire 

dépendante du magnésium, ont permis l’élaboration du modèle dit « triple M » 

(Membrane, Mitosis, Magnesium) (Figure 21) [Rubin  et al. 2005]. Ce modèle 

apporte une explication concernant l’origine de l’élévation de la concentration 

magnésique suite à une stimulation par un facteur de croissance. En, effet, la fixation 

d’un facteur de croissance à son récepteur membranaire favoriserait  un relargage du 

magnésium lié aux phospholipides membranaires, le magnésium libre contribuant à 

l’activité ribosomal et à la synthèse de protéine. Le modèle triple M suggère 

également le rôle principal joué par mTOR (mammalian Target Of Rapamycin) dans 

la prolifération dépendante du magnésium [Weber  et al. 2012]. Le facteur de 

croissance, en se liant à son récepteur membranaire, provoque la phosphorylation de 

la PI3K (phosphoinositide-3-kinase) qui active à son tour mTOR [Rubin  et al. 2005 ; 

Wang  et al. 2009] L’activation de mTOR est Mg-ATP dépendante, cette enzyme 

présente une affinité pour le Mg-ATP extrêmement importante (Km ~ 100mM). 

Aucune variation de la concentration d’ATP n’a été observée alors que le magnésium 

intracellulaire augmente suite à la stimulation par un facteur de croissance. Ainsi, la 

fixation du facteur de croissance sur son RTK permet d’une part l’activation de la voie 

PI3K/AKT/mTOR et l’augmentation magnésique nécessaire à l’activité 

sérine/thréonine kinase de mTOR. Le modèle triple M place donc le magnésium 

comme acteur principal de la prolifération cellulaire via PI3K/AKT/mTOR. 

  

Il existe également un lien entre la prolifération et l’expression des canaux 

magnésiques. Une étude de Tani et collaborateurs a démontré que les canaux 

calciques CRAC (Calcium Release-Activated Channels) impliqués dans le maintien 

des réserves calciques intracellulaires voient leur expression varier à de nombreuses 

reprises au cours des différentes phases du cycle cellulaire. De façon intéressante, 

l’expression du canal TRPM7 augmente uniquement au cours de la phase G1 et 

reste stable pendant les autres phases du cycle. [Tani  et al. 2007] Ces résultats 

suggèrent qu’il existe une différence entre la régulation calcique rapide et une 

régulation magnésique s’effectuant dans le temps [Grubbs  et al. 1987].  
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L’augmentation de l’expression de canaux perméables au magnésium coïnciderait 

avec l’influx magnésique intervenant en phase G1 impliqué dans la régulation de la 

cycline D, de cdk4 et de P21cip1 et P27kip1 dans les cellules épithéliales mammaires et 

les CMLV. [Nasulewicz  et al. 2004 ; Sgambato et al. 2001] Ces travaux confirment 

le lien établi par Rubin et collaborateurs entre la synthèse protéique nécessaire à la 

progression en phase G1, et le magnésium intracellulaire. [Rubin  et al. 1975 ; 

Rubin  et al. 2007] 

Une étude a permis de démontrer qu’une concentration extracellulaire de magnésium 

de 2 mM permet de réguler positivement l’expression de la cyclin D1 et de Cdk-4 

ainsi que d’inhiber l’expression de P21cip1 et P27kip1 sur CMLV en culture. L’effet 

prolifératif induit via les acteurs cités est dépendant de ERK1/2. La concentration 

magnésique extracellulaire de 2 mM multiplie également la synthèse protéique par 3 

sur ce modèle cellulaire [Touyz  et al. 2003]. 

L’effet inhibiteur du magnésium sur les protéines P21cip1 et P27kip1 a été confirmé sur 

cellules épithéliales mammaires en condition de culture hyper et hypomagnésémique 

[Sgambato et al. 1999]. 

Wolf et collaborateurs proposent une cascade d’évènements intracellulaires 

impliquant la régulation négative de l’apparition de ROS par le magnésium (par 

compétition avec les cations monovalents). En cas de diminution du magnésium 

intracellulaire, cela engendre une augmentation des ROS influençant directement 

l’intégrité de l’ADN, ce qui active P53, P21cip1 et P27kip1 et inhibe la progression dans 

le cycle cellulaire. Cette hypothèse est supportée par l’activation du facteur NFKB, 

connu pour être activé par les ROS, en condition de culture hypomagnésémique. 

[Gloire  et al. 2006 ; Altura  et al. 2003] De plus, les cellules cultivées dans un 

milieu dépourvu de magnésium voient l’expression de la GST (Glutathion S-

transferase), une enzyme impliquée dans la dégradation des ROS. Une 

supplémentation magnésique permet de rétablir l’expression de la GST à un niveau 

contrôle [Wolf  et al. 2008]. D’autres études ont permis de confirmer le rôle de la 

GST dans la prolifération dépendante du magnésium notamment dans les 

hépatocytes et leucocytes [Paumi  et al. 2004 ; Holley  et al. 2007 ; Wolf et al. 

2008]. 

L’influx magnésique est modulé par l’interaction d’un facteur de croissance avec son 

récepteur comme démontré sur cardiomyocytes, hépatocytes, CMLV et myocytes 
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[Romani  et al. 2007 ; Touyz  et al. 1996 ; Grubbs  et al. 1991 ; Touyz  et al. 2003] 

Il a été démontré que les cellules cultivées en conditions hypo-magnésique sur 

exprime le régulateurs du cycle cellulaire P27kip1. [Covacci et al. 1998 ; Sgambato 

et al. 2001] De plus, le manque de magnésium induit également une augmentation 

de P21cip1 dans les cellules endotheliales et les CMLV [Bernardini et al. 2005 ; 

Touyz  et al. 2003].Placer les cellules en condition hypo magnésique mime l’effet 

d’inhibiteur de la prolifération sur l’activité de P53 dans les cellules endothéliales 

[Wolf et al. 2008] Les effets prolifératifs induits par le magnésium intracellulaire 

semblent directement liés au maintien de l’intégrité de l’ADN. Le magnésium régule 

la progression du cycle cellulaire en influençant  l’expression de P53. Dans leur 

ensemble, ces résultats démontrent que le magnésium exerce un rôle positif sur la 

prolifération cellulaire en régulant les principaux inhibiteurs de la progression du 

cycle cellulaire. 

 

 

5) Magnésium et cancer : 
 

 

Toute dérégulation de la concentration magnésique provoque des troubles 

pathologiques. Il a été démontré que les cellules tumorales contiennent une 

concentration intracellulaire de magnésium élevée comparé aux cellules saines 

[Taylor  et al. 1991]. De plus, des études démontrent que dans les cellules 

cancéreuses mammaires le magnésium continue à pénétrer dans les cellules même 

lorsque la concentration magnésique extracellulaire diminue sous les limites 

physiologiques [Guilbert  et al. 2009 ; Jiang  et al. 2007 ; Wolf  et al. 2004]. Cet 

état de fait suggère que les transporteurs et canaux magnésiques voient leur 

expression et/ ou leur activité perturbées dans le cancer [Wolf et al. 2007]. 

 

De nombreux canaux magnésique sont connus pour être impliqués dans le 

développement du cancer. Il a notamment été démontré que l’influx magnésique via 

le canal TRPM7 stimule la prolifération des cellules tumorales [Guilbert  et al. 2009 ; 

Jiang  et al. 2007] Ce même canal est d’ailleurs surexprimé dans les tissus de 

cancers hépatique, gastrique, de cancer du sein et d’ACP. [Guilbert  et al. 2009 ; 
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Kim  et al. 2008 ; Mishra  et al. 2009 ; Yee  et al. 2011]. Le transporteur 

magnésique CNNM3 voit également son expression augmenter dans les tissues de 

cancer mammaire [Hardy  et al. 2014]. Son activité est également modulée dans le 

cancer puisque CNNM3 se lie à l’oncogène PRL2 afin de faciliter l’entrée 

magnésique et augmenter la prolifération des cellules cancéreuses [Hardy  et al. 

2014]. Le canal MagT1 est également surexprimé dans le cancer colorectal, ovarien 

et le carcinome hépatocellulaire [Zheng et al. 2019 ; Molee et al. 2015 ; Cazzaniga 

et al. 2017 ; Willis et al. 2016]. Il a notamment été démontré dans le cancer 

colorectal que les tumeurs à un stade avancé, présentant des métastases et 

associées à un taux de survie faible sont celles exprimant le plus MagT1 [Zheng et 

al. 2019]. L’élévation de la concentration magnésique intracellulaire serait bénéfique 

à la croissance de la tumeur. En effet, le magnésium est impliqué dans la régulation 

de l’activité de nombreuses enzymes associées au cancer telles que la télomèrase et 

la phosphatase 1D (PPM1D) (Figure 23) [Castiglioni  et al. 2011].  

Ainsi, le magnésium favorise la reprogrammation du métabolisme énergétique des 

cellules et l’immortalité réplicative caractéristique des cellules cancéreuses (Figure 

23) [Castiglioni  et al. 2011]. Néanmoins le rôle du magnésium dans la régulation 

de l’activité des enzymes dans le cancer n’a jamais été vérifié et reste hypothétique. 

De plus, le magnésium favorise également l’inactivation de P53 et la prolifération 

cellulaire dans le cadre du cancer [Castiglioni  et al. 2011 ; Wolf et al. 2008].  

Alors que la prolifération tumorale est rattachée à des concentrations magnésiques 

intracellulaires fortes, de faibles concentrations favorisent la carcinogenèse et la 

génération de métastases [Wolf et al. 2008 ; Castiglioni  et al. 2011]. 

 

Des conditions hypomagnésémique entrainent une diminution de l’activité de 

réparation de l’ADN et une perte de la protection contre les ROS (Figure 23). Le 

manque de magnésium favorise donc la mise en place de l’inflammation et du stress 

oxydatif favorable à l’acquisition de mutation initiatrice de la cancérogenèse. Mais 

également à l’accumulation de mutations successives favorablent aux transitions 

phénotypiques impliquées dans l’invasion et la migration des clones tumoraux. 
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De plus, des études cliniques ont démontrées qu’un régime alimentaire pauvre en 

magnésium est associé à une augmentation de l’incidence des cancers colorectal 

[Folsom et al. 2006 ; Larsson  et al. 2005 ; Van den Brandt  et al. 2007] et 

pancréatique [Dibaba  et al. 2015]. Concernant l’ACP il est d’ailleurs précisé qu’une 

diminution de l’apport magnésique quotidien de 100 mg augmente le risque de 

développer un ACP de 24% chez les patients testés. [Dibaba  et al. 2015]. De la 

même façon, il a été démontré qu’une supplémentation magnésique exerce un effet 

Figure 23) Implication du magnésium dans l'initiation et la progression cancéreuse : 

Schéma représentant les effets attestés du magnésium dans le cancer, in vitro et in vivo. La 

concentration magnésique cytosolique élevée dans la cellule cancéreuse favorise l’instabilité 

génétique, la reprogrammation énergétique ainsi que la prolifération cellulaire. De faible 

apports magnésiques inhibe la croissance tumorale mais favorise la cancérogenèse en 

facilitant les effets mutagènes des ROS in vivo. 

Modifié d’après [Castiglioni et al. 2010]. 
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protecteur et diminue l’incidence du cancer de l’œsophage [Yang  et al. 2002] et du 

carcinome hépatique [Tukiendorf  et al. 2004]  

Le magnésium exercerait également un effet protecteur contre le cancer mammaire. 

En effet, il a été démontré qu’un ratio sérique calcium/magnésium élevé augmente le 

risque de développer un cancer du sein post-ménopausique chez la femme 

[Sahmoun  et al. 2010]. Cette effet est lié à l’antagonisme existant entre les deux 

cations et est renforcé par les protocoles de prévention de l’ostéoporose post-

ménopausique préconisant une forte consommation de calcium. [Sahmoun  et al. 

2010]. Un faible apport magnésique est associé à l’inflammation dans le cadre du 

cancer. [Nielsen  et al. 2010] Le processus inflammatoire est connu pour favoriser le 

développement du cancer en favorisant l’instabilité génomique, la dissémination 

métastatique et la résistance aux thérapies [Colotta  et al. 2009]. 

Il existe donc un lien ambigu entre le magnésium et le cancer puisque celui-ci 

prévient l’apparition du cancer mais favorise l’activité des cellules cancéreuses 

(Figure 23).  

 

 

CHAPITRE 5) LE CHANZYME TRPM7 : 
 

I) Généralités  sur les canaux ioniques : 
 

Les canaux ioniques sont indispensables à de très nombreux processus 

physiologiques, et au maintien des grandes fonctions cellulaire. Il s’agit de protéines 

transmembranaires permettant le passage des ions à travers la bicouche 

phospholipidique. Il existe des canaux ioniques exprimés à la surface de la 

membrane plasmique mais également sur les membranes d’organites tels que la 

mitochondrie, le réticulum endoplasmique ou encore l’appareil de Golgi. Les canaux 

ioniques ne nécessite pas d’apport énergétique pour fonctionnés, ils sont considérés 

comme des transporteurs passifs. Comme toutes protéines, les canaux ioniques 

possèdent une structure conditionnant leur fonction. La base structurelle commune 

des canaux ionique est constituée d’un pore formé par l’association d’un nombre 

variable de sous-unités protéique, ainsi que d’un filtre de sélectivité qui conditionne la 

perméabilité du canal [Hill, 2001]. 
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Il existe une grande diversité de canaux ionique dans les cellules, qui différents en 

fonction de leur perméabilité, de leur structure ou encore de leur mode d’activation. 

Les canaux ioniques peuvent être classés en fonction de leur sélectivité, on parle 

alors de canaux sodiques, calciques, magnésiques, potassiques. Il est également 

possible de discriminer les modes d’activation des canaux, il existe des canaux 

voltage-dépendants (VOC), activés par des seconds messagers intracellulaire 

(SMOC), par la fixation d’un ligand à son récepteur (ROC) ou encore par la déplétion 

calcique réticulaire (SOC) [Hill, 2001].  

 

Tout processus physiologique tel que la prolifération ou encore la survie cellulaire 

implique les ions, ceux-ci sont indispensable à l’activité métabolique, à la mise en 

place du gradient osmotique, à l’acquisition et au maintien de la structure des 

molécules, et permettent la fusion vésiculaire. Certaines espèces ioniques sont 

employées comme second messagers dans les voies de signalisations 

intracellulaires comme le calcium ou encore comme cofacteurs enzymatiques 

comme le zinc, le manganèse ou encore le magnésium [Hill, 2001]. Il est à noter que 

les canaux ioniques représente le deuxième groupe de protéines les plus ciblées par 

des drogues pharmacologique après les RCPG (Recepteur Couplés au Protéines G) 

[Overington et al. 2006]. 

Toute variation de l’expression et/ou de l’activité des canaux ioniques engendre une 

dérégulation de l’équilibre cellulaire. Le terme de « canalopathie » est d’ailleurs 

employé pour décrire une pathologie dépendante de la dérégulation de canaux 

ioniques [Lehmann-Horn et al. 1999].  

L’implication des canaux ioniques dans l’initiation, la progression tumorale et la 

formation de métastases a également été démontrée sur de nombreux modèles de 

cancer [Prevarskaya et al. 2010]. De plus, les canaux ioniques voient leur 

expression modulée dans  le cancer et agissent pour la majeure partie d’entre eux 

comme des oncogènes [Deliot et al. 2015]. 
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II) La famille des canaux TRP : 
 

 

Les canaux appartenant à la famille des TRP (Transient Receptor Potential) tiennent 

leur appellation d’une expérience menée par Montell et collaborateurs en 1985. Dans 

cette expérience effectuée sur des photorécepteurs de drosophile pour lesquels le 

gène trp a été muté, les chercheurs ont enregistré une activité transitoire en réponse 

à un stimulus lumineux important. [Montell et al. 1985]. Les canaux TRP sont, 

aujourd’hui, mieux connus et pour la plupart bien caractérisés. On dénombre près de 

7 sous-familles différentes, classées en fonction de leur homologie structurale, 

chacune contenant entre 1 et 8 membres (Figure 24). On dénombre près de 6 

familles de TRP chez l’homme caractérisées en fonction de leurs structures et de 

leurs modes d'activation. Cette grande famille regroupe, au finale, 29 membres dont 

27 d’entre eux sont exprimés chez les mammifères. Ainsi, les mammifères expriment 

les TRPC (Canonical), TRPM (Melastatin), TRPV (Vaniloid), TRPP (Polycystin), les 

TRPML (Mucolipin) et les TRPA (Akyrin) [Clapham et al. 2003]. Ces canaux sont 

majoritairement localisés à la membrane plasmique et leur profil d’expression varie 

beaucoup en fonction du membre en question. Certains canaux sont ubiquitaires 

comme le canal TRPM7 alors que d’autres ont une expression restrainte à certains 

tissus comme les canaux TRPM6 exprimés dans les reins et les intestins.  Bien que 

possédant des éléments de structure différents, l’ensemble des canaux TRP ont une 

base architecturale commune. Les TRP sont tous constitués de 6 domaines 

transmembranaires, d’un pore délimité par les segments 5 et 6, de régions N et C-

terminales cytosoliques, ainsi que de domaine TRP hautement conservés [Wu et al. 

2010]. Tous les canaux TRP sont fonctionnels après s’être assemblés en un 

complexe de 4 sous-unités α, ils sont d’ailleurs en mesure de former des homo 

comme des hétérotétramères (ex : TRPM7/TRPM6) [Clapham et al. 2001]. Les 

canaux TRP sont perméables aux cations dans le sens large, néanmoins certain 

canaux présentent une sélectivité spécifique. Ainsi, les canaux TRPV5 et 6 ne sont 

perméables qu’au Ca2+, le canal TRPM4 au Na+, et les canaux TRPM6 et TRPM7 au 

Mg2+ (Figures 24 et 25). 
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L’ensemble des TRP présentent une sensibilité à l’inhibition pharmacologique par le 

2-APB (2-Aminoethoxydiphenyl borate) [Clapham et al. 2001]. 

Les mécanismes de régulation des canaux TRP restent mal connus, ils pourraient 

être régulé par la PLC ou encore le PIP2 [Wu et al. 2010].  

 

Figure 24) Arbre Phylogénétique et Particularités structurales des canaux TRP : 

Arbre Phylogénétique présentant les différents membres de la famille TRP ainsi que les 
structures de bases des différentes sous-familles. Les structures conservées des 
canaux TRPA (« Ankyrin »), TRPV (« Vaniloid »), TRPP (« Polycystin ») TRPM 
(« Melastatin »), TRPML (« Mucolipin »), et TRPC (« Canonical ») sont présentées au 
centre. Seules les structures des sous-familles de TRP exprimées chez l’Homme sont 
représentées. TRPN (« NOMPC ») « AnkR » / « Ankyrin Repeats » : domaine Ankyrin ; 
« CC » : Coiled Coiled Region ; « PDZ » : domaine de liaison au cytosquelette; 
« CIRB » : site de liaison à la calmoduline et à l’IP3R (récepteur à l’IP3) ; « Nudix » : 
ADP-Ribose hydrolase de TRPM2 ; « S/T Kinase » : Sérine / Thréonine Kinase de 
TRPM6 et 7 ; « EF-Hand « : domaine de liaison au calcium ; « ER retention » : signal de 
rétention dans le réticulum endoplasmique. 

Modifié d’après [Nilius et Owsianik, 2011 et Clapham et al. 2003]. 
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Concernant les particularités inhérente à plusieurs sous-type on peut notamment 

citer : les motifs Ankyrin répétés au niveau des extrémités N-terminales des TRPC, 

TRPV et TRPA, ou encore les domaines riches en proline situés en C-ter sur les 

canaux TRPV, TRPM et TRPC. La famille des TRPM, en plus des domaines 

mélastatine qui la caractérise, possède 3 membres qualifiés de « chanzyme » 

(contraction de « channel » et « enzyme ») en raison de leur activité enzymatique. 

L’activité enzymatique est généré par un domaine ADP-ribose hydrolase pour le 

canal TRPM2 ou par une sérine / thréonine kinase positionnée en C-ter pour TRPM6 

et TRPM7.(Figure 24) [Sharenberg et al. 2005 ; Runnels et al. 2001]. 

D’un point de vue fonctionnel, les canaux TRP sont activés par toute sorte de stimuli. 

Ils sont impliqués dans la photoréception, thermoréception, la nociception ou encore 

dans la perception du gout et du touché. Les canaux TRP seraient d’ailleurs très 

importants pour le fonctionnement du système sensoriel [Montell et al. 2002] 

Les canaux TRP, sont par ailleurs, impliqués dans de nombreux processus 

physiologiques tel que la croissance, la différenciation, la survie, la migration 

cellulaire et le remodelage du cytosquelette. [Pedersen et al. 2005 ; Clark et al. 

2008]. 

Néanmoins, l’ensemble de ces canaux n’impactent pas le fonctionnement cellulaire 

avec une importance égale. Il existe une grande diversité concernant le profil 

d’expression et les processus régulé par chaque canal TRP individuellement. L’étude 

approfondie du rôle de chaque TRP dans la physiologie comme en pathologie a 

permis de mettre en évidence l’importance de certains membres dans des processus 

en particulier, comme la différenciation ou encore la prolifération cellulaire. 

 

III) Le canal TRPM7 : 
 

1) Structure et fonction : 

 

Le canal TRPM7 est un canal cationique non-sélectif sensible au magnésium et dont 

l’expression est ubiquitaire. Bien qu’il soit non-sélectif, il possède une affinité 

particulière pour les cations divalents. TRPM7 est impliqué dans de nombreux 

processus physiologiques ainsi que physiopathologique chez l’homme. Il régule 
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notamment l’homéostasie magnésique cellulaire et tissulaire, l’absorption intestinale 

et la réabsorption rénale du Mg2+, au même titre que le canal TRPM6 avec qui il 

partage plus de 50% d’homologie de séquence. Bien qu’ubiquitaire il est plus 

exprimé dans le foie, les os, les adipocytes et le cœur, il est exprimé dans les stades 

précoces de développement et il est indispensable au développement embryonnaire. 

[Penner et al. 2007 ; Jin et al. 2012] Le canal TRPM7 possède une structure 

commune à tous les TRP mais également un domaine enzymatique positionné au 

niveau de l’extrémité intracellulaire C-terminale (Figures 24 et 25). On parle alors de 

« chanzyme » pour ce canal car il est le résultat de la fusion entre un canal et une 

Figure 25) Caractéristiques structurales et fonctionnelles du canal TRPM7 : 

Représentation des caractéristiques structurelles et fonctionnelles de TRPM7 ; 1) 
Structure d’une sous unité du canal TRPM7 faisant apparaitre les 6 segments 
transmembranaires, le pore, ainsi que les principales régions identifiées : domaine kinase, 
domaine CCR, Boite TRP, domaine Mélastatine (« MHR »). L’ordre de perméabilité du 
canal, ainsi que les principaux substrats de la kinase sont également renseignés. 2) 
Structure tertiaire d’une sous-unité de TRPM7, avec en rouge : l’hélice hydrophobe ; et en 
noir les hélices S2, et S3. 3) Association de 4 sous-unités (« S.U1 », 2, 3 et 4) de TRPM7 
en un canal fonctionnel, en vue latérale et de dessus ; « Ext. » : Milieu Extracellulaire ; 
« Mb. » : Membrane plasmique ; « Int. » : Milieu intracellulaire. 4) Présentation 
schématique de l’association du canal TRPM7 (bleu) en homotétramère ou en 
hétérotétramère avec le canal TRPM6 (jaune). 

Modifié d’après [Zou et al. 2019 ; Duan et al. 2018 et Nilius et Owsianik, 2011]. 
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kinase. La découverte de ce canal est récente (2001), il est désigné dans un premier 

temps par les appellations « LTRPC7 » et « TRP-PLIK » (TRP-Phospholipase-C 

interacting kinase) en raison de sa régulation par la PLC [Nadler et al. 2001 ; 

Runnels et al. 2001] Le canal TRPM7 est une protéine d'un poids moléculaire 

relativement élevé  (210 kDa), et chacune de ces 4 sous-unités alpha compte 1863 

acides aminés (Figure 25).  

Outre les 6 domaines transmembranaires caractéristiques des TRP, le canal TRPM7 

possède des domaines Melastatin en région N-terminale. Ces domaines sont 

communs aux 8 membres de la sous famille TRPM, leur fonction demeure inconnue 

à l’heure actuelle [Hantute-Ghesquier et al. 2018]. Les canaux TRPM7 possèdent 

également un domaine TRP noté CCR (Coiled-Coil Region) ainsi qu'un domaine 

kinase fonctionnel appartenant à la famille des  alpha-kinases. Le domaine CCR est 

probablement impliqué dans la tétramérisation du canal en permettant l’interaction 

entre les sous-unités [Mei et al. 2006]. Il a également été démontré que le domaine 

CCR permet de réguler l’affinité du canal TRPM7 pour le magnésium [Jansen et al. 

2016]. 

Il possède également un site de fixation au PIP2 (Phosphoinositol di-phosphate), 3 

sites de liaison putatifs à la PI3K, ainsi que des domaines pouvant être phosphorylés 

par la PKA et la PKC. Il est à noter que les extrémités C et N-terminales du canal 

sont toutes deux cytosoliques [Hantute-Ghesquier et al. 2018]. Enfin, le canal 

TRPM7 est capable de former des hétérotétramère avec le canal magnésique avec 

lequel il partage 50% d’homologie structurelle. L’activité du tétramère différent entre 

une conformation homo ou hétérotétramérique. Il a notamment été démontré que les 

hétérotétramère générent un courant cationique de plus forte amplitude que les 

homotétramére de TRPM7 [Chubanov et al. 2004]. Ils présentent également une 

plus grand sensibilité à l’inhibition par le magnésium libre ou lié à l’ATP et serait bien 

plus actif que les homotétramère de TRPM7 en condition physiologique une 

concentration magnésique proche de 1mM [Ferioli et al. 2017]. 
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2) Caractérisation éléctrophysiologique : 

 

La caractérisation électrophysiologique de TRPM7 révèle un courant cationique non-

sélectif, caractérisé par un potentiel d’inversion proche de 0mV (Figure 26). Ce 

courant cationique, typique du  canal est appelé courant MIC (Magnesium Inhibited 

Cationic). Il est caractérisé par une entrée de cations divalents (Ca2+ et Mg2+) pour 

des potentiels de membrane négatifs et par un courant rectifiant dans le sens sortant 

(K+ ou Cs+ en fonction des conditions expérimentales) pour des potentiels de 

membrane positifs. Comme sa dénomination l’indique, le courant MIC est inhibé par 

le Mg2+ ou de Mg2+-ATP intracellulaire à des concentrations intracellulaires de l’ordre 

du millimolaire (mM) (Figures 26 et 29). [Nadler et al. 2001 ; Runnels et al. 2001]. 

Figure 26) Caractéristiques électrophysiologiques du canal TRPM7 : 

1) Développement du courant MIC au cours du temps en patch clamp, configuration 
cellule entière. La dialyse du milieu intracellulaire avec le milieu intra-pipette ne contenant 
pas de magnésium permet le développement progressif du courant sortant en levant 
l’inhibition du courant par le Mg2+. Le courant est normalisé par la capacité membranaire 
de la cellule, exprimé en pF (pico Farad) 2) Représentation typique du courant MIC en 
fonction du potentiel imposé exprimé en Volt. On constate un faible courant entrant pour 
des potentiels imposés négatifs et un fort courant sortant à +100 mV. Le potentiel 
d’inversion est situé aux alentours de 0 mV ce qui indique l’absence de sélectivité du 
canal. 3) Inhibition du courant MIC par le magnésium libre de façon concentration 
dépendante. 4) Inhibition du courant MIC par le Mg-ATP de façon concentration 
dépendante.  

D’après [Rybarczyck et al. 2012]. 
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Le canal TRPM7 permet le passage de nombreux ions, principalement des cations 

divalents. Il existe néanmoins un ordre de perméabilité entre les multiples espèces 

ioniques perméantes établi comme suit : Zn2+ ≈ Ni2+ >> Ba2+ > Co2+ > Mg2+ ≥ Mn2+ ≥ 

Sr2+ ≥ Cd2+ ≥ Ca2+ (Figure 25) [Monteilh-Zoller et al. 2003]. Le canal est également 

perméable aux ions H+ lorsque les valeurs de pH extracellulaire sont faibles. En effet 

l’acidification du pH extracellulaire induit un fort courant entrant inhibé par le Ca2+ et 

le Mg2+ qui entrent en compétition avec les protons H+ [Numata et al. 2008]. 

 

 

 

3) Le domaine kinase de TRPM7 : 

 

 

Des études de la structure protéique ont démontré que 3 membres de la famille 

TRPM possèdent un domaine enzymatique, outre le canal TRPM2 possédant une 

activité ADP-ribose hydrolase, seuls les canaux TRPM7 et TRPM6 possèdent un 

domaine kinase appartenant à la famille des α-kinase (Figures 24, 25 et 27). 

[Hantute-Ghesquier et al. 2018].  Ils sont d’ailleurs appelés respectivement CHAK1 

(CHAnnel Kinase 1) et CHAK2 dans la nomenclature, tant cette particularité 

enzymatique est indissociable de leur identité. L’α-kinase de TRPM7 possède un site 

catalytique typique des sérine / thréonine kinases (Figure 27). Elle est constituée de 

6 hélices-α et de 15 feuillets-β répartis en 2 lobes, un lobe en C-terminal permettant 

de stabiliser la protéine via la fixation d’un ion Zinc, et un lobe N-terminales 

permettant la fixation de l’ATP. Le groupement phosphate se lie à la région séparant 

les 2 lobes protéiques. Il a été démontré que 2 domaines kinase peuvent 

s’assembler pour former un dimère via certains résidus N-terminaux (Figure 27) 

[Yamaguc hi et al. 2001 ; Ryazanova et al. 2004 ; Crawley et al. 2009]. La kinase 

de TRPM7 est connue pour phosphoryler de nombreux substrats tel que l’annexine 

1, la Myosine IIA (MYIIA) ou encore, plus récemment  la protéine de signalisation 

Smad2 (Figure 25). [Romagnani et al. 2017]. 

La kinase de TRPM7 phosphoryle  l’annexin 1 sur un résidu Ser 5 et en modifie la 

fonction ce qui pourrait avoir des conséquences sur l’inflammation et la prolifération 

cellulaire [Dorovkov et al. 2004]. La kinase de TRPM7 est également connue pour 
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réguler l’apoptose cellulaire en modifiant l’adressage de l’annexine 1 au noyau via 

phosphorylation de la myosine-IIa [Zhao et al. 2015]. La phosphorylation de la 

chaine lourde de myosine-IIa par TRPM7 sur des résidus Thréonine 1800, Sérine 

1803 et Sérine 1808 module la stabilité du filament et pourrait induire des 

modifications de l’organisation du cytosquelette (Figure 25) [Clark et al. 2008]. La 

phosphorylation de la MYIIA permet également la migration des cellules cancéreuses 

du sein ER- (Œstrogène Receptor negative) en modifiant l’organisation du 

cytosquelette  [Guilbert et al. 2013].  

La MYIIA n’est pas le seul substrat de l’α-kinase de TRPM7 issue du cytosquelette. Il 

a été démontré que le canal TRPM7 phosphoryle la tropomoduline 1 réduisant ses 

capacités à interagir avec les filaments d’actine [Dorovkov et al. 2008 ; Ryazanova 

et al. 2004]. 

TRPM7 compte également parmi ses substrats la PLCγ2 qu’il peut phosphoryler en 

Sérine 1164 et Thréonine 1045 [Deason-Towne et al. 2012]. Une étude récente de 

Romagnani et collaborateurs, a démontré que l’activité de la kinase de TRPM7 est 

essentielle à la colonisation des tissus par les cellules T CD103+ des GALT (tissu 

lymphoïde du système digestif). Dans cette étude la kinase de TRPM7 modulerait la 

signalisation au TGF-β en phosphorylant Smad2 sur les résidus Sérine 465 et 467 

situés en C-terminal [Romagnani et al. 2017]. 

La kinase de TRPM7 est également capable de phosphoryler la kinase eEF2 sur le 

résidu sérine 77. L’activation d’eEF2-K conduit à la phosphorylation inhibitrice du 

facteur eEF2 aboutissant à une inhibition de la translocation des protéines sur le 

ribosome [Perraud et al. 2011]. Le domaine kinase de TRPM7 est donc un 

régulateur de la synthèse protéique dans les cellules eucaryotes (Figure 25). 

La kinase de TRPM7 possède également comme substrat l’histone H3, qu’elle  

phosphoryle sur les résidus Sérine 10 et 28 et Thréonine 3 modifiant ainsi le 

processus de remodelage de la chromatine, affectant directement la transcription de 

l’ADN. Ce processus est permis par le clivage du canal et la circulation d’α-kinase 

libre dans les cellules. Loin d’être une exception, ce phénomène a été observé dans 

de nombreuses lignées cellulaire de même que sur tissues [Krapivinsky et al. 

2014].  
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Figure 27) Structure du domaine kinase de TRPM7, interaction avec un inhibiteur et 
réaction catalytique dépendante du magnésium : 

1) Structure 3D du domaine kinase de TRPM7 faisant apparaitre le lobe C-ter avec le 
domaine de stabilisation par le zinc, le lobe N-terminal relié au canal, et la région inter-
lobe ou se situe le site catalytique dans lequel a lieu l’hydrolyse de l’ATP. 2) 
Représentation schématique de l’inhibition de l’activité catalytique de l’α-kinase par le 
TG100-115 ; les liaisons hydrogènes sont représentées en rouge pointillés, la molécule 
de TG100-115 apparait en vert et les éléments composant le site catalytique en jaune. 3) 
Schémas représentant la phosphorylation d’une protéine cible par la kinase de TRPM7, 
le magnésium est nécessaire à la réaction enzymatique. 

Modifié d’après [Middlebeek et al. 2010, Song et al. 2017 et Zou et al. 2019]. 
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4) Interaction avec le canal TRPM6 : 

 

Comme déjà évoqué, TRPM7 est en mesure de former des hétérotétramères avec 

TRPM6. Le canal TRPM7 apparait comme le régulateur majeur de l’activité des 

hétérotétramères. Il a été démontré qu’une délétion de TRPM6 réduit le courant 

TRPM7/TRPM6 quand une délétion de TRPM7 l’inhibe totalement [Cai et al. 2017 ; 

Chubanov et al. 2016]. TRPM7 et TRPM6 possèdent tous deux de nombreux sites 

de phosphorylation identifiés. Cependant, il a été démontré qu’il existe un 

phénomène de phosphorylation de TRPM7 par le canal TRPM6 (Figure 28) 

[Chubanov et al. 2004]. 

 

Figure 28) Représentation des sites de régulation de TRPM7 et des sites de 
phosphorylation du canal : 

1) Localisation et effet des mutations de la séquence du canal TRPM7. Les mutations ont 
permis d’identifier le rôle des acides aminés sur le fonctionnement, la stabilité et la 
sensibilité du canal et du domaine kinase. 2) Sites de phosphorylation du canal TRM7. 
Les sites d’autophosphorylation du canal sont représentés en bleu, les sites de 
transphosphorylation par le canal TRPM6 en noir. Il est à noter que le canal TRPM6 peut 
également phosphoryler les zones d’autophosphorylation du canal TRPM7.  

Modifié d’après [Zou et al. 2019]. 
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Il a été montré qu’un canal TRPM7 sans domaine kinase présentait de nombreuses  

phosphorylations sur des résidus sérine et thréonine et que ces groupements 

disparaissaient après invalidation de TRPM6 [Chubanov et al. 2004]. 

Les conséquences physiologiques de ces mécanismes de régulation par 

auto/transphosphorylation restent à l’heure actuelle très peu connu. Il permettrait de 

réguler, respectivement, la sensibilité / activité du canal, et le maintien de 

l’hétérotétramère TRPM7/TRPM6 [Chubanov et al. 2004 ; Zou et al. 2019]. Le 

canal TRPM6 est le seul canal magnésique avec lequel TRPM7 interagit de façon 

directe.  

 

IV) Systèmes de régulation de l’activité du canal TRPM7 : 
 

1) Systèmes de régulation physiologiques : 
 

Bien qu’étant constitutivement actif, le canal TRPM7 est soumis à de nombreux 

systèmes de régulation. Il est difficile d’évoquer les particularités 

éléctrophysiologiques du courant généré par TRPM7 sans mentionner sa régulation 

par le Mg2+ . En effet, le  Mg2+  libre induit une inhibition dose-dépendante du courant 

MIC en régulant l’ouverture du canal (Figures 26 et 29) [Demeuse et al. 2006]. Il a 

également été démontré que lorsque le Mg2+ forme un complexe avec des 

nucléotides tri-phosphate (Mg-ATP, Mg-GTP etc.) l’effet inhibiteur induit sur la 

fonction canalaire est potentialisé. L’effet inhibiteur maximal étant généré par le Mg-

ATP. La régulation de l’activité de TRPM7 par le magnésium libre ou lié à l’ATP est 

considérée comme un mécanisme de régulation passif et permanent. L’activité du 

canal TRPM7 pour des concentrations en magnésium et Mg-ATP intracellulaire 

physiologiques est estimée à seulement 10% de son activité maximale théorique 

[Penner et al. 2007]. 

L’intensité variable de l’inhibition du courant en fonction de la complexation ou non 

du Mg2+ à l’ATP est expliquée par la présence de deux sites distincts de régulation. 

En effet, le Mg2+ libre se fixe préférentiellement au niveau du pore du canal alors que 

le Mg-ATP possède un site de fixation privilégié situé sur le domaine kinase de 

TRPM7 ainsi qu’un site annexe situé sur le domaine CCR [Demeuse et al. 2006 ; 
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Jansen et al. 2016]. Le clivage de l’α-kinase par la caspase-8, abolit l’effet inhibiteur 

du Mg-ATP sur le canal et augmente l’intensité du courant entrant, confirmant le rôle 

régulateur du magnésium via le domaine kinase [Desai et al. 2012]. 

Néanmoins, les effets régulateurs de la kinase sur le canal sont sujets à controverse 

et les conclusions des différentes équipes de recherches travaillant sur le sujet 

divergent. Alors que Runnels et collaborateurs suggèrent que le domaine kinase est 

absolument indispensable à la fonction canal, d’autres équipes suggèrent que les 

fonctions sont dissociées en enregistrant des courant MIC identiques dans les 

versions sauvage et tronquée de TRPM7 [Matsushita et al. 2005 ; Schmitz et al. 

2005]. 

Une autre hypothèse place la kinase de TRPM7 comme principale élément 

régulateur de la sensibilité du canal au Mg libre ou lié à l’ATP. En effet, le canal 

TRPM7 présenterait des propriétés d’autophosphorylation (Figures 28 et 29).  

Hermosura et collaborateurs ont démontré que la délétion du résidu thréonine 1428 

du canal TRPM7, induisait une diminution de l’incorporation de phosphate par le 

chanzyme de 30% et potentialisait l’inhibition du courant MIC par le Mg2+, suggérant 

que la kinase régule la sensibilité du canal au Mg2+ [Hermosura et al. 2005].  

Outre le rôle controversé du domaine kinase de TRPM7 sur la régulation de l’activité 

du canal, une publication récente propose que l’activité enzymatique du canal régule 

sa stabilité. En effet, Cai et collaborateurs ont démontré que des canaux TRPM7 

mutés à différents endroit du domaine kinase sont plus facilement dégradés par le 

protéasome, et séquestrés dans des vésicules intracellulaires [Cai et al. 2018]. Les 

résidus Sérines 1360, 1403 et 1567 sont impliqués dans le mécanisme de 

« trafficking » du canal. [Cai et al. 2018]. Le domaine kinase semble donc réguler 

indirectement l’activité du canal en favorisant sont adressage à la membrane et en 

empêchant sa dégradation. 

Le magnésium n’est pas le seul élément régulateur de l’activité de TRPM7 celle-ci 

dépend également de paramètres environnementaux comme le pH. Il a été démontré 

que plus les valeurs de pH extracellulaire sont faible plus l’activité du canal est 

importante, avec un courant entrant enregistré décuplé lorsque le pH extracellulaire 

atteint 4. A l’inverse, l’activité du canal TRPM7 est inhibée par un pH intracellulaire 

acide et activée par un pH cytosolique alcalin (Figure 29). [Jiang et al. 2005 ; 

Chokshi et al. 2012] 

L’osmolarité est également un paramètre régulateur de la fonction canalaire de 
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TRPM7, il a été démontré que l’hypertonicité inhibe le courant MIC alors que 

l’hypotonicité l’active (Figure 29) [Bessac et al. 2007]. 

 

 

 

Il existe également un système de régulation du canal TRPM7, passant par la 

stimulation de récepteurs membranaires couplées au proteins G (RCPG). L’activité 

du canal est notamment connue pour étre modulée par le PIP2 [Runnels et al. 2002] 

et par l’AMPc [Takezawa et al. 2004]. La regulation de l’activité de TRPM7 par le 

PIP2 n’est pas un cas isolé chez les TRPM car 5 de leurs membres (M3,4,5,7 et 8) 

possédent des sites de liaisons au PIP2 [Hantute-Ghesquier et al. 2018] et 4 d’entre 

eux sont régulés par cette molécule. [Nilius et al. 2006 ; Liu et al. 2003 ; Liu et al. 

Figure 29) Systèmes de régulations physiologiques et pharmacologiques du 
canal TRPM7 : 

Régulateurs physiologique et pharmacologique de TRPM7 : Les éléments inhibants 
l’activité de la protéine (canal ou kinase) sont représentés en rouge tandis que les 
éléments activateurs sont présentés en vert. Les modes de régulation controversés 
et/ou putatifs sont inscrits en bleu. Les principaux modulateurs pharmacologiques de 
TRPM7 sont représentés. Le domaine kinase de TRPM7 est annoté « α-K » et ses 
principaux inhibiteurs sont également représentés.  

Créée d’après [Chubanov et al. 2014 et Hantute-Ghesquier, 2018]. 
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2005 ; Rohacs et al. 2005]. Le PIP2 régule négativement l’activitée de TRPM7 suite 

à son hydrolyse par la PLC [Runnels et al. 2002]. Takezawa et collaborateurs ont 

démontrés que l’activité de TRPM7 est régulée positivement par de fortes 

concentrations d’AMPc intracellulaire et que cet effet est aboli par des antagonistes 

de la PKA. 

 

2) Régulation par les Récepteurs Tyrosine Kinase :  

 

L’activation de RTK tels  que le VEGFR ou l’EGFR par un ligand induit la 

dimérisation du récepteur suivie du recrutement de protéines effectrices et de 

l’activation de cascade de signalisation en aval. Ces processus sont finement régulés 

par le magnésium intracellulaire.  

L’hyperactivation des RTK suite à des mutations est une caractéristique du cancer, 

cela engendre la prolifération incontrôlée des cellules cancéreuses. Pour cette 

raison, des inhibiteurs de VEGFR et EGFR ont été utilisés comme traitements anti-

prolifératifs dans certains cancers [Izzedine et al. 2017]. Ces traitements ont été 

associés à de nombreux effets secondaires délétères sur les patients tel que 

l’hypertension, une cardio et une réno-toxicité accompagnées de désordres 

électrolytiques [Fakih et al. 2010 ; Izzedine et al. 2017]. Parmi les anomalies 

électrolytiques majeures induites par les inhibiteurs de RTK, on retrouve une perte 

importante du magnésium rénal accompagné d’hypomagnésémie [Cosmai et al. 

2015]. 

Il a été démontré que ce phénomène est lié à un disfonctionnement de TRPM6 dans 

les reins. Lorsque l’EGF se fixe à son récepteur il y a induction de la translocation de 

TRPM6 à la membrane [Thebault et al. 2009]. Ce processus est inhibé par 

l’utilisation de cetuximab, un anticorps bloquant l’EGFR [Thebault et al. 2009 ; 

Groenestege et al. 2007] La diminution de l’activité de TRPM6 (séquestré dans le 

cytosol) suite au traitement au cetuximab réduit l’influx magnésique intracellulaire, 

favorise l’excrétion du magnésium par le glomérule et génère l’hypomagnésémie. 

A l’instar de son homologue TRPM6, le canal TRPM7 est également régulé par des 

RTK, notamment par l’EGFR et le VEGFR (Figure 7) [Hong et al. 2005 ; Runnels et 

al. 2002]   Les effets de l’activation des RTK sur TRPM7 différent beaucoup en 

fonction des modèles d’études. Ainsi, alors que l’activation de l’EGFR engendre une 
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inhibition de l’activité de TRPM7 impliquant le PIP2 et la PLC dans les cellules 

ovarienne [Runnels et al. 2002]  celle-ci engendre une diminution de l’activité de 

TRPM7 accompagné d’une inhibition de la migration des cellules cancéreuses 

pulmonaires [Gao et al. 2011]. L’activation de TrkA (Tropomyosin recepteur kinase 

A) par le NGF (Nerve Growth Factor) réduit le courant rectifiant sortant de TRPM7 et 

cet effet est endigué par des inhibiteurs de TrkA et de la PLC [Tian et al. 2007] Dans 

le modèle des CSH il a été montré qu’une stimulation au PDGF accroit l’expression 

de TRPM7. Le traitement au 2-APB diminue l’activation de la voie de signalisation 

dépendante du RTK au PDGF influençant l’activité de TRPM7. 

Ces effets semblent être relatifs à des changements de la concentration 

intracellulaire de magnésium, lorsque celle-ci est faible la PLC favorise l’inhibition de 

TRPM7 alors qu’en présence de concentrations magnésiques élevées l’activation de 

la PLC augmente le courant MIC [Langeslag et al. 2007]. Dans les cellules de 

prostate l’expression de TRPM7 est régulée par la voie ERK, car l’inhibition de ERK 

réduit l’expression de TRPM7 [Sun et al. 2014]. L’angiotensine II augmente 

également l’expression du canal TRPM7 via le récepteur AT1 et ERK  [Zhang et al. 

2012]. La bradykinine, un autre peptide vasoactif, régule également l’expression de 

TRPM7 ainsi que sa cible, l’annexine A1, via la PLC et Src. Cette voie de régulation 

de TRPM7 permet  le maintien de l’homéostasie magnésique et des phénotypes 

migratoires et invasifs des CMLV. [Callera et al. 2009] l’IL-18 active également le 

courant MIC et régule positivement l’expression des CMLV via ERK1/2 [Zhang et al. 

2017]. 

 

3) Modulateurs Pharmacologiques de TRPM7 : 
 

 

A) Modulateurs de la fonction canal : 

 

Au-delà des systèmes de régulation physiologiques de TRPM7, il est possible 

d’influencer expérimentalement l’activité de ce canal via des modulateurs 

pharmacologique (Figure 29). 

Relativement peu de molécules permettant de cibler le canal TRPM7 ainsi que les 

TRP en générale [Chen et al. 2010].  Parmi ces inhibiteurs ont compte le 2-APB, 
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testé sur de nombreux modèles cellulaires, il permet notamment de moduler la 

prolifération dépendante de TRPM7 [Leng et al. 2017] mais cible également 

l’ensemble des canaux TRP [Haugaard et al. 2015]. Néanmoins, Chokshi et 

collaborateurs ont démontré que l’inhibition du canal TRPM7 par le 2-APB peut étre 

levée par l’ajout d’HEPES. Ils suggèrent que le 2-APB puisse ne pas inhiber 

directement le canal TRPM7 mais moduler son activitée en acidifiant le pH 

cytosolique [Chokshi et al. 2012]. 

D’autres inhibiteurs comme le carvacrol sont des bloqueur de certains TRP [Parnas 

et al. 2009], et le xyloketal B atteint les canaux SOC [Zhao et al. 2018]. Néanmoins, 

des études montrent que le xyloketal B inhibe le courant MIC et la migration 

dépendante de TRPM7 dans les HEK 293 [Chen et al. 2015b].  

 

Il existe également des inhibiteurs de TRPM7 de meilleure spécificitée, tel que le 

FTY720, permettant notamment d’inhiber la prolifération et la migration dépendantes 

de TRPM7, sur cellules HEK 293 avec une valeur d’IC50 très faible (0.7 µM) [Qin et 

al. 2013]. De la même façon, la Waixenicin A, isolé à partir de coraux Sarcothelia 

edmonsoni, inhibe la prolifération, la migration et l’invasion TRPM7-dépendante dans 

les cellules cancéreuses gastriques et mammaires [Kim et al. 2013]. L’inhibition par 

la Waixenicin A est potentialisée par le Mg2+ intracellulaire et s’effectue pour une 

IC50 de l’ordre du nanomolaire [Middlebeek et al. 2015].  

Malgré son manque de spécificité, puisque il inhibe également les canaux 

potassiques calcium-dépendants de faible conductance (SKCa) KCa2.1 et 2.3, le 

NS8593, est l’un des inhibiteurs de TRPM7 les plus utilisés dans la littérature (Figure 

29). Le NS8593 est un inhibiteur du pore du canal TRPM7, il bloque le passage des 

cations en se fixant entre les segments S5 et S6.  L’inhibition par le NS8593 est 

réversible, l’activitée du canal est restaurée lorsque l’inhibiteur est enlevé [Shen et 

al. 2014]. De plus, l’effet inhibiteur du NS8593 varie en fonction de la concentration 

magnésique intracellulaire, en effet, l’IC50  du NS8593 est de 1.6 µM pour une 

concentration de magnésium proche de zéro contre 5.9 µM pour une concentration 

magnésique intracellulaire de 300 µM [Shen et al. 2014]. Cet inhibiteur permet 

notamment de bloquer la  TEM (Transition Epithélio-Mésenchymateuse) dépendante 

de TRPM7 dans les cellules cancéreuses mammaires et a été testé à des 

concentrations de 10, 20 et 30 µM [Davis et al. 2014]. Il existe également deux 

molécules connues à ce jour pour exercer un effet activateur sur le canal TRPM7 : le 
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Naltriben et le Mibefradil. Malheureusement, les études réalisées sur ces molécules 

sont peu nombreuses (Figure 29) [Wong et al. 2017 ; Schafer et al. 2016]. 

 

 

B) Modulateurs de la kinase : 

 

Concernant l’inhibition de l’activité kinase de TRPM7 il existe 3 principaux 

inhibiteurs : la rottlerin, le NH125 et le TG100-115 (Figure 29). La rottlerin, composé 

issue de Mallotus Philippinensis, est un inhibiteur bien connu de la PKCδ, néanmoins 

il a été démontré que cette molécule inhibe également la kinase de TRPM7 avec une 

IC50 de 35 µM [Ryazanova et al. 2004]. Malheureusement le pouvoir inhibiteur de la 

rottlerin sur la kinase de TRPM7 est bien faible comparé à celui qu’elle exerce sur les 

différentes isoformes de PKC et notamment sur la PKCδ (IC50 comprise entre 3 et 6 

µM) [Gschwendt et al. 1994] Le NH125, un inhibiteur de eEF-2 (eucaryotic 

elongation factor 2 kinase), inhibe quant à lui la kinase de TRPM7 avec une valeur 

d’IC50 de 55 µM [Devkota et al. 2012] traduisant également un pouvoir inhibiteur 

faible.  

Il apparait nécessaire de travailler avec des outils pharmacologiques plus spécifiques 

de la kinase de TRPM7. Song et collaborateurs ont mis en évidence un nouvel 

inhibiteur présentant une affinité pour l’α-kinase de TRPM7 70 fois supérieure à celle 

de la rottlerin. [Song et al. 2017] Avec une IC50 de 2 µM le TG100-115 parait être un 

inhibiteur de premier choix pour cibler le domaine kinase de TRPM7. 

Malheureusement celui-ci réduit également le courant MIC lorsqu’il est utilisé à forte 

dose (50 et 100µM), suggérant qu’il puisse agir sur le canal TRPM7 indépendament 

de son action sur led domaine kinase du chanzyme [Song et al. 2017]. 

 

 

V) Rôle Physiologique de TRPM7 : 
 

TRPM7, de par son rôle dans la régulation de l’homéostasie magnésique 

intracellulaire, influence un grand nombre de processus physiologiques 

indispensables. Il est notamment impliqué dans la regulation de la gastrulation des 
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vertébrés [liu et al. 2011], indispensable au développement embryonnaire 

[Ryazanova et al. 2010], et régule la prolifération, la survie et la migration cellulaires. 

 

 

1) TRPM7, développement embryonnaire et différenciation : 
 

 

L’expression du canal TRPM7 est indispensable au développement embryonnaire. 

[Jin et al. 2012] Celui-ci influence différents niveaux de développement et permet la 

mise en place de nombreux organes et tissus. [Romani et al. 2011 ; Nadolni et al. 

2018 ; Gao et al. 2011]. TRPM7 est d’ailleurs indispensable à la mise en place du 

thymus, [Nadolni et al. 2018] du tissu osseux [Xiao et al. 2015 ; Yee et al. 2014] du 

pancréas [Sun et al. 2014] du tissu adipeux [Park et al. 2014] ainsi que du 

myocarde [Sah et al. 2013]. Des études menées sur modèle murin permettent de 

préciser que TRPM7 intervient dans les phases précoces du développement 

embryonnaire, une délétion du canal est létale après la première semaine de 

développement mais n’entraine aucune conséquence après 14 jours. [Gao et al. 

2011]. Néanmoins il est indispensable à la cardiogenèse précoce comme tardive 

(j12) [Sah et al. 2013]. Il a également été montré qu’il est indispensable à la 

maturation des thymocytes en lymphocytes T [Nadolni et al. 2018] De plus, 

l’inhibition de TRPM7 empêche la gastrulation des ovocytes de xenopes en bloquant 

la migration polarisée des cellules embryonnaires [DeBaaij et al. 2015]. TRPM7 

contrôle également la transition épithélio-mésenchymateuse (TEM) en régulant 

l’homéostasie calcique, ce qui influence la différenciation cellulaire, le processus de 

régénération tissulaire autant que la génération de métastases et la migration des 

cellules cancéreuses. Il a été démontré que le courant MIC est plus important dans 

les cellules de carcinome hépatique que dans les cellules de foie en différenciation, 

suggérant une corrélation direct entre l’activité de TRPM7 et la différenciation 

cellulaire. [Deason-Towne et al. 2011 ; Inoue et al. 2009] 
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2) TRPM7 et cytosquelette :  

 

Le canal TRPM7 est également impliqué dans l’acquisition et le maintien de la 

morphologie cellulaire ainsi que dans la dynamique de réorganisation du 

cytosquelette. 

Il a été démontré que moduler l’expression de TPRM7 engendre des variations de 

l’adhésion et des modifications de la morphologie cellulaire [Montell et al. 2003 ; 

Krapivinsky et al. 2014 ; Chandra et al. 2016]. 

Le canal TRPM7 module également le cytosquelette, la migration et la morphologie 

cellulaire via les substrats de l’α-kinase : la myosine-IIa et la tropomodulin 1 (cf. 

partie : Le domaine kinase de TRPM7 ) [Dorovkov et al. 2008 ; Ryazanova et al. 

2004 ; Guilbert et al. 2013 ; Clark et al. 2008 ; Zhao et al. 2015].  

De nombreuses études ont permis de conclure que TRPM7 régule la migration, 

l’adhésion et le cytosquelette en générale à la fois en tant que canal et via son 

activité enzymatique. En effet, il a été reporté que le canal TRPM7 régule la 

contractilité de l’actomyosine et la formation de podosomes via un influx calcique 

mais également en phosphorylant la MHCII (Myosine Heavy Chain II) [Krapivinsky 

et al. 2014 ; Liu et al. 2014] TRPM7 joue également un rôle important dans 

l’assemblage du cytosquelette et dans la motilité des fibroblastes en régulant l’influx 

magnésique. [Chandra et al. 2016]. Le niveau d’expression du canal TRPM7 est 

positivement corrélé à la migration dans de nombreux types cellulaires, comme les 

CMLV, fibroblastes et lymphocytes-T [DeBaaij et al. 2015 ; Chandra et al. 2016 ; 

Lee et al. 2011]. 

TRPM7 permet la mise en place de microdomaines riches en calcium au niveau des 

lamellipodes permettant la migration des fibroblastes et régulant probablement la 

force de traction [Lee et al. 2011] D’autres part de nombreuses études démontrent 

que la migration cellulaire est majoritairement régulée par le magnésium, présenté 

comme un régulateur de la voie Rho-Rho kinase [DeBaaij et al. 2015 ; Chandra et 

al. 2016]. De façon similaire, dans le modèle de l’ACP, TRPM7 a été identifié comme 

un régulateur de la migration cellulaire magnésium-dépendante [Rybarczyk et al. 

2012].  
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3) TRPM7 et survie cellulaire :  

 

 

Plusieurs études ce sont focalisées sur le rôle de TRPM7 dans la survie cellulaire. 

TRPM7 joue notamment un rôle protecteur dans la survie des CSH (cellules 

stellaires hépatiques) en régulant négativement l’activation de la voie TRAIL 

apartenant au phénomène d’apoptose par la voie extrinsèque, ainsi que l’apoptose 

dépendante du réticulum (stress réticulaire) [Liu et al. 2012 ; Zhu et al. 2014]. 

L’extinction du canal TRPM7 dans un modèle cellulaire de cancer de la vessie 

engendre une augmentation de la production de ROS causant l’apoptose [Cao et al. 

2016]. Le rôle anti-apoptotique de TRPM7 est également retrouvé sur des cellules 

cancéreuses de la prostate. Dans ce modèle, l’extinction du canal TRPM7 provoque 

une augmentation de l’expression des récepteurs de mort DR4 et 5 (Death Receptor 

4 et 5) couplée à une élévation de la caspase-3 clivée [Lin et al. 2015]. 

Le canal TRPM7 exerce également un effet protecteur sur l’apoptose des cellules de 

cancer gastrique via une régulation de l’activité de la capsase-3 [Kim et al. 2008].  

Néanmoins, d’autres études pharmacologiques portant sur l’induction de l’apoptose 

par divers extrait végétaux aux propriétés anti-cancéreuses démontrent un effet 

positif du canal TRPM7 sur l’apoptose. Les résultats démontrent que tous les 

composés anti-cancéreux testés (Ginsenoside, Sophorae Radix et Quercetin) 

augmentent l’apoptose des cellules de cancer gastrique uniquement lorsque TRPM7 

est exprimé. L’inhibition et/ou l’invalidation du canal réduisent l’apoptose induite par 

les composés anti-cancéreux, alors que la sur-expression du chanzyme la 

potentialise l’effet apoptotique [Kim et al. 2011 ; Kim et al. 2012 ; Kim et al. 2014]. 

 

La fonction kinase de TRPM7 a également un impact sur la survie cellulaire. Il a été 

rapporté qu’en condition pro-apoptotique, le clivage de la kinase par la caspase-8 

induit l’activation de la voie pro-apoptotique Fas dans les cellules T [Desai et al. 

2012]. La kinase de TRPM7 influence également l’apoptose en régulant l’adressage 

nucléaire de l’annexin-A1 transitant via la Myosine IIA dans la cellule neuronale 

[Zhao et al. 2015] 

 

A l’inverse de rares études montrent le canal TRPM7 comme un inducteur de 

l’apoptose cellulaire. Ainsi, il a été démontré que l’invalidation de TRPM7 a un effet 
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protecteur sur l’apoptose induite par le LPS (Lipo-PolySaccharide) sur les cellules 

PC-12 (lignée neuroblastique) [Nunez-Villena et al. 2011]. L’inhibition de TRPM7 

augmente la résistance des cellules fibroblastiques aux agents inducteurs de 

l’apoptose tels que la doxorubicine ou la staurosporine. L’effet anti-apoptotique est 

accompagné d’une diminution du magnésium cytosolique, des ROS et de l’activation 

de PARP ainsi que de la caspase 3 [Chen et al. 2012]. 

 

Enfin, il semblerait que le canal TRPM7 soit également impliqué dans d’autres 

mécanismes de mort cellulaire. Ainsi, TRPM7 exerce un effet protecteur sur la 

nécrose via un influx magnésique, en permettant la dégradation des métabolites 

toxiques dans les mélanocytes [McNeill et al. 2007]. Il est également impliqué dans 

la protection des neurones face au stress oxydant dans des études sur l’hypoxie 

cérébrale [Aarts et al. 2003] et est impliqué dans la régulation de l’autophagie dans 

les cellules embryonnaires rénales [Oh et al. 2015]. 

 

4) Rôle du canal TRPM7 dans la prolifération cellulaire : 

 

Il a été démontré que la prolifération cellulaire est intimement liée à l’expression de 

TRPM7 puisque ce mécanisme est aboli sur des clones n’exprimant plus TRPM7 

[Runnels et al. 2001 ; Schmitz et al. 2003]. L’arrêt de la prolifération semble être 

induit par la dérégulation de l’homéostasie magnésique (finement régulée par 

TRPM7) puisqu’une supplémentation magnésique permet de réamorcer la 

prolifération  cellulaire [Schmitz et al. 2003]. TRPM7 est un élément central de la 

régulation magnésique et calcique, son inhibition engendre une diminution des 

entrées de Ca2+ et Mg2+. De manière intéressante, lorsque les concentrations 

extracellulaires de Ca2+ et Mg2+ diminuent, l’expression du canal TRPM7 augmente, 

suggérant l’existence de mécanisme de compensation impliquant TRPM7 [Abed et 

al. 2007]. Yee et collaborateurs, ont démontré que le canal TRPM7 régule la 

prolifération cellulaire par une voie magnésium dépendante lors du développement 

pancréatique sur le modèle du poisson zèbre. [Yee et al. 2011].  

L’inhibition de TRPM7 via des inhibiteurs pharmacologiques ou par invalidation 

stable, aboutit à une diminution de la prolifération des lymphocytes T [Zierler et al. 

2011]. Le mécanisme prolifératif a été identifié comme étant magnésium dépendant 
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puisqu’une supplémentation magnésique permet de rétablir la prolifération cellulaire 

au niveau contrôle. De façon similaire, la prolifération cellulaire est restaurée dans 

les clones présentant une délétion du domaine kinase [Sahni et al. 2008]. 

Le lien associant TRPM7, la prolifération ainsi que le magnésium est confirmé dans 

de nombreux modèles cellulaires. L’angiogenèse, via la prolifération des cellules 

endothéliales, est également altérée par une inhibition du canal TRPM7. Un blocage 

du cycle cellulaire similaire est observé pour les cellules cultivées dans des 

concentrations magnésique extracellulaires faibles (0,1 mM) [Baldoli et al. 2012].  

Néanmoins, dans le cas d’une inhibition du canal TRPM7, il existe des mécanismes 

de compensation magnésique passant par SLC41A1 [Mandt et al. 2011], SLC41A2 

[Sahni et al. 2007] et MagT1 [Deason-Towne et al. 2011]. 

 

Il a été démontré que la prolifération cellulaire induite par l’IL-4 dans les  

Macrophages M2 est également dépendante de TRPM7 [Schilling et al. 2014]. 

Dans les cellules HUVEC, TRPM7 favorise l’entrée cationique ainsi que la 

prolifération cellulaire via l’activation de la voie ERK [Inoue et al. 2009]. La 

prolifération cellulaire est d’ailleurs un processus étroitement lié à l’entrée cationique. 

L’implication de TRPM7 dans la progression du cycle cellulaire a également été 

démontrée sur les mastocytes. Dans ce modèle cellulaire, la prolifération est permise 

par l’association des courants IARC (courant calcique sensible à l’acide 

arachidonique) et MIC [Tani et al. 2007].  

Le canal TRPM7 favorise également la prolifération des CMLV via la voie ERK en 

condition de stress oxydant [Yang et al. 2017].  TRPM7 régule également la 

prolifération cellulaire des CSH en réponse au PDGF-BB via l’activation des voies 

PI3K et ERK [Fang et  al. 2013]. 

De plus, il a été démontré que le canal est indispensable à la prolifération des 

adipocytes induite par l’angiotensine II [Che et al. 2014]. Le canal régule la 

prolifération cellulaire des préadipocytes en permettant la synthèse de cyclines D et 

E et en activant la voie ERK1/2 [Che et al. 2014]. La régulation de la progression 

dans le cycle cellulaire via ERK1/2 par TRPM7 a également été démontrée sur 

modèle de cellules endothéliales microvasculaire et ombilicale. Cet effet influence 

systématiquement la phase G0/G1 du cycle cellulaire et implique le magnésium 

[Baldoli et al. 2012 ; Inoue et al. 2009]. 
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L’ensemble des données bibliographiques traduisent le rôle de premier plan joué par 

le canal TRPM7 dans le processus de prolifération cellulaire. Celui-ci régule ce 

phénomène majoritairement via sa fonction canal et en interagissant avec les acteurs 

de la signalisation intracellulaire. 

 

 

5) Régulation des voies de signalisation intracellulaires par 

TRPM7 : 
 

 

Les RTK et leurs ligands participent activement à la régulation de TRPM7 mais 

constituent également des cibles dont il peut moduler l’activité (Figure 30). TRPM7 

est notamment connu pour réguler l’activation des MAPK. Il a été montré que 

l’invalidation de TRPM7 par siRNA dans les cellules endothéliales humaines est 

associée à une diminution de la phosphorylation de ERK1/2, sans impacter JNK ni 

p38 MAPK [Lin et al. 2016]  A l’inverse, la surexpression de TRPM7 dans les 

HEK293 réduit la phosphorylation de ERK1/2 et augmente l’activation de p38 MAPK 

et JNK [Liu et al. 2014]. Les cibles régulées par TRPM7 dans les voies de 

signalisation semblent donc varier en fonction du type cellulaire. 

Dans les CSH de rat, la surexpression de TRPM7 favorise l’activation des voies 

ERK1/2 et AKT induite par le PDGF [Fang et al. 2013] De la même façon 

l’invalidation de TRPM7 induit une réduction de l’expression de la forme 

phosphorylée de ERK1/2 dans les CMLV [Zeng et al. 2015 ; Su et al. 2010] 

L’utilisation d’un siTRPM7 réduit également l’activation de Src, p38 MAPK, ERK1/2 et 

JNK dans les cellules cancéreuses mammaires [Davis et al. 2014 ; Meng et al. 

2013].  

L’activation pharmacologique de TRPM7 par le naltriben augmente également la 

phosphorylation de ERK1/2 ainsi que la prolifération des cellules de glioblastome 

sans affecter la voie PI3K/Akt [Yee et al. 2011]. Plusieurs études montrent que 

l’inhibition pharmacologique de TRPM7 médié par le carvacrol induit une suppression 

de la phosphorylation de ERK1/2 et AKT et réduit la prolifération cellulaire [Luo et al. 

2016 ; Wong et al. 2017]. Néanmoins, le carvacrol et le naltriben n’étant pas 
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spécifiques du canal TRPM7 ces résultats doivent étre concidérés avec précaution 

en attente d’une confirmation avec des outils plus spécifique (siRNA, plasmides 

vecteurs). 

 

A l’instar de la voie des MAPK, la voie PI3K/Akt est également régulée par le canal 

TRPM7. Une étude menée sur des chondrocytes murins montre que la 

surexpression de TRPM7 stimule la voie AKT alors que l’extinction du canal l’inhibe 

[Lu et al. 2017]. Dans les ostéoblastes les effets génomiques induits par une 

augmentation du magnésium intracellulaire sont inhibés à la fois par un siTRPM7 et 

par une inhibition de PI3K, suggérant une interaction entre les deux partenaires. [Liu 

Figure 30 Interaction entre le canal TRPM7 et les voies de signalisation 
intracellulaires des RTK : 

Représentation schématique de l’interaction entre le canal TRPM7 et les voies de 
signalisations dépendantes de facteurs de croissances. Les RTK et leurs ligands 
régulent l’activité et l’impact du canal TRPM7 sur les grandes fonctions physiologiques. 
En retour, le canal TRPM7 régule l’activation des RTK et module les voies de 
signalisation intracellulaires qui en découlent. Les flèches en pointillés représentent les 
signalisations régulant TRPM7 et activant les voies de signalisations indépendamment 
des RTK. 

Modifié d’après [Zou et al. 2019]. 
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et al. 2014]Il a également été démontré, par une double approche d’inhibition 

pharmacologique et d’invalidation par siRNA, que TRPM7 régule la prolifération 

cellulaire via ERK1/2 et PI3K [Fang et al. 2013] Dans cette étude, le 2-APB, de 

même que le siTRPM7 modulent les effets du PDGF-BB sur les protéines du cycle 

cellulaire  PCNA, Cycline D1 et CDK4 [Fang et al. 2013]. 

 

L’expression de TRPM7 est également liée à l’activation de la voie Notch impliquée 

dans l’angiogenèse et dans la croissance tumorale induite par le VEGFR et l’EGFR 

[Saltarella et al. 2019 ; Wang et al. 2015] L’activation de STAT3, et la 

phosphorylation de Src, impliquées dans la migration médiée par l’EGF, sont 

également réduites lorsque TRPM7 est invalidé [Davis et al. 2014 ; Meng et al. 

2013]  TRPM7 est également impliqué dans la TEM des cellules cancéreuses 

ovariennes en régulant la voie PI3K/AKT [Liu et al. 2019]. 

Il existe un lien important entre le canal TRPM7 est la signalisation intracellulaire 

dépendante des facteurs de croissance (Figure 30).  Le canal TRPM7 est étroitement 

lié à la régulation des grands processus cellulaire, et tout dérèglement de son niveau 

d’expression ou de son activité engendre de graves conséquences sur l’homéostasie 

cellulaires.  

 

 

VI) Implication de TRPM7 dans la pathologie : 
 

1) TRPM7 et cancer : 

 

De par leur importance dans le maintien de l’équilibre ionique nécessaire aux 

grandes fonctions cellulaires, les canaux ioniques et leur dérégulation impact 

directement le cancer [Prevarskaya et al. 2010]. 

Le gène codant pour TRPM7 est surexprimé dans de très nombreux cancers, une 

expression aberrante du chanzyme a été mise en évidence dans les cancers 

gastrique, ovarien [Zhao et al. 2015] le cancer du sein [Zhao et al. 2015 ; Nunez-

Villena et al. 2011] et le cancer colorectal [Castiglioni et al. 2015]. 

L’expression de TRPM7 est également anormalement importante dans 

l’adénocarcinome pulmonaire, de même que les cellules de rétinoblastomes et 
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glioblastomes [Sahni et al. 2010 ; Chen et al. 2015a ; Chen et al. 2015b ; Leng et 

al. 2015] De nombreuses études effectuées à la fois in vitro et sur tissus humains 

confirment que le chanzyme TRPM7 est sur-exprimé dans les cancers. Ainsi on 

retrouve une sur-expression de TRPM7 dans les cancers cérébraux (glioblastomes, 

astrocytomes), des voies aéro-digestives supérieurs (carcinomes naso et 

oropharyngés, carcinomes buccaux) du sein (ductal, lobulaire, invasif), dans le 

cancer colorectal, de la prostate, dans les tumeurs liquides (lymphomes, myélomes) 

et dans l’ACP [Jin et al. 2008 ; Jin et al. 2012].  

D’autres part, les études démontrant une sous-expression de TRPM7 dans le cancer 

restent limitées en nombres, et à 3 types histologiques : le cancer du col de l’utérus, 

de la vessie, et du rein [Jin et al. 2008 ; Jin et al. 2012].  

L’expression du canal TRPM7 est de plus corrélée à de nombreux paramètres 

cliniques liés au cancer. Son niveau d’expression est, par exemple, inversement 

corrélé à la survie des patients dans les cancers ovariens et nasopharynx [Chen et 

al. 2014 ; Wang et al. 2014].  

Il existe également une corrélation (positive) entre le niveau d’expression de TRPM7 

et le nombre de métastase lymphatique, l’agressivité du cancer ou encore le grade 

de la tumeur dans le cancer nasopharyngé [Chen et al. 2014]. C’est également le 

cas de l’ACP, pour lequel une corrélation avec le grade de la tumeur et avec le taux 

de survie des patients sont observées [Rybarczyck et al. 2012]. Toujours dans 

l’ACP, l’expression de TRPM7 est non seulement associée au grade, mais également 

à la taille de la tumeur primaire et dans les cancers métastatiques [Xiao et al. 2015] 

Il est surexprimé dans le cancer du sein ER+ (exprimant le recepteur aux 

oestrogènes) et corrélé aux paramètres cliniques tels que le Ki67 ou la présence de 

métastases ganglionnaires dans le cancer du sein ER- [Su et al. 2011 ; Davis et al. 

2014] 

 

2) TRPM7 dans les cellules stellaires : 
 

 

La découverte récente du rôle primordial joué par les cellules stellaires dans le 

développement des cancers hépatique et pancréatique explique le manque de 

référence concernant le rôle de TRPM7 dans les modèles cellulaires de CSP et CSH. 
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La majeure partie des travaux concernant le rôle des canaux ioniques dans l’ACP 

concerne les cellules cancéreuses et ne portent pas sur l’étude des cellules 

stromales (CSP, CAF, cellules endothéliales etc.). 

Il n’existe malheureusement aucune référence à propos du rôle du canal TRPM7 

dans le fonctionnement des CSP. Néanmoins, il existe des travaux concernant le rôle 

du canal TRPM7 dans la survie, la prolifération ainsi que la sécrétion de cytokine par 

les CSH. 

L’inhibition de TRPM7 induit notamment l’apoptose des CSH par la voie du stress 

réticulaire avec une augmentation de l’expression de BiP (Binding immunoglobuline 

Protein), CHOP (C/EBP HOmologous Protein) et de la caspase-12. [Zhu et al. 2013] 

Le canal est également impliqué dans l’apoptose des CSH par la voie extrinsèque 

impliquant l’activation de TRAIL par le TNF-α [Liu et al. 2012]. Toujours dans le 

modèle des CSH, il a été démontré que le niveau d’expression de TRPM7 augmente 

suite à un traitement au PDGF-BB. L’inhibition au 2-APB ou l’invalidation avec un 

siTRPM7 engendre une diminution de la prolifération des CSH et influence le niveau 

d’expression de PCNA, CDK4 et cycline D1. L’expression des marqueurs 

d’activations α-SMA et Collagène de type I par les CSH diminuent avec l’inhibition de 

TRPM7 de même que l’activation des voies ERK et Akt. [Fang  et al. 2013] 

Fang et collaborateurs ont également démontré que l’expression du canal TRPM7 

augmente de façon très importante dans le cadre de la fibrose hépatique. 

L’expression du canal TRPM7 augmente également lorsque les cellules sont traitées 

avec le TGF-β1. De plus, l’inhibition du canal TRPM7 diminue l’expression des 

marqueurs d’activation α-SMA et Collagène de type I, de même que le niveau de 

phosphorylation de Smad2 et 3 induit par le TGF-β1 [Fang et al. 2014]. 

Les données bibliographiques récentes nous indiquent que le canal TRPM7 est 

impliqué dans la survie, la prolifération et la sécrétion des composants de la MEC 

dans les CSH. Le canal interagit étroitement avec les voies Akt, ERK et Smad dans 

ce modèle cellulaire. 

En dépit de l’absence de résultats concernant TRPM7 sur les CSP, il existe des 

études, principalement conduites par Schwab et collaborateur, sur le rôle des canaux 

TRP dans les CSP. Néanmoins, la majorité de ces études s’intéressent à la migration 

des CSP et à l’activation du stroma. [Zhang et al. 2013 ; Fels et al. 2016 ; Nielsen 

et al. 2017 ; Storck et al. 2017]. 
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Ainsi, il a été démontré que les canaux TRPC3 et KCa3.1 présentent un couplage 

fonctionnel favorisant la migration cellulaire dans les CSP activées. L’invalidation de 

KCa3.1 engendre une diminution de la concentration calcique intracellulaire 

accompagnée d’une baisse de l’activité de la calpaine et de la migration des CSP. 

Cette étude démontre par ailleurs que TRPC3 est surexprimé dans le stroma tumoral 

[Storck et al. 2017].  

La migration des CSP potentialisée par l’hypoxie est dépendante du canal TRPC6. 

Les clones dépourvue de canal TRPC6 échouent à migrer en réponse à l’hypoxie et 

présentent une concentration calcique cytosolique moins importante que dans les 

CSP contrôles [Nielsen et al. 2017] Il a également été démontré, sur les CSP, que le 

canal mécanosenseur TRPC1 est impliqué dans la migration cellulaire en réponse à 

la pression physique induite par le stroma tumoral. [Fels et al. 2016] 

L’expression de TRPV4 augmente dans les CSP activées suite à un traitement à 

l’éthanol ou aux acides gras saturés. L’augmentation de l’expression de TRPV4 induit 

une élévation de la concentration calcique intracellulaire dans les CSP traitées et 

favorise la fibrose tissulaire [Zhang et al. 2013].  
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Objectif de l’étude : 

 

L’ACP est un des cancers les plus mortels à l’échelle mondiale, la progression rapide 

et l’extrême agressivité qui le caractérisent sont étroitement liées au développement 

d’un stroma tumoral fibreux hautement réactif. [Hidalgo et al. 2010] 

Le MET, composé en majorité de CSP favorise grandement le développement de 

l’ACP via la mise en place d’une étroite communication entre CSP et cellules d’ACP 

[Vonlaufen et al. 2008b] Les CSP, activées dans le cadre du cancer, sont les 

principales représentantes cellulaires du stroma tumoral. Elles favorisent la 

progression et la mobilité tumorale via la sécrétion de cytokines pro-inflammatoire et 

autres facteurs fibrogènes, mais également en remodelant activement la MEC. De 

plus, les CSP, de par les capacités prolifératives élevées qu’elles acquièrent durant 

l’activation, confèrent à la tumeur une protection physique importante contre les 

thérapies et acteurs de l’immunité anti-tumorale. [Farran et al. 2019 ; Allam et al. 

2017] 

De nombreuses études démontrent le rôle joué par les CSP dans le développement, 

la progression cancéreuse et la dispersion métastatique. Les effets exercés par les 

CSP sur la tumeur, sont principalement dû à leur pouvoir prolifératif important 

permettant aux CSP de supplanter en nombre tout autre type cellulaire dans le MET. 

[Farran et al. 2019 ; Allam et al. 2017 ; Masamune et al. 2010] 

Le rôle primordial du Mg2+ dans la biologie de la cellule fait aujourd’hui consensus. Il 

a été démontré que le cation divalent le plus abondant dans la cellule, est 

indispensable à la prolifération cellulaire. [DeBaaij et al. 2015 ; Romani et al. 2011] 

La régulation de l’homéostasie magnésique est indispensable à l’équilibre cellulaire 

et sa dérégulation engendre de nombreuses pathologies [Castiglioni et al. 2011]. 

La consommation magnésique quotidienne est d’ailleurs corrélée à l’incidence de 

cancers coloréctal, de l’œsophage, du foie ou encore à l’ACP. [Folsom et al. 2006 ; 

Larsson  et al. 2005 ; Van den Brandt  et al. 2007 ; Yang  et al. 2002 ; Tukiendorf  

et al. 2004 ; Dibaba  et al. 2015].   Il a notamment été démontré que l’incidence de 

l’ACP augmente pour les patients ayant un apport magnésique insuffisant. [Dibaba  

et al. 2015]. 
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 Bien qu’il existe de nombreux transporteurs magnésiques dans la cellule et ses 

organites, le canal TRPM7, dont l’expression est ubiquitaire dans l’organisme, est 

présenté comme le principal élément régulateur de l’homéostasie magnésique 

intracellulaire. [Penner et al. 2007 ; Zou et al. 2019 ; De Baaij et al. 2015] Par 

conséquent, ce canal cationique non sélectif est un acteur majeur de la prolifération 

cellulaire dans de très nombreuses lignées appartenant au domaine physiologique 

[Runnels et al. 2001 ; Schmitz et al. 2003 ; Baldoli et al. 2012 ; Zierler et al. 

2011 ; Sahni et al. 2008] comme pathologique. [Thèse M. Perrière, 2017 ; Fang  et 

al. 2013 ; Davis et al. 2014 ; Luo et al. 2016]. 

Il a notamment été démontré que le canal TRPM7 est indispensable au maintien de 

l’homéostasie magnésique et au développement embryonnaire du pancréas [Yee et 

al. 2011]. De plus, il est un acteur majeur de la progression cancéreuse et de la 

dissémination métastatique dans l’ACP. [Rybarczyk et al. 2017 ; Rybarczyk et al. 

2012]  Son expression varie dans de nombreux types de cancer et est doublée dans 

les tissues d’ACP [Yee et al. 2011 ; Rybarczyk et al. 2012 ; Yee et al. 2016]. De 

fait, le canal TRPM7 constitue un biomarqueur pronostique particulièrement relevant 

concernant ce type histologique de cancer. 

Néanmoins, il est à noter que l’extrême variabilité génotypique et par conséquent 

phénotypique existant entre les clones tumoraux rend difficile l’établissement de 

biomarqueurs et de cibles thérapeutique stables dans l’ACP [Hanahan et al. 2011]. 

De plus, le MET, véritable bouclier de la tumeur, exerce une forte protection contre 

les thérapies, et réduit considérablement les chances d’atteindre une éventuelle cible 

thérapeutique sur les cellules cancéreuses [Farran et al. 2019 ; Allam et al. 2017]. 

C’est pourquoi, de nombreuses études se basent désormais sur la compréhension et 

la recherche de biomarqueurs et cibles thérapeutiques dans le MET. Bien qu’il existe 

une certaine hétérogénéité au sein des populations de CSP, celles-ci sont 

actuellement bien caractérisées. De plus, leurs positionnement périphérique à la 

tumeur, les place en première ligne et les rend particulièrement sensibles aux 

thérapies anticancéreuses.[Farran et al. 2019 ; Allam et al. 2017] 

Dans ce contexte, la découverte de biomarqueurs et cibles thérapeutiques 

éventuelles sur le modèle des CSP semble primordial afin de cibler et d’affaiblir le 

stroma tumoral. Les canaux ioniques et le rôle du magnésium dans le 
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fonctionnement des CSP activées restent très peu étudiés, et il n’existe aucune 

étude concernant le rôle du canal TRPM7 dans les CSP activées. 

De par son rôle de premier plan dans la prolifération cellulaire et son impact sur le 

développement de l’ACP, le canal TRPM7 parait être un candidat sérieux. La 

compréhension de ses mécanismes d’action au sein des CSP constituerait une 

avance certaine dans la recherche de biomarqueurs du MET. De fait, l’établissement 

de son rôle dans la prolifération des CSP permettrait, en le ciblant, d’endiguer la 

croissance aberrante du stroma tumorale dans l’ACP. 

 

Dans cette étude, nous avons cherché à comprendre le rôle du canal TRPM7 dans 

l’activation et le développement des capacités prolifératives des CSP.  

1) L’objectif principal de ce travail a été de mettre en évidence le lien existant entre le 

canal TRPM7 et la prolifération cellulaire des CSP activées, et d’identifier les voies 

de signalisations sous-jacentes ainsi que les acteurs moléculaires associés au 

processus prolifératif. 

2) Dans un second temps, nous avons cherché à comprendre le rôle du magnésium 

dans le phénomène de prolifération cellulaire dépendante de TRPM7 sur les CSP 

activées. 

3) L’impact du canal TRPM7 sur l’activation des CSP et notamment sur l’expression 

du principal marqueur d’activation : α-SMA, ainsi que son rôle sur l’activité 

proliférative, a également constitué une part importante de ce travail de thèse. 

4) Enfin, une étude du niveau d’expression du canal TRPM7 en fonction du degré 

d’activation des CSP a été réalisée afin d’attester la présence d’un lien entre le canal 

TRPM7 et l’activation /  la quiescence des CSP. 
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I) Méthodes de culture cellulaire : 
 

1) Lignées cellulaires: 
 

A) Lignée PS-1 : 

 

Les expérimentations réalisées dans le cadre de ce travail de thèse sont effectuées 

sur une lignée de CSP humaine, la ligné PS-1, prélevée et immortalisée depuis un 

pancréas sain provenant d’un donneur anonyme [Fieke et al. 2009]. La lignée PS-1 

a été isolée et immortalisée par l’équipe du Professeur Kocher de la Queen Mary 

University of London, et généreusement offerte au laboratoire. Bien que le pancréas 

d’origine des PS-1 soit qualifié de sain, ces cellules sont considérées comme étant 

activées in vitro. Néanmoins, n’ayant jamais été en contact avec des cellules 

cancéreuses ou soumises à des épisodes inflammatoires chroniques, les cellules 

PS-1 sont théoriquement dans un état d’activation précoce et peu agressives [Fieke 

et al. 2009]. 

 

B) Lignée RLT-PSC : 

 

Des expérimentations complémentaires ont également été réalisées sur une 

deuxième lignée cellulaire de CSP humaine, la lignée RLT-PSC, issue d’une biopsie 

humaine de pancréatite chronique [Jesnowski et al. 2005]. La lignée RLT-PSC est 

la première lignée de CSP à avoir été immortalisée chez l’humain [Jesnowski et al. 

2005]. Les cellules ont été généreusement offertes au laboratoire par le Professeur 

Prevarskaya de l’Université Lille 1. Les RLT-PSC sont des CSP activées par des 

épisodes inflammatoires chroniques in vivo et sont donc considérées comme 

agressives. 
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C) Lignée MIA PaCa-2 : 

 

Les expériences de milieux conditionnés ont été réalisées avec la lignée cellulaire 

d’ACP humaine MIA PaCa-2 (ATCC CRL-1420TM). Cette lignée d’ACP a été isolée à 

partir d’un patient caucasien de 65 ans présentant un cancer de la tête et de la 

queue du pancréas avec invasion de l’espace périaortique [Wu et al. 1977]. La 

lignée MIA PaCa-2 correspond à un cancer de grade 3, faiblement différencié et aux 

capacités migratrices et invasives importantes.  

 

2) Conditions de culture : 
 

Les lignées cellulaires utilisées dans le cadre de ce travail de thèse sont cultivées en 

conditions normoxiques et sans antibiotiques, sous atmosphère humide à 37°C et 

5% de CO2.  Les 2 lignées de CSP sont cultivées sur flasque de culture T75 dans un 

milieu DMEM / F12 (Dulbecco's Modified Eagle Medium / F12 ; GIBCO®) contenant 

de la L-Glutamine, supplémenté avec 10% de SVF Gold (PAA Gold). L’intégralité des 

expérimentations ont été réalisées entre les passages 40 et 50 concernant la ligné 

PS-1, et entre les passages 15 et 30 pour la lignée RLT-PSC. 

 

Les cellules MIA PaCa-2 sont cultivées sur flasque de culture T25, dans un milieu 

DMEM (GIBCO®) supplémenté avec 10 % de Sérum de Veau Fœtal (SVF ; 

BioWhittaker®, Lonza) et 1% de L-Glutamine (Glutamax 100X ; GIBCO®). L’ensemble 

des tests effectués sur cette lignée ont été réalisés entre les passages 17 et 35 

après décongélation de l’ampoule initiale. 

 

L’ensemble des expérimentations de culture cellulaire es réalisé dans une pièce 

dédiée, en condition stérile, sous un poste de sécurité microbiologique de type II. 

Les cellules sont séparées de leur support et réensemencées une fois par semaine, 

lorsqu’elles arrivent à confluence, par action de la trypsine-EDTA (GIBCO®, Life 

Technologie). Afin de mettre les cellules en suspension, le milieu de culture est 

enlevé et la flasque rincée avec 5 mL de tampon PBS (Phosphate Buffer Saline). 1 

mL de solution de trypsine-EDTA est ajouté par flasque T25, ou 1,5 mL pour un 

flasque T75. Les cellules sont incubées pendant 5 minutes à 37°C afin de permettre 
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la réaction enzymatique. Lorsque les cellules n’adhèrent plus au support et qu’elles 

sont convenablement individualisées, la réaction enzymatique est arrêtée par ajout 

de 5 mL de milieu de culture 10% SVF (riche en inhibiteur de la trypsine). Le 

décompte de la population cellulaire est réalisé sur lame de Malassez et les cellules 

ensemencées dans les divers supports expérimentaux. Les lignées sont entretenues 

par réensemencement des cellules dans les flasques de culture jusqu’à ce qu’elles 

atteignent un passage critique. 

Concernant la lignée PS-1, 8.105 cellules sont ensemencées dans un flasque T75, 

2.105 cellules pour les RLT-PSC présentant une prolifération plus rapide, et 4.104 

cellules MIA PaCa-2 dans un flasque T25. Ces valeurs ont été misent au point de 

façon à ce que les populations cellulaires recouvrent 80% de la surface du flasque 

de culture au bout de 7 jours.  

 

3) Conservation des lignées cellulaires : 
 

Les lignées cellulaires sont conservées par congélation dans un milieu composé de 

SVF supplémenté de 5% DMSO (DiMéthylSulfOxyde), 4.106 cellules sont misent en 

suspension dans 2mL de SVF 5% DMSO puis placées dans une ampoule de 

congélation (cryotube) et conservées à -80°C. Lorsque la population cellulaire 

précédente atteint un nombre de passage critique, une ampoule contenant des 

cellules de passage inférieur est décongelée et son contenu est dilué dans 25 mL de 

milieu DMEM/F12 dans un tube de 50 mL (Falcon) pour les cellules PS-1 et RLT. Le 

tube est centrifugé (1000 rcf pendant 7 minutes), le surnageant contenant le DMSO 

est enlevé et le culot cellulaire suspendu dans 30 mL de DMEM/F12 10% SVF Gold 

(PAA Gold). Le volume de milieu est divisé par 3 et 10 mL sont ensemencé dans 

chaque flasque T75.  

Concernant les cellules d’ACP MIA PaCa-2 la décongélation est réalisée dans des 

flasques T25 avec un milieu DMEM, le protocole, quant à lui, est identique. 

Les cellules fraichement décongelées ne subissent aucune expérimentation pendant 

deux semaines hormis un décollage hebdomadaire avec la trypsine. 

 

 



143 
 

4) Obtention de milieux conditionnés : 
 

La culture cellulaire en milieu conditionné (MC) permet d’étudier les processus de 

communication, médiés par les facteurs solubles, entre deux types cellulaires. 

L’utilisation de MC correspond à la mise en culture d’une population cellulaire dans 

un milieu contenant les facteurs sécrété  par une autre population de cellules [Storck 

et al. 2017 et Wehr et al. 2011].  

L’effet des facteurs sécrétés par les MIA PaCa-2 sur la prolifération et l’activation des 

cellules PS-1 a été étudié au cours de ce travail. 

Afin d’obtenir du milieu conditionné de MIA Paca-2 (MCM), 1.106 cellules sont 

ensemencées sur flasque de culture dans un milieu DMEM 10% SVF (supplémenté 

en L-Glutamine) pendant 24h. Le milieu de culture est remplacé par un milieu de 

sevrage DMEM/F12 ne contenant aucun SVF pendant 24h. Le milieu contenant les 

facteurs solubles sécrétés est ensuite récolté, filtré et conservé à -80°C avant 

utilisation (Figure 31).  

Figure 31) Protocole de culture cellulaire en milieu conditionné : 

Le Schéma représente le protocole permettant l’obtention du milieu conditionné de 
cellules MIA Paca-2 ainsi que le traitement des cellules PS-1 avec le MCM. Les 
cellules PS-1 contrôles sont cultivées dans du milieu DMEM/F12 sans SVF. 

Le schéma a été réalisé avec Servier Medical Art. 
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Les PS-1 sont cultivées dans le MCM pendant 72h, et le milieu est changé toutes les 

24h avec apport de MCM « frai » pour un effet prolifératif optimal. Il est à noter que le 

MCM n’est pas supplémenté avec du SVF. Les cellules contrôles sont cultivées dans 

du milieu DMEM/F12 0% SVF pendant 72h avec changement de milieu quotidien, de 

la même façon que pour les cellules traitées au MCM (Figure 31). 

 

 

Un protocole similaire a été utilisé afin d’étudier l’impact des facteurs sécrétés par les 

PS-1 sur la prolifération des cellules MIA PaCa-2. 

Les PS-1 sont ensemencées à hauteur de 8.105 cellules sur boite 100mm dans du 

DMEM/F12 10% SVF pendant 24h. De même que pour les cellules d’ACP, le milieu 

de culture est remplacé par un milieu de sevrage DMEM/F12 ne contenant aucun 

SVF pendant 48h. Le milieu est ensuite récolté, filtré et conservé à -80°C avant 

utilisation. Les cellules MIA PaCa-2 sont cultivées dans le milieu conditionné de PS-1 

(MCP) dilué au demi dans du DMEM 0% SVF, afin de favoriser la survie cellulaire 

des MIA PaCa-2. Le milieu MCP/DMEM (50 : 50) est changé quotidiennement au 

cours de l’évaluation de la cinétique de croissance cellulaire des MIA PaCa-2 et les 

cellules contrôle sont cultivées dans un milieu DMEM 0% SVF changé toutes les 

24h. 

 

 

5) Conditions de traitements des cellules :  
 

 

L’ensemble des traitements appliqués aux cellules aux cours des diverses 

expérimentations sont présentés dans le tableau ci-contre (Tableau 4). Les cellules 

sont systématiquement ensemencées pendant 24h dans les conditions de culture 

classique de chaque lignée (cf conditions de culture) avant application d’un 

traitement. A l’issu des 24h post-ensemencement, le milieu de culture est changé et 

le traitement ajouté à la concentration indiquée, et au temps indiqué, avec un 

changement de milieu toutes les 24h. Les traitements sont réalisés dans le milieu de 

culture classique des PS-1, DMEM/F12 10% SVF, à l’exception du TGF-β1 qui est 

dilué dans un milieu DMEM/F12 1% SVF. Il est à noter que les effets de l’ATRA sur 
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les PS-1 n’apparaissent que suite à 1 semaine de traitement, et que le traitement 

quotidien est maintenu pendant l’évaluation de l’effet de l’ATRA par diverses 

méthodes expérimentales, les cellules sont donc traitées pendant 2 semaines au 

total (Tableau 4). 

 

 

Tableau 4) Traitements appliqués aux cellules 

Produit Fournisseur Référence Cible  
Concentration / 

Solvant 

Durée du 

Traitement 

Inhibiteurs pharmacologiques 

NS8593 Sigma N2538 
TRPM7 

(+SK) 
25 µM (DMSO) 48h  

Wortmannine Sigma W3144 Voie PI3K 1 µM (DMSO) 24h 

Nutlin3a Sigma N6287 

Interaction 

P53 / 

MDM-2 

20 µM (DMSO) 24h 

Agents chimiques divers 

ATRA Sigma R2625 
Vésicules 

Lipidiques 

1 µM (EtOH 

100%) 
168h minimum  

TGF-β1 Sigma SRP0300 α-SMA 
2 ng / mL (Hcl 

1% BSA) 
72h  

 

 

 

 



146 
 

II) Techniques de Biologie Cellulaire : 
 

1) Evaluation de la viabilité cellulaire par métabolisation du 

MTT : 
 

Le test au MTT est un test colorimétrique permettant de révéler la proportion de 

cellules métaboliquement actives, donc vivantes, sur une population cellulaire 

donnée. Le MTT est métabolisé en formazan par la réductase mitochondriale des 

cellules métaboliquement viables, ce qui forme des cristaux de couleurs mauve. Le 

MTT est une molécule photosensible et commercialisée sous forme de poudre 

(Sigma-Aldrich). Il doit être solubilisé dans le milieu de culture (DMEM sans SVF) à la 

concentration de 0.5 mg/mL. 

Les cellules sont ensemencées dans des plaques 6 puits (NUNCLONTM Delta 

surface) à la concentration de 6.104 cellules dans 1 mL de milieu par puits. La durée 

du test ainsi que les traitements appliqués aux cellules sont variables. Une mesure 

de viabilité est réalisée toute les 24h afin d’établir une cinétique de croissance 

cellulaire. Pour quantifier la viabilité cellulaire, le milieu de culture des puits à tester 

est remplacé par une solution de MTT (1 mL à 0,5 mg/mL) et les cellules sont 

incubées pendant 45 minutes à 37°C. Après incorporation du MTT, les cellules sont 

dissoutes dans 800µl de DMSO (100%). La dissolution des cellules et des cristaux 

de formazan qu’elles contiennent forme une solution plus ou moins colorée. Le 

volume de DMSO est divisé en 4 et placé dans les puits d’une plaque 96 puits. 

Les plaques sont lues à l’aide d’un imageur (Infinite F200 PRO, TECAN) à la 

longueur d’onde de 550 nm, la lecture est assistée par ordinateur grâce au logiciel 

Tecan-i-control. Le logiciel fournit les valeurs d'absorbance de chaque puits. 

 

2) Evaluation de la viabilité/mortalité cellulaire par traitement 

au BT : 
 

Le Bleu Trypan (BT) est un colorant azoïque connu pour induire la mortalité des 

trypanosomes, parasites responsables de la maladie du sommeil. 

Le test de décompte des cellules viables par inclusion/ exclusion du BT s’effectue en 

parallèles de tests de viabilité au MTT et de mortalité cellulaire en cytométrie de flux. 
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Le BT étant perméant à la membrane plasmique, il pénètre dans les cellules et 

colore le cytoplasme en bleu. Les cellules viables sont en mesure d’exclure 

activement le colorant et n’arborent aucune coloration, alors que les cellules mortes 

apparaîtront colorées. Les cellules viables et mortes sont ensuite comptées sur 

cellules de Malassey. Cette méthode permet alors de déterminer à la fois le nombre 

de cellules viables (valeur exprimée en nombre de cellules totales) ainsi que le 

pourcentage de mortalité (nombre de cellules viables/nombre de cellules mortes). 

Les cellules (8.104) sont ensemencées sur boites 35mm pendant 72h, rincées au 

PBS puis décollées par action de la trypsine (350µl, 5 min). Parallèlement, leur milieu 

de culture est récupéré et son volume finement estimé. La suspension cellulaire 

diluée dans la trypsine est ajoutée au volume de milieu et homogénéisée. Puis, 200µl 

de suspension cellulaire est prélevé auquel sont ajoutés 50 µl de BT, la solution est 

homogénéisée puis 10 µl sont prélevés et placés sur une lame de Malassez. Les 

cellules sont ensuite comptées et les paramètres suivants sont estimés : 

- Nombre de cellules totales = (Nombre de cellules x4) x (volume estimé + 

350µl) 

- Pourcentage de cellules mortes = (Nombre de cellules colorées / nombre de 

cellules totales) x 100 

 

3) Analyse cellulaire par cytométrie de flux : 
 

La cytométrie de flux repose sur la détection optique de divers paramètres tels que la 

granulosité, la taille mais également la fluorescence d’une particule en suspension. 

Le cytomètre en flux, comporte un système de détection optique associé à divers 

lasers d’émission permettant d’exciter un large spectre de fluorochromes. Les 

échantillons sont collectés par l’appareil et passent simultanément devant le système 

de détection optique et d’excitation laser, les valeurs correspondant aux divers 

paramètres sont enregistrées.  
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A) Evaluation de la prolifération cellulaire :  

 

La prolifération cellulaire est évaluée en utilisant la technique de cytomètrie de flux. 

Cette technique repose sur l’utilisation de laser capable d’exciter un intercalant de 

l’ADN : l’Iodure de Propidium (IP) et d’enregistrer sa longueur d’onde d’émission.  

L’iodure de propidium émet à 631 nm suite à sa stimulation par une longueur d’onde 

de 488 nm. L’IP n’émet à cette longueur d’onde que s’il est lié à l’ADN et non sous 

forme libre.  

Le cytomètre permet de représenter les résultats sous forme de graphique de 

l’intensité de fluorescence de l’IP (FL2) en fonction du nombre de cellules passées 

devant le détecteur optique (Count). L’intensité de fluorescence enregistrée à 631 

nm dépend donc de la quantité d’ADN présent dans la cellule. Cette quantité étant 

variable d’une phase du cycle à l’autre (les phases G2/M comportent 2 fois plus 

d’ADN que les phases G0/G1) cela permet de quantifier le pourcentage de cellules 

présentes dans chacune des phases du cycle (Figure 32). 

 

 

 

Pour cela 1.106 cellules PS-1 ou 0,5.106 cellules RLT-PSC  sont cultivées sur boites 

100mm (le niveau d’ensemencement ainsi que le temps d’incubation dépendent du 

Figure 32) Analyse du cycle cellulaire par cytométrie de flux : 

Le schéma représente le profil de répartition des cellules dans les phases du cycle 
cellulaire ainsi que la méthode de calcul du pourcentage de cellules dans chaque 
phase du cycle. 
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type d’expérimentation, à savoir, présence ou non de SVF, transfection, molécule 

testée). Après un temps d’incubation variable, les cellules sont rincées au PBS et 

décollées à la trypsine pendant 5 minutes. Les cellules sont remises en suspension 

dans des tubes contenant 3 mL de milieu DMEM/F12 10% SVF puis centrifugées 7 

minutes à 1000 rcf. Le surnageant est enlevé et les cellules remises en suspension 

dans le PBS pour être centrifugées de nouveau (7 min ,1000 rcf). L’opération est 

répétée 2 fois avant que le surnagent ne soit enlevé définitivement. Les cellules sont 

ensuite remises en suspension dans 150µl de PBS-EDTA (5mM) auquel sont ajouté 

350µl d’éthanol absolue, la suspension est vortexée puis conservée à 4°C pour un 

minimum de 6h. 

Cette étape de fixation dans l’éthanol 70% rend la membrane cellulaire perméable et 

permet l’entrée de l’IP. 

Après fixation, les cellules sont incubées dans 100µl de PBS-EDTA auquel est ajouté 

2µl de RNAse A (20mg/mL) pendant 30 minutes à température ambiante (RTC). 

Cette étape est indispensable afin d’éviter que l’IP ne forme des complexes avec les 

ARN présents dans le cytosole et ne biaisent les résultats. 

Les échantillons sont ensuite placés à 4°C (sur glace) afin de limiter l’activité 

RNAase, et d’éviter une éventuelle dégradation de l’ADN.  

Avant collecte des échantillons par l’appareil, 100µl de solution de PBS-EDTA 

contenant 1/10éme IP (Sigma) sont ajoutés aux échantillons puis placés dans le 

cytomètre. Le cytométre (Accuri C6, BD Bioscience) rend possible la mesure de la 

fluorescence de l’IP grâce au laser FL-2 capable d’exciter la molécule à 488nm. 

Les profils de cycles cellulaires enregistrés sont ensuite analysés grâce au logiciel 

Cyflogic v1.2v1, permettant de quantifier le pourcentage de cellule dans chaque 

phase du cycle (Figure 32). 

 

B) Evaluation de l’apoptose cellulaire : 

 

L’évaluation de l’apoptose cellulaire en cytométrie de flux implique l’utilisation de 

deux fluorochromes en co-marquage, l’IP et l’annexin-V-FITC. L’IP est un intercalant 

de l’ADNet l’annexine-V est une protéine ayant une forte affinité pour la 

phosphatidylsérine (PS) membranaire. Lors de la phase précoce d’apoptose, un 

phénomène dit d’inversion membranaire est observé, il correspond à l’échange de la 
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localisation des deux feuillets phospholipidiques. Ainsi, le feuillet physiologiquement 

endosolique se retrouve en contact avec le milieu extracellulaire dans un contexte 

apoptotique. La composition de la membrane plasmique est asymétrique et les 

phospholipides et protéines présents varient d’un feuillet à l’autre. Ainsi la PS est 

exprimé uniquement dans le feuillet membranaire interne et d’autres espèces comme 

la sphingomyeline est, à l’inverse, uniquement présentes dans le feuillet externe. 

Dans le cas d’une apoptose cellulaire précoce l’inversion membranaire rend 

accessible la PS à l’annexine-V couplé au fluorochrome FITC, permettant l’émission 

de celui-ci. L’utilisation de l’annexine-V-FITC nous permet donc de marquer et de 

dénombrer les cellules en apoptose précoce. 

 

L’IP, n’étant pas perméant à la membrane plasmique, celui-ci ne peut marquer les 

cellules qu’en cas de rupture de l’intégrité membranaire. En effet, contrairement au 

protocole d’analyse du cycle cellulaire, les cellules ne sont pas fixées ni 

perméabilisées. La fluorescence de l’IP n’est donc visible qu’en présence d’une 

perméabilisation membranaire atypique, comme c’est le cas durant la nécrose ou 

dans les phases tardives de l’apoptose. 

 

Chaque cellule détectée par le cytomètre est classée en fonction de son intensité de 

fluorescence pour l’Annexin-V-FITC (AV) (stimulée par le laser FL1) et pour l’IP 

(stimulé par FL2). Le graphique correspondant présente ainsi des populations 

cellulaires différentes réparties sur un cadrant. 

Ainsi : la population IP-/AV- (marquage très faible voire nulle pour les deux 

fluorochromes) correspond aux cellules vivantes. 

La population IP-/AV+ correspond aux cellules en apoptose précoce. 

Les cellules IP+/AV- sont en situation de nécrose.Et la population fortement 

fluorescente pour les deux marqueurs (IP+/AV+) correspond aux cellules en situation 

d’apoptose tardive et/ou de nécroptose (Figure 33). 
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Afin de déterminer les 4 zones du quadrant une mise au point est réalisée avec des 

marquages uniques. La mortalité cellulaire est induite en chauffant les tubes 

contenants la suspension cellulaire à 80°C pendant 10 minutes et un marquage 

simple est réalisé. Dans un échantillon cellulaire pour lequel la mortalité a été induite, 

les cellules sont marquées à l’IP ce qui permet de déterminer la zone correspondant 

uniquement à la nécrose et nécroptose. L’autre échantillon est monomarqué pour 

l’AV seule, ce qui permet de révéler la zone correspondant uniquement à l’apoptose 

précoce. Les cellules viables apparaissent dans la zone de faible intensité de 

fluorescence pour les deux marqueurs indépendamment du marquage réalisé. 

La mise au point permettant de placer correctement les cadrant d’analyse est faite 

avant chaque expérimentation, l’apoptose est déterminé par addition des zones à fort 

marquage pour l’AV (Figure 33). 

  

1.106 cellules PS-1 sont ensemencées dans des boites 100 mm et cultivées pendant 

une durée variable en fonction du traitement appliqué. A l’issu du traitement, le milieu 

contenant les cellules flottantes mortes est récupéré dans un tube (Falcon) et les 

boites sont rincées avec 1 mL de PBS qui est également récupéré. Les cellules 

adhérentes sont incubées 5 minutes à 37°C dans 1 mL de trypsine-EDTA puis le 

volume de suspension cellulaire est ajouté au milieu préalablement récupéré. Les 

Figure 33) Evaluation de la mortalité cellulaire par cytométrie de flux : 

Représentation d’une population cellulaire répartie en fonction du marquage pour 
l’IP et l’Annexine-V. La population cellulaire apoptotique totale correspond à la 
somme des populations cellulaires dans les quadrants de droite. 



152 
 

tubes sont centrifugés 7 minutes à 1000 rcf, le surnageant est enlevé et le culot 

cellulaire remis en suspension dans 2 mL de PBS. Les cellules sont de nouveau 

centrifugées et le culot cellulaire est suspendu dans 100 µl de tampon ABP 

(Apoptosis Binding Buffer : 0,1M HEPES pH 7,4 ; 25 mM CaCl2 ; 1,4M NaCl) dilué au 

1/10éme dans le PBS. Puis, 5 µl d’AV et 5µl d’IP (50 µg/mL) sont ajouté à la solution, 

l’IP et l’AV sont laissés en contact avec les cellules pendant 15 minutes à 

température ambiante, puis 400 µl de tampon ABP dilué au 1/10éme sont ajoutés. Les 

échantillons sont ensuite passés au cytomètre en flux. 

 

4) Evaluation de la migration cellulaire par insert de Boyden : 
 

Le test de migration utilise un système de chambre de Boyden qui permet de mettre 

en évidence la mobilité des cellules en culture. Il s'agit d'un système d'insert de 

polyéthylène téréphtalate (PET ; Falcon) dont le fond est percé de pores de 8 µm de 

diamètre. Le diamètre des pores ne permet pas aux cellules non-migrantes de 

traverser l’insert car la cellule doit se déformer pour traverser le pore. Les inserts 

contenant chacun 5.104 cellules MIA Paca-2 ainsi que 200µl de milieu,  sont placés 

dans les puits d'une plaque 24 puits (Falcon). Chaque puits contient 800µl de milieu 

de même composition que celui des inserts (Figure 34). 

Après un temps d'incubation de 2h dans du milieu DMEM 10% afin de permettre 

l’adhérence cellulaire, le milieu contenant les oligopeptides (AG-9 ou VG-6) es 

ajouté. Après 24h d’incubation les inserts sont rincés au PBS (10 mM, pH 7.4 ; 

Sigma-Aldricht) pendant 2 minutes. Les cellules sont ensuite fixées au méthanol 

100% (Sigma) pendant 10 minutes et rincées de nouveau au PBS. Les inserts sont 

colorés à l'hématoxyline (HHSM, Accustain, Sigma-Aldricht) pendant 5 minutes, puis, 

3 lavages successifs à l'eau (non-filtrée, non-stérile), de 2 minutes chacun sont 

effectués. Les cellules n’ayant pas migrées sont éliminées de la face interne à l’aide 

d’un coton-tige. Les inserts sont hydratés par ajout de 200µL de PBS. Ils sont ensuite 

observés au microscope inversé (Nikon Eclipse TS100), les cellules ayant traversé la 

membrane sont comptées à l’objectif x40 sur l’ensemble de l’insert (~ 20 champs). 
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III) Méthodes de biologie moléculaire : 
 

 

1) Transfections et ARN interférents : 
 

La transfection cellulaire est une technique permettant de faire pénétrer du matériel 

génétique exogène dans une cellule sans utiliser de vecteurs viraux. Afin de rendre 

la cellule perméable à des oligonucléotides d’origine extérieure, il est possible de 

modifier de façon transitoire la perméabilité membranaire. Dans le but de réaliser une 

inhibition de l’expression du canal TRPM7 par des ARN interférents (siRNA) dans les 

cellules MIA Paca-2, la méthode d’électroporation par l’appareil AMAXA a été 

utilisée. Les ARN interférents ou siRNA sont de petits ARN de synthèse dont le mode 

d’action est basé sur le fonctionnement des micros ARN naturellement présents dans 

la cellule. Cet outil de biologie moléculaire permet d’éteindre la traduction d’un ARNm 

en protéine (Tableau 5).  

 

Tableau 5) Séquences des siRNA utilisés : 

siRNA ARN cible Séquence 

siContrôle (siCTRL) Aucun 5’-CUGGACAUGGACCAAGUGGACUU-3’ 

siTRPM7  TRPM7 5’-GUCUUGCCAUGAAAUACUCUU-3’ 

 

 

Figure 34) Dispositif expérimental de migration cellulaire en insert de Boyden : 

Représentation du dispositif de chambre de Boyden permettant d’évaluer la migration 
cellulaire. Les milieux de cultures dans le puit et l’insert sont identiques car la 
migration cellulaire n’est pas induite par chimiotactisme. 
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La méthode de transfection par électroporation a été réalisée selon le protocole 

suivant : Dans un premier temps, le volume de milieu contenant 106 cellules est 

centrifugé pendant 7 minutes à 1500 rcf dans un microtube de 2 mL (Eppendorf). Le 

surnageant est enlevé et le culot cellulaire resuspendu dans 100 µl de tampon 

d’électroporation (Amaxa kit L, Lonza) auquel on ajoute 2 µg de siRNA (Dharmacon 

Research, USA) soit 3,75 µl de solution de siRNA à 1,87 µg/µl. Le « mix » de 

transfection est transféré dans une cuve à électroporation (Amaxa kit L, Lonza),  la 

cuve est ensuite placée dans un nucleofecteur (NucleofectorTM II, Amaxa). Le 

programme de transfection utilisé dépend de la ligné transfectée, les cellules PS-1 et 

RLT-PSC sont transfectées avec le programme BHK-21 (X-031), les MIA PaCa-2 

avec le programme Panc-1 (X-005). 

Les cellules sont soumises à un bref courant électrique de faible intensité permettant 

de perméabiliser de façon transitoire la membrane plasmique et de faire rentrer les 

siRNA. Les cellules transfectées sont ensuite transférées dans les supports de 

culture destinés à la réalisation des protocoles expérimentaux.  

 

2) Extraction des acides nucléiques : 
 

Les extractions d’ARN sont effectuées sur les cellules cultivées dans des boites de 

60 mm de diamètre (nuncleon® delta surface, Thermofisher Scientific) afin d’extraire 

une quantité de matériel génétique suffisante. Lorsque les cellules recouvrent 80% 

de la surface de la boite (~5.105 cellules), le milieu de culture est enlevé et la boite 

est lavée au PBS stérile (Sigma-Aldrich). 500 µl de Trizol (Tri ReagentR, Sigma) sont 

ensuite versés sur la surface de la boite. Après homogénéisation, le Trizol contenant 

les cellules lysées est mis dans un microtube de 1,5 mL (Eppendorf). Les 

échantillons sont ensuite repris sur glace et extraits grâce au protocole d’extraction 

au 4-bromo-3-chloropropane et isopropanol suivit d’un rinçage à l’éthanol 70%. 

L’extrait résultant est repris dans 22 µL d’eau stérile et dosé au Nanodrop, afin de 

déterminer la concentration en ARN de l’échantillon et d’en estimer la pureté. La 

concentration de l’échantillon est ramenée à 2 µg d’ARN pour 10 µL d’eau stérile, le 

tout est incorporé au mélange de Retro Transcription (RT ; MultiscribeTM, Applied 

BiosystemsTM). Le mélange total de RT (10 µL d’échantillon dilués dans l’eau + 10 µL 

de tampon de RT) est placé au thermocycleur (Mastercycler gradient, Eppendorf). Le 
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programme de RT comprend : une phase d’hybridation des amorces sur l’ARN (10 

minutes, 25°C), une phase de synthèse d’ADNc (2h, 37°C), ainsi qu’une phase de 

séparation des amorces, des ARN et des ADNc néosynthétisés (5 minutes, 85°C). 

Cette étape permet, par l’action enzymatique de la transcriptase inverse, de retro-

transcrire les ARN extraits en ADN complémentaires (ADNc).  

 

3) Technique de PCR: 
 

La technique de PCR (Polymerase Chain Reaction) permet de réaliser plusieurs 

centaines de copies du gène d’intérêt par réactions de polymérisation en chaine. La 

PCR permet donc de visualiser le niveau relatif d’expression du gène d’intérêt, ou, 

plus simplement, son état d’expression dans la cellule (exprimé ou non). Suite à 

l’étape de Retro Transcription, 1 µL d’échantillon est prélevé et ajouté au mélange de 

PCR Invitrogen™ pour un volume final de 50µl. Le mix de PCR est composé de : 

36,2 µl d’eau ; 5 µl de Tampon de réaction 10X ; 1,5 µl de MgCl2 à 50 mM ; 1µl de10 

mM dNTPs mix ; 2,5µl de chaque primers (R et F ; tableau 6) à 5µM et 0,3µl de Taq 

Polymérase. 

 

Le tube est placé dans le Thermocycleur et le programme de PCR en 40 cycles est 

lancé. Le programme débute par une phase de dénaturation visant à séparer les 

doubles brins d’ADN (94°C, 4 minutes), suivie d’une phase d’hybridation permettant 

l’appariement des amorces (58°C, 30 secondes). Ensuite, il y a une phase 

d’élongation correspondant à la synthèse du brin d’ADNc (faite à la température 

optimale d’activité de la Taq Polymérase, 72°C, 45 secondes). Ces 3 phases forment 

un cycle de PCR et son répétées 40 fois.  

 

 

Tableau 6) Primers utilisés en PCR : 

Cible 
Amorces Amplicons 

β-Actine Sens : 5’-CAGAGCAAGAGAGGCATCCT-3’  

Antisens : 5’ACGTACATGGCTGGGGTG-3’ 

210 bp 

TRPM7 Sens 5’-GTCACTTGGAAACTGGAACC-3’  273 bp 
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Antisens 5’-CGGTAGATGGCCTTCTACTG-3’ 

TRPM6 Sens : 5’GAGGAGATGGATGGGGGC-3’  

Antisens : 5’-GG TCCAGTGAGAGAAAGCCAA-3’ 

413 bp 

GAPDH Sens : 5’- AGGGGCCATCCACAGTCTTC-3’ 

Antisens : 3’- AGAAGGCTGGGGCTCATTTG-5’ 

165 bp 

 

 

 

La PCR est suivie par une étape de migration des échantillons par électrophorèse 

sur gel d’agarose avec révélation au Bromure d’Ethidium (BET ; 10mg/ml ; Sigma-

Aldricht). La migration polarisée des échantillons s’effectue dans un gel de Tris 

Acetate EDTA 0,5X (TAE ; Sigma-Aldtrich) concentré à 1,5% d’agarose. Le gel est 

plongé dans la cuve d’électrophorèse (Embi Tec, RunOne Electrophoresis Cell) 

contenant du tampon de migration TAE dilué au 1/2.  

Après migration des échantillons, le gel est transféré au révélateur (Imageur Berthold 

ChemiBis) et les échantillons sont révélés sous UV (grâce au BET), le logiciel 

Quantity One (Biorad) permet de réaliser des captures d’images pour visualiser les 

produits de PCR. Le but des manipulations de PCR étant de révéler uniquement la 

présence des canaux TRPM7 et TRPM6, aucune quantification ne sera réalisée avec 

le logiciel. Les résultats seront donc présentés sous forme de bandes situées en face 

de leur poids moléculaire exprimé en paires de bases (pb). 

 

4) Technique de qRT-PCR : 
 

A l’instar de la PCR classique, la qRT-PCR ou RT-PCR quantitative est basée sur 

l’amplification de gênes. Toutefois, cette technique permet de quantifier de façon 

plus fiable leurs niveaux d’expression. La quantification est faite en temps réel par 

mesure de la fluorescence du SYBR Green (SYBR Green I Master, Light Cycler®, 

Roche). Cette intercalant de l’ADN émet à une longueur d’onde de 520 nm lorsqu’il 

est fixé à une molécule d’ADN double brin. Ainsi, l’intensité de la fluorescence émise 

par le fluorophore est fonction de la quantité d’ADNc néosynthétisée, cette quantité 

étant elle-même dépendante du niveau d’expression du gène.  
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Le mélange de Q-PCR contient 2 µL d’ADNc dilués au 1/20 (issus du mélange de 

RT), 0,5 µL de chaque amorces diluées à 10 µM (sens et antisens), 1,6 µL d’eau 

stérile, ainsi que 4,6 µL de mélange SYBR Green. Au total, 9,2 µL de mélange de 

qRT-PCR est préparé pour chaque échantillon. Les différents échantillons sont 

déposés dans une plaque de 384 puits (Light Cycler®, Roche). Une fois les dépôts 

réalisés, la plaque est placée au Thermocycleur (Light Cycler® 480 II, Roche) et le 

programme de PCR est lancé. Le programme comporte, une phase de dénaturation 

(95°C, 5 minutes), ainsi qu’une phase d’amplification durant l’laquelle la 

quantification est réalisée (95°C, 10s ; 60°C, 15s ; 72°C, 20s) répétée 45 fois. Après 

la phase d’amplification, le programme enclenche une phase de fusion (97°C en 

continu) permettant de renseigner l’efficacité des amorces. De même que pour la RT-

PCR, la β-actine est utilisée comme gène de référence en raison de son expression 

stable dans les CSP. La quantification est réalisée avec le logiciel Microcal Origin 7 

(Microcal Software) grâce à la formule de Pffafl basée sur l’efficacité des amorces 

utilisées [Pffafl et al. 2001].  

 

 

IV) Technique d’analyse des protéines : 
 

1) Western Blot : 
 

Le Western Blot (WB) est une technique d’immunodétection semi quantitative  des 

protéines permettant principalement de comparer l’expression de protéines d’intérêt 

entre plusieurs conditions. 

 

A) Extraction des protéines :  

 

Les cellules sont cultivées sur boite de 100 mm pendant une durée variable en 

fonction des conditions testées. Les boites sont rincées avec 4 mL de tampon PBS 

puis décollées du support par ajout de 1mL de trypsine EDTA et incubé 5 minutes à 

37°C. Les cellules sont récupérées dans le PBS et dénombrés sur lame de 

Malassez. La suspension cellulaire est ensuite centrifugée 7 minutes à 1500 rcf puis 
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les protéines sont extraites du culot cellulaire par ajout de 50 µl de tampon Laëmmli 

1x (dilué au 5éme dans l’eau 18 mΩ) pour chaque 1.106 cellules. Le culot cellulaire est 

mis en suspension dans le tampon puis laissé 30 minutes sur glace à 4°C afin de 

finaliser l’extraction (Tableau 7).  

Les extraits protéiques sont ensuite centrifugés 15 minutes à 1500 rcf et le 

surnageant contenant les protéines est récupéré, les échantillons sont stockés à -

80°C ou immédiatement dénaturés pour analyse. 

 

B) Séparation des protéines : 

 

Les échantillons protéiques en condition dénaturante et réductrice sont ensuite 

dénaturés pendant 10 minutes à 95°C. 40 µL d’échantillon protéique dénaturé est 

ensuite placé dans les puits d’un gel de polyacrylamide réalisé en parallèle. Le gel de 

polyacrylamide permettant la migration des échantillons protéiques comporte deux 

parties distinctes : un gel de concentration comportant 5% de polyacrylamide dans 

lequel sont délimité les puits, et un gel de séparation contenant 12% de 

polyacrylamide. Les deux gels contiennent également du SDS afin de garantir une 

dénaturation permanente des protéines durant la migration. Après dépôt des 

échantillons dans les puits, le gel est transféré dans une cuve contenant un tampon 

de migration (Biorad). La migration des échantillons protéique ce fait en 1h par 

imposition d’un courant polarisé de 200 mV par un générateur (Biorad). Les 

protéines, alors chargées négativement par fixation du SDS, migrent en fonction de 

leur poids moléculaire exprimé en kDa. Lorsque les échantillons sont 

convenablement séparés le gel est récupéré en vue de transférer les protéines qu’il 

contient sur une membrane de nitrocellulose permettant de rendre les protéines 

accessibles aux anticorps. Les protéines sont transférées par la méthode de transfert 

liquide dans une cuve contenant un tampon de transfert (tableau 7). Le transfert 

polarisé des protéines vers la membrane de nitrocellulose nécessite l’application d’un 

courant de 100 mV pendant 1h. Le transfert est réalisé sur glace à 4°C. 

Une fois que les protéines sont adsorbé sur la membrane, celle-ci est récupérée et 

mise en contact avec une solution de TBS-T contenant 3% de BSA (Tris Buffer 

Saline 0,1% Tween 20, 3% Bovine Serume Albumine) pendant 1h. La BSA permet 
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de bloquer les sites protéiques de faible affinité sur lesquels les anticorps pourraient 

se fixer de manière aspécifique.  

 

 

C) Révélation des protéines : 

 

 

Après blocage de la membrane, la solution d’anticorps (dilué dans le TBST 3% BSA) 

est ajouté et la membrane incubée pendant 2h à température ambiante ou sur la nuit 

à 4°C (Tableau 8). A l’issue du marquage avec l’anticorps primaire la membrane est 

rincée 3 fois avec une solution de TBS-T puis mise en contact avec l’anticorps 

secondaire couplé à l’HRP (horseradish peroxydase) dilué dans le TBS-T 3% BSA 

pendant 50 minutes. Les anticorps secondaires sont des anti-IgG de souris (Cell 

Signaling, 7076S) ou des anti-IgG de lapin (Cell Signaling, 7074S) en fonction de 

l’espèce de l’anticorps primaire. Les membranes sont ensuite rincées 3 fois au TBS-

T puis 1 fois au TBS 1x afin de diluer le détergeant Tween 20.  

Les protéines sont ensuite révélées par ajout du réactif ECL (Enhanced 

ChemiLuminescence, Biorad) et la chimioluminescence est visualisé grâce au 

systéme MF-ChemiBIS 2.0 (DNR BIO Imaging System). L’expression protéique 

relative est quantifiée sur les images obtenues grâce au logiciel QuantityOne 

(Biorad). 

 

Tableau 7) Solutions tampons utilisées en Western Blot : 

Tampon Composition 

Extraction  

(Laëmmli 5x) 

5 mL Tris/HCl 0,5M pH 6,8 ; 4 g glycérol ; 2 g SDS ; 1,25 mL 

Bleu de bromophénol 1% ; 5 mL β-mercatoéthanol ; Ajuster à 

20 mL avec de l’eau 18 mΩ 

Migration 100 mL Tampon tris-glycine 10x ; 10 mL SDS ; 

890 mL Eau 18 mΩ 

Transfert 100 mL Tampon tris-glycine 10x ; 200 mL Méthanol ; 

 700 mL Eau 18 mΩ 
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2) Technique d’Immunofluorescence : 
 

La technique d’immunofluorescence (IF), repose sur l’utilisation d’anticorps couplés à 

un fluorochrome. De la même façon qu’en Western Blot, les protéines cibles sont 

reconnues par des anticorps primaire spécifique qui sont à leur tour reconnu et liés 

par des anticorps secondaire portant un fluorochrome sur la fraction constante. La 

protéine d’intérêt, alors porteuse du complexe anticorps primaire / secondaire / 

fluorochrome est placé sur un dispositif de microscopie, analogue au cytomètre, 

comportant un capteur optique couplé à des lasers d’émissions.  

L’échantillon est stimulé par les lasers permettant l’émission des fluorochrome portés 

par les protéines d’intérêt, l’enregistrement de la longueur d’onde d’émission est 

assisté par ordinateur. 

 

30.103  cellules PS-1 ou 15.103  RLT-PSC sont tout d’abord ensemencées sur des 

lamelles de verre (LabTek) de diamètre 14mm et cultivées sur plaque 24 puits 

pendant une durée variable en fonction de l’expérimentation. Toute expérimentation 

impliquant une mesure de fluorescence nécessite l’utilisation du verre, matériau 

neutre, n’émettant aucune fluorescence parasite en réponse à une quelconque 

longueur d’onde excitatrice. 

Les lames sont rincées au PBS deux fois, puis, les cellules fixées par l’action du PFA 

4% (ParaFormAldéhyde) dilué dans le PBS à 37°C pendant 20 minutes. Suite à cela, 

les lamelles sont rincées 2 fois et les cellules perméabilisées au Triton 0.5%, dilué 

dans le PBS, pendant 10 minutes. Les sites de fixation aspécifique sont ensuite 

bloqués par une solution de PBS-0,1% Tween- 5% BSA pendant 30 minutes. 

Les cellules sont ensuite incubées dans l’anticorps primaire dilué dans le PBS-0,1% 

Tween- 5% BSA (Tableau 5 ; voir IF) pendant 2h à température ambiante ou durant 

la nuit en chambre froide (4°C). Suite à cela, les cellules sont rincées 2 fois au PBS-

Tween puis incubées avec l’anticorps secondaire couplé à un groupement 

fluorescent (dilué dans le PBS-0,1% Tween-5% BSA) pendant 45 minutes à 

température ambiante. En fonction de l’espèce de provenance de l’anticorps 

primaire, les anticorps secondaires utilisés sont des anti IgG de lapin émettant dans 

le rouge (Dye Light 549, ThermoFischer, 84541) ou des anti IgG de souris qui 

émettent dans le vert (Alexa Fluor 488, ThermoFischer, A32723). 
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Les lamelles sont ensuite rincées 2 fois au PBS-0,1% Tween puis la chromatine 

contenue dans le noyau est marquée par ajout d’une solution de DAPI (Di Aminido 

Phenyl Indol) pendant 30 secondes. Après un dernier rinçage au PBS, les cellules 

sont montées sur lame par ajout de 5µL de milieu de montage entre lame et lamelle. 

Les lames sèchent à température ambiante pendant un minimum de 10h avant d’être 

lues au microscope à fluorescence.  

 

La lecture des lames est effectuée sur un microscope à épifluorescence (Zeiss ®) 

avec l’aide du logiciel ZEISS. Les lasers pour l’excitation des fluorochromes sont 

sélectionnés et la mise au point est faite sur le DAPI colorant le noyau des cellules. 

La durée de l’excitation du fluorochrome par le laser est mise au point afin d’éviter la 

saturation de l’image. 

 

 

Tableau 8) Liste des anticorps primaires utilisés en WB et IF : 

Anticorps Fournisseur Référence Dilution (Iaire ; IIaire) Espèce 

Canaux ioniques 

Anti-TRPM7 Abcam ab109438 
1/1000 ; 1/3000 

IF : 1/250 ; 1/250 
Lapin 

Protéines du cytosquelette 

Anti-GFAP* Abcam ab7260 
1/500 ; 1/2000 

IF : 1/500 ; 1/500 
Lapin 

Anti-Desmine Abcam ab15200 
1/3000 ; 1/4000 

IF : 1/500 ; 1/500 
Lapin 

Anti-Vimentine ThermoFischer MA5-16409 
1/1000 ; 1/3000 

IF : 1/1000 ; 1/1000 
Lapin 

Anti-α-SMA Abcam ab7817 
1/1000 ; 1/3000 

IF : 1/1000 ; 1/1000 
Souris 

Protéines de signalisations 

Anti-P-ERK1/2 Cell Signaling 9101S 1/1000 ; 1/3000 Lapin 
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Anti-ERK1/2 Cell Signaling 9102S 1/1000 ; 1/3000 Lapin 

Anti-P-Akt Cell Signaling 9271S 1/250 ; 1/1000 Lapin 

Anti-Akt Cell Signaling 9272S 1/500 ; 1/2000 Lapin 

Anti-P-Smad2 Abcam ab53100 1/1000 ; 1/3000 Lapin 

Anti-Smad2 Abcam ab63576 1/1000 ; 1/3000 Lapin 

Anti-P-GSK3β Abcam ab75814 1/1000 ; 1/3000 Lapin 

Anti-GSK3β Abcam ab32391 1/1000 ; 1/3000 Lapin 

Anti-P-MDM2 Abcam ab170880 1/1000 ; 1/3000 Lapin 

Anti-MDM2 Abcam ab38618 1/1000 ; 1/3000 Lapin 

Protéines du cycle cellulaire 

Anti-PCNA Abcam ab29 1/1000 ; 1/3000 Souris 

Anti-Cycline E1 Abcam ab133266 1/500 ; 1/2000 Lapin 

Anti-CDK-2 CellSignaling 2546S 1/500 ; 1/2000 Lapin 

Anti-P53 SantaCruz sc126 1/500 ; 1/2000 Souris 

Protéines apoptotique 

Anti-Bax Abcam ab32503 1/200 ; 1/1000 Lapin 

Anti-Bcl-2 Abcam ab196495 1/200 ; 1/1000 Lapin 

Anti-Caspase-3 Abcam ab32351 1/1000 ; 1/3000 Lapin 

Protéine de référence 

Anti-GAPDH Abcam ab8245 1/4000 ; 1/4000 Souris 

* Les anticorps sont dilués dans le tampon TBS-Tween 3% BSA, sauf l’anti-GFAP 
qui nécessite l’utilisation d’un tampon TBS-Tween contenant 5% de BSA. 
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V) Méthodes d’imagerie cationique : 
 

1) Mesure de l’entrée cationique : 
 

L’imagerie cationique est une technique de physiologie cellulaire permettant de 

visualiser la fluorescence de sondes spécifiques aux cations. Toute variation de la 

concentration calcique intracellulaire est visible en temps réel par mesure de la 

fluorescence. Cette technique fait appel à l’utilisation de sondes calciques dérivées 

de l’aequorine (aequoria victoria), ces sondes sont capables de chélater le calcium 

avec une affinité moyenne (Kd = 140 nM). La formation d’un complexe avec le 

calcium modifie le spectre d’excitation de la sonde (Figure 35). En effet, le Fura-2, 

qui est la principale sonde calcique utilisée lors des expérimentations d’imagerie 

calcique, possède des longueurs d’ondes d’excitation différentes en fonction de son 

état de liaison au calcium. Lorsque le Fura-2 est sous sa forme libre il possède une 

longueur d’onde d’excitation de 380nm. Une fois liée au calcium, la sonde Fura-2 

possède une longueur d’onde d’excitation de 340 nm et n’émet plus en réponse à 

une stimulation à 380 nm. Le Fura-2 émet à 510 nm indépendamment de sa liaison 

au calcium, car seule la longueur d’onde de stimulation varie en fonction de l’état de 

la sonde (Figure 35). 

Le dispositif expérimental utilisé en imagerie calcique comporte un microscope 

inversé (Zeiss®), une caméra capable d’enregistré la fluorescence (PHOTOMETRIC 

CoolSNAP™ HQ2), ainsi qu’un polychromateur (Polychrome V, TILL PHOTONIC). Le 

polychromateur est en mesure d’émettre alternativement à 340 et 380nm de façon 

quasi simultanée, pour chaque temps, l’émission à 510 nm des sondes est 

enregistrée. Les données sont enregistrées grâce au logiciel MetaFluor v 6.1 (Meta 

Imaging Series®). Le logiciel est capable de quantifier la fluorescence émise à 510 

nm par les sondes et de classer ces valeurs de fluorescences en fonctions de la 

longueur d’onde d’excitation utilisée.  

2,5.105 cellules destinées aux tests d’imagerie sont ensemencées sur une lamelle de 

verre (Deckgläser, Knittel GLASS) placée dans une boite de Petri d’un diamètre de 

35mm contenant 1 mL de milieu. Les cellules sont incubées en présence de la sonde 

Fura-2 pendant 45 minutes à 37°C. Pour cela, chaque boite d’imagerie est 

« chargée » avec 2µL de Fura-2 AM dilués dans le DMSO. 
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Le Fura-2 AM possèdent un groupement Acétyle-Méthyle (AM) rendant les 

molécules lipophiles et leurs permettant de passer la membrane plasmique. L’activité 

enzymatique des Acétyle-Méthyle Estérase intracellulaires permet le clivage des 

groupements AM des sondes et leur séquestration dans le cytoplasme par perte du 

caractère lipophile. La fluorescence enregistrée est donc strictement intracellulaire. 

Une fois que les cellules ont incorporé la sonde, elles sont mises en contact avec le 

milieu d’imagerie par dépôt de quelques gouttes au centre de la lamelle. La boite est 

ensuite placée sur la platine du microscope inversé et le milieu d’imagerie est 

perfusé. 

 

Les différents milieux utilisés sont préparés à partir d’une solution mère d’imagerie 

(Tableau 6), avant d’être complétés par des solutions ioniques plus concentrées, le 

pH des solutions d’imagerie est ajusté à 7,4 à l’aide de NaOH. Les milieux à 2 mM 

Spectre d’excitation à 510 nm (Fura-2)

Ca2+

Fura-2 Libre

Fura-2 Lié au Ca2+

(iso.)

Figure 35) Structure et principe de fonctionnement de la sonde Fura-2 AM : 

Schéma représentant le changement de conformation tridimensionnelle de la sonde 
Fura-2 AM avec la fixation du calcium. La longueur d’onde d’excitation de la sonde 
libre est de 380 nm contre 340 nm pour la sonde liée au calcium. Le point 
isobestique des deux formes est situé à 360nm. Le Fura-2 émet à une longueur 
d’onde de 510 nm indépendamment de la longueur d’onde d’excitation. 

Modifié d’après [Kikushi et al. 2010]. 



165 
 

Ca2+ et 1 mM Mg2+ sont préparés par ajout de CaCl2 et de MgCl2. Une solution dans 

laquelle le Ca2+ est remplacé par du Manganèse (Mn2+) est également préparée.  

 

 

 

 

Tableau 9 : Composition des solutions et milieux d'imagerie utilisés. 

Milieux Sels Concentration molaire 

(mM) 

Masse (pour 1L) (g) 

Solution mère 

d’imagerie 

(0mM Ca2+/ 0 mM 

Mg2+) 

NaCl 145 8,747 

KCl 5 0,373 

HEPES 10 2,383 

D-Glucose 5 0,901 

 

 

A) Evaluation de la fluorescence calcique cytosolique : 

 

Les cellules sont perfusées avec une solution d’imagerie supplémentée en CaCl2 et 

MgCl2 pour une concentration finale de 2 mM Ca2+ et 1mM Mg2+. Le logiciel 

MetaFluor enregistre 3 tracés :  

 

- la fluorescence émise après stimulation à 380 nm, correspondant à la sonde libre. 

- la fluorescence émise après stimulation à 340 nm, représentant la sonde liée. - le 

ratio de fluorescence liée/libre (F340/380).  

 

Les valeurs stables de ratio de fluorescence sont quantifiées pour chaque cellule et 

représenté sous forme de moyennes. La valeur moyenne du ratio de fluorescence 

F340/380 enregistrée est donc représentative de la concentration calcique libre 

moyenne dans le cytosol. 

La fluorescence du Fura-2 (340/380 nm) est enregistrée pendant 3 minutes après 

stabilisation du signal pour déterminer le niveau moyen de Ca2+ libre dans le cytosol. 
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B) Evaluation de la fluorescence magnésique cytosolique : 

 

La technique d’évaluation de la fluorescence magnésique implique l’utilisation de la 

sonde MagFura-2 AM. Cette sonde possède une affinité importante pour le 

magnésium avec un Kd de 1,9 mM. Le MagFura-2 AM possède des caractéristiques 

d’émission analogues au Fura-2 AM. Néanmoins ses longueurs d’ondes d’excitation 

sont de 350 nm pour la forme liée au magnésium et 370 nm en conformation libre. 

De même que pour déterminer la fluorescence calcique intracellulaire, le ratio des 

formes liée sur libre est quantifié pour chaque cellule. La valeur de ratio 350/370 nm 

du MagFura-2 permet d’évaluer la fluorescence magnésique intracellulaire et donc 

d’estimer le Mg2+ libre dans le cytosol. 

 

2) Evaluation de l’entrée cationique par le quench au Mn2+: 
 

Le protocole d’enregistrement de l’entrée cationique permet d’ « éteindre » la 

fluorescence de la sonde calcique Fura-2 par perfusion d’une solution dans laquelle 

le Mn2+ remplace le Ca2+. En effet, le Mn2+ est un cation divalent qui entre dans la 

cellule en utilisant les mêmes voies que le Ca2+. La fixation du Mn2+ au Fura-2 se 

traduit par une extinction permanente de la fluorescence de la sonde par altération 

de sa structure.  

La sonde est stimulée à 360 nm qui est le point isobestique entre les formes libres et 

liées (Figure 5), cela permet de s’affranchir de la concentration calcique libre 

cytoplasmique et de ne percevoir que l’extinction de la fluorescence induite par le 

Mn2+. La chute de fluorescence induite par le Mn2+ est représentée sous forme d’une 

pente, une pente forte traduit une chute importante de la fluorescence, et ainsi une 

entrée cationique massive (Figure 6). Durant le protocole d’enregistrement, les 

cellules sont perfusées pendant 1 minute avec une solution physiologique 

(2Ca2+/1Mg2+) puis 2 minutes avec une solution de Mn2+ à 2 mM et 1mM Mg2+. La 

valeur de la pente initiale est soustraite à la valeur de la pente d’extinction (quench) 

médiée par le Mn2+ pour chaque cellule étudiée, et les résultats sont représentés 

sous forme d’une pente d’extinction moyenne (Figure 36). 
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VI) Analyse statistique : 
 

Les résultats sont présentés sous forme de moyennes ± SEM (erreur standard à la 

moyenne). Dans la présentation des résultats, « n » correspond au nombre 

d’échantillons et « N » au nombre de passages testés. L’ensemble des tests 

statistiques est réalisé grâce au logiciel Sigma-Stat 3.0. Les variables quantitatives 

obtenues sont, tout d'abord analysées par un test de Kolmogorov-Smirnov afin de 

déterminer si elles suivent une loi normale. Si c’est le cas un test de Student est 

réalisé, sinon un test non-paramétrique (Mann-Whitney) sera privilégié le cas 

échéant. Pour les tests nécessitant de comparer plus de 2 paramètres entre eux, une 

analyse de variance (ANOVA) à une ou à deux voies est effectuée ainsi que des 

tests post-hoc (Dunn's, Tukey). Une ANOVA sur rang est pratiquée si la répartition 

des échantillons ne suivent pas une loi normale. Pour tous les tests statistiques 

effectués, un seuil de significativité de 5% (P<0,05) est choisi. Tous les résultats 

numériques sont représentés sous formes graphiques à l’aide du logiciel Origin 

(Microcal). 

 

 

Figure 36) Calcul de la pente d'extinction du Fura-2 AM : 

Représentation d’un tracé d’imagerie calcique avec le protocole d’extinction au 
manganèse. Le calcul de quantification de l’extinction totale est représenté à droite et 
permet d’estimer l’entrée cationique constitutive dans la cellule. 
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RESULTATS et DISCUSSION :  

Partie I : 

Rôle du canal TRPM7 dans la prolifération des cellules 

stellaires pancréatiques humaines activées.   
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Partie 1 : Rôle du canal TRPM7 dans la prolifération des  

cellules stellaires pancréatiques humaines activées : 
 

I) Rôle du canal TRPM7 dans la prolifération  des CSP : 
 

1) Rôle du canal TRPM7 dans la prolifération des cellules PS-1 : 

 

Afin de caractériser le modèle cellulaire faisant l’objet de nos travaux, nous avons 

validé l’expression de plusieurs marqueurs qui différencient les CSP des autres types 

cellulaires du stroma : la GFAP (Gliale Fibrillary Acidic Protein), la desmine, ainsi que 

la vimentine. L’expression de ce groupe de marqueurs est caractéristique des CSP 

indépendamment de l’état d’activation du MET (Figure 37).  

 

Figure 37) Caractérisation de la lignée PS-1 : 

Validation de l’expression des marqueurs caractéristiques des CSP activées : 

Desmine, GFAP, vimentine et α-SMA par immunodétection en microscopie à 

fluorescence (A-a). Expression des vésicules lipidiques par marquage au nile red 

en immunofluorescence (A-b). Validation de l’expression des canaux TRPM7 et 

TRPM6 dans les lignées PS-1 et MIA Paca-2 par PCR (B). Localisation de 

l’expression du canal TRPM7 par immunofluorescence (C). N=3 
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Il n’existe que deux marqueurs connus à ce jour pour différencier les CSP 

quiescentes des CSP activées : l’état quiescent est caractérisé par la présence de 

vésicules lipidiques contenant le rétinol, et l’état activé par le marqueur d’activation α-

SMA [Apte et al. 2002]. Nous montrons que les cellules PS-1 sont des CSP 

activées, confirmant les résultats de Fieke et collaborateurs. Néanmoins, aucun 

contrôle négatif n’a été réalisé en parallèle sur des cellules n’exprimant pas l’α-SMA. 

Afin de caractériser la lignée PS-1, nous avons réalisé des marquages en 

microscopie à immunofluorescence pour la GFAP, la desmine, la vimentine et l’α-

SMA (Figure 37-A-a). Les cellules PS-1 expriment ces 4 protéines, confirmant qu’il 

s’agit de CSP activées (Figure 37-A-a). Un marquage du rétinol contenu dans les 

vésicules lipidiques cytoplasmiques des PS-1 a également été réalisé et montre que 

la population cellulaire moyenne est faiblement marquée, avec de rares cellules 

exprimant de nombreuses vésicules (Figure 37-A-b). Les cellules PS-1 ont été 

caractérisées in vitro lors de leur extraction du pancréas humain, et Fieke et 

collaborateurs ont déterminé que, même après activation, environ 5% des cellules 

conservaient une forte expression cytoplasmique de vésicules contenant du rétinol 

[Fieke et al. 2009]. Il est à noter que les PS-1 sont issues d’un pancréas sain, et qu’il 

s’agissait de CSP quiescentes avant qu’elles ne soient activées in vitro. Dans ces 

conditions, il paraît logique, qu’en dépit de leur activation, certaines d’entre elles 

conservent un fort marquage vésiculaire. De plus, l’activation des CSP aboutit à une 

importante diminution de l’expression de ces vésicules mais pas à une disparition 

totale [Wehr et al. 2011]. Aussi, la présence de rares vésicules ne remet pas en 

question l’état activé des cellules PS-1 en culture. 

 

Dans le but de vérifier que le canal TRPM7 est bien exprimé dans les cellules PS-1, 

une détection des transcrits du canal a été réalisée en PCR. L’expression des 

transcrits du canal TRPM6 a également été étudiée. Les résultats montrent que les 

deux canaux sont exprimés dans les cellules PS-1 (Figure 37-B). Les cellules MIA 

Paca-2 sont utilisées comme contrôle positif, puisqu’elles sont connues pour 

exprimer ces deux canaux, et que le rôle du canal TRPM7 a déjà été étudié dans ce 

modèle cellulaire [Rybarczyk et al. 2012 et 2017]. Nous avons démontré que les  

cellules PS-1 expriment les transcrits des deux canaux. Un marquage de TRPM7 a 
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également été réalisé en microscopie à immunofluorescence, et révèle une 

localisation périnucléaire du canal dans les cellules PS-1 (Figure 37-C).  

Le canal TRPM7 est exprimé de façon ubiquitaire dans l’organisme et nous nous 

attendions à ce qu’il soit exprimé dans les cellules PS-1. En revanche, le canal 

TRPM6 présente un mode d’expression organe dépendant, et n’est exprimé 

physiologiquement que dans les entérocytes du colon et dans les cellules rénales du 

tube contourné distal [DeBaaje et al. 2015]. Le canal TRPM6 est également exprimé 

dans certaines tumeurs, notamment l’ACP et le cancer du sein, avec une expression 

retrouvée dans les cellules cancéreuses MIA Paca-2 et MCF-7 respectivement 

[Guilbert et al. 2009 ;  Rybarczyk et al. 2017]. Il est, par conséquent étonnant de 

retrouver l’expression du canal TRPM6 dans les cellules PS-1. Néanmoins, le canal 

TRPM6, tout comme TRPM7, est impliqué dans le maintien de l’homéostasie 

magnésique [Chubaov et al. 2016].  

 

 

Le processus d’activation des CSP est caractérisé par une augmentation importante 

de la prolifération cellulaire, et le canal TRPM7 est un acteur connu de la prolifération 

cellulaire. Afin de vérifier le rôle du canal TRPM7 dans la prolifération des cellules 

PS-1, nous avons utilisé une approche par invalidation du canal TRPM7 par 

transfection des cellules  avec un siRNA (Figure 38).  

Les résultats ne montrent aucune variation significative de l’expression du canal 

TRPM6 24h après transfection du siTRPM7. L’utilisation du siTRPM7 permet donc 

de réduire l’expression de TRPM7 sans influencer celle du canal TRPM6. 

 



172 
 

 

Figure 38) Rôle du canal TRPM7 dans la prolifération des cellules PS-1 : 

Validation, par PCR de l’inhibition de l’expression des ARNm de TRPM7, 24h post 

transfection (A-a) ainsi que de TRPM6 (A-b).  Western Blot présentant l’effet du 

siTRPM7 sur l’expression de la protéine TRPM7 (B-a) et quantification de 

l’expression protéique de TRPM7 48h post transfection (B-b). Cinétique de viabilité 

cellulaire des cellules PS-1 en fonction du siRNA utilisé mise en évidence par test 

au MTT (C). Profils de cycle cellulaire en fonction du nombre de cellules analysées 

en cytométrie de flux (D-a) et quantification de la répartition des cellules dans les 

différentes phases du cycle cellulaire 72h post transfection (D-b). Western blot 

représentant le niveau relatif d’expression des protéines du cycle (E-a) et 

quantification de l’expression des protéines normalisée sur la GAPDH, 72h post 

transfection (E-b). N=3 ; NS p> 0.05 ; * p< 0.05 ; ** p< 0.01 ; *** p< 0.001. 
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La transfection des cellules par un siRNA a été validée par PCR, où l’on constate 

une diminution de l’expression des transcrits de TRPM7 de 82% (siTRPM7 : 0.18 ± 

0.01 contre siCTRL) 24h après la transfection des cellules avec le siTRPM7 comparé 

aux cellules transfectées avec le siRNA contrôle (siCTRL) (Figure 38-A-a). 

L’expression des transcrits du canal TRPM6 a également été quantifié par PCR 48h 

après la transfection du siTRPM7. Aucune variation significative de l’expression des 

transcrits du canal TRPM6 n’est perceptible dans les cellules transfectées avec le 

siTRPM7 (siTRPM7 : 0.93 ± 0.19 contre siCTRL : 1.00) (Figure 38-A-b). Le niveau 

d’expression de la protéine TRPM7 a également été quantifié par Western blot 48h 

après transfection. L’expression du canal TRPM7 diminue de près de 62% avec le 

siTRPM7 (siTRPM7 : 0.38 ± 0.08 contre siCTRL : 1.00), comparé aux cellules 

contrôles (transfectées avec le siCTRL (Figure 38-B). 

Après avoir validé l’efficacité du siTRPM7, la viabilité des cellules a été évaluée par 

métabolisation du MTT, au cours d’une cinétique de croissance cellulaire de 96h 

(Figure 38-C). Les résultats obtenus montrent une diminution de la viabilité cellulaire 

à 72h (siTRPM7 : 1.52 ± 0.06 contre siCTRL : 1.92 ± 0.07) et 96h (si TRPM7 : 1.62 ± 

0.05 contre siCTRL : 2.17 ± 0.05)  après la transfection du siTRPM7 en comparaison 

avec les cellules contrôles (Figure 38-C). Aucune différence significative n’est perçue 

entre les deux conditions 24h (si TRPM7 : 1.00 ± 0.01 contre siCTRL : 0.99 ± 0.00)  

et 48h (si TRPM7 : 1.18 ± 0.06 contre siCTRL : 1.23 ± 0.03)  après la transfection 

des cellules avec le siCTRL et le siTRPM7 (Figure 38-C). 

La diminution de la viabilité cellulaire globale peut être reliée à une baisse de la 

prolifération cellulaire comme à une hausse de la mortalité. Afin de confirmer que 

l’effet du siTRPM7 sur la viabilité des cellules PS-1 est lié à la prolifération, des tests 

d’analyse du cycle cellulaire utilisant la technique de cytométrie en flux ont été 

réalisés 72h après transfection (Figure 38-D). La cinétique de viabilité cellulaire 

précédemment réalisée a permis de déterminer que le siTRPM7 induit une baisse de 

la viabilité des cellules PS-1 72h après transfection et atteint son maximum à 96h 

(Figure 38-C). Le cycle cellulaire est donc évalué à 72h, temps auquel l’inhibition de 

la prolifération cellulaire est amorcée et  se poursuit jusqu’à 96h. 

Les résultats obtenus montrent une augmentation du pourcentage de cellules en 

phase G0/G1 du cycle cellulaire d’environ 8% (si TRPM7 : 77.47 ± 0.84% contre 
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siCTRL : 68.43 ± 2.70%), ainsi qu’une diminution du pourcentage de cellules en 

phase S de 5% (si TRPM7 : 4.12 ± 0.51% contre siCTRL : 9.4 ± 1.25%),  lorsqu’elles 

sont transfectées avec le siTRPM7. La transfection avec le siTRPM7 n’influence pas 

le pourcentage de cellules situées dans la phase G2/M du cycle cellulaire (si 

TRPM7 : 17.74 ± 0.97% contre siCTRL : 18.51 ± 0.85%) (Figure 38-D-b). 

Dans le but de confirmer les effets de la transfection avec le siTRPM7 sur la 

répartition des cellules dans le cycle cellulaire l’expression des protéines impliquées 

dans la transition G1-S a été analysée par western blot à t=72h après la transfection 

des cellules. L’expression des protéines P53, régulateur du cycle cellulaire et 

notamment du point de restriction ; de PCNA ainsi que de la cycline-E et de la CDK2, 

toutes 3 impliquées dans la transition G1-S a été évalué (Figure 38-E). 

Les résultats montrent une augmentation de l’expression du facteur P53 d’environ 

160% (si TRPM7 : 2.61 ± 0.35 contre siCTRL : 1.00), ainsi qu’une réduction de 

l’expression de PCNA de 44% (si TRPM7 : 0.56 ± 0.17 contre siCTRL : 1.00),  et de 

la CDK2 d’environ 72% (si TRPM7 : 0.28 ± 0.09 contre siCTRL : 1.00), 72h après 

transfection avec le siTRPM7 et en comparaison avec les cellules transfectées avec 

le siCTRL. Les résultats ne montrent aucune variation significative de l’expression de 

la cycline E (siTRPM7 : 0.84 ± 0.21 contre siCTRL : 1.00) (Figure 38-E-b). 

 

Les résultats obtenus montrent une diminution de la viabilité cellulaire induite par le 

siTRPM7.  L’effet perçut sur la viabilité  est due à l’accumulation des cellules en 

phase G0/G1 du cycle cellulaire accompagné d’une diminution du pourcentage de 

cellules en phase S. L’inhibition de la transition G1-S semble liée à l’augmentation de 

l’expression de P53 induisant une diminution de l’expression de la CDK2 et de 

PCNA. Il est a noter que l’expression de la cycline E ne varie pas. 

Il a été démontré que l’expression du canal TRPM7 augmente de façon importante 

uniquement pendant la phase G1 du cycle cellulaire, suggérant qu’il puisse être 

impliqué dans la transition vers la phase S [Tani  et al. 2007]. Il a également été 

démontré que le canal TRPM7 régule la transition G1-S dans les cellules de 

rétinoblastome [Hanano et al. 2004] et de cancer de la vessie [Cao et al. 2016]. 
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La cycline E, la CDK2 et PCNA sont connu pour être régulés négativement par le 

facteur P53. Nos résultats ne montrent aucune variation de l’expression de la cycline 

E, la transition en phase S étant lié à l’association du complexe actif CDK2/cycline E, 

la régulation de la CDK2 uniquement est suffisante pour induire un blocage en phase 

G0/G1. L’expression de la cycline E ne variant pas avec l’utilisation du siTRPM7, 

seul l’expression de CDK2 et PCNA sera prise en compte pour valider un blocage de 

la transition G1-S au cours des analyses du cycle cellulaire complémentaires.    

  

Afin de confirmer le rôle du canal TRPM7 dans la prolifération des cellules PS-1, 

nous avons utilisé un inhibiteur du canal, le NS8593 (Figure 39). 

Figure 39) Rôle du canal TRPM7 dans la prolifération des cellules PS-1 :  

Cinétique de viabilité cellulaire au MTT des cellules PS-1, en fonction du traitement 

au NS8593 ou avec le solvant seul (A). Profils de cycle cellulaire en cytométrie de 

flux des cellules PS-1 en fonction du traitement avec l’inhibiteur pharmacologique du 

canal TRPM7 (B-a) et quantification de la répartition cellulaire dans les phases du 

cycle à t=72h (B-b). Western blot représentant l’expression des protéines CDK-2 et 

PCNA avec et sans traitement au NS8593 (C-a) et quantification de l’expression de 

ces protéines sur l’expression de la GAPDH à t=72h (C-b). N=3 ; NS p> 0.05 ; * p< 

0.05 ; ** p< 0.01. 
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Les cellules ont été traitées avec 25 µM de NS8593 pendant une durée de 72h et la 

viabilité cellulaire a été quantifiée par test au MTT (Figure 39-A). L’inhibition du canal 

par le NS8593 à une concentration de 25 µM induit une diminution significative de la 

viabilité cellulaire dès 48h (NS8593 : 1.08 ± 0.07 contre le contrôle DMSO 1.23 ± 

0.02) (Figure 39-A). La diminution de la viabilité cellulaire est amplifiée à 72h  

(NS8593 : 1.28 ± 0.09 contre le contrôle DMSO 1.60 ± 0.02)  et 96h (NS8593 : 1.28 ± 

0.12 contre le contrôle DMSO 2.27 ± 0.14). Le traitement au NS8593 empêche 

également que la viabilité cellulaire n’augmente au cours du temps, il n’y a pas de 

différence significative de viabilité cellulaire entre 24h et 96h (24h NS8593 : 1.00 ± 

0.03 contre 96h NS8593 : 1.28 ± 0.12) contrairement à la condition contrôle DMSO 

(24h DMSO : 1.00 ± 0.02 contre 96h DMSO : 2.27 ± 0.14) (Figure 39-A).   

L’exploration du cycle cellulaire par cytométrie de flux montre une augmentation du 

pourcentage de cellules en phase G0/G1 d’environ 10% (NS8593 : 82.81 ± 1.27% 

contre DMSO : 72.93 ± 3.04%), une diminution du pourcentage de cellules en phase 

S de 4% (NS8593 : 5.92 ± 0.87% contre DMSO : 10.75 ± 1.10%),  et en phase G2/M 

de 5% environs (NS8593 : 11.17 ± 0.94% contre DMSO : 16.30 ± 1.04%) (Figure 39-

B). 

Dans le but de confirmer le blocage en phase G0/G1 du cycle cellulaire induit par un 

traitement au NS8593, l’expression des protéines PCNA et CDK2, connues pour 

diminuer 72h après transfection avec le siTRPM7, a été quantifié (Figure 39-C). Le 

traitement avec 25 µM de NS8593 pendant 48h provoque une diminution de 

l’expression de PCNA d’environ 35% (NS8593 : 0.66 ± 0.11 contre le contrôle 

DMSO : 1.00) accompagnée d’une baisse du niveau d’expression de la CDK2 de 

75% (NS8593 : 0.25 ± 0.01 contre le contrôle DMSO : 1.00) (Figure 39-C-b). 

Des résultats similaires sur la viabilité et la prolifération sont obtenus avec l’inhibiteur 

pharmacologique du canal TRPM7. L’utilisation du NS8593 induit un arrêt de la 

viabilité des cellules PS-1 entre 24 et 96h contrairement au siTRPM7 aux effets plus 

modérés (Figure 38-C). En effet le NS8593 est utilisé  la concentration de 25 µM 

dans nos travaux. Cette inhibiteur pharmacologique possède une IC50 pour le canal 

TRPM7 de 1,6µM et a été utilisé dans la littérature une concentration similaire [Davis 

et al. 2014]. Nous souhaitions utiliser le NS8593 à une forte concentration afin 

d’induire un effet inhibiteur supérieur à l’effet de l’invalidation du canal par le 
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siTRPM7. Ainsi nos résultats semblent indiquer que l’activité du canal TRPM7 est 

indispensable au maintien de la viabilité cellulaire dans les cellules PS-1. 

Le NS8593 induit également un blocage du cycle en phase G0/G1 lié à une 

diminution de l’expression de CDK2 et PCNA (Figure 39-B et C) et. Bien que le 

niveau d’expression de P53 n’ait pas été quantifié avec l’inhibition pharmacologique 

de TRPM7, l’activité de MDM2 a été investiguée par la suite dans la condition traitée 

avec le NS8593. 

 

 

2) Rôle du facteur p53 dans la prolifération des cellules PS-1 : 

 

Le rôle de P53 dans la prolifération des cellules PS-1 a été confirmé par l’utilisation 

de la nutlin3a connue pour empêcher l’interaction P53/MDM2 et donc la dégradation 

de P53 (Figure 40). Cet outil pharmacologique permet de mimer une augmentation 

importante de P53, et ainsi d’imiter l’effet du siTRPM7. 

 Le traitement avec la nutlin3a induit une forte diminution de l’expression de la CDK2 

et de PCNA (Figure 40-C) avec une inhibition très importante du pourcentage de 

cellules en phase S (Figure 40-B). L’inhibition de la dégradation de P53 par la 

nutlin3a a été vérifiée via la quantification de l’expression de P53 ainsi que de son 

régulateur P-MDM2 (Figure 40-C). 

La très forte diminution du pourcentage de cellules en phase S n’est pas 

accompagnée d’une accumulation des cellules en phases G0/G1. Au cours des 

expérimentations impliquant le siTRPM7, l’expression de P53 est multiplié par 2 

(Figure 38-E), lorsque les cellules sont traitées avec la nutlin3a, le facteur P53 voie 

sont expression décuplée (Figure 40-C).  

P53 agit au cours de toutes les phases du cycle cellulaire, il est possible qu’en cas 

de très forte concentration de P53 il y ait un fort blocage en phase G0/G1 tout 

comme en phase G2/M, ce qui pourrait expliquer l’absence d’accumulation des 

cellules en phase G0/G1 (les cellules étant reportées équitablement sur les deux 

phases).  
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Ces résultats confirment que  P53 est impliqué dans la prolifération des cellules PS-1 

et agit en aval du canal TRPM7 sur l’expression de CDK2 et PCNA. 

P53 est connu pour être régulé par la protéine MDM2, étant elle-même influencée 

par l’activation de voies de signalisations tel que PI3K/AKT ou encore mTOR 

Figure 40) Rôle de P53 dans la prolifération des cellules PS-1 :  

Cinétique de viabilité cellulaire au MTT des PS-1 avec traitement à la nutlin3a ou DMSO 

seul ; N=3 (A). Profils de cycle cellulaire des cellules PS-1 en fonction du traitement à la 

nutlin3a (B-a) et quantification de la répartition des cellules dans les phases du cycle à 

t=72h ; N=3 (B-b). Western blot présentant l’expression des protéines P-MDM2, P53, 

CDK-2 et PCNA (C-a) et quantification de l’expression de ces protéines par rapport à la 

GAPDH à t=72h ; N=4 (C-b). NS p> 0.05 ; * p< 0.05 ; *** p< 0.001. 
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[Carnero et Paramio 2014]. D’autre part le canal TRPM7 est connu pour influencer 

la prolifération cellulaire en régulant les voies PI3K et ERK dans les CSH [Fang et  

al. 2013]. 

 

3) Implication de la voie PI3K/AKT dans la prolifération des cellules 

PS-1 : 

 

Figure 41) Rôle du canal TRPM7 sur la signalisation proliférative dans les cellules 
PS-1 :  

Western blot représentant l’expression des protéines MDM2, Akt, GSK3-β et ERK1/2 ainsi 

que de leur formes phosphorylées respectives en fonction du siRNA transfectés ou de 

l’utilisation du NS8593 (A-a). Quantification du ratio d’expression des formes 

phosphorylées et non phosphorylées des protéines citées, en fonction du siRNA ou de 

l’inhibition pharmacologique du canal TRPM7 72h post transfection ou après 48h de 

traitement (A-b). N=4 ; NS p> 0.05 ; * p< 0.05. 
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Nous avons donc vérifié le niveau d’activation des voies mitotiques PI3K/AKT et ERK 

(Figure 41). Nos résultats montrent que le canal TRPM7 régule l’activation de la voie 

PI3K/AKT ainsi que des cibles d’AKT, GSK3-β et MDM-2 (Figure 41). La 

phosphorylation de MDM-2 sur S166 par AKT permet d’augmenter sont affinité pour 

P53 et facilite la dégradation de ce dernier. La phosphorylation de GSK3-β sur S9 

par AKT bloque le site de liaison de GSK3-β à ces éventuels substrats et l’inactive. 

GSK3-β est connu pour inhiber la prolifération cellulaire et favoriser l’apoptose 

lorsqu’il est sous forme non phosphorylé, en régulant principalement des acteurs de 

la transition G1-S tel que les cyclines E et D [Maurer et al. 2014]. Par conséquents 

nos résultats suggèrent que le canal TRPM7 favorise la prolifération cellulaire par la 

voie PI3K/AKT en permettant l’inhibition de GSK3-β et la dégradation de P53. Les 

effets de l’invalidation comme de l’inhibition pharmacologique de TRPM7 sur 

l’activation de la voie PI3K/AKT sont semblables (Figure 41). 

D’autres parts, nos résultats indiquent une potentiel régulation négative de la voie 

ERK1/2 par le canal TRPM7, dont le niveau d’activation augmente lorsque TRPM7 

est invalidé par siRNA mais pas lorsque celui-ci est inhibé par le NS8593 (Figure 41). 

Il a été démontré que l’invalidation du canal TRPM7 induit un blocage en phase 

G0/G1 du cycle cellulaire accompagné d’une diminution de l’expression de CDK2, 

d’une baisse de l’activation de la voie PI3K/AKT ainsi que d’une augmentation de P-

ERK1/2 dans les cellules de cancer de la vessie BCa [Cao et al. 2016]. 

D’autres travaux démontrent l’existence d’un phénomène de régulation négative de 

la voie ERK1/2 par le chanzyme TRPM7. Il a notamment été démontré que 

l’inhibition du canal TRPM7 favorise l’hypertension artérielle pulmonaire via 

l’activation de la voie ERK1/2 dans les CMLV [Xing et al. 2019]. De plus, 

l’invalidation du canal TRPM7 favorise la prolifération des cellules endothéliales 

vasculaire également par l’activation de la voie ERK [Inoue et al. 2009]. 

Nos résultats démontrent un phénomène similaire à celui décrit dans la littérature, 

concernant la régulation négative de la voie ERK. Néanmoins, ces résultats ne sont 

pas obtenus lorsque le canal est inhibé avec le NS8593. Le NS8593 n’est pas 

spécifique du canal TRPM7, il est utilisé dans le cadre de nos travaux à la 

concentration de 25 µM et touche également, a cette concentration, les canaux SK 

ainsi que le canal TRPM6 [Davis et al. 2014 ; Shen et al. 2014]. Il est probable que 
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l’inhibition combinée de plusieurs canaux potentiellement régulateurs de ERK, 

abolisse l’effet inhibiteur de TRPM7 sur la voie ERK. Ainsi, l’inhibition combinée d’un 

régulateur négatif et d’un activateur peut aboutir à l’absence de modification de 

l’activation de ERK observée sur les cellules traitées au NS8593. Il est à noter que le 

NS8593 inhibe le canal TRPM7 par interaction de ses cycles aromatique avec le 

pore du canal [Davis et al. 2014 ; Shen et al. 2014]. Aussi, la fonction enzymatique 

intracellulaire du canal ne devrait pas être influencée par la fixation de l’inhibiteur. 

L’absence d’activation de la voie ERK par le NS8593 dans les cellules PS-1 pourrait 

suggérer que  le chanzyme TRPM7 inhibe l’activation de la voie ERK via son 

domaine kinase. 

Ces résultats montrent que l’invalidation du canal TRPM7 augmente l’activation de 

ERK1/2 et que l’invalidation ou l’inhibition du canal diminuent l’activation de la voie 

PI3K/AKT. 



182 
 

Afin de confirmer l’implication de la voie PI3K/AKT dans la prolifération cellulaire 

induite par TRPM7 dans les cellules PS-1, nous avons utilisé la wortmannine connue 

pour inhiber la PI3K (Figure 42). 

 

 

Figure 42) Rôle de la voie PI3K/AKT dans la prolifération des cellules PS-1 : 

Cinétique de viabilité des cellules PS-1 en fonction du traitement à la wortmannine 
(A). Profils de cycle cellulaire des cellules PS-1 traitées ou non à la wortmannine (B-a) 
et quantification de la répartition cellulaire dans les phases du cycle en fonction du 
traitement à t=72h (B-b). Western blot représentant l’expression relative des protéines 
P53, CDK-2 et PCNA en fonction du traitement à la wortmannine (C-a) et 
quantification de l’expression de ces protéines par rapport à la GAPDH à t=72h (C-b). 
Western blot présentant l’expression relative des formes natives et phosphorylées de 
MDM2 et GSK3 en fonction du traitement à la wortmannine (D-a) et quantification du 
ratio d’expression des formes phosphorylées et non phosphorylées de ces protéines à 
t=72h (D-b). N=3 ; * p< 0.05 ; ** p< 0.01. 
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Nos résultats montrent que cultiver les cellules PS-1 avec la wortmannine induit un 

blocage du cycle cellulaire en phase G0/G1 (Figure 42-B), accompagné d’une 

augmentation de l’expression de P53 et d’une diminution de l’expression de PCNA et 

CDK2 (Figure 42-C). L’effet de la wortmannine est validé sur deux des principales 

cibles de la kinase AKT : MDM2 et GSK3, dont le niveau de phosphorylation diminue 

suite au traitement avec la wortmannine (Figure 42-D). 

L’utilisation de la wortmannine, induit des effets similaire à l’invalidation / inhibition du 

canal TRPM7 sur la prolifération des cellules PS-1 confirmant l’implication de la voie 

PI3K/AKT dans ce processus, ainsi que le rôle déclencheur de TRPM7 dans la 

prolifération des cellules PS-1. 

Nos résultats montrent que le canal TRPM7 régule la prolifération cellulaire via 

l’activation de la voie PI3K/AKT influençant p53 et GSK3-β. Cependant le 

mécanisme d’action du canal TRPM7 reste indéterminé. 

Le chanzyme TRPM7 peut être impliqué dans la prolifération cellulaire des PS-1 via 

deux fonctions. Tout d’abord, la fonction enzymatique du chanzyme connu pour 

réguler des mécanismes tels que l’apoptose et la migration cellulaire [Krapivinsky et 

al. 2014 ; Lin et al. 2015]. Néanmoins la kinase de TRPM7 n’a jamais été étudiée 

dans le cadre du processus prolifératif. D’autre part, le canal TRPM7 est connu pour 

réguler la prolifération cellulaire via sa fonction canal et principalement par des 

conductances calciques et magnésiques [Yee et al. 2011 ; Abed et al. 2007]. 

 

 

4) Rôle du magnésium dans la prolifération des cellules PS-1 : 
 

Afin de caractériser le rôle du canal TRPM7 dans la prolifération des cellules PS-1 

nous avons évalué son influence sur l’entrée cationique, l’homéostasie calcique et 

magnésique (Figure 43). Nos résultats d’imagerie cationique révèlent que le canal 

TRPM7 est impliqué dans l’entrée cationique et régule la concentration magnésique 

intracellulaire dans les cellules PS-1 (Figure 43). 
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Figure 43) Rôle du canal TRPM7 dans l’entré cationique, et le maintien  de 
l’homéostasie calcique et magnésique dans les  cellules PS-1 :  

Pentes d’extinction de la fluorescence à 360nm du Fura-2 dans les cellules PS-1 

transfectées avec le siTRPM7 ou le siCTRL (A-a) et quantification de la pente 

d’extinction de fluorescence dans les mêmes conditions (A-b). Quantification du ratio de 

fluorescence de la sonde Fura-2 en fonction du siRNA transfecté (B). Quantification du 

ratio de fluorescence du MagFura-2 en fonction du siRNA transfecté (C). Pentes 

d’extinction de la fluorescence à 360nm du Fura-2 dans les cellules PS-1 traitées avec 

le NS8593 ou le DMSO seul (D-a) et quantification de la pente d’extinction de 

fluorescence dans les mêmes conditions (D-b) Quantification du ratio de fluorescence 

de la sonde Fura-2 en fonction du traitement avec le NS8593 (E). Quantification du ratio 

de fluorescence du MagFura-2 en fonction du traitement avec le NS8593 (F). Réalisé 

48h post transfection ou après 24h de traitement ; N=3 ; *** p< 0.001. 
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Il a été démontré que le canal TRPM7 régule l’influx cationique dans les cellules, il 

est perméable au calcium ainsi qu’au magnésium, et ces deux cations sont connus 

pour être impliqués dans la prolifération cellulaire [Zou et al. 2019]. Nos résultats 

confirment l’implication du canal TRPM7 dans l’entré cationique et la régulation du 

magnésium intracellulaire. De plus, la réduction de l’entré de cation induite par le 

siTRPM7 permet de confirmer la localisation membranaire du canal dans les cellules 

PS-1. 

Il a également été démontré que lorsque l’expression du canal TRPM7 diminue, 

d’autres canaux magnésiques tel que MagT1 voient leur expression régulé 

positivement afin de maintenir l’homéostasie magnésique dans la cellule [Cazzaniga  

et al. 2017 ; Deason-Towne et al. 2011]. La diminution de la fluorescence 

magnésique intracellulaire que nous observons démontre qu’un tel mécanisme n’est 

pas mis en place, ou, tout du moins, que la compensation ne permet pas le 

recouvrement de la fluorescence magnésique contrôle dans les cellules PS-1. Nos 

résultats démontrent que le canal TRPM7 est le principale régulateur de 

l’homéostasie magnésique dans les cellules PS-1 et que son inhibition / invalidation 

génère une diminution du magnésium intracellulaire (Figure 43). 

Le canal TRPM7 étant également perméable au calcium, nous avons donc mesuré la 

fluorescence calcique des cellules PS-1. Les résultats montrent une légère 

augmentation de la fluorescence calcique intracellulaire traduisant une faible 

élévation de la concentration calcique cytosolique (Figure 43-B et E). Il est à noter 

que le magnésium est le principale antagoniste du calcium et que le canal TRPM7 

est d’avantage sélectif pour le magnésium qu’il ne l’est pour le calcium [Monteilh-

Zoller et al. 2003]. Ainsi, l’invalidation ou l’inhibition du canal TRPM7 influence 

d’avantage le magnésium que le calcium intracellulaire. De plus, il est probable que 

la diminution de la concentration magnésique intracellulaire favorise l’élévation de la 

concentration calcique, les ions calcium venant remplacer les ions magnésiums. 
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. 

 

Figure 44) Effet du magnésium sur la prolifération cellulaire dépendante de 
TRPM7 dans les cellules PS-1 :  

Cinétique de viabilité des cellules PS-1 en fonction de la transfection et de la 

concentration magnésique extracellulaire; N=3 (A). Profils de cycle cellulaire des 

cellules PS-1 en fonction du siRNA employé et de la concentration en magnésium 

extracellulaire (B-a) et quantification de la répartition des cellules dans les différentes 

phases du cycle cellulaire dans les mêmes conditions, 72h post transfection ; N= 4 (B-

b). Western blot présentant l’expression relative des protéines P53, GSK3-β (et 

phospho GSK3-β), CDK2 et PCNA, par rapport à la GAPDH dans les cellules PS-1 en 

fonction de la transfection et de la concentration de magnésium extracellulaire, 72h post 

transfection ; N=2 (C). NS p> 0.05 ; * p< 0.05 ; ** p< 0.01 ; *** p< 0.001. 
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Nous avons démontré que le canal TRPM7 est impliqué dans la régulation de 

l’homéostasie magnésique intracellulaire dans les cellules PS-1 (Figure 43). De plus 

le magnésium est impliqué dans la régulation de la prolifération cellulaire, et 

influence principalement la transition G1-S [DeBaaje et al. 2015]. 

Nous avons donc cherché à confirmer l’implication du magnésium dans le processus 

de prolifération cellulaire dépendant du canal TRPM7 en cultivant les cellules PS-1 

dans un milieu contenant 10 mM MgCl2. 

Les résultats impliquant une supplémentation magnésique extracellulaire montrent 

un effet compensatoire de l’invalidation de TRPM7 sur la prolifération cellulaire. Le 

magnésium permet de diminué l’accumulation des cellules PS-1 en phase G0/G1 

induite par le siTRPM7 et semble réguler l’expression de P53, CDK2 et PCNA ainsi 

que l’inactivation de GSK-3 (Figure 44-C). 

Néanmoins, la supplémentation magnésique ne permet pas d’augmenter la viabilité 

cellulaire  des cellules transfectées avec le siTRPM7. Il est possible que le 

magnésium favorise la prolifération et induise l’apoptose en parallèle, annulant ainsi 

l’effet prolifératif par une diminution de la survie des cellules PS-1. Il a été démontré 

qu’un influx  de magnésium favorise l’apoptose cellulaire par la voie mitochondriale 

dans les hépatocytes de rat [Patel et al. 1994] et est indispensable au 

développement de l’apoptose induite par la voie Fas sur les cellules T [Chien et al. 

1999]. Les résultats de quantification de l’apoptose cellulaire réalisés en condition de 

supplémentation magnésique révèlent effectivement une augmentation importante 

de la mortalité cellulaire (Figure 58-F). L’effet sur l’apoptose induite par le 

magnésium dépend de l’invalidation du canal TRPM7 et n’est pas perceptible en 

condition contrôle (Figure 58-F). Ces résultats suggèrent que le calcium pourrait être 

impliqué dans l’apoptose induite par la supplémentation magnésique.  

Le magnésium est connu pour être le principal antagoniste du calcium dans la 

cellule, et le canal TRPM7 présente une sélectivité plus importante pour le 

magnésium que pour le calcium [Monteilh-Zoller et al. 2003]. C’est pourquoi, il est 

probable que les cellules cultivées dans un milieu contenant 10 mM de magnésium 

présentent une diminution de la concentration calcique intracellulaire. Et que l’influx 
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calcique médié par le canal TRPM7 soit fortement inhibé par le magnésium en raison 

de la concentration magnésique élevée et de la sélectivité du canal TRPM7. Il a été 

démontré que le calcium régule négativement l’apoptose et est impliqué dans la 

survie cellulaire. Le canal TRPM7 est également connu pour exercer un rôle 

protecteur sur l’apoptose des cellules cancéreuses gastrique et de la vessie [Cao et 

al. 2016 ; Kim et al. 2008]. 

Ainsi, les conditions expérimentales misent en place favorise théoriquement une 

diminution de l’influx calcique médié par le canal TRPM7, celui-ci étant réduit par 

l’invalidation de TRPM7 ainsi que par la compétition des ions magnésium hautement 

concentrés. Nos résultats montrent que l’effet du siTRPM7 sur l’apoptose est 

potentialisé par le magnésium extracellulaire. Ces résultats suggèrent que le rôle du 

canal TRPM7 dans la survie cellulaire est indépendante du magnésium, et est 

probablement lié à une entré de calcium. 

De plus, le modèle de compensation de la transfection du siTRPM7 par 

supplémentation du milieu de culture en magnésium n’a pas été validé en imagerie 

cationique. Afin de confirmer qu’il existe bien un mécanisme d’élévation de la 

concentration de magnésium intracellulaire lorsque les cellules sont cultivées dans 

un milieu contenant 10 mM MgCl2 nous devrions réaliser des mesures de la 

fluorescence du MagFura-2 et du Fura-2. La quantification de l’intensité de 

fluorescence dans les conditions impliquant une supplémentation en MgCl2 nous 

permettrait de vérifier que le niveau de fluorescence magnésique cytosolique revient 

au niveau contrôle en dépit de l’invalidation de TRPM7 par le siTRPM7. La 

quantification de l’intensité de fluorescence calcique intracellulaire (Fura-2)  en 

présence de 10 mM MgCl2 nous permettrait de valider une éventuelle diminution de 

la concentration calcique induite par l’antagonisme Mg2+/Ca2+. 

 

L’inhibiteur de la fonction canal de TRPM7, le NS8593 n’a pas été utilisé dans le 

cadre de manipulation impliquant une élévation de la concentration magnésique 

extracellulaire. En effet, l’inhibition du canal par le NS8593 est modulée par le 

magnésium intracellulaire [Shen et al. 2014]. Il a été démontré que l’IC50 du NS8593 

pour une concentration magnésique cytosolique proche de zéro est de 1.6 µM contre 

5.9 µM lorsque elle atteint 300 µM [Mg2+]i [Shen et al. 2014]. 
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Les conditions expérimentales de supplémentation magnésique induisent une 

variation de concentration magnésique intracellulaire, permettant la compensation de 

l’invalidation de TRPM7 sur la prolifération cellulaire. Dans le cas d’une inhibition du 

canal par le NS8593, en condition de supplémentation avec [10 mM Mg2+]e , il est 

possible que les résultats soient biaisés par la sensibilité de l’inhibiteur pour le 

magnésium. En effet, pour une concentration similaire de NS8593 entre les 

conditions contrôle [1 mM Mg2+]e et de supplémentation [10 mM Mg2+]e l’IC50 de celui-

ci sera différente, et il ne sera pas possible de comparer les deux conditions entre 

elles puisque 2 paramètres varient en mêmes temps (IC50 du NS8593 et [Mg2+]e). 

 

Par ailleurs, il a été démontré que le canal TRPM7 interagit étroitement avec d’autres 

acteurs du transport magnésique tel que le canal TRPM6 [Ferioli et al. 2017], le 

canal MagT1 [Deason-Towne et al. 2011 ; Cazzaniga  et al. 2017], SLC41A1 

[Mandt et al. 2011], et SLC41A2 [Sahni et al. 2007]  Des mécanismes de 

compensation sont d’ailleurs mis en place, et il a été démontré qu’une diminution de 

l’expression de TRPM7 induit une élévation du niveau d’expression de MagT1 

[Cazzaniga  et al. 2017 ; Deason-Towne et al. 2011]. Outre la compensation par le 

niveau d’expression, il a été démontré qu’en cas d’invalidation du canal TRPM7, on 

observe une compensation de l’entrée magnésique par les canaux SLC41A1, 

SLC41A2 et MagT1 [Sahni et al. 2007 ; Mandt et al. 2011 ; Deason-Towne et al. 

2011; Cazzaniga  et al. 2017]. 

Néanmoins, la diminution de la fluorescence magnésique intracellulaire observée 

lorsque TRPM7 est invalidé ou inhibé (Figure 43-C et F) suggère qu’un tel 

phénomène n’est pas mis en place dans ce contexte et que TRPM7 est le principal 

régulateur de l’homéostasie magnésique dans les cellules PS-1. 

Nos résultats ne permettent pas de prouver que le magnésium extracellulaire 

responsable de l’effet prolifératif pénètre la cellule par le canal TRPM7. L’ensemble 

des transfection ont été effectuées avec 2µg de siRNA, comme nous l’avons vu cela 

correspond à une diminution de l’expression de la protéine TRPM7 d’environ 70% 

(Figure 38-B). Par conséquent, le groupe de canaux TRPM7 restant après la 

transfection, soit environ 30% du contrôle, serait suffisant pour permettre l’influx 

magnésique pour des concentrations extracellulaires fortes (10 mM). 
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Aussi, il semble important de réaliser une transfection nous permettant d’atteindre 

l’invalidation totale du canal TRPM7. La réalisation d’une supplémentation 

magnésique extracellulaire ([10 mM Mg2+]e) en condition siCTRL et avec une 

concentration de siTRPM7 permettant d’atteindre 99% d’invalidation de la protéine 

nous permettrait de confirmer l’implication du  canal TRPM7 dans l’influx 

magnésique. Dans ce cas, aucune compensation de l’invalidation de TRPM7 induite 

par le magnésium extracellulaire ne devrait être perceptible sur la prolifération 

cellulaire, et la supplémentation échouerait à rétablir un profil de cycle cellulaire 

équivalent au siCTRL. 

Dans le cas contraire, nous devrions observer un phénomène de compensation par 

le magnésium similaire aux conditions testés n’impliquant que 2µg de siRNA, et cela 

traduirait un phénomène de compensation indépendant de TRPM7, impliquant 

d’autres canaux magnésiques tel que MagT1. 

 

 

Afin de confirmer le rôle du magnésium sur l’activation de la voie PI3K/AKT, nous 

avons cultivé les cellules PS-1 traitées avec la wortmannine dans un milieu 

supplémenté en magnésium (Figure 45). Si le canal TRPM7 régule l’activation de la 

voie PI3K/AKT en influençant l’entrée magnésique, l’augmentation de la 

concentration magnésique extracellulaire devrait compenser l’inhibition de cette voie 

par la wortmannine. 

Le magnésium permet d’augmenter la viabilité cellulaire des cellules traitées avec la 

wortmannine (Figure 45-A). L’effet sur la viabilité est lié à une augmentation de la 

prolifération des cellules PS-1 induite par le magnésium en présence ou en l’absence 

d’un traitement avec la wortmannine (Figure 45-B). Le magnésium compense l’effet 

de la wortmannine sur l’accumulation des cellules en phase G0/G1 et augmente le 

pourcentage de cellules en phase S du cycle cellulaire (Figure 45-B). Enfin, le 

magnésium permet de compenser partiellement l’inhibition de AKT induite par la 

wortmannine ainsi que l’expression de PCNA, CDK2 et l’activité de GSK3 (Figure 45-

C et D). 
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Figure 45) Effet du magnésium sur la prolifération cellulaire induite par l’activation 
de la voie PI3K/AKT dans les cellules PS-1 :  

Cinétique de viabilité des cellules PS-1 en fonction du traitement à la wortmannine et de 

la concentration magnésique extracellulaire (A). Profils de cycle cellulaire des cellules 

PS-1 en fonction du traitement employé et de la concentration en magnésium 

extracellulaire (B-a) et quantification de la répartition des cellules dans les différentes 

phases du cycle cellulaire dans les mêmes conditions à t=72h (B-b). Western blot 

présentant l’expression relative des protéines CDK2 et PCNA par les cellules PS-1 

traitées à la wortmannine en fonction de la concentration magnésique extracellulaire (C-

a) et quantification de l’expression protéiques par rapport à la GAPDH dans les mêmes 

conditions à t=72h (C-b). Western blot présentant l’expression des formes phosphorylées 

et non phosphorylées de AKT et GSK3-β par les cellules PS-1 traitées avec la 

wortmannine en fonction de la concentration magnésique extracellulaire (D-a) et 

quantification du ratio de phosphorylation de ces protéines dans les mêmes conditions à 

t=72h (D-b). N=3 ; NS p> 0.05 ; * p< 0.05. 
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Nos résultats montrent que le magnésium est responsable de la prolifération 

cellulaire dépendante de l’activation de la voie PI3K/AKT dans les cellules PS-1. La 

supplémentation magnésique compense partiellement l’effet inhibiteur du siTRPM7 

ou de la wortmannin sur la signalisation mitotique impliquant la voie PI3K/AKT et 

régule positivement les acteurs de la transition G1-S : CDK2 et PCNA, et l’activité de 

MDM2 et de la kinase GSK-3 (Figure 45).  

Nos résultats montrent pour la première fois le rôle du canal TRPM7 dans la 

prolifération cellulaire ainsi que son implication dans le maintien de l’homéostasie 

magnésique dans les CSP humaine activées. 

Nous avons démontré, au cours de ce travail, que le canal TRPM7 régule la 

prolifération des CSP activées en permettant l’activation de la voie PI3K/AKT via le 

contrôle de la concentration magnésique cytosolique. L’activation de la voie 

PI3K/AKT permet l’inhibition de la kinase GSK3-β et l’activation du régulateur de 

P53 : MDM2, influençant directement la transition G1-S via le contrôle de 

l’expression de CDK2 et PCNA.  

 

 

II)  Rôle du canal TRPM7 dans l’activation des cellules PS-1 : 
 

1) Rôle du canal TRPM7 dans l’acquisition d’un phénotype 

prolifératif : 
 

Les capacités prolifératives importantes sont caractéristiques de l’activation des CSP 

[Apte et al. 2002]. Après avoir démontré que le canal TRPM7 est impliqué dans la 

prolifération des CSP, nous avons cherché à démontrer son influence sur l’activation 

des CSP. 

Il a été démontré que le traitement à l’acide rétinoïque et ses métabolites permet de 

réamorcer le stockage lipidique sous forme vésiculaire caractéristique de l’état 

quiescent dans les CSP [McCaroll et al. 2006 ; Fieke et al. 2011]. Les vésicules 
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lipidiques contenant l’acide rétinoïque constituent, par ailleurs, l’unique marqueur de 

quiescence dans les CSP humaines [Friberg et al. 2017]. 

L’expression de novo des vésicules lipidiques induite par le rétinol diminue le niveau 

d’activation des CSP qui expriment alors un phénotype proche de la quiescence 

[McCaroll et al. 2006]. Le rétinol permet également d’empêcher l’activation des CSP 

induite par des cytokines lorsqu’il est utilisé sur CSP quiescente [McCaroll et al. 

2006].  Dans le cadre de nos travaux, nous avons utilisé l’ATRA (All Trans Retinoic 

Acid ; 1µM pendant 1 semaine) afin de permettre l’expression d’un phénotype 

quiescent par les cellules PS-1. Il a été démontré que les CSP répondent au 

traitement à l’ATRA par une augmentation de l’expression de vésicules lipidiques  

caractéristiques de l’état de quiescence [Fieke et al. 2011 ; McCaroll et al. 2006]. 

 

Afin de déterminer le rôle du canal TRPM7 dans l’activation des cellules PS-1 nous 

avons induit leur quiescence par traitement à l’ATRA (Figure 46).  

Nos résultats d’immunofluorescence montrent une augmentation de l’expression de 

gouttelettes lipidiques dans les cellules PS-1 traitées à l’ATRA permettant de valider 

l’effet sur l’induction de la quiescence (Figure 46-A-a). 

De plus, Fieke et collaborateurs ont décrit d’autres variations phénotypiques 

caractéristiques de l’induction de la quiescence, il a notamment été démontré que 

l’induction d’un phénotype quiescent par l’ATRA engendre une variation de 

l’expression des marqueurs de CSP, notamment une diminution de la vimentine et 

une augmentation de la desmine en parallèle de l’augmentation des vésicules 

lipidiques [Fieke et al. 2011]. Nos résultats démontrent également une augmentation 

de l’expression de desmine et une diminution de l’expression de vimentine (Figure 

46-A-b et B). 

Nous montrons donc une variation de l’expression de ces marqueurs en accord avec 

les travaux publiés, nous pouvons considérer que le modèle d’induction de la 

quiescence par l’ATRA est validé sur les cellules PS-1 (Figure 46). 
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Figure 46) Effet du traitement  à l’ATRA sur l’activation des cellules PS-1: 

Les résultats représentent les cellules PS-1 traitées pendant 1 semaine avec 1µM 
d’ATRA ou avec le solvant EtOH seul. Images de microscopie à fluorescence 
représentant le marquage des vésicules lipidiques au nile red (A-a) et les marquages par 
immundétection des protéines desmine, α-SMA et vimentine (A-b). Western blot 
présentant l’expression relative des protéines vimentine, desmine et de α-SMA (B-a) et 
quantification de l’expression de ces protéines par rapport à la GAPDH (B-b). N=4 ; NS 
p> 0.05 ; * p< 0.05. 

ATRA : All Trans Retinoic Acid ; EtOH : solvant éthanol ; GAPDH : GlycerAldehyde-3-

Phosphate DeHydrogenase. 
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McCaroll et collaborateurs ont décrit une inhibition de l’induction de l’expression de 

α-SMA induite par le rétinol et ses métabolites [McCaroll et al. 2006]. De façon 

surprenante, aucun effet sur l’expression de l’α-SMA n’est quantifiable suite au 

traitement des cellules PS-1 avec 1µM d’ATRA (Figure 46-A-b et B).  

Néanmoins, Fieke et collaborateurs montre que l’ATRA ne génère aucune variation 

d’expression de α-SMA [Fieke et al. 2011]. Il est nécessaire de préciser que 

McCaroll conclut sur une inhibition de  « l’induction » de l’expression de α-SMA et 

non sur une réduction de son niveau d’expression. Par conséquent, il est probable 

que le rétinol et ses métabolites, notamment l’ATRA, exerce un effet inhibiteur sur le 

déclenchement de l’expression du principal marqueur d’activation des CSP mais ne 

permettent pas une diminution de son expression une fois que celui-ci est exprimé.  

 

 

 

Nous nous sommes ensuite intéressés à l’effet de l’ATRA sur la prolifération des 

cellules PS-1 et le maintien de l’homéostasie magnésique (Figure 47). 

Nos résultats montrent que l’ATRA exerce un effet inhibiteur sur l’expression du 

canal TRPM7 (Figure 47-A et B)) ainsi que sur la prolifération des cellules PS-1 

(Figure 47-C). L’ATRA induit un blocage du cycle cellulaire en phase G0/G1 (Figure 

47-D) avec diminution de l’expression de CDK2, PCNA et de l’activation de la voie 

AKT (Figure 47-E). D’autre part le traitement à l’ATRA induit une diminution de la 

fluorescence magnésique accompagnée d’une légère augmentation de la 

fluorescence calcique dans les cellules PS-1 (Figure 47-F). 

Nos précédents résultats impliquant l’invalidation ou l’inhibition du canal TRPM7 

montrent un blocage similaire (Figure 38 et 43). L’état activé étant caractérisé par 

une augmentation de la prolifération des CSP, il est normal que l’induction de la 

quiescence diminue la prolifération cellulaire. Il a été montré, in vitro, sur cellules 

mésenchymateuse et cancéreuses, que l’ATRA induit une diminution de la 

prolifération cellulaire via un blocage en phase G0/G1 du cycle cellulaire. 

[Mangiarotti et al. 1998 ; Yu et al. 2005 ; Jiang et al. 2013]. 
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Figure 47) Effet du traitement à l’ATRA sur la prolifération des cellules PS-1 : 

Les résultats représentent les cellules PS-1 traitées pendant 1 semaine avec 1µM 

d’ATRA ou avec le solvant EtOH seul. Quantification de l’expression des ARNm par 

QPCR (A) ou des protéines par Western blot (B) de TRPM7 en utilisant la GAPDH 

comme gène de référence. Graphique de la cinétique de viabilité cellulaire par test au 

MTT (C). Profils de cycle cellulaire en fonction du traitement (D-a) et quantification du 

pourcentage de cellules réparties dans chaque phase du cycle cellulaire à t=96h par 

rapport au test au MTT (D-b). Western blot représentant le niveau d’expression des 

protéines CDK2 et PCNA (E-a) et quantification de l’expression de ces protéines par 

rapport à la GAPDH à t=96h (E-b). Western blot représentant l’expression des formes 

phosphorylé et non phosphorylé de AKT (E-c) et quantification du ratio de 

phosphorylation de AKT (E-d). Quantification du ratio de fluorescence du MagFura-2 

dans les cellules PS-1 (F-a). Quantification du ratio de fluorescence du Fura-2 dans les 

cellules PS-1 (F-b). N=3 ; * p< 0.05 ; *** p< 0.001. 
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Par ailleurs, Jiang et collaborateurs ont démontré qu’un traitement avec 1µM d’ATRA 

induisait une augmentation de l’expression des mRNA de TRPC 3,4 et 6 corrélée à 

une augmentation de la concentration calcique intracellulaire dans les cellules 

cancéreuses pulmonaires [Jiang et al. 2013]. 

Les résultats que nous obtenons en traitant les cellules PS-1 avec l’ATRA confirment 

l’effet anti prolifératif et inducteur de quiescence induit par l’ATRA et décrit dans la 

littérature. De plus, nous montrons que l’ATRA module également l’expression d’un 

canal TRP et influence les concentrations calcique et magnésique intracellulaire 

(Figure 47).  

Nous avons précédemment démontré que le canal TRPM7 favorise la prolifération 

des cellules PS-1 en activant la voie PI3K/AKT via le magnésium (Figure 44). Nous 

montrons que l’ATRA induit une diminution de l’expression du canal TRPM7 

associée à une baisse de la concentration magnésique intracellulaire et de la 

prolifération dépendante de l’activation d’AKT (Figure 47). 

Ces résultats suggèrent que le niveau d’activation des cellules PS-1 est lié au canal 

TRPM7 dont l’expression diminue avec l’induction de la quiescence.  

Le modèle expérimental d’induction de la quiescence des CSP par l’ATRA permet de 

diminuer le niveau d’activation des cellules traitées. L’utilisation d’un modèle 

expérimental permettant d’augmenter le niveau d’activation est nécessaire afin de 

confirmer le lien entre le canal TRPM7 et le niveau d’activation des CSP. 

 

 

Afin de confirmer le rôle du canal TRPM7 dans l’activation des CSP, nous avons 

cultivé les cellules PS-1 dans le milieu conditionné des cellules d’ACP MIA Paca-2. 

En effet, le contact entre les cellules d’ACP et les CSP favorise l’activation des CSP. 

Il a été démontré in vitro que les milieux conditionnés de cellules cancéreuses 

permettent d’augmenter le niveau d’activation des CSP ainsi que leurs capacités 

prolifératives, invasive et sécrétoires [Apte et al. 1999 ; Apte et al. 2012].  
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Figure 48) Effet du traitement au milieu conditionné de cellules MIA Paca-2 sur la 
prolifération des cellules PS-1 : 

Les résultats présentent les cellules PS-1 traitées ou non avec le milieu conditionné de 

cellules MIA Paca-2 pendant 96h. Quantification de l’expression des ARNm par QPCR 

(A) ou des protéines par Western blot (B) de TRPM7 en utilisant la GAPDH comme gène 

de référence. Graphique de la cinétique de viabilité cellulaire par test au MTT (C). Profils 

de cycle cellulaire en fonction du traitement (D-a) et quantification du pourcentage de 

cellules réparties dans chaque phase du cycle cellulaire à t=96h (D-b). Western blot 

représentant le niveau d’expression des protéines CDK2 et PCNA (E-a) et quantification 

de l’expression de ces protéines par rapport à la GAPDH à t=96h (E-b). Western blot 

représentant l’expression des formes phosphorylées et non phosphorylées de AKT et 

GSK3-β (F-a) et quantification du ratio de phosphorylation de AKT et de GSK3-β à t=96h 

(F-b). N=3 ; NS p> 0.05 ; * p< 0.05 ; ** p< 0.01 ; *** p< 0.001. 

CM-MIA : milieu conditionné de cellules MIA Paca-2 ; FBS Free : milieu 0% SVF. 
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Les cellules PS-1 ont donc été traitées avec le milieu conditionné (MC) de cellules 

MIA Paca-2 afin d’augmenter leur niveau d’activation. Nos résultats montrent une 

augmentation de l’expression de TRPM7 induite par le milieu conditionné de cellules 

MIA Paca-2 (Figure 48-A et B). 

L’augmentation de l’expression du canal TRPM7 induite par le milieu conditionné est 

reliée aux capacités prolifératives des cellules PS-1 (Figure 48-C) avec une 

diminution de l’accumulation des cellules en phase G0/G1 (Figure 48-D).  

 Nos précédents résultats ont permis de démontrer le rôle primordial joué par le canal 

TRPM7 dans la prolifération des cellules PS-1. L’activation des CSP est connue pour 

être accompagnée d’une augmentation de la prolifération cellulaire, et nos résultats 

confirment cet effet. Dans la mesure où nous avons démontré que le chanzyme 

TRPM7 est indispensable à la prolifération des cellules PS-1 et que son expression 

varie en fonction du niveau d’activation il est possible que celui-ci régule directement 

le processus d’activation des CSP.  

Le milieu conditionné de MIA Paca-2 induit une augmentation du niveau de 

phosphorylation de AKT et GSK3-β lié à une augmentation de l’expression de PCNA 

et CDK2. Ces résultats confirment le lien entre le canal TRPM7, et les acteurs 

prolifératifs précédemment cité. Les cellules PS-1 traitées avec le MC de cellules 

d’ACP constituent également un modèle de surexpression du canal TRPM7 par 

rapport au contrôle non traité, et confirme que le niveau d’expression de CDK2 et 

PCNA est directement relié à celui de TRPM7. 

Nos résultats montrent que le niveau d’expression du canal TRPM7 est corrélé avec 

l’état des cellules PS-1. Lorsqu’elles sont dans un état quiescent induit par l’ATRA le 

canal est faiblement exprimé (Figure 47-A et B), TRPM7 est moyennement exprimé 

en l’absence de traitement et son niveau d’expression augmente lorsque les PS-1 

sont en contact avec le MC de MIA Paca-2 (Figure-48 A et B).  

Nous avons cherché à confirmer les résultats précédemment obtenue sur le rôle du 

canal TRPM7 dans l’activation des CSP en incluant à nos travaux une autre lignée 

de CSP : la lignée RLT-PSC. Les cellules RLT-PSC sont décrites comme étant 

activées in vivo par des épisodes inflammatoires chroniques avant qu’elles ne soient 

isolées [Jesnowski et al. 2005]. 
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Elles sont donc théoriquement dans un état d’activation supérieur aux cellules PS-1, 

initialement quiescentes et activées en culture [Fieke et al. 2009].  

 

Figure 49) Caractérisation des cellules RLT-PSC : 

Images de microscopie à immunofluorescence présentant les protéines GFAP, desmine, 

α-SMA et vimentine dans les cellules PS-1 et RLT-PSC (A-a), ainsi que le marquage des 

vésicules lipidiques dans les deux lignées de CSP (A-b). Illustration de PCR présentant 

l’expression des canaux TRPM7 et TRPM6 dans les cellules PS-1 et RLT-PSC, en 

utilisant l’actine comme gène de référence (B). Images de Western blot présentant 

l’expression relative des marqueurs de CSP sur les deux lignées de CSP (C-a) et 

quantification de l’expression des marqueurs protéiques dans les cellules PS-1 et RLT-

PSC (C-b). N=4 ; NS p> 0.05 ; * p< 0.05 ; *** p< 0.001. 
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Par conséquent, si l’expression du canal TRPM7 augmente avec l’activation alors 

nous devrions constater que les cellules RLT-PSC l’expriment d’avantage que les 

PS-1. 

Nous avons donc réalisé une caractérisation comparative des marqueurs d’activation 

et de prolifération initialement identifiés sur les PS-1, ainsi que des capacités 

prolifératives des deux lignées (PS-1 et RLT-PSC) (Figure 49). 

 

Les cellules RLT-PSC ont dans un premier temps été caractérisées et l’expression 

des marqueurs de CSP, des vésicules lipidiques ainsi que de l’α-SMA ont été 

comparées au PS-1 (Figure 49-A-a). Les RLT-PSC expriment faiblement l’α-SMA et 

la vimentine, présentent moins de vésicules lipidiques et sur-expriment la desmine 

comparé aux cellules PS-1 (Figure 49-A et C). Le fait que les cellules RLT-PSC 

présentent moins de vésicules lipidiques cytosolique confirment qu’elles sont dans un 

état d’activation supérieur au PS-1.  L’importante variation d’expression des 

marqueurs de CSP et de l’α-SMA existant entre les deux lignées suggèrent qu’elles 

possèdent toute deux des phénotypes différents.  

Effectivement, il a été démontré qu’il existe une certaine variabilité de phénotypes au 

sein d’une population de CSP. Ces différents phénotypes ou sous-types de CSP sont 

également caractérisé en fonction de l’agressivité ou niveau d’activation des CSP 

[Neuzillet et al. 2019]. 

Nous avons également étudié l’expression des canaux TRPM7 et TRPM6 dans les 2 

lignées et contrairement aux cellules PS-1, les cellules RLT-PSC n’expriment pas le 

canal TRPM6 (Figure 49-B).  

Le niveau d’expression du canal TRPM7 a également été quantifié dans les deux 

lignées (Figure 50-A). Nos résultats montrent que les cellules RLT-PSC sur-

expriment le canal TRPM7 par rapport au PS-1. La surexpression du canal TRPM7 

dans les cellules RLT-PSC est associée à des capacités prolifératives importante 

(Figure 50-B et C). Ces résultats confirment que le niveau d’activation des CSP est 

lié au niveau d’expression du canal TRPM7. 
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Figure 50) Rôle du canal TRPM7 dans la prolifération des CSP : 

Western blot présentant l’expression du canal TRPM7 dans les cellules PS-1 et RLT-PSC 

(A-a) et quantification de l’expression du canal TRPM7 dans les deux lignées par rapport à 

la GAPDH (A-b). Cinétiques de viabilité des deux lignées, par métabolisation du MTT (B). 

Profils de cycle cellulaire dans les deux lignées de CSP, en cytométrie de flux (C-a) et 

quantification du pourcentage de cellules dans les phases du cycle à t=72h (C-b). 

Expression relative des protéines CDK-2 et PCNA par western blot dans les cellules PS-1 

et RLT-PSC (D-a) et quantification de l’expression de ces protéines à t=72h (D-b). Western 

blot représentant l’expression relative des formes phosphorylées et non phosphorylées de 

AKT et GSK3-β dans les deux lignées de CSP (E-a) et quantification de leur ratio de 

phosphorylation respectifs à t=72h (E-b). N=3 ; NS p> 0.05 ; * p< 0.05 ; ** p< 0.01 ; *** p< 

0.001. 
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En effet, les cellules RLT- PSC présentent un temps de doublement de la population 

cellulaire d’environ 24h contre 48h pour les cellules PS-1 (Figure 50-B). L’analyse du 

cycle cellulaire montre que les cellules RLT-PSC sont très prolifératives avec moins 

de cellules dans la phase G0/G1 et un pourcentage de cellules en phase S 

correspondant au double de celui des cellules PS-1. Il est à noter que le pourcentage 

de cellule en phase G2/M du cycle cellulaire ne varie pas entre les lignées(Figure 50-

C). 

Nos précédents résultats ont permis d’établir un lien entre le niveau d’expression du 

canal TRPM7 et la transition en phase S, sans que le niveau d’expression du canal 

ne modifie le pourcentage de cellules en phase G2/M (Figure 38-D). Les résultats 

obtenus sur la lignée RLT-PSC confirment que le niveau d’expression du canal 

TRPM7 favorise exclusivement la transition G1-S sans influencer la transition en 

phase G2/M.  

De façon intéressante les cellules RLT-PSC ne présentent pas un niveau d’activation 

de la voie PI3K/AKT plus important que dans les PS-1 (Figure 50-E). Néanmoins 

elles présentent un niveau de phosphorylation de la kinase GSK3 supérieur au PS-1 

suggérant que le canal TRPM7 puisse réguler d’autres voies de signalisation telles 

que mTOR dans les cellules RLT-PSC.  Les capacités prolifératives des cellules 

RLT-PSC sont également reliées à une forte expression de CDK2 et PCNA (Figure 

50-D). Néanmoins l’expression de P53 ainsi que l’activation de MDM2 n’ont pas été 

investigués sur le modèle cellulaire des RLT-PSC. 

 

Nos résultats présentent la comparaison en fonction du niveau d’activation des 

lignées cellulaire tout en considérant la lignée RLT-PSC comme un modèle de 

surexpression du canal TRPM7. Afin de confirmer le rôle du canal TRPM7 dans 

l’activation et la prolifération des CSP il serait intéressant d’invalider et/ou inhiber le 

canal TRPM7  sur les cellules RLT-PSC. Induire une diminution de l’expression du 

canal TRPM7 sur ce modèle devrait conférer au RLT-PSC des capacités 

prolifératives proches de celles des cellules PS-1 et confirmerait le lien entre 

activation, prolifération et expression du chanzyme TRPM7. 
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Nous avons démontré pour la premières fois que le niveau d’expression du canal 

TRPM7 varie avec le niveau d’activation des CSP et influence directement la 

prolifération cellulaire caractéristique du processus d’activation. 

Nous montrons également que le niveau d’expression d’un canal ionique est 

directement relié au niveau d’activation des CSP et à l’acquisition d’un phénotype 

prolifératif par ces dernières et que le canal TRPM7 régule la prolifération cellulaire 

caractéristique de l’activation dans 2 lignées de CSP ainsi que sur 2 modèles 

d’activation / quiescence différents. 

 

2) Rôle du canal TRPM7 sur l’expression de α-SMA : 

 

Après avoir démontré que le canal TRPM7 est impliqué dans l’activation des CSP 

nous nous sommes intéressés au rôle du canal TRPM7 sur l’expression du principal 

marqueur d’activation des CSP : l’α-SMA. 

Dans un premier temps, nous avons observé l’effet du siTRPM7 sur l’expression des 

marqueurs de CSP : vimentine, desmine et α-SMA (Figure 51-A). En effet, nos 

précédents résultats montrent une variation de l’expression de ces marqueurs et du 

canal TRPM7 entre les deux lignées de CSP (Figure 49-C et 48-B) ainsi que dans les 

cellules PS-1 traitées avec l’ATRA (Figure 46-B et 47-B). Ces précédents résultats 

suggèrent que le canal TRPM7 régule l’expression de ces marqueurs et qu’ils sont 

potentiellement impliqués dans l’activation des CSP. 

 

Nos résultats montrent que l’invalidation du canal TRPM7 induit une diminution de 

l’expression de la desmine ainsi qu’une augmentation de l’expression de α-SMA et 

de la vimentine (Figure 51-A et B). Ces résultats suivent les variations d’expression 

de ces protéines précédemment quantifiées entre les cellules PS-1 et RLT-PSC, et 

confirme que le canal TRPM7 module leur niveau d’expression. 
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Figure 51)  Rôle du canal TRPM7 sur l’expression des marqueurs de CSP par 
les cellules PS-1 : 

Image de microscopie à immunofluorescence montrant l’expression des protéines 

desmine, α-SMA et vimentine en fonction des conditions de transfection avec siRNA 

(A). Western blot représentant l’expression relative des protéines desmine, α-SMA et 

vimentine dans les cellules PS-1 en fonction du siRNA (B-a) et quantification de 

l’expression de ces protéines (B-b). Western blot présentant l’expression des formes 

phosphorylées et non phosphorylées des protéines Smad2 et ERK1/2 (C-a) et 

quantification du ratio de phosphorylation de ces protéines (C-b). Les expériences 

ont été réalisées à t=72h post transfection ; N=4 ; NS p> 0.05 ; * p< 0.05. 
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L’α-SMA et la vimentine sont deux protéines impliquées dans le processus de 

contractilité cellulaire. Il a notamment été démontré que la vimentine est une protéine 

du cytosquelette, de la classe des filaments intermédiaires, impliquée dans la 

contraction des CMLV (Cellules Musculaires Lisses Vasculaires) [Schiffers et al. 

2000 ; Dale et al. 2017]. 

La desmine quand, à elle, est un filament intermédiaire du cytosquelette 

principalement  impliquée dans le maintien de la morphologie des cellules, et le 

soutien physique des organites telles que le noyau ou les mitochondries. Un rôle 

putatif est également attribué à la desmine dans l’expression de gènes via interaction 

avec les lamines nucléaires et in fine l’ADN [Hutchison 2002 ; Tolstonog et al. 

2002]. 

Les résultats obtenus sur les cellules RLT-PSC et sur les cellules PS-1 transfectées 

avec le siTRPM7 suggèrent que le canal TRPM7 régule positivement l’expression de 

la desmine et inhibe l’expression de la vimentine et de l’α-SMA. Nos résultats, au 

même titre que les éléments bibliographiques, suggèrent le lien entre l’expression de 

ces protéines et les capacités prolifératives des CSP. 

 

Bien qu’aucune quantification de l’indice de circularité des cellules n’ait été effectuée, 

les images de microscopie à fluorescence révèlent une modification morphologique 

induite par le canal TRPM7. La diminution de l’expression du canal TRPM7 semble 

induire une augmentation de la surface cellulaire probablement liée à l’augmentation 

de l’expression de α-SMA. De la même façon les cellules RLT-PSC présentent une 

morphologie arrondie et occupent une surface cellulaire beaucoup moins importante 

que les cellules PS-1 exprimant moins TRPM7 et desmine mais présentant un fort 

niveau d’expression de α-SMA et de vimentine. Afin de confirmer le lien entre le 

canal TRPM7 et la morphologie des CSP il serait intéressant de calculer l’indice de 

circularité des cellules PS-1 et RLT-PSC. Ces résultats pourraient également 

suggérer que le canal TRPM7 est responsable du phénotype prolifératif des CSP. En 

effet, nous avons démontré, d’une part, que le chanzyme TRPM7 est indispensable à 

la prolifération des cellules PS-1. Et, d’autre part, que le canal TRPM7 régule 
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négativement l’expression de l’α-SMA et de la vimentine qui sont 2 protéines 

impliquées dans la contractilité des cellules. 

L’α-SMA étant le principal marqueur d’activation des CSP, nous nous sommes 

focalisé sur l’influence du canal TRPM7 sur son expression.  

Les images de microscopie à fluorescence suggèrent que le canal TRPM7 favorise 

également l’incorporation et la polymérisation de l’α-SMA au sein des fibres de stress 

en plus de son effet sur l’expression de l’α-SMA (Figure 51-A). Cette hypothèse 

pourrait être vérifiée en investiguant les voies de signalisation impliquant les Rho 

kinases (RhoA notamment)  et la MLCK (Myosine Light Chain Kinase).  

Il est à noter que nous avions démontré, en accord avec les travaux de Fieke et 

collaborateurs, que le traitement avec l’ATRA ne module pas le niveau d’expression 

de α-SMA [Fieke et al. 2011]. Néanmoins, les images obtenues en microscopie à 

fluorescence montrent que les cellules traitées à l’ATRA expriment l’α-SMA sous 

forme de fibres de stress alors que les cellules contrôles traitées à l’EtOH possèdent 

un marquage pour l’α-SMA ne faisant pas apparaitre de formations fibrillaires de ce 

type (Figure 46-A-b).  Ces résultats suggèrent que même en l’absence de 

modification de l’expression de α-SMA il est possible que TRPM7 régule la 

polymérisation des fibres de stress. 

 

 Nous avons également étudié l’effet de l’invalidation transitoire du canal TRPM7 sur 

l’expression de α-SMA. Le siTRPM7 augmente à la fois l’expression de α-SMA et 

d’ERK1/2. La principale voie de synthèse de l’α-SMA dépend de l’activation du 

récepteur au TGF [Neuzillet et al. 2014]. Il existe plusieurs voies de signalisation 

intracellulaire concernant le TGF, une voie principale impliquant Smad-2/3 et une 

voie secondaire impliquant la voie des MAPK. Aucune variation significative de 

l’activation de la voie Smad n’est induite par le siTRPM7, alors que celui-ci génère 

une augmentation de l’activation de la voie ERK1/2 (Figure 51-C). Nos résultats 

suggèrent que TRPM7 régule négativement la synthèse de α-SMA en inhibant 

l’activation de la voie ERK1/2. De plus, McCaroll et collaborateurs ont démontré que 

l’inhibition de α-SMA par l’acide rétinoïque et ses métabolites induisait également 

une diminution de l’activation de la voie MAPK sur les CSP [McCaroll et al. 2006]. 
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Nous avons observé l’effet du NS8593 ainsi que de la wortmannine sur l’expression 

de α-SMA et l’activation de ERK1/2 (Figure 52).  

Nous avions précédemment démontré que, contrairement au siTRPM7, le NS8593 

n’induit pas une augmentation de l’activation de ERK1/2 (Figure 41). De la même 

façon nos résultats présents montrent que le NS8593 ne modifie pas l’expression de 

α-SMA (Figure 52-A et B) confirmant ainsi que la synthèse de α-SMA passe bien par 

la voie ERK dans les cellules PS-1 et que le canal TRPM7 inhibe l’activité de cette 

voie. 

Figure 52) Rôle du canal TRPM7 et de la voie AKT sur l’expression de α-SMA par les 
cellules PS-1 : 

Images de microscopie à immunofluorescence montrant l’expression de α-SMA dans les 

cellules PS-1 traitées avec le NS8593, la wortmannine ou le solvant DMSO seul (A). 

Expression relative des protéines ERK1/2, phospho-ERK1/2 et α-SMA en fonction du 

traitement au NS8593 (B-a) et quantification de l’expression et du ratio de phosphorylation 

des protéines (B-b). Expression relative des mêmes protéines en fonction du traitement à 

la wortmannine par Western blot (C-a) et quantification de l’expression et du ratio de 

phosphorylation de ces protéines dans les cellules PS-1 (C-b). Expériences réalisées à 

48h de traitement N=4 ; NS p> 0.05. 
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L’absence de modification de l’activation de ERK1/2 et de l’expression de α-SMA 

induite par le traitement à la wortmannine suggère qu’il n’existe pas de lien entre la 

voie PI3K/AKT et ERK1/2 et que le canal TRPM7 influence leur activation 

respectives de façon indépendante (Figure 50-C).  

Il est à noter que nos résultats précédents montrent que l’invalidation du canal 

TRPM7 diminue le niveau de phosphorylation de la kinase GSK3-β, et augmente son 

niveau d’activation (GSK3-β est actif sous forme non phosphorylé). GSK3 est 

également connue pour inhiber la β-caténine. Hors, il a été démontré que l’inhibition 

de la β-caténine induit une augmentation de l’expression de α-SMA ainsi que de la 

synthèse de composants de la MEC par les CSH [Kordes et al. 2008 ; Berg et al. 

2010]. L’activation de la voie Wnt/ β-caténine sur le modèle des CSH permettrait de 

les maintenir dans un état quiescent.  Cependant, nous démontrons que le traitement 

avec la wortmannine n’influence pas l’expression de α-SMA (Figure 52-C) suggérant 

que le canal TRPM7 ne régule pas la synthèse de α-SMA en agissant sur 

l’expression de la β-caténine par l’intermédiaire de GSK3-β. 

 

Il a été démontré sur CMLV que l’expression de l’α-SMA est dépendante de la 

concentration magnésique extracellulaire. En effet, les CMLV de rat cultivées dans 

un milieu ou la biodisponibilité en magnésium est plus importante ([10mM]e) 

présentent des capacités prolifératives et migratoires accrues accompagnées d’une 

élévation de l’apoptose cellulaire. Cette effet s’accompagne d’une diminution de 

l’expression des protéines contractiles α-SMA et SM-MHC (Smooth Muscle Myosine 

Heavy Chain), et correspond à l’acquisition d’un phénotype inflammatoire par les 

CMLV [Zhou et al. 2018]. 

Nous avons démontré que le canal TRPM7 régule l’homéostasie magnésique dans 

les cellules PS-1, le siTRPM7 induit une diminution de la concentration magnésique 

intracellulaire (Figure 43) et une augmentation de l’expression de α-SMA (Figure 51).  

C’est pourquoi nous avons étudié l’expression de l’α-SMA en fonction de la 

concentration magnésique extracellulaire (Figure 53).  
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Figure 53) Rôle du magnésium sur l’expression de l’αSMA dépendante de 
TRPM7 : 

Images de microscopie à immunofluorescence montrant l’expression de α-SMA dans 

les cellules PS-1 en fonction des conditions de transfection et de la concentration 

magnésique extracellulaire (A). Western blot montrant l’expression relative de l’α-

SMA en fonction du siRNA utilisé et de la concentration magnésique extracellulaire 

(B-a) et quantification de l’expression de l’α-SMA dans les mêmes conditions 72h 

post transfection (B-b). N=4 ; NS p> 0.05 ; * p< 0.05. 
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Nos résultats montrent que le magnésium régule négativement l’expression de α-

SMA en condition contrôle et annule l’effet positif du siTRPM7 sur la synthèse de α-

SMA (Figure 53), et suggèrent que le canal TRPM7 régule l’expression de α-SMA via 

le magnésium dans les cellules PS-1. Néanmoins, nous n’avons pas vérifié le niveau 

d’activation de la voie ERK dans les conditions de supplémentation magnésique. 

D’autre part, le fait que le NS8593 échoue à réguler positivement l’expression de α-

SMA et l’activation de ERK suggère que la kinase de TRPM7 puisse être impliquée 

dans la régulation de l’expression de α-SMA. Effectivement le NS8593 est un 

inhibiteur du pore du canal TRPM7 (de la fonction canal uniquement) alors que le 

siTRPM7 influence toutes les fonctions du chanzyme. Cette hypothèse est renforcée 

par l’effet inhibiteur de la supplémentation magnésique sur la synthèse de α-SMA. En 

effet, le magnésium est un activateur de la fonction enzymatique de TRPM7 et 

pourrait, dans cette configuration, compenser l’invalidation du canal TRPM7. Afin de 

confirmer cette hypothèse nous pourrions traiter les cellules avec des inhibiteurs de 

la kinase tels que la rottlerine ou le TG100-115, et quantifier l’activité de ERK1/2 et 

de l’α-SMA dans ces conditions. 

 

 

Nous avons ensuite intégré les résultats concernant l’expression de α-SMA aux 

modèles d’activation par le milieu conditionné (MC) (Figure 54) de cellules d’ACP 

ainsi qu’au modèle cellulaire de surexpression du canal TRPM7, les cellules RLT-

PSC (Figure 55). 

Les résultats obtenus montrent une diminution de l’expression de α-SMA et de 

l’activation de ERK1/2 lorsque les cellules sont traitées avec le milieu conditionné 

(Figure 54). Nos précédents résultats montraient que les cellules cultivées dans le 

MC sur-expriment le canal TRPM7 (Figure 48-B). Nous retrouvons donc un effet 

inhibiteur du canal TRPM7 sur l’expression de α-SMA. De la même façon la 

surexpression du canal TRPM7 par les cellules RLT-PSC est associée à une forte 

diminution de la synthèse de α-SMA reliée à une baisse de l’activation des voies 

ERK1/2 ainsi que Smad2 comparé aux cellules PS-1 (Figure 55-A et B).  
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La signalisation permettant la synthèse de α-SMA dans les cellules  RLT-PSC 

semble requérir l’activation des voies canonique et non canonique du TGFR. Nos 

précédents résultats concernant la prolifération cellulaire montraient également une 

divergence de signalisation entre les cellules PS-1 et RLT-PSC (Figure 50-E). 

Nos résultats confirment que le niveau d’expression du canal TRPM7 est 

inversement proportionnel à celui de l’α-SMA. Nous montrons également que le 

niveau d’expression de α-SMA diminue avec l’activation (c’est-à-dire avec 

l’augmentation des capacités prolifératives) des CSP.  

Figure 54) Effet du traitement au MC de MIA Paca-2 sur l’expression de α-SMA : 

Images de microscopie à immunofluorescence montrant l’expression de l’α-SMA dans les 

cellules PS-1 traitées ou non pendant 96h avec le MC de cellules MIA Paca-2 (A). Western 

blot représentant l’expression relative de l’α-SMA en fonction du traitement (B-a) et 

quantification de l’expression de cette protéine dans les mêmes conditions (B-b). Western 

blot présentant l’expression relative des formes phosphorylées et non phosphorylées de 

ERK1/2 (C-a) et quantification du ratio de phosphorylation de ERK1/2 avec ou sans 

traitement au MC de MIA Paca-2 à t=96h (C-b). N=4 ; * p< 0.05. 
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Les données bibliographiques sur les CAF et les CSP suggèrent que l’expression de 

α-SMA est importante suite à l’activation des cellules et décroit à mesure que leur 

agressivité augmente [Öhlund et al. 2017 ; Neuzillet et al. 2018 ; Bussart et al. 

2016 ; Kalluri et al. 2016].  De plus, l’expression de α-SMA est régulée 

négativement par le magnésium dans les CMLV [Zhou et al. 2018] et nos résultats 

confirment ce mécanisme sur les PS-1. 

Figure 55) Role du canal TRPM7 sur l’expression de SMA dans les cellules CSP : 

Images de microscopie à immunofluorescence présentant l’expression de α-SMA dans 

les cellules PS-1 et RLT-PSC (A). Western blot illustrant l’expression relative des 

protéines Smad2 et ERK1/2 dans leurs formes phosphorylées et non phosphorylées (B-

a) et quantification du ratio de phosphorylation de ces deux protéines dans les deux 

lignées de CSP (B-b). N=4 ; * p< 0.05. 
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Nous montrons que le canal TRPM7 est impliqué dans l’homéostasie magnésique et 

favorise une concentration magnésique intracellulaire élevé mais également que son 

niveau d’expression augmente avec l’activation et diminue lorsque les cellules 

tendent vers la quiescence. De plus, les PS-1 traitées à l’ATRA, exprimant moins le 

canal TRPM7, présentent une concentration magnésique intracellulaire plus faible 

que les cellules non traitées.  

Nos résultats suggèrent que le niveau d’expression du canal TRPM7 associé à une 

augmentation de la concentration magnésique intracellulaire augmente avec le 

niveau d’activation des CSP. TRPM7 régulant négativement l’expression de α-SMA 

via le magnésium, nos résultats suggèrent que le niveau d’expression de α-SMA 

décroit avec le niveau d’activation des CSP, comme cela est décrit dans la littérature. 

 

 

Nos précédents résultats démontrent que le canal TRPM7 régule la prolifération 

cellulaire, l’activation et la synthèse de α-SMA dans les CSP. Ces résultats 

suggèrent que le niveau d’expression de α-SMA est inversement proportionnel au 

niveau d’activation et aux capacités prolifératives des CSP.  

 

Afin de confirmer nos résultats nous avons cultivé les cellules PS-1 avec 2 ng/ ml de 

TGF-β1 (Figure 56). Le TGF-β1 est connu pour induire la synthèse de α-SMA à cette 

concentration. Il s’agit du facteur fibrogène le plus connu dans l’activation du stroma 

pancréatique [Ohnishi et al. 2004]. 

 

Nos résultats ne montrent aucune variation de l’expression du canal TRPM7 suite au 

traitement avec 2ng/ml de TGF-β1 (Figure 56-A). Nous montrons également que le 

TGF-β1 induit une augmentation de l’expression de α-SMA exprimée sous forme 

fibrillaire (Figure 56 B et C), accompagnée d’une augmentation de l’activation de la 

voie ERK (Figure 56 D). Le traitement au TGF-β1 induit également une diminution de 

la prolifération des cellules PS-1 (Figure 56-E) avec une accumulation des cellules 

en phase G0/G1 du cycle cellulaire (Figure 56-F) et une diminution de l’expression 

de CDK2 et PCNA (Figure 56-G).  
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Figure 56) Effet du TGF sur l’expression de SMA et sur la prolifération des cellules 
PS-1 : 

Western blot représentant l’expression du canal TRPM7 dans les cellules PS-1 en fonction 

du traitement au TGF-β1 (A-a) et quantification de l’expression du chanzyme par rapport à 

la GAPDH dans les mêmes conditions (A-b). Images de microscopie à fluorescence 

présentant l’expression de α-SMA en fonction du traitement au TGF-β1 ou au solvant seul 

(B). Western blot présentant l’expression relative de α-SMA avec et sans traitement au 

TGF-β1 (C-a) et quantification de son expression rapportée à la GAPDH (C-b). Western blot 

représentant l’expression relative des formes phosphorylées et non phosphorylées de 

ERK1/2 en fonction du traitement (D-a) et quantification du ratio de phosphorylation de 

ERK1/2 (D-b). Graphique de la cinétique de viabilité cellulaire des cellules PS-1 en fonction 

du traitement (E) Profils de cycle cellulaire des cellules PS-1 traitées ou non (F-a) et 

quantification du pourcentage de répartition des cellules dans les phases du cycle cellulaire 

(F-b). Western blot représentant  l’expression relative des protéines CDK2 et PCNA en 

fonction du traitement (G-a) et quantification de leur expression par rapport à la GAPDH (G-

b). Les cellules sont traitées pendant 96h ; N=3 ; NS p> 0.05 ; * p< 0.05. 
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Les résultats obtenus montrent que le traitement au TGF-β1 induit un effet similaire à 

l’invalidation du canal TRPM7 sur la prolifération cellulaire et la synthèse de α-SMA.  

En effet, le traitement avec 2 ng/ml de TGF-β1 pendant 96h induit une augmentation 

de l’expression de α-SMA et de l’activation de ERK1/2 sans influencer l’expression 

du canal TRPM7 dans les cellules PS-1 (Figure 56-A,B,C et D). L’augmentation de 

l’expression de α-SMA est associée à une diminution de la prolifération cellulaire à 

96h liée à l’accumulation des cellules en phase G0/G1 du cycle cellulaire et à la 

diminution de l’expression de CDK2 et PCNA (Figure 56-E,F et G). 

Dans la mesure où le TGF-β1 n’influence pas l’expression du canal TRPM7, il est 

possible que l’augmentation de l’expression de  α-SMA  et les modifications 

morphologique engendrées défavorisent la prolifération cellulaire. Aussi, nous 

pensons que l’invalidation du canal TRPM7 exerce un effet inhibiteur direct sur la 

prolifération cellulaire en réduisant l’activation de PI3K/AKT, ainsi qu’un effet indirect 

lié à la régulation de l’expression de α-SMA.  

Il a été démontré dans la littérature que  traiter les cellules RLT-PSC avec 5 et 10 ng 

/ ml de TGF-β1  induit une augmentation de l’expression de α-SMA associée à une 

diminution de la prolifération cellulaire, avec accumulation des cellules en phases 

G0/G1 du cycle cellulaire [Jesnowski et al. 2005]. De manière générale le TGF-β1  

est connu pour induire une augmentation de la synthèse d’éléments de la MEC par 

les CSP [Luttenberger et al. 2000 ; Schneider et al. 2001]. Ce phénomène est 

associé à la contractilité des cellules lié à l’expression de α-SMA, et permet la 

réparation tissulaire. Nos résultats ainsi que les données bibliographiques suggèrent 

que le canal TRPM7 régule le phénotype prolifératif des CSP en inhibant le 

phénotype sécrétoire. 

L’activation des CSP est principalement caractérisée par l’expression de l’α-SMA, qui 

permet de différencier les CSP activées des CSP quiescentes. Néanmoins il existe 

des variations d’expression de α-SMA entre les différentes sous-populations de CSP. 

Il a été démontré que les sous-types de CSP mis en évidence possèdent un profil 

d’expression de α-SMA variable. En effet, certains sous-types expriment beaucoup 

l’α-SMA et d’autres très peu. Le niveau d’expression de l’α-SMA est inversement 

proportionnel au potentiel prolifératif du sous-type de CSP [Neuzillet et al. 2018]. 
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 Ohlund et collaborateurs ont également démontré l’existence d’un sous-type dit 

« inflammatoire » hautement sécrétoire exprimant très faiblement l’α-SMA, et d’un 

sous-type qualifié de « myofibroblastique » caractérisé par une expression de α-SMA 

importante [Öhlund et al. 2017]. Un phénomène similaire est observable sur les 

fibroblastes, myofibroblastes et CAF. Il a été démontré que les fibroblastes associés 

à la régénération tissulaire, les WAF (wound-healing associated fibroblasts), 

expriment l’α-SMA de même façon que les CAF. Aucune quantification comparative 

de l’expression du marqueur α-SMA n’a été réalisée entre les deux types évoqués 

mais leurs phénotypes ont été évalués. Les CAF sont décrits comme étant 

faiblement contractiles alors que les WAF le sont fortement. De plus les CAF sont 

hautement prolifératifs et sécrétoires alors que les WAF ne le sont pas [Kalluri et al. 

2016]. L’α-SMA est une protéine impliquée principalement dans la contraction 

cellulaire. Il est probable que les variations phénotypiques soient liées à une 

diminution de l’expression de α-SMA, les CAF étant dans un niveau d’activation 

supérieur aux WAF. 

Enfin, une autre étude réalisée sur la caractérisation des CAF présente 5 sous-types 

différents classés en fonction des marqueurs qu’ils expriment et de leur niveau 

d’agressivité. Les 2 sous-types faiblement agressifs n’expriment pas l’α-SMA, le 

sous-type intermédiaire l’exprime fortement et le sous-type le plus agressif l’exprime 

de façon beaucoup moins importante [Bussart et al. 2016]. Ces résultats montrent 

que dans les fibroblastes comme les CSP, il existe différents patterns d’expression 

de l’α-SMA directement relié à un phénotype spécifique et à l’agressivité. 

Ces résultats suggèrent que le canal TRPM7 puisse être le régulateur principal de 

l’expression de α-SMA dans les CSP. Les différences d’expression de α-SMA entre 

les différents sous-types de CSP et de CAF pourraient alors être la conséquence 

d’une variation de l’expression de TRPM7. Confirmer ces résultats démontrerait que 

le canal TRPM7 est un biomarqueur majeur de l’activation ou de l’agressivité  des 

CSP. 

Les résultats précédents montrent que l’invalidation de TRPM7 par un siRNA inhibe 

la prolifération des PS-1 et augmente l’expression de α-SMA. Le TGF-β1 est une des 

principales cytokines fibrogènes ainsi que le principal activateur de la synthèse de α-

SMA. De nombreuses études démontrent que le TGF favorise la sécrétion de MEC 
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et la contractilité des CSP mais cela s’effectue au détriment de la prolifération 

cellulaire [Chen et al. 2016]. L’ α-SMA, en s’associant aux fibres de stress via la voie 

de RhoA et/ou MLCK, permet de générer une force de contraction élevée et favorise 

la réparation tissulaire.  

 

La prolifération cellulaire, et plus spécifiquement la phase de mitose, est un 

mécanisme qui nécessite une totale réorganisation du cytosquelette. On parle 

d’arrondissement cellulaire pour décrire la conformation arrondie adoptée par la 

cellule mitotique [Cramer et al. 1997 ; Atilla-Gokcumen et al. 2010 ; Lancaster et 

al. 2013]. Il a notamment été démontré que l’arrondissement cellulaire nécessaire à 

la mitose demande la dissociation des fibres de stress [Mitchison et al. 1992 ; 

Matthews et al. 2012]. En cas de modification de l’architecture de la cellule, le 

processus mitotique est directement influencé et peut être perturbé [Lancaster et al. 

2014]. Il a été démontré que les fibroblastes cultivés sur matrice de synthèse voient 

leur prolifération diminuer, et que l’utilisation d’inhibiteurs de la contractilité 

(inhibiteurs de RhoA et de MLCK) permet d’abolir l’effet antiprolifératif induit par la 

matrice sur les fibroblastes [Thakar et al. 2008]. 

Le fait d’induire une surexpression de SMA aboutit à une diminution de la motilité et 

de la prolifération cellulaire des fibroblastes de rat 3Y1 [Ronnov-Jenssen et al. 

1996 ; Okamoto-Inoue et al. 1999].  Des résultats similaires ont été obtenus sur 

Cellules Musculaire Lisse Vasculaire  (CMLV).  Dans cette étude, la surexpression 

de SMA inhibe Rac1, diminuant à la fois les capacités prolifératives et migratoires 

des CMLV. La surexpression de Rac1 lève le blocage en phase G0/G1 du cycle 

cellulaire induit par la surexpression de SMA [Chen et al. 2016]. Ces résultats 

montrent que l’α-SMA peut réguler l’expression d’autres acteurs moléculaires 

impliqués dans la prolifération cellulaire et agit de façon indirecte sur ce processus. 

D’autres travaux, concernant les CMLV, ont mis en évidence le lien entre niveau 

d’expression de α-SMA et contractilité. Lorsque la synthèse de α-SMA est inhibée les 

propriétés contractiles des CMLV diminuent à mesure que leurs capacités à proliférer 

et à migrer augmentent [Hao et al. 2003]. De plus, l’inhibition de Rac1 induit 

l’acquisition d’un phénotype stellaire par les CMLV, alors que la surexpression de 

Rac1 permet d’annuler le phénomène de stéllation [Wong et al. 2001 ; Pelletier et 

al. 2005]. 
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L’expression de α-SMA est contrôlée par la voie du TGF-β1 étant considéré comme 

un facteur fibrotique et anti-prolifératif. Des travaux réalisés sur des coupes 

humaines d’anévrisme abdominal aortique (AAA) montrent que les régions lésées 

ayant un niveau d’expression élevé de TGF-β1 présentent une diminution de la 

densité en CMLV. Cet effet est lié à une diminution de la prolifération et de la survie 

des cellules vasculaire induite de façon concentration-dépendante par le TGF-β1 

[Fukui et al. 2003]. Le TGF-β1 sécrété par les CSH est également connu pour 

exercer un effet antiprolifératif sur les hépatocytes dans le cadre de la régénération 

du tissu hépatique. Il régule également l’activation des CSH en induisant la synthèse 

de α-SMA [Chen et al. 2012 ; Karkampouna et al. 2012]. 

 

Ces données suggèrent que les processus de contractilité et de prolifération 

requièrent l’implication du cytosquelette mais dans des conformations différentes. 

L’expression de α-SMA et la stimulation au TGF-β1 pourrait favoriser l’orientation des 

CSP vers un phénotype contractile au détriment de l’expression du phénotype 

prolifératif. 

Tenant compte de ces données, nous pensons que le canal TRPM7 régule 

positivement la prolifération cellulaire, outre l’effet direct sur le cycle cellulaire et 

l’activation de la voie PI3K/AKT, en inhibant l’expression des protéines contractiles α-

SMA et vimentine. Le canal TRPM7 pourrait alors octroyer aux cellules PS-1 une 

morphologie arrondie facilitant la prolifération cellulaire. 

Nos résultats montrent pour la première fois que l’expression du principal marqueur 

d’activation des CSP est directement régulée par le canal TRPM7 de façon 

magnésium dépendante. L’expression des marqueurs de CSP vimentine et desmine 

varie également avec l’expression du canal TRPM7. Ces résultats suggèrent que le 

canal TRPM7 régule l’acquisition d’un phénotype prolifératif par les CSP. 
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CONCLUSION et PERSPECTIVES : 

Partie 1  

Rôle du canal TRPM7 dans la prolifération des cellules 

stellaires pancréatiques humaines activées. 
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CONCLUSION : 
 

 Au cours de ce travail nous avons démontré que 1) Le canal TRPM7 régule l’entrée 

cationique et l’homéostasie magnésique dans les CSP humaines activées ; 2) le 

canal TRPM7 est impliqué dans la prolifération des CSP humaines activées en 

permettant la transition G1-S médiée par CDK2 et PCNA via l’activation de la voie 

PI3K/AKT et l’inhibition du facteur P53 et de la kinase GSK3-β de façon magnésium 

dépendante ; 3) Le niveau d’expression du chanzyme TRPM7 varie en fonction du 

niveau d’activation des CSP, une forte expression de TRPM7 étant corrélée à un 

niveau d’activation élevé ainsi qu’a une augmentation des capacité prolifératives des 

CSP ; 4) Le canal TRPM7 contrôle négativement l’expression de l’α-SMA en inhibant 

l’activation de la voie ERK, et l’inhibition magnésium dépendante de l’expression de 

α-SMA par TRPM7 pourrait également favoriser le phénotype prolifératif des CSP 

(Figure 57). 

Figure 57) Schéma récapitulatif du rôle de TRPM7 dans le maintien de 
l'homéostasie magnésique et la prolifération des CSP humaines activées : 

Les effets putatifs ou les perspectives directes sont représentées en bleu ciel et 

accompagnés d’un point d’interrogation. 
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PERSPECTIVES : 

1) Rôle du canal TRPM7 dans la survie des CSP : 
 

Au cours de nos travaux nous nous sommes également intéressés au rôle du canal 

TRPM7 dans la survie des cellules PS-1 (Figure 58). 

Les résultats concernant la survie cellulaire montrent que le canal TRPM7 régule 

négativement l’apoptose par la voie mitochondriale via Bax/Bcl-2 de façon 

indépendante de la caspase-3 (Figure 58-A,C et E). Le magnésium exerce un effet 

positif sur l’apoptose uniquement lorsque le canal TRPM7 est invalidé et non en 

condition siCTRL (Figure 58-F). De plus, l’inhibiteur pharmacologique du canal n’a 

aucun effet sur la survie des cellules PS-1 (Figure 58-B et D). Le NS8593 étant un 

bloqueur du pore du canal il est possible que la fonction kinase de TRPM7 reste 

fonctionnelle même lorsque la fonction canal est inhibée. Ces résultats suggèrent 

que le canal TRPM7 puisse être impliqué dans la régulation de la survie des cellules 

PS-1 via son domaine kinase.  

La kinase de TRPM7 est connue pour être impliquée dans l’apoptose cellulaire 

notamment lorsque celle-ci est clivée par la caspase 3 [Krapivinsky et al. 2014]. 

Aucune autre caspase associé à l’apoptose par la voie intrinsèque n’est connue à ce 

jour pour cliver le domaine kinase de TRPM7, c’est pourquoi nous nous sommes 

intéressés à la caspase-3. Cependant nos résultats ne montrent pas de variation de 

l’expression de la caspase-3, ce qui suggère qu’aucun mécanisme de clivage du 

canal par cette caspase n’existe dans les cellules PS-1 (Figure 58-E). La caspase-8 

est également connu pour cliver le domaine kinase du canal TRPM7, néanmoins 

cette caspase est associée aux voies apoptotiques extrinsèques [Desai et al. 2012]. 

L’activation des voies apoptotiques extrinsèques n’implique la perméabilisation de la 

membrane mitochondriale que dans le cas de l’activation du facteur Bid. Dans la 

mesure où nos résultats présentent une augmentation du ratio Bax/Bcl-2 nous 

devrions nous intéresser à l’expression de la caspase 8 ainsi que des formes Bid et 

tBid. Ces résultats permettraient de valider ou non l’hypothèse du clivage de la 

kinase de TRPM7. 
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Figure 58) Rôle du canal TRPM7 dans la survie des cellules PS-1 : 

Quantification du pourcentage de mortalité estimé par test au bleu trypan sur les cellules PS-
1 transfectées avec le siTRPM7 ou le siCTRL (A) ou traitées avec le NS8593 (B). 
Représentation des populations cellulaires apoptotiques en fonction du siRNA transfecté (C-
a) et quantification du pourcentage de cellules PS-1 en apoptose dans les mêmes conditions 
(C-b). Représentation de la population de cellule apoptotique en fonction du traitement au 
NS8593 (D-a) et quantification du pourcentage d’apoptose des cellules PS-1 dans les mêmes 
conditions (D-b). Western blot présentant l’expression des protéines Bcl-2, Bax et de la 
caspase-3 en fonction de la transfection des cellules PS-1(E-a) quantification du ratio 
apoptotique Bax/Bcl-2 (E-b) et de l’expression de la caspase-3 par rapport à la GAPDH dans 
les mêmes conditions (E-c). Représentation de la population de cellules PS-1 en apoptose en 
fonction du siRNA et de la concentration magnésique extracellulaire (F-a) et quantification du 
pourcentage d’apoptose cellulaire dans les mêmes conditions (F-b). 72h post transfection ; 
N=3 ; NS p> 0.05 ; * p< 0.05 ; ** p< 0.01 ; *** p< 0.001. 
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 Il existe néanmoins d’autres mécanismes de régulation de l’apoptose impliquant la 

kinase de TRPM7 sans que celle-ci ne soit clivée. Effectivement, il a été démontré 

que la kinase de TRPM7 régule le transit nucléaire de l’annexine A1 via la chaine 

lourde de la myosine II A induisant l’apoptose des cellules neuronales en condition 

hypoxique [Zhao et al. 2015]. Nos résultats montrent, par ailleurs, que le canal 

TRPM7 régule l’expression d’éléments du cytosquelette tels que la vimentine, la 

desmine ou encore l’α-SMA (Figure 51-A et B). Il est probable que le chanzyme 

TRPM7 puisse réguler l’expression et/ou la polymérisation de la myosine II A via son 

domaine kinase et influence la survie des cellules PS-1. L’utilisation d’inhibiteur de la 

kinase tels que la rottlerine ou le TG100-115 combinée à l’analyse de la mortalité 

cellulaire en cytométrie de flux nous permettrait de confirmer cette hypothèse. 

 La surexpression de formes tronquées du canal TRPM7 ne possédant pas de 

domaine kinase nous permettrait également de confirmer le rôle de la kinase dans la 

survie des cellules PS-1. Si la kinase du canal TRPM7 est impliquée dans la survie 

des cellules PS-1, la surexpression d’une version dépourvue de kinase devrait mimer 

les effets du siTRPM7  sur la survie cellulaire sans altérer la prolifération ni 

l’homéostasie magnésique. 

Nous montrons également que la supplémentation magnésique engendre une 

importante mortalité des cellules PS-1 uniquement lorsque celles-ci sont transfectées 

avec le siTRPM7 mais pas en condition contrôle (Figure 58-F). Le magnésium est 

connu pour engendrer l’apoptose cellulaire à de fortes concentrations [Zhou et al. 

2018]. Ces résultats suggèrent que le magnésium n’est pas impliqué dans le 

maintien de la survie des cellules PS-1. 

L’effet additif exercé par le magnésium sur l’apoptose induite par le siTRPM7 pourrait 

suggérer que le calcium passant par le canal TRPM7 régule la survie cellulaire. En 

effet, le magnésium étant le principal antagoniste du calcium, une forte concentration 

magnésique extracellulaire pourrait engendrer une diminution de l’entrée de calcium 

via le canal TRPM7. Néanmoins, la supplémentation magnésique seule n’engendre 

pas d’effet apoptotique associé au siCTRL remettant en cause l’hypothèse de la 

compétition calcium/magnésium dans les cellules PS-1. 

L’hypothèse de l’implication du domaine kinase de TRPM7 dans la survie des 

cellules PS-1 semble plus probable. Nous devrions  étudier la survie cellulaire avec 
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les inhibiteurs de la kinase du chanzyme TRPM7 comme évoqué précédemment et 

déterminer le mécanisme apoptotique impliqué.  

 

2) Rôle du canal TRPM7 dans la migration et l’invasion des 

CSP : 
 

Au cours de ce travail, nous avons également démontré que le canal TRPM7 est 

impliqué dans la migration et l’invasion basale des cellules PS-1 (Figure 59). 

Néanmoins, il ne s’agit que de résultats préliminaires n’impliquant pas la mise en 

évidence de voie de signalisation. Le canal TRPM7 est connu pour être impliqué 

dans les mécanismes de migration et d’invasion cellulaire des cellules cancéreuses.  

Des précédents travaux du laboratoire réalisés dans les cellules d’ACP montrent que 

la migration et l’invasion dépendantes de TRPM7 sont des processus nécessitant le 

magnésium [Rybarczyk et al. 2012 et 2017]. La régulation du processus invasif  par 

le canal TRPM7 dans les cellules d’ACP s’effectue en activant la MMP-2 via Hsp90α 

et uPA [Rybarczyk et al. 2017]. Les résultats obtenus au cours de nos travaux 

montrent que le canal TRPM7 est impliqué dans la régulation de l’homéostasie 

magnésique dans les cellules PS-1 (Figure 43). Nos résultats montrent également 

que le canal TRPM7 influence l’expression de protéines du cytosquelette telles que 

la vimentine, la desmine ou encore l’α-SMA, et pourrait moduler la morphologie 

cellulaire dans les cellules PS-1. De plus, Il a été démontré que les CSP expriment la 

MMP-2 et que l’expression de cette protéase augmente lorsque les cellules sont 

traitées avec le milieu conditionné de cellules cancéreuses [Tjomsland et al. 2016]. 

C’est pourquoi, il est possible que le canal TRPM7 régule la migration et l’invasion 

des cellules PS-1 par une voie dépendante du magnésium. Afin de vérifier cette 

hypothèse il serait intéressant de faire migrer les cellules PS-1 transfectées avec le 

siTRPM7 dans un milieu contenant 10 mM de MgCl2.  Nous devrions observer une 

compensation de l’inhibition de la migration cellulaire induite par le siTRPM7 lorsque 

les cellules migrent dans un milieu contenant 10 mM Mg2+ si le magnésium est 

impliqué dans ce processus. Nous devrions également analyser la morphologie des 

cellules transféctées ou non avec le siTRPM7 et en condition de supplémentation 
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magnésique, ainsi que l’expression des acteurs de la migration cellulaire (integrines, 

paxiline, FAK etc.).  

Concernant l’invasion cellulaire, la voie d’activation de la MMP-2 impliquant Hsp90 et 

uPA devra être investiguée dans les mêmes conditions expérimentales afin de 

caractériser le processus invasif dépendant du canal TRPM7. 

 

Figure 59) Rôle du canal TRPM7 dans la migration et l’invasion des CSP : 

Images représentant les cellules PS-1 ayant migré en fonction du siRNA utilisé (A-a), 
quantification du pourcentage de cellules migrantes (A-b) et de la viabilité cellulaire 
globale dans les mêmes conditions (A-c). Images représentant l’invasion cellulaire en 
fonction du siRNA utilisé (B-a), quantification du pourcentage de cellules invasives (B-b) 
et de la viabilité cellulaire globale dans les mêmes conditions (B-c). Images de migration 
cellulaire en insert de Boyden des cellules PS-1 traitées ou non au MC de cellules MIA 
Paca-2 (C-a) quantification du pourcentage de migration cellulaire (C-b) et quantification 
de la viabilité des cellules PS-1 dans les mêmes conditions (C-c). t=48h post transfection 
; N=3 ; * p< 0.05 ; *** p< 0.001. 
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Nous avons également montré que les cellules PS-1 migrent d’avantage dans le MC 

de cellules d’ACP (Figure 59-C), confirmant des données de la littérature montrant 

que les MC de cellules cancéreuses sont connus pour augmenter la migration des 

CSP [Yoshida et al. 2005 ; Schneiderhan et al. 2007]. Il est à noter que le milieu 

conditionné est répartie de façon homogène entre le puit et l’insert au cours de 

l’expérimentation afin de s’affranchir des mécanismes de chimiotactisme. 

Néanmoins, nos précédents résultats montrent que l’expression du canal TRPM7 

augmente au cours du traitement avec le MC de cellule MIA Paca-2. Il est donc 

possible que l’augmentation de la migration soit directement liée à l’augmentation de 

l’expression du canal TRPM7 induite par le MC de cellules d’ACP. Afin de confirmer 

cette hypothèse l’expression du canal TRPM7 devra être quantifiée en parallèle de la 

migration induite par le MC de MIA Paca-2. 

Nous pourrions également inclure les cellules RLT-PSC et les cellules PS-1 traitées 

avec 1µM d’ATRA pendant une semaine à notre étude afin de confirmer le rôle du 

canal TRPM7 dans l’acquisition des capacités invasives et migratoires des CSP 

activées. 

Ces résultats préliminaires constituent une base intéressante pour l’étude du rôle du 

canal TRPM7 dans la migration et l’invasion des CSP. Le rôle des canaux ioniques, 

notamment des canaux TRP, a déjà été observé dans le processus migratoire sur le 

modèle des CSP [Fels et al. 2016 ; Nielsen et al. 2017 ; Storck et al. 2017] 

Néanmoins, aucune étude n’a été réalisée sur le rôle du canal TRPM7 et du 

magnésium sur la migration des CSP. 

 

 

3) Caractérisation électrophysiologique du canal TRPM7 et rôle 

du magnésium dans l’activation des CSP : 
 

Nos résultats montrent que le canal TRPM7 régule l’homéostasie magnésique dans 

les cellules PS-1 (Figure 43), en effet, l’inhibition ou l’invalidation du canal TRPM7 

ainsi que l’induction de la quiescence par l’ATRA (Figure 47-F) diminuent la 

concentration magnésique intracellulaire des cellules PS-1. Nos résultats mettent 
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également en évidence le lien entre l’expression du canal TRPM7 et les capacités 

prolifératives des CSP. Néanmoins, aucune caractérisation électrophysiologique du 

canal n’a été réalisée dans nos modèles d’études. Il serait intéressant de quantifier 

l’activité (expression fonctionnelle) du canal TRPM7 dans les conditions évaluées au 

cours de ce travail (siTRPM7, ATRA, MC, RLT-PSC). Les résultats permettraient de 

relier l’expression protéique du canal à son expression fonctionnelle, et d’établir un 

lien entre le niveau d’activité de TRPM7 et les capacités prolifératives et le niveau 

d’activation des CSP.  

Les cellules PS-1 exprimant également le canal TRPM6 (Figure 37-B), il serait 

intéressant de pouvoir discriminer l’apport des homotétramères de TRPM7 et des 

hétérotétramères TRPM7/TRPM6 dans la signalisation proliférative des cellules PS-

1. Une caractérisation des courants ioniques enregistrés dans les PS-1 devrait être 

réalisée après transfection d’un siTRPM6. Nous devrions également investiguer le 

rôle du canal TRPM6 dans la prolifération et l’activation des CSP avec les méthodes 

utilisées pour caractériser le rôle du canal TRPM7 dans ces processus. 

D’autre part, il a été démontré que les cellules cancéreuses possèdent une 

concentration magnésique intracellulaire forte comparé aux cellules saines [Taylor  

et al. 1991]. Néanmoins, aucune mesure de la concentration magnésique présente 

dans le stroma tumoral n’a été effectuée à ce jour. 

Il est possible que la concentration magnésique augmente également avec 

l’activation des CSP et que le canal TRPM7 soit directement impliqué dans ce 

processus. Nous avons démontré que le canal TRPM7 régule l’homéostasie 

magnésique dans les cellules PS-1. Le niveau d’expression du canal et la 

concentration magnésique cytosolique diminuent avec l’induction de la quiescence, 

ce qui suggère que la concentration magnésique liée à l’expression du canal TRPM7 

puisse réguler l’activation des CSP. 

Néanmoins seules la transfection avec le siTRPM7 et l’induction de la quiescence 

par un traitement à l’ATRA ont été investiguées en imagerie cationique. Il parait 

primordial d’étendre ces tests à l’ensemble des modèles étudiés et notamment de 

réaliser une étude comparative du niveau de fluorescence magnésique entre les 

cellules PS-1 et RLT-PSC ainsi qu’entre les PS-1 traitées et non traitées avec le MC 

de cellules cancéreuses. Dans le cas où le niveau de fluorescence magnésique 
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suive le niveau d’expression de TRPM7, les résultats obtenus permettraient de relier 

le niveau d’activation et les capacités prolifératives des CSP à la concentration 

magnésique intracellulaire, en plus de confirmer que le canal TRPM7 est le principal 

régulateur de l’homéostasie magnésique dans ce type cellulaire. 

 

4) Rôle du canal TRPM7 dans l’acquisition d’un phénotype 

agressif par les CSP et intégration des résultats au modèle in 

situ : 
 

Il a été démontré qu’il existe plusieurs sous-types de CSP, classées en fonction des 

marqueurs exprimés et de leur niveau d’agressivité. De façon générale, la 

caractérisation des sous-types de CSP par Neuzillet et collaborateurs montre que le 

niveau d’expression de SMA et de la vimentine est inversement proportionnel aux 

capacités prolifératives des CSP [Neuzillet et al. 2018]. 

Nos résultats montrent que le canal TRPM7 est impliqué dans la prolifération 

cellulaire et inhibe l’expression de SMA et de la vimentine, l’étude comparative des 

lignées PS-1 et RLT-PSC confirme le lien existant entre prolifération et faible niveau 

d’expression de α-SMA / vimentine. Ces résultats sont en accord avec les données 

bibliographiques et suggèrent que le canal TRPM7 pourrait être l’effecteur 

responsable de la corrélation inverse décrite entre l’expression de l’α-SMA et la 

prolifération des CSP [Neuzillet et al. 2018].C’est pourquoi il serait intéressant de 

confirmer nos résultats in situ.  

Les CSP sont caractérisées par un grand nombre de marqueurs (GFAP, desmine, 

vimentine, SMA), la pluralité du marquage rend difficile l’analyse in situ. Néanmoins, 

des travaux récents ont permis de mettre au point des marqueurs précis et 

spécifiques concernant les différents sous-types de CSP. Neuzillet et collaborateurs 

ont mis en évidence l’existence de 4 sous-types de CSP différents caractérisés en 

fonction de marqueurs uniques tels que la myosine 11 ou la périostine. Il a 

notamment été démontré que l’expression de la myosine 11 est spécifique du sous-

type de CSP exprimant fortement l’α-SMA et la vimentine mais ayant de faibles 

capacités prolifératives. A l’inverse les CSP exprimant la périostine prolifèrent 
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fortement mais possèdent une faible expression de l’α-SMA et de la vimentine 

[Neuzillet et al. 2018]. 

L’évaluation de l’intensité du marquage pour TRPM7 en fonction du marquage des 

différents sous-types de CSP nous permettrait de relier l’expression du canal à la 

prolifération des CSP. Enfin, pour chaque sous-type possédant des capacités 

prolifératives et une expression de α-SMA différente, l’attribution d’un score de 

marquage pour TRPM7 pourrait confirmer son rôle dans la prolifération cellulaire et 

dans l’inhibition de la synthèse de α-SMA dans les CSP.  Ces résultats nous 

permettraient de confirmer le lien entre TRPM7, α-SMA et prolifération cellulaire que 

nous avons précédemment décrit et de proposer le canal TRPM7 comme marqueur 

du phénotype prolifératif dans les CSP. 

D’autre part, les différents phénotypes de CSP décrits dans la bibliographie sont 

également classés en fonction de leur agressivité. Les phénotypes positifs à la 

myosine 11 et à la périostine sont de mauvais pronostic, alors que les CSP 

exprimant la podoplanine sont classées dans la catégorie de bon pronostic [Neuzillet 

et al. 2018]. Par ailleurs, il a été démontré que l’adipophiline, protéine exprimée dans 

les vésicules lipidiques, est le seul marqueur de quiescence valable utilisable in situ 

concernant les CSP [Friberg et al. 2017]. Aussi, dans le cadre d’une analyse in situ, 

il serait intéressant d’étudier le co-marquage de TRPM7 avec les 4 marqueurs 

précédemment décrits comme suit : TRPM7/adipophiline (marquage des CSP 

quiescentes), TRPM7/podoplanine (marquage des CSP activées de bon pronostic), 

TRPM7/myosine 11 ou périostine (marquage des CSP activées aggressives). 

Dans le cas d’une intensité de marquage pour TRPM7 croissante de la quiescence 

au mauvais pronostic, nous pourrions confirmer que le niveau d’expression du 

chanzyme augmente avec le niveau d’activation. 

L’inclusion des résultats obtenus sur tissus de patient nous permettrait d’une part de 

confirmer les résultats in vitro, et d’autre part, de présenter le canal TRPM7 comme 

un biomarqueur de l’agressivité des CSP et du stroma tumorale dans l’ACP. 
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5) Implication du canal TRPM7 dans l’activation des CSP : 
 

Au cours de nos travaux, nous avons démontré que TRPM7 régule positivement la 

prolifération cellulaire en régulant l’expression de p53 via la voie PI3K/Akt (Figure 38 

et 39). L’invalidation de TRPM7 engendre une augmentation importante de P53 

responsable de l’effet inhibiteur de la prolifération. Le facteur P53 est également 

connu pour être impliqué dans la régulation du métabolisme des lipides et inhiber le 

stockage lipidique cellulaire [Assaily et al. 2011]. 

 

 A l’inverse, il a été démontré, par une étude récente, qu’une augmentation de 

l’expression de P53 induit une élévation de la formation de vésicules lipidiques 

stockant le rétinol dans les CSP [Saison-Ridinger et al. 2017]. Ces résultats 

suggèrent que l’augmentation de l’expression de P53 favorise le retour des CSP à la 

quiescence. 

L’activation des CSP est caractérisée, outre par l’expression de α-SMA, par la perte 

de leur rôle de stock lipidique et par l’acquisition d’un phénotype hautement 

prolifératif.  L’impact négatif de TRPM7 sur l’expression de P53 suggère que celui-ci 

puisse favoriser l’activation des CSP. Son rôle sur le métabolisme lipidique et 

l’expression des gouttelettes lipidiques reste à démontrer. Il est possible de vérifier 

cette hypothèse en microscopie à immunofluorescence via un marquage au nile red 

dans des conditions variables d’expression de TRPM7. De plus, nous avons 

démontré que le siTRPM7 induit une variation de l’expression de la desmine et de la 

vimentine (Figure51) dont l’expression est également modulée avec l’induction de la 

quiescence par l’ATRA (Figure 46), confirmant l’hypothèse du rôle inhibiteur de 

TRPM7 sur la quiescence. 

 

Par ailleurs, le récepteur PPAR-γ est connu pour favoriser la quiescence des CSP, 

puisque son activation par des agonistes empêche l’activation de ces dernières 

[McCaroll et al. 2006]. Il a été démontré que TRPM7 régule la différenciation 

adipogénique sur modèle de préadipocyte. En effet, l’utilisation de shTRPM7 diminue 

significativement le stockage lipidique, l’activité GPDH (Glycerol-3-phosphate 

dehydrogenase), ainsi que l’expression de PPAR-γ et l’activation d’Akt [Che et al. 
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2014]. Ces travaux démontrent que TRPM7 est un régulateur potentiel du 

métabolisme lipidique ainsi que de l’expression de PPAR-γ.  

 

Enfin, nos résultats démontrent qu’il y a une corrélation entre le niveau d’expression 

de TRPM7 et le niveau d’activation des cellules PS-1 in vitro.  

L’ensemble de ces données suggère que le canal TRPM7 puisse être un régulateur 

de l’activation des CSP en inhibant  l’expression de PPAR-γ ainsi que le stockage 

lipidique via P53. Afin de confirmer cette hypothèse, il serait intéressant de vérifier 

l’expression des vésicules lipidiques en immunofluorescence via un marquage au 

Nile Red sur cellules transfectées ou non avec le siTRPM7, traitées au NS8593, ainsi 

qu’à la Nutline 3a. Une quantification de l’expression de PPAR-γ par Western-Blot en 

fonction des conditions listées précédemment devra être réalisée. De plus, 

l’utilisation d’agoniste de PPAR- γ en culture suivi d’une quantification de l’expression 

de TRPM7, α-SMA, des vésicules lipidiques, de P53 ainsi que des acteurs 

signalétiques impliqués, permettrait de confirmer le lien entre activation et expression 

de TRPM7. PPAR-γ est également connu pour former des hétérotétramères avec le 

récepteur du rétinol (RR), et nos résultats montrent que l’ATRA inhibe l’expression du 

canal TRPM7. Le traitement combiné des cellules avec des agonistes de PPAR- γ et 

avec l’ATRA permettrait également d’investiguer le rôle des hétérodimères PPAR- 

γ/Récepteur au rétinol sur la quiescence/activation des PS-1. Enfin, l’utilisation de 

siTRPM7 et NS8593 sur cellules traitées aux agonistes de PPAR-γ et à l’ATRA 

achèvera de démontrer le rôle de TRPM7 dans l’activation des CSP.  

Ces manipulations complémentaires permettraient de déterminer le rôle du canal 

TRPM7 dans l’acquisition du phénotype activé par les CSP, mais également de 

caractériser son rôle exact dans le processus d’activation des CSP.  

 

6) Rôle du canal TRPM7 dans la communication MET/tumeur :  
 

Nos résultats montrent que les cellules PS-1 répondent au milieu conditionné de 

cellules d’ACP par une élévation du niveau d’expression du canal TRPM7 permettant 

une augmentation de la prolifération et de l’activation des cellules PS-1 (Figure 48). 
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Au cours de ce travail, nous nous somme concentré sur le rôle du canal TRPM7 

dans la prolifération et l’activation des CSP. Le canal TRPM7 est également exprimé 

dans les cellules d’ACP et est impliqué dans les mécanismes de migration et 

d’invasion cellulaire [Rybarzcyk et al. 2012 et 2017]. 

 

 

Figure 60 ) Rôle du canal TRPM7 dans la prolifération et la migration des cellules 
d’ACP induite par les CSP : 

Images représentant les cellules MIA Paca-2 migrantes suite au traitement ou non avec 
le MC de cellule PS-1 (A-a). Quantification de la migration des cellules MIA Paca-2 dans 
les mêmes conditions (A-b). Cinétique de viabilité des cellules MIA Paca-2 en fonction 
du traitement au MC de PS-1 et du siRNA utilisé (B). Expériences réalisées à t=48h de 
traitement ; N=3 ; * p< 0.05 ; *** p< 0.001. 
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L’interaction entre les CSP et les cellules d’ACP par le biais de facteurs solubles 

favorise l’acquisition et le développement de capacités prolifératives, migratoires et 

invasives par les CSP comme par les cellules d’ACP [Apte et al. 2002].  

Afin d’intégrer le canal TRPM7 au compartiment tumoral et d’investiguer son rôle 

dans la communication des CSP vers les cellules d’ACP, nous avons testé la 

prolifération et la migration des cellules MIA Paca-2 en réponse au MC de cellules 

PS-1 (Figure 60). Nos résultats montrent que les MC de cellules PS-1 favorisent la 

prolifération et la migration des cellules d’ACP MIA Paca-2. Le canal TRPM7 est 

impliqué dans la prolifération cellulaire induite par les MC de PS-1 alors qu’il n’est 

pas impliqué dans la prolifération cellulaire basale dans ce modèle cellulaire (Figure 

60-B). Ces résultats préliminaires suggèrent que le canal TRPM7 influence la 

communication cellulaire entre les cellules d’ACP et les CSP. Néanmoins, il est 

nécessaire de confirmer l’effet prolifératif dépendant de TRPM7 par une analyse du 

cycle cellulaire en cytométrie de flux dans les mêmes conditions (siCTRL, siTRPM7 

et cultivées ou non en MC de cellules PS-1). L’expression et l’activité du canal 

TRPM7 sur les cellules cultivées dans le MC de CSP devra également être quantifiée 

en western blot et patch-clamp. Les cellules d’ACP traitées avec le MC de CSP 

devront également être analysées en imagerie cationique de façon à déterminer 

l’espèce ionique impliquée dans la prolifération dépendante du canal TRPM7.  

La validation de cette hypothèse de travail basée sur nos résultats préliminaires 

démontrerait l’influence du canal TRPM7 sur la communication tumeur/MET. Le 

chanzyme TRPM7 constituerait alors une cible thérapeutique majeure de la 

communication intercellulaire et de l’activation du MET dans l’ACP. 
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RESULTATS et DISCUSSION : 

Partie II 

Rôle du canal TRPM7 dans la migration induite par les 

peptides d’élastines dans les cellules d’ACP :  
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Partie II) Rôle du canal TRPM7 dans la migration induite 

par les peptides d’élastines dans les cellules d’ACP : 
 

Les récentes avancées scientifiques en cancérologie expérimentale ont permis de 

mettre en évidence l’impact du microenvironnement (ou stroma tumoral) dans le 

développement, la survie et l’agressivité de la tumeur. L’ACP est, par ailleurs, 

caractérisé par la mise en place d’un stroma tumoral inflammatoire qui favorise 

l’agressivité du cancer [Xu et al. 2014]. Ce phénomène, appelé réaction 

desmoplastique, est le théâtre d’un important remodelage de la matrice 

extracellulaire accompagnée de la synthèse de matrikines [Maquart et al. 1999]. 

Ces matrikines (oligopeptides d’origine matricielle) sont connues pour favoriser le 

développement du cancer et la formation des métastases [Pupa et al. 2002 ; 

Maquart et al. 2004]. L’élastine constitue la principale fibre matricielle responsable 

de l’élasticité des tissus. Il a été démontré que la MEC associée au cancer est 

particulièrement riche en élastine, et constitue un véritable réservoir de peptide 

d’élastine. Les peptides d’élastine sont impliqués dans la migration, la prolifération, 

l’invasion, l’angiogenèse, la survie cellulaire ou encore l’adhésion dans de nombreux 

modèles cellulaires tels que les fibroblastes, les CMLV, les cellules endothéliales ou 

encore les cellules cancéreuses [Duca et al. 2004 ; Scandolera et al. 2016]. 

 

Parallèlement, de nombreuses études tendent à impliquer les canaux ioniques à 

différents stades de développement du cancer. Le canal TRPM7 est par ailleurs 

proposé comme un acteur important dans l’ACP. En effet, son niveau d’expression 

est proportionnel à l’agressivité de la tumeur et inversement proportionnel à la survie 

des patients. Le canal TRPM7 est par ailleurs connu pour être impliqué dans la 

migration et l’invasion des cellules d’ACP [Rybarczyk et al. 2012 ; Rybarczyk et al. 

2017]. 

Nous avons démontré que le canal TRPM7 est impliqué dans l’interaction entre les 

cellules d’ACP et la composante cellulaire stromale représentée par les CSP.  Nous 

souhaitons étudier le rôle du canal TRPM7 dans la prolifération et la migration 

dépendante des peptides d’élastines. Le but de ce travail est d’étudier le rôle du 

canal TRPM7 dans la migration et la prolifération des cellules d’ACP en réponse aux 
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peptides d’élastine. Au cours de ce travail nous avons étudié le rôle du canal TRPM7  

sur la migration des cellules cancéreuses d’ACP induite par les peptides dérivés de 

l’élastine AG-9 et VG-6. 

 

RESULTATS : 
 

1) Effet des peptides d’élastine sur la migration et la 

prolifération des cellules MIA Paca-2 : 
 

 

Afin de valider les effets des peptides d’élastines sur la migration et la prolifération  

des cellules MIA Paca-2 nous avons testé plusieurs concentrations (Figure 61-A). 

Les tests de migration en insert de Boyden ont permis de déterminer la concentration 

efficace minimale  en peptide d’élastine AG-9. Les Images représentent les cellules 

ayant traversée la face inférieure de l’insert. Un nombre important de cellules 

migrantes est visible dans la condition traitée avec 10-7 M soit 0,1 µM de peptide 

d’élastine AG-9 en comparaison avec le contrôle non traité (Figure 61-A-a). Les 

concentrations inférieures en AG-9 ne parviennent pas à induire d’effet sur la 

migration en comparaison à la condition contrôle. On constate une augmentation 

similaire de la migration cellulaire en condition traitée avec 10-7 M d’AG-9 (173,6 ± 

11%) en comparaison au contrôle NT (100 ± 7,5%) (Figure 61-A-b). Aucune 

augmentation significative de la migration cellulaire n’est observée pour des 

concentrations en peptide AG-9 de 10- 9 M (103,4 ± 8,3%), et 10-8 M (108,4 ± 8,2%) 

comparé au contrôle (Figure 61-A). La figure représente la prolifération cellulaire en 

fonction de la concentration en peptide d’élastine AG-9 (Figure 61-A-c). Les 

concentrations de 10 -9 M (104 ± 3,7%), 10-8 M (100 ± 1,8%) et 10-7 M (101,3 ± 1,1%) 

ne parviennent pas à augmenter la prolifération cellulaire par rapport au contrôle 

(100 ± 1,9%). Les capacités migratoires des cellules MIA PaCa-2 ont également été 

testées avec le peptide VG-6 (Figure 61-B). 
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Figure 61) Effet des peptides d’élastines sur la migration et la viabilité des 
cellules MIA Paca-2 : 

Effet des peptides d'élastine AG-9 et VG-6 sur la prolifération et la migration des 
cellules MIA Paca-2. Clichés présentant le nombre de cellules ayant traversé la 
membrane des inserts en fonction de la concentration en AG-9 (A-a). Quantification 
de la migration des cellules MIA PaCa-2 en fonction des concentrations de peptide 
AG-9 utilisées ; N=3  (A-b). Quantification de la prolifération cellulaire des MIA PaCa-
2 par test au MTT en fonction de la concentration en AG-9 ; N=3  (A-c). Images 
d’inserts de Boyden montrant les cellules migrantes en fonction du type de peptide 
utilisé (B-a). Quantification de la migration cellulaire en fonction des peptides AG-9 et 
VG-6 ; N=3 (B-b). Quantification de la prolifération des cellules MIA PaCa-2 en 
fonction du type de peptide ; N=3 (B-c). NS p>0.05  *** p<0,001). 
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Sur les images présentant les cellules ayant migré, on constate une augmentation du 

nombre de ces cellules lorsqu’elles sont traitées avec 0,1 µM d’AG-9 et avec 0,1 µM 

de VG-6 en comparaison avec le contrôle non traité. La quantification de ces 

résultats présente une augmentation similaire de la migration des cellules traitées 

avec 0,1 µM de peptide AG-9 (180 ± 10,6%) et VG-6 (201,7 ± 17,9%) comparé au 

contrôle (100 ± 8,9%) (Figure 61-B). Aucune différence significative n’a été trouvée 

entre les conditions AG-9 et VG-6. Les cellules MIA PaCa-2 ne prolifèrent pas 

d’avantage lorsqu’elles sont en contact avec 0,1 µM d’AG-9 (98,9 ± 4,2%) ou de VG-

6 (106,4 ± 6,1%) comparé au contrôle (100 ± 3,6%).  

 

2) Rôle du canal TRPM7 dans la migration induite par les 

peptides d’élastines : 
 

 

La lignée PANC-1, connue pour exprimer le canal TRPM7, a servi de contrôle positif 

[Rybarzcyk et al. 2012], l’eau a été utilisée comme contrôle négatif (Figure 62-A). Le 

canal TRPM7 est identifié par son poids moléculaire proche de 273 paires de bases 

(pb). Le canal TRPM6 est également exprimé dans la lignée MIA PaCa-2 

contrairement à la lignée PANC-1. L’extinction de l’expression du canal TRPM7 48h 

post transfection a été quantifiée par RT-qPCR (Figure 62-B). L’expression relative 

du canal TRPM7 est rapportée à l’expression de la β-actine servant de gène de 

référence. Une diminution importante de l’expression du canal TRPM7 est observée 

pour les cellules transfectées avec un siTRPM7 (9,72 ± 1,21%) en comparaison avec 

la condition contrôle siCTRL (fixé à 100%) (Figure 62-B).  

Afin de vérifier que le canal TRPM7 est bien impliqué dans la migration cellulaire 

induite par l’AG-9, son expression a été inhibée par le siTRPM7. Les images 

d’inserts de Boyden montrent une augmentation du nombre de cellules migrantes 

après traitement avec 0,1 µM d’AG-9 comparé au contrôle (Figure 62-C-a). 

L’utilisation du siTRPM7 engendre une diminution importante de la migration 

cellulaire des cellules traitées avec l’AG-9 ainsi que des cellules non traitées (Figure 

62-C-a). 
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Figure 62) Rôle du canal TRPM7 dans la migration induite par les peptides 
d’élastines sur les cellules MIA Paca-2 : 

Expression du canal TRPM7 sur la lignée MIA PaCa-2. Expression qualitative du canal 
TRPM7 par RT-PCR sur les lignées d'ACP PANC-1 et MIA PaCa-2 ; N=2 (A). 
Quantification de l'expression du canal TRPM7 en fonction du type de siRNA (siCTRL ou 
siTRPM7) par qRT-PCR ; N=3 (B). Images des cellules migrantes sur insert de Boyden en 
fonction du peptide AG-9 et du type de siRNA utilisé (C-a). Quantification de la migration 
des cellules MIA PaCa-2 en fonction du peptide AG-9 et du type de siRNA employé ; N=3 
(C-b). Quantification de la prolifération cellulaire en fonction du traitement avec l’AG-9 et 
du siRNA transfecté ; N=3 (C-c). NS p>0,05 ; *p<0,05, **p<0,01 ; ***p<0,001. 
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La quantification des résultats de migration couplés à l’utilisation de siRNA contre 

TRPM7 montre une augmentation de la migration cellulaire en réponse à l’AG-9 

(142,7 ± 8,8%) comparé au contrôle (100 ± 9,8%) (Figure 62-C-b). Une diminution 

importante de la migration par rapport au contrôle est visible pour les conditions 

siTRPM7, que les cellules soient traitées avec 0,1 µM d’AG-9 (61,9 ± 6%) ou non 

(56,9 ± 5,4%). Ces deux conditions ne sont pas significatives entre elles (Figure62-C-

b). Enfin, les tests de prolifération sur 24h réalisés sur cellules transfectées montrent 

une augmentation légère de la prolifération cellulaire pour les cellules traitées avec 

0,1 µM d’AG-9 et transfectées avec le siTRPM7 (121,3 ± 3%) comparées au contrôle 

(100 ± 4,7%) (Figure 62-C-c). Aucune variation significative de la prolifération 

cellulaire n’est visible pour les cellules traitées avec 0,1 µM d’AG-9 et transfectées 

avec le siCTRL (104,7 ± 4,6%) et les cellules non traitées transfectées avec 

siTRPM7 (108,2 ± 4,3%) par rapport au contrôle (Figure 62-C-c). 

 

 

3) Effet des peptides d’élastine sur l’expression du canal 

TRPM7 et l’entrée cationique : 
 

Une quantification de l’expression de TRPM7 dans les cellules MIA PaCa-2 suite à 

une période d’incubation de 24 et 48h dans un milieu contenant 0,1 µM d’AG-9 a été 

effectuée par la méthode de RT-qPCR (Figure 63-A). Aucune différence 

statistiquement significative n’apparait entre les différentes conditions. Une 

augmentation non significative de l’expression de TRPM7 est néanmoins visible 48h 

après traitement avec 0,1 µM d’AG-9 (154,4 ± 37,5 %) (Figure 63-A). Afin de 

visualiser les effets d’une incubation de 24h dans un milieu concentré à 0,1 µM d’AG-

9 sur la fonctionnalité du canal TRPM7 dans les cellules MIA PaCa-2 des tests 

d’imagerie calciques ont été réalisés (Figure 63-B).  

Les tracés d’imagerie ne semblent pas présenter de variation du niveau de 

fluorescence entre la condition traitée à l’élastine et la condition non traitée. La 

quantification de ces résultats ne montre aucune différence significative entre la 

condition AG-9 (-1,37 ± 0,11) et le contrôle NT (-1,40 ± 0,11) (Figure 63-B). 
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Figure 63) Effet des peptides d’élastines sur l’expression du canal 
TRPM7 et l’entrée cationique dans les cellules MIA Paca-2 : 

Impact du peptide d'élastine AG-9 sur l'expression transcriptionnelle et 
fonctionnelle de TRPM7 dans les MIA PaCa-2. Quantification par qRT-PCR de 
l’expression de TRPM7 24 et 48h après ajout de l’AG-9 dans le milieu N=2 (A). 
Tracés d’imagerie représentant l’extinction au Mn2+de la fluorescence en 
fonctions de l’AG-9 (B). Quantification des pentes d’extinction du tracés B ; 
N=2  (C). NS P>0,05. 
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4) Effet des peptides d’élastine sur l’activité du canal TRPM7 et 

l’homéostasie calcique : 
 

 

Les tests d’imagerie calcique avec perfusion du peptide AG-9 et mesure de l’effet 

induit en temps réel ont été effectués afin de vérifier l’effet de l’AG-9 sur le calcium 

intracellulaire (Figure 64-A). Sur les tracés moyens présentés dans la figure une 

augmentation du ratio de fluorescence de la sonde calcique en réponse à la 

perfusion de 0,1 µM d’AG-9 est observée, de même qu’une diminution du ratio pour 

un milieu de perfusion sans Ca2+ (Figure 64-A-a). Les résultats sont également 

présentés sous forme d’histogrammes représentant chacun une condition de 

perfusion. L’analyse de ces résultats indique une augmentation importante du ratio 

de fluorescence 15 minutes après perfusion du peptide AG-9 dans le milieu (1,41 ± 

2,95.10-4) en comparaison avec le ratio basal contrôle (1,27 ± 3,01.10-4) (Figure 64-

A-b). 

 Afin de vérifier l’implication du canal TRPM7 dans ce processus, les mêmes tests 

ont été réalisés sur cellules transfectées (Figure 64-B). Une diminution de la réponse 

à l’AG-9 est visible en condition siTRPM7 comparé à la condition contrôle siCTRL sur 

le tracé présenté en figure (Figure 64-B-a). La quantification indique une diminution 

significative du ratio entre les conditions siTRPM7 basale (1,19 ± 2,78.10-4) et 

siCTRL basale (1,22 ± 3,79.10-4), mais également entre les conditions siTRPM7 

(1,28 ± 9,01.10-4) et siCTRL (1,31 ± 6,29.10-4) après perfusion de l’AG-9 (Figure 64-

B-b). Dans un second temps les courants TRPM7 ont été enregistrés par la 

technique de Patch-Clamp dans les cellules MIA Paca-2 (Figure 64-C). 

La courbe présentant l’évolution du courant enregistré en fonction du temps permet 

de visualiser la genèse d’un courant sortant après 9 minutes d’enregistrement en 

condition siCTRL pour des valeurs de potentiels de +100 mV (Figure 64-C). Ce 

courant est diminué lorsque les cellules sont transfectées avec le siTRPM7. Aucune 

variation d’intensité des courants entrants enregistrés à -100 mV n’est observée 

entre la condition siTRPM7 et le contrôle siCTRL (Figure 64-C). 
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Figure 64) Effet des peptides d’élastines sur l’homéostasie calcique et l’activité du 
canal TRPM7 : 

Effet  du peptide AG-9 sur l’entrée de Ca2+ induite par l’AG-9 dans les cellules MIA PaCa-2. 
Courbe représentant les variations du ratio de fluorescence du Fura-2  en fonction du milieu 
perfusé ; N=3 (A-a). Quantification du tracé présentés en A  pour chaque condition (A-b). 
Effet du siTRPM7 sur la variation de ratio induite par l’AG-9 ; N=3 (B-a). Quantification des 
tracés présentés en B  (B-b). Effet du peptide AG-9 sur le courant typique de TRPM7 dans 
les MIA PaCa-2. Développement des courants entrant (-100 mV)  et sortant (+100 mV) en 
fonction du temps pour les différentes conditions (C). Quantification des courant contrôle et 
siTRPM7 enregistrés (D). Enregistrement des courants mis en place en réponse à l’AG-9 en 
fonction du siRNA transfecté (E). Quantification du courant induit par l’AG-9 sur cellules 
siCTRL et siTRPM7 (F). NS P>0,05 ; * p<0,05 *** p<0,001  
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Une quantification de l’intensité des courants obtenus après applications de la rampe 

de potentiels est réalisée (Figure 64-D). La diminution de l’intensité du courant en 

condition siTRPM7 (56 ± 35 pA) comparée au courant contrôle siCTRL n’est pas 

significative (262 ± 140) (Figure 64-D). 

 Le peptide d’élastine AG-9 a ensuite été perfusé dans le milieu de Patch-Clamp. Les 

enregistrements montrent une augmentation de l’intensité du courant sortant 

enregistré à +100 mV en réponse à l’AG-9, cette augmentation n’est pas observée 

lorsque les cellules sont transfectées avec le siTRPM7 (Figure 64-E). De la même 

façon, un léger courant entrant mesuré à -100 mV semble se développer suite à la 

perfusion du peptide AG-9 en condition siCTRL, ce courant ne semble pas apparaitre 

en condition siTRPM7 (Figure 64-E). La figure de quantification indique une 

diminution significative du courant en réponse à l’AG-9 en condition siTRPM7 (23 ± 

13 pA) comparé à la condition contrôle siCTRL (185 ± 48 pA) (Figure 64-F). 

 

 

DISCUSSION : 
 

Les principaux résultats mis en évidence au cours de ce travail sont : 1) les peptides 

d’élastine augmentent la migration des cellules d’ACP ; 2) le canal TRPM7 est 

impliqué dans la migration induite par les peptides d’élastine ; et 3) les peptides 

d’élastine augmentent l’entrée calcique ainsi que le courant TRPM7 dans les cellules 

d’ACP. 

Le canal TRPM7 est exprimé dans la lignée MIA PaCa-2, tout comme dans d’autres 

lignées d’ACP, les cellules BxPC-3 et PANC-1 [Rybarczyk et al. 2012]. Parmi toutes 

les concentrations testées expérimentalement en migration, le peptide d’élastine AG-

9 à un effet pro-migratoire à une concentration de 0,1 µM. Lorsque les peptides 

d’élastine sont appliqués en concentrations supérieures (> 1 µM), ils n’ont pas 

d’effets biologiques (Figure 61). Cette absence d’effet serait due à l’agrégation des 

peptides entre eux [Moscarelli et al. 2014 ; DaSilva et al. 2018]. La fenêtre 

d’efficacité du peptide AG-9 sur la migration des MIA PaCa-2 est donc relativement 

restreinte puisqu’elle est comprise entre des concentrations supérieures à 100 nM et 

inférieures à 1 µM. C’est pourquoi, la concentration utilisée lors de l’ensemble des 
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expériences est de 0,1 µM d’AG-9 (Figure 61). Toutefois, la concentration des 

peptides d’élastine in vivo lors du remodelage pathologique de la MEC n’est pas 

connue. Nous ne savons donc pas pour le moment si la concentration utilisée in vitro 

est physiologique. 

Les peptides d’élastines sont connus pour leurs activités chimiotactiques sur de 

nombreux types cellulaires [Senior et al. 1980 ; Blood et al. 1988]. Dans nos 

expériences de migration cellulaire, l’AG-9 est appliquée à la même concentration 

dans les compartiments supérieur et inférieur de l’insert. De plus, nous n’appliquons 

pas de chémoattractant dans le compartiment inférieur (SVF ou BSA). Par 

conséquent, nous pouvons estimer que l’AG-9 augmente la migration basale des 

cellules MIA PaCa-2. A l’inverse, aucun effet sur la prolifération des cellules MIA 

PaCa-2 n’est observé pour les concentrations d’AG-9 testées (Figure 61). Les 

peptides d’élastines sont néanmoins connus pour stimuler la prolifération cellulaire à 

des concentrations supérieures à 0,1 µM [Mochisuki et al. 2002]. Les tests de 

proliférations réalisés en parallèle des tests de migration montrent que 

l’augmentation de la migration cellulaire n’est pas liée à une éventuelle augmentation 

de la prolifération cellulaire induite par le peptide. 

Les tests de migrations supplémentaires réalisés avec le peptide VG-6 confirment 

que les peptides d’élastine augmentent la migration des cellules MIA PaCa-2. 

Toutefois, nous n’avons pas testé d’autres concentrations pour le peptide VG-6 

(Figure 61). Il serait donc intéressant, comme pour l’AG-9, de tester les effets de 

plusieurs concentrations de peptide VG-6 sur la migration et la prolifération des 

cellules MIA PaCa-2. 

Afin de vérifier si les effets des peptides d’élastine observés sur la migration étaient 

liés au canal TRPM7, celui-ci a été inhibé par un siRNA spécifique (Figure 62). En 

effet, le canal TRPM7 est connu pour être un acteur important de la migration dans le 

modèle du cancer du sein [Guilbert et al. 2013], ainsi que sur la lignée d’ACP BxPc-

3 [Rybarczyk et al. 2012]. L’inhibition de l’expression du canal TRPM7 médiée par 

ARN interférents a été confirmée par qRT-PCR. En effet, 48h après transfection des 

siRNA, une diminution de plus de 90% de l’expression des transcrits de TRPM7 est 

observable (Figure 62). Cette technique a permis de confirmer l’efficacité de la 

technique de transfection ainsi que du siTRPM7 utilisé. L’utilisation de siRNA contre 

TRPM7 montre une diminution importante de la migration cellulaire des cellules MIA 
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PaCa-2. L’incubation des cellules avec le peptide d’élastine à 0,1 µM ne parvient 

plus à augmenter la migration cellulaire lorsque le canal TRPM7 est inhibé (Figure 

62). Alors que les peptides d’élastine induisent l’augmentation de la migration 

d’environ 70% pour les cellules transfectées à l’aide d’un siRNA non-codant (siCTRL) 

Ainsi la diminution de la migration induite par l’AG-9 est bien la conséquence de 

l’inhibition de TRPM7 et non de la transfection cellulaire. Afin de confirmer ces 

résultats, il serait également possible de bloquer le canal TRPM7 à l’aide d’un agent 

pharmacologique tel que le NS8593 ou encore la waixenicine A. 

Une analyse par qRT-PCR a été effectuée afin de vérifier si l’incubation des cellules 

MIA PaCa-2 en présence des peptides d’élastine (24 et 48h) entraînait une variation 

de l’expression du canal TRPM7. Il apparait que l’incubation des cellules pendant 

24h dans un milieu contenant 0,1 µM d’AG-9 n’a aucun effet significatif sur 

l’expression du canal TRPM7 (Figure 63). Néanmoins une incubation de 48h 

entraîne l’augmentation de l’expression du canal TRPM7. Cependant, cette 

augmentation d’expression n’est pas statistiquement significative et il faut donc 

augmenter le nombre d’expériences afin de conclure sur un effet éventuel effet des 

peptides d’élastine sur l’expression des canaux TRPM7 (Figure 63). De plus, la 

migration cellulaire est testée après 24 h d’incubation en présence des peptides 

d’élastine et nous n’observons pas de variation de l’expression de TRPM7 pour ce 

temps d’incubation (Figure 63). Par conséquent, l’effet pro-migratoire de l’AG-9 sur 

les cellules MIA PaCa-2 ne peut être expliqué par une augmentation de l’expression 

des canaux TRPM7. 

Pour confirmer ce résultat, nous avons utilisé le protocole d’extinction de la 

fluorescence calcique par le Mn2+ afin d’enregistrer l’entrée cationique (Figure 63-B).  

En effet, le canal TRPM7 est connu pour réguler l’entrée cationique constitutive dans 

les cellules MIA Paca-2 [Rybarczyk et al. 2012 et 2017]. Les cellules incubées 24h 

avec 0,1 µM d’AG-9 présentent un profil de réponse similaire aux cellules non-

traitées. Ainsi l’entrée cationique basale n’est pas modifiée par l’incubation des 

cellules MIA PaCa-2 en présence de l’AG-9 (Figure 63-B).  

Nous avons ensuite utilisé les techniques de Patch-Clamp et d’imagerie calcique afin 

de tester les effets de l’AG-9 appliqué de façon aigüe sur les flux calciques et les 

courants TRPM7 (Figure 64).  
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En effet, il été démontré que la Kappa élastine induit un influx calcique dans les 

fibroblastes, les CMLV et les cellules endothéliales [Fulop et al. 1986 ; Jacob et al. 

1987]. De plus l’influx calcique induit par les peptides d’élastine favorise la migration 

amiboïde des cellules cancéreuses via la calpaine [Brassart et al. 2019]. 

Les résultats montrent une hausse significative de la concentration calcique 

intracellulaire suite à la perfusion des cellules avec un milieu contenant 2 mM de 

Ca2+ et  0,1 µM d’AG-9 (Figure 64-A). Une diminution significative de la concentration 

intracellulaire de Ca2+ est observée suite à la perfusion d’un milieu dépourvu de Ca2+ 

mais contenant 0,1 µM d’AG-9 (Figure 64-A). Ainsi, l’augmentation du Ca2+ 

intracellulaire induite par la perfusion d’AG-9 est bien la conséquence d’une entrée 

du Ca2+ à partir du milieu extracellulaire. Le Ca2+ étant un second messager impliqué 

dans la migration cellulaire, il est possible que l’effet pro migratoire exercé par l’AG-9 

sur les cellules MIA PaCa-2 soit directement lié à cette augmentation transitoire du 

Ca2+ intracellulaire.   

Afin de vérifier qu’il s’agit bien d’une entrée calcique dépendante du canal TRPM7, 

les mêmes tests ont été réalisés sur cellules transfectées (Figure 64-B). Les résultats 

montrent que le niveau de fluorescence calcique basal varie en fonction des 

conditions, suggérant que le canal TRPM7 est impliqué dans l’homéostasie calcique 

constitutive. Cependant, l’invalidation de TRPM7 n’inhibe pas l’influx calcique induit 

par les peptides d’élastine. Ces résultats montrent que l’influx calcique induit par 

l’AG-9 dans les cellules MIA Paca-2 est indépendant du canal TRPM7 (Figure 64-B). 

 Ces résultats suggèrent également que la migration cellulaire induite par les 

peptides d’élastines dans les cellules MIA Paca-2 est calcium indépendante. 

L’analyse électrophysiologique par Patch-Clamp a permis de confirmer ces résultats 

en montrant, d’une part que le canal TRPM7 est fonctionnel dans les cellules MIA 

PaCa-2 en permettant la genèse d’un courant cationique inhibé par le siTRPM7 

(Figure 64-C). Toutefois, l’inhibition du courant MIC par le siTRPM7 n’est pas 

statistiquement significative principalement à cause du faible nombre de cellules 

testées en siCTRL et de leur grande variabilité. Ces résultats préliminaires doivent 

donc être confirmés en augmentant le nombre de cellules dans la condition siCTRL 

(Figure 64-D). D’autre part, les cellules MIA PaCa-2 développent un courant de type 

cationique non-sélectif en réponse à l’AG-9 (Figure 64-E). Ce courant activé par 
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l’AG-9 ne présente pas tout à fait le même profil qu’un courant de type TRPM7, 

notamment au niveau de la rectification sortante. Ce profil atypique suggère que le 

courant sensible à l’AG-9 pourrait être la résultante de l’activation de plusieurs types 

de canaux ioniques. Toutefois, la perfusion d’AG-9 n’active plus de courant sur des 

cellules MIA PaCa-2 traitées avec le siTRPM7 (Figure 64-E). Ces résultats sont très 

intéressants et suggèrent que l’AG-9 active le canal TRPM7 qui, à son tour, pourrait 

interagir avec d’autres canaux. Cette hypothèse nécessite bien sûr d’être testée à 

l’aide d’autres expériences, en utilisant par exemple des bloqueurs d’autres canaux 

sur le courant sensible à l’AG-9. Il est intéressant de noter que les peptides dérivés 

de l’élastine sont connus pour interagir avec des canaux calciques activés par le 

voltage et induire une augmentation de la concentration calcique intracellulaire 

aboutissant à une réorganisation du cytosquelette [Jones et al. 1980]. Néanmoins, 

le peptide d’élastine AG-9 ne semble pas favoriser la migration des cellules d’ACP 

MIA PaCa-2 par une entrée calcique transitoire, puisque celle-ci ne dépend pas du 

canal TRPM7.  

Il est possible que l’AG-9 exerce une activation directe sur le canal TRPM7, ou 

indirecte par le biais du récepteur aux peptides d’élastine. Bien que l’existence d’un 

complexe de récepteurs aux peptides d’élastine ait été mise en évidence, les voies 

de signalisation qu’il déclenche demeurent peu connues [Blood et al. 1988]. 

Le peptide d’élastine AG-9 pourrait également induire la stimulation de deux 

récepteurs différents (ERC et RPSA) de façon simultanée. Les récepteurs ERC et 

RPSA pourrait alors stimuler des processus différents ce qui expliquerait la 

dissociation entre l’influx calcique indépendant de TRPM7 et la migration cellulaire 

dépendante de TRPM7. Néanmoins, il est également possible qu’un même récepteur 

active la migration via TRPM7 ainsi que l’influx calcique en parallèle. De même qu’il 

est possible que les peptides d’élastine modulent directement l’activité de canaux 

ioniques. 

Les précédents travaux du laboratoire montrent que migration cellulaire basale des 

cellules MIA Paca-2 est un processus dépendant du magnésium [Rybarczyk et al. 

2012]. Dans la mesure où nous montrons que l’influx calcique induit par les peptides 

d’élastines est indépendant du canal TRPM7 (Figure 64-B) et que les peptides 

d’élastine activent le courant MIC (Figure 64-E), il est probable que le magnésium 

soit impliqué dans la migration cellulaire dépendante de TRPM7 en réponse aux 
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peptides d’élastines. Aussi, il est important de mesurer le ratio de fluorescence 

magnésique (MagFura-2) dans les cellules traitées ou non avec l’AG-9 couplé à la 

transfection du siTRPM7 afin de vérifier cette hypothèse. De plus, nous pourrions 

tester le processus de migration cellulaire induit par l’AG-9 en fonction de la 

transfection en condition de supplémentation magnésique. 

 

  



251 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

CONCLUSION et PERSPECTIVES  

Partie II  



252 
 

CONCLUSION ET PERSPECTIVES : 
 

 

Au cours de ces travaux nous démontrons que 1) les peptides d’élastines AG-9 et 

VG-6 régulent la migration des cellules MIA Paca-2. 2) le chanzyme TRPM7 est 

indispensable à la migration cellulaire induite par les peptides d’élastines. 3) les 

peptides d’élastines activent un courant dépendant du canal TRPM7 ainsi qu’un 

influx calcique ne dépendant pas de TRPM7 (Figure 65). 

Il serait néanmoins intéressant de réaliser des tests d’imagerie calcique et de Patch 

Clamp avec le peptide VG-6 et la Κ-élastine afin de généraliser ce mode d’action à 

d’autres peptides d’élastine. 

 

Figure 65) Rôle du canal TRPM7 dans la migration induite par le peptide AG-9 
dans les cellules MIA Paca-2 : 

Les peptides d’élastine AG-9 favorisent la migration dépendante du canal TRPM7 dans 

les cellules MIA Paca-2. Les hypothèses et sur le mode d’action de l’AG-9, le 

mécanisme de TRPM7 impliqué ou encore le rôle de l’influx calcique dans la migration 

cellulaire sont représenté en pointillés.  
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Les perspectives de ce travail sont d’étudier si les peptides d’élastine exercent un  

effet direct sur le canal TRPM7 ou indirect via l’activation du récepteur aux peptides 

d’élastine RPSA. Ainsi il sera nécessaire de vérifier par co-immunoprécipitation et 

microscopie confocale la colocalisation entre ces deux protéines dans la membrane 

plasmique. D’un point de vue fonctionnel, il est nécessaire de tester l’effet d’un 

siRNA dirigé contre le récepteur aux peptides d’élastine RPSA sur l’entrée calcique 

transitoire et le courant ionique activés par l’AG-9 [Brassart et al. 2018]. Le 

récepteur RPSA n’étant pas l’unique récepteur des peptides d’élastines, il est 

également important de vérifier l’implication éventuelle de l’ERC (Elastin Receptor 

Complex) dans les mécanismes décrits.  

D’autre part, et comme nous l’avons évoqué précédemment, le magnésium est un 

régulateur de la migration cellulaire constitutive dans les cellules MIA Paca-2 

[Rybarczyk et al. 2012]. Nous devrions investiguer le rôle du magnésium dans la 

migration cellulaire induite par le peptide AG-9 via la technique expérimentale de 

supplémentation magnésique. 

 Le canal TRPM7 est également connu pour favoriser la migration cellulaire via son 

domaine kinase. Nous devrions caractériser le mode d’action du canal TRPM7 en 

traitant les cellules avec des inhibiteurs de la fonction kinase du chanzyme (rottlerin, 

TG100-115), dans des conditions expérimentales similaires (traitement avec AG-9). 

Il s’agira également de mettre en évidence les mécanismes mis en jeu dans la 

migration cellulaire induite par les peptides d’élastines et dépendante du canal 

TRPM7. Pour cela nous devrions investiguer les voies de signalisation impliquées 

dans la migration cellulaire et la régulation des éléments du cytosquelette. 

Il a été démontré que les peptides d’élastines (Κ-élastine et VGVAPG) régulent 

l’invasion et la migration des cellules de fibrosarcomes HT-1080 en augmentant 

l’expression de la pro-MMP2, de uPa et de Hsp90 [Donet et al. 2014]. Les résultats 

récents du laboratoire montrent que le canal TRPM7 régule l’invasion constitutive 

des cellules MIA Paca-2 en favorisant l’expression des mêmes acteurs [Rybarczyk 

et al. 2017]. Nous devrions également étendre notre étude au processus invasif 

induit par les peptides d’élastine afin de confirmer que le canal TRPM7 régule 

l’invasion en activant la même voie.   
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D’autre part, il serait intéressant de comprendre l’apport de l’influx calcique induit par 

les peptides d’élastines sur la migration cellulaire. En effet, nous avons démontré que 

le canal TRPM7 n’est pas impliqué dans l’influx calcique induit par l’AG-9 (Figure 64-

B) mais influence la migration cellulaire (Figure 62). Nos résultats suggèrent que 

l’influx calcique puisse être dissocié du processus migratoire. Néanmoins nous 

devrions confirmer cette hypothèse en analysant la migration cellulaire induite par 

l’AG-9 dans un milieu sans calcium en employant le chélateur calcique EGTA. 

En effet, les peptides d’élastines sont connus pour induire un influx calcique dans les 

cellules traitées [Fulop et al. 1986 ; Jacob et al. 1987]. Cette entrée de calcium est 

impliquée dans le processus de migration amiboïde [Brassart et al. 2018]. 

En conclusion, ce travail a permis de mettre en évidence pour la première fois l’effet 

d’un composant du stroma cancéreux (les matrikines) sur l’activité du canal TRPM7 

et la migration des cellules cancéreuses pancréatiques humaines. 
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CONCLUSION et PERSPECTIVES GENERALES : 
 

Au cours de ce travail, nous avons démontré le rôle du canal TRPM7 dans 

l’interaction entre la tumeur et son stroma dans l’ACP. Nos résultats montrent que le 

chanzyme TRPM7 influence à la fois la communication entre le compartiment 

matriciel et la cellule cancéreuse mais également entre la cellule tumorale et les 

CSP. Nous avons démontré que : 1) le canal TRPM7 influence la prolifération des 

CSP induite par les sécrétions de cellules cancéreuses, l’expression du canal 

TRPM7 dans les CSP augmente également lorsqu’elles sont traitées avec le CM de 

cellules d’ACP ; 2) Le chanzyme TRPM7 régule la prolifération des cellules d’ACP 

induite par le MC de CSP, alors qu’il ne régule pas la prolifération basale sur ce 

modèle ; 3) Le canal TRPM7 régule également la migration des cellules d’ACP 

induite par les peptides dérivés de l’élastine. 

Figure 66) Rôle du canal TRPM7 dans l’interaction Tumeur / MET : 

Le compartiment tumoral est représenté en orange, le compartiment stromal 

acellulaire en vert et la composante cellulaire du MET en bleu.  
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Dans l’ensemble, nos résultats démontrent que le canal TRPM7 est exprimé et 

fonctionnel dans les cellules tumorales mais également dans les cellules du MET 

majoritairement représentées par les CSP. Nous montrons également que le canal 

est impliqué dans l’échange entre la tumeur et son environnement (Figure 66). 

Les mécanismes impliquant le  canal TRPM7 dans la prolifération des CSP induite 

par le milieu conditionné de cellule d’ACP ont été mis en évidence et détaillés au 

cours de ce travail (Figure 48). Malgré cela,  le rôle du canal TRPM7 dans la 

prolifération et la migration des cellules d’ACP induites par les sécrétions de CSP 

demeure mal connu (Figure 60). Nos résultats montrent que le canal TRPM7 est 

nécessaire à la croissance cellulaire induite par le milieu conditionné de CSP mais ne 

permettent pas de déterminer les mécanismes impliqués (Figure 60). L’étude du rôle 

exact du canal TRPM7 dans ce processus (conductance, cibles et voies de 

signalisation) devrait être étudié, et l’effet prolifératif confirmé en cytométrie de flux. 

Enfin, afin de confirmer les résultats que nous avons obtenus en utilisant des milieux 

conditionnés, nous pourrions intégrer à notre étude des expérimentations de co-

culture de CSP et cellules d’ACP qui constitueraient un modèle de communication 

bidirectionnelle, considéré plus proche des conditions physiopathologiques. 

Néanmoins, au cours de ces travaux nous avons principalement étudié la 

communication entre CSP et cellules d’ACP (Résultats partie 1), ainsi que la 

communication entre la MEC et les cellules d’ACP (Résultats partie 2), mais aucun 

de nos travaux ne porte sur l’interaction entre les CSP et les composants de la MEC. 

Il serait intéressant d’investiguer le rôle du canal TRPM7 dans la communication 

entre la composante cellulaire et acellulaire du MET, en nous intéressant 

principalement à l’effet des peptides dérivés de l’élastine sur la prolifération et la 

migration des CSP.  En effet, nous avons démontré que le chanzyme TRPM7 est 

impliqué dans la prolifération et la migration basale des CSP. De plus, les peptides 

dérivés de l’élastine favorisent la migration dépendante du canal TRPM7 dans les 

cellules d’ACP et sont connus pour influencer la prolifération cellulaire dans les 

fibroblastes [Shiratsushi et al. 2010]. Nous devrions alors évaluer les effets du 

peptide d’élastine AG-9 sur la prolifération des cellules PS-1 et RLT-PSC via des 

tests de viabilité cellulaire et de cytométrie de flux, en utilisant le siTRPM7 et le 
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NS8593. L’expression des récepteurs RPSA et de l’ERC ainsi que leur éventuelle co-

localisation avec le canal TRPM7 devront être validées en Western blot.  

D’autre part, le rôle des peptides d’élastine sur la synthèse d’élastine par les CSP n’a 

jamais été étudié. Or, il a été démontré que les peptides d’élastine stimulent la 

prolifération cellulaire mais inhibent la synthèse d’élastine par les CMLV [Wachi et 

al. 1995]. Les activateurs de la prolifération cellulaire tels que l’EGF ou 

l’angiotensine-II exercent un effet inhibiteur sur la synthèse d’élastine suggérant que 

la production d’élastine et la prolifération cellulaire sont deux processus antagonistes 

[Tokimitsu et al. 1990 et 1994]. Enfin, Il a été démontré que la synthèse maximale 

d’élastine est générée par les cellules situées en phase G0 du cycle cellulaire alors 

que les cellules situées en phase G2/M en synthétisent très peu  [Tajima et al. 

1996].  

De plus, nos résultats montrent que le canal TRPM7 favorise la prolifération des CSP 

(Figure 38) mais inhibe la synthèse d’α-SMA (Figure 51) associée au phénotype 

myofibroblastique sécrétoire de composants de la MEC. En effet, l’expression de α-

SMA par les CSP est associé à la sécrétion de MEC (notamment de collagène de 

type I) et correspond au phénotype myofibroblastique. 

Aussi, il est possible que les peptides d’élastines renforcent la prolifération TRPM7-

dépendante et inhibent la synthèse d’élastine par les CSP. Dans un premier temps, 

nous devrions confirmer que l’inhibition de la synthèse de α-SMA par le canal 

TRPM7 est bien associée à une diminution de la synthèse de composants de la MEC 

et principalement d’élastine.  Ces résultats nous permettraient de confirmer que le 

canal TRPM7 inhibe le processus sécrétoire au profit de la prolifération cellulaire 

dans les CSP. Nous devrions ensuite étudier le rôle des peptides d’élastine sur la 

migration dépendante de TRPM7 et sur la synthèse d’élastine dans les CSP. Ces 

résultats nous permettraient de montrer que les peptides d’élastine favorisent la 

prolifération ainsi que l’activation des CSP via le canal TRPM7.  

L’obtention de résultats confirmant l’influence du canal TRPM7 sur la communication 

entre les éléments cellulaires et acellulaires du MET achèverait d’impliquer le canal 

TRPM7 dans l’activation du stroma tumoral. Dans cette configuration, le canal 

TRPM7 pourrait être considéré comme une cible thérapeutique de premier plan dans 

l’activation du MET. Cibler le chanzyme TRPM7 permettrait de réduire, d’une part, 
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l’apport de la MEC et des matrikines sur la prolifération et la migration des cellules 

d’ACP et des CSP, et d’autre part, l’influence de la communication réciproque de ces 

deux types cellulaires sur l’activation du MET, la progression cancéreuse et la 

génération de métastases. 
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Résumé : 

L’expression et/ou l’activation des canaux ioniques, protéines transmembranaires qui 

contrôlent de nombreuses fonctions cellulaires, sont altérées dans le cancer. Nous avons 

déjà montré l’implication des canaux TRPM7 dans la migration et l’invasion des cellules 

d’ACP. Par contre, son expression et son rôle dans les cellules stellaires pancréatiques sont 

inconnus. Au cours de ce travail nous avons démontré que le canal TRPM7 est impliqué 

dans la prolifération et le maintien de l’homéostasie magnésique dans les CSP. Le canal 

régule la prolifération cellulaire par l’activation magnésium dépendante de la voie PI3K/AKT 

permettant la répression de P53 et GSK3, la synthèse de CDK2 et PCNA, et la transition G1-

S du cycle cellulaire. Nous avons également démontré que le canal TRPM7 régule 

l’expression de l’α-SMA, principal marqueur d’activation des CSP, en modulant l’activation de 

la voie ERK de façon dépendante du magnésium. Enfin nos résultats indiquent que 

l’expression du canal TRPM7 varie en fonction du niveau d’activation des CSP. L’ensemble 

de nos résultats suggèrent que le canal TRPM7 pourrait constituer un biomarqueurs 

important concernant l’activation et la prolifération des CSP. 

Mots clées : TRPM7, ACP, CSP, prolifération cellulaire, magnésium, canaux ioniques, P53. 

 

Abstract : 

Pancreatic Ductal Adenocarcinoma (PDAC) is one of the deadliest cancers with a 5 years 

survival rate under 5%. PDAC development and aggressiveness involve pancreatic stellate 

cells (PSC) activation occurring during desmoplasia. PSC activation induces α-SMA 

expression, increases proliferative capacities of the CSP, and leads to cancer growth and 

metastasis. Ion channels are involved in many cellular mechanisms including cell migration, 

invasion and proliferation. We previously described the role of TRPM7 in PDAC cell invasion 

and migration but its role in PSC remains unknown. Here we show that TRPM7 is involved in 

magnesium homeostasis and PSC cell proliferation throughPI3K/AKT pathway activation by 

magnesium. TRPM7 mediated magnesium entry inducing PI3K/AKT pathway activation and 

leading to P53 and GSK3 inhibition, and CDK2 and PCNA upregulation inducing G1 to S 

transition. Our results show that TRPM7 is also involved in α-SMA expression by regulating 

ERK activation in a magnesium dependent manner. PSC activation also regulates TRPM7 

expression. Taking together our results show TRPM7 as a potential biomarker for CSP 

activation and proliferation in PDAC. 

Key words : PDAC, TRPM7, PSC, cell proliferation, magnesium, ion channels, P53 


