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 Les avancées en recherche et en médecine améliorent la compréhension des mécanismes 

d’appaƌitioŶ et de développement du cancer. Ces avancées permettent de développer de 

nouveaux biomarqueurs et de meilleurs traitements, exceptés pour certains cancers, où les 

connaissances sur la maladie progressent mais sans recul de la mortalité, comme, par 

exemple, pour le cancer du pancréas. 

 

Le cancer du pancréas, malgré son incidence faible, constitue la quatrième cause de 

mortalité tous cancers confondus. Les projections récentes sont défavorables et montrent 

Ƌu’il seƌa la deuxième cause de décès par cancer en 2030. Particulièrement redoutable, il 

présente une survie médiane d’eŶǀiƌoŶ ϲ ŵois. Cette faible survie est due à une 

combinatoire de plusieurs facteurs. Tout d’aďoƌd, Đe ĐaŶĐeƌ Ŷ’est pas détectable à des 

stades pƌéĐoĐes Đaƌ il Ŷ’Ǉ a pas de sǇŵptôŵes spéĐifiƋues, de biomarqueurs utilisables pour 

le dépistage et les teĐhŶiƋues d’iŵageƌie actuelles manquent de précision. La détection 

tardive de la tumeur entraine une possibilité de traitement par chirurgie très faible (10 %). Il 

Ŷ’eǆiste pas de traitements efficaces car la résistance à la chimiothérapie et à la 

radiothérapie est très élevée. Les possibilités thérapeutiques sont limitées également par 

une capacité importante à former des tumeurs secondaires hors du pancréas (appelées 

métastases). De ce fait, il y a nécessité de mieux comprendre les mécanismes en lien avec 

l’apparition des métastases qui est la principale cause de mortalité dans le cancer. De plus, 

ces tumeurs secondaires sont détectées chez plus de la moitié des patients atteints de 

cancers du pancréas. Parmi ces cancers, plus de 80 % sont des adénocarcinomes canalaires 

pancréatiques (ACP). L’ACP est donc un problème de santé publique majeur et il y a un 

besoin urgent de mieux comprendre sa progression et plus particulièrement les mécanismes 

iŵpliƋués daŶs l’appaƌitioŶ des ŵétastases.  

 

 L’iŶǀasioŶ Đellulaiƌe est un mécanisme clé de la dissémination tumorale. Elle permet aux 

cellules agressives dérivant de la tumeur primaire de former des métastases au cours de la 

ĐasĐade ŵétastatiƋue. Au Đouƌs de Đe pƌoĐessus, les Đellules ǀoŶt d’aďoƌd tƌaǀeƌseƌ la 

membrane basale délimitant les épithéliums, ĐoƌƌespoŶdaŶt à l’iŶǀasioŶ Đellulaiƌe. Elles ǀoŶt 

ensuite progresser dans le microenvironnement, Đe Ƌui ĐoƌƌespoŶd à l’étape de ŵigƌatioŶ 

cellulaire afin de pénétrer dans la circulation sanguine, phénomène appelé l’iŶtƌaǀasatioŶ. 

Des cellules vont survivre dans la circulation et eŶ soƌtiƌ ;l’extravasation) afin de former des 
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métastases daŶs des tissus distaŶts de la tuŵeuƌ pƌiŵaiƌe. L’iŶǀasioŶ est doŶĐ uŶ ŵéĐaŶisŵe 

précoce de la cascade métastatique. Les canaux ioniques sont des protéines 

transmembranaires impliquées dans de nombreux mécanismes physiologiques comme la 

contraction musculaire ou la communication nerveuse. Leur rôle a également été mis en 

éǀideŶĐe daŶs les ŵéĐaŶisŵes de pƌogƌessioŶ du ĐaŶĐeƌ tels Ƌue l’iŶǀasioŶ Đellulaiƌe. 

 

Parmi ces canaux, la protéine TRPM7 (transient receptor potential melastanin-related 7) 

appartient à la famille des canaux TRP qui sont des canaux localisés dans la membrane 

plasmique des cellules et vont réguler le passage des ions. TRPM7 est perméable à des ions 

physiologiques (calcium (Ca2+) et également magnésium (Mg2+)) mais également à des ions 

probablement carcinogènes comme le cadmium (Cd2+) qui est un polluant fréquemment 

ƌetƌouǀé daŶs l’eŶǀiƌoŶŶeŵeŶt. Ce canal est présent en plus grande quantité dans les tissus 

de patients atteints de cancers du pancréas et du sein notamment, et son expression est 

reliée aux paramètres cliniques de mauvais pronostic (diminution de la survie, apparition de 

métastases).  

 

Ce pƌojet pƌopose d’étudieƌ le ƌôle du ĐaŶal TRPM7 dans les mécanismes cellulaires et 

moléculaires eŶ lieŶ aǀeĐ le déǀeloppeŵeŶt de l’ACP. TRPM7 régule la migration 

dépendante du Mg2+ des modèles cellulaires cancéreux pancréatiques humains. TRPM7 

pourrait donc être un acteur important dans le développement des métastases notamment 

dans la capacité des cellules à envahir leur environnement proche. La particularité du canal 

TRPM7 paƌ ƌappoƌt auǆ autƌes ĐaŶauǆ ioŶiƋues est Ƌu’il appaƌtieŶt à la faŵille des 

« chanzymes » (canal ionique + enzyme). Ce domaine enzymatique kinase, capable de 

phosphoryler des protéines, est iŵpliƋué daŶs les ŵéĐaŶisŵes de ŵigƌatioŶ et d’iŶǀasioŶ 

des cellules cancéreuses. Le but de ce projet de recherche est donc d’étudieƌ le ƌôle du ĐaŶal 

TRPM7, et plus particulièrement de son domaine kinase, dans le mécanisme d’iŶǀasioŶ 

Đellulaiƌe daŶs le ŵodğle d’ACP. En parallèle de ce projet, nous travaillerons sur le rôle de 

TRPM7 dans un modèle de cellules non-ĐaŶĐéƌeuses deǀeŶaŶt iŶǀasiǀes suite à l’eǆpositioŶ à 

un polluant environnemental, le Cd2+.   
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PARTIE 1 : LE PANCREAS, DE LA PHYSIOLOGIE A LA PATHOLOGIE 
 

1. PHYSIOLOGIE DU PANCREAS  

1.1. Anatomie  

Le pancréas est une glande annexe du système gastro-intestinal. Elle mesure environ 20 cm 

de long, 5 cm de haut, 2 Đŵ d’épaisseuƌ avec une masse entre 60 et 80 grammes. Elle 

possède une fonction exocrine qui participe à la digestion et une fonction endocrine qui 

permet de réguler la glycémie. Cette glande mixte est située en position transverse dans la 

cavité abdominale derrière l’estoŵaĐ et deǀaŶt l’aoƌte abdominale et la veine cave 

inférieure. Elle est constituée de quatre parties (Figure 1) : 

-la tête, logée dans le cadre duodénal, prolongée par le processus unciné (crochet ou petit 

pancréas) en arrière de la veine mésentérique supérieure. 

-le col pancréatique placé devant la veine porte. 

-le corps, doŶt la faĐe postéƌieuƌe est ŵaƌƋuée paƌ l’eŵpƌeiŶte de l’aƌtğƌe splénique. 

-la queue à proximité des vaisseaux spléniques. 

 

Figure 1 : Anatomie et localisation du pancréas dans la cavité abdominale. 
Le pancréas est situé en position transverse dans la cavité abdominale deƌƌiğƌe l’estoŵaĐ et 
deǀaŶt l’aoƌte aďdoŵiŶale. Il est composé de quatre parties : le processus unciné, la tête, le 
col, le corps et la queue (Drake et al., 2017). 

1.2. Fonction endocrine 

Le pancréas possède une fonction endocrine non-digestive qui permet la sécrétion des 

hormones régulant le métabolisme du glucose. La glycémie normale à jeun se situe entre 0,8 
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et 1,2 g/L de sang. L’uŶité foŶĐtioŶŶelle eŶdoĐƌiŶe est l’îlot de LaŶgeƌhaŶs. Les îlots, 

délimités par une fine lame de tissu conjonctif, sont disséminés en gradient de la tête à la 

queue dans le parenchyme pancréatique. Ils représentent une faible proportion du pancréas 

total (1-2 % de la ŵasse de l’oƌgaŶeͿ (Figure 2).  

 

Figure 2 : Coupe de lobule pancréatique colorée à l’hĠŵatoǆǇliŶe et à l’ĠosiŶe (x66). 
La partie exocrine, composée des acini, représente la partie majeure du pancréas (85 % de 
l’oƌgaŶeͿ. La paƌtie eŶdoĐƌiŶe, ŵiŶoƌitaiƌe, est composée des îlots de Langerhans. 
 

Les îlots sont constitués de six types cellulaires. ChaƋue tǇpe Đellulaiƌe de l’îlot sécrète une 

hormone spécifique. Le glucagon est synthétisé par les cellules α disséminées daŶs l’îlot (20 

%) et l’iŶsuliŶe paƌ les Đellules β foƌŵaŶt le Đoƌps de l’îlot  (70 %). L’iŶsuliŶe hǇpoglǇĐéŵiaŶte 

va permettre, loƌs de l’augŵeŶtatioŶ de la glǇĐéŵie après un repas, d’augŵeŶteƌ la 

captation du glucose et la formation de réserves de glycogène dans les muscles et le foie et 

de triglycérides dans les tissus adipeux. Quand la glycémie diminue entre les repas, le 

glucagon hyperglycémiant va stimuler la production de glucose à partir du glycogène 

hépatique. Les trois autres hormones produites par le pancréas sont la somatostatine 

sécrétée par les cellules ɷ ;deltaͿ (5 à 10 %), le polypeptide pancréatique par les cellules PP 

(1 à 2 %) et la ghréline par les cellules à ghréline (Figure 3).  

 

Figure 3 : Histologie d’uŶ îlot de LaŶgeƌhaŶs. 

Les ilots sont composés de six types cellulaires, (chacun sécrétant une hormone) : les cellules 
α ;iŶsuliŶeͿ, les Đellules β ;gluĐagoŶͿ, les Đellules ɷ (somatostatine), les cellules PP 
(polypeptide pancréatique) et les cellules à ghréline (ŵodifié d’apƌğs Forget A, 2018). 
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1.3. Fonction exocrine 

La partie exocrine représente la majeure partie du pancréas (environ 85 % de la masse de 

l’oƌgaŶeͿ. Le pancréas assure sa fonction exocrine en sécrétant le suc pancréatique dont la 

fonction est de digérer les macromolécules des aliments en molécules assimilables par 

l’oƌgaŶisŵe. Pouƌ assuƌeƌ Đette digestioŶ, Đe suc est constitué d’enzymes digestives 

contenues dans un liquide aqueux riche en ions bicarbonates. Ces ions bicarbonates vont 

neutraliser la forte acidité du chyme, résultat de la digestion de la nourriture paƌ l’estoŵaĐ, 

afin de garantir une activité optimale des enzymes pancréatiques daŶs l’iŶtestiŶ gƌġle.  

Le suc pancréatique contient plusieurs enzymes qui vont dégrader des substrats spécifiques. 

Les enzymes non-protéolytiques sont secrétées sous forme active. L’aŵǇlase digère 

l’aŵidoŶ alors que la lipase est l’enzyme majeure de la digestion des triglycérides. La 

ribonucléase et désoxyribonucléase ciblent les acides nucléiques. Les enzymes 

protéolytiques sont synthétisées sous forme inactive pour ne pas détruire les protéines des 

cellules pancréatiques. Par exemple, le trypsinogène est transformé en trypsine active par le 

pH aĐide aƌƌiǀaŶt de l’estoŵaĐ et l’eŶtéƌokiŶase attachée à la membrane des cellules 

épithéliales du court segment initial de l’iŶtestiŶ gƌġle, le duodénum. La trypsine va ensuite 

activer d’autƌes eŶzǇŵes Ƌui ǀoŶt à leuƌ touƌ dégƌadeƌ les pƌotéiŶes ;la ĐhǇŵotƌǇpsiŶe et la 

carboxypeptidase par exemple).  

D’autƌes ŵéĐaŶisŵes peƌŵetteŶt d’éviter la dégradation du pancréas par ses enzymes 

digestives. Un mécanisme physique par gradient de pression permet un flux permanent du 

suc pancréatique évitant sa stagnation. Les autres mécanismes agissent sur la régulation de 

l’aĐtiǀité des eŶzǇŵes soit eŶ les séƋuestƌaŶt dans des organites intracellulaires particuliers, 

les grains de zymogène, soit gƌâĐe à la pƌéseŶĐe d’iŶhibiteurs physiologiques ou soit par des 

ďouĐles d’autoƌégulatioŶ.  

La sécrétion du suc pancréatique s’élğǀe au Đouƌs du ƌepas grâce à deux hormones 

stimulatrices produites par les cellules de la muqueuse duodénale. L’augŵeŶtatioŶ de 

l’aĐidité daŶs le duodéŶuŵ ǀa peƌŵettƌe la liďéƌatioŶ de la sécrétine qui va augmenter le pH 

en stiŵulaŶt la séĐƌétioŶ d’eau et d’ioŶs bicarbonate. L’eŶƌiĐhisseŵeŶt du ĐoŶteŶu duodéŶal 

en acides gras et acides aminés va stimuler la libération de cholécystokinine qui stimule la 

sécrétion des enzymes pancréatiques (Widmanier 2004).  
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Le suc pancréatique est collecté par un système de canaux et déversé dans le duodénum. Le 

pancréas possède deux canaux collecteurs principaux mesurant de 2 à 4 millimètres de 

diamètre :  

-le canal pancréatique principal (canal de Wirsung) parcourt tout l’oƌgaŶe. Il paƌt de la 

queue, traverse le corps et le col, puis forme un coude avant de pénétrer dans la tête. Il 

débouche avec le canal cholédoƋue daŶs l’aŵpoule hépato-pancréatique qui se déverse 

dans le duodénum par la papille duodénale majeure.  

-le canal de SaŶtoƌiŶi Ƌualifié de ĐaŶal aĐĐessoiƌe Đaƌ il Ŷ’est pas pƌéseŶt Đhez tous les 

individus. Il part du coude du canal principal et draine les sécrétions de la tête. Ces 

sécrétions seront déversées dans le duodénum par la papille duodénale mineure située 3 cm 

au-dessus de la papille majeure (Figure 4). 

 

Figure 4: Anatomie du système exocrine du pancréas. 
Le système exocrine comprend deux canaux : le canal principal de Wirsung drainant les 
séĐƌétioŶs de tous l’oƌgaŶe et le ĐaŶal aĐĐessoiƌe de SaŶtoƌiŶi  dƌaiŶaŶt la tġte du paŶĐƌéas. 
Le suc pancréatique est déversé dans le duodénum par deux papilles (majeure et mineure) 
(ŵodifié d’apƌğs Tortora et al., 2017). 
 

L’uŶité foŶĐtioŶŶelle eǆoĐƌiŶe est le lobule formé de plusieurs acini. Un acinus est composé 

de plusieurs types cellulaires (Figure 5). Il comprend des cellules acineuses de forme 

pyramidale dont la face apicale est eŶ ĐoŶtaĐt aǀeĐ la luŵiğƌe. L’aĐtiǀité eǆoĐƌiŶe de ces 

cellules, permettant la sécrétion des enzymes du suc pancréatique, est possible grâce à de 

nombreux grains de zymogène, un réticulum endoplasmique et une activité ribosomale 

développés dans leur cytoplasme. La sécrétion des ions bicarbonates est effectuée par les 

cellules épithéliales formant le système de canaux collecteurs ramifiés. Les petits canaux 
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globale à 5 ans est très faible autour de 5 %. Sa mortalité élevée en fait un problème de 

santé publique important en dépit de son incidence relativement faible comparée aux autres 

cancers.  

2.1. Facteurs de risque 

Plusieurs facteurs de risque environnementaux généraux des cancers (tabagisme, 

consommatioŶ d’alĐool et oďésitéͿ et plus spéĐifiƋues sont décrits pour le cancer du 

pancréas (Tableau 1).  

Tableau 1: Facteurs de risque du cancer du pancréas 

;Modifié d’apƌğs Becker et al., 2014, Bochatay et al., 2014). 

Facteurs de risques Augmentation du risque 

Tabagisme 1,7 – 2,2 

CoŶsoŵŵatioŶ d’alĐool ;+ϯ ǀeƌƌes/jouƌͿ 1,2-1,4 

Obésité 1,5-2,8 

Consommation de viandes rouges 1,2 

Pancréatite chronique 13,3 

Diabète de type 1 2 

Diabète de type 2 1,8 

Gastrectomie 1,5 

Cholécystectomie 1,2 

Infection à Helicobacter pylori 1,4 

 

2.2. Les différents types de cancers du pancréas et symptômes 

Il existe 2 groupes de cancers atteignant le pancréas classés en fonction de leur origine 

histologique (exocrine ou endocrine). Les ĐaŶĐeƌs d’oƌigiŶe eǆoĐƌine représentent la majeure 

partie (> 90 %). L’étude des sigŶatuƌes ŵoléĐulaiƌes des tumeurs permet de préciser la 

classification (Bailey et al., 2016). L’ACP ;adéŶoĐaƌĐiŶoŵe ĐaŶalaiƌe paŶĐƌéatiƋueͿ est la 

tumeur la plus fréquente du cancer du pancréas (80 %). Sa localisation majeure est dans la 

tête puis elle peut être localisée dans le corps et la queue du pancréas (Pitau 2017). 

La 8ème version de la classification TNM (tumor-node-metastasis) de l’AJCC ;AŵeƌiĐaŶ JoiŶt 

Committee on Cancer) est principalement utilisée pour classer les tumeurs et pour la prise 

en charge des patients. Elle prend en compte plusieurs critères : la taille de la tumeur 

primaire, la présence de ganglions envahis proches et de métastases distantes (Tableau 2). 

Ces critères permettent de classer les ACP selon le grade (Tableau 3). Plus le grade est élevé, 
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plus les cellules cancéreuses sont indifférenciées et invasives (Cancer du pancréas, Dernière 

mise à jour le 25/06/2018, Thésaurus National de Cancérologie Digestive (TNCD)). 

Tableau 2: Classification TNM 

TNM (critères) Stade Localisation et envahissement 

T (tumor) : taille de la tumeur et 

étendue par rapport au pancréas 

 

is Carcinome in situ 

1a 

1b 

1c 

≤ 0,5 cm 

> 0,5 cm et < 1 cm 

 >1 cm et ≤ 2 cm 

2 2 cm< Taille < 4cm 

3 Taille > 4cm 

4 Tumeur extra-pancréatique avec 

eŶǀahisseŵeŶt de l’aƌtğƌe 

ĐœliaƋue ou ŵéseŶtéƌiƋue 

supérieure 

N (node) : ganglions proches 

envahis ? Nombres ? 

0 Non 

1 Oui (au maximum 3)  

2 Oui (4 ou plus) 

M (métastase) : présence de 

métastases distantes ? 

0 Non 

1 Oui 

 

Tableau 3 : Gradation des ACP basée sur la classification TNM. 

Grade T N M 

0 is 0 

 

 

0 

 1-a 1 

1-b 2 

2-a 3 

2-b 1 – 2 – 3  1 

3 1 – 2 – 3 2 

4 N0  N2 

4 T1  T4 N0  N2 1 



22 
 

Les tumeurs, selon leur extension, peuvent être classées dans 4 groupes cliniques en 

fonction de la possibilité que la tumeur soit traitée par chirurgie :  

-résécable 

-résécable limite présentant un envahissement vasculaire local (« borderline ») 

-non-résécable localement avancé  

-non-résécable métastatique  

ll est parfois difficile de classer les cancers dans la catégorie résécable limite à cause du 

stƌoŵa deŶse et de la pƌéseŶĐe d’uŶe iŶflaŵŵatioŶ Ƌui ǀoŶt iŶflueŶĐeƌ l’iŶteƌpƌétatioŶ des 

résultats cliniques (Adamska et al., 2017). 

 

DaŶs les pƌeŵieƌs stades de soŶ déǀeloppeŵeŶt, l’ACP est asǇŵptoŵatiƋue. L’appaƌitioŶ des 

premiers symptômes révèle une tumeur déjà bien développée. Les patieŶts atteiŶts d’ACP 

peuvent présenter des symptômes non-spécifiques tels que : de la fatigue, des troubles de la 

digestion entrainant une peƌte d’appétit et de poids. Un diabète récent (< à 2 ans) ou plus 

ancien est un symptôme dans un cas sur deux. Une douleur abdominale intense à irradiation 

postérieure ou dorsale évoque une tumeur ayant envahi le tronc ĐœliaƋue. La présence 

d’uƌiŶes foncées et de selles décolorées accompagnées d’uŶe jauŶisse ;iĐtğƌeͿ peuvent 

révéler une tumeur de la tête du pancréas (Cancer du pancréas, Dernière mise à jour le 

25/06/2018, TNCD, Pitau 2017). 

Un bilan comprenant une prise de sang avec une étude de la fonction hépatique et une 

échographie abdominale est nécessaire en cas de présence de ces symptômes. Ce bilan 

permettrait de suspeĐteƌ au plus tôt le ĐaŶĐeƌ du paŶĐƌéas afiŶ d’augŵeŶteƌ les ĐhaŶĐes Ƌue 

celui-ci soit traité chirurgicalement (Pitau 2017).  

2.3. Diagnostic 

Dans la majorité des cancers, plus tôt est le diagnostic, plus grande est la probabilité de 

guérison. Lorsque ce diagnostic précoce est possiďle, il peƌŵet la ŵise eŶ plaĐe d’uŶ 

dépistage à grande échelle. Cependant pour l’ACP, il Ŷ’eǆiste pas de dépistage précoce de la 

maladie. En effet, la faible incidence actuelle de ce cancer et le développement de tests, 

non-invasifs et fiables, rendraient le Đoût d’uŶ pƌogƌaŵŵe de dépistage tƌop éleǀé et trop 

invasif pour le patient. De plus, les techniques de détection ne permettent pas d’oďseƌǀeƌ, 

de manière efficace, certaines lésions précurseurs de ce cancer (Bochatay et al., 2014).  
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Le diagnostic utilise différentes techniques d’iŵageƌie. La technique utilisée en première 

intention est le scanner à rayon X (ou tomographie computée - TC). Les autres techniques 

sont la tomographie par Emission de Positons (TEP) ou l’imagerie par résonance magnétique 

(IRM) non-irradiante donnant des images de meilleures qualités, mais leur sensibilité reste 

comparable à la TC. L’éĐhoeŶdosĐopie doŶŶe des iŵages d’eǆĐelleŶte Ƌualité sans 

irradiation, mais nécessite une sédation profonde des patients. Cette technique sert de 

guide à une biopsie afin de faire un diagnostic cytopathologique (Bochatay et al., 2014, 

Zhang et al., 2018). 

Il existe de nombreux marqueurs sériques potentiels augmentés chez les patients 

symptomatiques (43 actuellement). Néanmoins, ils ne sont pas utilisés en routine, car ils 

manquent de sensibilité et de spécificité (Bunger et al., 2011). Le marqueur le plus étudié est 

le CA 19-9 (carbohydrate antigen 19-9). Il s’agit d’une glycoprotéine de surface exprimée par 

les cellules cancéreuses paŶĐƌéatiƋues, ŵais égaleŵeŶt au Ŷiǀeau de l’épithéliuŵ de tissus 

variés. Elle a été caractérisée comme marqueur sérique pour la première fois chez des 

patients atteints de cancer du côlon en 1981 puis quelques années plus tard dans le cancer 

du pancréas (Del Villano et al., 1983, Koprowski et al., 1981). Sa sensibilité et sa spécificité 

sont très variables dans la littérature à cause de son expression très large. La proportion de 

fauǆ Ŷégatifs ;aďseŶĐe d’eǆpƌessioŶ Đhez ϰ à ϭϱ % des individus) mais aussi de faux positifs 

est iŵpoƌtaŶte suite à l’aŶalǇse des ƌésultats (Zubarik et al., 2011). De plus, le taux de cette 

protéine peut être augmenté dans de nombreuses autres affections (Steinberg 1990). En 

préopératoire, la mesure de son taux pourrait aider à déterminer si la chirurgie est 

envisageable. En postopératoire, un taux de CA19-9, plus important que la normale, est 

potentiellement corrélé avec une médiane de survie plus élevée (Ballehaninna et al., 2012). 

Un autre exemple est le CEA (carcinoembryonic antigen) qui est une protéine détectée en 

très faible quantité dans le sang de personnes adultes. Une concentration plus élevée de CEA 

est détectée dans les sécrétions pancréatiques de patients atteints de cancers malins 

comparés à des maladies pancréatiques bénignes (Futakawa et al., 2000).  

Une étude récente montre la capacité de deux nouveaux marqueurs sériques, la périostine 

et CA-242, à discriminer les faux négatifs parmi les marqueurs connus (Dong et al., 2018). 

D’autƌes marqueurs sont étudiés mais ne sont pas validés actuellement comme par exemple 

la thrombospondine 2, l’ADN tumoral circulant et les vésicules extracellulaires circulantes 

(Cancer du pancréas, Dernière mise à jour le 25/06/2018, TNCD). 
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2.4. Traitements 

L’ACP est généralement diagnostiqué de manière tardive dû au fait de l’aďseŶĐe de 

symptômes précoces. Une fois le cancer détecté, les lésions causées par la tumeur peuvent 

entraîner une dégradation très rapide de la santé du patient, limitant les possibilités 

thérapeutiques (Figure 6). Ce cancer est parmi les plus difficiles à soigner à cause 

notamment de son potentiel de résistance aux chimio- et radiothérapies. Les traitements 

permettent néanmoins de faire passer le taux survie à 5 ans de 5 à 20 % (Koorstra et al., 

2008). En plus des paramètres de la tumeur, le choix du traitement prend en compte 

d’autres paramètres concernant le patient tels que l'âge, les antécédents médicaux et 

chirurgicaux mais également l'état de santé général (Pitau 2017). 

 

Figure 6 : Stratégie thérapeutique en fonction du classement de l’ACP. 
La tomographie computée (TC), utilisée en première intention, peƌŵet de Đlasseƌ l’ACP daŶs 
un groupe clinique qui va déterminer la prise en charge du patient (Modifié d’apƌğs Adamska 
et al., 2017). 

 

A. TƌaiteŵeŶt de l’ACP non-métastatique 

La chirurgie est le seul traitement curatif. Pour les cancers de la tête du pancréas, une 

duodéno-paŶĐƌéateĐtoŵie ĐéphaliƋue est l’iŶteƌǀeŶtioŶ de ƌéféƌeŶĐe. UŶe spléŶo-

pancréatectomie gauche est effectuée pour les tumeurs localisées dans le corps ou la queue. 

Au cours de ces interventions, la tumeur et les ganglions lymphatiques drainant la zone 
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opérée du pancréas sont retirés. La pancréatectomie totale est très rare. UŶe tuŵeuƌ Ŷ’est 

résécable que dans les stades précoces de la maladie si sa progression reste locale. Au 

moment du diagnostic, seulement 20 % des patients pourront en bénéficier. Une fois que la 

tumeur est classée dans la catégorie borderline et localement avancée, le traitement 

chimiothérapique devient la référence (Cancer du pancréas, Dernière mise à jour le 

25/06/2018, TNCD). 

Le but de la chirurgie est de réussir une résection dite « R0 » où toute la tumeur est retirée. 

Après la chirurgie, 40 % des patients sont classés en résection dite « R1 ». Elle correspond à 

une résection macroscopique de la tumeur mais il reste des cellules tumorales disséminées 

qui sont capables de reformer une tumeur dans les 6 à 24 mois post-chirurgie. Il est donc 

nécessaiƌe d’assoĐieƌ la Đhiƌuƌgie à d’autƌes tƌaiteŵeŶts afiŶ d’augmenter la probabilité de 

guérison (Alexakis et al., 2004).  

Les traitements néoadjuvants permettent de diŵiŶueƌ l’eǆteŶsioŶ de la tuŵeuƌ pouƌ 

augmenter la probabilité de résection R0. Le but est égaleŵeŶt d’augŵeŶteƌ la 

chimiosensibilité de la tumeur aux traitements ultérieurs (Brunner et al., 2010). Ils sont 

généralement composés d’uŶ ageŶt aŶtiĐaŶĐéƌeuǆ seul ;eŶ géŶéƌal la geŵĐitaďiŶeͿ ou en 

combinaison comme par exemple avec le protocole FOLFIRINOX (FOL pour acide folinique, F 

pour 5-fluorouracile, IRIN pour irinotécan, OX pour oxaliplatine) qui est plutôt utilisé dans le 

traitement des ACP métastatiques. L’iŶtéƌġt de Đe type de traitement reste encore à prouver 

car ils  retardent la chirurgie et peuvent augmenter la progression du cancer. De plus, il Ŷ’Ǉ a 

pas de référence concernant le type et la durée du traitement. Le nombre limité de cas de 

cancers résécables est également un frein aux études cliniques (Adamska et al., 2017).  

Une thérapie adjuvante est définie comme le traitement administré une fois que la tumeur a 

été traitée par chirurgie. Elle est prescrite pour diminuer le risque de récidive et de 

développement des métastases en éliminant les cellules tumorales disséminées dans 

l’oƌgaŶisŵe. En pratique, environ 80 % des patients traités chirurgicalement auront une 

récidive locale ou métastatique (Hishinuma et al., 2006). Ce traitement est donc indiqué 

chez tous les patients opérés et doit débuter dans les 3 mois suivant la chirurgie. Le 

traitement doit durer 6 mois. Il est ĐoŶstitué d’uŶ ageŶt chimiothérapique seul ou en 

combinatoire (on peut citer comme exemple la gemcitabine, le 5-fluorouracile ou le 

protocole FOLFIRONOX). D’apƌğs les essais ĐliŶiƋues ƌéĐeŶts, l’assoĐiatioŶ à la ƌadiothéƌapie 

Ŷ’appoƌte pas de ďéŶéfiĐe ;Cancer du pancréas, Dernière mise à jour le 25/06/2018, TNCD). 
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La radiothérapie est une technique non ciblée qui utilise des rayons ionisants pour casser les 

ŵoléĐules d’aĐide ŶuĐléiƋue. La dose géŶéƌaleŵeŶt utilisée ;ϭ,ϴ à 2 GƌaǇ paƌ jouƌ 

correspondant au total à environ 45-60 Gray pendant six semaines) est élevée augmentant 

la pƌoďaďilité d’atteiŶdƌe d’autƌes oƌgaŶes et d’eŶtƌaiŶeƌ des effets seĐoŶdaiƌes iŵpoƌtaŶts. 

Ce traitement est donc réservé pour les tumeurs très agressives (Vincent et al., 2011). 

Plusieurs études cliniques sont en cours pour déterminer la combinaison thérapie 

néoadjuvante / adjuvante la plus efficace. On peut citer comme exemple la combinaison 

FOLFIRINOX / gemcitabine ou abraxane / gemcitabine (Adamska et al., 2017). 

B. TƌaiteŵeŶt de l’ACP ŵĠtastatiƋue  
Depuis ϭ997, l’ageŶt de ƌéféƌeŶĐe appƌouǀé paƌ la FDA ;Food aŶd Dƌug AdŵiŶistƌatioŶͿ pour 

le traitement des ACP métastatiques était la gemcitabine plus efficace que le 5-fluorouracile 

(Burris et al., 1997). Néanmoins, la gemcitabine utilisée seule donne rarement une 

augmentation de la survie des patients et le problème de résistance dans ce cancer est 

important. Des études cliniques ont permis de découvrir de nouvelles combinaisons entre la 

geŵĐitaďiŶe et d’autƌes Đoŵposés afiŶ de diŵiŶueƌ la ĐhiŵioƌésistaŶĐe et la toǆiĐité aiŶsi 

Ƌue d’augŵeŶteƌ l’effiĐaĐité du tƌaiteŵeŶt. OŶ peut Điteƌ Đoŵŵe exemples approuvés par la 

FDA, l’assoĐiatioŶ aǀeĐ l’eƌlotiŶiď ;uŶ iŶhiďiteuƌ spéĐifiƋue de la tǇƌosiŶe kiŶase de l’EGFR 

(epidermal growth factor receptor)) ou un autre agent chimiothérapique, l’Abraxane. Une 

autre association gemcitabine/cisplatine semble plus efficace mais sans différence 

statistique (Heinemann et al., 2006). La combinaison gemcitabine/oxaliplatine est utilisée 

pour des patients dont la tumeur est chimiorésistante à la gemcitabine seule ou après une 

rechute (Demols et al., 2006). Dans les années 2000, la combinaison FOLFIRINOX est 

devenue le traitement de référence. Malheureusement, sa toxicité est très élevée mais des 

études sont en cours pour modifier les composés pour la rendre moins toxique (Adamska et 

al., 2017). L’assoĐiatioŶ eŶtƌe la gemcitabine et le nab-paclitaxel a présenté des résultats 

prometteurs comparés à ceux de la gemcitabine seule dans une étude clinique de phase III 

en 2013 (Von Hoff et al., 2013).  

La chimiothérapie de seconde ligne est administrée à la suite d'une chimiothérapie de 

première ligne dont les résultats ont été jugés insuffisants, ou lors de récidive. Les options 

sont liŵitées ;géŶéƌaleŵeŶt des Đhiŵiothéƌapies à ďase d’oǆaliplatiŶeͿ et dépeŶdeŶt de 

l’état de saŶté du patieŶt. Des traitements améliorant la qualité de vie en traitant les 
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sǇŵptôŵes soŶt égaleŵeŶt eŶtƌepƌis. Il s’agit de tƌaiteŵeŶts palliatifs pouƌ diŵiŶueƌ la 

douleuƌ ou aideƌ le patieŶt à s’aliŵeŶteƌ. Il est possiďle égaleŵeŶt de poseƌ uŶe pƌothğse 

biliaire pour faciliter la circulation de la bile ou duodénale pour aider au transit des aliments 

(Adamska et al., 2017).  

C. Nouvelles thérapies  

Les appoƌts de la ƌeĐheƌĐhe suƌ la ĐoŵpƌéheŶsioŶ de l’ACP permettent, eŶ plus d’aŵélioƌeƌ 

les traitements existants, de développer des nouvelles thérapies ciblées. Ces stratégies 

ciblent par exemple la voie du récepteur aux facteurs de croissance EGFR suractivée dans le 

cancer du pancréas ou les différentes voies de signalisation altérées suite à la mutation de 

l’oŶĐogğŶe Kras décrite dans la majorité des cancers du pancréas. 

La formation de nouveaux vaisseaux sanguins est un mécanisme nécessaire à la croissance 

tumorale et à la dissémination des métastases. Des thérapies ciblent ce mécanisme et plus 

particulièrement le facteur de croissance vasculaire VEGF (vascular endothelial growth 

factor) et ses récepteurs. RécemmeŶt, d’autƌes théƌapies ĐiďleŶt les cellules du stroma 

tumoral qui ont un rôle dans la progression des cellules cancéreuses. Néanmoins, le fait de 

modifier le stroma pourrait entrainer un échappement des cellules tumorales hors de la 

tumeur primaire facilitant la dissémination métastatique (Falasca et al., 2016). Des études 

ĐliŶiƋues eŶ Đouƌs utiliseŶt l’iŵŵuŶothéƌapie afiŶ d’iŶduiƌe uŶe ƌépoŶse immunitaire anti-

tumorale. On peut citer comme exemple un essai de phase I, débuté en octobre 2017, qui 

utilise des lymphocytes T du patient, modifiés génétiquement pour exprimer un récepteur 

antigénique chimérique, leur permettant de cibler spécifiquement les cellules tumorales.   

Le ciblage des microRNA donne des résultats prometteurs sur modèle cellulaire mais il est 

nécessaire de faire des études cliniques pouƌ éǀalueƌ l’effiĐaĐité et les effets indésirables 

chez l’Homme (Adamska et al., 2017). Dans une étude clinique récente de 2017, un 

inhibiteur du canal ionique TRPV6, SOR-C13, est utilisé dans le traitement de plusieurs 

tumeurs solides agressives, la meilleure réponse obtenue étant dans le cas de tumeur du 

pancréas (Fu et al., 2017). 
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2.5. La pƌogƌessioŶ de l’ACP : des lésions précancéreuses jusƋu’au stade 
métastatique 

A. Etapes cellulaires 

Il existe 3 types de lésions précancéreuses du pancréas : les néoplasies pancréatiques 

intraépithéliales invasives (PanINs), les néoplasies intraductales papillaires mucineuses 

(IPMNs) et les cystadénomes mucineux (MCNs). Les MCNs et les IPMNs sont des lésions 

ŵaĐƌosĐopiƋues faĐileŵeŶt ǀisualisaďles paƌ les teĐhŶiƋues d’iŵageƌie. Lors de la détection 

de ces lésions sous leur forme non-invasive, le pronostic est meilleur et la chirurgie 

généralement possible (Delpu et al., 2011). Les IPMNs peuvent occasionnellement être 

détectées sous la forme de lésions kystiques du pancréas ou entraîner une dilatation du 

canal de Wirsung. Les PanINs sont des lésions se développant au sein de petites 

ramifications des canaux pancréatiques et sont donc difficilement détectables par les 

teĐhŶiƋues d’iŵageƌie aĐtuelles (Bochatay et al., 2014). La progression de l’ACP s’effeĐtue 

majoritairement à partir des lésions PanINs (> 90 %). L’oƌigiŶe Đellulaiƌe de Đes lésioŶs est 

toujours discutée et peut être attƌiďuée auǆ Đellules ĐaŶalaiƌes d’où le teƌŵe 

d’adéŶoĐaƌĐiŶoŵe ĐaŶalaiƌe ŵais aussi auǆ Đellules aĐiŶeuses (Lee et al., 2018). Les cellules 

acineuses sont capables de trans-différenciation et de posséder des caractéristiques 

canalaires dans un contexte inflammatoire (Guerra et al., 2007, Kopp et al., 2012). 

La progression, s’effeĐtuaŶt eŶ plusieuƌs étapes, se caractérise par une désorganisation de 

plus en plus importante de l’épithéliuŵ aǀeĐ aĐĐuŵulatioŶ pƌogƌessiǀe d’atǇpies 

cytologiques architecturales et de mutations. La première étape est un stade précancéreux 

appelé néoplasie intra-épithéliale de type 1 (PanIN-1). Cette lésion se caractérise par une 

augmentation du volume tissulaire (hyperplasie) due à la ŵultipliĐatioŶ d’uŶe Đellule aǇaŶt 

subi des mutations génétiques conduisant à sa prolifération incontrôlée. Ensuite, la masse 

de cellules va entrainer une dǇsplasie Ƌui est uŶe ŵodifiĐatioŶ iŵpoƌtaŶte de l’aƌĐhiteĐtuƌe 

tissulaire. Concernant la nomenclature, une dysplasie de grade intermédiaire correspond au 

stade PanIN-2 et une dysplasie sévère correspondant à un haut grade PanIN-3. Le stade 

suivant est le cancer in situ où la tumeur primaire est bien développée entrainant 

l’appaƌitioŶ des pƌeŵieƌs sigŶes ĐliŶiƋues. La deƌŶiğƌe étape est le ĐaŶĐeƌ iŶvasif où les 

Đellules ŵaligŶes aĐƋuiğƌeŶt la ĐapaĐité d’iŶǀasioŶ leuƌ peƌŵettaŶt de fƌaŶĐhiƌ la ŵeŵďƌaŶe 

basale, de disséminer dans le mésenchyme pour atteindre la circulation et former des 

métastases dans des organes distants (Figure 7).  
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Figure 7 : PƌogƌessioŶ de l’ACP. 
L’ACP peut se déǀeloppeƌ à paƌtiƌ de tƌois lésioŶs pƌéĐaŶĐéƌeuses : les néoplasies 
pancréatiques intraépithéliales invasives (PanINs) majoritairement, les néoplasies 
intraductales papillaires mucineuses (IPMNs) et les cystadénomes mucineux (MCNs). Les 
étapes conduisant au cancer invasif sont : la néoplasie intra-épithéliale de type 1 (PanIN-1), 
la dysplasie de grade intermédiaire (PanIN-2) sévère (PanIN-3) et le cancer in situ (Modifié 
d’apƌğs Bardeesy et al., 2002, Hruban et al., 2000). 
 

B. Bases moléculaires 

La progression du cancer est possible gƌâĐe à l’aĐĐuŵulatioŶ d’altéƌatioŶs géŶétiƋues Ƌui 

vont notamment activer des oncogènes ou désactiver des gènes suppresseurs de tumeurs, 

dont les plus connus daŶs l’ACP sont présentés sur la figure 8. Ces altérations peuvent être 

héréditaires dans 10 % des cas (Becker et al., 2014). 

 

Figure 8 : MutatioŶs assoĐiĠes à la pƌogƌessioŶ de l’ACP. 
DaŶs l’ACP, des ŵutatioŶs aĐtiǀatƌiĐes d’oŶĐogğŶes ;eŶ ǀeƌt) dont l’altéƌatioŶ Kras (95 % des 
ACP) et des mutations perte de fonction de gènes suppresseurs de tumeur (en rouge) sont 
détectés. L'épaisseur de la ligne correspond à la fréquence de la mutation. L’appaƌitioŶ de 
Đes ŵutatioŶs est faǀoƌisée paƌ l’iŶstaďilité génétique due au raccourcissement des 
télomères (Bardeesy et al., 2002). 

HYPERPLASIE   DYSPLASIE                  CANCER IN SITU      CANCER INVASIF

IPMN

MCN
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Ces mutations vont entrainer une surexpression de récepteurs aux facteurs de croissance 

tels Ƌue l’EGFR de manière précoce et ainsi perturber les voies de contrôle de la prolifération 

Đellulaiƌe peƌŵettaŶt la pƌogƌessioŶ tuŵoƌale. L’aĐtiǀatioŶ de la pƌoliféƌatioŶ paƌ la ǀoie de 

l’EGFR peut également être le résultat de boucle de rétrocontrôle positive impliquant 

l’oŶĐogğŶe ƌas muté (Bardeesy et al., 2002). 

95 % des cellules cancéreuses pancréatiques portent des mutations suƌ l’oncogène ras, les 

plus fréquentes étant les altérations Kras (Kirsten rat sarcoma). Ces altérations sont des 

mutations ponctuelles qui vont affecter plusieurs résidus : la glycine 12 majoritairement (> 

90 %) puis la glycine 13 ou la glutamine 61. Ces mutations vont permettre l’aĐtiǀatioŶ 

permanente d’uŶe petite GTPase en empêchant son interaction avec ses inhibiteurs ou en 

stimulant son activité GTPasique (Lohr et al., 2005). Cette enzyme est impliquée notamment 

dans l’aĐtiǀatioŶ de plusieurs voies de signalisation majeures qui peuvent interagir entre 

elles en faveur de la progression tumorale (Figure 9). Les mécanismes perturbés à la suite de 

mutations Kras sont divers : modification de la composition en facteur protumoraux du 

microenvironnement conduisant à la réaction inflammatoire et l’aŶgiogeŶğse ou la 

formation des ŵétastases eŶ agissaŶt suƌ la pƌoliféƌatioŶ, l’iŶǀasioŶ ou le ŵétaďolisŵe des 

cellules cancéreuses (Jonckheere et al., 2017).  

 

Figure 9  : PƌiŶĐipales voies de sigŶalisatioŶ iŵpliƋuaŶt l’oŶĐogğŶe Kƌas 

(Jonckheere et al., 2017). 
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La mutation Kras est l’éǀğŶeŵeŶt iŶitiateuƌ le plus précoce de ce cancer mais elle ne permet 

pas à elle seule la progression de la maladie (Eser et al., 2014). Une autre étude divergente 

montre que, dans les cellules épithéliales non-cancéreuses HPNE, la mutation Kras active les 

mécanismes permettant la dissémination des cellules cancéreuses démontrant un rôle 

crucial de cette mutation (Neel et al., 2012). 

Parallèlement, les gènes suppresseurs de tumeur vont subir des mutations inactivatrices. La 

plus retrouvée daŶs l’ACP est la ŵutatioŶ d’INKϰA. Ce gène code pour la protéine p16 

appartenant à la famille des inhibiteurs de kinase dépendante des cyclines. L’iŶaĐtiǀatioŶ de 

cette protéine va permettre une progression de la phase G1 vers la phase S du cycle 

cellulaire. Le gène p53, suppresseur de tumeur, est inactivé dans plus de 50 % des cas d’ACP. 

Ses mutations entraînent une perte de sa fonction qui dans une situation de stress cellulaire 

permet notamment l’aƌƌġt du ĐǇĐle Đellulaiƌe ou l’apoptose. DaŶs ϯ0 % des cas, un autre 

gène suppresseur de tumeur, SMAD4/DPC4 est muté. Ce facteur de transcription contrôle 

l’eǆpƌessioŶ de Ŷoŵďƌeuǆ gğŶes iŵpliƋués dans la voie du TGFβ (transforming growth factor 

βͿ (Bardeesy et al., 2002).   

L’aĐĐuŵulatioŶ des aŶoŵalies géŶétiƋues est stiŵulée daŶs les stades pƌéĐoĐes paƌ des 

réarrangements plus importants entre les chromosomes non protégés par les télomères. Les 

télomères sont des séƋueŶĐes d’ADN situées à l’eǆtƌéŵité des Đhƌoŵosoŵes et synthétisées 

par la télomérase. A des stades tardifs, la réactivation de cette enzyme est cruciale pour 

l’iŵŵoƌtalisatioŶ des Đellules ĐaŶĐéƌeuses (Bardeesy et al., 2002). 

Les mutations génétiques vont touĐheƌ plus d’uŶe dizaiŶe de voies ou de mécanismes 

différents résumés sur la figure 10. Les pƌogƌğs eŶ ŵatiğƌe d’aŶalǇse de géŶoŵe à gƌaŶde 

échelle permettent de faire émerger de nouveaux gènes altérés. Certains de ces gènes 

étaient initialement impliqués dans des mécanismes tels que le remodelage de la 

chromatine ou la migration des neurones et leur positioŶŶeŵeŶt duƌaŶt l’eŵďƌǇogeŶğse, 

ŵéĐaŶisŵe appelé guidage de l’aǆoŶe. Les altérations génétiques impliquées dans 

l’appaƌitioŶ du ĐaŶĐeƌ sont définies et en constante évolution. Néanmoins, les mutations 

entre le cancer in situ et invasif, régulant la capacité des cellules cancéreuses à disséminer, 

sont peu connues (Yachida et al., 2013). Il est important de connaître ces altérations 

génétiques conduisant au phénotype invasif car la moitié des patients atteiŶts d’ACP 

présentent des métastases (Adamska et al., 2017). En plus des altérations génétiques, il est 

possiďle d’oďseƌǀeƌ égaleŵeŶt l’eǆpƌessioŶ aberrante de certaines protéines dans ce cancer. 



32 
 

Adhésion 
Cellulaire
Homo
philique

Invasion

Signalisation 
petit GTPase

Contrôle des
Doŵŵages à l’ADN

Apoptose

Contrôle 
phase de
transition 
G1/S Voie 

Hedgehog
Voie  
Wnt

Guidage
de l’aǆoŶe 

Régulation 
de la 
chromatine

Signalisation
des intégrines

Voie
JNK

Voie 
KRAS

Voie 
TGF
bêta

Par exemple, une étude récente montre une surexpression de la protéine canal TRPM7 dans 

les tissus malins en corrélation avec le grade de la tumeur (Yee et al., 2015). 

 

Figure 10 : Voies ou mécanismes connus ou émergents altérés dans la progƌessioŶ de l’ACP 

(Yachida et al., 2013). 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



33 
 

PARTIE 2 : LA CASCADE METASTATIQUE 
 

1. GENERALITES 

La cascade métastatique est un processus comprenant plusieurs étapes qui vont permettre 

la propagation du cancer. Une métastase est une tumeur formée à partir de cellules 

cancéreuses qui se sont détachées de la tumeur primitive, qui ont migré et se sont installées 

dans une autre partie du corps (INCA, 2017). La formation de métastases fait partie des 

capacités communes des cellules cancéreuses (hallmarcks of cancer) acquises au fil de 

l’iŶstaďilité géŶétiƋue (Figure 11). Ces capacités permettent aux cellules cancéreuses de 

suƌŵoŶteƌ les ďaƌƌiğƌes ŵises eŶ plaĐe paƌ l’oƌgaŶisŵe pouƌ se défeŶdƌe ĐoŶtƌe l’appaƌitioŶ 

d’uŶ ĐaŶĐeƌ, son développement et la formation des métastases. En clinique, la formation 

des métastases représente la cause principale de décès par cancer (90 %) démontrant son 

intérêt comme cible thérapeutique (Sporn 1996). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 11 : Hallmarcks of cancer 

(Hanahan et al., 2011). 
 

2. THEORIES D’ACQUISITION DE LA CAPACITE METASTATIQUE 

L’aĐƋuisitioŶ la capacité métastatique repose historiquement sur deux modèles génétiques : 

la théorie clonale et adaptative. La théorie clonale stipule que les cellules métastatiques 

proviennent d’uŶe sous population cellulaire présente initialement dans la tumeur primaire 
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(Fidler et al., 1977, Hill et al., 1984). La population de cellules métastatiques présente des 

altérations génétiques similaires à celles de la tumeur primaire. Des gènes ont été 

découverts perturbant spécifiquement la capacité métastatique sans diminuer la croissance 

tumorale mais leur valeur pronostic est toujours débattue (Steeg 2003).  

Il a été démontré que les cellules issues de la tumeur primaire peuvent se disséminer dans 

l’oƌgaŶisŵe de ŵaŶiğƌe tƌğs pƌéĐoĐe, Đe Ƌui a aŵeŶé à l’élaďoƌatioŶ d’uŶ ŵodğle alternatif 

non-clonal. Dans cette théorie, la cellule ayant une capacité métastatique va se séparer 

précocement de la tumeur et évoluer de manière parallèle (Gray 2003). Les cellules 

métastatiques peuvent être différentes des cellules de la tumeur primaire au niveau de leurs 

altérations génétiques (Schmidt-Kittler et al., 2003). Cette évolution parallèle pourrait par 

exemple être induite par l’iŶteƌaĐtioŶ ďidiƌeĐtioŶnelle entre le microenvironnement et les 

cellules cancéreuses (Karnoub et al., 2007). L’hétéƌogéŶéité tumorale étant très complexe, il 

est possible que ces deux modèles coexistent dans des tumeurs soumises à des fortes 

pressions de sélection ou en réponse à des thérapies (McGranahan et al., 2017, Talmadge 

2007). Dans l’ACP, le ŵodğle d’éǀolutioŶ paƌallğle est observé. La probabilité de former des 

métastases est très élevée (94 %) pour une tumeur de faible taille (3 cm) (Haeno et al., 

2012). Une étude in vivo, marquant les cellules cancéreuses pour suivre leur progression, 

montre qu’elles pénètrent dans la circulation sanguine et sont retrouvées dans le foie avant 

même que la tumeur primaire puisse être détectée par une analyse histologique (Rhim et al., 

2012). 

D’autƌes ŵodğles s’iŶspiƌaŶt de ce modèle adaptatif ont été proposés. Le modèle 

d’hétéƌogéŶéité dǇŶaŵiƋue énonce que la capacité métastatique de la tumeur dépend du 

nombre de cellules ayant acquis ce phénotype transitoire (Hill et al., 1984). Le modèle de la 

dominance clonale énonce que le clone métastatique émergent dans la tumeur est amené à 

devenir la population cellulaire dominante dans la tumeur primaire et dans les métastases 

(Kerbel et al., 1988). Un autre modèle propose que seule une population spécifique rare de 

cellules souches cancéreuses possède la capacité à former des métastases (Li et al., 2007) 

(Figure 12).  
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Figure 12 : Modğles d’aĐƋuisitioŶ de la ĐapaĐitĠ ŵĠtastatiƋue 

Le modèle de sélection clonale suggère que les Đellules ŵétastatiƋues pƌoǀieŶŶeŶt d’uŶe 
sous population cellulaire présente initialement dans la tumeur primaire. Dans le modèle 
d'évolution parallèle, il est suggéré que la cellule ayant une capacité métastatique va se 
séparer de manière précoce de la tumeur et évoluer indépendamment des cellules 
tumorales du site primaire. Le modèle d'hétérogénéité dynamique suggère que la capacité 
métastatique de la tumeur dépend du nombre de cellules ayant acquis ce phénotype 
transitoire. Le modèle de la dominance clonale suggère que les sous-clones métastatiques 
deviennent prédominant dans la tumeur primitive et les métastases. Dans le modèle des 
cellules souches, il est suggéré que seules les cellules souches, et non la majorité des cellules 
tumorales, ont la capacité de former des tumeurs secondaires (Talmadge 2007). 
 

3. EVENEMENTS CELLULAIRES DE LA CASCADE METASTATIQUE 

La cascade métastatique est un processus qui permet à la Đellule ĐaŶĐéƌeuse de s’éloigŶeƌ de 

la tumeur primaire. Cet éloigŶeŵeŶt Ŷ’est possiďle Ƌue si la cellule modifie son adhésion. 

L’adhésioŶ préserve la polarité apico-basale et les contacts entre les cellules et la matrice 

extracellulaire (MEC) indispensables à l’aƌĐhiteĐtuƌe des tissus épithéliaux. Les contacts 

entre cellules voisines s’effeĐtuent via différents types de jonctions (serrées et 

desmosomes). Les joŶĐtioŶs d’aŶĐƌage à la MEC sont principalement formées par des 

glycoprotéines transmembranaires, les intégrines. La peƌte d’adhésioŶ est la conséquence 

de ŵodifiĐatioŶs d’eǆpƌessioŶ de différentes protéines au cours de transitions 

phénotypiques des cellules.  
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3.1. Les différents types de transition 

Il existe plusieurs transitions phénotypiques possibles permettant aux cellules cancéreuses 

d’aĐƋuérir une capacité de mouvement (Figure 13) :  

 la transition de cellules mésenchymateuses individualisées vers un phénotype 

amiboïde (MAT). 

 la transition de cellules maintenues en clusters vers un phénotype amiboïde (CAT). 

 la transition de cellules épithéliales vers un phénotype mésenchymateux (EMT). 

 

Figure 13: Les différentes transitions peƌŵettaŶt l’aĐƋuisitioŶ d’uŶe ŵoďilitĠ Đellulaiƌe. 

A. Loƌs de l’iŶǀasioŶ ĐolleĐtiǀe, la Đellule tuŵoƌale située au Ŷiǀeau du fƌoŶt d’iŶǀasioŶ 
exerce une force motrice en favorisant les adhérences focales et le réarrangement de la 
matrice extracellulaire (MEC) par la sécrétion de métalloprotéases matricielles (MMPs). Les 
cellules aŶ aƌƌiğƌe du fƌoŶt d’iŶǀasioŶ conservent leurs caractéristiques épithéliales. B. L’EMT 
(Epithelial–Mesenchymal transitioŶͿ peƌŵet l’aĐƋuisitioŶ d’uŶe ŵoďilité dépendante de la 
dégradation de la matrice extracellulaire par une cellule détachée de la tumeur primaire. C. 
La CAT (collective-to-amoeboid transition) et la MAT (Mesenchymal to amoeboid transition) 
permettent une migration par déformation du cytosquelette indépendante de la 
dégradation de la matrice extracellulaire (van Zijl et al., 2011). 

 
La MAT et la CAT sont indépendantes des enzymes dégradant la matrice. La cellule évolue en 

effectuant des mouvements amiboïdes, par déformation du cytosquelette. Il existe plusieurs 

tǇpes d’EMT : l’EMT de tǇpe ϭ est iŵpliƋuée daŶs les pƌoĐessus phǇsiologiƋues de foƌŵatioŶ 

des trois feuillets embryonnaires (gastrulation) et de la crête neurale chez les vertébrés. 

L’EMT de tǇpe 2 est impliquée dans les mécanismes de réparation tissulaire physiologiques 

tels Ƌue l’iŶflaŵŵatioŶ et la fiďƌose. L’EMT de tǇpe ϯ contribue à la dissémination 

métastatique en permettant aux cellules cancéreuses de dégrader et franchir de manière 

précoce la membrane basale délimitant les épithéliums et d’eŶǀahiƌ le stroma, mécanisme 

appelé l’invasion cellulaire (Figure 14). Ce mécanisme est augmenté suite à une pancréatite 
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qui est le plus fréquent faĐteuƌ de ƌisƋue daŶs l’ACP (Rhim et al., 2012). L’EMT est également 

impliqué dans la chimiorésistance importante de l’ACP (Wang et al., 2017).    

 

Figure 14 : CoŶtƌiďutioŶ de l’EMT à la progression tumorale 

La progression d'un épithélium normal vers un carcinome invasif passe par plusieurs étapes. 
Tout d’aďoƌd, les Đellules épithéliales peƌdeŶt leuƌ polaƌité et se détachent de la membrane 
basale. La pƌogƌessioŶ ǀeƌs le ĐaŶĐeƌ ŵétastatiƋue iŵpliƋue l’EMT, peƌŵettaŶt auǆ cellules 
ĐaŶĐéƌeuses d’eŶtƌeƌ daŶs la circulation sanguine et d’eŶ soƌtiƌ pour rejoindre un site 
distant, où ils peuvent former des micro et macro-métastases, ce qui peut impliquer la MET 
et un retour à un phénotype épithélial (Kalluri et al., 2009). 
 

Un des évènements majeurs de l’EMT est la diminution des marqueurs épithéliaux en 

paƌallğle de l’augŵeŶtatioŶ de l’expression de marqueurs mésenchymateux. Le marqueur 

épithélial majeur est l’E-cadhérine qui est la principale molécule d’adhésioŶ daŶs les cellules 

épithéliales. La peƌte d’eǆpƌessioŶ de Đe ŵaƌƋueuƌ s’effeĐtue grâce à l’activation de Smad 

par le TGF-β. Smad va ensuite activer les répresseurs transcriptionnels tels que Snail, Slug ou 

Twist. Cette diŵiŶutioŶ d’eǆpƌessioŶ ǀa peƌŵettƌe la libération de l’E-cadhérine de son 

paƌteŶaiƌe la β-caténine qui va pouvoir transloquer dans le noyau. La β-caténine va 

augmenter l’eǆpƌession de gènes codant des marqueurs mésenchymateux, comme la N-

cadhérine ou la vimentine. Les marqueurs mésenchymateux coopèrent avec les molécules 

matricielles et des protéines des poiŶts d’adhésioŶ entre la MEC et les cellules (appelée 

plaƋue d’adhésioŶ foĐaleͿ afin de modifier le comportement cellulaire (Cavallaro et al., 

2004). Par exemple, le complexe intégrine α2β1, N-cadhérine et le collagène de type I va 

ƌéguleƌ l’iŶǀasioŶ aloƌs Ƌue le Đoŵpleǆe E-cadhérine et intégrine α2βϭ ƌégule l’adhésioŶ 

cellulaire (Siret et al., 2015). Ce ƌéseau de pƌotéiŶes à l’iŶteƌfaĐe entre la cellule et la MEC 

comprend plus de 180 membres. Au niveau cytosolique, les kinases FAK et Src vont 

transduire le signal et entrainer des changements de conformation du cytosquelette 

peƌŵettaŶt l’aĐtiǀatioŶ de voies de signalisation impliquées dans la cancérogénèse. L’ACP est 

caractérisé par une forte réaction desmoplasique. Cette réaction entraine notamment une 
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augmentation de la sécrétion des protéines matricielles augmentant la rigidité de la MEC 

tumorale. La rigidité de la matrice va également participer à la modification du phénotype 

cellulaire (Figure 15). L’iŵpliĐatioŶ des ĐaŶauǆ daŶs la ŵodifiĐatioŶ des ŵaƌƋueuƌs de 

transition épithélio-mésenchymateuse, ŶotaŵŵeŶt la ŵodifiĐatioŶ d’eǆpƌessioŶ des 

cadhérines, est déjà décrite dans la littérature. On peut citer comme exemple les canaux 

Orai 1 dans les cellules cancéreuses gastriques ou TRPM7 dans le cancer de la prostate (Sun 

et al., 2014, Xia et al., 2016). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 15 : Interactions protéiques dans les sites d'adhésion focaux des cellules 

cancéreuses. 

Les marqueurs ŵéseŶĐhǇŵateuǆ ĐoopğƌeŶt aǀeĐ des pƌotéiŶes des poiŶts d’adhésioŶ à la 
matrice extracellulaire, notamment les intégrines, afiŶ d’aĐtiǀeƌ des sigŶalisatioŶs Đellulaiƌe 
impliquées dans la progression tumorale (Gkretsi et al., 2018). 

3.2. Les étapes de formation des métastases 

Il existe de nombreux obstacles à surmonter pouƌ Ƌu’uŶe Đellule tuŵoƌale soit capable de 

former une métastase. Les mécanismes anti-tumoraux intrinsèques ou les barrières liées au 

microenvironnement local (chimiques, physiques ou biologiques) vont sélectionner les 

cellules plus agressives capables de résister et de potentiellement former les métastases 

(Gupta et al., 2006). Ensuite, la cellule cancéreuse va devoir effectuer plusieurs étapes 

successives pour atteindre les sites distants où elle va former une métastase, d’où le teƌŵe 

de cascade métastatique. Ce processus comprend une invasion locale des cellules tumorales 

dans le tissu adjacent, la pénétration et la survie des cellules au sein du système sanguin et 

lymphatique (intravasation) puis leur sortie (extravasation) et la colonisation des tissus 
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distants dans des organes précis (Mina et al., 2011). SeloŶ l’oƌgaŶe où s’est développée la 

tumeur primaire, les métastases vont se développer dans des organes préférentiels (théorie 

« seed and soil » décrite en 1889 par Paget S.). Par exemple, les métastases seront localisées 

plutôt daŶs le foie eŶ Đas d’ACP. Toutes ces étapes à franchir font du développement des 

métastases un événement rare. En effet, seul 0,1 % des cellules ayant quitté la tumeur 

primaire vont former des métastases qui, malgré ce faible pourcentage, sont retrouvées 

Đhez la ŵoitié des patieŶts atteiŶts d’ACP (Adamska et al., 2017). Après avoir franchi toutes 

ces étapes, il peut y avoir une période de latence plus ou moins longue appelée dormance 

eŶtƌe le ŵoŵeŶt où les Đellules ŵétastatiƋues oŶt atteiŶt l’oƌgaŶe distant et où elles vont 

former des métastases cliniquement détectables (van Zijl et al., 2011) (Figure 16).  

 

Figure 16  : Etapes principales de la cascade métastatique 

(Mina et al., 2011). 

3.3. Un mécanisme clé : l’iŶvasioŶ Đellulaiƌe 

A. Les protéases : effectrices de l’iŶvasioŶ Đellulaiƌe 

L’iŶǀasioŶ est possible gƌâĐe à l’eǆpƌessioŶ de pƌotéiŶes Ƌui ǀoŶt dégƌadeƌ l’eŶǀiƌoŶŶeŵeŶt 

autour de la cellule cancéreuse (membrane basale et MEC) appelées protéases. Les analyses 

transcriptomiques ont peƌŵis l’ideŶtifiĐatioŶ du dégradome qui regroupe toutes les 

protéases connues à ce jour. Il regroupe 569 protéases divisées en cinq classes selon le 
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résidu gouvernant leur activité catalytique (Puente et al., 2003, Quesada et al., 2009). Les 

protéases impliquées daŶs l’iŶǀasioŶ des Đellules ĐaŶĐéƌeuses sont présentées dans le 

tableau 4. 

Tableau 4 : Protéases iŵpliƋuĠes daŶs l’iŶvasioŶ Đellulaiƌe cancéreuse 

;Modifié d’apƌğs Choi et al., 2012). 

 

B. La famille des métalloprotéases matricielles (MMPs) 

Parmi toutes ces familles de protéases, la plus étudiée depuis plusieurs décennies dans la 

capacité d’iŶǀasioŶ est la famille des MMPs (Choi et al., 2012). Il est démontré une 

ĐoƌƌélatioŶ positiǀe eŶtƌe l’eǆpƌessioŶ des MMPs et le poteŶtiel iŶǀasif des cellules 

tumorales dans de nombreux cancers (Bourboulia et al., 2010). Un inhibiteur physiologique 

des MMPs, TIMP-2 (tissue inhibitor of mellatoproteinases-2) est suffisant pour diminuer la 

formation des métastases suite à l’injection in vivo de cellules cancéreuses de mélanome, 

démontrant le rôle important des MMPs dans la cascade métastatique (Schultz et al., 1988). 

Dans les tumeurs primaires pancréatiques et les métastases, des études 
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immunohistochimiques et d’hǇďƌidatioŶ in situ démontrent une surexpression de plusieurs 

MMPs comparées aux tissus sains, ce qui montre que les MMPs auraient un rôle fonctionnel 

daŶs l’iŶǀasioŶ daŶs Đe ĐaŶĐeƌ (Bramhall 1997, Imamura et al., 1998, Yamamoto et al., 2001). 

L’eǆpƌessioŶ des ARNŵ ŶotaŵŵeŶt de la MMP-2, 9 et des métalloprotéases membranaires 

est reliée au déǀeloppeŵeŶt de la ƌéaĐtioŶ desŵoplasiƋue Ƌui est iŵpoƌtaŶte daŶs l’ACP 

(Ellenrieder et al., 2000, Gress et al., 1995). La mutation majeure Kras influe également sur 

l’eǆpƌessioŶ des MMPs (Fukushima et al., 2001). Des faĐteuƌs ĐliŶiƋues tels Ƌue l’eǆisteŶĐe 

de ŵétastases et les ƌéĐidiǀes soŶt iŶflueŶĐés paƌ l’aĐtiǀité de MMP-2 (Koshiba et al., 1998). 

Le lien fonctionnel eŶtƌe les MMPs et les ĐaŶauǆ pouƌ ƌéguleƌ l’iŶǀasioŶ est décrit dans la 

littérature dans plusieurs cancers par exemple de la vessie, du sein, le mélanome ou le 

cancer colorectal (Liu et al., 2013, Macpherson et al., 2014, Sun et al., 2014, Wang et al., 

2014). 

La famille des métalloprotéases matricielles comprend les MMPs classiques et les MMPs 

membranaires qui vont permettre un remodelage de la MEC en la dégradant. D’autƌes 

groupes moins étudiés composent cette famille : les ADAMTs (a disintegrin and 

metalloproteinase with thrombospondin motifs) et les ADAMs (a disintegrin and 

metalloproteinase, aussi appelées adamlysines) (Malemud 2006). Les ADAMTS comme les 

MMPs classiques sont des protéases extracellulaires qui vont pouvoir agir sur de nombreux 

composants matriciels et leurs effets pro- ou antitumoraux vont dépendre des substrats et 

de leurs interactions (Cal et al., 2015). Les ADAMs sont impliquées daŶs l’iŶǀasioŶ Đellulaiƌe 

mais sans dégrader la matrice. Ces enzymes sont des protéases transmembranaires qui vont 

cibler les ectodomaines des protéines transmembranaires (par exemple des molécules 

d’adhésioŶ ou des récepteurs aux facteurs de croissance et aux cytokines) (Mullooly et al., 

2016).  

Les MMPs participent à toutes les étapes de la cascade métastatique. Elles peuvent 

participer à l’EMT. Par exemple, la MMP-3 peut dégrader l’E-cadhérine (Lochter et al., 1997). 

Les MMPs vont également permettre de préparer la ŶiĐhe Ƌui est l’eŶdƌoit où ǀoŶt se 

développer les cellules métastatiques. Ces enzymes ont un rôle à toutes les étapes de cette 

préparation. Tout d’aďoƌd, les cellules de la tumeur primaire vont secréter des exosomes 

contenant des MMPs dans la circulation sanguine qui vont circuler jusque dans les tissus pré-

métastatiques. Ces MMPs vont moduler les composants de la matrice et libérer différents 

facteurs séquestrés dans la MEC de la niche qui vont diffuser dans la circulation. Ces facteurs 
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vont pouvoir agir par exemple sur les cellules dérivées de la moelle osseuse (BMDC = bone 

marrrow dendritic cells). Ces cellules vont préparer la niche via la sécrétion de MMPs et la 

ƌeŶdƌe faǀoƌaďle à l’établissement et au développement des métastases (Figure 17). La 

dégradation de la matrice extracellulaire permet donc de libérer des facteurs qui vont 

préparer la niche et soutenir la capacité métastatique grâce notamment à des facteurs pro-

angiogénique et pro-prolifératif (Whitelock et al., 1996). Cependant, cette dégradation 

possède également un rôle inhibiteur sur la néo-vascularisation en libérant des facteurs 

ƌépƌesseuƌs de l’aŶgiogeŶğse tels Ƌue l’aŶgiostatiŶe, l’eŶdostatiŶe et la tuŵstatiŶe 

(Santibanez et al., 2018). Enfin, les MMPs sont capables de cliver les liaisons peptidiques 

internes de la plupart des protéines des membranes basales, de la MEC et des jonctions 

cellulaires. Cette dégradation permet aux cellules cancéreuses de s’iŶdiǀidualiseƌ, de réaliser 

l’iŶǀasioŶ Đellulaiƌe puis de s’éloigŶeƌ de la tumeur primaire.  

 

Figure 17 : Implication des MMPs dans la préparation de la niche métastatique. 
ϭ. SéĐƌétioŶ d’eǆosoŵes ĐoŶteŶaŶts des MMPs. 2. Modelage de la ŶiĐhe paƌ les MMPs. 3.  
Libération de facteurs de la niche et recrutement des cellules dérivées de la moelle osseuse 
(BMDC = bone marrrow dendritic cells). 4. Modelage de la niche par les BMDC sécrétant des 
MMPs (Shay et al., 2015). 

a. Structure  

Les MMPs sont des endopeptidases Zn2+ dépendantes possédant une structure commune : 

un pro-domaine, un domaine catalytique, une région charnière et un domaine hémopéxine. 

Cette structure présente deux motifs conservés ayant des fonctions importantes : le motif 

cystéine switch permettant le maintien sous la forme inactive situé dans le pro-domaine 

(Pro) et le motif liant le Zn2+ dans le site catalytique (cat). D’autƌes doŵaiŶes ŵoiŶs 

conservés peuvent être présents : un domaine vitronectine (V), un domaine fibronectine (Fn) 

Tumeur primaire 

Exosomes 

Niche pré-
Métastatique  
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Gélatinases  
(gélatine, laminine, collagènes, 
composants des membranes basales)

Stromélysines
(composants matriciels)

Collagénases 
(collagène type I, II, III)                   

Matrylysines
(molécule de surface : Fas L, TNFα,
E-cadhérine, composants matriciels)

Autres MMPs

ou un doŵaiŶe d’hoŵologie aǀeĐ l’iŵŵuŶogloďuliŶe G (Ig). Les MMPs transmembranaires 

contiennent une ancre transmembranaire GPI (G) et un domaine transmembranaire de type 

I ou II (Figure 18). Il existe différentes classifications selon le substrat ou la localisation des 

MMPs (Tableau 5). 

 
 

Figure 18 : Structure des MMPs 

(Santibanez et al., 2018, Visse et al., 2003). 
 

Tableau 5 : Classifications des MMPs 

(Modifié d’apƌğs Visse and Nagase 2003). 
. 

MMP secrétées 

MMP1 MMP2 

MMP3 MMP7 

MMP8 MMP9 

MMP10 MMP11 

MMP12 MMP13 

MMP19 MMP20 

MMP21 MMP27 

MMP26 MMP28 

 

MMPs transmembranaires 

Type I Ancre GPI Type II 

MMP14 MMP17 MMP23A 

MMP15 MMP25 MMP23B 

MMP16   

MMP24 
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b. Régulation  

Dans les conditions physiologiques sans nécessité de ƌeŵaŶieŵeŶt tissulaiƌe, l’eǆpƌessioŶ 

constitutive est faible et ne permet pas le stockage de ces enzymes. Toutes les MMPs sont 

synthétisées sous forme inactive appelée zymogène. Les MMPs vont devoir être secrétées, à 

l’eǆĐeptioŶ des ŵétalloprotéases transmembranaires, et actives localement dans la MEC 

pour jouer leur rôle. L’eǆpƌessioŶ, la localisation et l’activation de ces protéases sont 

régulées à plusieurs niveaux (transcriptionnel, spatial et temporel). Dans le cadre du cancer, 

il a longtemps été supposé que les MMPs étaient produites seulement par les cellules 

tumorales mais il a été montré que les cellules du stroma (fibroblastes, macrophages et 

cellules endothéliales) possèdent également cette capacité et peuvent coopérer avec les 

cellules tumorales pour iŶduiƌe l’aĐtiǀatioŶ des MMPs (Almholt et al., 2003, Basset et al., 

1990).  

 

La régulation transcriptionnelle s’effeĐtue gƌâĐe à des promoteurs des gènes codant pour les 

MMPs qui sont sensibles à un panel de stimuli variés tels que le pH, l’hǇpoǆie, les facteurs de 

croissance, les cytokines inflammatoires (tuŵoƌ ŶeĐƌosis  faĐtoƌ α ;TNFα), iŶteƌleukiŶe ϭβ 

(ILϭβ), les glucocorticoïdes, les rétinoïdes ou encore la modification des contacts 

intercellulaires et avec la MEC (Saarialho-Kere et al., 1992, Yan et al., 2007). Ces stimuli 

activent des voies des signalisations diǀeƌses aďoutissaŶt à l’eǆpƌessioŶ de faĐteuƌs de 

transcriptions activateurs (parmi lesquels on trouve AP1, PEA3, Sp1, la β-caténine, Tcf4 ou 

encore  NF-kB) qui vont se fixer sur leurs séquences cis (Santibanez et al., 2018). Les 

similarités entre la composition en éléments cis des promoteurs des MMPs permet une 

régulation commune. Ces similarités permettent de les classer en trois groupes : un groupe 

présentant dans son promoteur une TATA box (site vers 30 paires de bases (pb)) et un 

élément AP1 (Activator protein 1) ;site ǀeƌs 70 pďͿ, soit aǀeĐ la pƌéseŶĐe d’uŶe TATA ďoǆ 

mais sans site AP-1 pƌoǆiŵal et eŶfiŶ uŶ gƌoupe saŶs Đes éléŵeŶts tƌaŶs doŶt l’eǆpƌessioŶ 

est gouverné par SP1 se fixant sur des boîtes GC (Santibanez et al., 2018). De plus, les gènes 

peuvent présenter des modifications épigénétiques et leur expression peut être régulée par 

des microRNAs (Yan et al., 2007). 
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Pour éviter une diffusion spatiale trop large de ces protéines, celles-ci se localisent dans une 

structure appelée invadopode. Cette protrusion est formée grâce à une polymérisation 

intense d’aĐtiŶe au niveau de la face ventrale de la cellule invasive en contact avec la MEC 

(Kelly et al., 1994). Ces protrusions vont changer de forme, se rassembler ou disparaître pour 

accompagner le mouvement cellulaire. Le ƌéseau d’aĐtiŶe dans ces structures est composé 

de deux types de fibres d’oƌieŶtatioŶ difféƌeŶtes : des colonnes de fiďƌes d’aĐtiŶe F 

perpendiculaires à la ŵatƌiĐe d’où éŵeƌgent d’autƌes fiďƌes ƌadiales paƌallğles à la ŵatƌiĐe. 

Autouƌ de Đe Đoŵpleǆe d’aĐtiŶe est ƌetƌouǀé uŶ aŶŶeau de ŵoléĐules d’adhésioŶ. Ces 

anneaux comprennent des récepteurs de composants matriciels (par exemple les intégrines) 

recrutant de nombreux effecteurs intracellulaires : des tyrosine kinases (Fak, Pyk2, Src, Tsk), 

de petites GTPases (Rho, Rac, Cdc42) ou des molécules adaptatrices (paxilline, vinculine) 

(Destaing et al., 2014) (Figure 19). 

 

Figure 19 : Structure et composition de l’iŶvadopode. 
L’iŶǀadopode peƌŵet la degƌadatioŶ loĐalisée de la ŵatƌiĐe gƌâĐe à la foƌŵatioŶ d’uŶ ƌéseau 
de fiďƌes d’aĐtiŶe Đouplé à des ŵoléĐules iŵpliƋuées daŶs l’adhésioŶ Đellulaiƌe (Destaing et 
al., 2014). 
 

La formation des invadopodes est observée in vitro mais également in vivo et comprend 3 

étapes principales (Figure 20). Au seiŶ de Đes étapes, l’oƌdƌe pƌéĐis des éǀğŶeŵeŶts 

moléculaires Ŷ’est pas ĐlaiƌeŵeŶt déteƌŵiŶé.   
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 L’iŶitiatioŶ consiste en des modifications du cytosquelette qui vont être stimulées 

notamment par des facteurs de croissance. Lors de cette phase, la kinase Src 

transloque au niveau des adhésioŶs foĐales pouƌ aĐtiǀeƌ Tskϱ et d’autƌes kiŶases 

telles que la PKC (protéine kinase C) ou PI3K (phosphoinositide 3-kinase). 

L’assoĐiatioŶ de Tsk5 phosphorylée à la cortactine va favoriser la polymérisation de 

l’aĐtiŶe. 

 L’asseŵďlage du cytosquelette en une structure invasive s’effeĐtue gƌâĐe à de 

nombreux acteurs protéiques comme des kinases et la machinerie de polymérisation 

de l’aĐtiŶe ;ĐoŵpƌeŶaŶt WASP, dynamine, Arp2/3 notamment). Les intégrines en se 

liant à des ligands spécifiƋues paƌtiĐipeŶt à l’asseŵďlage de ces structures qui 

permettent d’oƌieŶteƌ spatialeŵeŶt la dégƌadatioŶ. Paƌ eǆeŵple, la liaisoŶ de 

l’iŶtégƌiŶe βϭ à uŶ doŵaiŶe de la laŵiŶiŶe ǀa peƌŵettƌe la phosphoƌǇlatioŶ de pϭ90 

appartenant à la famille des Rho GTPase. Cette phosphorylation activatrice va 

affecter la machinerie du cytosquelette permettant la formation des protrusions 

(Buccione et al., 2009). 

 La maturation permet d’oďteŶiƌ uŶe stƌuĐtuƌe staďilisée et protéolytique grâce à la 

présence de la MT1-MMP (MMP-14) transmembranaire, des MMPs secrétées et des 

ŵoléĐules d’adhéƌence qui ensemble vont permettre une dégradation de la matrice 

très localisée (Jacob et al., 2015). 

 

Figure 20 : Etapes de foƌŵatioŶ de l’iŶvadopode. 

Les difféƌeŶtes étapes de foƌŵatioŶ de l’iŶǀadopode ;iŶitiatioŶ, asseŵďlage, ŵaturation) 
impliquent notamment la machinerie du cytosquelette et des ŵoléĐules d’adhéƌeŶĐe et 
permettent la sécrétion localisée des métalloprotéases matricielles (MMPs) (Murphy et al., 
2011). 

Initiation                        Assemblage                      Maturation 



47 
 

La fonction adhésive est couplée à la dégradation localisée de la matrice extracellulaire. Par 

exemple, dans les ostéoclastes, l’adhéƌeŶĐe est telleŵeŶt foƌte Ƌu’elle permet la formation 

d’uŶe zoŶe étanche limitant la diffusion des protéases (Stenbeck et al., 2000). Dans les 

Đellules de ŵélaŶoŵe, l’iŶteƌaĐtioŶ au Ŷiǀeau de l’iŶǀadopode eŶtƌe le ĐollagğŶe de tǇpe I 

aǀeĐ deuǆ tǇpes d’iŶtégƌiŶes βϭ ǀa aĐtiǀeƌ la sépƌase gélatinolytique (Mueller et al., 1999). 

L’iŶtégƌiŶe αǀβϯ est Đapaďle d’iŶteƌagiƌ avec la MMP-ϭϰ afiŶ d’aĐtiǀeƌ la MMP-2 (Hofmann et 

al., 2000). La MMP-9 se lie au CD44, uŶ ƌéĐepteuƌ de l’aĐide hǇaluƌoŶiƋue, permettant 

d’aĐtiǀeƌ soŶ aĐtiǀité pƌotéolǇtiƋue (Yu et al., 1999). Le CD44, partenaire de la MMP-14 

transmembranaire, ǀa peƌŵettƌe sa loĐalisatioŶ daŶs l’iŶǀadopode ƌégulaŶt aiŶsi la 

capacité  invasive (Seiki 2003).  

 

Temporellement, l’aĐtiǀité pƌotéolǇtiƋue de toutes les MMPs est majoritairement régulée 

par quatre inhibiteurs tissulaires appelés TIMPs (1 à 4) avec des efficacités variables. Ils 

miment le substrat en occupant le site enzymatique des MMPs (Arpino et al., 2015, Murphy 

2011). Néanmoins, ils peuvent activer les MMPs dans certains cas en partenariat avec 

d’autƌes protéines (Itoh et al., 2001). La régulation temporelle comprend également la 

nécessité pour les MMPs de passer par plusieurs stades avant de devenir active. La plupart 

des MMPs sont secrétées sous forme inactive appelée pré-MMP. Pour être activée, elles 

perdent leur sous unité S (peptide signal) et deviennent des pro-MMP. Cette conformation 

pro-MMP est maintenue par une liaison covalente entre les cystéines du pro-domaine en N 

terminal et le Zn2+ du domaine catalytique. La protéolyse est le ŵode d’aĐtiǀatioŶ pƌiŶĐipal 

des MMPs. Le clivage entre les deux domaines libère le site catalytique et rend la protéase 

active. Il peut être effectué en intracellulaire par la furine pour les métalloprotéases 

membranaires. Pour les MMPs seĐƌétées, il est effeĐtué paƌ d’autƌes pƌotéases 

extracellulaires (autres MMPs ou la plasmine) (Andreasen et al., 2000). L’aĐtiǀatioŶ de la 

plasmine se fait via le système activateur du plasminogène. Quatre membres composent ce 

système : uPA (urokinase plasminogen activator) le ligand, son récepteur, leur interaction 

peƌŵet l’aĐtiǀatioŶ du ligaŶd Ƌui ĐoŶǀeƌtit le plasŵiŶogğŶe eŶ plasŵiŶe et l’iŶhiďiteuƌ 

phǇsiologiƋue d’uPA, PAI1 (plasminogen activator inhibitor-1). L’eǆpƌessioŶ de Đes difféƌeŶts 

aĐteuƌs est de ŵauǀais pƌoŶostiĐ daŶs le ĐaŶĐeƌ. L’aĐtiǀité de Đe sǇstğŵe, conduisant à la 

dégradation de la matrice extracellulaire, est également modulée par des protéines 

adhésives telles que les intégrines ou la vitronectine (Santibanez et al., 2018, Smith et al., 
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2010) (Figure 21). Les conditions physico-chimiques du microenvironnement (pH, hypoxie) 

iŶflueŶt suƌ l’aĐtiǀité des MMPs (Jacob et al., 2015, Liou et al., 2010).  

 

Figure 21 : Acteurs du système activateur du plasminogène. 
Le ligand uPA (urokinase plasminogen activator) en se fixant sur son récepteur uPAR permet 
l’aĐtiǀatioŶ de la plasŵiŶe Ƌui dégƌade directement (ou via l’aĐtiǀatioŶ des MMPsͿ la matrice 
extracellulaire. Des interactions existent entre ce système et des molécules adhésives telles 
que les intégrines (Smith et al., 2010). 
 

C. La protéine chaperonne Hsp90 

 
Pendant un stress, la quantité de protéines mal conformées augmente (Voellmy 2004). Les 

protéines chaperonnes Hsp (heat shock protein) sont synthétisées suite à ces stress et vont 

s’assoĐieƌ à ces protéines pour en éǀiteƌ l’aĐĐuŵulatioŶ au seiŶ des Đellules. Au sein de cette 

famille, la protéine Hsp90 représente, dans les cellules normales, 1-2 % des protéines 

totales. Elle peut atteindre 4 à 6 % dans les cellules soumises à un stress. Elle possède un 

speĐtƌe d’iŶteƌaĐtioŶ tƌğs laƌge : 10 % du protéome correspondant à environ 2000 protéines 

et 725 interactions ont été découvertes (Prodromou, 2016). Cette ĐapaĐité d’iŶteƌaĐtioŶ 

élevée fait que cette protéine peut intervenir dans de nombreux processus 

physiopathologiques et notamment dans le cancer (Echeverria et al., 2011). Hsp90 peut 

interagir directement avec ses protéines clientes ou indirectement via des co-chaperonnes 

qui vont réguler ses iŶteƌaĐtioŶs et soŶ ĐǇĐle d’aĐtiǀatioŶ dépeŶdaŶt de l’ATP. 

L’augŵeŶtatioŶ de son expression dans les tissus et le plasma est corrélée à l’agƌessiǀité 

cancéreuse, ce qui en fait un bon marqueur pronostic (Barrott et al., 2013).  
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Peu de doŶŶées étaďlisseŶt uŶ lieŶ eŶtƌe l’ACP et Hsp90. UŶe étude ŵoŶtƌe Ƌue soŶ tauǆ 

séƌiƋue augŵeŶte Đhez les patieŶts atteiŶts d’ACP. Les Đellules iŵŵuŶitaiƌes assoĐiées à la 

tumeur seraient responsables de cette sécrétioŶ Ƌui peƌŵettƌait d’iŶduiƌe l’iŶǀasioŶ des 

cellules épithéliales pancréatiques (Chen et al., 2018). Un lien fonctionnel entre MMP-2 et 

Hsp90 daŶs l’iŶǀasioŶ est déĐƌit daŶs uŶ ŵodğle Đellulaiƌe d’ACP, ŶotaŵŵeŶt via la co-

chaperonne Hop (Walsh et al., 2011). L’utilisatioŶ d’iŶhiďiteuƌs d’Hsp90 ǀoŶt peƌtuƌďeƌ le 

développement des cellules cancéreuses pancréatiques. Par exemple, la withaférine A induit 

une dégradation ses protéines clientes in vitro, l’apoptose et diminue la croissance tumorale 

in vivo (Yu et al., 2010). Le célastrol présente une activité anti-tumorale in vitro et in vivo en 

empêĐhaŶt l’iŶteƌaĐtioŶ eŶtƌe Hsp90 et Cdc37 entrainant la dégradation de protéines 

clientes (Zhang et al., 2008).  

Les interactions fonctionnelles entre les canaux et Hsp90 foŶt l’oďjet d’étude mais aucune 

Ŷ’est déĐƌite daŶs le Đadƌe du ĐaŶĐeƌ. Par exemple, dans les cellules embryonnaires rénales 

HEK 293, Hsp90 interagit avec le canal chlore CIC-2 et module son activité (Hinzpeter et al., 

2006). Dans le même modèle cellulaiƌe, la foƌŵe α uŶiƋueŵeŶt est Đapaďle d’iŶteƌagiƌ aǀeĐ 

le canal potassique hERG et modifier son taux de glycosylation qui influence sa maturation 

(Peterson et al., 2012). DaŶs les Đellules β paŶĐƌéatiƋues, Hsp90 iŶteƌagit aǀeĐ le ĐaŶal 

potassique sensible à l’ATP et la suƌeǆpƌessioŶ de la ĐhapeƌoŶŶe peƌŵet l’eǆpƌessioŶ à la 

membrane du canal sous une forme mutée. Ce canal muté conduit à des anomalies de 

séĐƌétioŶ de l’iŶsuliŶe dépeŶdaŶte du poteŶtiel de ŵeŵďƌaŶe (Yan et al., 2010).  

Actuellement, 13 inhibiteuƌs d’Hsp90 soŶt testés eŶ ĐliŶiƋue pouƌ tƌaiteƌ le ĐaŶĐeƌ doŶt la 

plupaƌt soŶt eŶ phase I ou II. OŶ peut Điteƌ Đoŵŵe eǆeŵple, l’IPI-50 qui est un dérivé de la 

geldaŶaŵǇĐiŶe ;uŶ des pƌeŵieƌs iŶhiďiteuƌs Ŷatuƌels d’Hsp90Ϳ. L’IPI-50 a atteint la phase III 

pour le traitement des tumeurs stromales gastro-intestinales non résécables ou 

ŵétastatiƋues ŵais l’essai ĐliŶiƋue a été stoppé pƌéŵatuƌéŵeŶt Đaƌ le tƌaiteŵeŶt eŶtƌaiŶait 

uŶe ŵoƌtalité tƌop iŵpoƌtaŶte. L’étude ĐƌistallogƌaphiƋue de la stƌuĐtuƌe d’Hsp90 a permis le 

déǀeloppeŵeŶt d’autƌes iŶhiďiteuƌs sǇŶthétiƋues de seĐoŶde géŶéƌatioŶ Đoŵŵe l’AUY922 

testé pour le traitement du cancer du poumon ou STA-9090 pour le cancer du sein 

métastatique (Sidera et al., 2014).   
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a. Structure  

Hsp90 est une protéine à activité ATPasique contenant trois domaines (Tableau 6) :  

 le domaine amine (N-terminal) contient la fonction enzymatique et permet la 

dimérisation transitoire des monomères sous l’effet de la fiǆatioŶ de l’ATP. Ce 

domaine peut être la cible de drogues inhibitrices d’Hsp90 (geldanamycine, 

radicicol).  

 connecté par un domaine de liaison, le domaine médian contient la boucle 

catalytique fixant le substrat (ɶ-phosphate de l’ATPͿ. 

 le domaine carboxylique est responsable de la dimérisation stable des monomères. 

Ce domaine possède également un site alternatif fiǆaŶt l’ATP et est la cible de 

drogues anticancéreuses comme la cisplatine ou la novobiocine.  

Tableau 6 : StƌuĐtuƌe d’Hsp9Ϭ 

(Wu et al., 2017). 

 

Geldanamycine, 17AAG, radicicol : drogues iŶhiďitƌiĐes d’Hsp90 
Novobiocine, cisplatine : drogues anticancéreuses  
 

Le cycle d’aĐtiǀatioŶ d’Hsp90 est décrit sur la figure 22. La fiǆatioŶ de l’ATP suƌ le doŵaiŶe 

médian entraine des modifications de la conformation lui permettant de devenir active. 

L’association du domaine médian avec les domaines N-teƌŵiŶauǆ diŵéƌisés foƌŵeŶt l’état 

feƌŵé aĐtif d’Hsp90. La co-ĐhapeƌoŶŶe Ahaϭ peut faǀoƌiseƌ Đet état feƌŵé. UŶe fois l’ATP 

transformé en ADP, les domaines N-terminaux se séparent et la protéine est à nouveau en 

conformation ouverte inactive. L’étape du ĐǇĐle d’aĐtiǀatioŶ dans laquelle se trouve Hsp90 

peut iŶflueƌ suƌ l’iŶteƌaĐtioŶ aǀeĐ ses pƌotéiŶes ĐlieŶtes mais les mécanismes ne sont pas 

totalement élucidés. 
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Figure 22 : Cycle d’aĐtivatioŶ d’Hsp90 

(Prodromou, 2016, Wu et al., 2017). 

b. Régulation  

Il existe trois mécanismes non-exclusifs qui permettent de distinguer Hsp90 dans les cellules 

cancéreuses et saines : l’iŶduĐtioŶ de l’eǆpƌessioŶ d’Hsp90 dans les cellules cancéreuses, les 

interactions protéiques et les modifications post-traductionnelles différentes qui vont 

moduler son activation et sa localisation (Figure 23). De plus, les interactions d’Hsp90 avec 

ses partenaires pourraient être différentes selon les conditions. Dans les cellules stressées, 

l’assoĐiatioŶ seƌait plus staďle Ƌu’eŶ ĐoŶditioŶs Ŷoƌŵales où Hsp90 iŶteƌagiƌait aǀeĐ ses 

protéines clientes de manière dynamique et dépendante des interactions de faibles affinités 

entre l’ATP et l’ADP (Barrott et al., 2013). Les cations divalents (Ca2+ et Mg2+) sont capables 

également de modifier la structure tertiaire d’Hsp90 d’uŶe assoĐiatioŶ eŶ diŵğƌe ŵajoƌitaiƌe 

ǀeƌs uŶe assoĐiatioŶ eŶ oligoŵğƌes eŶ se fiǆaŶt suƌ l’eǆtƌéŵité carboxylique (C-terminal) 

(Garnier et al., 2002). Plus précisément, le Mg2+ stimule la formation de tétramères, 

d’heǆaŵğƌes ou de décamères. La formation de ces structures est un avantage pour la 

foŶĐtioŶ ĐhapeƌoŶŶe d’Hsp90 (Moullintraffort et al., 2010).  
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Figure 23 : MĠĐaŶisŵes d’aĐtivatioŶ d’Hsp90. 
(Barrott et al., 2013). 

 

Le principal régulateur transcriptionnel activateur est HSF1 (heat shock factor 1) qui va se 

fixer sur ses éléments de réponse HSE (heat shock element) dans le promoteur des gènes 

codant les protéines Hsp90 (Kampinga et al., 2009). HSF1 est séquestré  par Hsp90 dans des 

conditions physiologiques. Lors de conditions de stress, Hsp90 va interagir avec les protéines 

mal conformées et va libérer HSF1. Pour activer la transcription, deux sérines (230 et 326) de 

HSF1 doivent être phosphorylées (Boellmann et al., 2004, Holmberg et al., 2001). Ce facteur 

de transcription va ensuite transloquer dans le noyau. Son activité peut également être 

ƌégulée paƌ d’autƌes ŵodifiĐatioŶs post-traductionnelles telles que la sumoylation ou 

l’acétylation. De plus, HSFϭ est Đapaďle d’iŶteƌagiƌ avec d’autƌes ƌégulateuƌs ;Đoŵpleǆe 

ribonucléoprotéique, chaperonne, facteurs de transcription) afin de contrôler l’eǆpƌessioŶ 

d’Hsp90 (Prodromou, 2016). Cette chaperonne est surexprimé deux à trois fois plus par les 

cellules cancéreuses comparées aux cellules saines. Cette surexpression est en réponse aux 

différents stress subis par les cellules cancéreuses qui survivent dans leur micro 

environnement (hypoxie, absence en facteur de croissance). Plus précisément, les cellules 

humaines contiennent une forme β constitutivement exprimée et une forme inductible α 

possédant 86 % d’homologie de séquence environ. Ces difféƌeŶĐes d’eǆpƌessioŶ soŶt dues à 

la structure des promoteurs. Des séquences cis différentes dans le promoteur et les introns 

IŶduĐtioŶ de l’eǆpƌessioŶ
• Facteur de transcription (HSF1)

Activation

• Modifications post-traductionnelles
• Interaction avec des co-chaperonnes
• Cycle activation ATP-dépendant 

Localisation

• Modifications post-traductionnelles
• Interaction avec des co-chaperonnes
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du gène codant la forme α peƌŵetteŶt d’augŵeŶteƌ son expression et de la rendre sensible 

aux stress (Prodromou 2016). 

La surexpression d’Hsp90α seule Ŷe peƌŵet pas d’eǆpliƋueƌ soŶ ƌôle oŶĐogéŶiƋue. En effet, 

dans certains tissus non pathologiques, Hsp90 est exprimé  en plus grande quantité (Barrott 

et al., 2013). Son activation passe par l’iŶteƌaĐtioŶ aǀeĐ des Đo-chaperonnes qui possèdent 

diverses fonctions. La co-ĐhapeƌoŶŶe Ahaϭ joue paƌ eǆeŵple suƌ l’aĐtiǀité ATPasique 

d’Hsp90 en se fixant sur la boucle catalytique et faǀoƌise l’état feƌŵé aĐtif (Meyer et al., 

2004). Elles peuvent également modifier la formation de complexes protéiques entre Hsp90 

et ses protéines clientes et peuvent avoir une activité enzymatique. Ces activités 

enzymatiques permettent d’appoƌteƌ à Hsp90 des modifications post-traductionnelles 

variées qui vont influencer direĐteŵeŶt l’aĐtiǀité d’Hsp90 et/ou sa ĐapaĐité d’iŶteƌaĐtioŶ 

(Barrott et al., 2013, Prodromou 2016). Concernant les phosphorylations, il existe de 

nombreux résidus modifiés par des enzymes non-ĐoŶŶues et doŶt les effets Ŷ’oŶt pas eŶĐoƌe 

été étudiés (Mollapour et al., 2011). De plus, les formes α et β présentant une forte 

homologie, les modifications post-traductionnelles se font en général sur les deux formes 

sur des résidus équivalents ou proches. Le tableau 7 résume les modifications post-

traductionnelles rapportées suƌ la foƌŵe α et Hsp90 totale dont les enzymes sont connues. 
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Tableau 7 : Modifications post traductionnelles d’Hsp9Ϭ 

(Barrott et al., 2013, Prodromou 2016). 

Modifications 

post 

traductionnelles 

Résidus  

Enzyme 

Effet sur Hsp90 Références 

acétylation  Lys294 (total) 
HDAC6 

Diminution de l’assoĐiatioŶ aǀeĐ 
les protéines clientes 

Scroggins et al., 2007 

 Lys69, 100, 292 
327, 546, 558 
P300 ;αͿ 
HDAC6 

Augmentation de l’assoĐiatioŶ 
avec les inhibiteurs 
Augmentation la sécrétion 
Diminution de la liaison des 
nucléotides à Hsp90  

Yang et al., 2008 

ubiquitinylation Lysine 63 
Hectd1 

Diminution de la sécrétion 
d’Hsp90α 

Sarkar et al., 2012 

sumoylation Lys191 (total) Augmentation l’assoĐiatioŶ aǀeĐ 
Aha1 

Mollapour et al., 2014 

nitrosylation Cyst597 – eNOS 
Ala577  

Diminution de la fonction 
ĐhapeƌoŶŶe et de l’aĐtiǀité  

Martinez-Ruiz et al., 
2005 

phosphorylation Ser263 ;αͿ 
B-Raf/MKK/ERK 

- Old et al., 2009 

Ser460;αͿ - PKA - Huang et al., 2007 

Ser231, S263 ;αͿ 
CK2 

- Lees-Miller et al., 1989 

Ser 391 ;αͿ 
Pnck 

PeƌtuƌďatioŶ de l’aĐtiǀité 
chaperonne requise pour la 
dégƌadatioŶ de l’EGFR  

Deb et al., 2011 

Thr22 
CK2 

Diminution de l’activité 
ATPasique 
Augmentation des interactions 
avec les inhibiteurs 

Mollapour et al., 2011 

Thr5 / 7 ;αͿ 
DNA-PK 

Augmentation de la sécrétion  
Augmentation de la localisation 
dans les sites de réparation des 
doŵŵages à l’ADN 

Quanz et al., 2012 

Thr90 ;αͿ 
PKA 

Augmente la sécrétion  
DiŵiŶue l’iŶteƌaĐtioŶ aǀeĐ les 
protéines clientes 

Lei et al., 2007 

Thr725;αͿ 
CK1, CK2, GSK3-

β 

IŶflueŶĐe le statut d’iŶteƌaĐtioŶ 
avec HOP et CHIP 

Muller et al., 2013 

Tyr197 (total) –
Yes 

 

DiŵiŶutioŶ de l’assoĐiatioŶ aǀeĐ 
les co-chaperonnes 

Xu et al., 2012 
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Hsp90 est localisée dans le cytoplasme, le noyau mais également retrouvée sur la membrane 

plasmique des cellules cancéreuses. Elle est également sécrétée daŶs l’espaĐe eǆtƌaĐellulaire 

par exemple en lieŶ aǀeĐ l’eǆpƌessioŶ de HIFϭα eŶ ĐoŶditioŶ hypoxique qui est une condition 

du microenvironnement retrouvée dans environ 40 % des tumeurs humaines (Becker et al., 

2004, Li et al., 2012). Certaines modifications post-traductionnelles permettraient de réguler 

cette sécrétion (Tableau 7). 

Il a longtemps été considéré que seule Hsp90α était sécrétée mais il a été décrit récemment 

que la forme β l’est égaleŵeŶt et possède un rôle oncogénique mais peu décrit dans la 

littérature (Barrott et al., 2013). Paƌ eǆeŵple, l’iŶǀasioŶ des Đellules ĐaŶĐéƌeuses ŵaŵŵaiƌes 

in vitro est dépeŶdaŶte d’uŶe iŶteƌaction extracellulaire entre MMP-3 et Hsp90β ŵais le 

ŵéĐaŶisŵe pƌéĐis Ŷ’est pas décrit (Correia et al., 2013). DaŶs uŶe autƌe étude, l’aďseŶĐe de 

phosphoƌǇlatioŶ d’Hsp90β suƌ les séƌiŶes 22ϲ et 2ϱϱ eŶtƌaiŶe uŶe ƌésistaŶĐe à l’apoptose 

induite par le cytochrome c et à la drogue anti-cancéreuse imatinib dans les cellules 

leucémiques, démontrant un rôle sensibilisateur à la mort cellulaire de cette modification 

post-tƌaduĐtioŶŶelle d’Hsp90β (Kurokawa et al., 2008). 

Cette localisation extracellulaire permet ainsi de réguler l’iŶǀasioŶ Đellulaiƌe en interagissant 

avec de nouvelles protéines clientes (Eustace et al., 2004, Tsutsumi et al., 2007). Hsp90α 

eǆtƌaĐellulaiƌe est iŵpliƋuée daŶs l’EMT des Đellules ĐaŶĐéƌeuses pƌostatiques et régule leur 

invasion via une voie dépendante des MMP-2 et 9 (Hance et al., 2012). Hsp90α est capable 

de stabiliser uPA qui va activer la MMP-2 stiŵulaŶt l’iŶǀasion des cellules de fibrosarcome 

(Donet et al., 2014). Ces découvertes originales associaŶt la séĐƌétioŶ d’Hsp90  à la capacité 

d’iŶǀasioŶ des Đellules ĐaŶĐéƌeuses ont permis de prouver son intérêt en tant que cible 

thérapeutique des cancers agressifs et ont permis le développement de brevets (Sidera et 

al., 2014).  

tPA (Tissue Plasminogen Activator), un autre activateur du plasminogène, interagit avec 

Hsp90α dans les exosomes qui constituent la voie de sécrétion de la protéine (McCready et 

al., 2010). En effet, Hsp90 ne présente pas les caractéristiques classiques des protéines 

sécrétées et sa sécrétion est résistante au breféldine A, un inhibiteur couramment utilisé 

pour bloquer la sécrétion dépendante du réticulum endoplasmique et de l’appaƌeil de Golgi 

(Li et al., 2012, Nickel, 2003).  
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4. DE NOUVEAUX ACTEURS DE L’INVASION CELLULAIRE : LES CANAUX 

IONIQUES 

La cellule animale est constituée d’uŶe ďiĐouĐhe lipidiƋue hǇdƌophoďe Ƌui se Đoŵpoƌte 

comme une barrière. Elle ralentit voire empêche la diffusion des molécules insolubles à 

travers sa structure comme par exemple celle des molécules polaires comprenant des 

groupements ionisés. Les ions diffusent rapidement à travers la membrane malgré leur faible 

solubilité dans la bicouche lipidique alors que les membranes artificielles ne contenant pas 

de pƌotéiŶes Ǉ soŶt ƋuasiŵeŶt iŵpeƌŵéaďles. C’est doŶĐ la ĐoŵposaŶte protéique de la 

membrane qui rend possible cette diffusion. Les canaux ioniques sont des protéines qui vont 

traverser la membrane et  qui, par leur perméabilité plus ou moins spécifique aux ions, vont 

permettre leur transport  entre le milieu extracellulaire, le compartiment cytoplasmique et 

les organites intracellulaires.  

Le diamètre du pore étant très petit (à peine plus grand que les ions qui doivent les 

traverser), les molécules plus volumineuses ne peuvent pas pénétrer dans la cellule par le 

ĐaŶal ioŶiƋue. La séleĐtiǀité d’uŶ ĐaŶal est donc la conséquence du diamètre du pore, des 

surfaces chargées et polaires le constituant qui vont permettre une attraction ou une 

répulsion des espèces ioniques. Le ŵouǀeŵeŶt d’uŶ ioŶ dépeŶd égaleŵeŶt des différences  

de ĐoŶĐeŶtƌatioŶ de l’ioŶ et éleĐtƌiƋue eŶtƌe l’iŶtéƌieuƌ et l’eǆtéƌieuƌ de Đellule, appelées 

gradient électrochimique (Widmanier 2004). 

Il existe des canaux perméables seulement aux ions potassium (K+) ou au sodium (Na+). 

D’autƌes ĐaŶauǆ soŶt plus spéĐifiƋues au proton (H+) ou aux cations divalents notamment le 

Ca2+ comme par exemple les canaux TRP – Transient Receptor Potential) ou SOC (Store 

Operated Ca2+ ChaŶŶelsͿ. EŶfiŶ d’autƌes ĐaŶauǆ soŶt peƌŵéaďles auǆ aŶioŶs Đoŵŵe paƌ 

exemple, le chlorure (Cl-) (Figure 24).  
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Figure 24 : Protéines membranaires impliqués dans les mouvements de solutés 

à travers la membrane plasmique (Widmanier 2004). 
 

En plus de ces ions indispensables pour la physiologique cellulaire, les canaux peuvent 

peƌŵettƌe l’eŶtƌée d’ioŶs ŶoŶ iŶdispeŶsables et potentiellement toxiques comme par 

exemple le nickel (Ni2+) ou le cadmium (Cd2+), qui sont des polluants fréquemment retrouvés 

daŶs l’environnement (Tokar et al., 2011). L’ouǀeƌtuƌe des ĐaŶauǆ ĐoŶstitutiǀe ou stiŵulée 

va pouvoir modifier les concentrations ioniques entre les différents compartiments. Ces 

modifications sont impliquées dans de nombreux mécanismes physiologiques comme la 

genèse des messages nerveux qui vont influencer le fonctionnement normal du cerveau, du 

Đœuƌ et des muscles squelettiques. Les premières études reliant les canaux ioniques au 

cancer remontent du début des années 90. Les études fondamentales s’iŶtéƌessaŶt à la fois 

aux canaux et aux cancers sont très nombreuses. De plus, les études pharmacologiques 

ciblant plusieurs types de canaux in vivo ont donné des résultats significatifs sur la 

diminution de taille de la tumeur ou des métastases (Leanza et al., 2016). Cette vision 

gloďale de l’état de l’aƌt ŵoŶtƌe l’iŵpoƌtaŶĐe des ĐaŶauǆ daŶs Đette pathologie. Nous nous 

sommes intéressés à l’iŶǀasioŶ Đellulaiƌe, uŶ mécanisme précoce de la cascade 

métastatique. Le tableau 8 liste les ĐaŶauǆ ioŶiƋues iŵpliƋués daŶs l’iŶǀasioŶ Đellulaiƌe in 

vitro et in vivo en fonction des cancers. 
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Tableau 8 : Implication des canaux ioniques dans l’invasion des cellules cancéreuses. 

Cancers Canal 

(protéine) 

Lignées cellulaire Techniques Références  

Poumon  
 

TMEM16A 
TRPC6 
Nav1.7  
P2X7R 

GLC82/NCI-H520 
A549 
H460 
A549 

Boyden modifié 
Boyden modifié 
Boyden modifié 
Métastases  

Jia et al., 2015 
Yang et al., 2017 
Campbell et al., 2013 
Jelassi et al., 2011 

Colorectal  
 

SK3/Orai1 
/STIM1/TRPC1 
CaV1.3 
TRPC1/Orai1 
TRPC5  
Nav1.5  
SK4 
CLIC1  
ASIC2  
 
 
hERG1  
 
hERG 
Hv1  

HCT-116 
 
HCT-116 
HT29 
SW620/HCT116 
Sw60-480, HT29 
LoVo / THP-1 
LoVo 
HCT-116, SW480 
HT29, SW620 
SW480, SW620 
H630,HCT116 
HEK-293 
K562 
SW620 

Boyden modifié 
Boyden modifié 
Boyden modifié 
Boyden modifié 
Boyden modifié 
Boyden modifié 
Boyden modifié 
Boyden modifié 
Boyden modifié 
 
Métastases  
Boyden modifié 
 
Métastases  
Boyden modifié 

Gueguinou et al., 2016 
Gueguinou et al., 2017 
Fourbon et al., 2017 
Sobradillo et al., 2014 
Chen et al., 2017 
House et al., 2010 
Xu et al., 2014 
Wang et al., 2014 
Zhou et al., 2017 
 
 
Lastraioli et al., 2004 
 
Crottes et al., 2016 
Wang et al., 2013 

Sein  
 

Orai3 

 
CLIC4 

Hv1 

BKCa 

 
TRPM7 

 
SK3/Orai1  
 
P2X7R 
 
Orai1/Stim1  
SK4 
MCU  
 
TRPV6  
CLIC3  
 
NaV1.5  
 

MCF7 
 
MDA-MB-231 
MDA-MB-231 
MDA-MB-361 
MCF7 
MDA-MB-231 

- 
MDA-MB-435s 

- 
MDA-MB-435s 
T47D  
MDA-MB-231 
4T1 (mouse) 
MDA-MB-231 
 
MDA-MB-231 
MDA-MB-231 
MCF10DCIS.com 
MDA-MB-231 
MDA-MB-231 
MDA-MB-231 

- 
- 
- 
- 
- 
- 

pII (MCF7 ER-) 
- 

Boyden modifié 
Culture 3D 
Boyden modifié 
Boyden modifié 
Boyden modifié 
Boyden modifié 
Métastases  
Boyden modifié 
Métastases  
Boyden modifié 
Métastases  
Boyden modifié 
Boyden modifié 
Métastases  
Métastases  
Boyden modifié 
Métastases  
Boyden modifié 
Culture 3D 
Boyden modifié 
Boyden modifié 
Boyden modifié 
Culture 3D 
Boyden modifié 
Boyden modifié 
Boyden modifié 
Métastases  
Métastases  
Boyden modifié 
Boyden modifié 

Motiani et al., 2013 
 
Chiang et al., 2013 
Wang et al., 2011 
Khaitan et al., 2009 
Du et al., 2014 
Middelbeek et al., 2012 
Song et al., 2017 
Chantome et al., 2013 
Gueguinou et al., 2017 
Jelassi et al., 2011 
Xia et al., 2015 
Yang et al., 2009 
Thurber et al., 2017 
Yu et al., 2017 
 
Jiang et al., 2016 
Macpherson et al., 2014 
 
Fraser et al., 2005 
Brackenbury et al., 2007 
Gillet et al., 2009 
 
Dulong et al., 2014 
Brisson et al., 2011 
Driffort et al., 2014 
 
Nelson et al., 2015 
Mohammed et al., 2016 
Fraser et al., 2016 
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Estomac  
 

TRPV4  
 
CLIC1 
 

TMEM16A 
 
Orai1/Stim1  
 
Nav1.7 

MKN45/SGC-7901 
 
SGC-7901 

- 
AGS/BGC823 
 
BGC803/MNK45 
 
BGC-823/MKN-28 

Boyden modifié 
Métastases  
Boyden modifié 
Boyden modifié 
Boyden modifié 
Métastases  
Boyden modifié 
Métastases  
Boyden modifié 
Métastases  

Xie et al., 2017 
 
Zheng et al., 2012 
Zhao et al., 2015 
Cao et al., 2017 
 
Xia et al., 2016 
 
Xia et al., 2016 

Prostate  
 

TRPV2 

TRPM8 
TRPV6 
Nav1.6 /Nav1.7 
Nav1.4 
BKCa 

PC3 
DU145 
PC3 
PC3 
C4/C4-2 
PC3, C4-2 

Boyden modifié 
Boyden modifié 
Boyden modifié 
Boyden modifié 
Boyden modifié 
Boyden modifié 
Métastases 

Oulidi et al., 2013 
Liu et al., 2016 
Jiang et al., 2016 
Nakajima et al., 2009 
Bennett et al., 2004 
Du et al., 2016 

Mélanome Orai1/Stim1  
 
 
CLIC4  
SK3 
NHE1 

SK-Mel-2 
WM793 
 
A375 
518A2 
B16V 

Métastases  
Activité invadopode 
Métastases  
Boyden modifié 
Boyden modifié 
Invasion in vivo 

Boyden modifié 

Umemura et al., 2014 
Sun et al., 2014 
 
Chiang et al., 2013 
Chantome et al., 2009 
Vahle et al., 2014 

Ovaire  TRPV6 
Nav1.5 
TRPM7 
CLIC3  

ES-2 
Caov-3 / SKOV-3 
SKOV-3 
A2780 

Boyden modifié 
Boyden modifié 
Boyden modifié, 3D 
Boyden modifié, 3D 

Jiang et al., 2016 
Gao et al., 2010 
Wang et al., 2014 
Dozynkiewicz et al., 2012 

Cerveau TRPC6  
Orai1/Stim1  
Orai1  
SK4 
TRPM7 
 
 

U373 
U251 
U251/SNB19 
U251 
U87 
 
N1E-115 

Boyden modifié 
Boyden modifié 
Boyden modifié 
Invasion in situ 
Boyden modifié 
Boyden modifié 
Zymographie 
Microscopie  

Chigurupati et al., 2010 
Motiani et al., 2013 
Zhu et al., 2014 
Turner et al., 2014 
Chen et al., 2015 
Wong et al., 2017 
Visser et al., 2013 

Vessie  
 

TRPM7 
TRPV2 
 
SK3 
 
TRPC3/TRPC6 

T24/5637 
T24/83 
5637 
RT112 
 
LD611/RT4 

Boyden modifié 
Boyden modifié 
Boyden modifié 
Boden modifié 
Invasion in vivo 

Boyden modifié 

Gao et al., 2017 
Oulidi et al., 2013 
Liu et al., 2013 
Steinestel et al., 2016 
 
Kim et al., 2013 

Pancréas  
 

TRPM7 
 
SK4 

BxPC-3 
MIA PaCa-2 
MIA PaCa-2 

Boyden modifié 
 
Boyden modifié 

Yee et al., 2015 
 
Bonito et al., 2016 

Foie  Orai1/Stim1  
KCNJ11 
MCU 
 
CLIC5 
ASIC1α 
CLIC1 

HCC-LM3 
Huh7 /HepG2 
MHCC97H / 
SMMC7721 
Huh7 
SMMC7721 
HepG2 / 
SMMC7721 

Boyden modifié 
Boyden modifié 
Boyden modifié 
Métastases  
Boyden modifié 
Boyden modifié 
Boyden modifié 

Yang et al., 2013 
Zhang et al., 2018 
Ren et al., 2017 
 
Flores-Tellez et al., 2015 
Jin et al., 2015 
Wei et al., 2015 

Rein  TRPM7 ACHN/SN12C Boyden modifié Ha et al., 2018 
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4.1. Implication des ŵodulatioŶs d’eǆpƌessioŶ et d’aĐtivitĠ des canaux 

ioniques  

A. Rôle des canaux potassiques activés par le Ca
2+

 (SK) 

Les rôles physiologiques divers des canaux potassiques comprennent notamment le 

ŵaiŶtieŶ du poteŶtiel de ŵeŵďƌaŶe et la tƌaŶsŵissioŶ du poteŶtiel d’aĐtioŶ dans les 

neurones. Ce canal permet une soƌtie d’ioŶ K+ selon le gradient électrochimique (Hille 2001). 

Par exemple, la surexpression du canal SK4 augmente la dissémination des métastases 

pulmonaires provenant de cellules cancéreuses mammaires in vivo (Thurber et al., 2017). Ce 

canal est également impliqué dans le potentiel invasif des cellules de gliome in vitro. De plus, 

il est surexprimé dans les cancers du cerveau et son expression inversement corrélée à la 

survie des patients (Turner et al., 2014). Enfin, SK4 est surexprimé et régule également 

l’iŶǀasioŶ des Đellules ĐaŶĐéƌeuses paŶĐƌéatiƋues (Bonito et al., 2016).  

Des études déĐƌiǀeŶt égaleŵeŶt le ƌôle d’uŶ autre membre de cette famille, par exemple, le 

canal SK3. Son expression est détectée seulement dans les cellules cancéreuses de 

mélanome et les tissus cancéreux de la prostate et du sein. La diminution de son expression 

par shRNA (short hairpin ribonucleic acid) perturbe la motilité des cellules cancéreuses en 

culture 3D (Chantome et al., 2009, Chantome et al., 2013). L’utilisatioŶ de l’edelfosiŶe, une 

drogue inhibitrice de ce canal, diŵiŶue foƌteŵeŶt l’iŶǀasioŶ in vivo et in vitro des cellules 

cancéreuses de vessie (Steinestel et al., 2016). Son rôle et son expression ont également été 

étudiés dans le cancer colorectal (Gueguinou et al., 2016). 

Le canal potassique BKCa, activé par le Ca2+ et le voltage, est surexprimé dans les métastases 

cérébrales provenant de cancer de sein comparées auǆ Đellules aǇaŶt eŶǀahi d’autƌes paƌties 

du corps ou aux cellules ayant un faible pouvoir métastatique. L’iŶhiďitioŶ de soŶ eǆpƌessioŶ 

par siRNA (small interferent ribonucleic acid) ou par un inhibiteur chimique, l’iďéƌiotoǆiŶe 

(IBTX), diŵiŶue l’iŶǀasioŶ de Đellules ĐaŶĐéreuses mammaires. De plus, sa surexpression est 

corrélée au potentiel invasif (Khaitan et al., 2009). Ce canal est également surexprimé dans 

les tissus ĐaŶĐéƌeuǆ Đoŵpaƌés auǆ tissus saiŶs de la pƌostate et l’iŶhiďitioŶ de soŶ eǆpƌessioŶ 

diŵiŶue l’iŶǀasioŶ in vivo et in vitro (Du et al., 2016). 

B. Rôle des canaux TRP (Transient Receptor Potential) 

La famille des canaux TRP regroupe plusieurs groupes de canaux transmembranaires 

impliqués dans la transduction du message sensoriel. Ils réagissent par exemple aux 

variations de température, au toucher, à la douleur, à l'osmolarité, aux phéromones et au 
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goût et à ďieŶ d’autƌes stiŵuli, taŶt à l’eǆtéƌieuƌ Ƌu’à l’iŶtéƌieuƌ de la Đellule. Leuƌ ouǀeƌtuƌe 

permet une entrée de cations (majoritairement du Ca2+ mais ils peuvent être perméable à 

d’autƌes ĐatioŶsͿ (Clapham 2003).   

La famille des TRPC, activés par récepteurs couplés aux protéines G et aux tyrosines kinases, 

est impliquée daŶs l’iŶǀasioŶ. La diŵiŶutioŶ de l’eǆpƌessioŶ de TRPCϱ eŶtƌaiŶe une 

diŵiŶutioŶ de l’iŶǀasioŶ des cellules de cancer colorectal et la surexpression détectée dans 

les cellules cancéreuses eŶtƌaiŶe l’effet iŶǀeƌse. Ces ŵodifiĐatioŶs de l’eǆpƌessioŶ du canal 

endogène induisent une modification d’eǆpƌessioŶ de HIFα et du facteur de transcription 

sensible au Ca2+ Twist Ƌui aĐtiǀe l’EMT (Chen et al., 2017). L’iŶhiďitioŶ de l’eǆpƌessioŶ de 

TRPCϲ daŶs l’adéŶoĐaƌĐiŶoŵe pulŵoŶaiƌe diŵiŶue l’iŶǀasioŶ in vitro et la concentration 

calcique cytosolique induisant une diminutioŶ de l’eǆpƌession de la fibronectine et de ZO-1 

(Yang et al., 2017). Ces deux protéines sont associées à l’iŶǀasioŶ Đellulaiƌe (Jia et al., 2010, 

Smalley et al., 2005).  

L’iŵpliĐatioŶ de deux membres de la famille des canaux TRPV a également été démontrée 

ŶotaŵŵeŶt paƌ l’utilisatioŶ de ŵoléĐules ĐhiŵiƋues. L’adƌénomédulline est un petit peptide 

isolé à partir de cellules de phéochromocytome humain. Il augŵeŶte l’iŶǀasioŶ des Đellules 

de carcinomes de la vessie et de la prostate en surexprimant TRPV2 à la membrane 

augmentant la concentration en Ca2+ cytosolique (Oulidi et al., 2013). L’augŵeŶtatioŶ de soŶ 

expression stimule l’iŶǀasioŶ des cellules cancéreuses de vessie (sans effet sur la 

prolifération) grâce à l’eǆpƌessioŶ de la MMP-2 (Liu et al., 2013). L’eǆpƌessioŶ homologue de 

TRPV2 daŶs des Đellules ĐaŶĐéƌeuses pƌostatiƋues augŵeŶte l’eǆpƌessioŶ de MMP-9 et de la 

cathépsine B. A l’opposé, la diŵiŶutioŶ de l’eǆpƌessioŶ de TRPV2 diŵiŶue l’eǆpƌessioŶ de Đes 

protéases (Monet et al., 2010). L’utilisatioŶ d’un anesthésique local, la lidocaïne, diminue 

l’eǆpƌessioŶ de TRPVϲ, la concentration calcique cytosolique et l’iŶǀasioŶ des Đellules 

cancéreuses mammaires, prostatiques et ovariennes (Jiang et al., 2016). 

TRPM7, un membre de la famille des TRPM, est surexprimé dans les tissus cancéreux en lien 

avec des facteurs de mauvais pronostic (Gautier, et al., 2016). Son inhibition dans les cellules 

cancéreuses mammaires entraine une réduction du nombre de métastase in vivo (sans effet 

sur la prolifération) dont la localisation est limitée au poumon (Middelbeek et al., 2012). 

DaŶs le ŵġŵe ŵodğle, l’iŶǀasioŶ in vitro est inhibée par le TG100-115, un nouvel inhibiteur 

de la kinase couplée à TRPM7, suggérant un rôle de cette enzyme dans ce mécanisme (Song 
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et al., 2017). Ce canal régule également l’iŶǀasioŶ des cellules cancéreuses pancréatiques et 

de vessie (Gao et al., 2017, Yee et al., 2015). 

C. Rôle des canaux SOC (Store Operated Channel) 

Les canaux transmembranaires Orai et les protéines réticulaires STIM (stromal interaction 

molecule) sont les acteurs principaux du courant SOC (Store Operated Ca2+ entry). Ce 

courant entrant de Ca2+ est stimulé par la déplétion calcique des stocks réticulaires (Soboloff 

et al., 2006). Dans les cellules cancéreuses mammaires métastatiques, l’inhibition de 

l’eǆpƌessioŶ de Oƌaiϭ et de STIM1 diminue la capacité métastatique in vitro et in vivo (Yang 

et al., 2009).  Ces deuǆ pƌotéiŶes oŶt uŶ ƌôle daŶs l’iŶǀasioŶ du glioďlastoŵe saŶs affeĐteƌ la 

prolifération. Ces résultats ne sont pas retrouvés dans les astrocytes normaux (Motiani et al., 

2013). L’iŶhiďitioŶ de l’eǆpƌessioŶ de Đes pƌotéiŶes diminue égaleŵeŶt l’iŶǀasioŶ des Đellules 

cancéreuses de foie (Yang et al., 2013). Dans les cellules cancéreuses gastriques in vitro, ce 

couple de protéines joue uŶ ƌôle daŶs l’eǆpƌessioŶ du ŵaƌƋueuƌ ŵétastatique MACC-1 et de 

ŵaƌƋueuƌs d’EMT (vimentine, E-cadhérine). In vivo, la dimiŶutioŶ de l’eǆpƌessioŶ paƌ shRNA 

du couple Orai1 et STIM1 perturbe la formation de métastases chez la souris (Xia et al., 

2016).  

Le canal Orai1 est surexprimé dans les gliomes, comparé aux tissus sains. Le courant SOC 

généré ce canal permet la phosphorylation de la tyrosine kinase 2 riche en proline qui 

affeĐte l’iŶǀasioŶ Đellulaiƌe et les ŵaƌƋueuƌs d’EMT (Zhu et al., 2014). Dans les cellules 

cancéreuses colorectales, l’iŶǀasioŶ est diŵiŶuée paƌ l’appliĐatioŶ du 2-APB (2-

aminoethoxydiphenyl borate), un agent pharmacologique inhibiteur du courant SOC. 

Comparée aux cellules saines, l’aŵplitude du ĐouƌaŶt est plus iŵpoƌtaŶte et les ƌéserves 

calciques réticulaires permettant son activation sont diminuées dans les cellules 

cancéreuses. Ce remodelage du signal calcique est dû à uŶe peƌte d’eǆpƌessioŶ de STIM2 et 

uŶe suƌeǆpƌessioŶ du ĐaŶal TRPCϭ. Ce ĐaŶal est Đapaďle de s’assoĐieƌ à Oƌai1 et d’iŶduiƌe un 

courant SOC plus important (Sobradillo et al., 2014).   

D. Rôle des canaux sodiques voltage-dépendants (Nav) 

Les canaux sodiques voltage-dépeŶdaŶts soŶt ƌespoŶsaďles de l’eŶtƌée de Na+ dans la cellule 

qui va permettre une dépolarisation membranaire et la geŶğse du poteŶtiel d’aĐtioŶ 

neuronal. Leur expression physiologique est restreinte au système nerveux central et 

périphérique, dans les muscles squelettiques et cardiaques. Les canaux Nav sont classés en 
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deux groupes selon leur sensibilité à un inhibiteur spécifique, la tétrodotoxine (TTX) (de Lera 

Ruiz et al., 2015). L’appliĐatioŶ de la TTX diŵiŶue l’iŶǀasioŶ Đellulaiƌe saŶs affeĐteƌ la 

prolifération des cellules ovariennes cancéreuses. L’eǆpƌessioŶ de Naǀϭ.ϱ est Đoƌƌélée à 

l’agƌessiǀité de Đe Đancer (Gao et al., 2010). La diminution de son expression par siRNA dans 

des Đellules ĐaŶĐéƌeuses ĐoloƌeĐtales diŵiŶue l’iŶǀasioŶ et eŶtƌaiŶe de Ŷoŵďƌeuses 

ŵodifiĐatioŶs d’eǆpƌessioŶ de gğŶes Ƌui pouƌƌaieŶt poteŶtielleŵeŶt être impliqués dans le 

phénotype invasif (House et al., 2010). Dans le cancer du sein invasif, un variant particulier 

ŶéoŶatal du ĐaŶal sodiƋue ŶNaǀϭ.ϱ est suƌeǆpƌiŵé et ƌégule l’iŶǀasioŶ et la foƌŵatioŶ des 

métastases ganglionnaires (Brackenbury et al., 2007, Fraser et al., 2005). Le rôle de ce canal 

daŶs l’iŶǀasioŶ est ĐoŶfiƌŵé paƌ des études utilisaŶt des tƌaiteŵeŶts ĐhiŵiƋues : la 

ƌaŶolaziŶe, uŶ aŶti aƌǇthŵiƋue, aiŶsi Ƌu’uŶ déƌiǀé Ŷatuƌel de la pƌopolis, le CAPE ;caffeic acid 

phenethyl ester) bloquent le courant généré par Nav1.5 et diŵiŶueŶt l’iŶǀasioŶ des cellules 

MDA-MB-231 in vitro et in vivo sans effet additif de la tétrodotoxine un inhibiteur spécifique 

des courants Nav (Driffort et al., 2014, Fraser et al., 2016) 

L’eǆpƌessioŶ du ĐaŶal Naǀϭ.4 est corrélée au potentiel invasif des lignées cellulaires 

cancéreuses prostatiques. La surexpression transitoire de ce canal augmente la capacité 

invasive in vitro (Bennett et al., 2004). Le traitement de la lignée cellulaire cancéreuse 

prostatique (PC-3) avec un acide gras polyinsaturé ω-3, l’EPA (acide écosapentaénoïque), 

diŵiŶue l’iŶǀasioŶ des Đellules eŶ iŶhiďaŶt l’eǆpƌessioŶ de Naǀϭ.ϲ et Nav1.7 (Nakajima et al., 

2009). 

E. Rôle d’autƌes ĐaŶauǆ ĐatioŶiƋues et des ĐaŶauǆ chlorures 

Le récepteur canal P2X7R possède une perméabilité aux cations divalents dépendante de la 

fiǆatioŶ de l’ATP. L’utilisatioŶ d’iŶhiďiteuƌs spécifiques (KN62 et A740003) diminue fortement 

l’iŶǀasioŶ ATP-induite des cellules cancéreuses pulmonaires (Jelassi et al., 2011). Le canal 

potassique voltage dépendant Kv11.1 (hERG1) est suƌeǆpƌiŵé et ƌégule l’iŶǀasioŶ des 

cellules cancéreuses colorectales (Lastraioli et al., 2004). Un autre canal voltage dépendant 

perméable au Ca2+, CaVϭ.ϯ, et plus paƌtiĐuliğƌeŵeŶt sa sous uŶité αϭD ƌégule l’iŶǀasioŶ et 

est surexprimé dans les tissus colorectaux cancéreux comparés aux tissus sains (Fourbon et 

al., 2017). 

Le canal TMEM16A, permettant un efflux de chlore (Cl-) de la cellule, est activé par le Ca2+. 

L’eǆtiŶĐtioŶ staďle de soŶ eǆpƌessioŶ diŵiŶue l’iŶǀasioŶ des Đellules ĐaŶĐéƌeuses 
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pulmonaires (Jia et al., 2015). La surexpression d’uŶ autƌe ĐaŶal peƌŵéaďle au Đhloƌe, CLIC4, 

(chloride intracellular channel 4) permet aux cellules cancéreuses de sein et de mélanome 

de ĐoŶtƌeƌ la diŵiŶutioŶ d’iŶǀasioŶ eŶtƌaiŶée paƌ uŶ tƌaiteŵeŶt paƌ photothéƌapie 

dynamique (Chiang et al., 2013). 

Une corrélation inverse entre le canal CLIC1 et la sous unité β de l’aĐtiǀateuƌ du pƌotéasome 

;PA2ϴβͿ est étaďlit daŶs les tissus et les lignées cellulaires cancéreuses gastriques. Lorsque 

CLIC1 est invalidé, PA28β est suƌeǆpƌiŵé et l’iŶǀasioŶ est diŵiŶuée (Zheng et al., 2012). Une 

étude transcriptomique montre Ƌue l’iŶhiďitioŶ de CLIC1 diŵiŶue l’eǆpƌessioŶ de ϲϭϴ gğŶes 

dont plusieurs MMPs (2,9, 11 et 12) (Wei et al., 2015).  

4.2. Rôle du microenvironnement tumoral via les canaux ioniques  

Les études visant à comprendre le cancer portaient initialement sur les altérations de 

mécanismes intracellulaires permettant à la cellule normale de se transformer pour devenir 

cancéreuse. Les études actuelles s’iŶtéƌesseŶt aux mécanismes qui impliquent le 

microenvironnement tumoral. Par exemple, l’éĐhappeŵeŶt au sǇstğŵe iŵŵuŶitaiƌe ou 

l’iŶflaŵŵatioŶ foŶt paƌtie d’uŶe Ŷouǀelle géŶéƌatioŶ de ŵéĐaŶisŵes influençant la 

progression tumorale. Le microenvironnement pourrait expliquer les résultats différents 

entre les modèles cellulaires et animaux. Par exemple, la surexpression du canal KCa3.1 

augmente la dissémination des métastases pulmonaires issues de cellules cancéreuses 

mammaires in vivo mais est sans effet in vitro (Thurber et al., 2017). 

Dans l’ACP, le stƌoŵa ƌepƌéseŶte ϴ0 % du ǀoluŵe tuŵoƌal (Farrow et al., 2008). Il contient 

une matrice extracellulaire dense issue d’uŶe ƌéaĐtioŶ desŵoplasiƋue éleǀée et des cellules 

particulières associées à la tumeur telles que des cellules stellaires, des fibroblastes et des 

cellules immunitaires. Ces cellules expriment de nombreuses molécules qui vont participer à 

la modulation de la réponse immunitaire ou à l’iŶǀasioŶ Đellulaire (Beatty et al., 2015, Rosati 

et al., 2015). La faible vascularisation due à cette matrice dense entraine une déplétion en 

nutriment et en oxygène qui exercent une pression de sélection et rend les cellules moins 

accessibles aux drogues anticancéreuses (Neesse et al., 2013). En clinique, cet 

environnement dense entraine des erreurs daŶs l’éǀaluatioŶ de l’effiĐaĐité du tƌaiteŵeŶt 

(Katz et al., 2012). L’iŶteƌaĐtioŶ eŶtƌe le stƌoŵa et les ĐaŶauǆ ioŶiƋues est ďidiƌectionnelle. 

L’eǆpƌessioŶ et l’aĐtiǀité des ĐaŶauǆ ioŶiƋues, iŶflueŶĐés paƌ les ĐaƌaĐtéƌistiƋues du 
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microenvironnement, module l’iŶǀasioŶ Đellulaiƌe. Les canaux ioniques peuvent également 

moduler les caractéristiques du stroma (Figure 24). 

A. Implication des cellules immunitaires associées à la tumeur 

La co-culture de cellules cancéreuses colorectales avec des macrophages associés à la 

tuŵeuƌ augŵeŶte l’iŶǀasioŶ des cellules cancéreuses et l’eǆpƌessioŶ du ĐaŶal potassiƋue 

KCa3.1 dans les macrophages. L’augŵeŶtatioŶ de l’eǆpƌessioŶ du ĐaŶal est stiŵulée paƌ la 

sécrétion du TNFα régulée par PRL-3 dans les cellules cancéreuses. Les macrophages vont 

ensuite secréter de manière KCa3.1-dépendante les interleukines 6 et 8 qui vont augmenter 

l’iŶǀasioŶ des Đellules ĐaŶĐéƌeuses (Xu et al., 2014).  

B. Implication du microenvironnement hypoxique 

Le milieu extracellulaire hǇpoǆiƋue eŶtƌaiŶe la pƌoduĐtioŶ paƌ les Đellules d’espğces réactives 

de l’oǆǇgğŶe ;ROS – reactive oxygen species) qui vont augmenter l’iŶǀasioŶ Đellulaiƌe. Cette 

production de ROS peut être médiée par des canaux présents à la membrane des organites 

intracellulaires tel que le canal MCU (mitochondrial Ca2+ uniporter) dans le carcinome 

hépatique ou le canal transmembranaire CLIC 1 (Wei et al., 2015). TRPC6 est surexprimé 

dans le glioblastome et de manière plus importante dans un contexte hypoxique. Cette 

surexpression augmente le Ca2+ cytosolique, entraine une activation de la calcineurine et de 

NFAT iŵpliƋuée l’iŶǀasioŶ Đellulaiƌe (Chigurupati et al., 2010).  

C. Implication du microenvironnement acide 

Les tumeurs se développent souvent dans un microenvironnement acide. En effet, les 

cellules cancéreuses ont un métabolisme hautement glycolytique différent des cellules 

normales qui produit des métabolites acides en grande quantité. Pour éviter une diminution 

trop importante du pH cytosolique, un efflux d’ioŶs H+ s’effeĐtue, acidifiant le milieu 

extracellulaire et augmentant l’agƌessiǀité Đellulaiƌe (DeCoursey 1991, Giannelli et al., 2002). 

Cette acidification extracellulaire perturbe l’eǆpƌessioŶ de ĐaŶauǆ doŶt l’ouǀeƌtuƌe est 

sensible au pH. Les cellules de cancer colorectal cultivées dans un milieu acide présentent 

une augmentatioŶ de l’eǆpƌessioŶ d’ASIC2 comparées à des cellules en conditions de culture 

normales. ASIC2 entraine une augmentation du Ca2+ cytosolique via la voie 

calciŶeuƌiŶe/NFAT iŶduisaŶt uŶe suƌeǆpƌessioŶ de CXCRϭ ;ƌéĐepteuƌ A de l’iŶteƌleukiŶe ϴͿ 

qui joue un rôle important dans le remodelage de la matrice extracellulaire et l’aŶgiogeŶğse 

(Liu et al., 2016). L’iŵpliĐatioŶ d’ASIC2 est ĐoŶfiƌŵée in vivo dans la formation de métastases 
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4.3. Description des signalisations impliquant les canaux ioniques  

A. Etude des interactions entre les partenaires protéiques et les canaux ioniques 

D’autƌes études moléculaires mettent en évidence des interactions entre les canaux et des 

protéines dont le rôle est décrit dans l’iŶǀasioŶ Đellulaiƌe. Dans les cellules agressives 

mammaires MDA-MB-231 ou les cellules MCF-10A normales modifiées pour devenir 

agressives, le canal CLIC3 et la MMP-14 sont colocalisés dans les endosomes tardifs. Cette 

interaction permet à la MMP-ϭϰ de tƌaŶsloƋueƌ ǀeƌs les sites d’adhésioŶ à la MEC et 

permettre la digestion de celle-ci ainsi et l’iŶǀasioŶ Đellulaiƌe in vitro (Macpherson et al., 

2014). Ce canal, dans le cancer de l’oǀaiƌe, est ĐoloĐalisé aǀeĐ l’iŶtégƌiŶe αϱβϭ et permet son 

recyclage à la membrane plasmique. Ce mécanisme ƌégulaŶt l’iŶǀasioŶ Đellulaiƌe est 

dépeŶdaŶt de l’eǆpƌessioŶ de Rab25 (Dozynkiewicz et al., 2012). CLIC5, un canal de la même 

famille, interagit in vitro aǀeĐ l’ezƌiŶe et PODXL et l’eǆpƌession de ces trois acteurs est 

ƌetƌouǀée daŶs les ďiopsies d’hépatocarcinome (Flores-Tellez et al., 2015). 

Les canaux potassiques sont également impliqués dans des interactions qui vont réguler 

l’agƌessiǀité des Đellules ĐaŶĐéƌeuses. Un complexe membranaire eŶtƌe hERG, l’iŶtégƌiŶe β1 

et la protéine chaperonne Sig1R est détecté dans les cellules de cancers colorectaux. 

L’iŶhiďitioŶ de SigϭR déstaďilise Đe Đoŵpleǆe et ƌéduit l’iŶǀasioŶ in vivo (Crottes et al., 2016). 

Dans les cellules cancéreuses mammaires, le canal BKCa et la cavéoline-1 sont co-localisés 

dans des nanodomaines lipidiques ŵeŵďƌaŶaiƌes. L’iŶǀalidatioŶ de l’eǆpƌessioŶ de la 

cavéoline-1 par siRNA entraine une activation et une surexpression de BKCa et augmente la 

pƌoliféƌatioŶ et l’iŶǀasioŶ Đellulaiƌe. Ces ƌésultats déŵoŶtrent le rôle inhibiteur suƌ l’iŶǀasioŶ 

cellulaire de la cavéoline-1 en interagissant avec BKCa (Du et al., 2014).  

 DaŶs l’adéŶoĐaƌĐiŶoŵe hépatiƋue, uŶe iŶteƌaĐtioŶ aĐtiǀatƌiĐe de l’iŶǀasioŶ est déĐƌite eŶtƌe 

le ĐaŶal potassiƋue seŶsiďle à l’ATP, KCNJϭϭ et la lactate déshydrogénase A (Zhang et al., 

2018). Les canaux potassiques peuvent interagir avec des protéines du cytosquelette et des 

enzymes mais également avec d’autƌes ĐaŶauǆ. Dans les cellules cancéreuses de sein, les 

canaux Orai1 et SK3 sont colocalisés dans les radeaux lipidiques et permettent une 

augmentation de Ca2+ cytosolique indépendante de STIM1. L’utilisatioŶ de l’OhŵliŶe 

délocalise SK3 hors de ces domaines, diminue la concentration calcique cytosolique et la 

capacité des cellules cancéreuses à former des métastases in vivo sans affecter la croissance 

de la tumeur primaire (Chantome et al., 2013). Dans les cellules cancéreuses colorectales, 

l’utilisatioŶ de l’OhŵliŶe dissoĐie le Đoŵpleǆe eŶtƌe SKϯ, Oƌaiϭ et TRCPϭ dépeŶdaŶt de la 
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phosphorylation de la protéine STIM1 (Gueguinou et al., 2016). Dans ces deux modèles, SK3 

interagit directement avec la chaperonne SigmaR1 dont la présence est nécessaire pour la 

loĐalisatioŶ du Đoŵpleǆe SKϯ/Oƌaiϭ daŶs les ƌadeauǆ lipidiƋues. De plus, l’eǆpƌessioŶ de 

cette chaperonne est corrélée au grade du cancer et inversement corrélée à la survie des 

patients (Gueguinou et al., 2017). Le ĐaŶal TRPVϰ est iŵpliƋué daŶs l’agƌessiǀité tuŵoƌale via 

des interactions protéiques. Il interagit avec CaSR (récepteur sensible au Ca2+) et augmente 

la taille de la tumeur et la capacité métastatique in vivo des cellules cancéreuses gastriques 

en impliquant une voie dépendante de la β-caténine et Akt (Xie et al., 2017).  

B. DesĐƌiptioŶ des voies de sigŶalisatioŶ ƌĠgulaŶt l’iŶvasioŶ via les ĐaŶauǆ ioŶiƋues 

Dans la littérature, des voies de signalisation sont décrites de manière récurrente dans la 

ƌégulatioŶ de l’iŶǀasioŶ impliquant les canaux ioniques. Ces différentes voies (MAP kinases 

et PIϯkiŶase/Akt ŶotaŵŵeŶtͿ soŶt aĐtiǀées paƌ l’oŶĐogğŶe Ras Ƌui est la Điďle de ŵutatioŶ 

gain de fonction dans l’ACP (Jonckheere et al., 2017). La voie des MAP kinases, aboutissant à 

la phosphorylation des protéines ERK, est décrite dans plusieurs modèles. L’utilisatioŶ 

d’iŶhiďiteuƌs phaƌŵaĐologiƋues spéĐifiƋues démontre Ƌue le ĐaŶal Naǀϭ.7 ƌégule l’iŶǀasioŶ 

des cellules cancéreuses pulmonaires via cette voie (Campbell et al., 2013). Cette même voie 

conduisant à la phosphorylation de protéines et de facteurs de transcription (ici FAK et 

NFAT) ƌégule l’iŶǀasioŶ des  cellules cancéreuses mammaires MCF7 in vitro par un 

mécanisme nécessitant la présence du canal Orai3 (Motiani et al., 2013). Dans le mélanome, 

Stim1 et Orai1 sont impliqués dans la formation de métastases pulmonaires in vivo via la 

voie des MAPkinases (Umemura et al., 2014). Dans les cellules cancéreuses mammaires pII 

;MCF7 Ŷ’eǆpƌiŵaŶt pas le ƌéĐepteuƌ auǆ œstƌogğŶesͿ, l’iŶhiďitioŶ de Naǀϭ.ϱ eŶtƌaine 

égaleŵeŶt uŶe diŵiŶutioŶ de l’iŶǀasioŶ in vivo en diŵiŶuaŶt l’aĐtiǀité des MMPs eŶ 

modifiant la voie impliquant ERK et de l’EGF (Mohammed et al., 2016). L’eǆpƌessioŶ du ĐaŶal 

TRPM8 est augmentée dans des cellules cancéreuses prostatiques DU145 comparées aux 

cellules non tumorales. L’iŶhiďitioŶ de l’aĐtiǀité de Đe ĐaŶal paƌ le BCTC ;3-trifluoromethyl-

pyridin-2-yl-piperazine-1-carboxylic acid) montre une diminution de la phosphorylation 

d’ERK (Liu et al., 2016). Dans les cellules cancéreuses colorectales, l’iŶhiďitioŶ de CLICϭ paƌ 

uŶ iŶhiďiteuƌ phaƌŵaĐologiƋue spéĐifiƋue ;IAA9ϰͿ ǀa diŵiŶueƌ la phosphoƌǇlatioŶ d’ERK 

eŶtƌaiŶaŶt uŶe diŵiŶutioŶ d’eǆpƌessioŶ de la MMP-2 (Wang et al., 2014). Ce mécanisme a 

également été observé dans les cellules cancéreuses gastriques (Zhao et al., 2015).  
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L’utilisatioŶ du ĐaƌǀaĐol ďloƋue le ĐouƌaŶt TRPM7 daŶs les Đellules de glioŵe. Cet iŶhiďiteuƌ 

va diminuer l’eǆpƌessioŶ de la MMP-2 eŶ diŵiŶuaŶt l’aĐtiǀatioŶ de la ǀoie des MAP kinases 

mais également la voie PI3K/Akt, une deuxième voie activée dans le cancer couramment 

décrite (Chen et al., 2015). Cette même voie est activée par ce canal dans le carcinome 

ovarien (Wang et al., 2014). DaŶs le ĐaŶĐeƌ du seiŶ, le ƌéĐepteuƌ P2X7R ƌégule l’iŶǀasioŶ de 

cellules T47D en affectant la voie impliquant Akt conduisant à des variations d’eǆpƌessioŶs 

de la cadhérine et de MMP-13 (Xia et al., 2015). Dans les cellules cancéreuses colorectales, 

l’EGF et l’aĐtiǀatioŶ de la ǀoie Akt peƌŵetteŶt la phosphoƌǇlatioŶ de STIMϭ, permettant la 

formation du complexe entre SK3/Orai1/TRPC1, ƌégulaŶt l’iŶǀasioŶ Đellulaiƌe (Gueguinou et 

al., 2016). 

D’autƌes études ŵoŶtƌeŶt uŶe iŵpliĐatioŶ des canaux et de la protéine Src impliquée dans la 

foƌŵatioŶ de l’iŶǀadopode, structure indispensable pour la cellule invasive. Src activée va 

pouvoir ensuite jouer un rôle dans plusieurs voies de signalisation. Dans le mélanome, le 

Ca2+ via Orai1 faĐilite l’asseŵďlage de l’iŶǀadopode eŶ ŵodifiaŶt l’aĐtiǀatioŶ de la pƌotéiŶe 

Src. De plus, Orai1 favorise le recyclage de la MMP-14 à la membrane plasmique pour 

induire la dégradation de la matrice extracellulaire (Sun et al., 2014). La surexpression du 

variant néonatal nNav1.5 dans les cellules cancéreuses mammaires est dépendante de RhoA 

(Brisson et al., 2011, Dulong et al., 2014). La ƌégulatioŶ de l’iŶǀasioŶ paƌ ŶNaǀϭ.ϱ pouƌƌait 

mettre en jeu une voie impliquant Src, le CD44 et la cortactine (Nelson et al., 2015).  

4.4. Régulations transcriptionelles des canaux ioniques  

PhǇsiologiƋueŵeŶt, les ĐaŶauǆ peuǀeŶt ġtƌe eǆpƌiŵés laƌgeŵeŶt daŶs l’organisme ou de 

manière plus restreinte à des organes précis. Dans le cancer, ils peuvent être exprimés dans 

des organes où ils Ŷ’étaieŶt pas présents physiologiquement ou voire leur expression 

augmentée de manière aberrante par rapport aux tissus sains. La surexpression des canaux 

ioniques dans le cancer est due notamment à des échecs de système de répression 

d’eǆpƌessioŶ de gènes. Par exemple, dans des conditions normales, le microRNA-340 

empêche la surexpression de MCU, ce qui ralentit la glycolyse qui est la réaction majoritaire 

fouƌŶissaŶt de l’éŶeƌgie auǆ Đellules ĐaŶĐéƌeuses. Cette iŶhiďitioŶ d’eǆpƌessioŶ eŶtƌaiŶe ainsi 

uŶe diŵiŶutioŶ de l’iŶǀasioŶ in vitro et in vivo. Ce mécanisme ne serait pas fonctionnel dans 

les cellules mammaires humaines (Yu et al., 2017). Un autre microRNA suppresseur de 

tumeur, le 381, inhibe la signalisation TGFβ et l’EMT. Il est diminué dans les tissus et les 
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lignées cellulaires de cancer gastrique et sa sous expression est reliée à l’agƌessiǀité du 

cancer. Le canal TMEM16A, une cible de ce microRNA, est surexprimé dans ce cancer (Cao et 

al., 2017). Dans les cellules de cancer de la vessie, la protéine macroH2A1 va recruter les 

histones déacetylases 1 et 2 permettant une acétylation des histones autour des loci des 

canaux TRPC6 et TRPCϯ iŶhiďaŶt leuƌ eǆpƌessioŶ. La diŵiŶutioŶ de l’eǆpƌessioŶ de 

macroH2A1 entraine donc une surexpression des deux TRPC (Kim et al., 2013). 
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PARTIE 3 : LE CANAL TRPM7 
 

Chez l’Hoŵŵe, la famille TRP comprend 28 membres divisés en 6 groupes en fonction de 

leur homologie de séquence en acides aminés : TRPC (canonical), TRPM (mélastatine), TRPV 

(vanilloide), TRPA (ankyrine), TRPML (mucolipine) et TRPP (polycystine) (Figure 26). Les 

membres de cette famille ont suscité un intérêt initialement par rapport à leur fonction en 

tant que capteurs de stimulus externes (environnementaux ou chimiques). Cette famille a 

eŶsuite été étudiée pouƌ soŶ ƌôle daŶs la ƌégulatioŶ de l’hoŵéostasie ioŶiƋue et plus 

particulièrement du Ca2+. Ces canaux permettent un influx de cations qui va dépolariser la 

membrane et entrainer de nombreuses réponses intracellulaires. Les modifications de 

l’hoŵéostasie ĐalĐiƋue paƌtiĐipe à la ƌégulatioŶ du ĐaŶĐeƌ et plus paƌtiĐuliğƌeŵeŶt l’iŶǀasioŶ 

(Shapovalov et al., 2016). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 26 : Classification phylogénétique des canaux TRP 

(Clapham 2003). 
 

L’asseŵďlage de ϰ sous-uŶité α tƌaŶsŵeŵďƌaŶaiƌes en homo- ou hétérotétramère forme un 

canal TRP. La sous-uŶité α possğde uŶe stƌuĐtuƌe ĐoŵŵuŶe à tous les TRP : 6 segments 

transmembranaires (s1-s6) avec un pore formé par les segments s5 ets6 et les extrémités 

amine et carboxylique sont cytosoliques (Clapham 2003). Physiologiquement, ils ont une 
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expression ubiquitaire. Un canal de cette famille, le canal TRPM7 est surexprimé dans les 

biopsies de tissus tumoraux comparées aux tissus sains adjacents ou à des tissus provenant 

d’iŶdiǀidus ne souffrant pas de pathologies pancréatiques. Cette expression est en 

ĐoƌƌélatioŶ aǀeĐ l’eǆteŶsioŶ de la tuŵeuƌ ƌeflétée paƌ le gƌade histologique. Les grades 2 et 3 

présentent une expression plus forte de TRPM7 ; la difféƌeŶĐe d’eǆpƌessioŶ eŶtƌe ces deux 

grades Ŷ’est pas étaďlie à Đause de la faiďle dispoŶiďilité des éĐhaŶtilloŶs de gƌade ϯ. Cette 

surexpression est inversement corrélée à la survie (Rybarczyk et al., 2012, Yee et al., 2011). 

1. DECOUVERTE ET STRUCTURE  

TRPM7 a été décrit pour la première fois par deux équipes. L’étude de Runnels en 2001 a 

décrit le canal TRP-PLIK appartenant à la famille des LTRPC (long transient receptor potential 

channels) comme un partenaire interagissant avec le domaine carboxylique de la 

phospholipase C β ;PLCβ). Cette iŶteƌaĐtioŶ s’effeĐtue via une kinase possédant des 

similitudes avec les domaiŶes ĐatalǇtiƋues de deuǆ α-kinases : celle de la chaîne lourde de la 

myosine de type B et celle du faĐteuƌ d’éloŶgatioŶ 2 ;MHCK B et eEF-2 kinase). Ce canal 

cationique permet de dépolaƌiseƌ la Đellule et d’augŵeŶteƌ daŶs les Đellules non-excitables la 

concentration en Ca2+ cytosolique (Runnels et al., 2001). La même année, l’étude de Nadler 

décrit le canal LTRPC7 possédant une structure et des propriétés électrophysiologiques 

similaires à TRP-PLIK. Cette équipe corrobore sa large expression, démontre son rôle critique 

dans la viabilité et la croissance dans un modèle de lymphocytes DT-40 (Nadler et al., 2001). 

 

Le gène de TRPM7 humain est localisé dans la région 21 du bras long du chromosome 15 et 

contient 40 exons. L’ARNm a uŶe loŶgueuƌ d’eŶǀiƌoŶ 7 kď et soŶ eǆpƌessioŶ est ƌetƌouǀée 

dans divers organes, de façon plus iŵpoƌtaŶte daŶs le Đœuƌ, le foie, les ƌeiŶs et la rate 

(Fonfria et al., 2006, Runnels et al., 2001). Sa localisation dans les tissus et les modèles 

cellulaires peut être cytoplasmique et membranaire (Runnels et al., 2001, Yee et al., 2015). 

Cette protéine codant pour un canal transmembranaire  de 1863 acides aminés 

(correspondant à 210 KDaͿ peut s’assoĐieƌ eŶ homotétramères ou en hétérotétramères avec 

son homologue TRPM6 (Chubanov et al., 2007). En plus de la structure commune à tous les 

TRP, son domaine amine contient 4 domaines mélastatine dont la fonction est inconnue et 

une région hydrophobe H1. Son domaine carboxylique contient le domaine TRP, la région 

coiled-coil (CC) peƌŵettaŶt l’asseŵďlage et l’adƌessage de la pƌotéiŶe  (Fujiwara et al., 2008). 
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L’eǆtƌéŵité du domaine carboxylique est fusionnée à une kinase ce qui lui permet 

d’appaƌtenir aux groupes des chanzymes (Montell et al., 1989, Riazanova et al., 2001) 

(Figure 27).  

 

Figure 27: Structure du canal TRPM7 

De l’eǆtƌéŵité aŵiŶe ǀeƌs carboxylique : TRPM7 contient 4 domaines mélastatine conservés 
chez les membres de la famille TRPM, une région hydrophobe H1, 6 segments 
transmembranaires (s1-s6) avec un pore formé par les segments s5 ets6, le domaine TRP, la 
région  coiled-coil (CC) nécessaire à l’asseŵďlage et l’adƌessage de la pƌotéiŶe et uŶ doŵaiŶe 
sérine/thréonine kinase. Les extrémités amine et carboxylique sont cytosoliques (Gautier et 
al., 2016). 

1.1. Activité canalaire 

Le patch-clamp, développé par Neher et Sackmann (1981), est une technique 

d’éleĐtƌophǇsiologie Đellulaiƌe. Elle consiste à aspirer avec une pointe en verre une petite 

partie de la membrane cellulaire, appelée patch, afiŶ d’étudieƌ les pƌopƌiétés des ĐaŶauǆ 

ioniques.  Comme les ions portent une charge électrique, leurs mouvements génèrent un 

courant électrique mesurable. Cette densité de courant est rapportée à la capacité 

membranaire qui permet de normaliser la quantité de courant par rapport à la taille de la 

cellule. Plusieurs configurations sont possibles : la configuration cellule entière (whole-cell) 

ŵesuƌe l’aĐtiǀité éleĐtƌiƋue de l’eŶseŵďle des canaux transmembranaires alors que d’autƌes 

ĐoŶfiguƌatioŶs peƌŵetteŶt de ŵesuƌeƌ des ĐouƌaŶts ŵiĐƌosĐopiƋues à l’éĐhelle du ĐaŶal  et 

de pouvoir modifier le milieu intracellulaire (configuration inside-out) ou de ne pas perturber 

le milieu intracellulaire (configuration cell-attached). L’appliĐatioŶ d’uŶ poteŶtiel éleĐtƌiƋue 

sur la membrane allant de -100 à +100 mV permet de mesurer les courants ioniques qui se 

développent à travers la membrane plasmique (voltage-clamp). TRPM7 peƌŵet l’eŶtƌée de 

cations divalents (Mg2+ et Ca2+) pour des potentiels de membrane imposés négatifs. Cette 

Domaine 
transmembranaire

Domaine 
Mélastatine
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eŶtƌée d’ioŶs a de Ŷoŵďƌeuǆ effets physiopathologiques car ces ions ont des effets 

pléiotropes dans la cellule. La valeur de potentiel de membrane imposé pour laquelle le 

ĐouƌaŶt s’iŶǀeƌse ;appelé poteŶtiel d’iŶǀeƌsioŶͿ se situe auǆ aleŶtouƌs de 0 mV. Pour des 

potentiels de membrane imposés positifs de +50 mV, une forte rectification par un courant 

sortant de potassium est observée (Runnels et al., 2001) (Figure 28). Ce canal non-sélectif 

est faiblement perméable au Ca2+ et au Mg2+ Đoŵpaƌé à d’autƌes ioŶs diǀaleŶts tels que le 

Zn2+ (pour lequel il est fortement perméable), le cobalt (Co2+) et le manganèse (Mn2+). Ce 

canal est également perméable à des cations métalliques non-essentiels tels que le nickel 

(Ni2+), le baryum (Ba2+), le strontium (Sr2+) et le cadmium (Cd2+) daŶs l’oƌdƌe déĐƌoissaŶt de 

leur perméabilité) possiblement toxiques dans des conditions physiologiques. Ce canal est 

perméable aux ions H+ dans le Đas d’uŶe acidose extracellulaire (Monteilh-Zoller et al., 2003, 

Numata et al., 2008).  

 

Figure 28 : Courant généré par TRPM7 

(Runnels et al., 2001). 
 

1.2. Activité kinase 

Le domaine kinase de TRPM7 a été décrit pour la première fois en 1999 par l’éƋuipe de 

Ryazanova (Ryazanov et al., 1999). Ce domaine kinase de 95 KDa situé au niveau de 

l’eǆtƌéŵité ĐaƌďoǆǇliƋue appaƌtieŶt à la faŵille des α-kinases appelées ainsi car elles 

phosphorylent des acides aminés situés dans des hélices α. Ces kinases sont inhibées par la 

rottlérine (à uŶe ĐoŶĐeŶtƌatioŶ d’environ 35 µM pour la kinase de TRPM7) (Ryazanova, et al. 

2004). Elles sont atypiques car elles sont résistantes à la staurosporine, un inhibiteur des 

kinases conventionnelles. De plus, elles présentent de fortes divergences de séquences 
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suƌtout au Ŷiǀeau de l’eǆtƌéŵité amine ĐoŶteŶaŶt la ďouĐle d’aĐtiǀatioŶ. NéaŶŵoiŶs, elles 

possèdent des similitudes au niveau du site catalytique, notamment le domaine riche en 

glycine retrouvé dans la plupart des protéines liaŶt l’ATP et égaleŵeŶt des ŵotifs eŶ doigt de 

Zn2+ riches en cystéines au niveau de l’eǆtƌéŵité ĐaƌďoǆǇliƋue du lobe (Runnels et al., 2001, 

Yamaguchi et al., 2001). Elles utilisent exclusiǀeŵeŶt l’ATP comme substrat. Cette spécificité 

serait due à la présence d’uŶ résidu glutamate très conservé en position 1718. La kinase de 

TRPM7 présente des singularités vis-à-vis des autres membres de sa famille de par son 

assemblage en tétramère fonctionnel constitué de deux fois deux dimères (dont un dimère 

est schématisé sur la figure 29) et les ƌésidus Ƌu’elle phosphoƌǇle. EŶ effet, il s’agit d’uŶe 

sérine/thréonine kinase contrairement aux autres membres qui phosphorylent seulement la 

thréonine (Crawley et al., 2009, Ryazanova et al., 2004, Yamaguchi et al., 2001).  

Figure 29 : Structure du domaine kinase 

Les monomères sont représentés en rouge et en bleu. Les atomes de zinc (indiqués par les 
cercles  jaunes) sont importants pour la stabilité du domaine kinase. Les extrémités amine et 
carboxylique sont indiquées en tant que N et C (Yamaguchi et al., 2001). 

Ces sérines et thréonines peuvent se trouver dans différents substrats in vitro. Le premier 

substrat découvert est la PLCɷ2 (phospholipase C gamma 2) dans les lymphocytes B. Cette 

enzyme est phosphorylée au niveau de plusieurs résidus (ser 1164 du domaine C2, thr 1045 

de la région linker entre le domaine catalytique et C2) (Deason-Towne et al., 2012, Runnels 

et al., 2001, Runnels et al., 2002). La kinase peut phosphoryler la MBP (myelin basic protein) 

qui est un acteur important dans la formation de la gaine de myéline des neurones, ce qui 

suggère un rôle potentiel dans le développement du cerveau (Ryazanova et al., 2004). Une 

majorité des substrats de la kinase de TRPM7 sont des protéines du cytosquelette. La 

phosphorylation de la tropomoduline 1 iŶteƌfğƌe aǀeĐ sa ĐapaĐité d’iŶteƌaĐtioŶ et soŶ 

affiŶité eŶǀeƌs les filaŵeŶts d’aĐtiŶe (Dorovkov et al., 2008, Ryazanova et al., 2004). La 

chaine lourde de la myosine IIA, régulant la motilité et l’adhésioŶ dans les cellules non-
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musculaires, est également un substrat de la kinase de TRPM7. Dans les cellules 

surexprimant TRPM7, le traitement par la bradykinine provoque une entrée de Ca2+ 

cytosolique et permettrait une autophosphorylation du canal aiŶsi Ƌu’uŶ ĐhaŶgeŵeŶt de 

conformation au niveau de l’eǆtƌéŵité carboxylique (localisée dans les podosomes et les 

poiŶts d’adhésioŶ focaux). Cette localisation permettrait une fixation entre TRPM7 et le 

Đoŵpleǆe d’aĐtoŵǇosiŶe. Cette pƌoǆiŵité peƌŵettƌait à la kinase de phosphoryler la 

myosine (thr 1800, ser 1803, ser 1808 du domaine CC) provoquant une stabilisation du 

complexe (Clark et al., 2006, Clark et al., 2008). TRPM7 est capable de phosphoryler 

également la myosine IIB et IIC mais de manière non-spécifique car son homologue TRPM6 

en est également capable (Clark et al., 2008).  

UŶ autƌe suďstƌat est l’aŶŶeǆiŶe Aϭ (ser 5 du domaine amine) impliquée dans la croissance, 

la difféƌeŶĐiatioŶ et l’apoptose. Sa phosphoƌǇlatioŶ eŵpġĐhe sa ĐoŶfoƌŵatioŶ eŶ héliĐe α et 

son interaction avec la membrane plasmique directe ou indirecte via un dimère de protéines 

S100A11 (Dorovkov et al., 2004). 

La kiŶase de TRPM7, eŶ phosphoƌǇlaŶt la kiŶase d’eEF2 (eucaryotic elongation factor), aurait 

également un rôle dans la modulation de la synthèse protéique en réponse au taux de Mg2+. 

eEF2 permet la translocation des protéines dans les ribosomes. Dans ce modèle, en présence 

d’uŶe faiďle ĐoŶĐeŶtƌatioŶ ŵagŶésiƋue eǆtƌaĐellulaiƌe, la kinase de TRPM7 phosphoryle la 

kiŶase d’eEF2 (ser 77) qui est activée. La kinase activée va phosphoryler le facteur eEF2 

conduisant à son inhibition empêchant la translocation des protéines sur les ribosomes 

(Perraud et al., 2011).  

La kiŶase seƌait Đapaďle de ŵoduleƌ l’expression des gènes également en phosphorylant 

l’histoŶe Hϯ (Ryazanova et al., 2004). Clivable en conditions pro-apoptotiques, la kinase fixe 

de façon Zn2+ dépendante des protéines capables de remodeler la chromatine (Desai et al., 

2012, Krapivinsky et al., 2014).  

Le canal TRPM7 est capable égaleŵeŶt d’autophosphoƌǇlatioŶ (Ryazanova et al., 2004). Le 

domaine carboxylique comprend de Ŷoŵďƌeuǆ sites de phosphoƌǇlatioŶ ;plus d’uŶe 

quarantaine sur le domaine isolé) dont ceux présents sur la protéine entière sont illustrés sur 

la figure 30. Il est déŵoŶtƌé Ƌue l’autophosphoƌǇlatioŶ du ĐaŶal peƌŵet uŶ ŵeilleuƌ aĐĐğs au 

substrat pour la kinase et une activité optimale (Clark et al., 2008, Kim et al., 2012).  
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CI50 plus élevée (quelques mM) comparée à celle du Mg2+ (Kozak et al., 2003). Le courant 

TRPM7 est également iŶhiďé paƌ l’hǇpeƌtoŶiĐité intracellulaiƌe due à l’aĐĐuŵulatioŶ de Mg2+ 

et des halides (principalement des anions monovalents : le chlore (Cl-), le bromure (Br-) et 

l’iode (I-)) (Bessac et al., 2007, Yu et al., 2013).  

Les cations divalents extracellulaires (les cations métalliques et surtout le Mg2+ de façon 

dose dépeŶdaŶte de l’oƌdƌe du ŵMͿ poteŶtialisent l’eŶtƌée des cations divalents mais 

inhibent la perméabilité du canal aux cations monovalents (Monteilh-Zoller et al., 2003, 

Nadler et al., 2001). 

B. Par les ions couplés aux nucléotides 

Le canal est également sensible aux ions couplés aux nucléotides (ATP, TTP, CTP, GTP, UTP, 

ITP daŶs l’oƌdƌe déĐƌoissaŶt d’effiĐaĐitéͿ ce qui donne au ĐouƌaŶt Ƌu’il géŶğƌe l’aĐƌoŶǇŵe 

MagNuM (Mg2+ nucleotide regulated metal ion current) (Kozak et al., 2002, Nadler et al., 

2001). Le Mg2+ libre cytosolique est Đapaďle d’iŶhiďeƌ le ĐouƌaŶt de façon beaucoup plus 

importante quand il est couplé aux nucléotides. En effet, la CI50 du  Mg2+ est environ 5 fois 

plus faible en présence de Mg-ATP (Penner et al., 2007). Cette régulation synergique entre 

Đes deuǆ aĐteuƌs peƌŵettƌait d’oďteŶiƌ eŶǀiƌoŶ 90 % d’iŶhiďitioŶ daŶs les conditions 

physiologiques. Elle serait due à deux sites de fixation distincts sur le chanzyme : le Mg2+ se 

fixe au niveau de la partie canal sur le site M alors que le Mg-ATP au niveau de la kinase dans 

le site N (Demeuse et al., 2006).  

C. Par le pH 

Au niveau extracellulaire à un pH physiologique (7,4), les cations divalents vont bloquer la 

circulation des ions monovalents alors que lorsque le pH diminue de 7,4 à 4, la sensibilité du 

canal pour les divalents diminue due à une compétition entre les ions H+ et les ions 

divalents. Cette compétition conduit à une levée du blocage du courant entrant (Jiang et al., 

2005). Cette régulation positive par les ions H+ dépend notamment de la présence de deux 

résidus glutamate en position 1047 1052, au niveau du pore du canal, qui joueraient le rôle 

de senseur du pH extracellulaire (Li et al., 2007).  

Le pH cytosolique iŶflueŶĐe égaleŵeŶt le ĐouƌaŶt MIC. EŶ effet, l’aĐĐuŵulatioŶ des ions H+, 

en interagissant avec le site de faible affinité pour le Mg2+ cytosolique, inhiberait le courant 

(Chokshi et al., 2012, Kozak et al., 2005).  
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D. Autres régulations 

Le stress oxydant, générant des ROS telles Ƌue l’eau oǆǇgéŶée ;H2O2) (CI50=16µM), inhibe le 

canal de façoŶ iƌƌéǀeƌsiďle eŶ l’oǆǇdaŶt eŶ le rendant plus sensible au Mg2+ cytosolique. La 

seŶsiďilité est égaleŵeŶt dépeŶdaŶte de l’état ŵétaďoliƋue de la Đellule et ŶotaŵŵeŶt la 

ƋuaŶtité d’ATP. EŶ effet, si la ƋuaŶtité d’ATP cytosolique diminue alors la sensibilité aux ROS 

augmente (Inoue et al., 2014). L’utilisation du CCCP, un ionophore perturbant la fonction 

mitochondriale, va modifier la courant généré par TRPM7 (Kim et al., 2007). TRPM7 est 

également sensible aux forces mécaniques lui permettant de participer à la différenciation 

ostéogénique (Liu et al., 2015).  

E. Régulations controversées 

a. Par les récepteurs couplés aux protéines G 

La régulation de TRPM7 via les récepteurs couplés aux protéines G (RCPG) Ŷ’est pas 

complètement élucidée à ce jour. TRPM7 possède plusieurs sites de fixation du PIP2. 

L’aĐtiǀité Đanalaire de TRPM7 requiert du PIP2 mais son rôle précis est encore débattu 

(Visser et al., 2014). Une première étude montrait que le PIP2 active directement le canal 

TRPM7 alors que sa consommation par la PLC activée par une protéine Gq va inhiber le canal 

préactivé par une faible concentration en Mg2+ extracellulaire (Runnels et al., 2002). De 

façoŶ ĐoŶtƌadiĐtoiƌe, la ďƌadǇkiŶiŶe, uŶ agoŶiste de la ǀoie PLC, augŵeŶte l’aĐtiǀité kiŶase et 

canalaire de TRPM7 (Clark et al., 2006, Langeslag et al., 2007). Une autre étude montre que 

l’aĐtiǀité du ĐaŶal TRPM7 implique d’autƌes pƌotéiŶes G. L’aĐtiǀité est iŶhiďée paƌ la 

stimulation de récepteurs muscariniques couplés aux protéines Gi et activée par la 

stimulation de récepteurs adrénergiques couplés aux protéines Gs (Takezawa et al., 2004).  

b. Par la kinase  

Dès la découverte du canal TRPM7, il a été suggéré que la kinase avait un rôle daŶs l’aĐtiǀité 

canal mais toutes les régulations la faisaŶt iŶteƌǀeŶiƌ soŶt loiŶ d’ġtƌe ĐoŶŶues. La kinase en 

fixant le Mg-ATP potentialise l’iŶhiďitioŶ eǆeƌĐée paƌ Đes ions couplés aux nucléotides. Elle 

est égaleŵeŶt Đapaďle d’iŶteƌagiƌ aǀeĐ le doŵaiŶe C2 de la PLCβ ou ɷ, ce qui suggère une 

implication dans la régulation exercée par la PLC (Riazanova et al., 2001).  

La kinase par voie d’autophosphoƌǇlatioŶ pouƌƌait ƌéguleƌ le ĐaŶal ŵais Đette ƌégulatioŶ est 

ĐoŶtƌoǀeƌsée. Suite à des ŵutatioŶs suƌ le doŵaiŶe kiŶase, l’iŶteŶsité des ĐouƌaŶts 
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enregistrés est diminuée (Runnels et al., 2001). CepeŶdaŶt, Đes ƌésultats Ŷ’oŶt pas été 

validés par la vérification de la présence des canaux à la membrane. Les résultats obtenus 

pouƌƌaieŶt s’eǆpliƋueƌ paƌ uŶe diŵiŶutioŶ de l’eǆpƌessioŶ ou uŶ ŵauǀais adƌessage des 

protéines mutées à la membrane. Des protéines mutantes pour des sites 

d’autophosphoƌǇlation présente une diminution de la phosphorylation avec une 

modification de la sensibilité du courant au Mg2+ libre ou couplé aux nucléotides (Hermosura 

et al., 2002, Schmitz et al., 2003). Le retrait de la totalité du domaine kinase conduit à 

l’eǆpƌessioŶ de canaux non-foŶĐtioŶŶels ŵalgƌé uŶ tauǆ d’eǆpƌessioŶ seŵďlaďle à la foƌŵe 

sauǀage de la pƌotéiŶe. D’apƌğs Đes oďseƌǀatioŶs, le doŵaiŶe kiŶase Ŷe seŵďle pas réguler 

les courants via sa fonction catalytique mais sa présence, permettant un assemblage et un 

adressage correct, seƌait ŶéĐessaiƌe à l’eǆpƌessioŶ de ĐaŶauǆ foŶĐtioŶŶels (Matsushita et al., 

2005).  

D’autƌes études utilisaŶt d’autƌes ŵutaŶts pouƌ les sites d’autophosphoƌǇlatioŶ ou pouƌ 

l’aĐtiǀité ĐatalǇtiƋue ŵoŶtƌeŶt Ƌue l’aĐtiǀité kiŶase Ŷe seƌait pas nécessaire à la fonction 

canal (Matsushita et al., 2005, Schmitz et al., 2003). La kinase est capable de moduler 

d’autƌes tǇpes de ĐouƌaŶt, paƌ eǆeŵple, les ĐouƌaŶts SOC daŶs les lymphocytes B DT-40 

(Faouzi et al., 2017). 

TRPM7 et son homologue TRPM6, appartenant toutes les deux au groupe des chanzymes,  

peuvent former des hétérotétramères fonctionnels, ce qui suggère des possibilités de 

régulation entre ces deux protéines (Yamaguchi et al., 2001). En effet, il a été décrit que 

TRPM7, phosphorylée par TRPMϲ au seiŶ de l’hétéƌotƌétƌaŵğƌe TRPMϲ/7 ;et ŶoŶ daŶs 

l’hoŵotétƌaŵğƌe TRPM7Ϳ, peut perdre en sensibilité vis-à-vis du Mg-ATP. TRPM7 Ŷ’est pas 

capable de phosphoryler TRPM6 (Schmitz et al., 2003, Zhang et al., 2014). 

2.2. Régulations physiologiques de l’aĐtivitĠ kinase 

Cette enzyme, comme la plupart des kinases, est régulée par le Mg2+ (concentration 

optimale située entre 4-10 mM) qui est un cofacteur nécessaire à son activation (Ryazanova, 

et al. 2004). L’aĐtiǀité enzymatique est modulée paƌ d’autƌes cations métalliques diffusibles 

à travers le canal : le Zn2+ et le Co2+ l’iŶhiďent alors que le Mn2+ la stimule et le Ca2+ Ŷ’a pas 

d’effet jusƋu’à ϭ ŵM (Matsushita et al., 2005, Ryazanova et al., 2004). La kinase pourrait 

jouer un rôle de senseur ionique en régulant son activité en fonction de la quantité de Mg2+ 

libre cytosolique (Deason-Towne et al., 2012, Krapivinsky et al., 2014, Perraud et al., 2011). 
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Toutes ces régulations mettent en jeu des ions auxquels TRPM7 est perméable, ce qui 

suggğƌe Ƌue l’aĐtiǀité ĐaŶalaire de TRPM7 pourrait réguler l’aĐtiǀité de sa kinase (Visser et 

al., 2014). De plus, les 14 sites de phosphorylations cytoplasmiques pourraient être des 

ŵodulateuƌs de l’aĐtiǀité kiŶase (Kim et al., 2012).  

 

Figure 31 : Régulation physiologique du domaine canalaire et kinase de TRPM7. 

(d’apƌğs Deŵeuse et al., 200ϲ). 
 

3. MODULATION PHARMACOLOGIQUE 

Il est nécessaire de disposer de molécules pour moduler l’eǆpƌessioŶ ou l’aĐtiǀité du ĐaŶal 

afin de déterminer les mécanismes physiopathologiques dans lesquels il est impliqué. La 

plupart des agents pharmacologiques manquent de spécificité. Le tableau 8 récapitule les 

ŵoléĐules ĐoŶŶues pouƌ ŵoduleƌ l’aĐtiǀité de TRPM7 (Chubanov et al., 2017, Gautier et al., 

2016). 
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Tableau 8 : Régulation pharmacologique de TRPM7 

;Modifié d’apƌğs (Chubanov et al., 2017, Gautier et al., 2016). 
Nom  Doses utilisées 

(µM)(CI50=*) 

Modèle 

cellulaire 

Mécanismes touchés  Autres canaux que 

TRPM7 

Inhibiteurs  

carvacrol 561* U87 Prolifération 
Migration  
Invasion (Chen et al., 2015) 

TRPL, TRPV3, TRPA1 
(Parnas et al., 2009) 
 

Ginsenoside 
Rd 

131*  
134 * 

AGS  
MCF-7 

Prolifération 
(Kim et al., 2013) 

ASIC 
(Zhang et al., 2012) 

NS8593 1, 10 et 30 MDA-MB-231 TEM 
(Davis et al., 2014) 

SK 
(Haugaard et al., 
2015) 

2-APB 100  
 
 
50 

Lymphocyte  
T Jurkat 
 
C6 

Acidification du milieu 
intracellulaire 
(Chokshi et al., 2012) 
Prolifération 
(Leng et al., 2017) 

TRP 
 

Waixenicin 
A 

3,2 * 
0,84*  
30 et 50* 

T Jurkat- RBL1  
 
NIA-115  
 
AGS et MCF-7 

Prolifération 
(Zierler et al., 2011) 
Invasion 
(Visser et al., 2013) 
Prolifération 
(Kim et al., 2013) 

SK 
(Chubanov et al., 
2012) 

Xyloketal B 287* U251 Prolifération 
Migration  
(Chen et al., 2015) 

VDCC 
SOC 
(Zhao et al., 2018) 

Resveratrol 50 DU145 
PC3 

EMT 
Migration (Sun et al., 2018) 

VGSC 
(Fraser et al., 2014) 

Kushen 
(Sophorae 
Radix) 

150 µg/mL AGS 
MCF-7 

Prolifération 
Survie  
(Kim 2012) 

 

Nafamosat 617  
27 

HEK-293T 

Neurone 
(culture I)  

(Chen et al., 2010)  

Sphingosine 0.6* HEK 293 (Qin et al., 2013) TRPM6 
FTY720 0.7* HEK 293 Prolifération 

Migration 
(Qin et al., 2013) 

SK1 

Activateurs 

Naltriben 

(Type 1) 
50  

20,7* 
U87 

HEK 293 
Invasion 

Migration 

(Wong et al., 2017) 

 

Mibefradil 

(Type 2) 

 

53 HEK 293 (Schafer et al., 2016)  

Type 1 : indépendant de la [Mg2+]i /  Type 2 : actif à faible [Mg2+]i  
Culture I : culture primaire  
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Les inhibiteurs de la famille des α-kinases se fixent majoritairement dans la poche de fixation 

de l’ATP et ne sont pas spécifiques de la kinase de TRPM7. Le développement de nouveaux 

inhibiteurs spécifiques ouvre un champ de recherche encore peu étudié. Récemment, un 

potentiel inhibiteur de cette kinase a été découvert, le TG100-115 (CI50=2µM). Néanmoins, 

à des doses plus iŵpoƌtaŶtes, il ǀa iŶhiďeƌ l’iŶǀasioŶ, la phosphorylation de la myosine IIA et 

de FAK mais aussi l’aĐtiǀité ĐaŶalaiƌe de TRPM7, Đe Ƌui suggère que les réponses cellulaires 

engendrées par cet inhibiteur ne seraient pas dues eǆĐlusiǀeŵeŶt à l’iŶhibition de la kinase 

de TRPM7 (Song et al., 2017).  

 

4. ROLE EN PHYSIOLOGIE  

Au Ŷiǀeau de l’oƌgaŶisŵe, TRPM7 a une expression ubiquitaire mais plus élevée dans des 

organes où il va jouer un rôle physiologique tels que dans le cerveau, l’hǇpophǇse, le Đœuƌ, 

les os et le tissu adipeux (Fonfria et al., 2006). Sa surexpression dans les cellules HEK-293 

entraine une altéƌatioŶ de l’eǆpƌessioŶ de 951 gènes (Lee et al., 2011). De plus, les 

nombreuses régulations auxquelles TRPM7 est soumis suggèrent Ƌu’il joueƌait uŶ ƌôle 

d’iŶtégƌateuƌ des sigŶauǆ à la fois eǆtƌaĐellulaiƌes et intracellulaires peƌŵettaŶt d’adapteƌ les 

foŶĐtioŶs Đellulaiƌes à l’eŶǀiƌoŶŶeŵeŶt via des flux ioniques rapides ou via son activité 

kinase. 

TRPM7 est perméable à plusieurs ions mais il est principalement impliqué dans l’eŶtƌée du 

Mg2+  et également celle du Ca2+.  L’hoŵéostasie du Ca2+ est très bien décrite et implique de 

nombreux transporteurs calciques et protéines tampons qui vont réguler sa concentration 

cytoplasmique et dans les différents organites intracellulaires. Cet ion est un second 

messager universel intervenant dans de nombreuses voies de signalisation conduisant à la 

régulation de nombreuses fonctions telles que la contraction, la mortalité cellulaire ou 

encore le développement embryonnaire (Berridge et al., 2003). Contrairement au Ca2+, 

l’hoŵéostasie du Mg2+ est peu décrite. Pourtant, le Mg2+ est le deuxième ion le plus 

abondant dans la cellule après le K+ et Đ’est le plus iŵpoƌtaŶt ĐofaĐteuƌ eŶzǇŵatiƋue. Ainsi, il 

est impliqué dans de nombreux processus physiologiques (Romani 2011). 
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4.1. Développement embryonnaire / différenciation 

TRPM7 possède un rôle déterminant dans le développement embryonnaire. En effet, in vivo, 

les souris invalidées pour TRPM7 meurent avant le 7ème jour de développement (Jin et al., 

2008). Les mêmes observations sont réalisées sur des souris dans lesquelles est exprimée la 

forme mutée de TRPM7 (sans le domaine kinase). Ces modifications entrainent une forte 

perturbatioŶ de l’hoŵéostasie ŵagŶésiƋue (Ryazanova et al., 2010). L’étude de 

l’eŵďƌǇogéŶğse Đhez le Xénope a permis de montrer que TRPM7 est impliqué plus 

précisément dans l'étape de la gastrulation. Dans cette étude, le rôle est indépendant du 

domaine kinase et l’iŵpoƌtaŶĐe du Mg2+ est confirmée. Ces malformations peuvent être 

évitées par la surexpression du transporteur au Mg2+ SLC42A dans les cellules TRPM7 KO 

(knock-out) (Liu et al., 2011).  

Les KO conditionnels permettent de prouver l’implication de TRPM7 à des temps précis dans 

le développement et la fonctionnalité de certains organes. TRPM7 est requis pour la fonction 

ĐaƌdiaƋue Ŷoƌŵale eŶ ƌégulaŶt l’aĐtiǀité pacemaker in vitro et in vivo (Jin et al., 2012, Sah et 

al., 2013).  

Concernant le système nerveux, TRPM7 va affecter la formation de la crête neurale et la 

différenciation des cellules souches pluripotentes en cellules souches neurales (Jin, et al. 

2012). Dans le cerveau de souris après la naissance, le domaine kinase est impliqué dans la 

formation des synapses et leur plasticité influençant la mémoire (Liu et al., 2018). TRPM7 

joue un rôle dans les communications synaptiques des neurones sensoriels conduisant à la 

réponse aux stimuli chez le poisson zèbre (Low et al., 2011). Dans ce même modèle animal, 

TRPM7 est impliqué dans le développement du pancréas (Yee et al., 2011). Concernant le 

déǀeloppeŵeŶt d’uŶe autƌe glaŶde aŶŶeǆe du sǇstğŵe gastƌo-intestinal, le foie, le courant 

TRPM7 est plus faible dans les lignées embryonnaires comparées à des hépatocytes de rat 

différenciés. Cette augŵeŶtatioŶ du ĐouƌaŶt s’eǆpliƋue ŶoŶ pas paƌ uŶe ŵodifiĐatioŶ 

d’eǆpƌessioŶ de TRPM7 ŵais uŶe ƌépaƌtitioŶ eŶtƌe la ŵeŵďƌaŶe plasmique et le noyau 

difféƌeŶte seloŶ l’état de difféƌeŶĐiatioŶ (Ogunrinde et al., 2017). 

TRPM7 est impliqué à différents niveaux du métabolisme osseux. L’iŶhiďitioŶ de TRPM7 

suppriŵe l’iŶfluǆ ĐalĐiƋue iŶduit paƌ RANK-L qui permet la différenciation des ostéoblastes 

en ostéoclastes (Yang et al., 2013). UŶ autƌe ŵodğle s’iŶtéƌesse à la difféƌeŶĐiatioŶ 

ostéogénique des cellules souches mésenchymateuses où TRPM7 est impliqué via la voie 



85 
 

Notch1 et le Mg2+ (Diaz-Tocados et al., 2017). Une étude appuie ces résultats et montre que 

le Mg2+ entrant par TRPM7 est impliqué dans les mécanismes d’hoŵéostasie osseuse (Zhang 

et al., 2017). L’hoŵéostasie du Đaƌtilage implique TRPM7 en jouant sur la maturation des 

chondrocytes via sa perméabilité au Ca2+ et au Mg2+ et la voie PI3K/Akt (Lu et al., 2017). 

TRPM7 permet l’aĐtiǀatioŶ des lǇŵphoĐǇtes d’uŶ état ƋuiesĐeŶt à aĐtiǀé via une entrée de 

Mg2+ (Sahni et al., 2008, Sahni et al., 2010). Dans les macrophages, TRPM7 régule la 

polarisation entre le phénotype anti- et pro-inflammatoire (Schilling et al., 2014). Il est 

égaleŵeŶt iŵpliƋué daŶs le déǀeloppeŵeŶt d’autƌes organes tels que le thymus ou encore 

le tissu adipeux (Chen et al., 2014, Jin et al., 2008). 

4.2. Mort / Survie cellulaire 

Dans les cellules stellaires hépatiques, la diminution de l’expression de TRPM7 entraine une 

augmentation de la voie TRAIL pro-apoptotique et du stress réticulaire dans les cellules 

attestaŶt d’uŶ ƌôle pƌoteĐteuƌ (Liu et al., 2012, Zhu et al., 2014). L’eŶtƌée de Mg2+ via ce 

ĐaŶal peƌŵet l’éliŵiŶatioŶ des produits de synthèse toxiques de la mélanine,  protégeant les 

mélanocytes de la nécrose (McNeill et al., 2007). Loƌs de l’hǇpoǆie Đéƌéďƌale, TRPM7 auƌait 

un rôle protecteur des neurones contre le stress oxydatif (Aarts et al., 2003). 

A l’iŶǀeƌse, d’autƌes études montrent un rôle pro-apoptotique de TRPM7 par différentes 

approches. Dans les neurones PC-12, le knockdown de TRPPM7 va protéger les neurones de 

la mortalité induite par le LPS (lipopolysaccharide) (Nunez-Villena et al., 2011). Dans les 

cellules fiďƌoďlastiƋues, l’iŶhiďitioŶ de TRPM7 paƌ siRNA augmente la résistance aux agents 

pro-apoptotiques (doxorubicine, cyclohéximide, staurosporine) en entrainant une 

diminution du Mg2+ cytosolique, du stress oxydant, de l’aĐtiǀatioŶ de la p38 MAPK et de la 

JNK ainsi que de la caspase 3 et de PARP (Chen et al., 2012). Le domaine kinase, séparé du 

canal par la caspase 8 ayant clivé le résidu D1510, va activer la voie pro-apoptotique 

impliquant Fas dans les lymphocytes T (Desai et al., 2012). Le rôle pro-apoptotique de la 

kinase en interagissant avec un complexe annexine 1-myosine IIA a également été démontré 

dans les neurones (Zhao et al., 2015). TRPM7 est égaleŵeŶt iŵpliƋué daŶs d’autƌes tǇpes de 

mort cellulaire telles que la néĐƌoptose ou l’autophagie dépeŶdaŶtes du Ca2+ dans les 

cellules HEK-293 (Cai et al., 2014, Oh et al., 2015).  
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4.3. Prolifération 

Les Đellules eŶ Đultuƌe Ƌui Ŷ’eǆpƌiŵeŶt plus TRPM7 Ŷe pƌolifğƌeŶt plus, Đe Ƌui ŵoŶtƌe soŶ 

rôle important dans la croissance cellulaire (Runnels et al., 2001, Schmitz et al., 2003). Une 

supplémentation en Mg2+ permet la prolifération des cellules TRPM7-/- indiquant le rôle 

prépondérant de cet ion (Schmitz, et al. 2003). Dans les ostéoblastes, la diminution de la 

concentration extracellulaire en Mg2+ et Ca2+ diminue la prolifération et augmente 

l’eǆpƌessioŶ de TRPM7 pouƌ ŵaiŶteŶiƌ uŶe hoŵéostasie ioŶiƋue iŶtƌaĐellulaiƌe ĐoƌƌeĐte. 

L’iŶhiďitioŶ de l’eǆpƌessioŶ de TRPM7 paƌ siRNA ǀa pƌéǀeŶiƌ l’iŶfluǆ de Đes ioŶs daŶs la 

cellule (Abed et al., 2007). Lors du développement du pancréas chez le poisson zèbre, la 

prolifération est diminuée suite à des mutations de TRPM7. Cet effet est restauré par un 

ajout de Mg2+ et implique Socs3a (Yee et al., 2011). Le blocage pharmacologique de TRPM7 

va diminuer la prolifération dépendante du Mg2+ dans les lymphocytes T (Zierler et al., 

2011). Une autre approche par inhibition stable de TRPM7 donne des résultats similaires sur 

la pƌoliféƌatioŶ et l’effet du Mg2+ est confirmé. En effet, la prolifération est restaurée de 

façon coŵplğte paƌ l’ajout de Mg2+ extracellulaire ou incomplète via l’eǆpƌessioŶ d’uŶ ĐaŶal 

avec une kinase inactive qui présente une sensibilité différente au Mg2+  (Sahni et al., 2008). 

Le Mg2+ joue un rôle égalemeŶt daŶs l’aŶgiogeŶğse ƌésultaŶt de la prolifération des cellules 

endothéliales en affectant la progression dans le cycle cellulaire. L’inhibition de TRPM7 

mime les effets d’uŶe défiĐieŶĐe eŶ Mg2+ et limite cette prolifération (Baldoli et al., 2012). La 

compensation de la diminution de la prolifération suite au déficit de TRPM7 peut se faire par 

l’expression de transporteurs de Mg2+ : SLC41A1 (Mandt et al., 2011), SLC41A2 (Sahni et al., 

2007) et MagT1 (Deason-Towne et al., 2011). 

Dans d’autƌes études, l’ajout de Mg2+ ne permet pas de revenir à une prolifération normale, 

coŵŵe paƌ eǆeŵple daŶs les astƌoĐǇtes Ŷ’eǆpƌiŵaŶt plus TRPM7 (Zeng et al., 2015). Dans 

les ŵaĐƌophages, l’aĐtiǀité canalaire de TRPM7, plus importante dans les cellules anti 

inflammatoires M2, est impliquée dans la prolifération induite par IL4 (Schilling et al., 2014). 

Dans les cellules HUVEC, l’iŶhiďitioŶ de TRPM7 diŵiŶue le courant entrant de cations et la 

prolifération via la voie ERK et la pƌoduĐtioŶ d’oǆǇde ŶitƌiƋue (Inoue et al., 2009). Une 

coopération des courants calciques ICRAC et générés par TRPM7 permet de réguler la 

progression des mastocytes dans le cycle cellulaire (Tani et al., 2007). TRPM7 influence 

également le développement du système cardiovasculaire. En effet, il régule la prolifération 
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liée à l’hǇpeƌglǇĐéŵie daŶs les Đellules ŵusĐulaiƌes lisses vasculaires en interaction avec les 

ROS et la voie ERK (Yang et al., 2017). La prolifération des adipocytes et la différenciation des 

fibroblastes cardiaques induites paƌ l’aŶgioteŶsiŶe II impliquent TRPM7 (Chen et al., 2014, Li 

et al., 2017). La kinase de TRPM7 serait impliquée dans la prolifération des lymphocytes de 

souris avec un mécanisme incluant le Ca2+, le Mg2+ et les courants SOC (Beesetty et al., 

2018). 

4.4. Adhésion cellulaire 

La surexpression de TRPM7 dans les cellules HEK-293 entraine un décollement cellulaire suivi 

d’uŶe importante mortalité cellulaire (Nadler et al., 2001). Ce déĐolleŵeŶt Ŷ’est pas dû à 

une cytotoxicité mais à l’aĐtiǀatioŶ de la ŵ-calpaïne impliquée dans le détachement. En 

effet, Đe ĐhaŶgeŵeŶt d’adhésioŶ seƌait dû à uŶe eŶtƌée de cations par TRPM7 qui serait 

ƌeĐƌuté au Ŷiǀeau des Đoŵpleǆes d’adhésioŶ foĐaux à la suite d’uŶ sigŶal encore inconnu. 

Cette entrée entrainerait une augmentation localisée de Mg2+ et surtout du Ca2+ cytosolique 

qui active la m-calpaïne (Su et al., 2006). Dans une autre étude, il Ŷ’est pas déĐƌit la ŶéĐessité 

des cations daŶs l’aĐtiǀatioŶ de la m-calpaïne. L’aĐtiǀatioŶ iŵpliƋue les ROS et l’oǆǇde 

nitrique produits suite à un stress oxydatif dans des cellules surexprimant TRPM7. Ces 

molécules seraient responsables eŶ paƌtie de l’aĐtiǀatioŶ de la ŵ-ĐalpaïŶe et de l’aĐtiǀatioŶ 

de la p38 MAPK et de la JNK qui entrainent uŶe peƌte d’adhésioŶ (Su et al., 2010). La 

bradykinine stimulant TRPM7 entraine une augmentation de la concentration cytosolique de 

Ca2+ et l’autophosphoƌǇlatioŶ de soŶ doŵaiŶe kiŶase. EŶsuite, la kiŶase de TRPM7 iŶteƌagit 

avec les filaments de myosine IIA. Leur phosphorylation conduit à une stabilisation du 

cytosquelette et la mise en place de podosomes (Clark et al., 2006). Dans les cellules 

ǀasĐulaiƌes eŶdothéliales, l’iŶhiďitioŶ de TRPM7 ǀa diŵiŶueƌ l’adhésioŶ Đellulaiƌe eŶtƌaiŶaŶt 

une diminution de la migration nécessaire à la formation des vaisseaux sanguins par une 

voie impliquant ERK et la chaine légère de la myosine (Zeng et al., 2015).  

4.5. Migration cellulaire 

La désorganisation du cytosquelette permet dans un premier teŵps uŶe peƌte d’adhésioŶ 

puis la migration cellulaire. Cette désorganisation peut se faire en réponse à des pressions 

extracellulaires appliquées à la membrane qui activent TRPM7. Le canal active ensuite des 

protéines impliquées dans la migration dans des zones où le Ca2+ est présent en grande 
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quantité (Clark et al., 1987). Une autre étude corrobore ce rôle de par la localisation 

spéĐifiƋue de TRPM7 au Ŷiǀeau de l’uƌopode des lymphocytes T migratoires (Kuras et al., 

2012). De plus, soŶ iŶhiďitioŶ eŶtƌaiŶe uŶ défaut d’aĐtiǀatioŶ des pƌotéiŶes ŵigƌatoiƌes ƌaĐ 

et cdc42 qui est restaurée par sa surexpression ou par une entrée de Mg2+ suite à 

l’expression hétérologue de SLC41A2 dans les fibroblastes (Su et al., 2011). La modulation 

pharmacologique de TRPM7 par la bradykinine et le 2-APB démontre son rôle dans la 

migration dans deux modèles cellulaires : les astrocytes et les cellules musculaires 

vasculaires (Yogi et al., 2009, Zeng et al., 2015).  

 

5. ROLE EN PATHOLOGIE  

La description des rôles de TRPM7 eŶ pathologie s’est ĐoŶĐeŶtƌée notamment sur les 

fonctions cérébrale et cardiaque (Paravicini et al., 2012, Visser et al., 2014). Par exemple, 

l’iŶduĐtioŶ Đhiŵique de la maladie de Parkinson, par exposition à la 6 hydroxydopamine, 

serait prévenue grâce à la surexpression du microRNA 22 neuroprotecteur. Ce microRNA 

agiƌait eŶ diŵiŶuaŶt l’eǆpression de TRPM7 (Yang et al., 2016). Ce canal est impliqué 

égaleŵeŶt daŶs l’hǇpoǆie et l’isĐhéŵie neuronale qui sont des causes de 

neurodégénérescence impliquée dans les démences d’oƌigiŶes vasculaires qui représentent 

30% des maladies neurodégénératives (Aquino et al., 2013). UŶe étude ŵoŶtƌe Ƌue l’aŶoǆie 

daŶs les ŶeuƌoŶes de l’hippoĐaŵpe iŶduit un influx magnésique via TRPM7 (Zhang et al., 

2011). Un autre microRNA, le 135a, protègerait in vivo de la fibrose cardiaque où TRPM7, le 

collagène de type I, et l’αSMA sont surexprimés (Wu et al., 2018). 

Des mutations du canal ont été identifiées comme participant à certaines pathologies qui 

sont qualifiées du terme canalopathies comme par exemple la sclérose latérale ou la maladie 

de parkinson de type G (Hermosura, et al. 2005). TRPM7 muté est impliqué également dans 

le déǀeloppeŵeŶt d’uŶ ŵaĐƌothƌoŵďoĐǇtopéŶie Đhez l’hoŵŵe et la souƌis (Stritt et al., 

2016). 

Au niveau cellulaire, TRPM7 est impliqué dans processus physiologiques (développement, 

différenciation, prolifération, migration, adhésion) qui vont permettent la formation et le 

fonctionnement normal des organes. Ces mêmes mécanismes peuvent être dérégulés lors 

de pathologies comme le cancer. Nous nous y intéressons plus particulièrement car TRPM7 

est surexprimé dans plusieurs cancers en corrélation avec des paramètres cliniques (Tableau 
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9). Ces cancers sont considérés comme des oncocanalopathies car l’iŵpliĐatioŶ du ĐaŶal est 

exploré au-delà des modèles in vitro sur des tissus du patients ou in vivo (Prevarskaya et al., 

2018). L’appoƌt des connaissances sur son implication dans les mécanismes permettant le 

développement du cancer depuis sa découverte en 2001 est croissant. Au niveau des 

mécanismes, la fonction canalaire paƌ la ŵodifiĐatioŶ de l’hoŵéostasie du Ca2+ et du Mg2+ 

ainsi que la fonction kinase peuvent être impliqués de manière dissociée ou associée. De 

plus, le ratio entre ces deux cations intra- ou extracellulaire peut être impliqué dans les 

mécanismes de cancérogénèse (Trapani et al., 2013). 

 

Tableau 9 : Corrélation de la surexpression de TRPM7  

dans les tissus cancéreux avec les paramètres cliniques 

(Gautier, et al. 2016). 

Cancer Corrélation entre la surexpression et les paramètres cliniques 

Corrélation inverse  

Sein Grade  

Potentiel mitotique  

Apparition des métastases et de microcalcifications 

Envahissement des ganglions lymphatiques 

Survie   

Nasopharynx Grade 

Apparition des métastases 

Survie 

Ovaire Survie 

Pancréas Grade et la taille de la tumeur primaire  

Apparition des métastases 

Survie 

 

5.1. Prolifération 

La prolifération des cellules cancéreuses est indispensable au développement de la tumeur 

primaire et implique TRPM7 par différentes voies de signalisation sans préciser quelle partie 

du canal est impliquée comme dans les cancers touchant le cerveau (glioblastome et 

neuroblastome) (Chen et al., 2015, Chen et al., 2015, Leng et al., 2017, Liu et al., 2014). Dans 
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le carcinome rénal, TRPM7 est un biomarqueur de mauvais pronostic et est impliqué dans la 

prolifération in vitro paƌ la phosphoƌǇlatioŶ d’Akt et l’aĐtiǀatioŶ du faĐteuƌ de tƌaŶsĐƌiptioŶ 

FOXO1 (Zhao et al., 2018). DaŶs uŶ autƌe ŵodğle Đellulaiƌe de ĐaƌĐiŶoŵe ƌéŶal, l’iŶhiďitioŶ 

de TRPM7 eŶtƌaiŶe uŶe ŵodifiĐatioŶ des pƌotéiŶes eŶ faǀeuƌ d’uŶ ƌetouƌ ǀeƌs uŶ phéŶotǇpe 

épithélial, augŵeŶte la pƌoduĐtioŶ des ROS et l’apoptose Đouplé à uŶ aƌƌêt du cycle cellulaire 

en G0-G1. In vivo, l’iŶhiďitioŶ de TRPM7 eŶtƌaiŶe uŶe ĐƌoissaŶĐe plus faiďle des tuŵeuƌs 

chez des souris immunodéprimées (Cao et al., 2016).  

Dans les cellules cancéreuses mammaires exprimant les ER (Estrogen Receptor), TRPM7 via 

un influx calcique va réguler la prolifération (Guilbert et al., 2009). L’iŶhiďitioŶ de TRPM7 

dans les cellules cancéreuses du pharynx et de la thyroïde diminue également la 

prolifération dépendante du Ca2+ (Jiang et al., 2007). Dans le cancer du pharynx, la  

régulation de la prolifération par TRPM7 implique la protéine Rb qui participe à la régulation 

du cycle cellulaire et une activation de la voie de signalisation impliquant STAT3 (signal 

transducers and activators of Transcription 3) (Dou et al., 2013, Qin et al., 2016). Dans le 

cancer de la prostate, TRPM7 permet un influx calcique en réponse à une augmentation du 

ratio Ca2+/Mg2+ extracellulaire qui permet la prolifération des cellules cancéreuses via la voie 

ERK/Akt (Sun et al., 2013, Sun et al., 2014). Dans le rétinoblastome, TRPM7 régule la 

prolifération cellulaire par sa perméabilité au Ca2+ et impacte le passage de la phase G1 à S 

du cycle cellulaire (Hanano et al., 2004).  

TRPM7 peut réguler les mécanismes de cancérogénèse via la ƌégulatioŶ de l’hoŵéostasie 

magnésique. Dans les adénocarcinomes gastriques, l’iŶhiďitioŶ de TRPM7 par siRNA montre 

une diminution de la survie cellulaire et de la prolifération qui est restaurée par une 

supplémentation en Mg2+ (Kim et al., 2008). Ce résultat est retrouvé dans un modèle 

d’adéŶoĐaƌĐiŶoŵe paŶĐréatique (Yee et al., 2011). TRPM7 est impliqué dans la prolifération 

dépendante du Mg2+ dans les cellules cancéreuses de colon (Huang et al., 2017). La 

différence de sensibilité à la doxorubicine des cellules de cancer colorectal est due à une 

modification des expressions des canaux magnésiques TRPM7 et MagT1 impactant leur 

prolifération et les mécanismes de détoxification (Cazzaniga et al., 2017).  

5.2. Migration / Invasion 

Le rôle de TRPM7 ne se limite pas à la prolifération et va jouer en plus sur les mécanismes de 

migration et d’iŶǀasioŶ cancéreuses (Cao et al., 2016, Gao et al., 2017, Luo et al., 2016, Sun 
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et al., 2014, Wong et al., 2017). Via l’eŶtƌée de Ca2+ par un courant CICR (calcium-induced 

calcium release) couplant TRPM7 et les récepteurs à la ryanodine du réticulum 

endoplasmique, il régule la migration des cellules cancéreuses du nasopharynx (Chen et al., 

2010). L’eǆpƌessioŶ de TRPM7, stimulée par le cholestérol dans les cellules cancéreuses 

prostatiques, promeut la migration des cellules via une diminution du marqueur épithélial E-

cadhérine et une augmentation de l’aĐtiǀité de la ŵ-calpaïne (Sun et al., 2014). Plus 

récemment, la même équipe a montré uŶe iŶduĐtioŶ de l’EMT TRPM7 dépendante sur un 

modèle de cellules cancéreuses prostatiques stimulées paƌ le TGFβ. De plus, dans ce modèle, 

la ŵigƌatioŶ est stiŵulée paƌ l’ajout de Mg2+ mais pas de Ca2+ (Sun et al., 2018).  

Le tableau 8 résume les cancers dans lesquels TRPM7 est impliqué plus précisément dans 

l’iŶǀasioŶ Đellulaiƌe. TRPM7, dans les cellules de neuroblastome murin, est impliqué dans la 

formation des invadopodes par un mécanisme indépendant de la formation de micro-

domaines riches en Ca2+ ou de la concentration calcique cytosolique (Visser et al., 2013). La 

kinase de TRPM7 via la phosphorylation de la myosine IIA participe à ce mécanisme (Clark et 

al., 2008). Ces difféƌeŶts ƌôles daŶs l’iŶǀasioŶ pouƌƌaieŶt faiƌe iŶteƌǀeŶiƌ TRPM7 paƌ sa 

ĐapaĐité à paƌtiĐipeƌ à la ƌégulatioŶ de l’hoŵéostasie ŵagŶésiƋue qui est décrite comme 

dérégulée dans le cancer. Dans le glioblastome, le Mg2+ est retrouvé sous sa forme lié en 

plus grande quantité entrainant une diminution du Mg2+ libre. Cette diminution conduisant à 

une levée de l’iŶhiďitioŶ de TRPM7 pouƌƌait joueƌ uŶ ƌôle daŶs l’iŶǀasioŶ Đellulaiƌe (Chandra 

et al., 2016). DaŶs les Đellules huŵaiŶes de ĐaƌĐiŶoŵe du ĐoloŶ, l’iŵageƌie ŵagŶésiƋue 

mesure un taux de Mg2+ libre cytosolique plus faible que la normale en-dessous de 0,3 mM 

(Castiglioni et al., 2015). In vivo, les souris ayant un régime pauvre en Mg2+ présentent des 

tumeurs primaires moins développées mais avec la présence de métastases en plus grandes 

quantités (Nasulewicz et al., 2004). On ne connait pas les mécanismes conduisant à la 

surexpression de TRPM7 (mutations, modification post-traductionnelles) ni son rôle dans 

l’iŶǀasioŶ Đellulaiƌe basale daŶs l’ACP.  
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PARTIE 4 : PROJET DE THESE 
 

1. IMPLICATION DE TRPM7 DANS LES MECANISMES METASTATIQUES DE 

L’ACP 

Le canal TRPM7 est une protéine transmembranaire ubiquitaire mais exprimée de manière 

plus importante dans les organes où elle régule des mécanismes cellulaires physiologiques 

(survie, prolifération, migration et invasion) impliqués dans la fonction et le développement 

des organes. Il a été décrit que TRPM7 est impliqué dans le processus de développement 

normal du pancréas et il est surexprimé de manière aberrante dans les tumeurs d’ACP, la 

forme la plus fréquente du cancer du pancréas (Rybarczyk et al. 2012, Yee et al. 2011).  

OŶ peut doŶĐ éŵettƌe l’hǇpothğse Ƌue TRPM7 pouƌƌait iŶteƌǀeŶiƌ daŶs des ŵéĐanismes 

intervenant dans le développement physiologique du pancréas mais qui dans un cadre 

pathologique du cancer se trouvent dérégulés. Dans les modèles cellulaires cancéreux 

pancréatiques non métastatiques BxPC-3 Kras sauvage et PANC-1 et Kras muté, le rôle de 

TRPM7 a été démontré dans la prolifération Mg2+ dépendante (Yee et al. 2011). Le blocage 

de la prolifération serait dû au déĐleŶĐheŵeŶt d’uŶe sénescence cellulaire. De plus, les 

cellules sont plus sensibles à un agent chimiothérapique, le gemcitabine, prouvant que 

TRPM7 est impliqué dans les mécanismes de survie cellulaire (Yee et al., 2012).  

Au laboratoire, nous avons démontré que le canal TRPM7 est fonctionnel dans la lignée 

BxPC-3. La diŵiŶutioŶ d’eǆpƌessioŶ de TRPM7 induit une baisse de la concentration 

cytosolique en Mg2+ mais saŶs ŵodifiĐatioŶ de l’hoŵéostasie ĐalĐiƋue. En parallèle, nous 

avons observé que son inhibition perturbe la migration Mg2+ dépendante (Rybarczyk et al., 

2012). L’ACP étaŶt tƌğs ŵétastatiƋue, Ŷous Ŷous iŶtéƌessoŶs plus paƌticulièrement à 

l’iŶǀasioŶ Ƌui est uŶ faĐteuƌ liŵitaŶt Đapital pouƌ la pƌogƌessioŶ ĐaŶĐéƌeuse. Pouƌ étudieƌ 

l’iŶǀasioŶ, Ŷous alloŶs utiliseƌ les modèles cellulaires PANC-1 et Mia PaCa-2 plus 

indifférenciés correspondant à des cancers de grade 3. La lignée MIA PaCa-2 est la lignée 

dérivée de cancer pancréatique  la plus indifférenciée et possédant une capacité 

métastatique in vivo (Suemizu et al., 2007). Les résultats de Yee en 2015, montrent que 

TRPM7 est iŵpliƋué daŶs l’iŶǀasioŶ de la lignée MIA PaCa-2 stimulée par un gradient de 

séƌuŵ de ǀeau fœtal ;Yee et al., 20ϭϱͿ.   
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2. IMPLICATION DE TRPM7 DANS UN AUTRE MODELE DE CELLULES 

INVASIVES STIMULEES PAR LE CD
2+

 

La pollution environnementale est un facteur de risque pour le développement de maladies 

non-transmissibles. Parmi elles sont retrouvées majoritairement des maladies 

cardiovasculaires, respiratoires et également le cancer. Cette pathologie est provoquée par 

des mutations génétiques héréditaires ou déclenchées par des cancérogènes auxquels nous 

sommes exposés. Les expositions contrôlables sont liées à notre hygiène de vie. 40 % des 

cancers pourraient être évités en la modifiant par exemple en ne fumant pas, en limitant sa 

ĐoŶsoŵŵatioŶ d’alĐool et l’exposition au soleil (données OMS, 2017). Concernant le cancer 

du pancréas,  l’aƌƌġt du taďaĐ depuis ϭ à ϭ0 ans abaisse le risque de 2,2 à 1,64 et depuis 15 à 

20 ans à 1,12 (Wolfgang et al., 2013). Les expositions non contrôlables aux polluants sont 

plus difficilement étudiables de par leur complexité car nous sommes rarement exposés à un 

seul polluant au cours de notre vie. De plus, les effets des faibles doses ou des expositions 

sur des temps longs sont mal connus. Néanmoins, les apports des modèles animaux et les 

études épidémiologiques donnent des arguments démontant une relation cause-effet 

probable. Les experts du CIRC (Centre International de Recherche sur le Cancer) ont conclu 

en 2013 sur la carcinogénicité de la pollution atmosphérique. Concernant la pollution des 

sols, la même année, le CIRC conclut à de fortes pƌésoŵptioŶs eŶtƌe l’eǆpositioŶ 

professionnelle à des pesticides et certains types de cancers (INCA, 2018). En France, plus 

particulièrement dans les régions de Nord, il existe un parallèle entre la pollution des sols et 

la mortalité par cancer (Figure 32). 
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Figure 32 : Parallèle entre la répartition des sites et sols pollués  et la mortalité par cancer 

en France métropolitaine (Modifié d’apƌğs BASOL et INSEE, doŶŶées de 20ϭϱ et 20ϭ2 
respectivement). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 33 : Répartition des différentes familles de polluants dans les sites contaminés 

(BASOL, 2015). 
 

Dans les sites pollués, la moitié des polluants détectés dans les sols et les nappes 

phréatiques sont les hydrocarbures, les métaux et métalloïdes (Figure 33). Parmi le groupe 

des métaux se trouve le Cd2+, classé comme carcinogène probable paƌ l’IARC ;International 

Agency for Research on Cancer) depuis 1993. Le cadmium est produit notamment par les 

industries métallurgiques, plasturgiques, les chantiers navals et se retrouve dans les 

batteries (Luevano et al., 2014). Il peut également se lier aux ions phosphates présents dans 
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les pestiĐides et les eŶgƌais phosphatés et aiŶsi ĐoŶtaŵiŶeƌ l’eau et les sols et se retrouver 

daŶs l’eau de ďoissoŶ et la Ŷourriture. Ce polluant peut aussi être absorbé lors de la 

consommation de cigarette (une cigarette contient 2 µg de Cd2+). 

Les études épidémiologiques démontrent un rôle carcinogène du Cd2+ dans les cancers 

professionnelles du poumon, de la prostate et dans les cancers du sein et du pancréas 

(Garcia-Esquinas et al., 2014, Li et al., 2011, Strumylaite et al., 2014, Van Maele-Fabry et al., 

2016). Chez les patieŶtes atteiŶtes d’uŶ ĐaŶĐeƌ du seiŶ, les ĐoŶĐeŶtƌatioŶs eŶ Cd2+ sont plus 

élevées dans les tissus cancéreux comparés aux tissus sains et également dans le sang et les 

urines, ce qui montre une bioaccumulation importante. Cette bioaccumulation est due à une 

absence de métabolisation et à la demi-vie supérieure à 10 ans du Cd2+. Ce polluant est un 

métallo-œstrogène classé parmi les perturbateurs endocriniens. Il est en effet capable de 

ŵiŵeƌ les œstƌogğŶes et d’activer les récepteurs hormonaux ERα. Cette activation des ER 

entraine un développement exacerbé de la glaŶde ŵaŵŵaiƌe et de l’utéƌus in vivo ou de 

cellules cancéreuses mammaires in vitro (Byrne et al., 2013, Johnson et al., 2003, Stoica et 

al., 2000). Suƌ d’autƌes ŵodğles Đellulaiƌes Ŷ’eǆpƌiŵaŶt pas les ER ;seiŶ, paŶĐƌéas et 

poumon), l’exposition au Cd2+ transforme les cellules épithéliales. Au cours de cette 

transformation, les cellules deviennent invasives en secrétant plus de MMPs (Benbrahim-

Tallaa et al., 2009, Person et al., 2013, Qu et al., 2012). 

L’eǆpƌessioŶ et l’aĐtiǀité des canaux ioniques peuvent être perturbées par les polluants 

environnementaux entrainant la perturbation de mécanismes qui pourrait conduire au 

déǀeloppeŵeŶt d’uŶ ĐaŶĐeƌ (Restrepo-Angulo et al., 2010). In vivo, l’eǆpositioŶ de ŵusĐles 

lisses pulmonaires de rat à la fuŵée de Đigaƌette augŵeŶte l’eǆpƌessioŶ du ĐaŶal TRPM7 (Lin 

et al., 2016). Ce canal est perméable aux ions physiologiques mais également toxiques tels 

que le Cd2+(Monteilh-Zoller et al., 2003). Nous éŵettoŶs l’hǇpothğse Ƌue TRPM7 

ĐoŶstitueƌait uŶe ǀoie d’eŶtƌée de Đe polluaŶt Ƌui eŶtƌaiŶeƌait la tƌaŶsfoƌŵatioŶ des Đellules 

non-cancéreuses. Pour cette étude, nous nous intéressons aux effets sur la capacité invasive 

de cellules non-cancéreuses de pancréas et de sein exposées de manière chronique au Cd2+. 

TRPM7 est en effet iŵpliƋué daŶs l’iŶǀasioŶ des cellules cancéreuses mammaires in vitro et 

in vivo (Meng, et al. 2013, Clark, et al. 2006, Middelbeek, et al. 2012). De plus, dans les 

ďiopsies de ĐaŶĐeƌ du seiŶ, l’eǆpƌessioŶ de TRPM7 est Đoƌƌélée aǀeĐ l’iŶdeǆ de pƌoliféƌatioŶ 

(ki67) et la taille de la tumeur mammaire. Ce canal est un marqueur pronostic fiable 
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indépendant de la taille des tumeurs et de la présence de métastases (Clark et al., 2006, 

Middelbeek et al., 2012).  

3. OBJECTIF 

TRPM7 intervient dans le développement embryonnaire et dans le fonctionnement 

physiologique de plusieurs organes. Son rôle est démontré dans plusieurs processus de 

cancérogénèse via sa fonction canalaire ou kinase. Au laboratoire, nous travaillons sur 

l’adéŶoĐaƌĐiŶoŵe ĐaŶalaiƌe paŶĐƌéatiƋue doŶt le tauǆ de suƌǀie ƌeste tƌğs ďas. Ce pronostic 

sombre est dû notamment à une détection du cancer trop tardive souvent à un stade déjà 

métastatique. Nous cherchons donc à décortiquer les mécanismes impliquant TRPM7 dans la 

foƌŵatioŶ des ŵétastases et plus paƌtiĐuliğƌeŵeŶt l’iŶǀasioŶ Đellulaiƌe. TRPM7 est 

égaleŵeŶt peƌŵéaďle à d’autƌes ions non-essentiels tels que le Cd2+ dont des études 

épidémiologiques montrent un lien probable entre son exposition et le développement du 

cancer du sein et du pancréas. Parallèlement, nous étudierons le rôle de TRPM7 dans un 

autre modèle invasif induit paƌ l’eǆpositioŶ au Cd2+.  

 

Objectif de la thèse : comprendre le rôle de TRPM7 daŶs l’iŶvasioŶ des cellules 

d’adĠŶoĐaƌĐiŶoŵe ĐaŶalaiƌe paŶĐƌĠatiƋue et dans un autre modèle de cellules non-

cancéreuses ayant acquis un phénotype invasif induit par l’eǆpositioŶ au Cd
2+

. 
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1. CULTURE CELLULAIRE 

1.1. Modèles cellulaires et conditions de culture  

Les Đellules utilisées pƌoǀieŶŶeŶt de l’ATCC ;AŵeƌiĐaŶ TǇpe Cultuƌe ColleĐtioŶͿ. Elles soŶt 

manipulées en conditions stériles sous un poste de sécurité microbiologique de type II dans 

une salle de culture pour éviter tous risques de contaminations. Des tests de détection des 

mycoplasmes sont réalisés régulièrement. Les lignées MIA PaCa-2 et PANC-1 ont été isolées 

de carcinome pancréatique alors que les cellules hTERT-HPNE et MCF-10A constituent des 

modèles cellulaires épithéliaux non-cancéreux de pancréas et de sein. Les cellules sont 

cultivées dans leur milieu de culture spécifique et dans un incubateur à 37°C en atmosphère 

contrôlé (95 % d’aiƌ, ϱ % de CO2 et saturée en humidité) (Tableau 10). Les traitements 

chroniques avec le Cd2+ durent 40 semaines avec 2,5 µM pour MCF-10A et 29 semaines avec 

1 µM pour les hTERT-HPNE. 

Tableau 10 : Conditions de culture des lignées cellulaires. 

Nom de 

lignées 

Origine  Milieu de 

congélation 

Composition du milieu de culture (mL) 

( ) : concentrations des solutions  

MIA PaCa-2 Carcinome 
pancréatique  
Homme caucasien 
de 65 ans  

95% SVF – 5% 
DMSO 

-44,5 mL DMEM High Glucose  
-5 mL SVF  
-500 µL glutamine  
 
 PANC-1 Carcinome 

Epithéloïde 
pancréatique  
Homme caucasien 
de 56 ans  

95% SVF – 5% 
DMSO 

hTERT-HPNE Cellule épithéliale 
canalaire 
pancréatique non- 
cancéreuse 
Homme caucasien 
de 52 ans  

95% SVF – 5% 
DMSO 

-18,75 mL de DMEM 2X sans glucose 
-ϭϰ,2ϱ ŵL d’eau stéƌile de Đultuƌe 
-12,5 mL de milieu M3 base  
-2,5 mL de SVF 
-500 µL de glucose 
-500 µL de glutamine 
-1 mL de sodium bicarbonate 
-ϱ µL d’EGF ;ϭ00 µg/ŵLͿ 
-3,75 µL de puromycine 

MCF-10A Cellule épithéliale 
mammaire non- 
cancéreuse 
Femme 
caucasienne de 36 
ans 

92,5% SVF – 7,5% 
DMSO 

-44,23 mL DMEM F12 + glutamine  
-5 mL SVF 
-ϱ00 µL d’hǇdƌoǆǇĐoƌtisoŶe ;ϱ0 µg/ŵLͿ 
-2ϱ0 µL d’iŶsuliŶe ;2 ŵg/ŵLͿ 
-ϭ0 µl d’EGF ;ϭ00 µg/ŵLͿ 
-5 µL de toxine cholérique (1 mg/mL) 
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Les cellules sont conservées dans des cryotubes à -80°C dans 1 mL de milieu spécifique de 

congélation dont la composition est indiquée dans le Tableau 10.  

Le protocole de décongélation peƌŵet d’éǀiteƌ Ƌue le DMS0 (dimethylsulfoxide) présent à 

forte conĐeŶtƌatioŶ, Ŷ’eŶtƌaiŶe uŶe ŵoƌtalité Đellulaiƌe et gğŶe la ƌepƌise des cellules. Les 

étapes sont : décongélation du cryotube à température ambiante / reprise de la suspension 

cellulaire avec 9 mL de milieu de culture chauffé à 37°C / centrifugation 1500 rpm (round per 

minutes) 3 minutes / Reprise du culot dans du milieu neuf.  

1.2. Passage des cellules 

Un passage consiste à décoller les cellules adhérentes pré-confluentes (80 %) pour les 

réenseŵeŶĐeƌ daŶs d’autƌes ĐoŶteŶaŶts. Les cellules ne doivent pas subir un nombre de 

passage trop important afiŶ d’éǀiteƌ uŶe déƌiǀe phéŶotǇpiƋue et des réponses biologiques 

aléatoires. Toutes les solutions utilisées sont chauffées au bain-marie à 37°C afiŶ d’éǀiteƌ un 

choc thermique aux cellules. 

 Après retrait du milieu de culture appauvri, rinçage du tapis cellulaire avec 5 mL de 

PBS. 

 Incubation à 37°C des cellules avec 1 mL de trypsine-EDTA (ethylene diamine 

tetraacetic acid) (1,5 mL pour les MCF-10A) pendant 5 minutes (15 minutes pour les 

MCF-10A). 

 Ajout de 5 mL de milieu neuf Ƌui ǀa Ŷeutƌaliseƌ l’aĐtioŶ de la tƌǇpsiŶe par un excès de 

protéine. 

 Comptage des cellules en suspension homogène sur lame de Malassez (20 µL). Le 

nombre des cellules comptées est multiplié par 4 pour obtenir une concentration 

cellulaire / µL. Le nombre de cellules à ensemencer est divisé par la concentration 

pour obtenir un volume à prélever en microlitres.  

2. EVALUATION DE LA VIABILITE PAR LE TEST MTT 

Ce test peƌŵet d’éǀalueƌ la ǀiaďilité Đellulaiƌe eŶ ŵesuƌaŶt l’aĐtiǀité d’uŶe eŶzǇŵe 

mitochondriale, la succinate déshydrogénase. Cette enzyme est capable de transformer les 

sels de tétrazolium jaune du MTT (3-[4,5-dimethylthiazol-2yl-2,5-diphenyltetrazolium 

bromide) en cristaux bleu violet (le formazan) qui seront dissous dans du DMSO. L’iŶteŶsité 

de coloration mesurée au spectrophotomètre à 550 nm reflète le nombre de cellules 
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métaboliquement actives donc vivantes. Ce test peut être effectué dans plusieurs cas. Il sert 

d’eǆpéƌieŶĐe ĐoŶtƌôle lors de différents tests (invasion, zymographie) pour prouver que les 

variations observées ne sont pas dues à uŶe difféƌeŶĐe d’eŶseŵeŶĐeŵeŶt. Il permet 

également de mesurer la prolifération des cellules en réponse à des traitements.  

 Après élimination du milieu de culture, dépôt sur le tapis Đellulaiƌe de ϴ00 µL d’uŶe 

solution de MTT (0 ,5 mg/mL de MTT solubilisé dans du milieu de culture sans sérum 

de ǀeau fœtalͿ à l’oďsĐuƌité. 

 Incubation pendant 50 minutes à 37°C en atmosphère contrôlée. 

 Après retrait de la solution de MTT, solubilisation des cristaux de formazan avec 800 

µL de DMSO.  

 Répartition de 200 µL (4 puits - plaque 96 puits) pour lecture de la densité optique à 

550 nm. 

 

3. ETUDE DE LA MIGRATION ET DE L’INVASION CELLULAIRE EN CHAMBRE 

DE BOYDEN  

L’iŶǀasioŶ et la ŵigƌatioŶ Đellulaiƌe soŶt étudiées gƌâĐe à l’utilisatioŶ d’iŶseƌts appelés 

chambre de Boyden. Ils possèdent une membrane de polyethylène-téréphtalate (PET) 

percées de pores de 8 µM de diamètre. Cette ŵeŵďƌaŶe est ƌeĐouǀeƌte d’éléŵeŶts 

matriciels (Matrigel) pouƌ étudieƌ l’iŶǀasioŶ, ou non pour étudier la migration. Pouƌ l’étude 

de l’iŶǀasioŶ Đellulaiƌe, les iŶseƌts doiǀeŶt ġtƌe pƌépaƌés aǀaŶt d’ġtƌe eŶseŵeŶĐés. Le 

matériel utilisé et les solutions doivent être refroidis à 4°C pour éviter la polymérisation du 

Matrigel. Deux dépôts de solution de Matrigel dans les inserts (50 µg de Matrigel / mL de 

PBSͿ soŶt ƌéalisés à 2ϰ heuƌes d’iŶteƌǀalle. Les iŶseƌts peuǀeŶt ġtƌe ĐoŶseƌǀés à -20°C 

pendant 1 semaine. Les inserts doivent être réhydratés avec du milieu de culture sans sérum 

de ǀeau fœtal ;ϴ00 µL daŶs le ĐoŵpaƌtiŵeŶt inférieur et 200 µL dans le compartiment 

supéƌieuƌͿ 2 heuƌes aǀaŶt d’ġtƌe eŶseŵeŶĐés aǀeĐ les Đellules.  

La membrane de PET sépare le compartiment supérieur (où la suspension cellulaire sera 

déposée à raison de 40 000 cellules (MIA PaCa-2, MCF-10A) et 20 000 cellules (hTERT-HPNE)) 

du compartiment inférieur contenant du milieu de culture. La capacité migratoire et invasive 

est évaluée par comptage du nombre de cellules ayant traversé les pores de la membrane et 
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se ƌetƌouǀaŶt suƌ la faĐe iŶféƌieuƌe de l’iŶsert. Pour vérifier si la variation oďseƌǀée Ŷ’est pas 

due à un ensemencement différent des inserts, un test MTT est réalisé en parallèle.  

Apƌğs 2ϰ heuƌes d’iŶĐuďatioŶ en atmosphère contrôlée, les inserts sont colorés selon le 

protocole suivant : lavage au PBS (5 minutes) / fixation des cellules au méthanol sur la 

membrane PET (10 minutes) / coloration des cellules à l’héŵatoǆǇliŶe (5 minutes). Les 

iŶseƌts soŶt ƌiŶĐés deuǆ fois à l’eau. Apƌğs aǀoiƌ ƌetiƌé les Đellules daŶs le ĐoŵpaƌtiŵeŶt 

supérieur, les cellules ayant traversé sont comptées sous le microscope au grossissement 

x40 sur 20 Đhaŵps au ĐeŶtƌe de l’iŶseƌt. 

 

4.  BIOLOGIE MOLECULAIRE 

4.1. SuƌeǆpƌessioŶ et eǆtiŶĐtioŶ de l’eǆpƌessioŶ de gğŶes 

A. Production des plasmides de surexpression de TRPM7 

 Structure des plasmides  

Les plasmides permettant la surexpression de TRPM7 pƌoǀieŶŶeŶt d’uŶ doŶ du Pƌ A. 

SĐhaƌeŶďeƌg ;ChildƌeŶ’s Research Institute and University of WA, Seattle, Washington, USA) 

à Ƌui j’adƌesse ŵes plus siŶĐğƌes ƌeŵeƌĐieŵeŶts. Pour étudier le rôle de la kinase de TRPM7 

daŶs l’iŶǀasioŶ Đellulaiƌe, nous allons faire exprimer aux cellules différentes formes de 

TRPM7 de poisson zèbre : la forme sauvage (TRMP7 Wild type (WT)) et ne contenant plus le 

domaine kinase (TRPM7 delta kinase) (Figure 34). La protéine est fusionnée à une étiquette 

HA qui permettra sa détection grâce à un anticorps. Les différentes constructions sont 

clonées daŶs le ǀeĐteuƌ d’eǆpƌessioŶ pĐDNA ϰ/TO au Ŷiǀeau du site ŵultiple de ĐloŶage Ƌui 

peut être ouvert grâce à différentes enzymes listées sur la figure 34.  

 

 

 

 

 

 

Figure 34 : Constructions de TRPM7 utilisées et plasmide de surexpression. 

 

 ZF  
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 Transformation bactérienne 

Afin de produire des plasmides en grande quantité, une transformation bactérienne est 

effectuée. Cette première étape consiste à introduire le plasmide à produire dans des 

bactéries compétentes traitées par choc salin pour faciliter son incorporation. Elles se 

ŵultiplieƌoŶt eŶsuite eŶ dupliƋuaŶt leuƌ ADN ďaĐtéƌieŶ ŵais aussi l’ADN plasŵidiƋue. Le 

protocole consiste à mettre en contact pendant 30 minutes sur glace 100 µL de bactéries 

E.coli Top10 avec 50 nanogrammes (ng) de plasmide pcDNA 4/TO vide ou contenant TRPM7. 

Un contrôle positif de transfection utilise 0,1 ng de plasmide puc18. Ensuite, les bactéries 

suďisseŶt uŶ ĐhoĐ theƌŵiƋue. Apƌğs ϰϱ seĐoŶdes d’iŶĐuďatioŶ à ϰ2°C, elles soŶt plaĐées suƌ 

la glace pendant 2 minutes. 900 µl de milieu LB Browth à 37°C sont ajoutés à la suspension 

bactérienne qui est incubée 1 heures à 37°C sous agitation (250 rpm).  La suspension 

bactérienne est ensemencée dans des boites de Pétri contenant du milieu LB gélosé avec 

ϭ00 µg/ŵL d’aŵpiĐilliŶe. Le plasŵide ĐoŶteŶaŶt uŶ gğŶe de ƌésistaŶĐe à l’aŵpiĐilliŶe, les 

bactéries l’aǇaŶt iŶĐoƌpoƌé seƌoŶt séleĐtioŶŶées Đaƌ elles seront capables de pousser sur ce 

milieu gélosé. L’iŶĐuďatioŶ duƌe uŶe Ŷuit à ϯ7°C. Le leŶdeŵaiŶ, apƌğs aǀoiƌ ĐoŶtƌôlé la 

pƌéseŶĐe de ĐoloŶies daŶs le ĐoŶtƌôle positif, des ĐloŶes isolés soŶt pƌéleǀés à l’aide d’uŶ 

cône stérile et mis en culture dans 3 mL de milieu LB Browth contenant 50 µg/mL 

d’aŵpiĐilliŶe. 

 

 Extraction du plasmide  

Le plasmide est extrait et purifié à paƌtiƌ d’uŶe suspeŶsioŶ ďaĐtéƌieŶŶe avec le kit Quiagen 

Spin Miniprep. Un petit volume de suspension bactérienne (1,5 mL) est d’aďoƌd utilisé afin 

de sélectionner les clones positifs contenant le plasmide. Une fraction de ces suspensions 

bactériennes, pour les clones positifs, seront diluée au 500ième dans un grand volume de 

milieu (25 mL) afiŶ d’oďteŶiƌ uŶe ƋuaŶtité de plasŵide plus iŵpoƌtaŶte qui sera extraite avec 

le même kit.  

B. TeĐhŶiƋue de l’ARN iŶteƌfĠƌeŶĐe et tƌaŶsfeĐtioŶ Đellulaiƌe  
L’ARN iŶteƌféƌeŶĐe est uŶe teĐhŶiƋue Ƌui a pouƌ ďut de détƌuiƌe l’ARNŵ pour inhiber 

l’eǆpƌessioŶ de la pƌotéiŶe. Le siRNA est uŶe ŵoléĐule d’ARN douďle ďƌiŶ Ƌui va se fixer au 

Đoŵpleǆe RISC ĐoŶteŶaŶt uŶe eŶdoƌiďoŶuĐléase. Apƌğs destƌuĐtioŶ d’uŶ des deuǆ ďƌiŶs, le 

brin restant va guider le complexe sur son ARNm cible qui doit avoir une séquence 
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ĐoŵpléŵeŶtaiƌe au ďƌiŶ guide. L’ARNŵ Điďle seƌa eŶsuite détƌuit, induisant une extinction 

d’eǆpƌessioŶ de la pƌotéiŶe.  

L’éléĐtƌopoƌatioŶ est une technique de transfection permettant gƌâĐe à l’appliĐatioŶ d’uŶ 

choc électrique de créer des pores dans la membrane plasmique et de faire pénétrer les 

acides nucléiques. Dans nos études, nous utilisons des ARN interférent (siRNA) contrôle et 

ciblant un ARNm particulier ou des plasmides de surexpression vide et contenant TRPM7 

sauvage ou muté. Ces ŵoléĐules ǀoŶt eŶtƌaiŶeƌ uŶe ŵodifiĐatioŶ de l’eǆpƌessioŶ de TRPM7 

transitoire. Un shRNA ciblant TRPM7 ou contrôle ont également été utilisés. Un shRNA est 

uŶ ARN iŶteƌféƌeŶt, ĐoŶteŶu daŶs uŶ plasŵide, Ƌui ǀa s’iŶtégƌeƌ daŶs le géŶoŵe daŶs le ďut 

d’effeĐtueƌ uŶe eǆtiŶĐtioŶ staďle d’uŶe pƌotéiŶe.  

Pouƌ ƌéaliseƌ l’éléĐtƌopoƌatioŶ, une partie de la suspension cellulaire correspondant à une 

quantité de 1 millions de cellules est centrifugée 3 minutes à 1500 rpm. Le culot est 

resuspendu dans 100 µL de tampon de transfection contenant les acides nucléiques à 

transfecter. 

Les séquences des siRNA sont indiquées dans le tableau 11. La ƋuaŶtité utilisée d’ADN ou 

ARN à transfecter est de 2 µg. Le kit de transfection et les programmes d’éléctroporation 

(Amaxa) pour les lignées cellulaires sont décrits dans le tableau 12. 

Tableau 11 : Séquence des ARN interférents (siRNA). 

Gène ciblé (Fournisseur)  Séquence du siRNA ;5’ veƌs ϯ’Ϳ 
Control (ThermoFischer) CUGGACAUGGACCAAGUGGACUU 

 

TRPM7 (ThermoFischer) 
 

GUCUUGCCAUGAAAUACUCUU 
 

Hsp90alpha (kitQiagen) 
 

TGCACTGTAAGACGTATGTAA 
AACCCTGACCATTCCATTATT 

CAGAATGAAGGAGAACCAGAA 
ATGGCATGACAACTACTTTAA 

 

Tableau 12 : Description des kits et des programmes de transfection selon la lignée 

cellulaire. 

Lignées Kit (Amaxa) Programme 

MIA PaCa-2 L X-005 (PANC-1) 

hTERT HPNE L X-005 (PANC-1) 

MCF-10A L T-020 (MEF) 
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Les cellules ne doivent pas rester trop longtemps en contact avec le tampon qui est toxique. 

Les cellules dans le tampon de transfection avec les si/shRNA ou les plasmides à transfecter 

sont transférées dans une cuve de transfection. Apƌğs ϯ ŵiŶutes d’iŶĐuďatioŶ afiŶ Ƌue les 

molécules d’aĐides ŶuĐléiƋues se déposent sur la cellule, la cuve est mise dans 

l’éléĐtƌopoƌateuƌ. 900 µL de milieu de culture à 37°C sont ajoutés dans la cuve et les cellules 

sont mises à incuber 4 minutes à 37°C. Les cellules sont ensuite transférées dans un volume 

de milieu de culture à 37°C et sont reparties dans les différents contenants pour les 

expériences. Les transfections sont validées en RT-qPCR et Western Blot 48 heures après la 

transfection.  

4.2. EǆtƌaĐtioŶ d’ARN et PCR  

A. Extraction des ARN totaux 

L’eǆpƌessioŶ transcriptionnelle des gènes impliqués dans nos différentes expériences est 

évaluée qualitativement ou quantitativement en temps réel par RT-PCR (reverse 

transcription polymerase chain reaĐtioŶͿ. Ces teĐhŶiƋues ŶéĐessiteŶt l’oďteŶtioŶ d’ARN Ƌui 

seront rétrotranscrits en ADN complémentaire (ADNc) puis amplifiés par PCR.  

L’eǆtƌaĐtioŶ d’ARN s’effeĐtue à paƌtiƌ de Đellules rincées au PBS et conservées à -80°C selon 

deux formats : soit en tapis cellulaire dans des boites soit sous forme de culot de cellules 

dans des tubes. Les ARN sont extraits en utilisant le protocole commercial fourni avec le 

TriReagent (protocole décrit pour 1 mL de TriReagent) :  

 Nettoyage du matériel et de la paillasse avec la solution RNAse Away. 

 Ajout de 100 µL de 1-bromo-3-chloropropane sur les cellules sur glace (permettant 

de liŵiteƌ l’aĐtiǀité des RNAses). 

 Agitation au vortex et incubation à température ambiante pendant 3 minutes. 

 Centrifugation 15 minutes à 4°C 12000 rpm. 

 Récupération de la phase supérieure (sans prendre l’iŶteƌphase correspondant aux 

protéines). 

 Ajout de ϱ00 µL d’isopƌopaŶol ;pouƌ pƌéĐipiteƌ les ARN) sur glace, incubation de la 

solution pendant 8 minutes à température ambiante et mélange doucement par 

retournement 4 fois. 

 Centrifugation de 15 minutes à 4°C à 12000 rpm. 

 Laǀage du Đulot à l’éthaŶol 7ϱ %. 
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 Centrifugation de 5 minutes 4°C à 7500 rpm.  

 Retƌait de l’éthaŶol 70% et séĐhage à teŵpéƌatuƌe aŵďiaŶte ;jusƋu’à Đe Ƌue le Đulot 

passe d’uŶ Đouleuƌ ďlanche à translucide).  

 Repƌis du Đulot d’ARN daŶs de l’eau stérile sur glace. 

 Dosage de la ƋuaŶtité d’ARN (µg/µL suƌ ϭ µl d’éĐhaŶtilloŶ)  

 Conservation de l’éĐhaŶtilloŶ à -80°C 

B. Transcription inverse (RT) 

La réaction de transcription inverse correspond à la tƌaŶsfoƌŵatioŶ de l’ARN fragile en ADNc 

plus solide et amplifiable par PCR. La ƌéaĐtioŶ s’effeĐtue aǀeĐ 2 µg d’ARN. Le volume d’ARN 

pƌéleǀé est Đoŵplété jusƋu’à ϭϯ,20 µl avec de l’eau autoĐlaǀée dans un microtube dans la 

glace. Le volume réactionnel total étant de 20 µL, il reste 6,8 µL de mix à ajouter (dont la 

composition est indiquée dans le tableau 13). Les microtubes sont placés dans le 

thermocycleur pour la réaction de transcription inverse selon le protocole suivant : 25°C 

pendant 10 minutes (fixatioŶ des pƌiŵeƌs à l’ARNͿ - 37°C pendant 2 heures (réaction de 

polymérisation de l’ADNc) - 85°C pendant 5 minutes (arrêt de la réaction) - 15°C 

(conservation des échantillons). Les ADNc sont ensuite conservés à -20°C pour des longues 

durées. 

Tableau 13 : Composition du mix de transcription inverse. 

Composant du mix Volume par échantillon (µL) 

Polymérase 1  

Inhibiteur de RNAse 1  

Tampon de réaction (10X) 2  

Primers aléatoires (10X) 2  

Oligonucléotides (dNTPs) 0,8  

C. PCR qualitative 

La PCR qualitative peƌŵet d’étudieƌ si un gène est exprimé en amplifiaŶt l’ADNĐ foƌŵé à 

paƌtiƌ l’ARN. ϭ µL d’ADNĐ ŶoŶ dilué est déposé daŶs uŶ ŵiĐƌotuďe. Le ǀoluŵe ƌéaĐtioŶŶel 

étant de 50 µL, il reste 49 µL de mix (dont la composition est indiquée dans le tableau 14) à 

ajouter. Les pƌiŵeƌs peƌŵetteŶt d’eŶĐadƌeƌ le gğŶe d’iŶtéƌġt peƌŵettaŶt soŶ aŵplification 

spécifique (Tableau 15). Le microtube est ensuite placé dans le thermocycleur pour la 

ƌéaĐtioŶ de PCR de ϰ0 ĐǇĐles. Les étapes d’uŶ ĐǇĐle soŶt :  

 DénatuƌatioŶ de l’ADNc  double brin en simple brin : 94°C / 4 minutes et 94°C / 30 

secondes. 
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 Hybridation des primers : 58°C / 30 secondes.  

 Amplification du gène par la polymérase : 72°C / 45 secondes. 

 Fin du run de PCR (40 cycles) : 72°C / 4 minutes (conservation des échantillons à 15°C 

si besoin). 

 Dépôt de ϭ0 µL d’uŶ ŵélaŶge aŵpliĐoŶ + taŵpoŶ de Đhaƌge dans un gel contenant 

1,5 % d’agaƌose et ϯ % de BET (Bƌoŵuƌe d’EthǇdiuŵ – agent intercalent fluorescent 

de l’ADNͿ. 

 Migration pendant 15 minutes à 100 volts dans du tampon TEA 0,5 X. 

 Détection des amplicons sous lumière ultraviolette. 

Tableau 14 : Composition du mix de PCR qualitative. 

Composant du mix Volume par échantillon (µL) 

eau 36,2 

Tampon de réaction 10X (sans MgCl2) 5 

MgCl2 50 mM 1,5 

10 mM dNTPs mix 1 

Primer forward (5 µM) 2,5 

Primer reverse (5 µM) 2,5 

Taq polymerase 0,3 
 

Tableau 15 : Liste des primers. 

Gène SĠƋueŶĐes ;5’veƌs ϯ’Ϳ Taille de l’aŵpliĐoŶ ;ďpͿ 
TRPM7 R : CCGTTGGGCTCTGTTC 

F : AGTTCCAAGGACCCTC 
204 

TRPM7 ZF F : ACCAAAGCGGAAATGT 
R : GGCGTAGAACTTGCGTG 

212 

Actine F : CAGAGCAAGAGAGGCATCCT 
R : ACGTACATGGCTGGGGTG 

226 

Hsp90alpha ARNm 1 F : GCCTTCAGACAGAGCCAAGGT 
R : TCT TGGGTCTGGGTTTCCTCA 

101 

Hsp90alpha ARNm 2 F : CGTCAGTTGCTTCAGCGTCC 
R : TCAACTGGGCAATTTCTGCCT 

151 

 

D. PCR quantitative (qPCR) 

La PCR ƋuaŶtitatiǀe peƌŵet de ŵesuƌeƌ pƌéĐiséŵeŶt l’eǆpƌessioŶ du gğŶe gƌâĐe à l’oďteŶtioŶ 

d’uŶe ǀaleuƌ appelée Ct (cycle threshold) qui correspond au cycle où la fluorescence émise 

par le SyberGreen, l’iŶteƌĐalant fluoresĐeŶt s’iŶĐoƌpoƌaŶt daŶs l’ADN, est assez forte pour 

dépasser le seuil de déteĐtioŶ. Plus la ƋuaŶtité d’ADNĐ au départ est importante 
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(ĐoƌƌespoŶdaŶt à la ƋuaŶtité d’ARNm et doŶĐ l’eǆpƌessioŶ d’un gène), moins il faudra de 

cycle pour que la fluoƌesĐeŶĐe éŵise dépasse le seuil. L’eǆpƌessioŶ du gğŶe est doŶĐ 

inversement proportionnelle au Ct. Ce Ct ne doŶŶe pas de ĐoŶĐeŶtƌatioŶ d’ARN mais est 

Đoŵpaƌé à uŶe ĐoŶditioŶ ĐoŶtƌôle et peƌŵet d’oďteŶiƌ uŶ ƌappoƌt Ŷoƌŵalisé doŶt le ĐoŶtƌôle 

est fixé à 1. Ce Ct est égaleŵeŶt ƌappoƌté à uŶ Ct d’uŶ gğŶe de ƌéféƌeŶĐe doŶt l’eǆpƌessioŶ 

est staďle daŶs les difféƌeŶtes ĐoŶditioŶs ;peƌŵettaŶt de saǀoiƌ si la ŵġŵe ƋuaŶtité d’ADNc 

est déposée dans le puits en fonction des différentes conditions). 

2 µL d’ADNĐ dilué au ϭ/20 daŶs de l’eau autoĐlaǀée soŶt déposés dans une plaque 96 puits. 

Le volume réactionnel étant de 10 µL, il reste 8 µL de mix à ajouter dans la plaque (dont la 

composition est indiquée dans le tableau 16). Après avoir celé la plaque avec un film 

plastique pouƌ éǀiteƌ l’éǀapoƌatioŶ des éĐhaŶtilloŶs, elle est plaĐée daŶs le theƌŵoĐǇĐleuƌ 

QS5 pour la réaction de 45 cycles de PCR selon le protocole suivant (Figure 35). 

Tableau 16 : Composition du mix de PCR quantitative. 

Composant du mix Volume par échantillon (µL) 

eau 2 

Primer Forward (F) 10 µM 0,5 

Primer Reverse (R) 10 µM 0,5 

Master Mix 5 

 

 

Figure 35 : DesĐƌiptioŶ d’uŶ ĐǇĐle de ƌĠaĐtioŶ de PCR. 

Le cycle de PCR comprend plusieurs phases :  

 Activation de la polymérase (hold stage) : 95°C / 5 minutes.  

 AŵplifiĐatioŶ de l’ADN (PCR stage) : 45 cycles de 4 étapes.  
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 DéŶatuƌatioŶ de l’ADN douďle ďƌiŶ eŶ siŵple ďƌiŶ : 95°C / 10 secondes. 

 Hybridations des primers : 60°C / 15 secondes. 

 SǇŶthğse de l’aŵpliĐoŶ : 72°C / 20 secondes.  

 Mesure de la fluorescence en fin de cycle (mesure du Ct). 

 Obtention du pic de fusioŶ spéĐifiƋue de l’aŵpliĐoŶ ;ŵelt curve stage).   

 Dénaturation des ďƌiŶs d’ADN ŶéosǇŶthétisé : 95°C / 5 secondes. 

 ReŶatuƌatioŶ des ďƌiŶs d’ADN ŶéosǇŶthétisé : 60 °C / 1 minute. 

 HǇďƌidatioŶ pƌogƌessiǀe des ďƌiŶs d’ADN : augmentation de la température 

progressive jusƋu’à 97°C (détection continue de la fluorescence). 

 

La température de fusion correspond au moment où 50 % de l’ADN est douďle ďƌiŶ et où oŶ 

obtient uŶe Đhute de la fluoƌesĐeŶĐe et la déƌiǀée de Đette Đhute peƌŵet d’oďteŶiƌ uŶ piĐ de 

fusion spécifique de chaque amplicon. Pour pouvoir analyser des résultats de PCR, il 

faut que :  

 l’effiĐaĐité des pƌiŵeƌs soit située eŶtre 1,8 et 2. 

 la réaction de PCR n’est aŵplifié Ƌu’uŶ aŵpliĐoŶ paƌ Đouple de pƌiŵeƌs ;se tƌaduisaŶt 

par un seul pic de fusion). 

 le Ct du gğŶe daŶs le ĐoŶtƌôle Ŷégatif ;de l’eau à la plaĐe de l’éĐhaŶtilloŶ d’ADNc) soit 

nul ou très élevé.  

4.3. Modification de gènes par la technique des ciseaux moléculaires CRISPR/ 

Cas9 

A. Principe de la technique et stratégie 

Ce sǇstğŵe est déƌiǀé d’un système de défense bactérien contre les infections phagiques. Le 

ďaĐtéƌiophage ǀa iŶjeĐteƌ soŶ ADN daŶs la ďaĐtéƌie. L’ADN phagiƋue ĐoŶtieŶt des séƋueŶĐes 

particulières PAM (NGG). La bactérie va copier une courte séquence de l’ADN phagiƋue en 

aŵoŶt de la séƋueŶĐe PAM et l’iŶséƌeƌ soŶ géŶoŵe pouƌ gaƌdeƌ eŶ ŵéŵoiƌe l’iŶfestatioŶ. Si 

la bactérie est en contact une deuxième fois avec ce phage, elle va synthétiser des ARN 

coŵpléŵeŶtaiƌes de l’ADN phagiƋue. Pour dégrader l’ARN phagiƋue, Đet ARN 

complémentaire spécifique (single guide RNA) se couple à une ARN traceur qui va fixer la 

nucléase Cas9. La Cas9 effectue une coupure double brin et détruit l’ADN phagiƋue. Les 
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séquences PAM Ŷe soŶt pas pƌéseŶtes daŶs la ďaĐtéƌie pouƌ éǀiteƌ Ƌu’elle Ŷe dégƌade soŶ 

propre ADN. 

Au laboratoire, nous utilisons le système CRISPR/Cas9 pour ŵodifieƌ le géŶoŵe d’uŶe Đellule 

ǀiǀaŶte pouƌ Ǉ iŶtƌoduiƌe des ŵutatioŶs Ƌui ǀoŶt peƌŵettƌe d’iŶǀalideƌ un gène. L’ARN 

traceur (sur la figure 36 en bleu) guidant la cas9 est réuni artificiellement par une séquence 

en forme de boucle (GAAA) à un ARN spécifique de la séquence à détruire appelé single 

guide ARN (représenté en vert sur la figure 33 et dont on a définit la séquence de 23 

nucléotides). Ce système de coupure double brin ciblée stimule la recombinaison homologue 

eŶtƌe le géŶoŵe et le plasŵide. Il peƌŵet d’iŶtƌoduiƌe daŶs le géŶoŵe uŶe ŵutatioŶ ou uŶe 

séquence pour arrêter la transcription du gène notamment.  

 

Figure 36 : Schéma du système CRISPR/Cas9. 
L’ARN tƌaĐeuƌ peƌŵet de guider la nucléase Cas9. La séƋueŶĐe GAAA lie l’ARN tƌaĐeuƌ à uŶ 
séƋueŶĐe d’ARN spéĐifiƋue de la séƋueŶĐe où la Đoupuƌe douďle ďƌiŶ doit ġtƌe ƌéalisée 
(siŶgle guide RNAͿ. L’ARN tƌaĐeuƌ et l’ARN spéĐifiƋue ĐoŶstitue l’ARN guide ;siŶgle guide 
RNA). 

 

Le canal TRPM7 est impliqué dans les mécanismes de cancérogénèse et plus 

paƌtiĐuliğƌeŵeŶt ƌégule l’iŶǀasioŶ des Đellules ĐaŶĐéƌeuses pancréatiques. Mais nous ne 

savons pas quelle partie de la protéine est impliquée dans ce mécanisme. Nous émettons 

l’hǇpothğse Ƌue la kiŶase de TRPM7 seƌait iŵpliƋuée. Pour inhiber la fonction kinase de 

TRPM7, il Ŷ’existe que des modulateurs pharmacologiques peu spécifiques. La stratégie 

CRISPR/Cas9 vient en complément de la stratégie de surexpression de TRPM7 (WT ou delta 

kinase). En effet, la stƌatégie de suƌeǆpƌessioŶ Ŷ’est pas idéale Đaƌ la suƌeǆpƌessioŶ de 

protéines exogènes altère le fonctionnement de la cellule et peut entraîner une cytotoxicité. 

L’outil CRISPR-Đas9 Ŷous peƌŵettƌait d’iŶǀalideƌ diƌeĐteŵeŶt le doŵaiŶe kiŶase eŶdogğŶe 

dans les cellules cancéreuses selon la stratégie décrite en figure 37. 
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Figure 37: StƌatĠgie d’iŶvalidatioŶ du doŵaine kinase de TRPM7 par CRISPR/Cas9. 
Les zoŶes eŶ poiŶtillés ĐoƌƌespoŶdeŶt auǆ hoŵologies de séƋueŶĐe eŶtƌe l’ADN géŶoŵiƋue 
et le plasŵide d’hoŵologie Ƌui ǀoŶt peƌŵettƌe uŶe iŶseƌtioŶ du gğŶe de ƌésistaŶĐe à la 
puromycine contenant deux bases supplémentaires (NN) afin de conserver le cadre de 
lecture. La cassette contient un site doŶŶeuƌ d’épissage ;SAͿ Ƌui ǀa peƌŵettƌe de tƌaŶsĐƌiƌe 
le gène, un site T2A codant un peptide de clivage qui va permettre de former 2 protéines 
distinctes (TRPM7 et la protéine de résistance à la puromycine) et un terminateur de 
transcription (pA) qui permet la transcription de TRPM7 sans son domaine kinase. En clivant 
de paƌt et d’autƌe de la Đassette, la flippase ǀa peƌŵettƌe l’éliŵiŶatioŶ de la Đassette 
permettant la transcription de TRPM7 portant une mutation invalidante du domaine kinase 
(K1648R). 
 

Le doŵaiŶe kiŶase de TRPM7 est situé de la fiŶ de l’eǆoŶ ϯϰ jusƋu’à l’eǆoŶ ϯϴ. La Đoupuƌe 

douďle ďƌiŶ s’effeĐtue daŶs l’iŶtƌoŶ situé eŶtƌe l’eǆoŶ 33 et 34. Grâce aux homologies de 

séquences entre le génome et le plasmide d’hoŵologie, le gğŶe de ƌésistaŶĐe à la 

puƌoŵǇĐiŶe ;puƌoRͿ est iŶtégƌé daŶs le géŶoŵe. L’iŶĐoƌpoƌatioŶ de Đe gğŶe ǀa peƌŵettƌe de 

sélectionner les cellules mutées en les mettant en contact avec une concentration de 

puromycine létale pour les cellules non mutées. Deux nucléotides sont ajoutés dans la 

séquence de la casette de résistance à la puromycine (NN). Ces nucléotides permettent de 

ƌesteƌ eŶ phase aǀeĐ le Đadƌe de leĐtuƌe Ƌui se fait paƌ ĐodoŶ ;ϯ ďasesͿ Đaƌ l’eǆoŶ ϯϯ 

précédent se termine sur une seule base (N). Ainsi, quand on va insérer la cassette dans le 

génome, le cadre de lecture ne sera donc pas perturbé et la puromycine sera transcrite et 

tƌaduite. La Đassette iŶtégƌée au géŶoŵe ĐoŶtieŶt égaleŵeŶt uŶ site doŶŶeuƌ d’épissage 

(SA) qui va permettre de transcrire le gène, un site T2A codant pour un peptide de clivage 

qui va permettre de former 2 protéines distinctes (la protéine de résistance à la puromycine 
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et TRPM7). Elle contient également un terminateur de transcriptioŶ ;pAͿ Ƌui iŶdiƋue l’aƌƌġt 

de la transcription par la polymérase. Dans les cellules résistantes à la puromycine, le 

domaine kinase est délété (donc ni transcrit ni traduit). La cassette est entourée de sites 

cibles pour la flippase. La flippase coupe sur ses sites spécifiques et retire la cassette et 

peƌŵet d’eǆpƌiŵeƌ la kiŶase aǀeĐ uŶe ŵutatioŶ iŶǀalidaŶte ;ŵutatioŶ KϭϲϰϴR) qui est 

introduite dans le génome via le bras homologue droit (Schmitz et al., 2003).  

B. Design des outils moléculaires  

a. Bras homologues  

Le desigŶ s’effeĐtue eŶ se ďasaŶt suƌ la séƋueŶĐe géŶoŵiƋue huŵaiŶe de TRPM7. AǀaŶt de 

pouvoir commencer le design des outils, il faut avoir une idée de la stratégie et surtout de la 

localisation du site de coupure double brin qui doit se faire dans un intron pour éviter de 

perturber le cadre de lecture. Les bras homologues doivent respecter trois critères :  

 la distance minimum entre le site de coupure double brin et le début du bras 

homologue doit être de 100 nucléotides minimum. 

 la longueur du bras homologues doit être comprise entre 500 et 1000 paires de bases 

pouƌ faǀoƌiseƌ l’iŶĐoƌpoƌatioŶ de la Đassette daŶs le géŶoŵe.  

 la séquence du bras ne doit pas contenir de site pour les enzymes de restriction qui 

vont permettre de les extraite des plasmides commerciaux (sinon le bras homologue 

seƌa dégƌadé loƌs du ĐloŶageͿ. L’aŶalǇse des sites de ƌestƌiĐtioŶ se fait gƌâĐe au 

logiciel NEB cutter V2.0. Si on retrouve des sites dans les bras, 3 solutions sont 

possibles : décaler le bras homologues pour ne plus avoir le site de restriction, choisir 

une autre enzyme de restriction pour sortir le bras du plasmide commercial. Si les 

deux premières solutions ne sont pas possibles, il faut créer des sites de restriction 

dans les séquences des bras homologues par PCR. 

 

b. Single guide RNA 

Le single guide contient uŶe séƋueŶĐe d’ARN de 2ϯ ŶuĐléotides. Son design va permettre de 

cibler la séquence qui sera clivée par la ŶuĐléase Cas9. Le desigŶ s’effeĐtue gƌâĐe au logiĐiel 

CRISPOR. Après avoir copié dans la barre de recherche du site la séquence du site de 

coupure double brin, le logiciel va donner les différentes séquences PAM possibles 
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auxquelles s’aĐĐƌoĐhe la nucléase Đas9 daŶs le seŶs Ŷoƌŵal et iŶǀeƌse de leĐtuƌe de l’ADN 

;Đaƌ la Cas9 peut s’aĐĐƌoĐheƌ suƌ le ďƌiŶ daŶs le sens de lecture (forward) ou inverse 

(reverse)). Il faut ensuite choisir le single guide RNA parmi une liste avec un code couleur 

(vert, jaune et rouge) qui indique la qualité du single guide RNA. La Ƌualité s’éǀalue suƌ la 

plus faiďle pƌoďaďilité d’alleƌ Đoupeƌ à d’autƌes eŶdƌoits Ƌue Đelui ǀoulu daŶs la stƌatégie. 

Cette qualité prend en compte plusieurs facteurs :  

 Score de spécificité : la séquence visée ne se retrouvera pas ailleurs dans le génome 

(plus le score est haut, plus le guide est spécifique). 

 Prédiction des séquences off targets : ce score doit être le plus bas possible surtout 

daŶs les eǆoŶs ;il s’agit des pƌédiĐtioŶs de coupure possibles non désirées sur 

d’autƌes gğŶesͿ. 

 Fréquence des mutants : doit être en dessous de 5 % pour éviter de perturber 

l’iŶteƌaĐtioŶ eŶtƌe le guide et sa séƋueŶĐe Điďle à Đause de ŵutatioŶs. 

 Ratio efficacité de coupure (en pourcentage) doit être le plus haut possible. 

C. Production des outils moléculaires 

a. Protocoles utilisés pour la production des plasmides 

La transformation bactérienne est une étape essentielle qui va permettre dans un premier 

temps de produire en grande quantité les plasmides. La ƋuaŶtité d’ADN à iŶĐoƌpoƌeƌ dans 

les bactéries est différente pour un plasmide commercial et fabriqué au laboratoire. Pour un 

plasmide commercial, la quantité est de 100 ng correspondant à environ un volume de 1 µL. 

Pouƌ uŶ plasŵide ĐoŶstƌuit au laďoƌatoiƌe, plusieuƌs ŵiĐƌolitƌes d’ADN soŶt utilisés pouƌ 

augmenter la probabilité de faire rentrer le plasmide dans la bactérie (à cause d’uŶe taille 

plus importante comparé au plasmide commercial). Les plasmides sont extraits des bactéries 

grâce au kit fourni par Macherey-Nagel.  

 

La digestion des plasmides est utilisée dans différents cas : 

 Sortir les inserts contenus dans les plasmides commerciaux (par exemple pour sortir 

les bras homologues gauche et droit).  

 Récupérer les vecteurs ouverts pour ensuite les liguer avec les inserts (qui 

correspondent à la construction des outils). 
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La ƋuaŶtité d’ADN digéƌé dépeŶd de la taille du fƌagŵeŶt à récupérer comparée à la taille du 

vecteur qui le contient (entre 1 et 10 µg ǀoiƌe plus si oŶ Ŷ’aƌƌiǀe à ƌéĐupéƌeƌ assez d’ADNͿ. Si 

le fragment est petit, il faudra digérer plus d’ADN Đaƌ apƌğs la digestioŶ, la proportion du 

fragment à récupérer correspond à un faible pourcentage de la construction digérée. Pour 

effectuer la digestion, mélanger :  

 l’ADN à digéƌeƌ ;si le ǀoluŵe est tƌop grand on peut évaporer au bain-marie pour 

obtenir le volume souhaité). 

 le tampon des deux enzymes (10X, à diluer 10 fois dans le volume réactionnel total) 

Ƌui ǀoŶt Đoupeƌ l’iŶseƌt à gauĐhe et à dƌoite ;ĐhaƋue eŶzǇŵe possğde uŶ taŵpoŶ 

dans laquelle elle est la plus active – veillez à ce que le tampon utilisé soit compatible 

pour les deux enzymes sinon il faut le faire en deux étapes). 

 chaque enzyme (2 µL de chaque, doivent être diluées 2 fois pour être actives pour 

diluer le glycérol dans lequel elles sont conservées). Une unité enzymatique permet 

de digéƌeƌ ϭ µg d’ADN peŶdaŶt ϭ heuƌe à ϯ7°C. DoŶĐ pouƌ digéƌeƌ ϭ0 µg, les enzymes 

étant à 10 unités/µL, 1 µL suffit (2 µL sont ajoutés pouƌ s’assuƌeƌ de l’effiĐaĐité de la 

réaction). 

 de l’eau RNAses-DNases free (pour compléter jusƋu’à 20 µL, ǀoluŵe ƌéaĐtioŶŶel 

total).  

La digestion dure entre 1 et 2 heures à 37°C puis le produit de digestion est laissé à 

température ambiante. La totalité de la réaction de digestion est déposée dans un gel 

d’agaƌose ;ϭ %) contenant 3 % de BET. Le marqueur de taille et le plasmide non digéré sont 

également déposés. Les échantillons sont mélangés avec du tampon de charge pour les 

densifier et permettre leur dépôt. La migration dure 15-30 minutes à 150 volts. Une fois la 

ŵigƌatioŶ effeĐtuée, le ŵoƌĐeau de gel ĐoŶteŶaŶt le fƌagŵeŶt d’iŶtéƌġt est déĐoupé sous 

une lampe UV.  

 

L’eǆtƌaĐtioŶ des ADN plasmidiques ou des inserts à paƌtiƌ du gel d’agaƌose s’effeĐtue seloŶ 

le protocole suivant :  

 Dissoudre le gel dans un bain-marie à 60°C dans du tampon NT1 (200 µL pour 0,1 g 

de gelͿ jusƋu’à Đe Ƌue le taŵpoŶ ǀiƌe du ďleu au jauŶe. 

 Déposeƌ l’éĐhaŶtilloŶ suƌ uŶe ĐoloŶŶe ;peut ƌeteŶiƌ au ŵaǆiŵuŵ 2ϱ µg d’ADNͿ. 

 Centrifuger 11 000 g pendant 30 secondes. 
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 Laver la colonne deux fois avec 700 µl de tampon NT3 en centrifugeant 11 000 g 

pendant 30 secondes pour faire passer le liquide au travers de la colonne. 

 Centrifuger à 11 000 g pendant 2 minutes pour sécher la colonne. 

 Déposeƌ de l’eau Đhauffée à 60°C RNAses-DNases free pouƌ élueƌ d’ADN ƌetenu sur la 

colonne. 

 Après 1 minute d’atteŶte, ĐeŶtƌifugeƌ à ϭϭ 000 g pendant 2 minutes pour récupérer 

l’ADN daŶs uŶ tuďe pƌopƌe. 

 Mesurer la ƋuaŶtité d’ADN digéƌée et extraite du gel au spectrophotomètre. 

 

La ligation permet de construire les outils nécessaires à la stratégie CRISPR/Cas9 : le 

plasmide d’eǆpƌessioŶ contenant le single guide ARN et le plasmide d’hoŵologie ĐoŶteŶaŶt 

les bras homologues et la Đassette de ƌésistaŶĐe à la puƌoŵǇĐiŶe. La ƋuaŶtité d’ADN totale 

(vecteur + insert) est de 100 ng (voire 200 ng si la ligation échoue). La formule suivante est 

utilisée pouƌ ĐalĐuleƌ la ƋuaŶtité d’iŶseƌt à appoƌteƌ daŶs le ŵélaŶge pour augmenter la 

probabilité de succès de la ligation : [(ng de vecteur x taille insert (kb) )/taille vecteur (kb)]*3 

= ng d insert . Cette foƌŵule Ŷ’est pas pƌise eŶ Đoŵpte si le ǀeĐteuƌ est tƌğs petit. Paƌ 

exemple, pour faire rentrer le single guide ARN dans le vecteur, ϭ µL d’iŶseƌt et eŶǀiƌoŶ ϭ00 

ng de vecteur sont utilisés. La mélange réactionnel (20 µL environ) contient eŶ plus de l’ADN, 

du tampon de ligase 10X (à diluer ϭ0 foisͿ, la ligase ;ϭµLͿ et de l’eau. La ligase étaŶt aĐtiǀe à 

16°C, le tube est laissé 1 nuit à température ambiante. 

Deux réaction sont réalisés : uŶe aǀeĐ l’iŶseƌt ;ligatioŶͿ et saŶs l’insert (contrôle négatif) pour 

montrer que les colonies qui pousse sont bien celles qui ont intégré la casette et pas 

seulement le vecteur refermé sur lui-même. S’il Ǉ a pƌéseŶĐe de Ŷoŵďƌeuǆ fauǆ positif, le 

nombre de colonies à tester au séquençage pouƌ ǀéƌifieƌ la pƌéseŶĐe de l’iŶseƌt sera 

augmenté. 

 

Le séquençage peƌŵet de ǀéƌifieƌ l’iŶĐoƌpoƌatioŶ de l’iŶseƌt daŶs le ǀeĐteuƌ afiŶ de ǀalideƌ 

les clones et de lancer des maxi-cultures bactériennes pour récupérer le plasmide en grande 

quantité. Des dilutions des plasmides (30-50 ng de plasmide par µL) sont effectuées afin 

d’eŶǀoǇeƌ à la soĐiété GATC. Le séƋueŶçage deŵaŶdé est uŶ séƋueŶçage de SaŶgeƌ suƌ ADN 

purifié. Il faut renseigner ensuite des caractéristique sur le séquençage :  

 Taille du séquençage : < 5 Kb 



115 
 

 Indiquer uŶ poiŶt de dépaƌt au séƋueŶçage ;séleĐtioŶ d’uŶ pƌiŵeƌ spéĐifiƋue d’uŶe 

séquence contenue dans le plasmide). Ce choix est très important car il ne doit pas 

être trop loin de la séquence à vérifier pour être contenu dans les 5 kb ni trop près 

car les 30 premiers nucléotides entre le primer et le séquençage ne sont pas 

analysables. 

Pour valider les clones, le résultat du séquençage est ouvert dans le logiciel ApE, la séquence 

de l’iŶseƌt est ƌeŶseigŶée daŶs la ďaƌƌe de ƌeĐheƌĐhe pouƌ aligŶeƌ Đette séƋueŶĐe daŶs Đelle 

du plasmide séquencé. Si un alignement est trouvé, le clone bactérien est positif et contient 

le plasmide complet (insert + vecteur). UŶe autƌe ŵéthode pouƌ ǀéƌifieƌ l’iŶseƌtioŶ de l’iŶseƌt 

est possible. On peut effectuer une PCR avec une amorce sur le ǀeĐteuƌ et uŶe suƌ l’iŶseƌt.   

 

b. Génération des outils  

 GéŶératioŶ du plasŵide d’expressioŶ du siŶgle guide ARN et de la nucléase Cas9 

Le plasŵide d’eǆpƌessioŶ de la ŶuĐléase Cas9 est un plasmide commercial qui sera produit 

directement en grande quantité grâce à la transformation bactérienne. 

 

La molécule double brin du single guide ARN est produite selon le protocole suivant :  

 Phosphoryler les séquences simples brins 30 minutes à 37°C pour faciliter leur 

incorporation dans le vecteur déphosphorylé ;à l’aide d’uŶe kiŶase et de soŶ taŵpoŶ 

spécifique). 

 Générer le single guide ARN double brin en hybridant les séquences forward et 

reverse (dilués à 100 µM) en mélangeant 1 µl de chaque amorce à ϲ,ϱ µL d’eau, ϭ µL 

de tampon de ligase et 0,5 µL de ligase.  

 Chauffer le mélange 5 minutes à 95°C pour détruire les structures secondaires et les 

appariements partiels entre les séquences qui pourraient empêĐheƌ l’hǇďƌidatioŶ. 

 Arrêter le bloc chauffant et le laisser refƌoidiƌ leŶteŵeŶt jusƋu’à 25°C. La 

température va passer par la température optimale où les deux simples brins vont 

s’hǇďƌideƌ. 

 

Le single guide RNA va être clonée dans un vecteur Topo. Ce plasmide est une construction 

de Ŷos Đollaďoƌateuƌs à Lille à Ƌui j’adƌesse mes sincères remerciements. Ce plasmide 



116 
 

ĐoŶtieŶt uŶ site de ĐloŶage pouƌ l’eŶzǇŵe BďSI, il faut doŶĐ ajouteƌ auǆ eǆtƌéŵités du siŶgle 

guide RNA, les séquences complémentaires à celles générés dans le plasmide ouvert par 

BbSI pour que le single guide RNA s’iŶsğƌe daŶs le plasŵide paƌ complémentarité de leurs 

extrémités. Pour que le single guide RNA s’eǆpƌiŵe, il faut ƌajouteƌ uŶ G eŶtƌe l’eǆtƌéŵité 

cohésive de BbSI et la séquence de 23 nucléotides pour que la polymérase puisse se fixer sur 

le promoteur U6 et démarrer la transcription. La ďouĐle d’ADN peƌŵettaŶt de recruter la 

cas9 (ARN traceur) sera exprimé derrière la séquence spécifique du single guide ARN. 

 

Le single guide RNA est ligué dans le vecteur Topo selon le protocole suivant :  

 Effectuer la ligation entre l’iŶseƌt ;le single guide ARN double brin phosphorylé 

ĐoŶteŶaŶt les eǆtƌéŵités Đohésiǀes de l’eŶzǇŵe BďSI) et le vecteur Topo digéré par 

BbSI ;phosphoƌǇlé pouƌ éǀiteƌ Ƌu’il Ŷe se referme sui lui-même) (ne pas oublier 

d’effeĐtueƌ le ĐoŶtƌôle Ŷégatif saŶs iŶseƌtͿ 

 Transformer les bactéries avec le produit de ligation 

 Effectuer une mini-culture des clones isolés et séquencer leur ADN plasmidique  

 Effectuer une maxi-Đultuƌe d’uŶ ĐloŶe positif au séquençage  

 

 Génération du plasmide d’hoŵologie  

Le but est de construire un plasmide avec les deux bras homologues et la casette de 

résistance à la puromycine par clonage selon différentes étapes :   

 Amplifier les plasmides commerciaux et en extraite les inserts (bras homologues 

gauche et droit).  

 Amplifier le vecteur qui va contenir les deux bras homologues.  

 Obtenir le plasŵide d’hoŵologie contenant les deux bras homologues en clonant un 

bras à la fois.  

D. Transfection des clones 

Les cellules sont ensemencées en plaque 6 puits pour être à 50-70 % de confluence le 

lendemain (correspond à 300 000 cellules pour MIA PaCa-2 et 400 000 pour PANC-1). La 

transfection est réalisée 24 heuƌes apƌğs l’eŶseŵeŶĐeŵeŶt. La quantité de plasmide totale à 

transfecter grâce à la lipofectamine est de 2 µg par puits ;les solutioŶs d’ADN ĐoŶĐeŶtƌés 

sont dilués à des concentrations de 1 µg/µL pour ne pas pipeter des volumes trop faibles) :   
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 0,5 µg de plasmide exprimant la nucléase Cas9 couplé à la GFP (green fluorescent 

protein) ;Ƌui peƌŵettƌa d’oďseƌǀeƌ les Đellules tƌaŶsfeĐtées eŶ ǀeƌtͿ. 

 0,ϱ µg du plasŵide d’eǆpƌessioŶ du siŶgle guide RNA dirigé contre la kinase de 

TRPM7 ou la séquence AAVSI qui sert de contrôle négatif (le site AAVSI est un site 

Ŷatuƌel d’iŶseƌtioŶ de géŶoŵe ǀiƌal daŶs les Đellules euĐaƌǇotes loĐalisé daŶs l’iŶtƌoŶ 

du Đhƌoŵosoŵe ϭ9, l’iŶĐoƌpoƌatioŶ d’ADN daŶs Đette zoŶe Ŷe peƌtuƌďe pas les 

cellules). 

 ϭ µg de plasŵide d’hoŵologie ;Đouplé à la GFP pouƌ le ĐoŶtƌôle Ŷégatif AAVSI Ƌui 

peƌŵettƌa d’oďseƌǀeƌ les cellules transfectées fluoresçant en vert ; Đe Đouplage Ŷ’est 

pas possible pour le plasmide d’hoŵologie de TRPM7 Đaƌ il seƌait tƌop gƌos s’il 

contenant à la fois la séquence de TRPM7 et de la GFP).  

 

Deux plaques 6 puits sont transfectées selon le schéma suivant (la plaque est doublée afin 

Ƌue la pƌoďaďilité d’oďteŶiƌ des ĐloŶes isolés ƌésistaŶts et mutés soit plus importante) 

(Tableau 17 et 18).  

 

Tableau 17 : PlaŶ d’uŶe plaƋue pour les transfections CRISPR/Cas9. 

Puit contrôle AASVI 
 

Puit contrôle AAVSI Puit contrôle négatif 
Sans plasmide 

Puit expérience TRPM7 Puit expérience TRPM7 Puit expérience TRPM7 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



118 
 

Tableau 18 : Composition des mix de transfection selon les expériences CRISPR/Cas9.  

Puits Composition des mix de transfection 

Puit contrôle négatif 
Sans plasmide 
(2 puits) 
 

Mélange 1 :  
-13,2 µL de lipofectamine 3000 Reagent 
(6,6µL/ puits) 
-236,8 µL OptiMeM medium (118,4 µL / puits) 
 
Mélange 2 : 
-4 µL de lipofectamine (4 µL/puits) 
-242 µL OptiMeM medium (121 µL/puits) 
 

Puit contrôle AAVSI 
(4 puits) 
 
 

Mélange ADN (2 µg) : 
-2,2 µL de plasmide cas9-GFP (0,5 µL /puits) 
-4,4 µL de plasmide single guide ARN AAVSI  
(1 µL/puits) 
-ϰ,ϰ µL de plasŵide doŶŶeuƌ d’hoŵologie pouƌ 
le site AAVSI (1 µL/puits) 
=11 µL total 

 
Mélange 1 :  
-29,04 µL (26,4 +2,64 µL ϭ0% d’eƌƌeuƌ pouƌ les 
pipetages) de lipofectamine 3000 Reagent 
(6,6µL/ puits) 
-505,56 µL ([469,6 + 46,96]-11µLͿ d’OptiMeM 
medium (117,4 µL/ puits) 
 
Mélange 2 : 
-17,6 µL (16+1,6µL) de lipofectamine 
(4 µL/puits) 
-532,4 µL (484+48,4 µL) d’OptiMem medium  
(121 µL/puits) 
 

Puit expérience TRPM7 
(6 puits) 
 
 

Mélange ADN (2 µg) : 
-3,3 µL de plasmide cas9-GFP (0,5 µL /puits) 
-6,6 µL de plasmide single guide TRPM7 
(1 µL/puits) 
-ϲ,ϲ µL de plasŵide doŶŶeuƌ d’hoŵologie pour 
la kinase de TRPM7 (1 µL/puits) 
=16,5 µL total 

 
Mélange 1 :  
-43,25 µL (39,6 +3,69 µL) de lipofectamine 3000 
Reagent (6,6µL/ puits) 
-758,34 ([704,4 + 70,44]-16,5µLͿ d’OptiMeM 
medium (117,4 µL/ puits) 
 
Mélange 2 : 
-26,4 µL (24+2,4µL) de lipofectamine (4 µL/puits) 
-798,6 µL (726+72,6 µL) OptiMeM medium (121 
µL/puits) 
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Après avoir vortexé les solutions, les composants du mélange 1 et 2 sont incubés 5 minutes à 

température ambiante. Après avoir été mélangé par pipetage et reflux, les deux mélanges 

sont incubés ensemble entre 45 minutes à 1 heure à température ambiante (plus les 

plasmides sont gros plus le temps nécessaire augmente). 250 µL sont ensuite déposés dans 

chaque puits de culture contenant les cellules adhérentes dans 1 mL de milieu. 

E. SélectioŶ des Đellules paƌ la ƌĠsistaŶĐe à l’aŶtiďiotiƋue 

Une courbe dose-effet de l’aŶtiďiotiƋue est effeĐtuée suƌ les Đellules afiŶ de déteƌŵiŶeƌ la 

dose létale minimum en effectuant un test MTT pour déterminer la viabilité cellulaire 

(Tableau 19). Après 48-72h de transfection, les cellules sont observées au microscope à 

fluorescence pour voir les cellules exprimant la GFP ;ĐoƌƌespoŶdaŶt à l’eǆpƌessioŶ tƌaŶsitoiƌe 

de la nucléase Cas9). Si un nombre suffisant de cellules sont positives (correspondant à 

l’éŵissioŶ d’uŶe fluoƌesĐeŶĐe ǀeƌteͿ, les Đellules soŶt tƌaitées à la puƌoŵǇĐiŶe afiŶ d’isoleƌ 

les clones résistants car ils auront intégré la cassette de résistance à la puromycine dans leur 

génome. Les cellules sont observées toutes les 24 heures et rincées avec du PBS pour 

enlever les cellules mortes. Dans le contrôle négatif, toutes les cellules doivent mourir car 

elles ne contiennent pas le plasmide avec la cassette de résistance à la puromycine. Une fois 

que les clones résistants sont isolés, la concentration sera diminuée pour maintenir la 

pression de sélection sans induire une éjection du plasmide par les cellules. Seulement les 

ĐloŶes daŶs le ĐoŶtƌôle AAVSI seƌoŶt fluoƌesĐeŶts Đaƌ le plasŵide d’hoŵologie iŶséƌé dans le 

génome contient la GFP. 

Tableau 19 : Conditions de sélection des clones à la puromycine. 

Lignées cellulaires Conditions de traitement 

puromycine 

Dose de maintien de la 

pression de sélection 

MIA PaCa-2 2 µg/mL – 96 heures 0,5 µg/mL 

PANC-1 5 µg/mL – 5 jours 0,5 µg/µL 

 

Les clones isolées sont ensuite repiqués dans des plaques 24 puits (1 clone = 1 puits). Une 

fois que les cellules se sont suffisamment multipliés, chaque clone est transféré dans un 

puits de plaque 6 puits pour augmenter la quantité de cellules. Après 1 semaine, chaque 

puits est ensemencé dans une flasque 25 cm² et le reste est utilisé pour les analyses 

génomiques et protéiques pour valider la présence de la mutation. 



120 
 

F. Validation des clones  

 Au niveau génomique :  

Des pƌiŵeƌs ĐiďlaŶt l’eǆoŶ ϯϯ ;foƌǁaƌdͿ et le doŵaiŶe kiŶase au Ŷiǀeau de l’eǆoŶ ϯϰ ;ƌeǀeƌseͿ 

sont choisis pour valider par PCR si le doŵaiŶe kiŶase Ŷ’est plus eǆpƌiŵé daŶs les Đellules. Si 

l’aŵpliĐoŶ Ŷ’est plus ǀisiďle ou diŵiŶué paƌ ƌappoƌt auǆ Đellules ĐoŶtƌôles AAVSI, Đ’est que le 

système CRISPR-Cas9 a peƌŵis l’iŶseƌtioŶ de la Đassette et l’aƌƌġt de la tƌaŶsĐƌiptioŶ aǀaŶt le 

domaine kinase. 

 Au niveau protéique : 

L’aŶtiĐoƌps diƌigé ĐoŶtƌe TRPM7 (utilisé en Western Blot au laboratoire) cible le domaine 

carboxylique où se situe le domaine kinase. Des Western Blot sont réalisés sur des clones 

contrôles et séleĐtioŶŶés paƌ l’aŶtiďiotiƋue. Si l’iŶteŶsité de la ďaŶde spéĐifiƋue de TRPM7 

dans les cellules mutées est diminuée comparées au ĐoŶtƌôle, Đ’est que le système CRISPR-

Cas9 a peƌŵis l’iŶseƌtioŶ de la Đassette et l’eǆpƌessioŶ d’uŶe protéine sans domaine kinase.  

5. IMAGERIE CELLULAIRE : ETUDE DES CONCENTRATIONS IONIQUES 

CYTOSOLIQUES 

5.1. Principe 

L’iŵageƌie Đellulaiƌe est uŶe teĐhŶiƋue d’étude qui utilise des sondes fluorescentes 

spécifiques pour mesurer les variations ioniques cytosolique dans les cellules en temps réel. 

Les soŶdes ĐoŶtieŶŶeŶt des fluoƌoĐhƌoŵes Ƌui aďsoƌďeŶt uŶe loŶgueuƌ d’oŶde spéĐifiƋue 

d’eǆĐitatioŶ Ƌui ǀoŶt augmenter leuƌ Ŷiǀeau d’éŶeƌgie. Les fluoƌoĐhƌoŵes ǀoŶt ƌeǀeŶiƌ à leuƌ 

état basal en éŵettaŶt uŶ sigŶal fluoƌesĐeŶt à uŶe autƌe loŶgueuƌ d’oŶde d’éŵissioŶ. Les 

soŶdes étaŶt seŶsiďles à la luŵiğƌe, les pƌotoĐoles d’iŵageƌie soŶt effeĐtués à l’oďsĐuƌité. Au 

laďoƌatoiƌe, Ŷous Ŷous iŶtéƌessoŶs à l’hoŵéostasie du Ca2+ et du Mg2+. La fixation de ces ions 

sur les sondes modifie leur environnement électrique, ce qui se traduit par une variation de 

l’iŶteŶsité de fluoƌesĐeŶĐe et uŶ déplaĐeŵeŶt du speĐtƌe d’eǆĐitatioŶ. Les sondes sont 

excitées par deuǆ loŶgueuƌs d’oŶde selon leur état libre ou liée à l’ion et possèdent une 

loŶgueuƌ d’oŶde d’émission. Quand le ratio entre la fluorescence de la forme liée sur celle 

de la foƌŵe liďƌe augŵeŶte, Đela sigŶifie Ƌue la ĐoŶĐeŶtƌatioŶ ĐǇtoplasŵiƋue de l’ioŶ a 

augmenté.    
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5.2. Dispositif eǆpĠƌiŵeŶtal d’iŵageƌie 

Le microscope utilisé est un inversé à fluorescence de type Zeiss (Axiovert 200). Le 

microscope est couplé à un polychromateur (polychrome V, Till photonics) permettant de 

Đhoisiƌ la loŶgueuƌ d’oŶde d’eǆĐitatioŶ des Đellules grâce à un système de miroir. La camera 

CCD ;Cool SŶaps HQ2, photoŵetƌiĐsͿ peƌŵet d’eŶƌegistƌeƌ l’émission de fluorescence suite à 

l’eǆĐitatioŶ de la soŶde. Le logiĐiel d’aĐƋuisitioŶ utilisé est MetaFluoƌ ;ǀeƌsioŶ 7, Meta 

Imaging). 

5.3. PƌĠpaƌatioŶ des Đellules et du ŵilieu d’iŵageƌie  

Les cellules sont cultivées dans les boites 25 mm² avec 1,5 mL de milieu sur des lamelles de 

verres (car le plastique des boîtes de culture classique émet de la fluorescence) 

préalaďleŵeŶt ŶettoǇées à l’alĐool 70 % et rincées au PBS. Les cellules sont ensuite incubées 

(« chargées ») avec 3,3 µM de forme perméante de la sonde fluorescente contenant un 

groupement AM (acetoxymethyl-ester) pendant un temps variable en fonction des lignées 

cellulaires (Tableau 20). La sonde va pénétrer dans la cellule et être prise en charge par les 

estérases qui dégradent le groupement AM pour que la sonde ne puisse plus traverser la 

membrane basale. Le teŵps d’iŶĐuďatioŶ doit être respecté afin que la sonde reste au 

niveau cytoplasmique et ne soit pas internalisée dans les organites. Les cellules sont 

perfusées sous le microscope avec du milieu extracellulaire de composition connue proche 

des ĐaƌaĐtéƌistiƋues du ŵilieu de Đultuƌe au Ŷiǀeau de l’osŵolaƌité et du pH (Tableau 21). 

Tableau 20 : Teŵps d’iŶĐuďatioŶ des sondes en fonction de la lignée cellulaire. 

Lignées cellulaires Teŵps d’iŶĐuďatioŶ de la soŶde 

 Fura2-AM (Ca2+) MAG Fura2-AM (Mg2+) 

MIA PaCa-2 45 min 40 min 

hTERT HPNE 35 min 30 min 

MCF 10A 45 min 40 min 

  

Tableau 21 : CompositioŶ du ŵilieu eǆtƌaĐellulaiƌe pouƌ les eǆpĠƌieŶĐes d’iŵageƌie. 

Composant du milieu 

pH = 7,4 

Concentration (mM) Quantité (g/L) 

NaCl 145 8,474 

KCl 5 0 ,373 

Hepes 10 2,383 

Glucose 5 0,901 

 



122 
 

Le milieu extracellulaire est conservé à 4°C et est utilisé sur les cellules lors des expériences à 

température ambiante.  Le milieu extracellulaire de base est supplémenté avec 2 mM de 

Ca2+ et 1 mM de Mg2+. 

5.4. Etude de l’eŶtƌĠe ĐatioŶiƋue basale (Quenching au Mn
2+

) 

Cette teĐhŶiƋue iŶdiƌeĐte étudie l’iŵpliĐatioŶ des ĐaŶauǆ ioŶiƋues daŶs l’eŶtƌée d’ioŶs daŶs 

la cellule (notamment le Ca2+). Elle utilise la propriété de certains cations à éteindre la 

fluorescence de la sonde appelée quenching. Le Mn2+ possğde uŶe ĐoŶstaŶte d’affiŶité pouƌ 

la sonde Fura-2AM plus élevée que le Ca2+. Ainsi, pour une même concentration de Ca2+ et 

de Mn2+, la sonde fixera préférentiellement le Mn2+. De plus, la fixation du Mn2+ sur la sonde 

entraine l’eǆtiŶĐtioŶ de la fluoƌesĐeŶĐe. 

Les cellules, préalablement incubées avec la sonde Fura-2AM, sont perfusées sous le 

microscope avec du milieu extracellulaire supplémenté en Ca2+ et Mg2+ pendant 60 secondes, 

ce qui permet de stabiliser la fluorescence. Le tracé peut légèrement diminuer due à une 

extinction naturelle de la sonde appelée bleaching. La loŶgueuƌ d’oŶde d’eǆĐitatioŶ (360 nm) 

ne correspond ni à celle de la forme libre ou liée mais au point isobéstique. A cette longueur 

d’oŶde, l’éŵissioŶ de fluoƌesĐeŶĐe est iŶdépeŶdaŶte de la ĐoŶĐeŶtƌatioŶ eŶ Ca2+ cytosolique. 

En effet, on ne cherche pas à mesurer une concentration ionique cytosolique mais à évaluer 

le passage des cations dans la cellule. Les cellules sont perfusées pendant 2 minutes avec du 

milieu où le Ca2+ est remplacé par 2 mM de Mn2+. 

Pour calculer la peŶte d’eǆtiŶĐtioŶ (quench) pour chaque cellule à partir de la trace obtenue, 

on choisit le temps T où l’eǆtiŶĐtioŶ due au Mn2+ commence. Le coefficient directeur A de la 

droite est calculé 40 secondes avant le temps T (bleaching). Le coefficient directeur B de la 

droite est calculé 40 secondes après le temps T (quenching). La soustraction du bleaching au 

ƋueŶĐhiŶg peƌŵet d’éǀalueƌ l’eǆtiŶĐtioŶ réelle de la sonde due à la fixation du Mn2+. Plus la 

pente est inclinée, plus il y a de sondes fixées au Mn2+ et plus celui-ci a traversé la 

membrane plasmique via les canaux ioniques. Le Mn2+ eŵpƌeiŶte les ŵġŵe ǀoies d’eŶtƌée 

que le Ca2+ dans la cellule et reflète doŶĐ l’eŶtƌée ĐatioŶiƋue gloďale (Figure 38). 
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Figure 38 : MĠthode d’aŶalǇse du ƋueŶĐh MŶ2+ 
. 

5.5. Evaluation du Ca
2+ cytosolique 

Pour étudier les variations de la concentration calcique cytosolique, la sonde Fura2-AM est 

utilisée. Lorsque le Ca2+ se fiǆe suƌ la soŶde, uŶe ǀaƌiatioŶ de l’iŶteŶsité de fluoƌesĐeŶĐe et uŶ 

déplaĐeŵeŶt du speĐtƌe d’eǆĐitatioŶ se pƌoduiseŶt. En effet, lorsque que le Ca2+ est fixé sur 

la soŶde, il Ǉ a uŶe augŵeŶtatioŶ de l’iŶteŶsité de fluorescence de la sonde à 515 nm 

;loŶgueuƌ d’oŶde de ƌeĐueilͿ pouƌ la loŶgueuƌ d’oŶde d’eǆĐitatioŶ de la foƌŵe liée iŶféƌieuƌe 

au point isobéstique (350 nm). Cette augmentation de fluorescence due à la forme liée est 

corrélée à une diminution pour la longueur d’oŶde d’eǆĐitatioŶ de la foƌŵe liďƌe supéƌieuƌe 

au point isobéstique (380 nm). Le ratio 350 / 380 nm est comparé entre les différentes 

ĐoŶditioŶs afiŶ d’éǀaluer des variations de la quantité en Ca2+ cytosolique.   

Pour réaliser cette étude, les cellules sont perfusées sous le microscope avec du milieu 

extracellulaire supplémenté en Ca2+  et Mg2+ pendant 3 minutes. 

5.6. Evaluation du Mg
2+

 cytosolique 

Pour étudier les variations de la concentration magnésique cytosolique, la sonde MagFura-

2AM. Lorsque le Mg2+ se fiǆe suƌ la soŶde, uŶe ǀaƌiatioŶ de l’iŶteŶsité de fluoƌesĐeŶĐe et uŶ 

déplaĐeŵeŶt du speĐtƌe d’eǆĐitatioŶ de pƌoduiseŶt. EŶ effet, loƌsƋue Ƌue le Mg2+ est fixé, il y 

a uŶe augŵeŶtatioŶ de l’iŶteŶsité de fluoƌesĐeŶĐe de la soŶde à ϱϭϱ Ŷŵ ;loŶgueuƌ d’oŶde de 

ƌeĐueilͿ pouƌ la loŶgueuƌ d’oŶde d’eǆĐitatioŶ de la foƌŵe liée iŶfeƌieuƌe au poiŶt isoďéstiƋue 

(340 nm). Cette augmentation de fluorescence due à la forme liée est corrélée à une 

diŵiŶutioŶ pouƌ la loŶgueuƌ d’oŶde d’eǆĐitatioŶ de la foƌŵe liďƌe supéƌieuƌe au poiŶt 
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isobéstique (370 nm). Le ratio 340 / 370 nm est comparé entre les différentes conditions afin 

d’éǀalueƌ la ĐoŶĐeŶtƌatioŶ en Mg2+ cytosolique.   

Pour réaliser cette étude, les cellules sont perfusées sous le microscope avec du milieu 

extracellulaire supplémenté en Ca2+  et Mg2+  pendant 3 minutes. 

 

6. BIOCHIMIE : METHODES D’ANALYSE DES PROTEINES  

6.1. Western Blot  

Le Western Blot est une technique semi-quantitatiǀe Ƌui peƌŵet d’éǀalueƌ l’eǆpƌessioŶ 

protéique relative en comparant une condition expérimentale à une condition contrôle. 

L’eǆpƌessioŶ de la pƌotéiŶe étudiée est ƌappoƌtée à Đelle d’uŶe pƌotéiŶe de ƌéféƌeŶĐe doŶt 

l’eǆpƌessioŶ est staďle eŶtƌe les ĐoŶditions (ce qui permet de démontrer que la même 

quantité de protéines a été déposée dans toutes les conditions). 

L’eǆtƌaĐtioŶ pƌotéiƋue est effeĐtuée à partir de cellules rincées au PBS et conservées à -80°C 

selon deux formats : soit en tapis cellulaire dans des boites soit sous forme de culot dans des 

tubes. Elle est réalisé sur glaĐe pouƌ éǀiteƌ la dégƌadatioŶ de l’éĐhaŶtilloŶ gƌâĐe à uŶ taŵpoŶ 

RIPA complet (Tableau 22) qui va dissoudre les membranes cellulaires et empêcher la 

dégradation des protéines :   

 Après 20 minutes de contact entre les cellules et le tampon complet RIPA sur glace, 

grattage du tapis cellules avec une spatule et récupération du lysat (pipetage 

refoulement si les cellules sont sous forme de culot cellulaire). 

 Centrifugation 10 minutes à ϰ°C ϭϱ000 ƌpŵ ;le ĐoŶtƌôle positif de l’eǆtƌaĐtioŶ est la 

foƌŵatioŶ d’uŶ Đulot ďlaŶĐ d’aĐides nucléiques preuve de la dissolution des cellules). 

 Dosage des protéines (kit BioRad). Le mélange réactionnel pour un puits (plaque 96 

puits) est de 5 µl de protéines diluées daŶs de l’eau au ϭ/ϱ - 25 µl du mélange des 

réactifs A+S (1 mL de A pour 20 µL de S) - 200 µL de réactif B photosensible. 

 IŶĐuďatioŶ ϯ0 ŵiŶutes sous agitatioŶ leŶte à l’oďsĐuƌité. 

 Lecture de la densité optique à 595 nm (lecteur TECAN).  

 ObteŶtioŶ d’uŶe ĐoŶĐeŶtƌatioŶ eŶ µg/µl eŶ ƌepoƌtaŶt la deŶsité optiƋue suƌ uŶe 

gaŵŵe étaloŶ Ƌui ƌelie l’iŶteŶsité de deŶsité optiƋue eŶ foŶĐtioŶ de la ĐoŶĐeŶtƌatioŶ 

en protéines. 
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 Préparation des échantillons : volume de protéines correspondant à 50 µg + Tampon 

de charge Laemmli 5X (prendre le volume de protéines divisé par 4) et compléter 

avec du Laemmli 1X pour que tous les échantillons aient le même volume. 

 Chauffage à 95°C pendant 10 min pour dénaturer les protéines et centrifugation 

rapide pour récupérer le liquide évaporé dans le bouchon. 

Tableau 22 : Composition du RIPA complet. 

Composant du RIPA complet (pour 1 mL) Volume (µL) 

Inhibiteur de protéase 8 

EDTA 0 ,5 M (chélateur du Ca2+ – induit le 
détachement cellulaire) 

4 

Orthovanadate (inhibiteur de phosphatase) 50 

 

Les échantillons sont déposés dans un gel qui est constitué de deux parties. Un gel de 

concentration où sont situés les puits pour déposer les échantillons dont le pourcentage 

d’aĐƌǇlaŵide est fiǆe ;ϯ %) et un gel de séparation où les protéines dénaturées et chargées 

ŶégatiǀeŵeŶt paƌ le SDS ǀoŶt ŵigƌeƌ ǀeƌs l’aŶode seloŶ leuƌ poids ŵoléĐulaiƌe. Le 

pourcentage en acrylamide de cette partie du gel peut ǀaƌieƌ. Si l’oŶ ǀeut étudieƌ des 

protéines de faible poids moléculaire, il faudra augmenter le pourcentage pour avoir un 

maillage plus serré pouvant les retenir. 3 µL de poids moléculaire (complété avec du tampon 

de charge Laemmli 1X) comprenant des protéines colorées de taille connues sont déposés 

dans un puits afin de pouvoir localiser les protéines d’iŶtéƌġt daŶs le gel. La migration dure 1 

heure à 200 volts. 

Les pƌotéiŶes du gel soŶt ĐoŶteŶues daŶs uŶ ŵaillage d’aĐƌǇlaŵide et Ŷe soŶt pas aĐĐessiďles 

pour les anticorps. Pour les rendre accessibles, un transfert (blot) des protéines sur une 

membrane de nitrocellulose pendant 1 heure à 100 volts est effectué.  

La membrane est colorée au rouge ponceau pendant 10 minutes pour vérifier la qualité du 

tƌaŶsfeƌt et du dosage ;Đ’est-à-dire absence de bulles et un dépôt homogène entre les 

différentes conditions). La ŵeŵďƌaŶe est ƌiŶĐée à l’eau et déĐoupée seloŶ le poids 

moléculaire pour incuber les fragments de membrane correspondant aux protéines avec 

leurs anticorps spécifiques.  

La membrane est incubée 1 heure à température ambiante sous agitation lente avec tampon 

de blocage (TBS Tween 0,1 % contenant un pourcentage de protéines apportées par le lait 

ou la BSA) pour recouvrir la membrane de nitrocellulose et limiter la fixation aspécifique des 
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anticorps.  Le tampon choisi sera utilisé pour diluer les anticorps primaires et secondaires. 

Les fragments de membrane sont ensuite incubés 1 nuit sous agitation lente à 4°C avec les 

anticorps primaires. Après 3 lavages de 10 minutes sous agitation au TBS Tween 0,1 %, la 

membrane est incubée 1 heure à température ambiante sous agitation lente avec les 

aŶtiĐoƌps seĐoŶdaiƌes ĐiďlaŶt l’espğĐe Đhez laƋuelle a été produite l’aŶtiĐoƌps pƌiŵaiƌe 

(Tableau 23). La membrane est ensuite de nouveau lavée 3 fois 10 minutes au TBS Tween 

0,1 % et les bandes sont révélées à l’aide du kit ECL et du sǇstğŵe d’aĐƋuisitioŶ d’iŵage 

(Chemidoc). 

Tableau 23 : Liste des anticorps utilisés en Western Blot. 

Protéine Dilution de 

l’aŶtiĐoƌps 
primaire 

Dilution de 

l’aŶtiĐoƌps 
secondaire 

Protéine étudiées (poids moléculaire- fournisseur – référence) 

TRPM7 (213) 
Ab109438 

Abcam 

1/1000 
BSA 5% 

1/3000 
BSA 5% 

Anti-rabbit 

Hsp90 total (90) 
Ab13492 
Abcam 

Blocage lait 5% 
1/2000 

Incubation lait 1% 

1/2000 
Lait 1% 

Anti-mouse 

Hsp90 alpha (90) 
Ab79849 
Abcam 

Blocage lait 5% 
1/2000 

Incubation lait 1% 

1/2000 
Lait 1% 

Anti-mouse 

Phospho sérine (clone 
4a4) 

05-100 
Millipore 

1/2000 
BSA 5% 

1/4000 
BSA 5% 

Anti-mouse 

N-cadhérine (125) 
Ab18203 
Abcam 

1/1000 
BSA2% 

1/5000 - 
BSA 2% 

Anti-rabbit 

E-cadhérine  (110) 
Ab76055 
Abcam 

1/1000 
Lait 5 % 

1/5000 
Lait 5% 

Anti-mouse 

Vimentine (SP20) (54) 
MA5-16409 

ThermoFischer 

1/250 
Lait 5 % 

 

1/10 000 
Lait 5% 

Anti-rabbit 

Gène de référence 

GAPDH (37) 
Ab8245 
Abcam 

1/4000 
BSA 5% 

1/5000 
BSA 5% 

Anti-mouse 

Tubuline (45) 
SAB4500087 

Sigma 

1/7000 
BSA 5% 

1/5000 
BSA 5% 

Anti-rabbit 
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6.2. Zymographie 

Cette technique dérivée du Western Blot permet d’étudieƌ l’eǆpƌessioŶ ƌelatiǀe de pƌotéiŶe 

à activité protéolytique : les métalloprotéases matricielles (plus précisément les gélatinases 

MMP-2 et MMP-9). Les échantillons utilisés sont des milieux de cultures sans sérum de veau 

fœtal dans lesquels les cellules ont sécrétées des MMPs. 20 µL d’éĐhaŶtilloŶ ;à ajusteƌ eŶtƌe 

les conditions en fonction du test MTT qui valide si le nombre de cellules est le même entre 

les conditions) sont mélangés avec 5 µL de tampon de charge Laemmli 5X. 10 µL de milieu de 

culture de cellules HT10-80 sécrétant des MMPs (contrôle positif) sont également déposés. 

Le gel est en deux parties (comme en Western Blot). Le gel de concentration contient 4 % 

d’aĐƌǇlaŵide et le gel de séparation 10 % acrylamide et 0,1 % SDS. La particularité du gel de 

séparation est Ƌu’il contient 0,1 % de gélatine qui va permettre de détecter l’eŵplaĐeŵeŶt 

de la MMP par sa dégradation. La migration dure 1 heure et 30 minutes à 100 volts. Les gels 

sont ensuite rincés 30 minutes à température ambiante dans deux bains de Triton 100X 2,5 

% sous agitation pour enlever le SDS et réactiver les gélatinases. Les gels sont ensuite 

incubés 24 heures à 37°C dans un tampon optiŵal pouƌ l’aĐtiǀité des MMPs. Les gels soŶt 

colorés 30 minutes dans une solution de coloration (Bleu de Coomassie (10 %) dilué dans 0,1 

% d’aĐide aĐétiƋue et 20 % de méthanol). Enfin, les gels sont décolorés dans une solution 

contenant 10 % d’aĐide aĐétiƋue et 20 % de ŵéthaŶol. L’eŵplaĐeŵeŶt de la gélatiŶase est 

représenté par une tache blanche sur un fond bleu.  

Grâce à cette technique, il est possible également d’éǀalueƌ l’eǆpƌessioŶ des inhibiteurs des 

MMPs, les TIMPs en zymographie inverse. La pro-MMP-2 inactive est incorporée dans le gel 

de séparation. Les zones qui ne seront pas digérés (bande bleue sur fond blanc) représentent 

l’eǆpƌessioŶ des TIMPs Ƌui eŵpġĐhe la dégƌadatioŶ de la gélatiŶe paƌ les MMPs.  

La zymographie avec plasminogène peƌŵet d’éǀalueƌ l’eǆpƌessioŶ des aĐtiǀateuƌs du 

plasminogène uPA et tPA. Le plasminogène est intégré dans le gel de séparation et le 

tampon d’iŶĐuďatioŶ est spéĐifiƋue de ces activateurs. Les zones digérées (bande blanche 

suƌ foŶd ďleuͿ ƌepƌéseŶtaŶt l’eǆpƌessioŶ des activateurs du plasminogène qui ont permis sa 

conversion en plasŵiŶe et l’aĐtiǀité gélatiŶolǇtiƋue des MMPs. Le gel est photographié et 

analysé grâce au logiciel Bio1D. 
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6.3. Immunoprécipitation 

Cette teĐhŶiƋue peƌŵet d’étudieƌ les iŶteƌaĐtioŶs eŶtƌe les pƌotéines. Elle utilise un 

anticorps primaire immunoprécipitant Ƌui seƌa spéĐifiƋue d’uŶe pƌotéiŶe d’iŶtéƌġt doŶt oŶ 

suppose Ƌu’elle appaƌtieŶt à uŶ Đoŵpleǆe pƌotéiƋue. Cet aŶtiĐoƌps a uŶ douďle ƌôle à la fois 

capable de capter par ses extrémités spécifiques la pƌotéiŶe d’iŶtéƌġt et ses partenaires et 

de s’aĐĐƌoĐheƌ à des ďilles ŵagnétiques par le fragment cristallisable afin de récupérer les 

protéines accrochées à cet anticorps. 

 Lavages des billes (100 µL par condition) 2 fois au RIPA complet.   

 Pré-clearing : Incubation d’ϭ mg de protéine (à compléter avec du RIPA complet pour 

attendre le volume de 300 µL) à 50 µL de biles pendant 2 heures à 4°C sous agitation 

/ Retrait des billes ;Ƌui oŶt fiǆé aspéĐifiƋueŵeŶt les pƌotéiŶes eŶ aďseŶĐe d’aŶtiĐoƌps 

primaire immunoprécipitant) 

 IŶĐuďatioŶ des pƌotéiŶes aǀeĐ l’aŶtiĐoƌps peŶdaŶt ϭ Ŷuit à ϰ°C suƌ la ƌoue ;foƌŵatioŶ 

des complexes protéines-anticorps) (Tableau 24). 

 Incubation des protéines avec les billes pendant 1 heure à 4°C sur la roue (formation 

de complexe billes – anticorps – protéines). 

 Lavage des billes 3 fois au PBS. 

 Elution acide : Ajout de 30 µL de glycine 0,2 M pH=2,5 sur les billes pendant 2 

minutes à température ambiante (décrochage des complexe anticorps-protéines 

fixées aux billes). 

 Neutralisation : Ajout de 2,5 µL de tampon Tris pH=8,5 1M.  

 Ajout de tampon de charge Laemmli ϱX à l’éĐhaŶtilloŶ ;ϯ2,ϱ /ϰ = ϴ,ϭ µL de taŵpoŶ de 

charge). 

 Chauffage ϭ0 ŵiŶ à 9ϱ°C ;dissoĐiatioŶ de l’aŶtiĐoƌps et des protéines 

immunoprécipitées). 

 Conservation des échantillons à -20°C si besoin. 

 Retrait des billes de l’éĐhaŶtilloŶ et dépôt sur gel de Western Blot.   
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Tableau 24 : Liste des anticorps et des billes magnétiques utilisés en immunoprécipitation. 

Protéine immunoprécipitée 

(référence – fournisseur de l’aŶtiĐoƌps) 

Volume 

(dans 300 µL de 

protéines) 

Billes magnétiques 

utilisées 

TRPM7 (Ab109438 - Abcam) 5  G 

Hsp90 (Ab13492– Abcam) 4  G 

Hsp90alpha (Ab79849 -  Abcam) 4  G 

Anti HA C29F4 (TRPM7 ZF) 
3724-Cell signalling 

          6 G 

6.4. Immunofluorescence 

L’immunofluorescence utilise des anticorps secondaires qui vont être couplés à des 

fluoƌoĐhƌoŵes. Ces ŵoléĐules ǀoŶt aďsoƌďeƌ uŶe loŶgueuƌ d’oŶde spéĐifiƋue de la luŵiğƌe 

;loŶgueuƌ d’oŶde d’eǆĐitatioŶͿ et ǀoŶt éŵetteŶt uŶe fluoƌesĐeŶĐe à uŶe loŶgueuƌ d’onde 

pƌéĐise ;loŶgueuƌ d’oŶde d’éŵissioŶͿ pouƌ ƌeǀeŶiƌ à leuƌ état ďasal. La fluoƌesĐeŶĐe est doŶĐ 

détectée à l’eŶdƌoit où se situe l’aŶtiĐoƌps seĐoŶdaiƌe et doŶĐ l’aŶtiĐoƌps pƌiŵaiƌe Đouplé à 

la pƌotéiŶe d’iŶtéƌġt. Cette teĐhŶiƋue, Đouplée à la ŵiĐƌosĐopie confocale, permet de 

localiser les protéines dans les cellules.  

Les expériences utilisent des cellules ensemencées sur des petites lamelles de verre 

(diamètre 18 mm) préalablement désinfeĐtées à l’alĐool 70° et au PBS. Les cellules sont 

fixées au parafolmadéhyde (PFA) (4 %) pendant 15 minutes à température ambiante et 

rincées deux fois au PBS pendant 10 minutes pouƌ eŶleǀeƌ l’eǆĐédeŶt de PFA. Les cellules 

fixées sont perméabilisés au PBS / Triton 0,5 % pendant 10 minutes à température ambiante 

afin que les anticorps primaires puissent pénétrer dans la cellule. Cette étape est essentielle 

dans notre cas car tous les épitopes des protéines sont cytosoliques.  

Le pƌotoĐole ƌepƌeŶd eŶsuite les étapes d’uŶ WesteƌŶ Blot ĐlassiƋue : blocage des sites non 

spécifiques avec une solution de BSA 5 % pendant 30 minutes à température ambiante, 

incubation avec les anticorps primaires 1 nuit à 4°C, incubation avec les anticorps 

secondaires ;à l’oďsĐuƌitéͿ pendant 45 min à 4°C (Tableau 25). Les noyaux des cellules sont 

ensuite marqués au DAPI (30 secondes de contact de la solution de DAPI avec les 

échantillons) et le montage de la lamelle sur une lame porte-objet est effeĐtué à l’oďsĐuƌité.  

 

 

 



130 
 

Tableau 25 : Liste des anticorps utilisés en immunofluorescence. 

Protéine marquées 

(référence et fournisseur de 

l’aŶtiĐoƌpsͿ 

Dilution de 

l’aŶtiĐoƌps 

 

DilutioŶ de l’aŶtiĐoƌps seĐoŶdaiƌe 

TRPM7 
(Ab109438 - Abcam) 

1/100 
 

1/100 - Anti-rabbit 
DyeLight 550 

Hsp90 alpha 
(Ab79849-Abcam) 

1/50 
 

1/100 - Anti-mouse 
Alexa-Fluor 488 

TRPM7 ZF-HA (C29F4 
3724 -Cell signalling) 

1/1000 
 

1/100 - Anti-rabbit 
DyeLight 550 

6.5. Proximity Ligation Assay 

La technique de proximity ligation assay (PLA) est une technique qui couple les techniques 

d’iŵŵuŶofluoƌesĐeŶĐe et de PCR (Figure 39). La PLA est une technique novatrice qui permet 

de voir des interactions entre deux protéines très proches (< 40 nm) dans les cellules. Dans 

Ŷos eǆpéƌieŶĐes, Ŷous alloŶs étudieƌ l’iŶteƌaĐtioŶ eŶtƌe la pƌotéiŶe ĐhapeƌoŶŶe Hsp90α et le 

canal TRPM7 sur des lignées cellulaires cancéreuses et non-cancéreuses. Les anticorps 

seĐoŶdaiƌes au lieu d’ġtƌe liés à uŶ sǇstğŵe de déteĐtioŶ fluoƌesĐeŶt, soŶt Đouplés à uŶ ďƌiŶ 

d’ADN. Si les deux protéines sont assez proches, uŶe ŵoléĐule d’ADN ĐiƌĐulaiƌe ǀa se foƌŵeƌ. 

La formatioŶ de Đette ŵoléĐule est possiďle gƌâĐe à l’ajout de ďƌiŶs d’ADN ĐoŵpléŵeŶtaiƌes 

Ƌui ǀoŶt se fiǆeƌ auǆ ďƌiŶs Đouplés auǆ aŶtiĐoƌps et d’uŶe ligase ǀa ƌelieƌ les ďƌiŶs d’ADN s’ils 

sont suffisamment proches. Si Đe Ŷ’est pas le Đas, la ligase ne pourra pas relier les deux brins 

pouƌ foƌŵeƌ l’ADN ĐiƌĐulaiƌe. Le sǇstğŵe de déteĐtioŶ ĐoŶsiste gƌâĐe à uŶe polǇŵéƌase à 

effectuer une « amplification en cercle » afiŶ de sǇŶthétiseƌ de l’ADN à paƌtiƌ de l’ADN 

ĐiƌĐulaiƌe. La déteĐtioŶ s’effeĐtue gƌâĐe à des oligonucléotides fluorescents qui vont se fixer 

à Đet ADN ŶouǀelleŵeŶt sǇŶthétisé. Cette fiǆatioŶ ǀa géŶéƌeƌ du sigŶal à l’eŶdƌoit où les 

protéines interagissent physiquement et directement. Le nombre de points de colocalisation 

est ensuite compté par photographies et divisé par le nombre de cellules (dont le noyau est 

coloré en bleu par le DAPI). 
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6) DETECTION

Ajout 

d’oligoŶuĐléotides  
fluorescents qui 

vont se lier sur 

l’ADN 
néosynthétisé

3) LIGATION : Ajout des 

ďƌiŶs d’ADN 
complémentaires (brins 

rouges)  aux brins 

d’ADN Đouplés auǆ 
anticorps secondaires 

et de la ligase 

4) LIGATION

Formation de la 

ŵoléĐule d’ADN 
circulaire par la 

ligase si les 

protéines sont 

suffisamment 

proches

5) AMPLIFICATION

Ajout de la 

polymérase qui va 

néo synthétiser un 

ADN en se servant de 

la ŵoléĐule d’ADN 
circulaire comme 

matrice

1) Fixation des 

deux anticorps 

primaires sur 
leur protéines 
spécifiques

2) Fixation des 

deux anticorps 

secondaires 

couplés aux brins 

d’ADN ;ďƌiŶs 
jaune et vert)

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 39 : Principe de la PLA. 

Les premières étapes du protocole de PLA sont les mêmes que dans le protocole 

d’iŵŵuŶofluoƌesĐeŶĐe jusƋu’au laǀage apƌğs l’iŶĐuďatioŶ aǀeĐ les aŶtiĐoƌps pƌiŵaiƌes. Les 

cellules sont incubées pendant 1 heure à 37°C en chambre humide avec les deux anticorps 

secondaires du kit (ou un seul pour les contrôles négatifs 2 et 3) appelés PLA probes dilués 

au 1/5ième dans le tampon du kit selon le tableau 26. 

Tableau 26 : CoŵpositioŶ de la solutioŶ d’iŶĐuďatioŶ des aŶtiĐoƌps seĐoŶdaiƌes. 

Réaction Composition 

PLA / Contrôle négatif 1 

(sans anticorps primaire) 

8 µL PLA probe MINUS anti souris 

8 µL PLA probe PLUS anti souris 

2ϰ µL d’Antibody Diluent® 

Contrôle négatif 2 8 µL PLA probe MINUS anti souris 

ϯ2 µL d’Antibody Diluent® 

Contrôle négatif 3 8 µL PLA probe PLUS anti rabbit 

ϯ2 µL d’Antibody Diluent® 
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Le contrôle négatif 1 permet de savoir si la détection du signal est bien une conséquence de 

la présence des deux anticorps primaires situés à proximité. Les contrôles négatifs 2 et 3 

permettent de savoir si la détection du signal est bien due à la proximité des deux anticorps 

secondaires. 

Ensuite, Ŷous pƌoĐédoŶs à l’étape de ligatioŶ apƌğs aǀoiƌ ƌiŶĐé les puits 2 fois aǀeĐ ϱ00 µL de 

solution de lavage A fournie dans le kit pendant 5 minutes sous agitation douce. Chaque 

puits contient 2 µL de ligase et 78 µL de tampon de ligase (préalablement dilué au 1/5ième 

daŶs de l’eau ultƌapuƌeͿ. L’iŶĐuďatioŶ duƌe ϯ0 ŵiŶutes à ϯ7 °C eŶ Đhaŵďƌe huŵide. 

L’étape suiǀaŶte est l’aŵplifiĐatioŶ apƌğs aǀoiƌ ƌiŶĐé les puits 2 fois aǀeĐ ϱ00 µL de solutioŶ 

de lavage A pendant 2 minutes sous agitation douce. Cette réaĐtioŶ s’effeĐtue à l’oďsĐuƌité 

car les réactifs sont sensibles à la lumière. Chaque puit contient 1 µL de polymérase et 79 µL 

de tampon de polymérase (préalablement dilué au 1/5ième daŶs de l’eau ultƌapuƌeͿ. 

L’iŶĐuďatioŶ duƌe ϭ00 ŵiŶutes à ϯ7°C eŶ Đhaŵďƌe humide.  

 

La prochaine étape est une succession de lavages avec divers tampons pour enlever les 

excès de réactifs et le montage de la lame. Après avoir éliminé la solutioŶ d’aŵplifiĐatioŶ, à 

l’oďsĐuƌité :  

 Laver deux fois les puits avec le tampon de lavage B pendant 10 minutes. 

 Laver une fois les puits avec le tampon de lavage B (dilué au 1/100ième) pendant 1 

minute. 

 EŶleǀeƌ l’eǆĐédeŶt de taŵpoŶ pouƌ Ŷe pas dilueƌ le ŵilieu de ŵoŶtage, déŵoŶteƌ le 

système de puits de la lame, gratter minutieusement la colle et déposer sur la lame 

quelques gouttes de milieu de montage fourni dans le kit (contenant du DAPI). 

 Monter la lamelle sur la lame porte-objet eŶ ĐhassaŶt au ŵaǆiŵuŵ les ďulles d’aiƌ eŶ 

appuyant doucement sur la lamelle. 

 AtteŶdƌe ϭϱ ŵiŶutes à l’oďsĐuƌité. 

 Iŵŵoďiliseƌ la laŵelle suƌ la laŵe eŶ ƌeĐouǀƌaŶt les ĐoiŶs d’uŶe poiŶte de ǀeƌŶis. 

 Laisseƌ séĐheƌ le ǀeƌŶis aǀaŶt d’observer la lame au microscope à fluorescence.  

 Conserver les lames à -20°C à l’oďsĐuƌité.  
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6.6. Utilisation du microscope à fluorescence 

Aprğs aǀoiƌ alluŵé le ŵiĐƌosĐope et les difféƌeŶts ŵodules, l’utilisatioŶ se fait gƌâĐe à l’éĐƌaŶ 

de ĐoŶtƌôle du ŵiĐƌosĐope. L’éĐƌaŶ de ĐoŶtƌôle ĐoŵpƌeŶd tƌois oŶglets :  

 « objectives » qui permet de choisiƌ l’oďjeĐtif du ŵiĐƌosĐope ;ǆ20 – x40 – x63 à 

utiliseƌ aǀeĐ l’huile à iŵŵeƌsioŶͿ. 

 « Light path » qui permet de choisir, grâce à un jeu de miroir, la trajectoire de la 

lumière qui doit être de 50 % ǀeƌs l’utilisateuƌ et 50 % ǀeƌs l’oƌdiŶateuƌ pouƌ pouǀoiƌ 

observer à la fois les cellules sous le microscope et de faiƌe l’aĐƋuisitioŶ aǀeĐ le 

logiciel ActioVision. 

 « Reflector » qui permet de choisir le filtre utilisé adapté au fluorochrome. Le 

microscope comprend 3 filtres pour détecter la fluorescence bleue émise par les 

noyaux marqués au DAPI et la fluorescence mise par les deux anticorps secondaires 

utilisés : l’Aleǆa fluoƌ est excité à 488 nm émet à 520 nm (vert) et le DyeLight est 

excité à 550 nm et émet à 670 nm (rouge).  

7. ANALYSES STATISTIQUES 

Chaque expérience a été effectuée au moins 3 fois sur 3 passages différents. Les résultats 

soŶt eǆpƌiŵés gƌâĐe à la ŵoǇeŶŶe des doŶŶées et l’eƌƌeuƌ staŶdaƌd à la ŵoǇeŶŶe ;SEMͿ 

représente la variabilité. Le logiciel de test statistique utilisé est Sigma Stats 3.0. 

Pour la comparaison des moyennes de deux groupes, après vérification de la distribution 

normale des échantillons, par le test de Kolmogorov-Smirnoff, le test de t paramétrique (test 

de Student) est utilisé. En cas de distribution non normale des valeurs, le test non 

paramétrique de Mann-Whitney est utilisé. Le seuil de significativité des valeurs est fixé à 5 

% (p<0,05). Les valeurs de p<0,05, <0,01 et <0,001 sont indiquées par *, **, *** 

respectivement.  

Pouƌ la ĐoŵpaƌaisoŶ de plus de deuǆ ŵoǇeŶŶes, le test d’aŶalǇse de ǀaƌiaŶĐe à un ou deux 

paramètres est utilisé (ANOVA) suivi des tests post-hoc ou Holm-Sidak. Les différences 

obtenues ont été considérées comme significative lorsque p<0,05 indiqué par *.  
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1. LE CANAL TRPM7 REGULE L’INVASION DES CELLULES 

D’ADENOCARCINOME CANALAIRE VIA LA VOIE IMPLIQUANT HSP90 

ALPHA / UPA / MMP-2 

1.1. Résumé  

L’ACP est le 4ème cancer le plus mortel avec un taux de survie de 5 % à 5 ans et la survie 

médiane est d’eŶǀiƌoŶ ϲ ŵois. Ce pƌoŶostiĐ tƌğs défaǀoƌaďle est dû à une détection tardive à 

Đause de l’aďsence de biomarqueurs et de symptômes précoces. Les traitements chimio et 

radiothérapiƋues Đouplés à la Đhiƌuƌgie peƌŵetteŶt d’augŵeŶteƌ le tauǆ de suƌǀie de ϱ à 20 

% seulement car les tumeurs sont très résistantes et très métastatiques (Koorstra et al., 

2008). Pouƌ toutes Đes ƌaisoŶs, l’ACP est uŶ pƌoďlğŵe de saŶté puďliƋue ŵajeuƌ et il Ǉ a uŶ 

besoin urgent de mieux comprendre sa progression et plus particulièrement les mécanismes 

iŵpliƋués daŶs l’appaƌitioŶ des ŵétastases, Ƌui soŶt la pƌiŶĐipale Đause de ŵortalité dans le 

cancer et qui apparaissent précocement chez les patients atteints d’ACP.  

La foƌŵatioŶ des ŵétastases s’effeĐtue gƌâĐe à une succession de mécanismes, appelée 

cascade métastatique, qui vont permettent aux cellules cancéreuses de sortir de la tumeur 

pƌiŵaiƌe et d’eŶǀahiƌ de manière locale et distante leur eŶǀiƌoŶŶeŵeŶt. L’iŶǀasioŶ Đellulaiƌe 

est un mécanisme précoce de la cascade métastatique (Mina et al., 2011). Les données 

bibliographiques montrent un rôle des canaux ioniques et plus particulièrement TRPM7 dans 

la migration cellulaire. La lignée BxPC-3 est un modèle cellulaire cancéreux pancréatique non 

métastatique ne présentant pas la mutation Kras. Dans ce modèle, TRPM7 régule la 

migration Mg2+ dépendante. De plus, TRPM7 est surexprimé dans les biopsies de tumeur en 

ĐoƌƌélatioŶ aǀeĐ le gƌade et l’appaƌitioŶ des ŵétastases et eŶ ĐoƌƌélatioŶ iŶǀeƌse aǀeĐ la 

survie des patients (Rybarczyk et al., 2012).  

 

L’oďjeĐtif de notre étude était de démontrer le rôle de TRPM7 dans les mécanismes 

d’iŶǀasioŶ Đellulaiƌe daŶs l’ACP. Nous avons utilisé deux lignées cellulaires humaines 

invasives portant la mutation Kras, PANC-1 et MIA PaCa-2. Ces cellules sont déƌiǀées d’ACP 

et correspondent à un cancer de grade 3. L’eǆtiŶĐtioŶ de TRPM7 est ƌéalisée de manière 

staďle ou tƌaŶsitoiƌe gƌâĐe à l’utilisatioŶ de shRNA et siRNA daŶs les Đellules PANC-1 et MIA 

PaCa-2 respectivement.  
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Nous avons démontré que TRPM7 est bien exprimé dans les deux lignées au niveau des 

transcrits par RT-PCR qualitative et protéique par Western Blot. TRPM7 étant capable de 

former des hétérotétramères avec son homologue TRPM6, nous avons également évalué 

son expression par RT-PCR. Son expression, dépendante de la lignée, est seulement 

retrouvée dans les cellules MIA PaCa-2.  

L’aĐtivité canalaire, mesurée par la technique de patch clamp, montre un courant MIC 

sensible au Mg2+ cytosolique dans les cellules PANC-ϭ. L’utilisatioŶ d’uŶ shRNA et d’uŶ siRNA 

dirigés contre TRPM7 diminuent les tƌaŶsĐƌits et l’aŵplitude du ĐouƌaŶt MIC. TRPM7 est 

donc exprimé et localisé à la membrane dans les deux lignées.  

L’eǆtiŶĐtioŶ de TRPM7 diŵiŶue l’eŶtƌée ĐatioŶiƋue ĐoŶstitutiǀe mesurée par la technique de 

quench Mn2+. TRPM7 est un canal cationique non sélectif perméable au Ca2+ et au Mg2+ que 

nous avons étudiés paƌ les teĐhŶiƋues d’iŵageƌie Đellulaiƌe et l’utilisatioŶ de soŶdes Fuƌa-

2AM et Mag Fura-2AM. L’eǆtiŶĐtioŶ de TRPM7 paƌ shRNA ne modifie pas la concentration 

calcique cytosolique dans les cellules PANC-1 contrairement aux cellules MIA PaCa-2. La 

régulatioŶ de l’hoŵéostasie ĐalĐiƋue est dépendante du modèle cellulaire utilisé. 

L’eǆtiŶĐtioŶ de TRPM7 dans les deux lignées va diminuer la concentration magnésique 

cytoplasmique. TRPM7 est constitutivement actif et ƌégule l’hoŵéostasie ŵagŶésiƋue daŶs 

les cellules d’ACP. 

L’iŵpliĐatioŶ de TRPM7 daŶs l’iŶǀasioŶ Đellulaiƌe a égaleŵeŶt été éǀaluée eŶ utilisaŶt des 

Đhaŵďƌes de BoǇdeŶ ŵodifiées ƌeĐouǀeƌtes d’éléŵeŶts ŵatƌiĐiels ;MatƌigelͿ. L’eǆtiŶĐtioŶ de 

TRPM7 daŶs les deuǆ ŵodğles diŵiŶue foƌteŵeŶt l’iŶǀasioŶ Đellulaire basale non stimulée 

par des facteurs de croissance sans affecter la prolifération cellulaiƌe. L’iŶǀasioŶ Đellulaiƌe est 

possible grâce à la sécrétion par les cellules de protéases, les MMPs, qui vont dégrader la 

membrane basale et la MEC et permettent aux Đellules d’eŶǀahiƌ les tissus. TRPM7 régule la 

sécrétion de la MMP-2, évaluée par zymographie. De plus, on observe une baisse de la 

séĐƌétioŶ d’uPA. Cette protéine, en se fixant à son récepteur uPAR, va peƌŵettƌe l’aĐtiǀatioŶ 

de la plasmine qui va elle-même activer les MMPs par clivage protéolytique. De plus, la 

séĐƌétioŶ d’Hsp90α, détectée par Western Blot, est diminuée également. Cette protéine 

chaperonne est impliquée, grâce à des interactions avec des protéines clientes tel que uPA 

et MMP-2, daŶs les ŵéĐaŶisŵes d’iŶǀasioŶ Đellulaiƌe. TRPM7 ƌégule doŶĐ l’iŶǀasioŶ ďasale 

par une voie impliquant Hsp90α, l’uPA et la MMP-2 daŶs les Đellules d’ACP.  
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De plus, dans les cellules MIA PaCa-2 défiĐieŶte pouƌ TRPM7, l’eŶtƌée de Mg2+ suite à une 

augmentation du Mg2+ eǆtƌaĐellulaiƌe ;de ϭ à ϭ0 ŵMͿ Ŷ’est plus oďseƌǀaďle Đoŵpaƌées aux 

cellules transfectées avec un siRNA contrôle. Cette augmentation du Mg2+ extracellulaire 

augŵeŶte l’iŶǀasioŶ et la séĐƌétioŶ de la MMP-2. La diŵiŶutioŶ d’iŶǀasioŶ suite à l’eǆtiŶĐtioŶ 

de TRPM7 Ŷ’est pas ƌestauƌée paƌ uŶe suppléŵeŶtatioŶ eŶ Mg2+. Ces résultats démontrent 

Ƌue l’iŶfluǆ ŵagŶésiƋue par TRPM7 daŶs les Đellules d’ACP est Đoƌƌélé aǀeĐ l’iŶǀasioŶ et la 

sécrétion de la MMP-2.  

Au laboratoire, il a été démontré que TRPM7 était surexprimé dans les biopsies d’ACP eŶ 

corrélation avec les paramètres cliniques. TRPM7 est également détecté dans les métastases 

des gaŶglioŶs lǇŵphatiƋues. De plus, si l’eǆpƌessioŶ de TRPM7 est éleǀée daŶs les Đellules 

ayant envahis les ganglions alors elle l’est également dans la tumeur primaire.  

 

Cette étude déĐƌit, daŶs l’ACP, un lien entre TRPM7 et des acteurs connus de l’iŶǀasioŶ 

cellulaire la MMP-2, l’uPA. Hsp90α doŶt la séĐƌétioŶ est égaleŵeŶt ƌégulée paƌ TRPM7, 

ĐoŶduiƌait à la staďilisatioŶ et l’aĐtiǀatioŶ de MMP-2 et uPA, permettant la dégradation de la 

lame basale et de la matrice qui est prérequise pouƌ l’iŶǀasion cellulaire. De plus, TRPM7 

joue uŶ ƌôle daŶs l’iŶǀasioŶ eŶ ƌégulaŶt l’hoŵéostasie ŵagŶésiƋue. Son expression dans la 

tumeur primaire est corrélée à celle dans les métastases ayant envahis les ganglions 

lymphatiques, confirmant que ce canal est un biomarqueur prometteur et une cible 

théƌapeutiƋue poteŶtiel daŶs l’ACP. 
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Abstract

Pancreatic ductal adenocarcinoma (PDAC) is an aggressive malignancy with a very poor prognosis. There is an

urgent need to better understand the molecular mechanisms that regulate PDAC cell aggressiveness. The

transient receptor potential melastatin 7 (TRPM7) is a nonselective cationic channel that mainly conducts Ca2+

and Mg2+. TRPM7 is overexpressed in numerous malignancies including PDAC. In the present study, we used the

PANC-1 and MIA PaCa-2 cell lines to specifically assess the role of TRPM7 in cell invasion and matrix

metalloproteinase secretion. We show that TRPM7 regulates Mg2+ homeostasis and constitutive cation entry in

both PDAC cell lines. Moreover, cell invasion is strongly reduced by TRPM7 silencing without affecting the cell

viability. Conditioned media were further studied, by gel zymography, to detect matrix metalloproteinase (MMP)

secretion in PDAC cells. Our results show that MMP-2, urokinase plasminogen activator (uPA), and heat-shock

protein 90α (Hsp90α) secretions are significantly decreased in TRPM7-deficient PDAC cells. Moreover, TRPM7

expression in human PDAC lymph node metastasis is correlated to the channel expression in primary tumor.

Taken together, our results show that TRPM7 is involved in PDAC cell invasion through regulation of Hsp90α/uPA/

MMP-2 proteolytic axis, confirming that this channel could be a promising biomarker and possibly a target for

PDAC metastasis therapy.

Neoplasia (2017) 19, 288–300

Introduction

Pancreatic ductal adenocarcinoma (PDAC) represents more than
80% of all pancreatic cancers. PDAC is the fourth most common
cause of global cancer-related death [1]. With 5-year survival rate of
less than 5% and a median survival of 6 months after diagnosis,
PDAC has the poorest prognosis of all solid cancers. This high
mortality is due to the absence of symptoms at early stages without
any routine screening test for PDAC. Moreover, there is no specific
treatment for PDAC because surgery associated or not with chemo-
and radiotherapies only increases 5-year survival to 20%. The
majority of patients already have metastases dissemination which is
associated with an extremely poor prognosis [2]. Thus, there is an
urgent need to find new targets against PDAC metastasis formation
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and dissemination. Metastasis is based on a complex mechanism called
the metastatic cascade. Cell invasion including basal membrane
degradation and spreading in the surrounding stroma is an important
step of the metastatic cascade. Among the proteins that regulate the
metastasis cascade, transmembrane ion channels and transporters (called
transportome) provide signaling pathways that drive cell invasion [3,4].
Ion channels are integral membrane proteins that are involved in

many physiological and pathological processes. There is growing
evidence that cancer cell hallmarks are strongly regulated by ion
channels including K+ [5–7], Ca2+ [8–10], and Na+ channels
[11,12]. In particular, several channels including transient receptor
potential (TRP) channels are implicated in molecular mechanisms of
the metastatic cascade [4]. TRPs are nonselective cation channels that
are mainly permeable to Ca2+, Mg2+, Na+, and K+. Among TRP
channels, the transient receptor potential melastatin related 7
(TRPM7) channel is a Ca2+/Mg2+ channel fused with a functional
kinase domain that belongs to the α-kinase family [13,14]. We and
others showed that TRPM7 is involved in migration and/or invasion
of epidermal cancer cells including neuroblastoma [15,16], glioblas-
toma [17], breast cancer [18,19], nasopharynx cancer [20,21], lung
cancer [22], prostate cancer [23], and PDAC [24,25]. Importantly,
TRPM7 is required for breast cancer metastasis formation in mouse
xenograft, and high channel expression is an independent marker of
poor outcome in breast cancer patients [26]. Moreover, TRPM7
expression contributes to neuroblastoma progression and metastatic
properties by maintaining progenitor-like features [27]. In PDAC, we
have shown previously that TRPM7 is overexpressed in human cancer
tissues when compared to the healthy ones [24]. Moreover, TRPM7
expression is associated with cancer progression and poor outcome in
PDAC. Nevertheless, the molecular mechanisms that regulate PDAC
cell invasion are poorly understood. In the present study, we aim to
determine how TRPM7 regulates PDAC cell invasiveness.

Results

TRPM7 Expression in PDAC Cell Lines
First, we determined TRPM7 expression in PANC-1 and MIA

PaCa-2 PDAC cell lines by reverse transcriptase polymerase chain
reaction (RT-PCR) and Western blot (Figure 1). TRPM7 mRNAs
(Figure 1A) and proteins (Figure 1B) are detected in both PDAC cell
lines. As TRPM7 is able to form heteroteramers with its close
homologue TRPM6, we also assessed TRPM6 expression. TRPM6
mRNA is not detected in the PANC-1 cell line but is found in the
MIA PaCa-2 cell line, indicating that TRPM7 is expressed in both

PANC-1 and MIA PaCa-2 PDAC cell lines in contrast to the
TRPM6 expression which is cell line dependent.

When expressed at the plasma membrane, TRPM7 channels are
responsible for the magnesium-inhibited cation (MIC) currents
[13,14]. Thus, whole-cell patch clamp was used to study the TRPM7
expression at the plasma membrane and to further characterize MIC
currents in PANC-1 cells (Figure 2). MIC currents are recorded after
dialyzing intracellular media by an intrapipette solution containing
EGTA to chelate intracellular Mg2+. MIC currents develop during
the cytosol dialysis and reach a steady state in ~15 minutes (Figure 2A,
averaged trace of nine cells). These currents have a typical shape of
TRPM7-like currents with a small inward component (−2.6±0.9
pA.pF−1 at −100 mV), a reversal potential close to 0 mV, and a strong
outward rectification (19.5±3.6 pA.pF−1 at +100 mV; Figure 2B,
averaged trace of nine cells). Intracellular Mg2+ inhibits MIC currents
in a concentration-dependent manner. The free Mg2+ concentration
in the patch clamp pipette is calculated using theWEBMAX software.
MIC currents are inhibited by free [Mg2+]i of 210 μM, 400 μM, and
680 μM (Figure 2C). Although inward currents recorded at −100 mV
are not significantly reduced by Mg2+ [−2.6±0.9 pA.pF−1 for control
(n=9), −3.7±0.7 pA.pF−1 for 210 μM (n=7), −1.6±0.4 pA.pF−1 for
400 μM (n=7), and −0.7±0.6 pA.pF−1 for 680 μM (n=6); P=0.062],
a strong decrease of outward rectification is induced by intracellular
Mg2+ (Figure 2, C and D). Indeed, MIC currents recorded at +100
mV are reduced from 19.5±3.6 pA.pF−1 for control (n=9) to 13.2±1.1
pA.pF−1 for 210μM(n=7) and 8.9±1.5 pA.pF−1 for 400μM(n=7) and
fully abolished for 680 μM (−0.7±0.6 pA.pF−1; n=6; Pb0.001).
Moreover, TRPM7 is also sensitive to MgATP within a range of free
[Mg2+]i that produces only moderate inhibitory effects on currents
[13]. Here, we show that the addition of 1 mM ATP to 210 μM free
[Mg2+]i induced a strong inhibition of MIC currents (3.2±1.8
pA.pF−1 at +100 mV; n=3; Pb0.05 when compared to the control 0
free [Mg2+]i and to the 210 μM free [Mg2+]i alone), suggesting that
MIC currents recorded in PANC-1 cells are due to TRPM7 activity
(Figure 2, E and F).

Role of TRPM7 in MIC Current recorded in PDAC Cells
To date, specific pharmacological TRPM7 blockers are not

available. Thus, both transient TRPM7 silencing and stable
TRPM7 silencing by small interfering RNA (siRNA) or short hairpin
RNA (shRNA) are used to confirm that TRPM7 is responsible for the
MIC currents recorded at the MIA PaCa-2 and PANC-1 plasma
membrane. We previously validated siRNA targeting TRPM7 in
human breast and pancreatic cancer cells [19,24,28]. TRPM7

TRPM7 (213 KDa)

Actin (43 KDa)

TRPM7 (204 pb)

TRPM6 (413 pb)

Actin (210 pb)

pb H20

A B

Figure 1. TRPM7 and TRPM6 channel expression in human PDAC cell lines. (A) Both TRPM7 and TRPM6mRNAs are detected in the MIA
PaCa-2 human PDAC cell line by RT-PCR in two different passages, whereas PANC-1 cells express only TRPM7 channel. Water is used as
negative control. (B) Western blot indicating that TRPM7 protein is expressed in both PANC-1 and MIA PaCa-2 cell lines.
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silencing with shRNA or siRNA induces a TRPM7 mRNA decrease of
62±3% (Figure 3A; N=3; Pb0.001) and 67±15% (Figure 3D; N=3;
Pb0.05) in PANC-1 and MIA PaCa-2 cells, respectively, when
normalized to the control condition. As shown in Figure 3,
MIC currents recorded at +100 mV are reduced from 29.6±4.6
pA.pF−1 (n=6) to 5.0±2.4 pA.pF−1 (n=4; Pb0.001; Figure 3, B and C)
in PANC-1 cells stably transfected by shRNA and from 15.7±2.6
pA.pF−1 (n=12) to 1.8±1.1 pA.pF−1 (n=6; Pb0.01; Figure 3, E–F) in
MIA PaCa-2 cells transfected by siRNA.

Role of TRPM7 in Constitutive Cation Entry and Basal Ca2+

and Mg2+ Homeostasis
TRPM7 channels are permeable for Ca2+ [29] and Mg2+ [30].

Constitutive cation entry is measured by Mn2+ quenching of Fura-2

fluorescence technique (Figure 4). TRPM7 silencing significantly
reducesMn2+ quenching slope in both PANC-1 (from −1.73±0.11 to −
1.05±0.07; n=166 and 216, respectively; Pb0.001; Figure 4A) and
MIA PaCa-2 cell lines (from −2.16±0.13 to 0.77±0.1; n=171 and n=
112, respectively; Pb0.001; Figure 4B). These experiments indicate
that TRPM7 channels constitutively conduct divalent cations entry in
PDAC cells. Furthermore, we measure both basal Ca2+ and Mg2+

intracellular fluorescence using Fura-2 and MagFura-2 probes,
respectively, to determine whether TRPM7 channels regulate Ca2+

and Mg2+ homeostasis in PANC-1 and MIA PaCa-2 cells.
Stable TRPM7 silencing failed to affect Ca2+ basal fluorescence

(1.05±0.03; n=80) when compared to sh-Control (1.00±0.02; n=59;
PN0.05; Figure 5A) in PANC-1, whereas we observed a significant
decrease of Fura-2 fluorescence in TRPM7-silenced MIA PaCa-2 cells
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Figure 2. Electrophysiological properties of MIC currents in PANC-1 cells. (A) Membrane currents are recorded after 350-millisecond ramp
depolarization from−100mV to +100 mV at 0.1 Hz under whole-cell patch clamp. MIC currents are activated by dialyzing the intracellular
media by an intrapipette solution without Mg2+. Both outward currents recorded at +100 mV (black circles; n=9 cells) and inward
currents recorded at −100 mV (white circles; n=9 cells) increase following intracellular Mg2+ depletion. (B) Endogenous MIC currents
have an inward component, a strong outward rectification, and a membrane reversal potential close to 0 mV (averaged trace of nine
recordings). (C) Dialyzing of intracellular media with intrapipette solutions containing Mg2+ decreases MIC currents in a dose-dependent
manner. (D) MIC currents recorded at −100 mV (white histograms) and at +100 mV (black histograms) are inhibited by increasing
intracellular free Mg2+ from 0 (n=9 cells) to 210 (n=7 cells), 400 (n=7 cells), and 680 μM (n=6 cells). (E) Addition of 1 mM ATP in the
intrapipette solution potentiates the inhibitory effect of Mg2+ onMIC currents (n=3 cells). (F) Interacting effects of intracellular free Mg2+

and ATP on outward MIC currents recorded at +100mV. MIC currents are inhibited by 1 mMATP complexed with 210 μM free Mg2+ (n=
3 cells) when compared to 210 μM free Mg2+ (n=7 cells) and to 0 free Mg2+ (n=9 cells).
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(1.14±0.01; n=85) when compared to si-Control (1.24±0.02; n=96;
Pb0.001; Figure 5B). These results indicate that TRPM7 regulation
of Ca2+ homeostasis seems dependent of the cell line.
Stable TRPM7 silencing induces a significant decrease of Mg2+ basal

fluorescence from 0.67±0.02 in sh-Control (n=110) to 0.61±0.01 in
sh-TRPM7 induced in PANC-1 (n=132; Pb0.001; Figure 5C).
Intracellular basal Mg2+ level regulation by TRPM7 is also observed in
MIAPaCa-2 becauseTRPM7 silencing decreasesMagFura-2 fluorescence
from 0.79±0.01 in control (n=105) to 0.74±0.01 in transfected cells (n=
105; Pb0.01; Figure 5D). These data confirm that TRPM7 is mainly
involved in Mg2+ homeostasis in cancer pancreatic cells.

Role of TRPM7 in PDAC Cell Invasion
TRPM7 channels are involved in cancer cell proliferation,

migration, and invasion. It has been shown that TRPM7 reduces
chemotaxis-induced invasion in pancreatic cancer cell lines [25]. In
this study, we are interested in the role of TRPM7 in PDAC basal cell
invasion, without any external stimulation. TRPM7 silencing has no
effect on PANC-1 and MIA PaCa-2 cell proliferation measured at 24,
48, and 72 hours (Figure 6A). On the other hand, TRPM7
knockdown decreased basal cell invasion by 74.45±1.54% (n=120;
N=3) when compared to control (100±4.94%; n=120; N=3;
Pb0.001) in PANC-1 and by 65.69±2.95% (n=100; N=3) when
compared to control (100±6.88%; n=100; N=3; Pb0.001;

Figure 6B) in MIA PaCa-2 cells. The effect of TRPM7 silencing
on cancer pancreatic cell invasion cannot be attributed to an effect on
cell viability because there is no effect on MTT assays performed at
the same time as invasion assays (Figure 6C). Taken together, these
data suggest that TRPM7 regulates cell invasiveness in PDAC cells.

Role of TRPM7 in the Hsp90α/uPA/MMP-2 Proteolytic
Pathway

Cell invasiveness is related to matrix metalloproteinases (MMPs)
secretion and extracellular matrix degradation. Thus, we assessed the
effect of TRPM7 silencing on protease secretion using gelatin
zymography technique (Figure 7). Pro-MMP-2 secretion is decreased
by 52±5% in PANC-1 transfected with sh-TRPM7 when compared
to sh-Control (N=3; Pb0.001; Figure 7, A and B). Furthermore,
TRPM7 silencing also decreased the urokinase-type plasminogen
activator (uPA) secretion by 58±9% when compared to sh-Control
(N=3; Pb0.05; Figure 7, C and D). Moreover, we also detected the
inhibition of the heat-shock protein 90 alpha (Hsp90α) secretion
following stable TRPM7 silencing (38±3%; N=3; Pb0.01; Figure 7,
E and F). Similar results are found in MIA PaCa-2 cells transfected
with siTRPM7. Indeed, TRPM7 silencing inhibited pro-MMP-2 and
uPA secretions, respectively, by 27±9% (N=4; Pb0.05; Figure 7, A
and B) and 41±1% (N=3; Pb0.05; Figure 7, C and D). Finally,
TRPM7 silencing also inhibited Hsp90α secretion by 75±1% (N=4;
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Figure 3. TRPM7 silencing inhibited MIC current in PDAC cells. (A) Effect of TRPM7 silencing by shRNA on TRPM7 mRNA expression in
PANC-1 cells (N=3; Pb0.001). (B) TRPM7 silencing by shRNA inhibits MIC currents in PANC-1 cells (averaged traces of six recordings for
sh-Control and four recordings for sh-TRPM7 conditions). (C) Outward MIC currents recorded at +100 mV are decreased in cells treated
with sh-TRPM7 (n=4 cells) when compared to control (n=6 cells; Pb0.001). (D) TRPM7 silencing with siRNA decreasesmRNA expression
in MIA PaCa-2 (N=3; Pb0.05). (E) MIC currents were decreased in MIA PaCa-2 cells transfected with siRNA (averaged trace of 6
recordings) when compared to controls (averaged trace of 12 recordings). (F) Outward MIC currents recorded at +100 mV are decreased
in cells treated with si-TRPM7 (n=6 cells) when compared to control (n=12 cells; Pb0.01).
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Pb0.05; Figure 7F). Taken together, these results show that
TRPM7 regulates the Hsp90α/uPA/MMP-2 proteolytic pathway
in PDAC cells.

Role of TRPM7 in Mg2+-entry and PDAC Cell Invasion
ExtracellularMg2+ elevation from 1 to 10mM induces an increase of

intracellular MagFura-2 fluorescence from 0.76±0.01 to 0.77±0.01 in
control MIA PaCa-2 cells (n=46; Pb0.001 using a Wilcoxon signed
rank test; Figure 8, A and B). On the other hand, TRPM7 silencing
abolishes the increase of MagFura-2 fluorescence induced by 10 mM
Mg2+, indicating that Mg2+ entry is mainly regulated by TRPM7 in
MIA PaCa-2 cells (n=62; PN0.05; Figure 8, A and B).

Furthermore, we assessed how external Mg2+ can regulate PDAC
cell invasion and MMP secretion. External Mg2+ elevation from 1 to
10 mM increases MIA PaCa-2 cell invasion (165.54±9.53%; n=40;
N=2) when compared to control (100±5.37%; n=40; N=2;
Pb0.001; Figure 8C). TRPM7 silencing decreases cell invasion, but
10 mM external Mg2+ is not able to restore cell invasion (70.95±
4.38%; n=40; N=2) when compared to control (54.32±3.43%; n=
40; N=2; PN0.05; Figure 8C). Finally, pro-MMP-2 secretion was
increased (141.31±11.25%; N=4) in external media containing 10
mMMg2+ when compared to control media containing 1 mMMg2+

(100±8.48%; N=4; Pb0.05; Figure 8D). These results indicate that
Mg2+ entry through TRPM7 channels is correlated with PDAC cell
invasion and MMP secretions.

TRPM7 expression in metastatic lymph node
We have previously shown that TRPM7 is overexpressed in PDAC

tissues in correlation with grade and survival [24]. Here, we study the
expression of TRPM7 in PDAC and associated lymph nodes
metastasis (LNM). We observed that TRPM7 expression in LNM
is correlated with TRPM7 expression levels in PDAC primary tumor
(Figure 9A). Indeed, a low TRPM7 staining in pancreatic tissue is
associated to a low TRPM7 staining in lymph node samples (0.27±
0.07; n=14), whereas a high TRPM7 staining in pancreatic tissue
is associated to a higher TRPM7 staining in lymph nodes (1.1±0.16;
n=8; Pb0.001; Figure 9B). These data show a strong association of
the expression levels of TRPM7 in primary tumor and in metastatic
PDAC cells that disseminate from the pancreas.

Discussion

In the present study, we show that TRPM7 channels are involved in
PDAC cell invasiveness through the regulation of Hsp90α/uPA/
MMP-2 proteolytic pathway. The main results of this work are as
follows: 1) TRPM7 regulates constitutive cation entry in PDAC cells
and mainly in Mg2+ homeostasis and influx, 2) TRPM7 promotes
basal PDAC cell invasion, 3) TRPM7 is required for Hsp90α
secretion leading to uPA and pro-MMP-2 activations and stabiliza-
tions, and 4) TRPM7 expression level is maintained from primary
tumor to metastatic lymph nodes.
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Figure 4. TRPM7 regulated a constitutive divalent cations entry in PDAC cells. (A) TRPM7 silencing induced by shRNA decreases Mn2+

quenching of Fura-2 fluorescence in PANC-1 cells (averaged trace of 216 cells) when compared to control (averaged trace of 166 cells),
with a significant reduction of quenching slope induced in sh-TRPM7 cells (histograms; Pb0.001). (B) TRPM7 silencing also reduced
Mn2+ quenching of Fura-2 fluorescence in MIA PaCa-2 cells (averaged trace of 112 cells) when compared to control (average trace of 171
cells), with a significant reduction of quenching slope in si-TRPM7 cells (histograms; Pb0.001).
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We previously showed that TRPM7 is overexpressed in PDAC
tissues in correlation with cancer grade and patient survival [24]. We
also demonstrated that TRPM7 regulates BxPC-3 cell migration and
basal cytosolic Mg2+ [24]. However, although BxPC-3 is one of the
most commonly used PDAC cell lines, it is probably not representative
of the majority of pancreatic cancers [31]. Indeed, BxPC-3 cells contain
wild-type RAS, whereas KRAS mutation occurs in almost all PDACs.
Then, we assessed the role of TRPM7 in PANC-1 and MIA PaCa-2
PDAC cell lines with mutated KRAS. Moreover, PANC-1 and MIA
PaCa-2 cells are more tumorigenic because they produce the largest
tumors in vivo than BxPC-3 cells [31]. To our knowledge, no relation
has been made between mutated KRAS and TRPM7 expression or
activity. However, Meng et al. [18] showed that TRPM7 regulates
MDA-MB-435 migration and invasion through MAPK pathway. As
MAPK pathway is often activated by constitutive KRAS activity in
cancer, an interaction between TRPM7 and KRAS could be possible.
Further experiments are needed to assess the relation between TRPM7
and KRAS in the regulation of PDAC cell invasion.
Our present work, in accordance with a recent publication from

Yee's laboratory [25], confirms that TRPM7 is involved in PDAC
progression and PDAC cell ability to migrate and invade. Several
studies have reported the involvement of TRPM7 in cell migration
and invasion induced by fetal calf serum (FCS) as chemoattractant in
breast [18,26], nasopharyngeal [20,21], and pancreatic cancer cells
[25]. In our work, it is important to note that we do not use any
stimulation (by chemotaxis or activator) to promote cell invasion.
Our data strongly indicate that TRPM7 is constitutively active at the
plasma membrane of PDAC cells, leading to sustained cation entry

and enhanced invasion without any stimulation by chemoattractant
or activator. These results are important because they show that
TRPM7 is an integral membrane protein that promotes PDAC cell
invasiveness independently of external stimuli. However, the
molecular mechanisms involved in TRPM7 constitutive activation
remain unclear and are still under debate. The MIC current recorded
in TRPM7 is inhibited by free intracellular Mg2+ within the
micromolar range [13,14,32]. In our experiments, we show that
TRPM7 current is abolished by 680 and 850 μM free [Mg2+]i in
PANC-1 and BxPC-3 cells [24], respectively. If we assume that
cytosolic resting Mg2+ levels are in the millimolar range in most cells
[33], TRPM7 should be inhibited at physiological cytosolic Mg2+

levels. There is evidence that Mg2+ homeostasis is altered in cancer
[34]. For example, Mg2+ deficiency promotes metastasis in a model of
mice xenograft [35]. Interestingly, free [Mg2+]i measurements in
human colon carcinoma cells using fluorescent probes show low
cytosolic freeMg2+ under 0.3mM [36].Moreover, a recent study on rat
glioma shows that the cancer tissue and the single infiltrating cancer cells
contain elevated levels of bound Mg when compared to the noncancer
ones [37]. Indeed, elevated bound Mg in cancer may buffer free Mg2+,
leading to low intracellular free Mg2+ that allows a sustained Mg2+

influx through TRPM7. Further experiments on free [Mg2+]i
measurements in PDAC cells are definitely needed to better understand
how TRPM7 is constitutively active.

TRPM7 is a Ca2+/Mg2+ permeable channel involved in both
divalent cation homeostases. In PDAC, we show that TRPM7
silencing affects divalent cation homeostasis in a cell line–dependent
manner. Indeed, TRPM7 silencing decreases basal cytosolic Mg2+
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Figure 5. TRPM7 role in basal intracellular Ca2+ and Mg2+ levels. Ca2+ and Mg2+ homeostasis was assessed by basal Fura-2 and by
MagFura-2 fluorescence ratio, respectively. (A) TRPM7 silencing by shRNA had no effect on PANC-1 basal Ca2+ levels (n=89 cells) when
compared to control (n=59 cells; PN0.05). (B) Basal Ca2+ level is reduced in MIA PaCa-2 cells where TRPM7 has been silenced (n=85
cells) when compared to control (n=96 cells; Pb0.001). (C) Basal Mg2+ level is reduced by TRPM7 silencing (n=132 cells) in PANC-1
when compared to control (n=110 cells; Pb0.001). Basal Mg2+ level is also reduced in MIA PaCa-2 cells transfected with si-TRPM7 (n=
105 cells) when compared to control (n=105 cells; Pb0.01).
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levels in PANC-1 and MIA PaCa-2 as previously shown in BxPC-3
cells [24]. Moreover, we show that TRPM7 silencing decreases the
Mg2+ influx induced by the increase of external Mg2+. Taken
together, our data strongly indicate that TRPM7 mainly regulates
Mg2+ homeostasis and influx in PDAC cells.

One of the novelties of our work is that we clearly established a link
between TRPM7 expression and a proteolytic pathway in PDAC
cells. Indeed, TRPM7 silencing dramatically inhibits Hsp90α
secretion and both uPA and pro-MMP-2 secretions in the two cell
lines. A recent study showed that inhibiting TRPM7 by siRNA or by
pharmacological blocker (carvacol) decreased membrane MMP-2
expression and cell invasion in glioblastoma [17], indicating a
regulation of MMP expression by TRPM7. The Hsp90α/uPA/
MMP-2 proteolytic pathway is activated by elastin peptides, leading
to enhanced cell migration and invasion in fibrosarcoma [38]. There
is increased interest in the development of Hsp90 inhibitors for
cancer therapy [39,40]. Indeed, aberrant Hsp90α ectopic localization
in cancer cells led to cancer progression and enhanced aggressiveness,

whereas blocking secreted Hsp90α has an inhibitory effect on
metastatic behavior [40]. Moreover, high plasma Hsp90α levels are
positively correlated with tumor malignancy in clinical tumor patients
[41]. The main biological role of secreted Hsp90α is to interact with
MMP-2, leading to protease activation and cancer cell invasiveness
[42,43]. Moreover, Hsp90α secretion also activates uPA system
[38,44], which is largely involved in cancer metastasis [45]. Indeed,
uPA system suppression retards both cell invasion and in vivo tumor
development in PDAC [46]. How cancer cells constitutively secrete
Hsp90α is still largely unknown. To our knowledge, we report, for
the first time, that Hsp90α secretion is regulated by TRPM7.
However, the molecular mechanisms involved in Hsp90α secretion
induced by TRPM7 are still unknown. Several hypotheses are
possible due to the dual function of TRPM7. In the present study, we
show that TRPM7 induced a constitutive divalent cations entry in
PDAC cells. It has been shown that divalent cations such as Mg2+ and
Ca2+ stabilize Hsp90 oligomerization [47]. Furthermore, Hsp90α
plasma membrane translocation is regulated by cytosolic Ca2+ levels

Figure 6. TRPM7 regulated PDAC cell invasiveness. (A) PANC-1 and MIA PaCa-2 cell proliferation was not affected by TRPM7 silencing
(n=12 counting; N=3 for each time tested; PN0.05). (B) Both PANC-1 and MIA PaCa-2 cell invasion (40.104 cells, 24 hours) assessed in
Matrigel modified Boyden chambers was decreased by TRPM7 silencing when compared to control (n=120 counting; N=3 for PANC-1;
n=100 counting; N=3 for MIA PaCa-2; Pb0.001 for each PDAC cell line). (C) Cell viability assessed by MTT assays (40.104 cells, 24 hours)
showed no effect of TRPM7 for PANC-1 cells (n=12 counting; N=3; PN0.05) and for MIA PaCa-2 cells (n=12 counting; N=3; PN0.05).

294 Regulation of Pancreatic Cancer Cell Invasion by TRPM7 Rybarczyk et al. Neoplasia Vol. 19, No. 4, 2017



[48]. Taken together, these data indicate that Ca2+ and Mg2+ are
important for Hsp90α stabilization and secretion. Thus, it is tempting
to speculate that TRPM7provides a constitutiveCa2+/Mg2+ pore leading
to Hsp90α secretion. Moreover, one of the posttranslational modifica-
tions that promote Hsp90α secretion is phosphorylation on threonine
residues [40]. Indeed, Hsp90α phosphorylation by protein kinase A and
C on threonine residues leads to its secretion and malignancy [41,49]. In
full agreement with these studies, it was shown that TRPM7 kinase
domain is required for human breast cancer cell migration [19] and
metastasis [26]. Moreover, cytosolic Mg2+ has been implicated in the
activation of TRPM7 phosphotransferase activity [50,51]. Thus,
constitutiveMg2+ entry throughTRPM7 channel could induce sustained
kinase activation, leading to Hsp90α phosphorylation and secretion in
PDAC cells. Nevertheless, further studies are needed to determine
whether TRPM7 kinase could phosphorylate Hsp90α, leading to
secretion and PDAC enhanced cell invasiveness.
From a clinical point of view, our study confirms that TRPM7

could be a promising target in PDAC. It was previously shown that
TRPM7 overexpression in PDAC tissues is positively correlated with
cancer progression and poor survival [24,25]. Here, we show that
high TRPM7 expression is also found in metastatic lymph nodes.
Taken together, our work strongly suggests that TRPM7 is required
for metastatic dissemination of PDAC cells.

In conclusion, we provide a new molecular mechanism involving
TRPM7 in PDAC cell invasiveness. Indeed, TRPM7 activity through
Mg2+ constitutive entry and possibly kinase activation could lead to
Hsp90α secretion inducing MMP-2 and uPA system activations,
both enhancing PDAC cell invasiveness (Figure 10).

Materials and Methods

Human pancreatic cancer cell lines PANC-1 (ATCC CRL-1469) and
MIA PaCa-2 (ATCC CRL-1420) were used for this study. These cell
lines were derived from a poorly differentiated tumor which
corresponds to a grade 3 PDAC [31]. PANC-1 and MIA PaCa-2
cells were cultured in Dulbecco’s modified Eagle’s medium (Gibco)
supplemented with 10% FCS (Lonza). Cells were trypsinized once a
week using trypsin-EDTA (Sigma-Aldrich) and incubated at +37°C
in a humidified atmosphere with 5% CO2.

TRPM7 Silencing Using siRNA and shRNA
Transient silencing of TRPM7 was performed using siRNA as

previously described [24]. Briefly, siRNAs were included in
pancreatic cancer cells by nucleofection using a NucleofectorTM II
device (Lonza). PANC-1 and MIA PaCa-2 cells (106 cells) were
transfected with 2 μg of siRNA (corresponding to 1.5 μM) according
to the optimized protocol recommended by Lonza. PANC-1 and

Figure 7. TRPM7 regulates Hsp90α/uPA/MMP-2 pathway in PDAC cells. (A) Typical examples of reduced Pro-MMP-2 secretion following
TRPM7 silencing in PANC-1 cells (left panel) and in MIA PaCa-2 cells (right panel). (B) Quantification of decreased pro-MMP-2 secretion
induced by TRPM7 silencing in both PANC-1 cells (N=3) and MIA PaCa-2 cells (N=4). (C) Typical examples of reduced uPA secretion
following TRPM7 silencing in PANC-1 cells (left panel) and MIA PaCa-2 cells (right panel). (D). Quantification of decreased uPA secretion
induced by TRPM7 silencing in both PANC-1 cells (N=3) and MIA PaCa-2 cells (N=3). (E) Typical examples of reduced Hsp90α secretion
following TRPM7 silencing in PANC-1 cells (left panel) and in MIA PaCa-2 cells (right panel). (F) Quantification of decreased Hsp90α
secretion induced by TRPM7 silencing in both PANC-1 cells (N=3) and MIA PaCa-2 cells (N=4).
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MIA PaCa-2 cells were nucleofected with a scrambled siRNA
(si-Control) or with a siRNA targeting TRPM7 (si-TRPM7)
(targeting nucleotide sequence: 5′-GTC-TTG-CCA-TGA-AA-
T-ACT-C-3′). We also used shRNAs for stable and inducible
TRPM7 silencing. PANC-1 cells were transfected with shTRPM7
and shControl by nucleofection (106 cells with 1 μg plasmid). Cells
with shRNAs were selected following puromycin incubation at the
concentration of 800 ng.ml−1. Stable TRPM7 silencing was induced
by doxycycline treatment (2 μg.ml−1). All si- and shRNAs were
purchased from Dharmacon Research Inc., USA.

All the experiments were made in the 48 hours following the
nucleofection and in the 72 hours following shRNA induction by
doxycycline treatment.

RT-PCR and Quantitative RT-PCR
RNA extraction was performed using the standard

Trizol-phenol-chloroform protocol. Total RNA (1 μg) was
reverse-transcribed into cDNA with random hexamers and Multi-
Scribe Reverse Transcriptase (Applied Biosystems). PCRs were
carried out using an iCycler thermal cycler (Biorad) and Taq DNA

polymerase (Invitrogen) with, respectively, 30 and 40 cycles for
β-actin and TRPM7 primers. PCR products were visualized on
agarose gels and quantified using Quantity One Software (Biorad).
Results were expressed as TRPM7 expression normalized to β-actin
expression for semiquantitative RT-PCR experiments. Quantitative
RT-PCR was performed on a LightCycler system (Roche) using a mix
containing SYBR green (Applied Biosystem). TRPM7 mRNA
quantities were normalized to β-actin as a housekeeping gene.

Western Blotting Experiments
Cells were lysed 30 minutes on ice in radioimmunoprecipitation

assay buffer (1% Triton X-100, 1%Na deoxycholate, 150 mMNaCl,
10 mM PO4Na2/K, pH 7.2) supplemented with Sigma P8340
inhibitors cocktail, 2 mM EDTA, and 5 mM orthovanadate. After
sonication and centrifugation at 13,000 rpm, the proteins in the
supernatant were quantified using the BCA method (BioRad). Equal
amounts of each protein sample (50 μg) were separated by
electrophoresis on sodium dodecyl sulfate (SDS) polyacrylamide gel
electrophoresis and blotted onto nitrocellulose membrane (Amersham).
Blots were incubated with antibodies raised against TRPM7 (1/1000,

Figure 8. Extracellular Mg2+ regulates cell invasion through TRPM7 channels. (A) External application of 10 mM Mg2+ at 2 minutes
induced a slight but sustained increase of intracellular Mg2+ levels in si-Control MIA PaCa-2 (black trace, n=46), whereas no effect was
observed in si-TRPM7 condition (red trace, n=62). (B) Quantification of intracellular MagFura-2 fluorescence following 9-minute
application of 10 mMMg2+ in si-Control (n=46) and si-TRPM7 MIA PaCa-2 (n=62) indicating that TRPM7 mediates Mg2+ entry (Pb0.001
using paired Wilcoxon signed tests). (C) External application of 10 mM Mg2+ increases MIA PaCa-2 invasion in si-Control but not in
si-TRPM7 condition (n=40 counting; N=2 passages; Pb0.001 using two-way analysis of variance followed by Holm-Sidak tests). (D).
Pro-MMP-2 secretion is increased by adding 10 mM Mg2+ in culture media (N=4; Pb0.05).
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Abcam) and actin (1/1000, Santa Cruz Biotechnology) and developed
with the enhanced chemiluminescence system using specific
peroxidase-conjugated anti-IgG secondary antibodies.

Electrophysiology
TRPM7 currents were recorded using the conventional technique

of patch clamp in the whole-cell configuration. Holding membrane
potential was held to −40 mV, and currents were elicited by a ramp
depolarization from −100 mV to +100 mV for 350 milliseconds.
Interval between each ramp depolarization was 10 seconds. The patch
pipettes (3-5 MΩ) were made from hematocrit glass using a vertical
puller (P30 vertical micropipette puller, Sutter Instrument Co.). The
extracellular solution was composed of the following (in mM):
Na-gluconate 140; K-gluconate 5; Mg-Gluconate 2; Ca-gluconate 2;
HEPES 10; glucose 5; TEA-Cl 5 (pH adjusted to 7.4 with NaOH).
The intrapipette solution was composed of the following (in mM):
Cs-gluconate 145; Na-gluconate 8; EGTA 10; Mg-gluconate or
MgATP (as indicated); HEPES 10 (pH adjusted to 7.2 with CsOH).
Free [Mg2+]i was estimated using the program WEBMAXC
STANDARD (http://www.stanford.edu/~cpatton/webmaxcS.htm).
Signals were filtered at 1 kHz and digitized at 5 kHz using an
Axopatch 200B patch clamp amplifier (Molecular Devices Inc.)
combined with a 1322A Digidata (Molecular Devices Inc.). The

MIC current was recorded after the dialysis of intracellular media by
0 Mg intrapipette solution. The MIC current was calculated as the
difference between the steady-state current activated by the depletion
of [Mg2+]i and the basal current recorded few minutes after
patch rupture. MIC currents were expressed as current densities (in
pA.pF−1) by dividing the current intensity (in pA) by the cell
capacitance (in pF). Electrophysiological protocols and analyses were
made using pClamp 10, Clampfit (both by Molecular Devices), and
Origin 6.0 (Microcal Software, Inc.). All experiments were performed
at room temperature.

Cell Imaging
PDAC cells were plated on glass coverslips in 35-mm diameter

dishes at a density of 8.104 cells. After 48 hours, cells were loaded in
cell growth medium at +37°C for 1 hour with 3 μM Fura 2-AM
(Sigma-Aldrich) or 3 μM Mag-Fura 2-AM (Invitrogen) and
subsequently washed three times with the extracellular solution.
The coverslip was then transferred onto a perfusion chamber on a
Zeiss microscope equipped for fluorescence.

To estimate the divalent cation influx, we used Mn2+ quenching as
previously published [24]. Cells were perfused for 1 minute with
extracellular solution containing (in mM) 145 NaCl, 5 KCl, 2 CaCl2,
1 MgCl2, 10 HEPES, and 5 glucose (pH adjusted to 7.4 with
NaOH). After this period, Ca2+ was replaced by Mn2+ (2 mM). To
measure Mn2+ influx, cells were excited at 360 nm with a
monochromator (TILLVR Photonics, Munich, Germany), and
fluorescence emission was monitored at 510 nm by a CCD camera
coupled to a Zeiss inverted microscope (Carl Zeiss MicroImaging,
LLC, Oberkochen, Germany). After Mn2+ perfusion, the decrease of
Fura-2 fluorescence described a linear decay, and the slope is
correlated with the rate of the Mn2+ influx. The calculated slope is
obtained by subtracting the slope of basal decreasing Fura-2
fluorescence obtained in basal conditions (culture conditions) and
after Mn2+ application. To measure the Ca2+ basal fluorescence ratio,
PANC-1 and MIA PaCa-2 were incubated with Fura-2AM as
previously indicated. Cells were then perfused with the extracellular
solution containing 2 mM of Ca2+. Cells were excited alternatively at
350 nm and 380 nm. The fluorescence emission was monitored at
510 nm. The ratio of Fura-2 fluorescence intensities measured with
excitation at 350 and 380 nm (F350/F380) was used as a [Ca2+]i-
related signal. The same protocol was used for Mg2+ basal ratio, but
cells were perfused by extracellular solution which contained 1 mM
Mg2+, and MAG-Fura-2AM was used as a fluoroprobe. The ratio of
MAG-Fura-2 fluorescence intensities measured with excitation at 330
and 370 nm (F330/F370) was used as a [Mg2+]i-related signal.

Cell Migration and Invasion Assays
Migration tests were performed in 8-μm pore size polyethylene

terephthalate membrane cell culture inserts (BD FALCON Cell
Culture Inserts, BD Biosciences). The upper compartment was
seeded with 4 × 104 cells of 24-hour transfected PANC-1 cells
(scramble or siTRPM7) in growth medium supplemented with 10%
FCS. The lower compartment was also filled with growth medium
supplemented with 10% FCS. Thus, migration and invasion assays
were performed without addition of chemoattractant. After 24 hours
of further incubation at 37°C, the remaining cells were removed from
the upper side of the membrane by scrubbing. Migrated cells on the
lower side were washed by phosphate-buffered saline, fixed by
methanol, and stained by hematoxylin. Migrated cells were counted
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Figure 9. TRPM7 expression in human PDAC and LNM. (A)
Examples of low (left panels) and high (right panels) apical and
membranous staining in pancreatic (upper panels) and LNM (lower
panels) tumor cells using TRPM7 antibody. (Inserts) Negative
control obtained by omitting the primary antibody. (B) Correlation
between pancreatic (n=13) and LNM (n=22) staining score for
TRPM7 (Pb0.001).
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under an inverted microscope (Zeiss) in duplicate (20 contiguous
areas at ×400 magnification for each insert). For each experiment, the
number of migrating cells per area for each condition (scramble or
siTRPM7) was normalized by the mean of scramble migrating cells.
Experiments were repeated in three different passages. For each
passage, an MTT test was carried out in the same condition as the
migration assays (24 hours after cell nucleofection). Invasion assays
were made in the same manner as that for migration. The upper side
of the migration inserts was coated with Matrigel.

Proteinase and Hsp90 Detection
Conditioned media from PANC-1 and MIA PaCa-2 cell cultures

were analyzed for gelatin degradation by electrophoresis under
nonreducing conditions on an SDS-polyacrylamide gel containing 1
mg/ml of gelatin with or without 3 μg/ml of plasminogen. The
volume of conditioned medium loaded per lane was standardized on
the basis of the cell count at harvest. Following electrophoresis, gels
were incubated overnight at +37°C in 50 mM Tris-HCl, 150 mM
NaCl, and 10 mM CaCl2, pH 7.4, for matrix metalloproteinase
detection and 100 mM glycine buffer and EDTA 5 mM, pH 8.3, for
plasminogen activator detection. Gelatinolytic activity resulting from
proteinase presence was indicated here by white lysis zones which
were revealed by staining with Coomassie brilliant blue. As a positive
control, HT-1080 conditioned medium was used.

To detect secreted Hsp90, conditioned media were concentrated in
Vivaspin from Sartorius stedim (Aubagne, France), and samples were
electrophoresed in a 0.1% SDS, 10% polyacrylamide gel, under
reducing conditions. Proteins were then transferred onto
Immobilon-P membrane (Millipore, Saint-Quentin en Yvelines,
France). The membrane was blocked with 5% nonfat dry milk, 0.1%
Tween 20 in a 50-mM Tris-HCl buffer, 150 mM NaCl, pH 7.5
(TBS), for 2 hours at room temperature and incubated overnight at
+4°C with anti-Hsp90 antibody (Ozyme, Saint Quentin Yvelines,
France) and then for 1 hour at room temperature with a second
peroxidase-conjugated anti-IgG antibody. Immune complexes were

visualized with the enhanced chemoluminescence detection kit (GE
Healthcare, Orsay, France).

TRPM7 Detection in PDAC and Associated Lymph Nodes
Human tissues samples from PDAC (n=13) including LNM (n=

22) were used with the agreement of patients treated by surgery in the
University Hospital of Amiens (Picardie, France). Experiments on
human tissues were approved by the Comité Consultatif de
Protection des Personnes dans la Recherche Biomédicale de Picardie
(Amiens, France). Histological examination was performed by an
experimented pathologist (D.C.) on paraffin-embedded tissues using
hematoxylin-phloxin-saffron staining.

Immunohistochemistry was performed in duplicate for each sample
using the indirect immunoperoxidase staining technique on the
paraffin-embedded material with a Ventana XT instrument (Ventana
Medical Systems, Roche Diagnostics) and a hematoxylin counterstain as
previously described [24]. The sectionswere incubatedwith anti-TRPM7
antibody (Chemicon, 1/300), and negative controls were performed by
omitting the primary antibodies. Analysis of tissue section was done by
light microscopy by a pathologist (D.C.) at ×400 magnification. Because
PDAC tissues showed a nonhomogenous staining, TRPM7 staining in
human PDACwas determined by the previously publishedmethod [52].
Briefly, the percentages of tumor cells (in well differentiated and
undifferentiated areas) that were stained at each of the intensity score 0
(no staining), 1 (weak staining), 2 (moderate staining), and 3 (strong
staining) were added, and the sum of these scores gave a final score for
each tissue ranging from 0 to 0.99 (weak TRPM7 staining), 1 to 1.99
(moderate TRPM7 staining), or 2 to 2.99 (strong TRPM7 staining).

Statistical Analysis
Data are presented as mean±SEM, n refers to the number of separate

experiments or to the number of cells, andN refers to the number of cell
line passages. Statistical analyses were made using Student’s t tests or
Mann-Whitney rank sum test depending on sample normality or paired
Wilcoxon signed rank test using Sigma-Stat 3.0 (Systat Software, Inc.).

Figure 10. Graphical conclusion. TRPM7 is involved in basal Mg2+ influx in PDAC cells and secretion of Hsp90α. Hsp90α stabilizes both
pro-MMP-2 and uPA/plasmin pathway that in turn enhances extracellular matrix (ECM) degradation and PDAC cell invasiveness.
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When more than two conditions were compared, a Kruskal-Wallis
one-way analysis of variance was used followed by Dunn's method post
hoc tests using SigmaStat 3.0 (Systat Software, Inc.).
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2.  RESULTATS COMPLEMENTAIRES 

Nous avons démontré que TRPM7 ƌégule l’iŶǀasion via sa fonction canalaire. Plus 

précisément, il ƌégule l’iŶfluǆ ŵagŶésiƋue Ƌui est Đoƌƌélé à uŶe augŵeŶtatioŶ de la sécrétion 

de la MMP-2 et de l’iŶǀasioŶ. Ce canal possède une particularité, comparé aux autres canaux 

ioniques, qui est de posséder un domaine kinase fonctionnel à son extrémité carboxylique. 

Cette kinase est impliquée daŶs les ŵéĐaŶisŵes de ŵigƌatioŶ et d’iŶǀasioŶ des Đellules 

cancéreuses (Guilbert et al., 2013, Middelbeek et al., 2012). Nous éŵettoŶs l’hypothèse que 

la kinase de TRPM7 aurait également un rôle daŶs l’iŶǀasioŶ des Đellules d’ACP.  

 

Nous avons démontré également Ƌue TRPM7 est ƌeƋuis pouƌ la séĐƌétioŶ d’Hsp90α Ƌui ǀa 

permettre la staďilisatioŶ et l’aĐtiǀatioŶ d’uPA et MMP-2. Le mécanisme de régulation de la 

séĐƌétioŶ d’Hsp90α Ŷ’est pas ĐoŶŶu daŶs les Đellules ĐaŶĐéƌeuses d’ACP. Hsp90 ne présente 

pas les caractéristiques des protéines sécrétées classiquement et sa sécrétion est résistante 

au breféldine A, un inhibiteur des voies classiques de sécrétion (Li et al., 2012, Nickel, 2003). 

L’ajout de ŵodifiĐatioŶs post-tƌaduĐtioŶŶelles peƌŵet de ƌéguleƌ la séĐƌétioŶ de Hsp90α. Les 

phosphorylations des résidus thréonine permettent une localisation extracellulaire 

pƌéféƌeŶtielle d’Hsp90α daŶs les carcinomes et dans un modèle de cellules endothéliales 

aortiques soumises à un stress hyperglycémique (Quanz et al. 2012, Lei et al. 2007). La 

kinase de TRPM7 est une sérine / thréonine kinase dont les substrats connus sont limités et 

sont majoritairement des protéines du cytosquelette ou des enzymes. La kinase pourrait 

donc potentiellement phosphoryler Hsp90 et réguler sa sécrétion.  

 

Les cations divalents, et plus particulièrement le Mg2+, régule la coŶfoƌŵatioŶ d’Hsp90 en 

oligoŵğƌes Ƌui lui peƌŵettƌait d’augŵeŶteƌ sa ĐapaĐité d’iŶteƌaĐtioŶ aǀeĐ ses Đo-

chaperonnes ou des protéines cibles (Moullintraffort et al., 2010). Ce cation est également 

connu pour stimuler l’aĐtiǀité kiŶase de TRPM7. 

 

Les expériences complémentaires ont été réalisées dans le but d’éluĐideƌ les mécanismes 

liant la kinase de TRPM7, Hsp90α et le Mg2+ daŶs l’iŶǀasioŶ des Đellules d’ACP. Pour réaliser 

ces expériences, nous utilisons la lignée cellulaire MIA PaCa-2 capable de former des 

métastases in vivo. C’est doŶĐ uŶ ďoŶ ŵodğle pouƌ étudieƌ l’iŶǀasion. La lignée cellulaire 
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cancéreuse pancréatique PANC-1 invasive non métastatique in vivo est également utilisée 

pouƌ étudieƌ l’eǆpƌessioŶ de Ŷos difféƌeŶtes pƌotéiŶes d’iŶtéƌġt. En parallèle, un modèle de 

cellule épithéliale non-cancéreuse pancréatique hTERT-HPNE est utilisé pour démontrer si 

les mécanismes sont spécifiques aux cellules tumorales. 

2.1. TRPM7 et Hsp90α soŶt suƌeǆpƌiŵĠs daŶs les Đellules d’ACP  

  

Figure 40 : EǆpƌessioŶ de TRPM7 de Hsp9Ϭα daŶs les Đellules ĐaŶĐĠƌeuses et ŶoŶ- 

cancéreuses pancréatiques. L’eǆpƌessioŶ de TRPM7 ;A, N=3, **p<0,01 et *** p<0,001) et de 
Hsp90α ;B, N=3, **p<0,01) sont analysés en Western Blot sur 50 µg de protéines en 
ƌappoƌtaŶt l’eǆpƌessioŶ suƌ le gğŶe de ƌéféƌeŶĐe GAPDH dans deux lignées cellulaires 
cancéreuses pancréatiques MIA PaCa-2 et PANC-1 comparées à une lignée cellulaire 
pancréatique non-cancéreuse hTERT-HPNE. 

TRPM7 est surexprimé dans les cellules cancéreuses pancréatiques MIA PaCa-2 et PANC-1 

comparées aux cellules non-cancéreuses hTERT-HPNE (Figure 40A, N=3, p<0,01 et p<0,001 

respectivement).  

Hsp90α est suƌeǆpƌiŵé seulement dans les cellules MIA PaCa-2 comparée aux cellules 

hTERT-HPNE (Figure 40B, N=3, p<0,01Ϳ. Il Ŷ’Ǉ a pas de difféƌeŶĐe sigŶifiĐatiǀe eŶtƌe la ligŶée 

cancéreuse PANC-1 et non cancéreuse hTERT-HPNE (Figure 40B, N=3). 

 TRPM7 est surexprimé dans les modèles cellulaiƌes d’ACP. Hsp90α est suƌeǆpƌiŵé 

seulement dans la lignée ayant une capacité métastatique in vivo. 
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2.2. TRPM7 et Hsp90α ne se régulent pas mutuellement au niveau protéique  

 

Figure 41 : Effets des extinctions par siRNA suƌ l’eǆpƌessioŶ protéique de TRPM7 et Hsp9Ϭα 

dans les cellules cancéreuses et non-cancéreuses pancréatiques. L’eǆpƌessioŶ de TRPM7 et 
Hsp90α soŶt aŶalǇsés eŶ WesteƌŶ Blot suƌ ϱ0 µg de pƌotéiŶes eŶ ƌappoƌtaŶt l’eǆpƌessioŶ suƌ 
le gène de référence GAPDH dans les lignées cellulaires pancréatiques non-cancéreuse 
hTERT-HPNE (A, N=3, *p<0,05 et B, N=3, **p<0,01) et cancéreuse MIA PaCa-2 (C, N=5, 
***p<0,001 et D, N=3, **p<0,01). 

La transfection des cellules avec un siRNA diƌigé ĐoŶtƌe TRPM7 diŵiŶue l’eǆpƌessioŶ 

protéique de TRPM7  (Figure 41A, N=3, p<0,05 pour hTERT-HPNE / C, N=5, p<0,001 pour MIA 

PaCa-2Ϳ et Ŷe ŵodifieŶt pas l’eǆpƌessioŶ d’Hsp90α. 

La transfection des cellules avec un siRNA diƌigé ĐoŶtƌe Hsp90α diŵiŶue l’eǆpƌessioŶ 

pƌotéiƋue d’Hsp90α ;Figure 41B, N=3, p<0,01 pour hTERT-HPNE / D, N=3, p<0,01 pour MIA 

PaCa-2Ϳ et Ŷe ŵodifieŶt pas l’eǆpression  de TRPM7.  
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Les transfections des cellules sont validées et nos deux acteurs ne se régulent pas 

mutuellement au niveau protéique. 

2.3. La kinase de TRPM7 est impliquée daŶs l’iŶvasioŶ des Đellules d’ACP  

 

Figure 42 : Rôle de la kinase du canal TRPM7 daŶs l’iŶvasioŶ des Đellules cancéreuses 

pancréatiques. A. La surexpression de TRPM7 est évaluée par RT-qPCR 48 heures après 
transfection dans les cellules MIA PaCa-2 (N=3, ** p<0,05Ϳ. B. L’iŶǀasioŶ Đellulaiƌe a été 
mesurée sur 24 heures en chambres de Boyden modifiées recouvertes de 100 µg/mL de 
Matrigel. 40 000 cellules par inserts sont ensemencées (N=3,* p<0,05). C. En parallèle du test 
d’iŶǀasioŶ Đellulaiƌe, la ǀiaďilité Đellulaiƌe a été ŵesuƌée paƌ test MTT ;N=ϯͿ. 

Les transfections de TRPM7 de zebra fish (sauvage (Wild type-wt) ou sans le domaine kinase 

;Δkinase) entrainent une augmentation des transcrits (Figure 42A, N=3, p<0,05). La 

surexpression de TRPM7 wt augŵeŶte l’invasion basale de 60,28±18,60%  comparées aux 

cellules transfectées avec un vecteur vide (Figure 42A, N=3, p<0,05). L’eǆpƌessioŶ de la 

forme délétée du doŵaiŶe kiŶase Ŷ’eŶtƌaiŶe pas d’augŵeŶtatioŶ de l’iŶǀasioŶ Đellulaiƌe 

(Figure 42B, N=3).  

Les suƌeǆpƌessioŶs de TRPM7 Ŷ’oŶt pas d’effet suƌ la viabilité cellulaire (Figure 42C, N=3).  

Ces résultats montrent que la kinase de TRPM7 régule l’iŶǀasioŶ Đellulaiƌe daŶs les Đellules 

d’ACP. 
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2.4. TRPM7 est iŵpliƋuĠ daŶs l’aĐƋuisitioŶ du phĠŶotǇpe iŶvasif daŶs les 
cellules non-cancéreuses pancréatiques 

 

Figure 43 : Rôle de TRPM7 daŶs l’iŶvasioŶ des cellules non-cancéreuses pancréatiques. A1. 
L’eǆpƌessioŶ de TRPM7 est évaluée par RT-qPCR 48 heures après transfection (N=4, ***p< 
0,001). A2. La surexpression de TRPM7 est évaluée par RT-qPCR 48 heures après transfection 
(N=4, *p<0,05). B. L’iŶǀasioŶ Đellulaiƌe (20 000 cellules par inserts) a été mesurée sur 24 
heures en chambres de Boyden modifiées recouvertes de 100 µg/mL de Matrigel (N=3, 
*p<0,05) sur des cellules transfectées avec un siRNA dirigé contre TRPM7 (1) ou avec les 
plasmides de surexpression de TRPM7 (2). C1 et 2. En parallğle du test d’iŶǀasioŶ Đellulaiƌe, 
la viabilité cellulaire a été mesurée par test MTT (N=3). 

La diŵiŶutioŶ d’eǆpƌessioŶ de TRPM7, validée en RT-qPCR (Figure 43A1, N=ϰ, p<0,00ϭͿ, Ŷ’a 

auĐuŶ effet suƌ l’iŶǀasioŶ des Đellules hTERT-HPNE non-cancéreuses (Figure 43B1, N=3).  

Les transfections de TRPM7 de zebra fish (sauvage (Wild type-wt) ou sans le domaine kinase 

(delta kinase) entrainent une augmentation des transcrits (Figure 43A2, N=3, p<0,05). La 

surexpression de wtTRPM7 augmeŶte l’iŶǀasioŶ ďasale de 2ϰ,ϰϴ±4,84% dans les cellules 

non-cancéreuses hTERT-HPNE (Figure 43B2, N=3, p<0,05) comparées aux cellules 

tƌaŶsfeĐtées aǀeĐ uŶ ǀeĐteuƌ ǀide. L’eǆpƌession de la forme délétée du domaine kinase 

Ŷ’eŶtƌaiŶe pas d’augŵeŶtatioŶ de l’iŶǀasioŶ Đellulaiƌe ;Figuƌe 43B2, N=3).  

Les tƌaŶsfeĐtioŶs Ŷ’oŶt pas d’effet sur la viabilité cellulaire (Figure 43C1 et 2, N=3).  

Ces ƌésultats pƌouǀeŶt Ƌue TRPM7 Ŷ’est pas iŵpliƋué daŶs l’iŶǀasioŶ ďasale des Đellules 

pancréatiques non-cancéreuses. Les modèles de surexpression montrent l’iŵpliĐatioŶ de 

TRPM7 et plus paƌtiĐuliğƌeŵeŶt de soŶ doŵaiŶe kiŶase daŶs l’aĐƋuisitioŶ d’uŶ phéŶotǇpe 

invasif par les cellules non-cancéreuses pancréatiques.  
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2.5. Hsp90α ŵodule l’iŶvasioŶ des cellules cancéreuses et non-cancéreuses 

pancréatiques  

 

 
Figure 44 : Rôle d’Hsp9Ϭα daŶs l’iŶvasioŶ Đellulaiƌe. A. L’eǆpƌessioŶ des deuǆ tƌaŶsĐƌits 
d’Hsp90α est éǀaluée paƌ RT-qPCR 48 heures après transfection (N=3, *** p<0,001 pour MIA 
PaCa-2 et ** p<0,01 pour hTERT-HPNE). B. L’iŶǀasioŶ Đellulaiƌe a été mesurée sur 24 heures 
en chambres de Boyden modifiées recouvertes de 100 µg/mL de Matrigel. 40 000 cellules 
par inserts sont ensemencées pour MIA PaCa-2 (N=3, ***p<0,001) et 20 000 cellules pour 
hTERT-HPNE (N=3, ***p<0,001). C. En parallèle du test d’iŶǀasioŶ Đellulaiƌe, la ǀiaďilité 
cellulaire a été mesurée par test MTT (N=3). 
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La transfection des siRNA ĐiďlaŶt les deuǆ tƌaŶsĐƌits d’Hsp90α eŶtƌaiŶe la diminution des 

ARN ŵessageƌs ĐodaŶt Hsp90α (Figure 44A, N=3, p<0,05).  

L’eǆtiŶĐtioŶ de l’eǆpƌessioŶ d’Hsp90α diŵiŶue l’iŶǀasioŶ des Đellules MIA PaCa-2 de 

33,74±4 ,52%, (Figure 44B, N=3, p<0,001). Dans les cellules non-cancéreuses hTERT-HPNE, 

l’iŶǀasioŶ ďasale augmente de 15,10±2,24% (Figure 44B, N=3, p<0,001).  

L’eǆtiŶĐtioŶ d’Hsp90α Ŷe ŵodifie pas la viabilité cellulaire (Figure 44C, N=3).  

Hsp90α est iŵpliƋué daŶs l’iŶǀasioŶ daŶs uŶ ŵodğle d’ACP. Les ƌésultats divergents entre le 

modèle cancéreux et non-cancéreux peuvent laisser suggérer une implication différente 

d’Hsp90α daŶs chaque lignée.  

2.6. TRPM7 et Hsp90α diminuent l’iŶvasioŶ eŶ iŶteƌvenant dans une même 

voie 

 

Figure 45 : TRPM7 et Hsp9Ϭα ƌĠguleŶt l’iŶvasioŶ paƌ uŶe voie ĐoŵŵuŶe dans les cellules 

d’ACP. A. L’iŶǀasioŶ Đellulaiƌe a été ŵesuƌée suƌ 2ϰ heuƌes eŶ Đhaŵďƌes de BoǇdeŶ 
modifiées recouvertes de 100 µg/mL de Matrigel. 40 000 cellules par inserts sont 
ensemencées (N=3, *p<0,0ϱͿ. B. EŶ paƌallğle du test d’iŶǀasioŶ Đellulaiƌe, la ǀiaďilité 
Đellulaiƌe a été ŵesuƌée paƌ test MTT ;N=ϯͿ C. Le tauǆ des ARNŵ de TRPM7 et Hsp90α soŶt 
mesurées par RT-qPCR dans les cellules transfectées avec un seul siRNA ou en combinaison 
(N=3,*p<0,05). 

L’eǆtiŶĐtioŶ de TRPM7 et d’Hsp90α diŵiŶue l’iŶǀasioŶ daŶs la ligŶée MIA PaCa-2 (47,34± 

5,30% et 52,06±4,75% respectivement) comparée aux cellules transfectées avec un siRNA 

contrôle (100±8,52%) (Figure 45A, N=3, p<0,05Ϳ. L’eǆtiŶĐtioŶ de TRPM7 et d’Hsp90α 
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ĐoŵďiŶée Ŷ’eŶtƌaiŶe pas d’effet additif suƌ l’iŶǀasioŶ Đellulaiƌe ;53,14±4,08%, Figure 45A, 

N=3, p<0,05).  

Les transfections ne modifient pas la viabilité cellulaire (Figure 45B, N=3).   

L’eǆtiŶĐtioŶ de TRPM7 Ŷe pas ŵodifie l’eǆpƌessioŶ des deuǆ tƌaŶsĐƌits d’Hsp90α. 

L’eǆpƌessioŶ de TRPM7 Ŷ’est pas ŵodifiée suite à l’eǆtiŶĐtioŶ d’Hsp90α. L’utilisatioŶ des 

deux siRNA combinés eŶtƌaiŶe ďieŶ l’eǆtinction des deux gènes (Figure 45C, N=3, p<0,05).  

Ces ƌésultats ŵoŶtƌeŶt Ƌue TRPM7 et Hsp90α ƌégulent l’iŶǀasioŶ Đellulaire par une voie 

commune. L’eǆtiŶĐtioŶ de TRPM7 Ŷ’eŶtƌaiŶe pas de ǀaƌiatioŶs des tƌaŶsĐƌits d’Hsp90α et il 

eŶ est de ŵġŵe pouƌ l’eǆtiŶĐtioŶ d’Hsp90α suƌ les tƌaŶsĐƌits de TRPM7. TRPM7 et Hsp90α 

ne se régulent pas mutuellement au niveau transcriptionnel.  

 

2.7. TRPM7 et Hsp90α interagissent ensemble au sein d’uŶ même complexe 

protéique  

  

Figure 46 : Localisation de TRPM7 et Hsp9Ϭα daŶs les Đellules ĐaŶĐĠƌeuses et non-

cancéreuses pancréatiques. Le co-ŵaƌƋuage de TRPM7 et d’Hsp90α est effectué dans les 
cellules cancéreuses pancréatiques MIA PaCa-2 et épithéliale non-cancéreuse hTERT-HPNE. 
La barre correspond à 20 µm (N=3).  
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L’iŶteƌaĐtioŶ physique entre Hsp90 total et TRPM7 est étudiée par immunoprécipitation. Les 

deuǆ pƌotéiŶes Ŷ’iŶteƌagisseŶt pas daŶs uŶ ŵodğle de Đellules Ŷon-cancéreuses hTERT-

HPNE, contrairement aux cellules cancéreuses MIA PaCa-2 (Figure 47A, N=3). Plus 

précisément, TRPM7 interagit avec la foƌŵe α d’Hsp90 dans les cellules cancéreuses (Figure 

47B, N=3Ϳ. L’eǆpéƌieŶĐe de PLA peƌŵet de déteĐteƌ les iŶteƌaĐtioŶs diƌeĐtes eŶtƌe deuǆ 

protéines (espacées de moins de 40 nm). Le Ŷoŵďƌe de poiŶts d’iŶteƌaĐtioŶs paƌ cellules 

cancéreuses est plus élevé comparé aux cellules non-cancéreuses : 9,94±0,87 points par 

cellules versus 5,06±0,80 (Figure 47C et D, N=2, p<0,001).  

Ces difféƌeŶtes teĐhŶiƋues peƌŵetteŶt de déŵoŶtƌeƌ Ƌue TRPM7 et Hsp90α iŶteƌagisseŶt 

directement dans les cellules cancéreuses pancréatiques.  

2.8. TRPM7 est impliqué dans la modification post-tƌaduĐtioŶŶelle d’Hsp90α 
sur ses résidus sérines  

 
Figure 48 : Implication de TRPM7 dans la phosphorylation d’Hsp9Ϭα suƌ ses résidus sérine 

daŶs les Đellules d’ACP. A. Les immunoprécipitations dirigées contre Hsp90α soŶt ƌéalisées 
sur 1 mg de protéines dans les cellules transfectées avec un siRNA contrôle et ciblant 
TRPM7. Le lysat total (TL) contient 50 µg de protéines. Le no IP est le contrôle négatif de 
l’eǆpéƌieŶĐe ;saŶs ajout d’anticorps immunoprécipitants). Les membranes sont révélées en 
Western Blot avec des anticorps dirigés contre les résidus sérines phosphorylées et Hsp90α. 
B. La ƋuaŶtifiĐatioŶ de l’eǆpƌessioŶ ƌelatiǀe de la foƌŵe phosphoƌǇlée d’Hsp90α ƌappoƌtée 
sur sa forme totale est réalisée grâce au Logiciel Quantity One (Biorad) (*p<0,05 ; N=4). C. 
Les échantillons (50 µg de protéines) sont extraits à partir des cellules contrôles transfectées 
avec un plasmide vide ou les cellules surexprimant TRPM7 sauvage ou délété du domaine 
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kinase. Les membranes sont révélées en Western Blot avec un anticorps dirigé contre les 
sérines phosphorylées puis déshybridées pour être incubées avec un anticorps anti-Hsp90α. 
D. La ƋuaŶtifiĐatioŶ de l’eǆpƌessioŶ ƌelatiǀe de la foƌŵe phosphoƌǇlée d’Hsp90α ƌappoƌtée 
sur sa forme totale est réalisée grâce au Logiciel Quantity One (Biorad) (N=3). 

Dans les cellules MIA PaCa-2 transfectées avec un siRNA dirigé contre TRPM7, la 

phosphoƌǇlatioŶ d’Hsp90α suƌ les résidus sérines diminue de 33,39±10,60% (Figure 48A et B, 

N=4, p<0,05).  

La suƌeǆpƌessioŶ de TRPM7 sauǀage ou délété du doŵaiŶe kiŶase Ŷ’eŶtƌaiŶe pas de 

modification de la phosphorylation d’Hsp90α sur ses résidus sérines (Figure 48C et D, N=4).  

TRPM7 est iŵpliƋuée daŶs la phosphoƌǇlatioŶ d’Hsp90α suƌ ses résidus sérine probablement 

via son domaine kinase de manière indirecte.  

2.9. Rôle de la kinase dans la localisation du complexe TRPM7-Hsp90α 

 

Figure 49 : Implication du domaine kinase dans la localisation de TRPM7 et Hsp90α daŶs 
les Đellules d’ACP. Le co-ŵaƌƋuage de TRPM7 )F ;zeďƌa fishͿ et d’Hsp90α est effeĐtué daŶs 
les cellules cancéreuses pancréatiques MIA PaCa-2 surexprimant soit la forme sauvage 
(TRPM7-ZF WT) ou délété du domaine kinase (TRPM7-ZF delta kinase). La barre correspond à 
20 µm (N=2).  

 

La loĐalisatioŶ de la supeƌpositioŶ des ŵaƌƋuages ĐoƌƌespoŶdaŶt à TRPM7 et Hsp90α est 

difféƌeŶte si l’oŶ Đoŵpaƌe les cellules surexprimant la forme sauvage de TRPM7 et délété du 

domaine kinase (Figure 49, N=2). 

Ces résultats suggèrent un rôle de la kinase dans la localisation du complexe dans les cellules  
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2.10. Le Mg
2+

 est iŵpliƋuĠ daŶs la ƌĠgulatioŶ de l’iŶvasioŶ via la voie 

iŵpliƋuaŶt TRPM7 et Hsp90α 

 

Figure 50 : Rôle du Mg
2+ daŶs l’iŶvasioŶ ƌĠgulée par la kinase de TRPM7 et Hsp9Ϭα dans les 

Đellules d’ACP. L’iŶǀasioŶ ďasale est ŵesuƌée suƌ 2ϰ heuƌes eŶ pƌéseŶĐe ou eŶ aďseŶĐe 
d’uŶe ĐoŶĐeŶtƌatioŶ de Mg2+

  extracellulaire physiologique (1 mM Mg2+) pour les cellules 
MIA PaCa-2. Les cellules sont transfectées soit avec les formes sauvages et mutées de 
TRPM7 (A1) ou avec des siRNA dirigés contre Hsp90α ;A2 ; N=3, *p<0,05). B. La viabilité en 
parallèle de ces expériences est mesurée par le test MTT (B1 et B2 ; N=3).   

L’iŶǀasioŶ cellulaire a été évaluée eŶ pƌéseŶĐe ou eŶ aďseŶĐe d’uŶe ĐoŶĐeŶtƌatioŶ eŶ Mg2+ 

physiologique pour les cellules MIA PaCa-2, dans lesquelles TRPM7 sauvage ou sans domaine 

kinase est surexprimé (Figure 50A1, N=3, p<0,05). L’aďseŶĐe de Mg2+ extracellulaire diminue 

l’iŶǀasion cellulaire de 24,40±5,29%. La surexpression de TRPM7 sauvage augmente 

l’iŶǀasioŶ de ϰ9,2ϭ±ϴ,ϲϰ%. LoƌsƋue l’oŶ suƌeǆpƌiŵe TRPM7 sauǀage eŶ l’aďseŶĐe de Mg2+ 

eǆtƌaĐellulaiƌe, l’iŶǀasioŶ diŵiŶue très fortement de 60,49±2,99%. Ces résultats démontrent 

que la régulatioŶ de l’iŶǀasioŶ via TRPM7 est fortement dépendante du Mg2+.  

Il y a un effet additif, en absence Mg2+ eǆtƌaĐellulaiƌe, loƌsƋue l’oŶ suƌeǆpƌiŵe TRPM7 

comparé aux cellules exprimant un vecteur vide, ce qui montre que le Mg2+ ƌégule l’iŶǀasioŶ 

paƌ d’autƌes ǀoies que via TRPM7. NéaŶŵoiŶs, loƌsƋue l’oŶ Đoŵpaƌe, eŶ aďseŶĐe de Mg2+ 
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extracellulaire, les effets de la surexpression de TRPM7 sauvage ou sans le domaine kinase, 

l’effet oďseƌǀé siŵilaiƌe ŵoŶtƌe Ƌue le doŵaiŶe kiŶase et le Mg2+ ĐoŶtƌôle l’iŶǀasioŶ via une 

même voie (Figure 50A1, N=3, n=80, p<0,05). 

Le ƌôle d’Hsp90α et du Mg2+ daŶs l’iŶǀasioŶ Đellulaiƌe de la ligŶée MIA PaCa-2 a été évalué en 

modifiant la concentration magnésique extracellulaire. Sans Mg2+ eǆtƌaĐellulaiƌe, l’aďseŶĐe 

d’effet additif suƌ l’iŶvasion des cellules transfectées avec un siRNA contrôle (51,94±3,15%) 

ou avec des siRNA ĐoŶtƌe Hsp90α ;ϱ0,ϰ0±2,ϰ7%) révèle que le Mg2+ et Hsp90α ƌégule 

l’iŶǀasioŶ par une voie commune (Figure 50A2, N=3, p<0,05) 

Les transfections et les variations de Mg2+ extracellulaire ne modifient par la viabilité 

cellulaire (Figure 50B1 et B2, N=3). 

2.11. ValidatioŶ de la stƌatĠgie d’iŶvalidatioŶ du doŵaiŶe kiŶase eŶdogğŶe de 
TRPM7 par CRISPR cas9 

 

Figure 51 : Expression de TRPM7 sauvage suite à la délétion du domaine kinase endogène 

de TRPM7 par la technique CRISPR-Cas9 daŶs les Đellules d’ACP. A. Les transcrits de la 
forme endogène complète de TRPM7 sont détectés grâce à des amorces spécifiques par RT-
PCR qualitative dans les lignées MIA PaCa-2 et PANC-ϭ. B. L’eǆpƌessioŶ pƌotéiƋue de la foƌŵe 
complète de TRPM7 est détectée en Western Blot grâce à un anticorps ciblant le domaine 
kiŶase de TRPM7 ;N=ϭͿ. C. La ƋuaŶtifiĐatioŶ de l’eǆpƌessioŶ ƌelatiǀe de la foƌŵe Đoŵplğte de 
TRPM7 est réalisée grâce au logiciel Quantity One (BioRad) (N=1).  
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La stratégie CRISPR-Cas9 a été utilisée pour faire exprimer TRPM7 délété de son domaine 

kiŶase daŶs la Đellule. L’eǆpƌessioŶ des tƌaŶsĐƌits de TRPM7 Đoŵplet daŶs les Đellules 

transfectées résistantes à l’aŶtiďiotiƋue est évalué par RT-PCR. Les clones A7 et A6 

exprimant la forme complète de TRPM7 sont des contrôles négatifs pour les cellules MIA 

PaCa-2 et PANC-ϭ, ƌespeĐtiǀeŵeŶt. UŶe diŵiŶutioŶ d’eǆpƌessioŶ de la foƌŵe Đoŵplğte est 

observée dans 7 clones (5 pour MIA PaCa-2 et 2 pour PANC-1) (Figure 51A, N=1).  

Une diminution de 54 % de l’eǆpƌessioŶ de la pƌotéiŶe Đoŵplğte est observée dans le clone 

35. Pour les clones 43, 44 et 48, une diminution de 82, 81 et 78 % est observée. Dans le 

clone C17, obtenu à partir de la transfection de cellule PANC-ϭ, l’eǆpƌessioŶ de la pƌotéiŶe 

complète de TRPM7 diminue de 70 % (Figure 51B et C, N=1).  

3.  TRPM7 REGULE L’INVASION DES CELLULES EPITHELIALES MAMMAIRES 

ET PANCREATIQUES NON-CANCEREUSES EXPOSEES AU CD
2+

 

3.1. Résumé  

Les individus sont exposés involontairement à de nombreuses substances chimiques 

dangereuses par le biais de la pollution environnementale. Un parallèle existe entre la 

pollutioŶ eŶǀiƌoŶŶeŵeŶtale et l’appaƌitioŶ des ĐaŶĐeƌs (BASOL, 2015 ; INSEE, 2012). Les 

métaux et métalloïdes font partie des principaux polluants retrouvés dans les sols et les eaux 

souterraines (25 et 22 % respectivement) (BASOL, 2013).  

Parmi ces polluants métalliques se trouve le Cd2+, un cation classé comme carcinogène 

pƌoďaďle depuis ϭ99ϯ paƌ l’IARC. Le Cd2+ est un polluant métallique appartenant à la famille 

des métallo-œstƌogğŶes Đaƌ il est Đapaďle de ŵiŵeƌ les  effets  des  œstƌogğŶes  eŶ  aĐtiǀaŶt  

les  récepteuƌs  hoƌŵoŶauǆ  de  tǇpe  ERα  (Brama et al., 2007, Byrne et al., 2013, Johnson et 

al., 2003). Le Cd2+ a la paƌtiĐulaƌité d’aǀoiƌ uŶe deŵi-vie très longue (plus de 10 ans). Il va 

s’aĐĐuŵuleƌ et les effets ĐhƌoŶiƋues oďseƌǀés soŶt dus à sa ďioaĐĐuŵulatioŶ dans 

l’oƌgaŶisŵe. Les études épidéŵiologiƋues ŵoŶtƌeŶt uŶe assoĐiatioŶ eŶtƌe l’exposition à ce 

polluant et les cancers du sein et du pancréas (Garcia-Esquinas et al., 2014, Strumylaite et 

al., 2014). Dans les modèles cellulaires, le Cd2+ entraine la transformation vers un phénotype 

invasif de Đellules épithéliales Ŷ’eǆpƌiŵaŶt paƌ les ER, ce qui montre que son rôle ne passe 

pas par sa fonction de métallo-œstƌogğŶe dans ces modèles. Le Cd2+ entraine la 

transformation vers phénotype cancéreux de cellules épithéliales mammaires et 



153 
 

pancréatiques MCF 10A et HPDE. Ces cellules vont devenir plus invasives et secrètent plus de 

MMPs (Benbrahim-Tallaa et al., 2009, Qu et al., 2012). Les MMPs en dégradant la matrice 

permettent l’iŶǀasioŶ Đellulaiƌe.  

Les canaux ioniques soŶt ŶeĐessaiƌes pouƌ l’aďsoƌptioŶ des ĐatioŶs ŵétalliƋues esseŶtiels 

tels que le Mg2+, le Zn2+ ou le Mn2+. Des cations métalliques toxiques tels que le Cd2+ traverse 

la membrane plasmique via ces canaux ioniques comme par exemple le canal TRPM7 

(Monteilh-Zoller et al., 2003). Dans les cancers du sein et du pancréas, ce canal est identifié 

comme un biomarqueur et ƌégule l’iŶǀasioŶ daŶs les ŵodğles Đellulaiƌes (Middelbeek et al., 

2012, Rybarczyk et al., 2017).  

 

Les objectifs de notre étude étaient de démontrer si le traitement chronique au Cd2+ modifie 

l’eǆpƌessioŶ et la foŶĐtioŶŶalité du canal TRPM7 et si ce canal participe à la transformation 

vers un phénotype invasif des cellules induite par le Cd2+. Pour réaliser cette étude, nous 

avons utilisé deux lignées cellulaires humaines non-cancéreuses. La lignée épithéliale 

mammaire MCF 10A est exposée 40 semaines à 2,5 µM de Cd2+. Le deuxième modèle est la 

lignée épithéliale pancréatique hTERT-HPNE exposée 29 semaines à 1 µM de Cd2+.  

 

Nous avons démontré que le Cd2+ augmente l’eǆpƌessioŶ pƌotéiƋue de TRPM7 dans les deux 

modèles cellulaires et sa fonctionnalité dans les cellules MCF 10A par la mesure du courant 

généré en patch-clamp. 

TRPM7 est iŵpliƋué daŶs l’augŵeŶtatioŶ de l’eŶtƌée ĐatioŶiƋue ĐoŶstitutiǀe, mesurée par la 

technique de quench Mn2+, suite au traitement au Cd2+. Nous nous sommes intéressés 

ensuite plus particulièrement à la concentration calcique et magnésique cytoplasmique 

gƌâĐe à l’utilisatioŶ de soŶde spéĐifiƋue ;Fuƌa-2AM et Mag Fura-2AM). Le traitement 

augmente plus particulièrement la concentration magnésique cytosolique mais aussi 

calcique. TRPM7 est impliqué dans cette augmentation des concentrations cationiques dans 

les cellules traitées.  

De manière surprenante, dans les cellules MCF10A non tƌaitées, la diŵiŶutioŶ d’eǆpƌessioŶ 

de TRPM7 paƌ l’utilisatioŶ d’uŶ siRNA augmente faiblement la concentration calcique 

cytosolique. Dans les cellules hTERT-HPNE, une augmentation de la concentration 

magnésique cytosolique est observée suite à la transfection des cellules avec un siRNA dirigé 

contre TRPM7.  
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Nous avons remarqué que le traitement au Cd2+ entraine un changement de morphologie 

des cellules MCF 10A seulement. Les cellules non traitées possèdent une morphologie 

cubique et sont regroupées en clusters. Les cellules s’iŶdiǀidualiseŶt et s’aƌƌoŶdisseŶt suite 

au traitement, ce qui reflète une transition de cellules en clusters vers amiboïde (CAT). Nous 

avons ensuite regardé si les marqueurs épithéliaux et mésenchymateux étaient modifiés 

dans ces cellules. Nous observons une augmentation des marqueurs mésenchymateux 

(vimentine et N-cadhérine) couplée à une diminution d’uŶ ŵaƌƋueuƌ épithélial (E-

cadhérine). Cette modification de morphologie et la ŵodifiĐatioŶ d’eǆpƌessioŶ des 

marqueurs en faveur du phénotype mésenchymateux sont régulées par TRPM7. Ce 

ĐhaŶgeŵeŶt de ŵoƌphologie est assoĐié à uŶe augŵeŶtatioŶ de l’iŶǀasioŶ et de la migration 

cellulaire dans les cellules MCF ϭ0A. L’iŶǀasioŶ des Đellules hTERT-HPNE est également 

augmentée  et régulée par TRPM7. DaŶs Đes Đellules, la ŵoƌphologie et l’eǆpƌessioŶ des 

marqueurs mésenchymateux ne sont pas modifiées suite au traitement. TRPM7 est impliqué 

daŶs la ƌégulatioŶ de l’iŶǀasioŶ Đellulaiƌe daŶs Đes deuǆ ŵodğles.  

 

Cette étude originale décrit le rôle de TRPM7 dans deux modèles non-cancéreux dont 

l’iŶǀasioŶ est stiŵulée par un polluant environnemental, le Cd2+. L’eǆpƌessioŶ et la 

fonctionnalité de TRPM7 sont augmentées suite au traitement chronique. TRPM7 est 

iŵpliƋué l’eŶtƌée ĐatioŶiƋue constitutive et l’hoŵéostasie magnésique majoritairement. 

TRPM7 régule l’iŶǀasioŶ et la migration dans les cellules MCF-10A en régulant la transition 

de cellules en clusters vers un phénotype amiboïde et l’eǆpƌessioŶ des ŵaƌƋueuƌs 

mésenchymateux et épithéliauǆ eŶ faǀeuƌ de l’EMT. L’iŶǀasioŶ est égaleŵeŶt ƌégulée par 

TRPM7 dans les cellules hTERT-HPNE mais le ŵéĐaŶisŵe Ŷ’est pas éluĐidé.  
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Abstract: 

Human non-cancer epithelial cells were chronically exposed to cadmium (Cd) and the 
expression of TRPM7 was assessed. 

Chronic exposure to Cd induced TRPM7 overexpression in both mammary and pancreatic 
non-cancer epithelial cells. Membrane currents and constitutive cation entry dependent of 
TRPM7 were also enhanced following Cd exposure leading to Ca2+ and Mg2+ homeostasis 
unbalance. Cd exposure led to a slight increase of cytosolic Ca2+ and a stronger increase of 
cytosolic Mg2+ which are both reverted by TRPM7 silencing. 

Interestingly, Cd exposure induced EMT and rounded-shaped morphology in mammary 
epithelial cells as well as stimulation of cell migration and invasion. TRPM7 silencing 
abolished these phenotypic cell fates indicating that this channel is a key player of cell 
migration and invasion in transformed cells. 

In conclusion, Cd exposure led to TRPM7 overexpression which regulates invasive phenotype 
in epithelial cells probably through Mg2+ unbalance. 

 

Keywords: cadmium, TRPM7, magnesium, cell invasion, cancer transformation 
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INTRODUCTION: 

Cadmium (Cd) is a metal pollutant which can accumulate in a sustainable way in the body, 
mainly in the liver and the kidney (Rani et al. 2014). Cd accumulation in tissues is suspected 
to be linked to breast cancer outcome (Larsson et al. 2015). In vivo studies showed that Cd 
acts as a metalloestrogen leading to both endometrial and mammary gland hyperplasia and 
hypertrophy (Johnson et al. 2003). Moreover, Cd stimulates breast cancer cell proliferation 
through ER alpha activation (Martinez-Campa et al. 2006). However, chronic Cd exposure 
induces non-cancer epithelial cell transformation into an invasive phenotype independently of 
estrogen receptors (Qu et al. 2012; Benbrahim-Tallaa et al. 2009). Cd can diffuse across the 
plasma membrane through several transporters including ion channels (Thevenod 2010). 
TRPM7 is a Mg2+/Ca2+ channel which is permeant to metals including Cd2+ (Monteilh-Zoller 
et al. 2003). TRPM7 is involved Cd uptake and cytotoxicity in human osteoblasts (Martineau 
et al. 2010). Numerous studies have shown that TRPM7 is involved in cancer progression 
(Gautier et al. 2016). TRPM7 is overexpressed in breast cancer leading to cell proliferation 
(Guilbert et al. 2009) and migration enhancement (Guilbert et al. 2013; Middelbeek et al. 
2012). In pancreatic ductal adenocarcinoma, TRPM7 expression is inversely correlated to 
survival (Rybarczyk et al. 2012) and it regulates human pancreatic cancer cell migration and 
invasion through constitutive Mg2+ influx (Rybarczyk et al. 2017). 

The aim of this study is to assess how TRPM7 is involved in epithelial cell transformation 
induced by Cd.   

 

MATERIAL and METHODS: 

 

Cell culture and cadmium treatment. 

We used two human non-cancer epithelial cell lines, one from breast (MCF10A) and one from 
pancreas (hTERT-HPNE). MCF10A were provided by ATCC® (CRL-10317TM) and were 
treated by 2.5 µM Cd for 40 weeks according to previous published data (Benbrahim-Tallaa 
et al. 2009). hTERT-HPNE were provided by ATCC® (CRL-4023TM) and treated by 1 µM Cd 
for 30 weeks (Qu et al. 2012). MCF10A were cultured in Dulbecco’s modified Eagle’s 
medium/Nutrient Mixture F-12 (DMEM/F-12, Gibco) supplemented with 10% Fetal calf 
serum (FCS, ThermoFisher), hydroxycortisone (50 ng/ml), insulin (0.01 mg/ml), human 
recombinant EGF (20 ng/ml), and cholera toxin (100 ng/ml). hTERT-HPNE were cultured in 
base medium: 75% DMEM without glucose (Sigma) and 25% Medium M3 Base (Incell Corp) 
with 5% FCS. Complete growth medium is supplemented with the following components: 
human recombinant EGF (10 ng/ml), D-glucose (1g/L), puromycin (750 ng/ml), L-glutamine 
(0.3 g/L), and sodium bicarbonate (1.5 g/L). Cells were trypsinized once a week using 
trypsin-EDTA (Sigma-Aldrich) and incubated at +37°C in a humidified atmosphere with 5% 
CO2. 
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Small Interference RNA Technique. 

siRNAs were included in non-cancer cells by nucleofection using a NucleofectorTM II device 
(Lonza). MCF10A and hTERT-HPNE cells (106 cells) were transfected with 2 μg of siRNA 
(corresponding to 1.5 μM) according to the optimized protocol recommended by Lonza. Non-
cancer cells were nucleofected with siRNA targeting TRPM7 (siTRPM7) or a scrambled 
siRNA (siControl) as previously described (Rybarczyk et al. 2017). All the experiments were 
made in the 48 hours following the nucleofection.  

 

Western-Blot. 

Cells were lysed 30 minutes on ice in radioimmunoprecipitation assay buffer (1% Triton X-
100, 1% Na deoxycholate, 150mM NaCl, 10 mM PO4Na2/K, pH 7.2) supplemented with 
Sigma P8340 inhibitors cocktail, 2 mM EDTA, and 5 mM orthovanadate. After centrifugation 
at 13,000 rpm, the proteins in the supernatant were quantified using the BCA method 
(BioRad). Equal amounts of each protein sample (50 μg) were separated by electrophoresis on 
sodium dodecyl sulfate (SDS) polyacrylamide gel electrophoresis and blotted onto 
nitrocellulose membrane (Amersham). Blots were incubated with antibodies raised against 
TRPM7 (1/1000, Abcam), N-Cadherin (1/1000, Abcam), E-Cadherin (1/1000, Abcam), 
Vimentin (1/250, ThermoFisher) and Tubuline (1/7000, Sigma). Blots were developed with 
the enhanced chemiluminescence system using specific peroxidase-conjugated anti-IgG 
secondary antibodies. 

 

Electrophysiological Recordings. 

To study ion channel currents, we used conventional technique of patch clamp (Hamill et al. 
1981). TRPM7 currents recordings was performed using in the whole-cell configuration  as 
previously described (Rybarczyk et al. 2017). Briefly, holding membrane potential was held 
to -40 mV, and currents were elicited by a ramp depolarization from -100 mV to +100 mV for 
350 milliseconds. Interval between each ramp depolarization was 10 seconds. After the 
dialysis of intracellular media by 0 Mg intrapipette solution, the MIC current was recorded. 
To measure MIC current, the difference between the steady-state current activated by the 
depletion of [Mg2+]i and the basal current recorded few minutes after patch rupture was 
calculated. Currents were expressed as current densities (in pA.pF−1) by dividing the current 
intensity (in pA) by the cell capacitance (in pF). All experiments were performed at room 
temperature. 

 

Manganese Quenching and Intracellular Calcium and Magnesium Imaging. 

Non-cancer cells were plated on glass coverslips in 35-mm diameter dishes at a density of 3 x 
104 and 5 x 104 cells for hTERT-HPNE and MCF10A respectively. After 48 hours, cells were 
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loaded in cell growth medium at +37°C for different times (35 minutes for hTERT-HPNE and 
40 minutes for MCF-10A) with 3 μM Fura 2-AM (Sigma-Aldrich) or 3 μM Mag-Fura 2-AM 
(Invitrogen) and subsequently washed three times with the extracellular solution. The 
coverslip was then transferred onto a perfusion chamber on a Zeiss microscope equipped for 
fluorescence. Manganese (Mn2+) is a cation able to fix Fura 2-AM fluoroprobe and quench its 
fluorescence (Fasolato et al. 1993). To estimate the divalent cation influx, we used Mn2+ 
quenching protocol as previously described (Rybarczyk et al. 2017). Briefly, cells were 
perfused for 1 minute with extracellular solution. Then, Ca2+ was replaced by 2 Mn2+ (2 mM) 
for 2 minutes. Cells were excited at 360 nm and fluorescence emission was monitored at 510 
nm. After Mn2+ perfusion, the decrease of Fura-2 fluorescence described a linear decay, and 
the slope is correlated with the rate of the Mn2+ influx. The calculated slope is obtained by 
subtracting the slope of basal decreasing Fura-2 fluorescence obtained in basal conditions 
(culture conditions) and after Mn2+ application. MCF10A and hTERT-HPNE were incubated 
with Fura-2AM as previously indicated to measure the Ca2+ basal fluorescence ratio. During 
the perfusion with the extracellular solution containing 2 mM of Ca2+, cells were excited 
alternatively at 350 nm and 380 nm. The ratio of Fura-2 fluorescence intensities measured 
with excitation at 350 and 380 nm (F350/F380) was used as a [Ca2+] i related signal. To evaluate 
Mg2+ basal ratio, cells were perfused by extracellular solution which contained 1 mM Mg2+, 
and MAG-Fura-2AM was used as a fluoroprobe. MAG-Fura-2 fluorescence intensities 
measured with excitation at 330 and 370 nm (F330/F370) was used as a [Mg2+] i -related signal. 

 

Cell morphology assessment. 

After the Cd treatment period, cells were photographed under an inverted microscope (Zeiss) 
when confluence was moderate. Cells clustering at x200 magnification was evaluated. 
Circularity index of cells at x400 magnification was calculated by Image J software. 

 

Cell Migration Assays. 

The effect of Cd treatment on cellular motility was assessed using scratch test. 30 x 104 cells 
are embedded in a 35-mm diameter dishes. When the cells have formed a confluent cell 
monolayer, a linear empty space was generated using sterile plastic pipette tip. The closure is 
estimated by measuring its area for each time (T0, T12h, T16h, T20h, T24h) using the Image 
J software. Migration assay used cell culture inserts (BD FALCON Cell Culture Inserts, BD 
Biosciences) with 8-μm pore size polyethylene terephthalate membrane and protocol is the 
same of cell invasion assays. 

 

Cell Invasion Assays. 

For invasion test, cell culture inserts were coated with Matrigel. The upper compartment was 
seeded with 2 x 104 cells and 4 x 104 of 24-hour transfected hTERT-HPNE and MCF10A 
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cells respectively in growth medium supplemented with FCS. The lower compartments were 
also filled with growth medium supplemented with FCS. Thus, migration and invasion assays 
were performed without addition of chemoattractant. After 24 hours of incubation at +37°C, 
inserts were washed by phosphate-buffered saline, fixed 10 minutes by methanol and stained 
5 minutes by hematoxylin. The remaining cells on upper side were removed of the membrane 
by scrubbing. Cells in 20 contiguous areas at ×400 magnification for each insert were counted 
under an inverted microscope (Zeiss). For each experiment, the number of invasive cells per 
area for each condition was normalized by the mean of non-treated (NT) siControl invasive 
cells. 
 
 
Cell proliferation Assays. 

Cell proliferation was tested by MTT assay. Cells were seeded in 6-well plates in the same 
density as migration and invasion assays to prove that the variations observed are not due to a 
seeding difference. Then, the yellow tetrazolium salts of 3-(4,5-Dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-
diphenyl-2H-tetrazolium bromide (MTT, Sigma) solubilized in culture medium without FCS 
(0.5 mg / ml) was added to each well and incubated 50 minutes at +37 °C in the dark. In order 
to dissolve purple formazan crystals, the culture medium was replaced with dimethyl 
sulfoxide (DMSO, Sigma). Absorbance of each well was quantified at 550 nm using an 
Infinite F200 Pro reader (TECAN). 

 

Statistical Analysis. 

Data are presented as Mean±S.E.M. and the number of experiments or the number of studied 
cells is represented by n and N refers to the number of cell line passages. Experiments were 
repeated in three different passages. Statistical analyses were made using Student’s t tests or 
Mann-Whitney rank sumtest depending on sample normality or paired Wilcoxon signed rank 
test using Sigma-Stat 3.0 (Systat Software, Inc.). When more than two conditions were 
compared, a Kruskal-Wallis one-way analysis of variance was used followed by Dunn's 
method posthoc tests using SigmaStat 3.0 (Systat Software, Inc.). § and * correspond to 
statistical effect of Cd treatment and siRNA transfection respectively.  
 
 

RESULTS. 

 

Effect of cadmium exposure on TRPM7 channel functional expression in non-cancer 
epithelial cells. 

Western Blot analysis are performed after Cd exposure to evaluate how TRPM7 expression is 
altered in MCF10A cells exposed to Cd (Cd) when compared to the non-treated cells (NT). 
Results are displayed in Figure 1A, B and show that TRPM7 relative expression increases 
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from 1 in NT cells to 2.0±0.3 in Cd cells (n=5; P<0.05). Furthermore, TRPM7 knockdown by 
siRNA decreases TRPM7 relative expression from 1 to 0.3±0.1 in NT cells (n=5 for siControl 
and n=4 for siTRPM7; P<0.001) and from 2.0±0.3 to 0.3±0.2 in Cd cells (n=5 for siControl 
and n=4 for siTRPM7; P<0.001). These data show that Cd exposure increases TRPM7 
expression in MCF10A cells by 2-fold. We further confirm that Cd exposure increases 
TRPM7 expression in a similar manner in the non-cancer pancreatic epithelial cell line, 
hTERT-HPNE (Figure 1C, D). 

 

Figure 1: Expression of TRPM7 in non-cancer epithelial cells treated with cadmium. 

 

In order to evaluate TRPM7 activity at the plasma membrane after Cd exposure, Magnesium-
Inhibited Cation (MIC) currents (Prakriya and Lewis 2002) are recorded in Cd compared to 
NT MCF10A cells by using whole-cell patch-clamp. MIC currents were activated by 
dialyzing the intracellular media by a 0-Mg2+ intrapipette solution as previously published 
(Rybarczyk et al. 2017). An increase of the outward membrane currents (recorded at +100 
mV) was observed during the dialysis of the intracellular media by EGTA (figure 2A). the 
steady state was reached after 16 minutes. Outward currents were larger in Cd cells (55.0±3.8 
pA/pF at +100 mV; n=15) compared to NT cells (35.8±2.6 pA/pF at +100 mV; n=14; 
P<0.001). MIC current was calculated as the difference between recorded current after 
intracellular dialysis and the stable current recorded after the patch rupture. The current-
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voltage (I-V) relationship of MIC currents were built (figures 2B, C). The I-V relationship has 
some of the typical features of MIC currents: inward current at negative membrane potentials, 
reversal potential close to 0-mV and strong outward rectification for positive membrane 
potentials. MIC currents recorded in Cd cells are larger (44.9±3.9 pA/pF at +100 mV; n=15) 
than those recorded in NT cells (27.7±2.2 pA/pF at +100 mV; n=15; P<0.01; figure 2B). 

We use siRNA technique to specifically inhibit TRPM7 expression and we show that the MIC 
current are largely reduced in Cd cells (8.8±3.1 pA/pF at +100 mV; n=7) when compared to 
cell transfected with a scrambled siRNA (59.3±7.5 pA/pF at +100 mV; n=8; P<0.01; figure 
2C). This result shows that the enhanced MIC current recorded in Cd cells is mainly due to 
TRPM7 membrane channel activity. 

Taken together, these data indicate that Cd exposure increases TRPM7 expression and 
function in MCF10A cells leading to enhanced membrane MIC currents. 

 

Figure 2: Recording of TRPM7 currents in non-cancer epithelial cells treated with cadmium. 

 

Effect of cadmium exposure on cation influxes, Ca2+ and Mg2+ homeostasis. 

TRPM7 is a non-selective cationic channel that mainly conducts Ca2+ and Mg2+. Moreover, 
TRPM7 is permeant to other metals including Mn2+ (Monteilh-Zoller et al. 2003). Using 
Mn2+-quenching technique, we show that Cd exposure increases cation entry in MCF10A (-
0.94±0.04; n=164) when compared to NT cells (-0.64±0.03; n=139; P<0.001; figures 3A, B). 
TRPM7 silencing has no effect on NT cells (-0.70±0.04; n=131; P>0.05) whereas it strongly 
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decreases cation entry in Cd cells (-0.38±0.03; n=94; P<0.001; figures 3A, B) indicating that 
TRPM7 is mainly responsible for enhanced constitutive cation entry in Cd MCF10A. 

Next, we aim to study how Cd exposure alters Ca2+- and Mg2+ intracellular homeostasis. As 
shown in the figure 3C, the cytosolic basal fluorescence of the Ca2+-sensitive Fura-2 AM 
probe is larger in Cd MCF10A (1.29±0.01; n=73) when compared to the NT ones (1.20±0.01; 
n=119; P<0.05). TRPM7 silencing increases Fura-2 fluorescence in NT cells (1.24±0.01; 
n=85; P<0.05) whereas it is decreased in Cd ones (1.20±0.01; n=71; P<0.001). 

The homeostasis of Mg2+ was also studied using the Mg2+-sensitive MagFura-2 AM 
fluorescent probe (Figure 3D). Cd exposure increases cytosolic fluorescence in MCF10A 
(1.26±0.02; n=72) when compared to the NT cells (1.12±0.02; n=101; P<0.001). TRPM7 
silencing has no effect on NT cells (1.07±0.02; n=77; P>0.05) whereas it strongly decreases 
Mg2+ homeostasis in Cd cells (0.94±0.03; n=55; P<0.001). 

 

 

Figure 3: Effects of Cd exposure on TRPM7-mediated cation entries, Ca2+ and Mg2+ 
homeostasis (MCF10A). 

 

The effect of Cd exposure in cation influxes was also studied in hTERT-HPNE cells (Figure 
4). Contrarily to MCF10A cells (-0.64±0.03; n=139), the basal Mn2+-quenching slope is weak 
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(-0.15±0.04; n=70) suggesting that there is hardly any constitutive cation entry in non-cancer 
pancreatic epithelial cells. As for MCF10A cells, Cd exposure increases cation entry (-
0.44±0.04; n=111; P<0.05; Figure 4A, B). TRPM7 silencing has no effect on NT cells (-
0.14±0.03; n=79; P>0.05) whereas it almost abolishes cation entry in Cd cells (-0.06±0.03; 
n=67; P<0.05; Figures 4A, B). 

Cd exposure increases Ca2+ homeostasis in hTERT-HPNE cells (1.42±0.01; n=87) compared 
to the NT ones (1.34±0.01; n=79; P<0.05; Figure 4C). TRPM7 silencing has no effect on NT 
cells (1.33±0.01; n=57; P>0.05) whereas it decreases Ca2+ homeostasis in Cd cells 
(1.36±0.02; n=47; P<0.05). 

Mg2+ cytosolic concentration is larger in hTERT-HPNE exposed to Cd (1.78±0.03; n=103) 
than in NT cells (1.44±0.03; n=93; P<0.05). In NT cells, TRPM7 silencing induces an 
increase of cytosolic Mg2+ (1.55±0.05; n=54; P<0.05) whereas it induces a decrease of 
cytosolic Mg2+ in Cd cells (1.31±0.03; n=63; P<0.05; Figure 4D). 

 

Figure 4: Effects of Cd exposure on TRPM7-mediated cation entries, Ca2+ and Mg2+ 
homeostasis (hTERT-HPNE). 
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To summarize, Cd exposure induces an increase of cation constitutive entry in both MCF10A 
and hTERT-HPNE cells as well as higher Ca2+ and Mg2+ cytosolic concentrations. These 
effects of Cd exposure are abolished by TRPM7 silencing. 

 

Effect of cadmium exposure on non-cancer epithelial cell shape and organization. 

The membrane capacitance recorded by using whole-cell patch clamp can be used to estimate 
membrane surface. We do not observe any difference between Cd-treated (19.9±1.1 pF; n=36) 
and non-treated cells (19.5±1.0 pF; n=90; P>0.05) indicating that Cd exposure do not change 
the lipid bilayer surface. 

On the other hand, a modification of the cell organization was observed in MCF10A cells 
following Cd exposure (Figure 5). Indeed, NT cells are organized as clusters whereas Cd cells 
are more individualized (Figure 5A). TRPM7 silencing restores cell clustering in Cd 
MCF10A (Figure B). However, Cd exposure has no effect on hTERT-HPNE cells 
(supplementary data). 

Moreover, many MCF10A cells exposed to Cd present a rounded morphology with short 
prolongments of the plasma membrane (figure 5B, yellow arrows). Indeed, Cd cells have a 
higher circularity index (0.82±0.01; n=192) than NT cells (0.71±0.01; n=197; P<0.05; Figure 
5C). TRPM7 silencing has no effect on NT cells (0.73±0.01; n=193) but it reverses the effects 
of Cd exposure (0.72±0.01; n=186; P<0.05; Figure 5C). 

Taken together our data show that Cd exposure induces a change in MCF10A cell phenotype 
which is mediated by TRPM7 channel. 
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Figure 5: Effect of Cd exposure on MCF10A cell organization and morphology. 

 

Expression of EMT markers in Cd treated MCF10A cells. 

The first step of metastasis cascade is the epithelial-to-mesenchymal transition (EMT). Here, 
we assessed the expression of some EMT markers in MCF10A cells following Cd exposure 
(Figure 6). E-Cadherin expression is decreased from 1 to 0.56±0.08 in Cd MCFA10A when 
compared to the NT ones (n=8; P<0.05; Figure 6A, B). TRPM7 silencing partially restores E-
Cadherin expression in Cd MCF10A cells (0.76±0.08; n=8; P<0.05; Figure 6A, B) when 
compared to the Cd MCF10A cells transfected with a control siRNA. On the other hand, N-
Cadherin expression is increased from 1 to 3.35±0.70 in Cd MCF10A when compared to the 
NT ones (n=8; P<0.05; Figure 6A, C). TRPM7 silencing restores N-Cadherin expression in 
Cd MCF10A cells (1.66±0.48; n=8; P<0.05; Figure 6A, C). Vimentin expression is much 
more increased in Cd MCF10A cells (6.55±1.34; n=8; P<0.05; Figure 6A, D) than in NT 
ones. Again, TRPM7 silencing partially prevents vimentin overexpression in Cd MCF10A 
(3.71±0.67; n=8; P<0.05; Figure 6A, D) when compared to the Cd MCF10A transfected with 
a control siRNA. 

Our results show that Cd exposure induces EMT in MCF10A and that TRPM7 channel 
participates to this mechanism. 
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Figure 6: Effect of Cd exposure on EMT markers in MCF10A cells. 

 

Role of TRPM7 in cell migration and invasion induced by cadmium exposure. 

Cd exposure enhances the properties of MCF10A to fill the empty space induced by a scratch 
test (Figure 7A). The scratch is fully covered by Cd MCF10A cells after 24h when compared 
to the NT cells (0.12±0.01; n=9; P<0.05). TRPM7 silencing reduces the cell motility in Cd 
MCF10A (0.17±0.02; n=9; P<0.05). To confirm these results, we tested the properties of cells 
to migrate by using Boyden chamber assays. Cd exposure stimulates MCF10A cell migration 
from 1.00±0.03 to 1.30±0.03 when compared to the NT cells (n=164; P<0.05; Figure 7B). 
TRPM7 silencing inhibits cell migration in NT cells (0.48±0.02; n=164; P<0.05) and much 
more in Cd cells (0.35±0.02; n=164; P<0.05; Figure 7B). 

It has been shown that cell invasion is enhanced by Cd exposure in transformed MCF10A 
cells (Benbrahim-Tallaa et al. 2009) and in human pancreatic ductal epithelial cells (Qu et al. 
2012). Here, we confirm that Cd exposure enhances MCF10A cell invasion (Figure 7C). Cell 
invasion was increased from 1.00±0.06 to 1.51±0.06 in Cd MCF10A when compared to the 
NT ones (n=120; P<0.05). As for cell migration, TRPM7 silencing inhibits cell invasion in 
NT cells (0.45±0.03; n=120; P<0.05) and much more in Cd cells (0.25±0.01; n=120; P<0.05). 
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Cd exposure also enhances cell invasion in hTERT-HPNE as shown in the figure 7D. Indeed, 
the cell invasion is increased from 1.00±0.04 to 1.45±0.04 in Cd cells compared to the NT 
ones (n=60; P<0.05). TRPM7 silencing has no effect in NT cells (0.99±0.03; n=60; P>0.05) 
whereas it inhibits the cell invasion in Cd cells (0.66±0.03; n=60; P<0.05, Figure 7D). 

 

 

Figure 7: Effect of Cd exposure on non-cancer epithelial cell migration and invasion. 

 

DISCUSSION. 

Previous studies have already shown that Cd exposure leads to non-cancer epithelial cell 
transformation into an invasive phenotype (Qu et al. 2012; Benbrahim-Tallaa et al. 2009). 
However, we show for the first time that TRPM7 channels participate to this neoplastic 
transformation. TRPM7 is an ubiquitously channel which is overexpressed in numerous 
cancer and which is involved in cancer cell proliferation, migration and invasion (Gautier et 
al. 2016). 

Cd exposure induces TRPM7 overexpression in both human mammary and pancreatic non-
cancer epithelial cells confirming that TRPM7 could be used as a biomarker for neoplastic 
cell transformation. To our knowledge, our study provided a unique cellular model of TRPM7 
overexpression induced by pollutant exposure. 
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TRPM7 overexpression induces an increase of both TRPM7 membrane currents and cation 
constitutive entry. In consequence, both cytosolic Ca2+ and Mg2+ are increased in Cd exposed 
cells. These results are surprising for mammary cells because we previously showed that 
TRPM7 regulates Ca2+ homeostasis in non-invasive MCF-7 breast cancer cells (Guilbert et al. 
2009) whereas the channel silencing had no effect on Ca2+ and Mg2+ homeostasis in both 
invasive MDA-MB-231 and MDA-MB-435S cancer cells (Guilbert et al. 2013). Moreover, 
TRPM7 regulates metastasis formation and dissemination in a model of mouse xenograft 
using MDA-MB-231 by regulating myosin II-based cellular tension (Middelbeek et al. 2012). 
While TRPM7 promotes the formation of Ca2+ sparks and invadosome in neuroblastoma cells, 
the role of TRPM7 on invadosome formation is independent of Ca2+ influx (Visser et al. 
2013). However, the role of Mg2+ has not been assessed in these studies. 

Regarding the pancreatic cells, we and others previously showed that TRPM7 is 
overexpressed in pancreatic ductal adenocarcinoma in relation with metastasis and survival 
(Rybarczyk et al. 2012; Rybarczyk et al. 2017; Yee et al. 2015). TRPM7 regulates both 
pancreatic cancer cell migration and invasion through Mg2+ entry (Rybarczyk et al. 2012; 
Rybarczyk et al. 2017). It has been recently shown that TRPM7 also participates to Mg2+ 
uptake and cell proliferation in cancer colon cells (Luongo et al. 2018). Here, Cd exposure 
promotes cytosolic Mg2+ increase in a stronger manner than for Ca2+. Taken together with the 
recent literature, our data strongly suggest that TRPM7 overexpression leads to enhanced 
cytosolic Mg2+ in epithelial cells exposed to Cd. 

Interestingly, MCF10A exposed to Cd are not organized in clusters and have a rounded-
shaped morphology. These effects can be reverted by silencing TRPM7. TRPM7 knockdown 
can disorganize cytoskeleton in mesenchymal MDA-MB-231 which lose their spindle-shaped 
morphology (Middelbeek et al. 2012). TRPM7 is also known to participate to the epithelial- 
mesenchymal transition (EMT) in breast cancer (Davis et al. 2014; Kuipers et al. 2018; Sun et 
al. 2018). In the present study, we also demonstrate that Cd exposure increases EMT markers, 
N-Cadherin and Vimentin while E-Cadherin is decreased in mammary epithelial cells (Figure 
6). Importantly, TRPM7 silencing dramatically reduces EMT marker expression and increases 
E-Cadherin expression in mammary epithelial cells exposed to Cd. EMT marker expression 
and the acquisition of a rounded-shaped morphology strongly suggest that Cd exposure 
induces collective-to-amoeboid transition in MCF10A. Interestingly, it has been shown that 
hypoxia promotes EMT in epithelial cancer cells leading to collective-to-amoeboid migration 
(Lehmann et al. 2017). Surprisingly, Cd exposure had no effect on pancreatic cell morphology 
nor on EMT marker expression (data not shown). 

Cd exposure enhances cell invasion in both mammary and pancreatic epithelial cells as 
already published (Qu et al. 2012; Benbrahim-Tallaa et al. 2009). Here we show that TRPM7 
regulates invasiveness in mammary non-cancer epithelial cells. Moreover, TRPM7 silencing 
almost fully abolishes invasiveness in Cd exposed cells suggesting that Cd-induced cell 
invasion is mainly regulated by TRPM7 in mammary epithelial cells. 

On the other hand, TRPM7 does not regulates cell invasion in non-cancer pancreatic epithelial 
cells but TRPM7 silencing strongly reduces Cd-induced cell invasion as for pancreatic cancer 
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cells (Rybarczyk et al. 2017). Taken together these results confirm that TRPM7 is a key 
player of invasiveness in both cancer and transformed cells. 

In conclusion, we show that TRPM7 is overexpressed in Cd-exposed epithelial cells leading 
to enhanced cell invasiveness through Mg2+ homeostasis unbalance. 
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4. DECOUVERTES RECENTES SUR LES ROLES ONCOGENIQUES DU CANAL 

TRPM7 

4.1. Résumé 

Depuis la découverte de TRPM7 en 2001, un nombre croissant de publications se sont 

concentrées sur les implications du chanzyme dans les mécanismes physiologiques et 

pathologiques. TRPM7 joue un rôle dans les anomalies cardiovasculaires, les maladies 

neurodégénératives mais également dans le cancer (Visser et al., 2014). La surexpression 

aberrante de TRPPM7 en corrélation avec les paramètres cliniques est décrite pour certains 

cancers. TRPM7 joue un rôle dans les mécanismes oncogéniques par ces deux fonctions 

canal et kinase. Cette revue fait une synthèse des connaissances sur le rôle oncogénique de 

TRPM7. 
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called H1. Contrarily to the other TRP subfamilies, 

TRPM channels do not contain amino-terminal ankyrin 

repeats. The C-terminus of TRPM7 contains the “TRP” 

box conserved in all TRP ion channels [8], followed by 

a coiled-coil (CC) domain that underlies channel as-

sembly and trafficking [9]. There is good structural 

compatibility between TRPM7 and TRPM6 CC do-

mains indicating that these proteins can form hetero-

tetramers in biological membranes [9]. The crystal 

structure of TRPM7 CC domain reveals a four stranded 

antiparallel CC structure that constitutes a linker be-

tween the tetrameric transmembrane region and di-

meric cytoplasmic kinase domain [9]. This latter region 

is one of the unique features of TRPM7 and TRPM6 

channels. 

1.2. TRPM7 Kinase Function 

TRPM7 kinase domain belongs to the α-kinases, a 

unique protein kinase family that displays no amino-

acid sequence homology with conventional protein 

kinases, including eukaryotic Elongation Factor-2 

Kinase (eEF2K) and Dictyostelium myosin heavy chain 

kinases A, B and C (MHCK A-C) [3, 10, 11]. TRPM7 

kinase domain is a 95 kDa intracellularly region lo-

cated at the C-terminus. In solution, TRPM7 kinase 

domain exits as a dimer. TRPM7 channels are func-

tional as tetramers, thus it is suggested that TRPM7 

kinase domains are structurally organized as “dimer of 

dimers” in vivo [12, 13]. Moreover, the C-terminal lobe 

of the TRPM7 kinase domain contains a zinc finger 

homology domain [13]. TRPM7 kinase domain is resis-

tant to staurosporine, a conventional protein kinase in-

hibitor, whereas it is inhibited by rottlerin with an IC50 

of ~35 µM [12]. TRPM7 is able to autophosphorylate 

predominantly on serine and to phosphorylate sub-

strates in the vicinity of the kinase domain on serine 

and threonine residues. On the other hand, TRPM7 

autophosphorylation on a Ser/Thr rich region immedi-

ately N-terminal of the catalytic domain is important 

for substrate recognition leading to a better access of 

the kinase domain to the substrate and an optimum 

phosphorylation [14]. Interestingly, it has been shown 

that substrate phosphorylation by TRPM7 kinase do-

main can be regulated by ions. Indeed, Mg
2+

 and Mn
2+

 

stimulate TRPM7 kinase domain activity while Ca
2+

 

has no effect, and Zn
2+

 or Co
2+

 inhibits kinase activity 

[12, 15]. Despite divalent cations modulate TRPM7 

kinase domain activity, this latter is not necessary for 

TRPM7 channel activity [15-17]. However, TRPM7 

kinase domain may regulate channel activity in some 

cases [17-19]. 

TRPM7 channel can interact with intracellular pro-

teins through its kinase domain. TRPM7 kinase domain 

directly phosphorylates Phospholipase C (PLC) and 

particularly PLCγ2 at position Ser1164 in the C2 do-

main and at position Thr1045 in the linker between the 

catalytic region and the C2 domain in B cells [20]. In-

terestingly, B cells transfected with the PLCγ2-S1164A 

mutant have a normal calcium response following B-

Cell Receptor (BCR) activation under physiological 

Mg
2+

 conditions, but exhibit a lower response under 

hypomagnesic conditions [20], suggesting that TRPM7 

kinase domain acts as a sensor of cellular Mg
2+

. It has 

been shown recently that divalent cation and particu-

larly Mg
2+

 influx through TRPM7 accumulates Phos-

phatidylinositol 4,5-bisphosphate (PIP2) and reduces 

its availability to PLC [26]. TRPM7 stimulation by 

bradykinin induces Ca
2+

- and kinase-dependent interac-

tions with the actomyosin protein complex. In particu-

lar, TRPM7 kinase domain directly phosphorylates 

 
Fig. (1). Structure of human TRPM7 subunit. 
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myosin IIA heavy chain leading to a loss of cortical 

tension and podosome formation [21]. TRPM7 kinase 

domain phosphorylates myosin IIA heavy chain at 

residues Thr1800, Ser1803 and Ser1808 in the CC do-

main [22]. Annexin1 was also identified as a substrate 

for TRPM7 kinase domain as TRPM7 phosphorylates 

annexin1 at Ser5 in the N-terminal α-helix [23]. 

TRPM7-dependent phosphorylation of annexin 1 pre-

vents α-helical conformation and subsequent binding of 

the peptide to substrate [24]. While eukaryotic elonga-

tion Factor 2 (eEF2) is not a direct substrate of TRPM7 

kinase domain, TRPM7 regulates the activity of 

eEF2K. Indeed, TRPM7 kinase domain phosphorylates 

eEF2K on Ser77 under hypomagnesic conditions lead-

ing to increased protein stability and enhanced eEF2 

phosphorylation [25]. These data support the idea that 

TRPM7 kinase domain acts as a cellular sensor adjust-

ing the level of physiological processes to ion availabil-

ity. Recently, it has been shown that TRPM7 kinase 

domain could be cleaved under pro-apoptotic condi-

tions [19]. The TRPM7 kinase cleaved fragments trans-

locate to the nucleus and bind multiple components of 

chromatin-remodeling complexes in a Zn
2+

-dependent 

manner [26]. This novel TRPM7 kinase function is im-

portant for cellular processes such as cell differentia-

tion. 

1.3. Electrophysiological Characteristics of TRPM7 

Channel  

The TRPM7 current is described as Magnesium-

Inhibited Cation (MIC) and Magnesium Nucleotide-

regulated Metal ion (MagNuM) currents [4, 27]. Mem-

brane currents were induced by a depletion of internal 

Mg
2+

 and recorded by depolarizing ramps or steps. 

Typical TRPM7 current/voltage relationships show an 

inward component at negative potentials due to 

Ca
2+

/Mg
2+

 influxes and a strong outward rectification at 

positive potentials due to K
+
 or Cs

+
 outflow depending 

of experimental conditions [4]. One of the TRPM7 cur-

rent important features is its sensitivity to internal Mg
2+

 

and Mg
2+

 complexed with nucleotides [4, 5]. Thus, 

TRPM7 currents can be recorded in whole-cell patch-

clamp configuration by dialysis of intracellular media 

with intrapipette solution containing Mg
2+

 chelators 

like EGTA or EDTA. Internal TRPM7 sensitivities to 

Mg
2+

 and Mg-nucleotides are due to specific cation 

binding to intracellular parts of the channel. Thus, the 

Mg
2+

 dose-response curves built in single channel re-

cording experiments reveal biphasic profile with two 

IC50 of 25 µM and 91 µM [28]. These data suggest that 

TRPM7 channels are blocked by intracellular free-

Mg
2+

 at two separate binding sites with different affini-

ties for Mg
2+

. These two binding sites are localized 

within the kinase domain and on intracellular face of 

the channel pore [17, 18]. Indeed, while TRPM7 kinase 

domain is not required for channel activity, abolition of 

phosphotransferase activity by single-point mutations 

or kinase domain deletion dramatically reduces Mg
2+

 

sensitivity to TRPM7 channels [17]. TRPM7 inhibition 

by Mg
2+

-nucleotides is due to a binding site localized 

within the kinase domain [17, 18]. The Mg-nucleotides 

binding site can discriminate nucleotides with the fol-

lowing efficiency to inhibit TRPM7 currents: MgATP 

> MgTTP > MgCTP ≥ MgGTP ≥ MgUTP > MgITP ~ 

free-Mg [18]. Moreover, TRPM7 inhibition by Mg-

nucleotides is synergistically enhanced by intracellular 

free-Mg
2+

 [18]. TRPM7 channel is also blocked by ex-

tracellular Mg
2+

 as well as polyamines like spermine 

preventing permeation of monovalent cations in a volt-

age-dependent manner [29]. 

TRPM7 is a channel which conducts several ion 

species other than Ca
2+

 and Mg
2+

. Indeed, it also pro-

motes cellular entry of trace metal cations like Zn
2+

 

[30]. Moreover, TRPM7 is able to conduct H
+
 under 

acidic extracellular conditions [31]. TRPM7 currents 

can be potentiated under specific conditions. For ex-

ample, extracellular acidosis below pH=6.0 and H
+
 ac-

cumulation in the plasma membrane vicinity greatly 

potentiate TRPM7 inward currents [32] whereas intra-

cellular acidosis inhibits MIC currents (IC50 at pH=6.3) 

by interacting with the Mg
2+

 low affinity binding site 

[33]. TRPM7 channel is also sensitive to osmotic gra-

dients since hypotonicity potentiates TRPM7 currents 

in conditions with elevated intracellular free-Mg
2+

 and 

Mg-ATP whereas hypertonicity inhibits TRPM7 cur-

rent with an IC50 of 430 mOsm [34]. Recently, it has 

been observed that the cleavage of TRPM7 kinase do-

main under pro-apoptotic conditions potentiates inward 

current [19] whereas other studies report that the kinase 

domain deletion decreased channel activity [5, 15, 33]. 

1.3.1. TRPM7 Current Recordings in Cancer Cells 

It is well established that TRPM7 can regulate can-

cer cell fates through different mechanisms (see chap-

ter 3). TRPM7 mRNA and protein expression were 

altered in numerous cancers but no data are currently 

available on correlation between endogenous TRPM7 

current recordings and cancer cell fates. However, a 

correlation was shown between TRPM7 expression, 

TRPM7-like current densities and cell differentiation 

and proliferation in hepatocytes [35]. Thus, TRPM7-

like currents were larger in proliferating cells when 

compared to terminally differentiated and quiescent rat 

hepatocytes. In human retinoblastoma cells, Hanano et 
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al. recorded a TRPM7-like spontaneous cation currents 

under nystatin-perforated patch-clamp condition [36]. 

TRPM7-like currents were permeant to Ca
2+

 and Mg
2+

, 

and inhibited by intracellular Mg
2+

 (930 µM) and 

MgATP (8 mM). The channels activated by Mg
2+

 de-

pletion have a unitary conductance of 70 pS in inside-

out single channel recordings. TRPM7 silencing with 

siRNA abolished spontaneous cation current as well as 

Ca
2+

 influx and cell proliferation. TRPM7-like currents 

were described by Guilbert et al. in human breast can-

cer MCF-7 cell line and in human breast cancer epithe-

lial primary culture [37]. TRPM7-like currents were 

induced by depleting intracellular Mg
2+

 in whole cell 

patch-clamp configuration. Both TRPM7 silencing and 

intracellular Mg
2+

 (IC50=155 µM) inhibited cation cur-

rents in MCF-7 cells. TRPM7 siRNA also decreased 

intracellular Ca
2+

 levels and cell proliferation. Taken 

together, these data suggest that TRPM7 current par-

ticipates to basal Ca
2+

 influx and cell proliferation in 

retinoblastoma, and MCF-7 cells. 

TRPM7-like currents were also recorded in migrat-

ing cancer cells. Cation currents were recorded in 

MDA-MB-231 and MDA-MB-435S human breast can-

cer cell lines following intracellular Mg
2+

 depletion 

[38]. TRPM7-like currents were inhibited by intracellu-

lar Mg
2+

 in a dose-dependent manner (IC50=837 µM for 

MDA-MB-231; IC50=2.14 mM for MDA-MB-435S). 

The currents were also decreased by TRPM7 siRNA, 

indicating that MIC currents are mostly due to TRPM7 

activation. Interestingly, the TRPM7 currents were less 

sensitive to intracellular Mg
2+

 in MDA-MB-231 and 

MDA-MB-435S cells than in MCF-7 cells. This differ-

ence was not due to a difference in the amino acids se-

quence of the TRPM7 protein since the TRPM7 

sequencing results showed no difference in the pore 

and C-terminal regions between MCF-7, MDA-MB-

231 and MDA-MB-435S cell lines (personal data, not 

published). Moreover, TRPM7 silencing had no effect 

on intracellular Ca
2+

 homeostasis and did not inhibit 

cell proliferation whereas cell migration was decreased 

in cells treated with TRPM7 siRNA. This study 

showed that human breast cancer cell migration is 

regulated by TRPM7 through its kinase domain and 

probably not by its channel function. TRPM7 currents 

were smaller in MDA-MB-231 and MDA-MB-435S 

cells when compared to MCF-7 cells (Table 1). These 

data suggest that TRPM7 currents could be larger in 

proliferative breast cancer cells than in migratory 

breast cancer cells. This could be explained by the role 

of TRPM7 in cell proliferation related to Ca
2+

 influx in 

breast cancer. However, future investigations are 

needed to explore TRPM7 current densities in other 

cancer cell types and to establish a correlation between 

to establish a correlation between TRPM7 currents and 

proliferative/migratory phenotype. 

TRPM7 currents were also recorded in human pan-

creatic cancer cell line BxPC-3 [39]. TRPM7 currents 

were fully inhibited by 850 µM of intracellular Mg
2+

 or 

by siRNA. TRPM7 regulates intracellular Mg
2+

 ho-

meostasis and the Mg
2+

-dependent cell migration in 

BxPC-3 cells. The TRPM7 current-densities recorded 

in BxPC-3 cells were larger than in breast cancer cell 

lines (Table 1). However, there is no data available on 

TRPM7 current densities in other pancreatic cancer cell 

lines to establish a possible correlation between TRP-

M7 currents and proliferative phenotype. 

Electrophysiological recordings on cancer cells pro-

vide also information on the intracellular Mg
2+

 sensitiv-

ity of the TRPM7 currents. It is generally accepted that 

cellular free-[Mg
2+

] is between 0.5 and 1.2 mM [40, 

41]. Whole-cell patch-clamp recordings indicated that 

TRPM7 channels are inhibited by intracellular Mg
2+

 in 

the submillimolar range suggesting that a majority of 

channels are closed under physiological conditions of 

intracellular Mg
2+

. But perforated patch-clamp [36] and 

manganese-induced quenching of fura-2 fluorescence 

techniques demonstrate that a fraction of TRPM7 

channels is constitutively active at the plasma mem-

brane of cancer cells [38, 39]. This can be explained by 

the possible role of elevated level of bound Mg
2+

 in 

carcinogenesis. In a recent study on rat glioma, the 

cancer tissue and the single infiltrating cancer cells 

contained elevated levels of bound Mg (≈ 2-fold) than 

in the adjacent non-cancer tissue [42]. Moreover, re-

cent studies on human colon carcinoma LoVo cell line 

indicated that free-Mg
2+

 is around 0.3 mM and that 

TRPM7 expression is inversely correlated to total Mg 

amount [43]. Future investigations should establish the 

relation between intacellular Mg
2+

 homeostasis, TRP-

M7 expression and its constitutive activity in proliferat-

ing versus migrating/invasive cancer cells. 

2. TRPM7 EXPRESSION IN MALIGNANT TIS-

SUES 

A growing number of studies investigate TRPM7 

expression and its implication in diverse malignancies. 

Although, TRPM7 mRNA and protein are detected in 

several cancer cell lines, studies in human cancer sam-

ples are more limited. For example, TRPM7 channels 

are abundantly expressed in human pulmonary adeno-

carcinoma and in primary cultures of retinoblastoma 

and glioblastoma cells [36, 44, 45]. Moreover, recent 

studies detected punctual somatic mutations of TRPM7 

in gastric, ovarian [46], breast [46, 47] and colorectal 
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cancers [48]. Interestingly, mutations of TRPM7 are 

correlated with elevated risk of apparition of colorectal 

neoplasia [48], and reduced or elevated risk of breast 

cancer according to single nucleotide polymorphisms 

of trpm7 gene [47]. 

With apparition and development of transcriptomic 

analysis, micro-arrays experiments were used to com-

pare TRPM7 mRNA expression in healthy and cancer 

human tissues. TRPM7 is overexpressed in some can-

cers such as bladder, colon, head and neck, and prostate 

cancers whereas, TRPM7 is downregulated in cervix, 

kidney, rectum and thyroid cancers [49]. Moreover, in 

thyroid cancer, it seems that alterations of TRPM7 ex-

pression may be correlated with cancer incidence and 

risk [49]. Other studies using real-time reverse tran-

scriptase polymerase chain reaction (RT-PCR), West-

ern Blot or immunohistochemistry experiments re-

vealed overexpression of TRPM7 in prostatic and na-

sopharyngeal cancers, in glioblastoma and also in pan-

creatic neoplasms and adenocarcinoma [50-55]. 

Finally, in a few but increasing number of publica-

tions, TRPM7 expression pattern is correlated with 

clinical parameters (Table 1). In ovarian and naso-

pharyngeal carcinoma, TRPM7 expression is inversely 

associated with patient survival [56, 57]. Moreover, in 

nasopharyngeal carcinoma, there is a higher expression 

of TRPM7 in metastatic tumors compared to non-

metastatic tumors, and TRPM7 overexpression is cor-

related with lymphatic metastasis apparition and tumor 

stage, reflecting invasiveness and aggressiveness, re-

spectively. Importantly, using multivariate analysis, the 

authors highlighted that TRPM7 is an independent 

prognostic marker of nasopharyngeal cancer progres-

sion (compared with other parameters such as age, 

gender, grade, distant and lymphatic metastasis) [57].  

In pancreatic ductal adenocarcinoma and by using 

immunohistochemistry experiments, TRPM7 protein 

overexpression was shown to be correlated with tumor 

grade, and inversely correlated to patient survival [39]. 

Another study confirmed that TRPM7 expression is 

associated to size and grade of primary tumors, and 

revealed a higher TRPM7 staining in metastatic tumors 

than in non-metastatic ones [53]. TRPM7 is linked to 

aggressiveness and invasiveness and could be consid-

ered as a marker of poor prognosis in pancreatic ductal 

adenocarcinoma. The same results were observed in 

breast ductal adenocarcinoma. Indeed, in estrogen re-

ceptor positive (ER
+
) breast cancers, TRPM7 is ex-

pressed in primary cultures of cancer epithelial cells, 

and overexpressed in cancer tissues compared to 

non-cancer ones [37]. Moreover, this overexpression 

is correlated with tumor size and grade, and with Ki67 

mitotic marker, suggesting that TRPM7 could be a pro-

liferative marker in non-invasive hormone-dependent 

breast cancers [37, 58]. Analysis of a larger cohort of 

breast cancer tumors using micro-array experiments 

confirmed the positive correlation between TRPM7 

overexpression and tumor grade, and revealed an in-

verse correlation with patient survival. Furthermore, 

multivariate analysis showed that TRPM7 is a strong 

independent prognosis marker of breast cancer recur-

rence and metastasis occurrence [59]. Moreover, 

TRPM7 mRNA level is higher in metastatic tumors 

compared to primary tumors and in invasive cancers 

compared to normal breast tissues [60]. In ER
-
 invasive 

breast cancer, TRPM7 protein expression is higher in 

invasive cells from primary tumors and invaded lymph 

nodes than in non-invasive cancer cells [38]. Finally, 

the expression of TRPM7 is increased in infiltrating 

ductal carcinoma samples with microcalcifications 

when compared with age-matched controls without 

calcification or cancer [61]. Altogether, the results 

Table 1. TRPM7 current-densities and sensitivities to intracellular Mg
2+

 in cancer cells. 

Cancer cell type 
Endogenous TRPM7  

Current-density 

Inhibition by free-

[Mg
2+

]i 
Related to References 

RBL (Retinoblastoma) NA 930 µM Ca
2+

-dependent cell proliferation [36] 

MCF-7 (Breast) 16 pA/pF IC50=155 µM Ca
2+

-dependent cell proliferation [37] 

hBCE (Breast) 12 pA/pF 680 µM NA [37] 

MDA-MB-231 

(Breast) 
5 pA/pF IC50=837 µM Kinase-dependent cell migration [38] 

MDA-MB-435S 

(Breast) 
10 pA/pF IC50=2.14 mM Kinase-dependent cell migration [38] 

BxPC-3 (Pancreas) 32 pA/pF 850 µM Mg
2+

-dependent cell migration [39] 
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demonstrate that TRPM7 channel could be considered 

as a novel strong marker of breast cancer progression 

and metastasis, particularly in invasive triple negative 

breast cancers. 

A very recent study performed in glioblastoma 

showed that TRPM7 expression is positively associated 

with patient survival, which means that TRPM7 could 

be a marker of good prognosis in glioblastoma [55]. 

Nevertheless, the authors did not perform a classical 

Kaplan-Meyer analysis, but observed a higher expres-

sion of these TRP channels in patients with survival 

time > 12 months compared to patients with survival 

time < 12 months. Moreover, this study is in contradic-

tion with others performed in three different glioblas-

toma cell lines showing that inhibition of TRPM7 

channel using pharmacological agents or siRNA de-

creases cell migration and invasion [45, 62-64]. 

These studies on human tissues highlighted the ma-

jor clinical relevance of TRPM7 expression in pancre-

atic, breast, nasopharyngeal and ovarian cancer devel-

opment (Table 2). Indeed, in these cancers, TRPM7 

expression is associated with aggressiveness and inva-

siveness and inversely correlated to patient survival, 

suggesting that TRPM7 may be a potential marker of 

poor prognosis. 

3. TRPM7 ROLES IN CELL MODELS 

TRPM7 has a ubiquitous distribution pattern in hu-

man tissues and cell lines [4, 5]. Furthermore, screen-

ing of human tissues using quantitative RT-PCR ap-

proach indicates that TRPM7 is widely distributed in 

the central nervous system and periphery, with highest 

expression in heart, pituitary, bone and adipose tissue 

[65]. Interestingly, overexpression of TRPM7 in HEK-

293 cells induces the transcription alteration of 951 

genes [66]. These data suggest an important role of 

TRPM7 in tissue integrity, development and cell func-

tions. TRPM7 roles in cell physiology have been ex-

tensively described (for recent reviews, see [67-70]). 

In non-cancer cells, TRPM7 is required for cellular 

and tissue Mg
2+

 homeostasis [17, 71] and cell survival 

[72-75]. TRPM7 is also implicated in cell mortality 

since it has been shown to regulate apoptosis in T-cells 

[19], fibroblasts [76], hepatic stellate cells [77], and 

neurons [78]. Furthermore, recent data demonstrate that 

TRPM7 activation induces neuronal cell death [79] and 

HEK293 necroptosis [80] by promoting cytosolic Ca
2+

 

overload. Heterologous expression of TRPM7 in 

HEK293 cells under nutrient-rich conditions increases 

basal autophagy through constitutive Ca
2+

 entry, Ca
2+

/ 

calmodulin-dependent protein kinase β and AMP-

activated protein kinase pathways [81]. TRPM7 is es-

sential for early embryonic development [82, 83] and 

gastrulation phase [84]. TRPM7 has been demonstrated 

to be involved in the development of organs including 

thymus [82], bone [85-88], exocrine pancreas [54], fat 

tissue [89], and myocardium [90]. Interestingly, it has 

been shown that TRPM7 participates to Epithelial-

Mesenchymal Transition (EMT) [91]. EMT is essential 

during embryogenesis since mesenchymal cells migrate 

and disseminate to various parts of the embryo, where 

they participate to the organ development. An impor-

tant role of TRPM7 in normal cells is the regulation of 

cellular adhesion and migration. Indeed, TRPM7 con-

trols cell adhesion by interacting with calpain [92] and 

the channel regulates polarized migration in fibroblasts 

through Mg
2+

 and Ca
2+

 signaling [93, 94]. Finally, Pa-

tients with variants in trpm7 display macrothrombocy-

topenia with different clinical outcomes and symptoms 

due to the location of the mutations [95]. Single point 

mutations impair TRPM7 channel function leading to 

Mg
2+

 homeostasis deregulation and secondary atrial 

fibrillation in patients with thrombocytopenia [95]. 

Ca
2+

 signaling has been widely described in cancer 

cells [96, 97]. Changes in cytosolic Ca
2+

 levels due to 

the coordinate activity of Ca
2+

 transporters and binding 

proteins ultimately lead to activation of Ca
2+

-dependent 

transcription factors and impaired cell proliferation, 

migration and invasion. While Ca
2+

 is considered as an 

essential second messenger involved in most signaling 

pathways, the role of Mg
2+

 in cancer is still under de-

bate despite evidences indicating that Mg
2+

 can act as a 

second messenger [98]. 

Mg
2+

 is the second most abundant intracellular 

cation with a total concentration range from ~10 to ~30 

mM. Most of intracellular Mg
2+

 is bound to ribosomes, 

polynucleotides and ATP. Thus, the free- Mg
2+

 concen-

tration is within 0.5-1.2 mM in the cytosol. Conse-

quently, the electrochemical gradient for Mg
2+

 is low as 

free-cation concentrations in the intra- and extracellular 

compartments are close in contrast to Ca
2+ 

indicating 

that Mg
2+

 influx is dependent on the cell metabolic ac-

tivity and intracellular Mg
2+

 availability. However, 

Mg
2+

 is a versatile cation that is involved as a co-

enzymatic factor in numerous metabolic and biochemi-

cal reactions within the cell [40]. Indeed, one of the 

cancer hallmarks is the reprogramming of energy me-

tabolism in cancer cells by limiting their energy me-

tabolism largely to glycolysis, leading to a state that 

has been termed “aerobic glycolysis” [99]. Mg
2+

 is re-

quired as cofactor for most enzymes involved in glyco-

lysis and also for protein synthesis. Thus, it is evident
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Table 2. Expression of TRPM7 in human cancer tissues - correlation with clinical parameters. 

Cancer 
Correlation between overexpression 

and clinical parameters 

Number of cancer tissue 

samples 
References 

Pancreatic adeno-
carcinoma 

Overexpression 

Correlation with grade and size 

Correlation with metastasic tumors 
Inverse correlation with survival 

18-5-310 

18-282 

11 
18 

[39, 53, 54] 

[39, 53] 

[53] 
[39] 

Breast carcinoma 

Overexpression 

Correlation with grade 

Correlation with mitotic potential 

Correlation with occurrence of metastasis 

Correlation with presence of invasive cells in breast tissues and 

lymph nodes 

Correlation with presence of micro calcifications 
Inverse correlation with survival 

59-26-512-28-438-138 

59-26-512 

59-26 

144-438 

28 

138 
368 

 

[37, 38, 58-61] 

[37, 58, 59] 

[37, 58] 

[59, 60] 

[38, 60] 

[61] 
[59] 

Nasopharyngeal 

carcinoma 

Overexpression 

Correlation with clinical stage 

Correlation with metastatic tumors 
Inverse correlation with survival 

3-206 

206 
206 

[52, 57] 

[57] 
[57] 

Ovarian carci-

noma 

Overexpression 

Inverse correlation with survival 

138 

138 

[56] 

[56] 

 

that Mg
2+

 homeostasis should play a key role in cancer 

cells abilities including sustained proliferation, and me-

tastatic processes such as migration, and invasion as 

recently reviewed by Trapani et al. [100]. There are 

many plasma membrane transporters allowing Mg
2+

 

influx [40, 41] but the dual function of TRPM7 as both 

Ca
2+

/Mg
2+

 channel and kinase confers to this protein a 

key role of “master and commander” in controlling 

cancer cells fates by modulating Ca
2+

 and/or Mg
2+

 sig-

naling and by phosphorylating intracellular substrates 

[100]. 

3.1. Cell Proliferation 

The role of TRPM7 in proliferation has been exam-

ined in numerous cancer cell types. However, the 

mechanisms by which TRPM7 is involved remains not 

yet clearly determined. Ca
2+

 entry through this channel 

has been demonstrated to play a critical role in cell pro-

liferation. Indeed, pharmacological inhibition and si-

lencing of TRPM7 decreases TRPM7-mediated Ca
2+

 

entry, delays the G1/S cell cycle progression and re-

duces retinoblastoma cells proliferation [36]. In 2007, 

another study showed that Ca
2+

 influx through TRPM7 

participates to proliferation of pharyngeal and thyroid 

carcinoma cells [101]. TRPM7 regulates also pharyn-

geal cells proliferation by regulating cell cycle progres-

sion and retinoblastoma protein (Rb) activation [102]. 

Recently, it has been demonstrated that TRPM7-

mediates pharyngeal cell proliferation via activating 

STAT3 signaling pathway [52]. Finally, studies on ER
+
 

breast and prostate cancer cell lines suggest that Ca
2+

 

influx associated with TRPM7 are critical for cancer 

cell proliferation [37, 50, 51].  

However, it is important to note that endogenous 

TRPM7 regulates basal Ca
2+

 entry in retinoblastoma, 

head and neck and breast cancer cells, whereas Ca
2+

 

influx is stimulated by cholesterol, external Ca
2+

/Mg
2+

 

ratio increase or TRPM7 overexpression in prostate 

cancer cells. 

TRPM7 regulates also cell proliferation by regulat-

ing Mg
2+

 homeostasis. Indeed, in gastric adenocarci-

noma cell line AGS, external Mg
2+

 supplementation 

restores proliferation of TRPM7 deficient cells [103]. 

The same results were obtained in Panc-1 and BxPC3 

pancreatic adenocarcinoma cell lines [54]. However, no 

Mg
2+

 influx through TRPM7 was recorded in these 

studies. 

Studies on the TRPM7-dependent signaling path-

ways have emerged. Thus, pharmacological blockers 

such as carvacrol, as well as knockdown of TRPM7 

decrease proliferation of U87 cell line and inhibit 

PI3K/Akt and MEK/MAPK signaling pathways [104]. 

The same results were found in another glioblastoma 

cell line U251 using a new TRPM7 channel blocker, 

the Xyloketal B, extract from a mangrove fungus Xy-

laria sp. from the South China Sea [63]. Akt signaling 

pathway has also been shown to be involved in 

TRPM7-mediated proliferation in ovarian cancer cell 

lines, as well as Src and p38 [105]. Another study sug-
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gests the involvement of TRPM7 in the growth of 

glioblastoma stem cells derived from A172 cell line, 

through activation of JAK2/STAT3 and/or Notch sig-

naling pathways [64]. It was also shown that TRPM7 

contributes to proliferation of the neuroblastoma cell 

line SHEP-21N, a clone derived from the SHEP-2 neu-

roblastoma cell line in which the oncogene protein N-

Myc is constitutively expressed. The N-Myc-induced 

cell growth as well as MagNum current are suppressed 

by downregulation of TRPM7, TRPM6 and hetero-

meric TRPM7/TRPM6 channels [106]. 

To summarize, both TRPM7 blockers and silencing 

strongly affect cancer cell proliferation by disrupting 

cell cycle and proliferative signaling pathways indicat-

ing that TRPM7 is involved in cancer cell growth. Ex-

ternal Mg
2+

 is able to restore reduced proliferation in-

duced by TRPM7 silencing in gastric and pancreatic 

cancer cells without evidence for a role of TRPM7 in 

Mg
2+

 influx. On the other hand, TRPM7 regulates basal 

Ca
2+

 entry and cytosolic Ca
2+

 levels leading to sus-

tained proliferation in retinoblastoma, head and neck 

and breast cancer cells. 

3.2. Stimulated Cell Migration 

The first experiment showing the role of TRPM7 in 

cancer cell migration has been done in N1E-115 mouse 

neuroblastoma cells. TRPM7 kinase domain regulates 

cell motility. Indeed, Myosin IIA Heavy Chain is a 

substrate for TRPM7 phosphotransferase activity lead-

ing to actomyosin complex stabilization and transfor-

mation of focal adhesion into podosomes [21, 22, 107]. 

Interestingly, TRPM7 stimulation by bradykinin or 

TRPM7 overexpression leads to Ca
2+

 influx and inter-

action between TRPM7 kinase domain and Myosin IIA 

Heavy Chain. TRPM7 implication in cancer cell migra-

tion was further confirmed in nasopharynx cells [108]. 

In this study, TRPM7 stimulation by bradykinin or 

TRPM7 overexpression enhances cell migration 

through Calcium-Induced Calcium Release (CICR) 

mechanism. Indeed, sustained Ca
2+

 entry through 

TRPM7 channels induces ryanodine receptors activa-

tion and Ca
2+

 release from endoplasmic reticulum (ER) 

stores. Moreover, Epidermal Growth Factor (EGF) in-

cubation enhances lung cancer cell migration by in-

creasing TRPM7 expression and MIC current [44]. In 

prostate cancer cells, cholesterol enhances migration 

through TRPM7 activation and Ca
2+

 entry [51]. All 

these data show that both activation and overexpression 

of TRPM7 lead to Ca
2+

 signaling changes and en-

hanced cell migration. 

 

3.3. Basal Cell Migration and Invasion 

TRPM7 silencing dramatically inhibits basal cell 

migration and basal intracellular Mg
2+

 levels in pancre-

atic ductal adenocarcinoma cells without affecting ba-

sal intracellular Ca
2+

 level [39]. Interestingly, inhibition 

of pancreatic cancer cell migration induced by TRPM7 

silencing can be rescued by supplementation of media 

with 1 mM Mg
2+

, suggesting that TRPM7 regulates 

pancreatic cancer cell motility through Mg
2+

 rather than 

Ca
2+

 influx. Moreover, in ER
-
 breast cancer, TRPM7 

silencing inhibits cell migration without affecting 

cation homeostasis [38]. Importantly, heterologous ex-

pression of kinase-deleted TRPM7 mutant decreases 

cell migration and Myosin Heavy Chain phosphoryla-

tion indicating that TRPM7 kinase domain is required 

for ER
-
 breast cancer cells migration [38]. 

First evidences for implication of TRPM7 in cancer 

cell invasion and metastasis formation were recently 

highlighted in ER
-
 breast cancer [59] and in neuroblas-

toma [109]. Importantly, TRPM7 promotes invado-

some formation and actomyosin contraction independ-

ently of Ca
2+

 signaling in neuroblastoma cells [109]. 

Moreover, TRPM7 is required to maintain progenitor-

like features promoting neuroblastoma progression and 

metastasis [110]. In pancreatic cancer cell lines, it has 

been recently shown that TRPM7 regulates cell inva-

sion in response to fetal bovine serum used as chemoat-

tractant [53]. Finally, TRPM7 regulates metastasis 

formation and dissemination in xenograft models [59]. 

Interestingly, TRPM7 is also involved in EMT transi-

tion [91] which is the first stage of metastasis cascade 

[111]. Indeed, TRPM7 silencing or blocking reduce 

vimentin induction independently of global cytosolic 

Ca
2+

 levels changes following EGF stimulation in 

MDA-MB-468 breast cancer cells [91]. 

Taken together, these data indicate that TRPM7 

regulates stimulated migration (by BK, EGF or choles-

terol) through Ca
2+

 signaling whereas the channel regu-

lates basal cancer migration and invasion independ-

ently of Ca
2+

 signaling. Thus, recent data demonstrate 

that TRPM7 regulates metastatic processes by promot-

ing constitutive Mg
2+

 influx and through its kinase do-

main. Since TRPM7 kinase domain is positively regu-

lated by internal Mg
2+

, it is tempting to speculate that 

TRPM7 is constitutively active at the plasma mem-

brane of migratory cancer cells leading to localized 

sustained Mg
2+

 influx that enhances phosphotransferase 

activity and cytoskeleton remodeling. Since driving 

force for Mg
2+

 entry is weak, future investigations are 

definitely needed to better determine the relation be-
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tween Mg
2+

 signaling and TRPM7 phosphotransferase 

activity in metastatic cell migration and invasion. 

4. TRPM7 PHARMACOLOGICAL MODULA-

TION AND POTENTIAL THERAPEUTIC IN-

TEREST 

Recent studies on cancer cell lines demonstrate that 

TRPM7 channels regulate numerous oncologic cellular 

processes such as proliferation, migration and invasion. 

Moreover, it has been recently shown that TRPM7 

regulates breast cancer metastasis formation and dis-

semination in a mouse model of xenograft [59]. Conse-

quently, we can speculate that TRPM7 could be used as 

a therapeutic target in invasive cancers in order to re-

duce cancer progression and metastasis formation. 

Nevertheless, in contrast to other channels like K
+
 

channels, there is a lack of specific pharmacological 

tools for targeting TRP channels [112]. Recent ad-

vances on TRPM7 blockers and activators have been 

extensively reviewed by Chubanov et al. [113]. To 

summarize, the most potent TRPM7 blockers are 

NS8593, which is also a small conductance Ca
2+

-

activated K
+
 channel (KCa 2.1-2.3) blocker, and waix-

enicin A, a natural terpenoid from Sarcothelia edmon-

soni.  

Waixenicin A inhibits fluorescence quench of intra-

cellular fura-2 by Mn
2+

 ions with an IC50 of 12 µM and 

decreased TRPM7 currents with an IC50 of 7 µM in 

HEK293 cells overexpressing murine TRPM7 [114]. 

Addition of intracellular Mg
2+

 (up to 700 µM) induces 

a shift in the dose-response curve with an IC50 of 16 

nM. Importantly, elevated intracellular Mg
2+

 levels po-

tentiate the blocking effect of waixenicin A on TRPM7 

channels. Moreover, waixenicin A seems specific to 

TRPM7 channels since this blocker has no effect on 

other ion channels such as CRAC, TRPM2, TRPM4 

and TRPM6 [114]. Waixenicin A has been also used to 

inhibit Jurkat T cell lymphoma and RBL1 retinoblas-

toma cells proliferation with an IC50 in the low micro-

molar range [114]. In other cancer cells, waixenicin A 

has been shown to inhibit TRPM7-related proliferation, 

migration or invasion. For example, low micromolar 

concentration of waixenicin A inhibits invadosome 

formation in N1E-115 neuroblastoma cells [109]. Thus, 

waixenicin A is a very promising TRPM7 channel 

blocker that is potent at low nanomolar range, in 

physiological conditions of intracellular Mg
2+

. At a 

molecular point of view, waixenicin A acts intracellu-

larly by interacting with the Mg
2+

 binding site localized 

at the Lys-1648 within the kinase domain [114]. Ac-

cording to Zierler et al., waixenicin A and Mg
2+

 act 

synergistically to block TRPM7 because, under physio-

logical Mg
2+

 conditions, TRPM7 is in a conformational 

state that allows waixenicin A to bind with high affin-

ity [114]. 

NS8593 has been used to block TRPM7 leading to 

reduced vimentin protein induction in MDA-MB-468 

breast cancer cells [91]. NS8593 reversely blocks 

TRPM7 currents by targeting the channel gating in 

HEK293 cells transiently transfected with TRPM7 

cDNA [115]. Indeed, NS8593 blocks directly and re-

versibly TRPM7 channels through a molecular interac-

tion mediated by the pore-forming loop of TRPM7 and 

the imidazole ring of NS8593 [115]. The blocking ef-

fect of NS8593 is dependent on intracellular Mg
2+

 con-

centration since IC50 was 1.6 µM for cytosolic free-Mg. 

and 5.9 µM for cytosolic 300 µM Mg
2+

 [115]. 

Other molecules were used to block TRPM7 chan-

nels but in the high micromolar range. Carvacrol was 

initially characterized as a blocker of TRPM7 channels 

in HEK-293 overexpressing TRPM7 and in CA3-CA1 

hippocampal neurons, since it inhibits TRPM7 currents 

with an IC50 of 306 µM [116]. In U87 glioblastoma 

cells, carvacrol at 500 µM inhibits TRPM7 currents, 

cell proliferation (IC50 of 561 µM), cell migration, in-

vasion and metalloproteinase 2 (MMP-2) expression 

[104]. However, it is known that carvacrol is not spe-

cific for TRPM7 channels since it inhibits TRPML 

channels and it activates thermoTRP channels such as 

TRPV3 and TRPA1 [116]. It has been shown that car-

vacrol induced cell death in human oral cancer cells by 

altering Ca
2+

 levels through PLC modulation [117]. 

Moreover, carvacrol protects again traumatic neuronal 

injury by inhibiting the induction of neuronal nitric ox-

ide synthase (nNOS) [118]. PLC and nNOS were 

shown to act upstream from TRPM7 channels [119, 

120]. Taken together, these data suggest that carvacrol 

may modulate TRPM7 channels in an indirect manner. 

Recently, two natural products, ginsenoside Rd and 

xyloketal B, have been used in the concentration range 

of high micromolar to inhibit TRPM7-dependent pro-

liferation and migration in cancer cells [63, 121]. Gin-

senoside Rd, derived from ginseng, inhibits cell prolif-

eration with an IC50 of 131 µM in AGS gastric cancer 

cells and with an IC50 of 154 µM in MCF-7 breast can-

cer cells without affecting HEK-293 proliferation. 

Moreover, TRPM7 currents were reduced by 300 µM 

of ginsenoside Rd in both AGS and MCF-7 cells. Xy-

loketal B is a marine compound isolated from man-

grove fungus Xylaria sp. Xyloketal B decreases U251 

glioblastoma cell proliferation with an IC50 of 287 µM 

[63]. Furthermore, Xyloketal B at 300 µM also de-
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molecules that will target TRPM7 only in cancer tis-

sues. For example, the TRPM7 kinase function seems 

specifically involved in metastatic processes. Studies 

on TRPM7 mutant mice show that the deletion of the 

kinase domain dramatically disrupts Mg
2+

 homeostasis 

[71] whereas kinase function inhibition by point muta-

tion does not impair channel activity, Mg
2+

 homeostasis 

and development in kinase inactive mutant mice [126, 

127]. Thus, we can speculate that targeting the TRPM7 

kinase function would inhibit specifically cancer cell 

migration and or invasion with no or only moderate 

side-effect on healthy cells. To date, only rottlerin has 

been used to inhibit the TRPM7 kinase function [12]. 

Rottlerin is a protein kinase inhibitor but it is also able 

to promote vasodilatation through BKCa opening [128]. 

Future research in experimental oncology will be to 

identify molecules that target the TRPM7 kinase do-

main to selectively block this function in metastatic 

processes in vitro and in vivo. 

CONCLUSION 

TRPM7 channels are aberrantly expressed in nu-

merous malignancies (Table 2 and Fig. 2A) and recent 

data on cancer cell lines demonstrate that TRPM7 regu-

lates cancer cell fates by different mechanisms. Thus, 

TRPM7 channel allows Ca
2+

/Mg
2+

 and trace metal en-

tries at physiological membrane potentials. Moreover, 

TRPM7 C-terminal kinase domain is able to recognize 

and phosphorylate cytosolic substrates such as MLC or 

MHC. In cancer cells, there is growing evidence that 

 
Fig. (2). A. TRPM7 expression and correlation with clinical parameters in human cancers by localization. B. TRPM7 promotes 

Ca
2+

 basal entry leading to sustained cell proliferation in head and neck, breast ER+ cancers and glioblastoma. On the other 

hand, TRPM7 regulates metastatic processes including cell migration and invasion in a Ca
2+

-independent manner in breast ER-

, pancreas and neuroblastoma by promoting Mg
2+

 basal entry and enhanced kinase activity. TRPM7 is blocked by carvacrol, 

ginsenoside Rd, NS8593, waixenicin A and xyloketal B. Among these blockers, NS8593 and waixenicin A inhibit TRPM7 

activity in an intracellular Mg
2+

-dependent manner. 
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endogenous, constitutively activated TRPM7 channels 

regulate proliferation and viability processes through 

Ca
2+

 influx whereas Mg
2+

 influx and kinase function 

seem to be involved in migratory and invasive proc-

esses (Fig. 2B). We suggest that TRPM7 channels con-

tinuously conduct Ca
2+

/Mg
2+

 leading to locally sus-

tained cytosolic Ca
2+

/ Mg
2+

 levels and enhanced cancer 

cell hallmarks depending of cancer cell type or protein 

partner availability in the channel vicinity. Future ef-

forts will try to decipher the molecular mechanisms 

involving TRPM7 channels in cancer cell fates. Addi-

tionally, while promising drugs targeting TRPM7 

channel function are available, characterization of 

pharmacological compounds directed against the 

kinase domain will greatly help to discriminate channel 

function to kinase function in cancer cells. 

LIST OF ABBREVIATIONS 

BCR =  B-Cell Receptor 

BK =  Bradykinin 

CC =  Coiled-Coil 

CICR =  Calcium-Induced Calcium Release 

eEF2K =  eukaryotic Elongation Factor-2 Kinase 

EMT =  Epithelial-Mesenchymal Transition 

ER =  Estrogen Receptor 

ERK =  Extracellular signal-Regulated Kinase 

MagNuM =  Magnesium Nucleotide-regulated Metal 

ion 

MHC =  Myosin Heavy Chain 

MHCK =  Myosin Heavy Chain Kinase 

MHD =  Melastatin Homology Domain 

MIC =  Magnesium-Inhibited Cation 

MLC =  Myosin Light Chain 

nNOS =  Neuronal Nitric Oxide Synthase 

PIP2 =  Phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate 

PLC =  Phospholipase C 

Rb =  Retinoblastoma protein 

TRP =  Transient Receptor Potential 

TRPM7 =  Transient Receptor Potential Melas-

tatin-related 7 
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1. BILAN  

Au cours de ce travail de thèse, nous avons démontré que TRPM7 régule l’iŶǀasioŶ des 

cellules cancéreuses pancréatiques. L’iŶǀasioŶ cellulaire est une étape importante de la 

formation des métastases chez les patients atteints d’ACP. La fonction canalaire de TRPM7 

et plus paƌtiĐuliğƌeŵeŶt la ƌégulatioŶ de l’iŶfluǆ ŵagŶésiƋue et sa kiŶase soŶt impliqués. 

Dans les cellules non-ĐaŶĐéƌeuses, TRPM7 ƌégule l’aĐƋuisitioŶ d’uŶ phéŶotǇpe iŶǀasif 

secondaire à une exposition au Cd2+ 
via sa surexpressioŶ et l’augŵeŶtatioŶ de la 

concentration de Mg2+ dans la cellule. 

Enfin, daŶs les ďiopsies de patieŶts atteiŶts d’ACP, nous démontrons que TRPM7 est un bon 

ŵaƌƋueuƌ de l’agƌessiǀité du ĐaŶĐeƌ Đaƌ soŶ eǆpression dans la tumeur primaire est corrélée 

à celle dans les métastases des ganglions lymphatiques. 

 

2. IMPLICATION DU CANAL TRPM7 DANS L’INVASION BASALE DANS L’ACP  

Nous aǀoŶs déŵoŶtƌé Ƌue TRPM7 ƌégule l’iŶǀasioŶ ďasale paƌ deuǆ teĐhŶiƋues 

différentes daŶs les Đellules d’ACP : eŶ iŶhiďaŶt soŶ eǆpƌessioŶ à la membrane (Rybarczyk et 

al., 2017) et en le surexprimant. Ces travaux sont en adéquation avec ceux de Yee en 2015 

suƌ l’iŵpliĐatioŶ de TRPM7 daŶs l’iŶǀasioŶ stimulée des lignées cellulaires cancéreuses 

pancréatiques BxPC-3 et MIA PaCa-2. Plusieurs études décrivent le rôle de TRPM7 comme un 

aĐteuƌ de l’iŶǀasioŶ Đellulaiƌe daŶs les ĐaŶĐeƌs (Tableau 8). Au laboratoire, les expériences 

déŵoŶtƌaŶt l’iŵpliĐatioŶ de TRPM7 daŶs l’iŶǀasioŶ oŶt été ƌéalisées suƌ deuǆ ligŶées 

cellulaires cancéreuses pancréatiques expriŵaŶt l’oŶĐogğŶe Kƌas ŵuté. Il seƌait iŶtéƌessaŶt 

d’eǆploƌeƌ si uŶ lieŶ foŶĐtioŶŶel eǆisteƌait eŶtƌe Đet oŶĐogğŶe et TRPM7. Par exemple, Kras 

muté intervient dans la voie des MAP kinases et Akt, et TRPM7 est impliqué dans la 

prolifération des cellules cancéreuses via ces deux voies (Zhao et al., 2018). Il Ŷ’eǆiste pas de 

doŶŶées suƌ des ŵéĐaŶisŵes ĐoŵŵuŶs ƌégulés paƌ TRPM7 et Kƌas iŵpliƋués daŶs l’iŶǀasioŶ 

cellulaire. 

 

Dans les cellules non-cancéreuses pancréatiques hTERT-HPNE, l’iŶhiďitioŶ de TRPM7 

Ŷ’eŶtƌaiŶe auĐuŶ effet suƌ l’iŶǀasioŶ. DaŶs la littéƌatuƌe, d’autƌes études poƌteŶt suƌ le rôle 

des canaux en comparant des modèles sains et pathologiques. Une étude montre 

l’iŵpliĐatioŶ des ĐaŶauǆ SOC daŶs l’iŶǀasioŶ du glioďlastoŵe ŵais pas daŶs les astƌoĐǇtes 
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normaux (Motiani et al., 2013). Le CO-OCS (α‐gluĐosidase iŶhiďitoƌ ϭ‐C‐oĐtǇl‐2‐oǆa‐ϯ‐

oxocastanospermine) exerce une activité anti-migratoire en ciblant les canaux SOC et les 

adhésions focales dans les cellules cancéreuses mammaires avec un effet très faible sur les 

cellules MCF 10A non-cancéreuses (Gueder et al., 2017). Cette absence d’iŵpliĐatioŶ de 

TRPM7 daŶs l’iŶǀasioŶ ďasale des Đellules ŶoŶ-cancéreuses montre un rôle spécifique de 

TRPM7 dans un modèle pathologique. L’iŶtéƌġt des ĐaŶauǆ ioŶiƋues Đoŵŵe Điďle 

théƌapeutiƋue daŶs l’ACP est montré dans une étude clinique de 2017 qui utilise SOR-C13, 

un inhibiteur du canal TRPV6 (Fu et al., 2017).  

 

Néanmoins, concernant le canal TRPM7, celui-ci est exprimé de manière ubiquitaire et va 

jouer un rôle dans la physiologie de plusieurs organes tels que le Đeƌǀeau, l’hǇpophǇse, le 

Đœuƌ, les os et le tissu adipeuǆ (Fonfria et al., 2006). Le cibler dans une stratégie 

thérapeutique pourrait entrainer de nombreux effets secondaires potentiels. TRPM7 a la 

particularité, par rapport aux autres canaux, d’ġtƌe fusionné à une α-kinase doŶt l’aĐtiǀité 

Ŷ’iŶflueŶĐe pas la fonction canal (Matsushita et al., 2005, Schmitz et al., 2003). Les résultats 

préliminaires ont montré que la rottlérine (0,35 µM), un inhibiteuƌ de la faŵille des α-

kinases, diŵiŶue l’iŶǀasioŶ des cellules MIA PaCa-2. Nous avons ensuite utilisé des modèles 

de suƌeǆpƌessioŶ de TRPM7 sauǀage ou délété du doŵaiŶe kiŶase afiŶ d’eǆploƌeƌ plus 

précisément le rôle de ce domaine daŶs l’iŶǀasioŶ Đellulaiƌe. Pour la première fois, nous 

montrons le rôle de la kinase de TRPM7 daŶs l’iŶǀasioŶ des Đellules ĐaŶĐéƌeuses 

pancréatiques. La description des rôles et des substrats de la kinase dans des modèles 

pathologiƋues est liŵitée. Elle ƌégule l’iŶǀasioŶ des Đellules de Ŷeuƌoďlastoŵe via la 

phosphorylation de la myosine IIA (Clark et al., 2008, Visser et al., 2013). Dans le cancer du 

seiŶ ŵétastatiƋue, l’iŶǀasioŶ in vitro est inhibée par le TG100-115, un nouvel inhibiteur de la 

kinase couplée à TRPM7 (Song et al., 2017). 

 

DaŶs Ŷotƌe étude, loƌsƋue l’oŶ éteiŶt l’eǆpƌessioŶ de TRPM7, la sécrétion des protéases uPA 

et MMP-2 diminue. Il s’agit de la pƌeŵiğƌe étude, daŶs l’ACP, étaďlissaŶt uŶ lieŶ eŶtƌe uŶ 

ĐaŶal ioŶiƋue et des pƌotéases doŶt le ƌôle est ďieŶ déĐƌit daŶs l’iŶǀasioŶ Đellulaiƌe. 

L’iŶteƌaĐtion fonctionnelle entre les MMPs et les canaux ioniques sont décrits dans plusieurs 

cancers. DaŶs le glioďlastoŵe, l’utilisatioŶ de ŵodulateuƌs phaƌŵaĐologiƋues de TRPM7 
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;ĐaƌǀaĐol et ŶaltƌiďeŶͿ ŵoŶtƌe uŶe ǀaƌiatioŶ de l’aĐtiǀité de la MMP-2 (Chen et al., 2015, 

Wong et al., 2017).  

 

Nos résultats originaux montrent que la ƌégulatioŶ de l’iŶǀasioŶ paƌ TRPM7 iŵpliƋue 

également la modulation de la séĐƌétioŶ d’Hsp90α, uŶe ĐhapeƌoŶŶe stiŵulatƌiĐe de 

l’iŶǀasioŶ Đellulaiƌe. Cette ĐhapeƌoŶŶe paƌtiĐipe à l’iŶǀasioŶ Đellulaiƌe ŶotaŵŵeŶt eŶ 

stabilisant les protéases uPA et MMP-2 au niveau extracellulaire où elles pourront dégrader 

la matrice (Donet et al., 2014). La MMP-2 est capable de dégrader directement la matrice. 

L’uPA convertit le plasminogène inactif en plasmine par clivage protéolytique. La plasmine, à 

soŶ touƌ, ǀa peƌŵettƌe l’aĐtiǀatioŶ pƌotéolǇtiƋue eǆtƌaĐellulaiƌe des MMPs et la dégƌadatioŶ 

de la ŵatƌiĐe eǆtƌaĐellulaiƌe pƌéƌeƋuise pouƌ l’iŶǀasioŶ Đellulaiƌe. Nous avons donc vérifié 

dans notre modèle cellulaire d’ACP Ƌu’Hsp90α est iŵpliƋuée daŶs l’iŶǀasioŶ. L’utilisatioŶ de 

STA-12-ϴϲϲϲ, uŶe ĐoŵďiŶaisoŶ d’ageŶts phaƌŵaĐologiƋues ĐoŶteŶaŶt uŶ iŶhiďiteuƌ d’Hsp90, 

améliore la survie des souris transgéniques atteintes d’ACP et diminue la croissance de 

tumeurs de patients xénogreffées à des souris immunodéficientes (Bobrov et al., 2017).  

A contrario, dans les cellules non-ĐaŶĐéƌeuses paŶĐƌéatiƋues, la diŵiŶutioŶ d’eǆpƌessioŶ 

d’Hsp90α ǀa augŵeŶteƌ légğƌeŵeŶt l’iŶǀasioŶ, Đe Ƌui ŵoŶtƌe uŶ ƌôle difféƌeŶt de Đette 

chaperonne dans les cellules non-cancéreuses. Cette chaperonne possèdent un spectre 

d’iŶteƌaĐtioŶ tƌğs laƌge (environ 10 % du protéome) dont une faible proportion est connue 

(Echeverria et al., 2011). L’augŵeŶtatioŶ d’iŶǀasioŶ suite à l’eǆtiŶĐtioŶ d’Hsp90α pourrait 

s’eǆpliƋueƌ paƌ uŶ ƌôle pƌoteĐteuƌ de cette chaperonne ĐoŶtƌe l’iŶǀasioŶ Đellulaiƌe dans les 

cellules non-cancéreuses. EŶ effet, les difféƌeŶĐes d’eǆpƌessioŶ et de loĐalisatioŶ eŶtƌe 

modèles physiologiques et pathologiques permettraient des interactions différentes et 

possiblement la stabilisation de protéine anti-oncogéniques. La diŵiŶutioŶ d’eǆpƌessioŶ 

d’Hsp90α pourrait entrainer la dégradation de protéines clientes anti-oncogéniques (Barrott 

et al., 2013). Dans des lymphocytes normaux, Hsp90 est Đapaďle de stiŵuleƌ l’aĐtiǀité de la 

caséine kinase II. Il serait possible que l’eǆtinction de son expression perturbe également des 

ǀoies de sigŶalisatioŶs dépeŶdaŶtes d’aĐtiǀité kiŶase qui entraineraient l’augŵeŶtatioŶ de 

l’invasion observée (Miyata et al., 1992). 

 

Nous démontrons daŶs le ŵodğle d’ACP Ƌue TRPM7 et Hsp90α soŶt iŵpliƋués dans la 

ƌégulatioŶ de l’iŶǀasioŶ Đellulaiƌe. Nous oďseƌǀoŶs égaleŵeŶt Ƌue Đes deuǆ pƌotéiŶes sont 
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surexprimées dans le modèle cellulaire métastatique MIA PaCa-2 comparée aux cellules non-

cancéreuses hTERT-HPNE. Ces résultats sont en accord avec ceux trouǀés suƌ les tissus d’ACP 

pour TRPM7 qui va augmenter en corrélation avec le grade (Rybarczyk et al., 2012). Il est 

déŵoŶtƌé Ƌu’Hsp90α est surexprimé dans le cancer (Prodromou, 2016). De plus, nous 

déŵoŶtƌoŶs Ƌu’il Ŷ’Ǉ a pas de ƌégulatioŶ transcriptionnelle entre ces deux gènes. La 

ƌégulatioŶ de la séĐƌétioŶ d’Hsp90α paƌ TRPM7 Ŷe passe pas paƌ des ŵodifiĐatioŶs de ses 

transcrits. Le ŵéĐaŶisŵe de séĐƌétioŶ d’Hsp90α Ŷ’est pas totaleŵeŶt éluĐidé. DaŶs la 

littéƌatuƌe, il est pƌoposé Ƌu’Hsp90α soit seĐƌétée gƌâce à des microvésicules (McCready et 

al., 2010). Cette hǇpothğse pouƌƌait ġtƌe ǀalaďle daŶs Ŷotƌe étude Đaƌ loƌsƋue l’oŶ iŶhiďe 

TRPM7, oŶ Ŷe ŵodifie pas l’eǆpƌessioŶ des ARN ŵessageƌs Ŷi les Ŷiǀeauǆ pƌotéiƋues 

d’Hsp90α ŵais la ƋuaŶtité de pƌotéiŶe déteĐtées dans le milieu extracellulaire diminue. Nous 

pouƌƌioŶs éǀalueƌ si TRPM7 et Hsp90α soŶt ĐoloĐalisées dans les microvésicules. Dans un 

modèle de glioblastome, TRPM7, via la génération de pics calciques, régule la sécrétion de 

vésicules extracellulaires permettant la communication entre les cellules cancéreuses et les 

cellules endothéliales du microenvironnement (Thuringer et al., 2018). Les cellules 

cancéreuses pancréatiques sont capables de sécréter des microvésicules qui vont stimuler le 

potentiel migratoire des cellules souches cancéreuses. La co-injection des cellules 

ĐaŶĐéƌeuses d’adéŶoĐaƌĐiŶoŵe pancréatique et des cellules souches cancéreuses diminue la 

suƌǀie de souƌis Đoŵpaƌée à l’iŶjeĐtioŶ de Đellules souĐhes ĐaŶĐéƌeuses seules, ce qui 

déŵoŶtƌe l’iŵpoƌtaŶte d’uŶe ĐoŵŵuŶiĐatioŶ eŶtƌe les difféƌeŶtes Đellules ĐaŶĐéƌeuses daŶs 

la pƌogƌessioŶ de l’ACP in vivo (Kuc et al., 2018). 

 

Les ƌésultats ŵoŶtƌeŶt Ƌue TRPM7 et Hsp90α ƌéguleŶt l’iŶǀasioŶ ; nous avons voulu savoir 

s’ils le faisaieŶt par une voie commune. Nous avons donc effectué des extinctions combinées 

de TRPM7 et Hsp90α. L’aďseŶĐe d’effet additif ŵoŶtƌe Ƌue Đes deuǆ aĐteuƌs ƌéguleŶt 

l’iŶǀasioŶ via une même voie. Nous avons ensuite effectué des doubles transfections de 

siRNA ĐoŶtƌe Hsp90α et des foƌŵes sauvage ou délété de la kinase de TRPM7 pour préciser 

l’iŵpliĐatioŶ ĐoŵŵuŶe du doŵaiŶe kiŶase et de la ĐhapeƌoŶŶe. Ces eǆpéƌieŶĐes Ŷe peuǀeŶt 

pas être utilisées car la double transfection perturbe la viabilité cellulaire. Nous prouvons 

pour la première fois l’iŶteƌaĐtioŶ foŶĐtioŶŶelle eŶtƌe uŶ ĐaŶal ioŶiƋue et l’isofoƌŵe α de la 

protéine chaperonne Hsp90 dans l’iŶǀasioŶ Đellulaiƌe daŶs l’ACP. Des études ont déjà montré 

des interactions fonctionnelles entre les ĐaŶauǆ et Hsp90 daŶs d’autƌes ŵodğles. Paƌ 
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exemple, Hsp90 interagit avec le canal chlorure CIC-2 et module son activité dans les cellules 

HEK-293 (Hinzpeter et al., 2006). DaŶs les Đellules β paŶĐƌéatiƋues, Hsp90 iŶteƌagit aǀeĐ le 

ĐaŶal potassiƋue seŶsiďle à l’ATP et la suƌeǆpƌessioŶ de la ĐhapeƌoŶŶe peƌŵet l’eǆpƌessioŶ à 

la ŵeŵďƌaŶe d’uŶ ĐaŶal sous uŶe foƌŵe ŵutée. Ce ĐaŶal ŵuté ĐoŶduit à des aŶoŵalies de 

séĐƌétioŶ de l’iŶsuliŶe dépeŶdaŶte du poteŶtiel de ŵeŵďƌaŶe (Yan et al., 2010). La foƌŵe α 

uŶiƋueŵeŶt est Đapaďle d’iŶteƌagiƌ aǀeĐ le ĐaŶal potassique hERG et modifier son taux de 

glycosylation influençant sa maturation dans des cellules HEK-293 surexprimant ce canal 

(Peterson et al., 2012). 

 

De plus, nos résultats combinant plusieurs techniques montrent une interaction physique 

directe entre TRPM7 et Hsp90α daŶs les Đellules d’ACP. Les eǆpéƌieŶĐes eŶ 

immunofluorescence montrent une potentielle co-loĐalisatioŶ de TRPM7 et Hsp90α. Ce 

marquage est localisé différemment selon le modèle cellulaire (cancéreux ou non). Les 

interprétations sur la localisation doivent être prudentes car un pixel peut contenir de 

nombreuses protéines. De plus, la localisation cellulaire précise des marquages doit être 

explorée par un passage des échantillons en microcopie confocale permettant de réaliser 

des images en coupes plus précises des cellules. La microscopie confocale démontre un 

ƌappƌoĐheŵeŶt des pƌotéiŶes laissaŶt l’hǇpothğse d’uŶe iŶteƌaĐtioŶ possiďle. Cette 

technique ne permet pas de démontrer une interaction physique car un pixel peut contenir 

de nombreuses protéines.  

Pouƌ déŵoŶtƌeƌ uŶe iŶteƌaĐtioŶ, il Ǉ a ŶéĐessité d’utiliseƌ des teĐhŶiƋues plus seŶsiďles. 

Nous aǀoŶs doŶĐ utilisé la teĐhŶiƋue d’iŵŵuŶopƌéĐipitatioŶ pouƌ déŵoŶtƌeƌ uŶe iŶteƌaĐtioŶ 

physique grâce à des anticorps primaires immunoprécipitants qui vont capter la protéine 

d’iŶtéƌġt liée à Đes paƌteŶaiƌes. TRPM7 et Hsp90α foŶt paƌtie d’uŶ ŵġŵe Đoŵpleǆe 

protéique seulement dans les cellules cancéreuses MIA PaCa-2. Dans les cellules non-

cancéreuses hTERT-HPNE, oŶ déteĐte uŶe tƌğs faiďle ďaŶde d’iŶteŶsité siŵilaiƌe au ĐoŶtƌôle 

négatif seuleŵeŶt loƌsƋue l’oŶ iŵŵuŶopƌéĐipite TRPM7 et Ƌue l’oŶ ƌéǀğle Hsp90 total. 

Néanmoins, cette technique ne permet pas de démontrer une interaction directe entre les 

deuǆ pƌotéiŶes Đaƌ il peut Ǉ aǀoiƌ des pƌotéiŶes iŶteƌŵédiaiƌes eŶtƌe TRPM7 et Hsp90α.  

Pour démontrer une interaction physique directe entre deux protéines, la technique de 

Proximity Ligation Assay (PLA) est utilisée. Cette technique permet de détecter des 

iŶteƌaĐtioŶs à uŶe distaŶĐe Ŷ’eǆĐédaŶt pas 40 nm, une résolution qui est plus élevée 
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compaƌée à l’iŵŵuŶofluoƌesĐeŶĐe Đouplée à la microscopie confocale. Les résultats 

montrent, dans les cellules MIA PaCa-2, des poiŶts pƌeuǀes d’uŶe iŶteƌaĐtioŶ diƌeĐte. Le 

nombre de points dans les cellules cancéreuses pancréatiques est supérieur aux cellules non-

cancéreuses hTERT-HPNE, ce qui démontre une interaction spécifique dans un modèle 

pathologique. Néanmoins, on détecte aussi des poiŶts d’iŶteƌaĐtioŶ daŶs les cellules hTERT-

HPNE alors Ƌu’il Ǉ a uŶe aďseŶĐe d’iŶteƌaĐtioŶ daŶs les eǆpéƌieŶĐes d’iŵŵuŶopƌéĐipitations. 

Ces divergeŶĐes peuǀeŶt s’eǆpliƋueƌ paƌ plusieuƌs faĐteuƌs : l’iŵŵuŶofluoƌesĐeŶĐe Đouplée à 

la PLA est uŶe teĐhŶiƋue de déteĐtioŶ plus seŶsiďle Ƌue l’éŵissioŶ de luŵiŶesĐeŶĐe utilisée 

pour détecter les protéines en Western Blot. De plus, la PLA s’effeĐtue sur cellules fixées, ce 

qui permet de mieux ĐoŶseƌǀeƌ toutes les iŶteƌaĐtioŶs Ƌu’elles soient de fortes ou de faibles 

affinités. Les échantillons de PLA doivent être également analysés par microscopie confocale 

pour préciser la localisation du complexe TRPM7-Hsp90α.  

 

De plus, les résultats préliminaires sur les modèles surexprimant TRPM7 sauvage ou sans le 

domaine kinase montrent que ce domaine serait impliqué dans la localisation cellulaire du 

complexe. La kinase pourrait jouer un rôle de « séquence signal » d’adressage à la 

membrane du complexe. Ensuite, nous avons voulu savoir si la kinase était impliquée 

égaleŵeŶt daŶs l’iŶteƌaĐtioŶ diƌeĐte eŶtƌe TRPM7 et Hsp90α. Nous aǀoŶs effeĐtué des 

iŵŵuŶopƌéĐipitatioŶs ĐoŶtƌe l’étiƋuette HA de TRPM7 aǀeĐ les Đellules suƌeǆprimant TRPM7 

sauvage ou délété du domaine kinase et nous avons révélé avec un anticorps dirigé contre 

Hsp90α. Nous Ŷ’aǀoŶs pas déteĐté de sigŶal eŶ WesteƌŶ Blot. EŶ iŵŵuŶopƌéĐipitaŶt aǀeĐ 

Hsp90α et eŶ ƌéǀélaŶt aǀeĐ l’aŶtiĐoƌps ĐoŶtƌe l’étiƋuette HA, Ŷous Ŷ’aǀons pas non plus 

obtenu de signal en Western Blot. Afin de solutionner ces problèmes techniques, nous 

pourrions réaliser les immunoprécipitations non par sur les modèles de surexpression mais 

sur les clones sauvages ou sans le domaine kinase mis au point grâce à la technologie 

CRISPR-Cas9. Des interactions fonctionnelles entre Hsp90 et des enzymes sont décrites dans 

plusieurs études. Paƌ eǆeŵple, l’interaction eŶtƌe Hsp90α et l’eŶzǇŵe HeĐdtϭ régule 

négativement sa sécrétion et entraine uŶ défaut de foƌŵatioŶ du tuďe Ŷeuƌal à Đause d’uŶ 

remodelage de la matrice et une migration des cellules anormales in vivo (Sarkar et al., 

2012). Dans des cellules de lymphomes, Hsp90 est co-immunoprécipitée avec la caséine 

kiŶase II et la pƌéseŶĐe de la ĐhapeƌoŶŶe stiŵule l’aĐtiǀité sérine/thréonine kinase (Miyata et 

al., 1992). Il serait intéressant de savoir, loƌsƋue Ƌue l’oŶ éteiŶt l’eǆpƌessioŶ d’Hsp90α, si 



184 
 

l’aĐtiǀité kinase de TRPM7 est modifiée en regardant la phosphorylation de ses substrats 

connus. Une expérience préliminaire montre que, lorsque les cellules MIA PaCa-2 sont 

transfectées avec un siRNA diƌigé ĐoŶtƌe Hsp90α, la phosphoƌǇlatioŶ de la ŵǇosiŶe IIA a 

tendance à diŵiŶueƌ. NéaŶŵoiŶs, Đette eǆpéƌieŶĐe doit ġtƌe ĐoŶfiƌŵée suƌ d’autƌes 

passages. DaŶs Ŷotƌe ĐoŶteǆte poƌtaŶt suƌ l’iŶǀasioŶ Đellulaiƌe, il seƌait judiĐieuǆ d’observer 

la phosphoƌǇlatioŶ d’uŶe pƌotéiŶe iŵpliƋuée daŶs l’iŶǀasioŶ Đellulaiƌe daŶs les Đellules 

d’ACP, Đoŵŵe paƌ eǆeŵple l’autophosphoƌǇlatioŶ du ĐaŶal TRPM7.  

 

L’iŶteƌaĐtioŶ foŶĐtioŶŶelle eŶtƌe TRPM7 pouƌƌait ġtƌe ďidiƌeĐtioŶŶelle : Hsp90α, via son 

interaction avec TRPM7, pourrait agir sur la kinase et TRPM7 pourrait également agir sur 

Hsp90α régulant sa sécrétion. En effet, TRPM7 pourrait avoir un rôle via son activité 

enzymatique lui permettant de phosphoryler des substrats. Hsp90α est une chaperonne qui 

possèdent de nombreux résidus phosphorylables notamment des sérines et des thréonines. 

Parfois, les résidus sont connus mais les enzymes responsables de ces modifications post-

tƌaduĐtioŶŶelles Ŷ’oŶt pas été déĐouǀeƌtes (Mollapour et al., 2010).  LoƌsƋue l’eǆpƌessioŶ de 

TRPM7 est inhibée par un siRNA, la phosphoƌǇlatioŶ des séƌiŶes d’Hsp90α diŵiŶue. 

NéaŶŵoiŶs, loƌsƋue l’oŶ suƌeǆpƌiŵe TRPM7 sauǀage ou délété du doŵaiŶe kiŶase, il Ŷ’Ǉ a 

pas de ŵodifiĐatioŶ de la phosphoƌǇlatioŶ d’Hsp90α. Ces résultats divergents sur 

l’iŵpliĐatioŶ de la kiŶase de TRPM7 daŶs la phosphoƌǇlatioŶ d’Hsp90α peuǀeŶt s’eǆpliƋueƌ 

par plusieurs hypothèses. Il est possible que toutes les séƌiŶes d’Hsp90α soieŶt déjà 

phosphorylées daŶs Ŷotƌe ŵodğle d’ACP et donc la suƌeǆpƌessioŶ de TRPM7 Ŷ’est pas 

Đapaďle de ŵodifieƌ le tauǆ de phosphoƌǇlatioŶ de la pƌotéiŶe. L’aďseŶĐe de diŵiŶutioŶ 

lorsque l’oŶ supprime le doŵaiŶe kiŶase peut s’eǆpliƋueƌ paƌ uŶ phéŶoŵğŶe de 

ĐoŵpeŶsatioŶ paƌ d’autƌes kiŶases. EŶ effet, Hsp90 peut ġtƌe phosphorylée sur ses résidus 

sérine dans les cellules cancéreuses (Lees-Miller et al., 1989, Old et al., 2009). Nos 

expériences nous permettent de conclure que TRPM7 est impliqué dans la modification 

post-tƌaduĐtioŶŶelle d’Hsp90α mais ne permette pas de préciser si la kinase est impliquée. 

Pour pouvoir savoir si la kinase de TRPM7 est impliquée de manière directe ou non dans la 

phosphoƌǇlatioŶ d’Hsp90α, Ŷous pouƌƌioŶs utiliseƌ uŶ iŶhiďiteuƌ des α-kinases, la rottlérine, 

ou un nouvel inhibiteur plus spécifique, le TG100-115. Des tests de phosphorylations in vitro 

suƌ Hsp90α purifiées pourraient également être effectués. Enfin, une fois que le modèle de 
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cellules mutées pour le domaine kinase de TRPM7 par la technologie CRISPR-Cas9 sera mis 

au poiŶt, il seƌait iŶtéƌessaŶt d’éǀalueƌ la phosphoƌǇlatioŶ des séƌiŶes daŶs Đe ŵodğle.  

 

L’iŵpliĐatioŶ de la foŶĐtioŶ ioŶiƋue de TRPM7 est également envisageable dans la régulation 

de l’iŶǀasioŶ Hsp90α. Les résultats du laboratoire ont déjà montré un rôle de TRPM7 dans la 

migration cellulaire dépendante du Mg2+ (Rybarczyk et al., 2012). TRPM7 constitue la voie 

d’eŶtƌée pƌiŶĐipale du Mg2+ daŶs les Đellules d’ACP. L’iŶǀasioŶ des Đellules d’ACP ƌégulée paƌ 

TRPM7 est Mg2+-dépendante (Rybarczyk et al., 2017). Nous arrivons également à cette 

ĐoŶĐlusioŶ loƌsƋue l’oŶ suƌeǆpƌiŵe TRPM7 eŶ aďseŶĐe de Mg2+, où l’iŶǀasioŶ est foƌteŵeŶt 

diminuée. Cependant, il y a un effet additif, en absence Mg2+ eǆtƌaĐellulaiƌe, loƌsƋue l’oŶ 

surexprime TRPM7 comparé à l’effet daŶs les cellules exprimant un vecteur vide, ce qui 

montre que cet ion ƌégule l’iŶǀasioŶ paƌ d’autƌes ǀoies Ƌue via TRPM7. L’aďseŶĐe d’effet 

additif suƌ l’iŶǀasioŶ eŶtƌe les variations du Mg2+ extracellulaire et l’eǆtiŶĐtioŶ d’Hsp90α 

ƌéǀğle Ƌu’ils ƌéguleŶt l’iŶǀasioŶ par une voie commune. Le rôle de la perturbation de 

l’hoŵéostasie ŵagŶésiƋue est ĐoŶŶu daŶs l’iŶǀasioŶ Đellulaiƌe. Une perturbation, en faveur 

d’uŶe ĐoŶĐeŶtƌation en Mg2+ extracellulaire plus faible (suite à un régime alimentaire des 

souris appauvri en Mg2+), entraine un développement de la tumeur primaire plus faible en 

paƌallğle d’uŶ déǀeloppeŵeŶt des ŵétastases plus iŵpoƌtaŶt in vivo (Nasulewicz et al., 

2004). Les cellules cancéreuses de côlon présentent un taux cytoplasmique de Mg2+ faible 

(0,3 mM) (Castiglioni et al., 2015). Dans les cellules cancéreuses de glioblastome, la 

concentration en Mg2+ liée est plus importante que celle du Mg2+ libre (Chandra et al., 2016). 

Cet ion est un cofacteur enzymatique important et est impliqué dans de nombreux 

processus cancéreux. Néanmoins, les mécanismes et les acteurs régulant son homéostasie 

soŶt loiŶ d’ġtƌe aussi ďieŶ connus que pour le Ca2+. Il a été déŵoŶtƌé Ƌue l’élévation du Mg2+ 

cytosolique stimule la fonction kinase (Ryazanova, et al. 2004). L’aŶalǇse des 

phosphoƌǇlatioŶs d’Hsp90α, en faisant varier le Mg2+ extracellulaire (soit en le retirant ou en 

augmentant la concentration extracellulaire à 10 mM) donneraient une indication sur son 

rôle dans la régulation de la kinase dans notre modèle, à condition que la kinase soit 

iŵpliƋuée diƌeĐteŵeŶt daŶs la phosphoƌǇlatioŶ d’Hsp90α.  

 

De plus, Hsp90 Ŷe possğdeŶt pas les séƋueŶĐes Ƌui lui peƌŵetteŶt d’ġtƌe seĐƌétées paƌ les 

ǀoies ĐlassiƋues. Les ŵéĐaŶisŵes de ƌégulatioŶ de Hsp90α Ŷe soŶt pas ĐoŶŶus dans les 
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Đellules ĐaŶĐéƌeuses d’ACP. Les cations divalents (Ca2+ et Mg2+) sont capables également de 

ŵodifieƌ la stƌuĐtuƌe teƌtiaiƌe d’Hsp90 d’uŶe assoĐiatioŶ eŶ diŵğƌe ŵajoƌitaiƌe ǀeƌs uŶe 

assoĐiatioŶ eŶ oligoŵğƌes eŶ se fiǆaŶt suƌ l’eǆtƌéŵité ĐaƌďoǆǇliƋue (Garnier et al., 2002). 

Plus précisément, le Mg2+ stiŵule la foƌŵatioŶ de tétƌaŵğƌes, d’heǆaŵğƌes ou de 

décamères. La formation de ces structures permettraient à Hsp90α d’augŵeŶteƌ sa ĐapaĐité 

d’iŶteƌaĐtioŶ aǀeĐ ses Đo-chaperonnes ou des protéines cibles et potentiellement avec 

TRPM7 (Moullintraffort et al., 2010). Pour répondre à cette question, il est nécessaire de 

ƌéaliseƌ les eǆpéƌieŶĐes d’iŵŵuŶofluoƌesĐeŶĐe, d’iŵŵuŶopƌéĐipitatioŶ et de PLA eŶ 

comparant les conditions en présence et en absence de Mg2+ extracellulaire sur les cellules 

cancéreuses afin de savoir si cet ion affeĐte l’iŶteƌaĐtioŶ eŶtƌe TRPM7 et Hsp90α et la 

localisation du complexe. De plus, nous pourrions utiliser des cellules non-cancéreuses en 

pƌéseŶĐe d’uŶe foƌte ĐoŶĐeŶtƌatioŶ de Mg2+ extracellulaire (10 mM) et étudier les réponses 

cellulaires au niveau de l’eǆpƌessioŶ de TRPM7 et Hsp90α, de leuƌ iŶteƌaĐtioŶ et la 

localisation du complexe ainsi que sur  l’iŶǀasion.  

 

Les modèles utilisés pour obtenir ces résultats suƌ l’iŵpliĐatioŶ du doŵaiŶe kiŶase 

surexpriment TRPM7 et la transfection des plasmides entraine de la mortalité cellulaire. Il 

seƌait judiĐieuǆ d’utiliseƌ uŶ sǇstğŵe pouƌ évaluer le rôle de la kinase endogène des cellules. 

Pour atteindre cet objectif, nous pourrions utiliser des inhibiteurs spécifiques. Néanmoins, à 

Đe jouƌ, il Ŷ’eǆiste Ƌue des iŶhiďiteuƌs de la faŵille des α-kinases et un inhibiteur récent plus 

spécifique, le TG100-115. Nous avons donc choisi d’utiliseƌ le système des ciseaux 

moléculaires CRISPR-cas9 pour déléter le domaine kinase endogène de TRPM7. Les clones, 

sélectionnés par la puromycine, présentent une extinction partielle des transcrits et de la 

protéine complète de TRPM7. La diffiĐulté d’oďteŶiƌ uŶe extinction complète peut 

s’eǆpliƋueƌ paƌ le fait que les cellules cancéreuses sont polyploïdes et Ƌu’il est diffiĐile eŶ uŶe 

seule transfection de muter tous les allèles. La diminution des transcrits complet importante 

par rapport à la diminution de la protéine sauvage plus faible pouƌƌait s’eǆpliƋueƌ paƌ uŶ 

turnover de TRPM7 lent dans les cellules cancéreuses. La prochaine étape est de transfecter 

une deuxième fois les ĐloŶes Ƌui pƌéseŶteŶt déjà uŶe diŵiŶutioŶ de l’eǆpƌession de la 

protéine complète pour essayer de muter tous les allèles. Les cellules étant déjà résistantes 

à l’aŶtiďiotiƋue, Ŷous Ŷe pouƌƌoŶs pas les séleĐtioŶŶeƌ à nouveau par cette méthode. Les 

cellules transfectées pourront être triées par cytométrie en flux grâce à la détection de la 
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fluorescence verte due à l’eǆpƌessioŶ de la GFP (contenue dans le plasmide d’eǆpƌessioŶ de 

la nucléase Cas9). La prochaine étape de la stƌatégie est d’iŶduiƌe l’eǆpƌessioŶ de TRPM7 

complet contenant une mutation invalidante du domaine kinase (K1648R) au lieu de le 

déléter. Les résultats entre le modèle sans la kinase et avec la mutation ponctuelle 

pourraient être différents car enlever le domaine kinase peut  jouer sur la conformation de 

la protéine et son adressage à la membrane. Nos résultats préliminaires en 

iŵŵuŶofluoƌesĐeŶĐe ŵoŶtƌeŶt Ƌue loƌsƋue l’oŶ suƌeǆpƌiŵe TRPM7 saŶs la kiŶase comparé à 

TRPM7 complet, la localisation de TRPM7 est différente. Nous avions également comme 

pƌojet d’utiliser cette stratégie pour déléter le pore de sélectivité de TRPM7 afin de 

déterminer le rôle de l’aĐtiǀité ĐaŶalaiƌe seule. 

 

Pour appuyer nos découvertes sur les modèles cellulaires, il est important également 

d’étudieƌ Ŷos protéines d’iŶtéƌġts sur des tissus de patients. Il est démontré dans la 

littérature que TRPM7 est surexprimé dans plusieurs cancers en lien avec les paramètres 

cliniques, ce qui pourrait faire de ce canal un bon marqueur pronostic (Gautier, et al. 2016). 

Nous étaďlissoŶs uŶ lieŶ eŶtƌe l’eǆpƌessioŶ de TRPM7 daŶs la tuŵeuƌ pƌiŵaiƌe et daŶs les 

ŵétastases, Đe Ƌui suggğƌe Ƌue TRPM7 est uŶ ŵaƌƋueuƌ pƌoŶostiĐ de l’agƌessiǀité tuŵoƌal et 

un rôle fonctionnel dans la capacité métastatique in vivo. Il serait intéressant de regarder 

l’eǆpƌessioŶ de TRPM7 et Hsp90α daŶs les tuŵeuƌs, les ŵétastases et les tissus saiŶs. Nos 

expériences préliminaires en immunohistochimie en double marquage sur des coupes de 

tissus ne nous ont pas permis de conclure. Nous devrons refaire les expériences en 

effectuant les marquages séparément sur des coupes sériées ou mettre au point un double 

marquage immunofluorescent sur le même échantillon de tissus. 
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et al., 2014, Li et al., 2011, Strumylaite et al., 2014, Van Maele-Fabry et al., 2016). Le Cd2+ 

stiŵule l’hǇpeƌtƌophie et l’hǇpeƌplasie des épithéliuŵs ŵaŵŵaiƌes et utéƌiŶs en mimant 

l’effet des œstƌogğŶes, le classant dans la catégorie des métallo-estrogènes (Johnson et al., 

2003). Cependant, son rôle dans la transformation cancéreuse des cellules épithéliales 

seŵďle iŶdépeŶdaŶte d’uŶe aĐtiǀatioŶ des ƌéĐepteuƌs auǆ œstƌogğŶes  (Benbrahim-Tallaa et 

al., 2009, Person et al., 2013, Qu et al., 2012). 

 

Mes tƌaǀauǆ de thğse oŶt peƌŵis de ŵoŶtƌeƌ Ƌue l’eǆpositioŶ au Cd2+ augŵeŶte l’eǆpƌessioŶ 

de TRPM7 et les courants cationiques membranaires. Dans un modèle in vivo, les cellules 

musculaires lisses pulmonaires exposées à la fumée de cigarette contenant du Cd2+ 

présentent également une augmentatioŶ de l’eǆpƌessioŶ de TRPM7 (Lin et al., 2016). 

Cependant, la fumée de cigarette est un cocktail de plusieurs agents cancérigènes et cette 

étude Ŷe peƌŵet d’affiƌŵeƌ Ƌue la suƌeǆpƌessioŶ de TRPM7 soit iŶduite paƌ le Cd2+. TRPM7 

permet l’eŶtƌée de Ca2+, de Mg2+ mais également du Cd2+ (Monteilh-Zoller et al., 2003). 

D’autƌes ĐaŶauǆ soŶt peƌŵéaďles au Cd2+, notamment TRPV6, qui est impliqué dans 

l’iŶǀasioŶ Đellulaiƌe daŶs le ĐaŶĐeƌ du seiŶ ŵais le lieŶ entre le Cd2+, TRPV6 et le 

développement du cancer Ŷ’a pas été ĐlaiƌeŵeŶt étaďli (Jiang et al., 2016, Kovacs et al., 

2013). 

 

Suite à l’étude de l’eǆpƌessioŶ et des pƌopƌiétés éleĐtƌophǇsiologiƋues de TRPM7, nous 

avons ensuite étudié l’effet du Cd2+ sur l’eŶtƌée ĐatioŶiƋue et les concentrations 

cytoplasmiques en Ca2+ et en Mg2+. Dans les cellules MCF10A non-traitées, de manière 

suƌpƌeŶaŶte, la diŵiŶutioŶ d’eǆpƌessioŶ de TRPM7 ǀa augŵeŶteƌ la concentration calcique 

cytosolique. L’eǆtiŶĐtioŶ de TRPM7 diŵiŶue la concentration cytosolique de Mg2+, qui est un 

antagoniste du Ca2+ (Altura et al., 1981). AiŶsi l’augŵeŶtatioŶ de l’hoŵéostasie du Ca2+ 

pouƌƌait ġtƌe la ĐoŶséƋueŶĐe de la diŵiŶutioŶ de l’aďsoƌptioŶ Đellulaiƌe du Mg2+ par TRPM7. 

Dans un autre modèle de cellules cancéreuses prostatiƋues, le ĐaŶal TRPM7 peƌŵet l’eŶtƌée 

de Ca2+ en présence d’uŶ ƌatio Ca2+/Mg2+ augmenté, Đe Ƌui déŵoŶtƌe l’iŵpact de l’éƋuiliďƌe 

eŶtƌe l’hoŵéostasie de Đes deuǆ ioŶs daŶs la pƌogƌessioŶ tuŵoƌale ;Sun et al., 2013). 

L’eǆtiŶĐtioŶ de TRPM7 pourrait également entrainer une entrée compensatoire de Ca2+ par 

d’autƌes ĐaŶauǆ Đoŵŵe les Orai ou de la famille des TRP. Des résultats préliminaires au 

laďoƌatoiƌe ŵoŶtƌeŶt Ƌue l’eǆtiŶĐtioŶ de TRPM7 augŵeŶte l’eŶtƌée SOC daŶs les Đellules 
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stellaires pancréatiques. D’apƌğs nos résultats, l’iŶhiďitioŶ de TRPM7 Ŷe seŵďle pas modifier 

la concentration cytosolique de Mg2+ des MCF-10A non traitées.  

Dans les cellules épithéliales pancréatiques hTERT-HPNE non traitées, l’eǆpƌessioŶ d’autƌes 

canaux perméables au Mg2+ pourrait expliƋueƌ l’augŵeŶtatioŶ de la ĐoŶĐeŶtƌatioŶ 

magnésique cytoplasmique consécutive à l’eǆtiŶĐtioŶ de TRPM7. Il est déĐƌit Ƌue 

l’eǆpƌessioŶ des transporteurs magnésiques SLC41A1, SLC41A2 et MagT1 compense la 

diminution de prolifération cellulaire suite à l’eǆtiŶction de TRPM7 (Deason-Towne et al., 

2011, Mandt et al., 2011, Sahni et al., 2007).  

Dans les cellules traitées, une augmentation des concentrations cytoplasmiques calcique et 

ŵagŶésiƋue est oďseƌǀée. L’eǆtiŶĐtioŶ de TRPM7 daŶs Đes Đellules ǀa diŵiŶueƌ le Mg2+ 

cytoplasmique. Le Mg2+ est décrit comme régulateur important dans notre autre modèle 

d’ACP iŶǀasif. La relation entre le Mg2+ et le cancer est complexe. En effet, l’aĐĐuŵulatioŶ du 

Mg2+ augmente la capacité proliférative des cellules cancéreuses alors que des études 

épidémiologiques et in vivo montrent que la déficience en Mg2+ est un facteur de risque du 

cancer et de la formation des métastases (Larsson et al., 2005, Nasulewicz et al., 2004, Wolf 

et al., 2004). L’hoŵéostasie du Ca2+ est également impactée paƌ l’eǆpositioŶ au Cd2+ mais de 

manière moins marquée que pour le Mg2+.  

 

Le traitement au Cd2+ induit la modification de la morphologie des cellules MCF 10A. Ces 

modifications sont ĐaƌaĐtéƌisées paƌ uŶe augŵeŶtatioŶ de l’iŶdiĐe de ĐiƌĐulaƌité et paƌ des 

cellules que ne poussent plus en « clusters » mais de façon individualisée dans nos 

ĐoŶditioŶs de Đultuƌe. Ces ŵodifiĐatioŶs ajoutées à l’augŵeŶtatioŶ des pƌopƌiétés de 

ŵigƌatioŶ et d’iŶǀasioŶ ƌépoŶdeŶt à la défiŶitioŶ de la transition migratoire collective vers 

amiboïde (CAT : collective-to-amoeboid transition) (Lehmann et al., 2017). Cette 

ŵodifiĐatioŶ phéŶotǇpiƋue est aĐĐoŵpagŶée d’uŶe diŵiŶutioŶ d’uŶ ŵaƌƋueuƌ épithélial, l’E-

cadhérine et d’une augmentation des marqueurs mésenchymateux (vimentine, N-

cadhérine). Il est démontré que les cellules invasives possèdent une grande plasticité afin de 

s’adapter aux conditions du microenvironnement. L’AMT (amoeboid to mesenchymal 

transition) permet le passage des cellules effectuant une migration amiboïde indépendante 

des protéases vers des cellules mésenchymateuses qui vont envahir leur environnement via 

l’expression de protéases (Krakhmal et al., 2015). Nos résultats montrent que TRPM7 est 

impliqué dans ces phénomènes de modification de la morphologie et de transition 
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phénotypique. Dans un autre modèle de cellules cancéreuses pƌostatiƋue, le TGFβ iŶduit la 

TEM via TRPM7 (Sun et al., 2018). Dans les cellules, hTERT-HPNE, Ŷous Ŷ’oďseƌǀoŶs pas de 

variations de la morphologie et les résultats préliminaires ne montrent pas de modifications 

des marqueurs mésenchymateux suite au traitement. Il serait possible que la dose utilisée 

sur ces cellules ne soit pas assez élevée pour induire un effet. Nous avons donc utilisé la dose 

du protocole de traitement des MCF10A (2,5 µM) sur les hTERT-HPNE. L’utilisatioŶ de Đette 

dose est létale pour les cellules. 

 

L’eǆpositioŶ au Cd2+ augŵeŶte l’iŶǀasioŶ Đellulaiƌe daŶs les deux lignées. C’est la pƌeŵiğƌe 

étude qui démontre le rôle de TRPM7 dans l’aĐƋuisitioŶ du phéŶotǇpe iŶǀasif stimulée par 

un polluant carcinogène. Dans les deux modèles, le Cd2+ augmente la sécrétion des MMPs 

mais celle-Đi Ŷ’est pas régulée par TRPM7, démontrant que TRPM7 régule l’iŶǀasioŶ 

cellulaire paƌ uŶ autƌe ŵéĐaŶisŵe, paƌ eǆeŵple, eŶ ŵodifiaŶt l’eǆpƌessioŶ d’autƌes 

protéases ou leurs inhibiteurs. Une étude in vivo chez des rats ŵoŶtƌe Ƌue l’iŶjection 

intrapéritonéale de Cd2+ (1 mg/kg) après 96 heures entraine une augmentation de la 

cathépsine L et uŶe diŵiŶutioŶ d’uŶ de ses inhibiteurs spécifiques, la cystatine C, dans les 

lysats obtenus à partir de testicule (Wong et al., 2004).   

 

Dans les cellules MCF-10A, la ŵodifiĐatioŶ de ŵoƌphologie et l’AMT paƌtiĐiperaient à la 

modulatioŶ de l’iŶǀasioŶ Đellulaiƌe. Les ŵodifiĐatioŶs d’eǆpƌessioŶ de gğŶes ĐoŶduisaŶt à Đes 

modifications peuvent être liées au potentiel du Cd2+ à moduler l’épigénome en modifiant la 

ŵéthǇlatioŶ de l’ADN, l’eǆpƌessioŶ des ŵicroRNA et ou encore les histones (Venza et al., 

2014). Ces modifications épigénétiques pourraient joueƌ suƌ l’eǆpƌessioŶ des gğŶes et des 

protéines en entrainant par exemple la surexpression de protéines impliquées dans des 

mécanismes de la progression tumorale. Dans les cellules non-cancéreuses MCF 10A 

eǆposées ϰ0 seŵaiŶes à 2,ϱ µM, uŶe hǇpoŵéthǇlatioŶ gloďale de l’ADN est observée 

conduisant à la surexpression des oncogènes c-myc et k-ras (Benbrahim-Tallaa et al., 2009).  

Cette hypométhylation pourrait permettre également la surexpression de TRPM7. Dans les 

cellules cancéreuses de sein, l’eǆpositioŶ aigue au Cd2+ (0,5 µM pendant 48 heures) active les 

voies MAPK et Akt induisant une augmentation de la prolifération des  cellules cancéreuses 

(Wei et al., 2015). 



192 
 

Dans les cellules hTERT-HPNE non-cancéreuses, l’eǆpositioŶ au Cd2+ (1 µM  pendant 30 

semaines) augŵeŶte l’iŶǀasioŶ via TRPM7 mais le mécanisme n’a pas été élucidé. Dans la 

littérature, pouƌ l’iŵpliĐatioŶ du Cd2+ dans la cancérogénèse pancréatique, trois mécanismes 

sont proposés : le Cd2+ peut altérer le métabolisme oxydatif de la cellule, perturber les voies 

apoptotiques, ou induire des modifications épigénétiques qui joueraient suƌ l’eǆpression des 

gènes et potentiellement celle de trpm7 (Buha et al., 2017). Dans le mélanome, le Cd2+  

eŶtƌaiŶe la ŵéthǇlatioŶ et la diŵiŶutioŶ d’eǆpƌessioŶ du gğŶe p16/INK4A, qui est 

fréquemment retrouvé muté daŶs les lésioŶs pƌéĐoĐes d’ACP (Venza et al., 2015). De  plus, 

dans des modèles de souris génétiquement modifiées  pour ne plus exprimer les facteurs de 

tƌaŶsĐƌiptioŶ Đlés de l’EMT, SŶail et Slug, la disséŵiŶatioŶ ŵétastatiƋue des Đellules 

ĐaŶĐéƌeuses d’ACP Ŷ’est pas affeĐtée, ce qui montre que cette tƌaŶsitioŶ Ŷ’est pas 

indispensable dans la progression cancéreuse de l’ACP (Zheng et al., 2015).  

 

TRPM7 est donc impliqué dans la transformation des cellules non-cancéreuses vers un 

phénotype invasif. Il serait intéressant de savoir si TRPM7 est le facteur causal des 

phénomènes observés. Pour répondre à cette question, nous pourrions réaliser, sur des 

Đellules où l’oŶ a iŶhiďé l’eǆpƌessioŶ de TRPM7 de manière stable avec un shRNA, un 

traitement chronique au Cd2+. Nous pourrions aussi traiter les cellules mutées Ŷ’eǆpƌiŵaŶt 

plus le domaine kinase endogène (grâce au système CRISPR-Cas9) pour explorer son rôle. 
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Ce travail de thèse fait suite aux pƌeŵieƌs tƌaǀauǆ au laďoƌatoiƌe suƌ l’iŵpliĐatioŶ de TRPM7 

dans les mécanismes migratoires daŶs l’ACP. L’oďjeĐtif était d’alleƌ plus loiŶ daŶs la 

compréhension des mécanismes métastatiques impliquant le chanzyme TRPM7 et plus 

particulièrement dans l’iŶǀasioŶ Đellulaiƌe Ƌui est uŶ éǀéŶeŵeŶt liŵitaŶt daŶs le 

développement des métastases, qui est la principale cause de mortalité dans le cancer. 

 

Au cours de ce travail de thèse, nous avons apporté des connaissances supplémentaires sur 

le ƌôle de TRPM7 daŶs l’iŶǀasioŶ des Đellules invasives d’ACP qui est un cancer qui induit des 

métastases de manière importante et précoce. Ces travaux décrivent de nouveaux 

mécanismes sous-jacents impliquant TRPM7 et plus particulièrement son domaine kinase, 

MMP-2, Hsp90α et le Mg2+ spécifiquement dans des modèles cellulaires cancéreux. TRPM7 

interagit de manière directe aǀeĐ Hsp90α et influe sur la phosphorylation des résidus sérines 

d’Hsp90α probablement via le domaine kinase. Ces phosphorylations pourraient moduler la 

séĐƌétioŶ d’Hsp90α. L’hoŵéostasie ŵagŶésiƋue est pƌiŶĐipaleŵeŶt ƌégulée paƌ TRPM7 daŶs 

ces cellules. Il pourrait participer au mécanisme selon plusieurs voies : en activant la kinase 

de TRPM7, en induisant des ŵodifiĐatioŶs de l’assoĐiatioŶ d’Hsp90α aǀeĐ ses hoŵologues ou 

d’autƌes pƌotéiŶes paƌteŶaiƌes ou paƌ d’autƌes ǀoies. 

 

Dans les modèles de cellules non-cancéreuses, TRPM7 est iŵpliƋué daŶs l’aĐƋuisitioŶ d’uŶ 

phénotype invasif impliquant la surexpression de TRPM7. Cette surexpression peut être 

observée à la suite de traitement chronique avec un polluant environnemental carcinogène 

probable, le Cd2+. TRPM7 régule la transition vers un phénotype invasif en modulant 

l’hoŵéostasie magnésique et calcique, la morphologie cellulaire et l’eǆpƌessioŶ des 

marqueurs de transition en faveur des protéines mésenchymateuses dans les cellules MCF-

10A. Dans les hTERT-HPNE, le ŵéĐaŶisŵe Ŷ’est pas éluĐidé ŵais pouƌƌait iŵpliquer des 

ƌégulatioŶs épigéŶétiƋues d’autƌes gğŶes ĐodaŶt pour des protéines impliquées dans 

l’iŶǀasioŶ.  
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judiĐieuǆ de Điďleƌ plutôt le doŵaiŶe kiŶase Ƌui Ŷ’eŵpġĐheƌait pas à la pƌotéiŶe d’eǆeƌĐeƌ sa 

fonction canal. Cette fonction canal permet la régulation de l’hoŵéostasie ĐalĐiƋue et 

magnésique qui intervient dans de nombreux processus physiopathologiques. Pour explorer 

d’uŶe autƌe ŵaŶiğƌe le ƌôle de la kiŶase de TRPM7, nous pourrions modifier son activité 

grâce à des agents pharmaĐologiƋues. L’aďseŶĐe d’iŶhiďiteuƌs phaƌŵaĐologiƋues spéĐifiƋue 

de la kinase de TRPM7 nécessite la mise au point de nouvelles molécules. L’asseŵďlage eŶ 

dimère de dimère et la capacité de phosphoryler à la fois les résidus sérines et thréonines 

sont des particularités propres à la kinase de TRPM7 la distinguant des autres membres de la 

faŵille des α-kinases. Ces particularités fonctionnelles pourraient être liées à des différentes 

structurales qui pourraient permettre le développement d’inhibiteurs spécifiques. Après 

mise au point de nouvelles molécules sur modèles cellulaires classiques, ces nouveaux 

inhibiteurs pourraient être testés sur la capacité métastatique in vitro en culture 3D ou in 

vivo dans des modèles de xénogreffes sur animaux. 

 

Aller plus loiŶ daŶs la ĐaƌaĐtéƌisatioŶ de l’iŶteƌaĐtioŶ eŶtƌe TRPM7 et Hsp90α afiŶ de pouvoir 

déǀeloppeƌ daŶs le Đadƌe de l’ACP des bloqueurs de cette interaction serait une perspective 

possible. Plusieurs techniques sont envisageables : il serait intéressant de déterminer quels 

soŶt les doŵaiŶes d’iŶteƌaĐtioŶ eŶtƌe Đes deuǆ pƌotéiŶes eŶ utilisant des protéines mutées 

pour des domaines probables d’iŶteƌaĐtioŶ. Nous pourrions utiliser les mutants CRISPR-Cas9 

pouƌ la kiŶase et ǀoiƌ si Ŷous oďseƌǀoŶs toujouƌs l’iŶteƌaĐtioŶ eŶtƌe TRPM7 et Hsp90α. La 

cristallographie pourrait être utilisée afin de saǀoiƌ si d’autƌes paƌties du ĐaŶal soŶt 

impliquées dans cette interaction. Nous pourrions utiliser la spectrométrie de masse sur les 

iŵŵuŶopƌéĐipitats afiŶ d’ideŶtifieƌ de ŵaŶiğƌe plus gloďale toutes les pƌotéiŶes partenaires 

fixées à Ŷos pƌotéiŶes d’iŶtérêt. Ces protéines peuǀeŶt aǀoiƌ uŶ ƌôle daŶs l’iŶteƌaĐtioŶ eŶtƌe 

nos deux partenaires. Par exemple, l’iŶteƌaĐtioŶ eŶtƌe la Đo-chaperonne Cdc37 et Hsp90 

affeĐte spéĐifiƋueŵeŶt l’iŶteƌaĐtioŶ eŶtƌe Hsp90 et les kiŶases (Bachman et al., 2018). 

 

Pour caractériser de manière plus précise les résidus phosphorylés, nous pourrions effectuer 

des mutations ponctuelles de résidus dans la levure S. Cerevisae et oďseƌǀeƌ l’effet suƌ la 

phosphorylation par la kinase de TRPM7. Cette levure eucaryote est utilisée dans certaines 

études sur les modifications post-tƌaduĐtioŶŶelles d’Hsp90α ;Prodromou 2016).  Certaines 

phosphoƌǇlatioŶs ĐoŶŶues d’Hsp90α peƌŵetteŶt de ŵoduleƌ ses iŶteƌaĐtioŶs aǀeĐ des Đo-
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chaperonnes ou de réguler sa sécrétion. Ces modulations pourraient potentiellement 

paƌtiĐipeƌ auǆ difféƌeŶts ŵéĐaŶisŵes aďoutissaŶt à uŶe stiŵulatioŶ de l’iŶǀasioŶ Đellulaiƌe.  

 

Il serait intéressant de voir si les mécanismes démontrés daŶs l’invasion basale sont 

transposables au modèle d’eǆpositioŶ ĐhƌoŶiƋue au Cd2+ et inversement. Est-ce que la kinase 

de TRPM7 est impliquée dans l’aĐƋuisitioŶ du phéŶotǇpe iŶǀasif iŶduite par le Cd2+ ? Est-ce 

TRPM7 est iŵpliƋué daŶs l’EMT daŶs les Đellules d’ACP ?  

 

Au laboratoire, nous travaillons également sur un autre modèle de cellules non-cancéreuses, 

les cellules stellaires pancréatiques. Le tƌaǀail suƌ Đes Đellules peƌŵet d’eǆploƌeƌ le ƌôle du 

microenvironnement cellulaire qui est de plus en étudié dans la cancérogénèse. Loƌs d’uŶe 

pancréatite, qui est uŶ faĐteuƌ de ƌisƋue iŵpoƌtaŶt de l’ACP, Đes Đellules stellaiƌes s’aĐtiǀeŶt 

et interagissent avec les cellules cancéreuses pancréatiques permettant leur progression. Il 

seƌait iŶtéƌessaŶt d’eǆploƌeƌ si l’iŶteƌaĐtioŶ eŶtƌe les Đellules ĐaŶĐéƌeuses et les Đellules 

stellaires possiblement via TRPM7 par sa fonction canal ou kinase modifie le comportement 

des cellules cancéreuses et leur phénotype. De plus, déterminer si les cellules stellaires 

exposées au Cd2+ pƌéseŶteŶt uŶe ŵodifiĐatioŶ d’eǆpƌessioŶ de TRPM7 permettrait 

d’eǆploƌeƌ l’effet de la pollution environnementale sur l’aĐtiǀatioŶ du stƌoŵa tuŵoƌal. 
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RESUME 

L’adéŶoĐaƌĐiŶoŵe ĐaŶalaiƌe paŶĐƌéatiƋue ;ACPͿ est le tǇpe de ĐaŶĐeƌ le plus fƌéƋueŶt touĐhaŶt le paŶĐƌéas 
exocrine. Il est caractérisé par un phénotype métastatique et chimio-ƌésistaŶt pouƌ leƋuel il Ŷ’eǆiste auĐuŶ 
marqueur diagnostic, ni de traitement efficace. Ces caractéristiques expliquent son pronostic extrêmement 
sombre. Il présente un taux de survie à 5 ans ne dépassant pas 5 %. Les projections pour 2030 indiquent que ce 
cancer pourrait devenir la deuxième cause de mortalité. Il y a donc un besoin urgent de mieux comprendre 
ĐoŵŵeŶt pƌogƌesse l’ACP.  
La dissémination métastatique dépend de plusieurs mécanismes cellulaiƌes doŶt l’iŶǀasioŶ du stƌoŵa paƌ les 
cellules cancéreuses. Nous avons montré récemment que le canal transmembranaire TRPM7 (Transient 

Receptor Potential Melastatin-related 7Ϳ est suƌeǆpƌiŵé daŶs l’ACP et ƌégule la ŵigƌatioŶ Đellulaiƌe. 
L'implication de TRPM7 dans l'invasion dans d'autres cancers est décrite. Le ďut de Đe tƌaǀail est d’éǀalueƌ le 
ƌôle de TRPM7 daŶs l’iŶǀasioŶ et de ŵettƌe eŶ éǀideŶĐe les ŵéĐaŶisŵes ŵoléĐulaiƌes iŵpliƋués daŶs les 
Đellules ĐaŶĐéƌeuses d’ACP et égaleŵeŶt daŶs les Đellules non-cancéreuses pancréatiques. 
TRPM7 ƌégule l’iŶǀasioŶ ďasale daŶs les Đellules ĐaŶĐéƌeuses paŶĐƌéatiƋues via l’eŶtƌée ĐoŶstitutiǀe de 
magnésium et la régulation de la sécrétion de MMP-2, uPA et Hsp90α. Plus pƌéĐiséŵeŶt, TRPM7 iŶteƌagit 
directement avec Hsp90α et participe à la phosphorylation de ses résidus sérine. Le magnésium pourrait 
participer en activant la kinase de TRPM7 ou en modifiant la conformation de Hsp90α. De plus, l’eǆpƌessioŶ de 
TRPM7 dans les métastases est corrélée à celle dans la tumeur primaire.   
Dans les cellules non-ĐaŶĐéƌeuses, TRPM7 Ŷ’est pas iŵpliƋué daŶs l’iŶǀasioŶ ďasale ŵais sa surexpression (par 
transfection de plasmides ou induite par une exposition au cadmium, un polluant décrit comme probablement 
carcinogène) entraine la transformation des cellules vers un phénotype invasif. TRPM7 est impliqué 
majoritairement dans les variations de l’hoŵéostasie magnésique et dans la modification de la morphologie 
cellulaire ainsi que la transition vers un phénotype mésenchymateux.  
Pour conclure, nos résultats apportent de nouvelles connaissances sur le rôle de TRPM7 à la fois en tant que 
ƌégulateuƌ de l’iŶǀasioŶ ďasale daŶs l’ACP et iŶitiateuƌ daŶs l’aĐƋuisitioŶ du phéŶotǇpe iŶǀasif des Đellules 
épithéliales non-cancéreuses.   
 
Mots clés : ACP, iŶǀasioŶ, TRPM7, kiŶase, Hsp90α, MagŶésiuŵ, Cadŵiuŵ 

 
ABSTRACT 

Pancreatic ductal adenocarcinoma (PDAC) is the most common form of pancreatic cancer. It is characterized by 
a metastatic and chemoresistant phenotype for which there is no diagnostic marker or effective treatment. 
These characteristics explain its very poor prognosis. It has an overall 5-year survival rate less than 5%. It may 
become the second leading cause of cancer-related death by 2030. There is an urgent need to better 
understand PDAC progression.  
Metastatic spread depends on several cellular mechanisms, including the invasion of stroma by cancer cells. 
We have recently shown that the transmembrane channel TRPM7 (Transient Receptor Potential Melastatin-
related 7) is overexpressed in PDAC and regulates cell migration. The implication of TRPM7 in invasion in other 
cancers is described. The aim of this work is to evaluate TRPM7 implication in invasion and to highlight the 
molecular mechanisms in PDAC and non-cancer pancreatic cells. 
TRPM7 channel regulates basal cell invasion, MMP-2, uPA and Hsp90α secretion in human pancreatic cancer 
cell lines through constitutive Mg2+ entry. TRPM7 interacts directly ǁith Hsp90α aŶd it contributes to the 
phosphorylation of serine residues. Magnesium could participate by activating TRPM7 kinase or by modifying 
Hsp90α conformation. Moreover, TRPM7 expression in metastatic lymph nodes is correlated to its expression 
in primary tumor. 
In non-cancer cells, TRPM7 is not implicated in basal cell invasion but its overexpression (through plasmid or 
chronic treatment with cadmium, known as probable carcinogen pollutant) induces invasive phenotype 
transition. TRPM7 is mainly involved in magnesium homeostasis variation, in cellular morphology modification 
and mesenchymal transition.  
In conclusion, our results provide new insights into the key role of TRPM7 in both regulation of basal cell 
invasion in ACP and initiation of invasive phenotype acquisition in non-cancer epithelial cells.  
 
Key words:  PDAC, invasion, TRPM7, kinase, Hsp90α, Magnesium, Cadmium 
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