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Résumé 

 

Initialement caractérisé pour ses propriétés antimicrobiennes, le peptide LL-37 est 

associé à notre système immunitaire inné. Par sa fixation aux membranes bactériennes, il inhibe 

leur croissance. D’un autre côté, il participe à la cicatrisation de blessures en augmentant la 

mobilité cellulaire. Cependant, ce peptide est aussi retrouvé surexprimé dans plusieurs types de 

cancer, dans lesquels il est associé à la progression tumorale. LL-37 est également surexprimé 

dans le cancer du sein et il est impliqué dans le processus métastatique de cellules tumorales 

mammaires dans un modèle murin in vivo. Même si différents récepteurs pour le peptide LL-

37 ont été proposés son mécanisme d’action est encore mal compris.  

 

Dans trois lignées cellulaires tumorales mammaires humaines, nous avons observé une 

augmentation de la migration induite par LL-37 mais également par le peptide de chiralité 

opposé, (D)-LL-37. Les activités de ce (D)-LL-37 excluent un mécanisme d’interaction 

conventionnel de type ligand-récepteur. Des études de microscopies multispectrale et 

électronique nous ont permis de localiser le peptide LL-37 toujours au niveau de membranes 

cellulaires et plus particulièrement dans les cavéoles et les pseudopodes des cellules 

cancéreuses MDA-MB-435s. La structure tridimensionnelle et les propriétés physicochimiques 

du peptide, décris dans la littérature, ainsi que ses effets observés sur la rigidité membranaire, 

confortent l’étroite association entre LL-37  et les membranes cellulaires. 

La signalisation calcique étant associée au processus de migration, nous avons étudié 

l’effet de LL-37 sur la concentration calcique intracellulaire par fluorimétrie. Dans les cellules 

MDA-MB-435s, LL-37 induit une forte entrée de calcium bloquée par un ARN interférent 

ciblant le canal mécanosensible TRPV2. Ce canal est donc une cible moléculaire responsable 

de l’augmentation de calcium intracellulaire induite par LL-37. Dans les trois lignées tumorales 

mammaires humaines testées, un siARN dirigé contre TRPV2 réduit fortement la migration 

induite par LL-37. 

Des études ont démontré que le canal TRPV2 est recruté au niveau de la membrane 

plasmique via un mécanisme dépendant de la voie de signalisation PI3K/AKT. Dans notre 

étude, l’activation de cette voie de signalisation par LL-37 est nécessaire au recrutement 

membranaire de TRPV2. Ce recrutement induit par le peptide a lieu essentiellement au niveau 

des pseudopodes, structures impliquées dans la migration cellulaire.  
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Des analyses de Patch Clamp ont également montré que LL-37 induit un courant sortant 

sensible à l’Ibériotoxine, inhibiteur spécifique du canal potassique BKCa. L’augmentation du 

calcium intracellulaire ainsi que la migration cellulaire induite par LL-37 sont réduites en 

présence d’Ibériotoxine. Cependant, ces effets inhibiteurs ne se s’additionnent pas à ceux des 

ARN interférents TRPV2. Ces résultats suggèrent une coopération entre le canal potassique 

BKCa et le canal calcique TRPV2, permettant de potentialiser l’entrée de calcium.  

 

En conclusion, le peptide LL-37 interagit avec la membrane plasmique au niveau des 

cavéoles et des pseudopodes. Cette fixation à la membrane entraîne diminution de la fluidité 

membranaire, une activation de la voie PI3K/AKT, le recrutement membranaire de canaux 

mécanosensibles TRPV2 et un influx calcique par ce canal dans des structures cellulaires 

associées à la migration et l’invasion : les pseudopodes. L’activation des canaux TRPV2 

apparaît comme un mécanisme d’action majeur dans la migration des cellules cancéreuses 

mammaires induite par le peptide. L’association fonctionnelle entre des canaux ioniques et LL-

37 ouvre de nouvelles perspectives de recherches pour tenter de comprendre l’action du peptide 

dans le processus de dissémination des cellules cancéreuses. 

 

Mots clés : LL-37, Calcium, Canaux, Cavéoles, Pseudopodes, Migration, Cancer  
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Résumé en anglais 

 

Initially characterized by its antimicrobial activities, the peptide LL-37 is associated 

with our innate immune system, inhibiting bacterial growth by association with their 

membrane. It also contributes to wound healing by stimulation cell migration. In addition, the 

peptide is overexpressed in several cancer types, where it is associated with tumor progression. 

In a murine model of breast cancer, its overexpression is implicated in metastasis development. 

Although several receptors have been shown activated by LL-37, its mechanism of action 

remains mysterious. 

 

We have found that cell migration of three human mammary tumor cell lines is increased 

by both the natural (L)- peptide and its (D)- enantiomer, which excludes a conventional ligand-

receptor interaction. The membrane location of LL-37 observed by microscopy and 

microspectral analysis sustained the idea that the effects of the peptide are mediated by its 

binding to the plasma membrane. More specifically, LL-37 was localized at the membranes 

pseudopodia, which are structures required for cell migration, and caveolae, known as sites for 

the induction of cell signaling pathways. Laurdan probing revealed that LL-37 increased 

membrane rigidity, a phenomenon known to sensitize receptors of signal transduction. 

Since cell migration is associated with calcium signaling, we investigated the effect of 

LL-37 on the concentration of intracellular Ca2+. In MDA-MB-435s cells, LL-37 induced the 

entry of extracellular Ca2+. RNA interference on this line and two further cell lines revealed 

that the mechanosensitive TRPV2 channel was responsible for Ca2+ entry. The link between 

TRPV2 and LL-37 was also demonstrated by an immunohistochemical analysis showing their 

coexpression in a breast tumor panel.  

Our studies confirmed previous findings that the recruitment of TRPV2 to the plasma 

membrane depended on AKT/PI3K signaling. We found that TRPV2 was specifically directed 

to the pseudopodia, the sites where also LL-37 was located.  

Patch clamp analysis revealed an outward current sensitive against Iberiotoxin, a 

specific inhibitor of the BKCa potassium channel. In presence of Iberiotoxin, both Ca2+ entry 

and cell migration were decreased. No additive effect was observed when this inhibition was 

combined with TRPV2 suppression by RNA interference, indicating that both channels were 

cooperating. 
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To summarize, binding of LL-37 to caveolae and pseudopodia and consequently the 

reduction of membrane fluidity induced PI3K/AKT signaling and recruitment of TRPV2 to the 

membrane to pseudopodia, which appears as a crucial mechanism for induction of cell 

migration by this peptide. The functional association between and ion channels and LL-37 

opens novel perspectives to understand its role in the process of cancer cell dissemination. 

 

 

Keywords : LL-37, Calcium, Channels, Caveolae, Pseudopodia, Cell migration, Cancer  
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Liste des abréviations 

 

aa    Acide aminé 

AA   Acide arachidonique 

ADN(c)   Acide Désoxyribonucléique (complementaire) 

AKT    Protéine kinase B 

AM   Acétoxymethyl ester 

AMP   Peptide antimicrobien  

AMPc    Adénosine monophosphate cycique 

AP-1    Protéine activatrice 1 

ARC   Arachidonated regulated channel  

ARE   Elément de réponse à AP-1 

ARN(m)   Acide Ribonucléique (messager)  

ATF1   Facteur d’activation de la transcription 1 
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CREB   Protéine se fixant à l’élément de réponse à l’APMc 

CSM   Cellules souches mésenchymateuses 
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Cy5   Cyaninne 5  

DAG   Diacylglycérol 

DMEM  Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium 

DPC   Dodécylphosphatidylcholine 
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ER   Récepteur aux œstrogènes  

ERK   Extracellular Regulated Protein Kinase  
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LPL   Lisophospholipide 

LPS   Lipolysaccharide 

MAPK   Mitogen Activated Protéine Kinase  

MEC   Matrice Extracellulaire 

MEK   Protéine Kinase activée par des signaux extracellulaires/mitogènes 

MLCK   Kinase des chaînes légères de myosine 
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RE   Réticulum endoplasmique 

RIP3   Récepteur aux IP3 
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TBS   Tris-buffered salin solution 
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1. Les peptides antimicrobiens 

Le peptide LL-37 est un peptide antimicrobien, issu de la pré-protéine de la famille des 

cathélicidines, hCAP18. Les peptides antimicrobiens (AMPs) sont des molécules de l’immunité 

innée et sont la première ligne de défense des organismes contre les infections bactériennes, 

fungiques et virales. Ils ne sont pas spécifiques à une espèce mais sont présents chez tous les 

organismes vivants (Zasloff, 2002a).  

En 1960, Cohn et Hirsch mettent en évidence la présence « d’agents antibactériens » 

dans des granules de leucocytes polymorphonucleaires de lapin (Cohn & Hirsch, 1960). Ces 

agents antibactériens sont ensuite identifiés comme étant des protéines cationiques efficaces 

contre les bactéries à Gram-négatif et Gram-positif chez le cochon d’inde (Zeya & Spitznagel, 

1966a, 1966b). En 1974, l’équipe de Olsson isole ces protéines cationiques à activité 

antimicrobienne dans des granules de leucocytes humains (Olsson & Venge, 1974). Les études 

se sont ensuite poursuivies pour identifier les peptides antimicrobiens dans beaucoup d’espèces 

et tenter de comprendre aussi bien leur diversité que leur mécanisme d’action. Aujourd’hui, 

environs 2583 peptides antimicrobiens ont été identifiés dans les 6 règnes, dont 1942 pour les 

animaux (The Antimicrobial Peptide Database aps.unmc.edu/AP/).  

Chez les mammifères, les peptides antimicrobiens peuvent être divisés en 5 groupes en 

fonction de leur structure chimique (Agerberth et al, 1995) :  

1- les peptides linéaires sans cystéines, avec une structure en hélice α amphipathique ;  

2- les peptides riches en proline et arginine ;  

3- les peptides formant une boucle avec un pont disulfure ;  

4- les peptides avec 2 ou plusieurs ponts disulfures, avec une structure en feuillet β ;  

5- les peptides dérivés de molécules plus grandes.  

Tous ces AMPs sont codés par des gènes sous forme de précurseurs qui sont ensuite 

clivés par des protéases spécifiques, libérant ainsi les peptides matures (Zasloff, 2002b). 

La principale caractéristique de ces AMPs est leur organisation amphipathique du fait 

de la présence, en moyenne, de 40 à 50% d’acides aminés hydrophobes. De plus, leurs acides 

aminés cationiques leur confèrent une charge nette de 2+ à 9+ selon les peptides, ce qui entraîne 

une attraction électrostatique avec les phospholipides chargés négativement des membranes 

bactériennes (pour revue (Cederlund et al, 2011). L’interaction des AMPs avec les membranes 

bactériennes a été décrite par le modèle de Shai-Matsuzaki-Huang (SMH) où ils interagissent 
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avec les têtes polaires des phospholipides négatifs, entraînant un déplacement des lipides de la 

bicouche, l’altération de la structure membranaire et dans certains cas, l’entrée du peptide dans 

la cellule. Ce mécanisme d’action leur permet de protéger les organismes des infections, en 

tuant les microorganismes par diverses stratégies, comme la création de trous dans les 

membranes, la désorganisation des lipides de la bicouche lipidique ou des dommages sur des 

cibles intracellulaires. En plus de leur rôle important dans le système immunitaire inné, ils 

peuvent également alerter les cellules du système immunitaire adaptatif telles que les cellules 

T ou les monocytes pour induire une réponse adaptée contre l’infection (Zasloff, 2002a). 

Chez les mammifères mais plus particulièrement chez l’homme, deux familles d’AMPs 

sont les plus étudiées : les peptides en feuillet β, les défensines et les peptides en hélice α, les 

cathélicidines. 

 

1.1. Les défensines 

 

Les défensines sont présentes chez plusieurs espèces dont l’homme, le bétail, les 

cochons, les rats, les souris et les lapins. Elles possèdent dans leur séquence d’acides aminés 

six cystéines et donc, par conséquent, la présence de 3 ponts disulfures, leur conférant une 

structure secondaire en feuillet β, nécessaire au clivage de leur précurseur. Il a également été 

montré que le feuillet β peut avoir un rôle modulateur de l’activité antimicrobienne. Les 

défensines agissent sur les membranes microbiennes sous forme de multimères où elles 

entraînent la formation de pores qui conduisent à la mort du pathogène. Elles sont capables de 

moduler le système immunitaire en induisant une production de cytokines pro-inflammatoires 

et en agissant comme chimiokines pour les neutrophiles. Elles favorisent également la 

phagocytose par les macrophages.  

Les défensines sont divisées en 3 groupes en fonction de leur poids moléculaire, de la 

distribution des cystéines et des ponts disulfures: les α-défensines et β-défensines exprimées 

chez les vertébrés et synthétisées sous forme d’un précurseur, et les θ-défensines seulement 

détectées chez les primates. 

 

Chez l’homme, il existe six α-défensines, dont 4 appelées peptides neutrophiles humains 

(HNP1-4) et 2 défensines humaines (HD1-2). HNP1, HNP2 et HNP3 sont retrouvés à fortes 

concentrations au niveau des granules primaires des neutrophiles alors que HNP4 est présent 

en moindre concentration. En plus de leur rôle antimicrobien, il a été montré, dans les 
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mastocytes péritonéaux dégranulés de rat, que HNP1 et 2 peuvent agir comme chimiokines 

pour les monocytes, HNP4 peut inhiber la production de glucocorticoïdes et qu’ils peuvent être 

mitogéniques pour les cellules épithéliales. HD5 et HD6 sont, quant à elles, exprimées au 

niveau des cellules de Paneth du petit intestin et dans les cellules épithéliales du tractus 

urogénital féminin.  

Il existe 4 β-défensines humaines (HBDs) qui ont un rôle dans la protection de la peau. 

Il apparaît que HBD-1 est exprimée constitutivement dans beaucoup de cellules épithéliales et 

que l’expression de HBD2 et 3 est induite dans le cas de blessures ou en présence de produits 

bactériens et de cytokines pro-inflammatoires (pour revue (Cederlund et al, 2011). 

 

1.2. Les cathélicidines 

 

Les cathélicidines sont des peptides antimicrobiens linéaires en hélice α, présentes chez 

beaucoup d’espèces. La première cathélicidine, appelée CAP18, a été identifiée dans des 

granulocytes de lapin en 1991 (Larrick et al, 1991) avec la propriété de se fixer au 

lipopolysaccharide (LPS) bactérien. Par la suite, il a été montré que des fragments C-terminaux 

de CAP18, dont le fragment CAP18106-142, avaient des propriétés antimicrobiennes (Larrick et 

al, 1993). Des cathélicidines ont ensuite été retrouvées chez l’homme, les bovins, porcs (Wu et 

al, 1999), souris, rats, moutons (Huttner et al, 1998), chèvres et chevaux (Scocchi et al, 1999), 

mais également chez les oiseaux, les serpents, les poissons ou encore les amphibiens (Hao et 

al, 2012). Dans la pluparts de ces espèces, il existe plusieurs cathélicidines différentes alors que 

chez l’homme, la souris, le rat et le lapin, il n’existe qu’un seul gène codant pour une 

cathélicidine.  

Tous ces gènes possèdent en revanche la même organisation. Ils sont composés de 4 

exons qui sont transcrits en une pré-protéine dont la masse moléculaire peut varier de 16 à 

26KDa en fonction des espèces. Il a été montré que les trois premiers exons codent pour le 

peptide signal et la partie N-terminale de ces pré-protéines. Le quatrième exon code pour le site 

de clivage de la pré-protéine et la partie C-terminale, qui est le domaine antimicrobien (pour 

revue (Cederlund et al, 2011). 

Le terme cathélicidine a été proposé en 1995 par l’équipe de Zanetti (Zanetti et al, 1995). 

En effet, il apparait que la partie N-terminale, appelée « cathelin-like » et très conservée entre 

les espèces, possède une forte homologie de séquence avec les cathélines, inhibiteurs de 

protéases à cystéines, dont la première a été découverte dans les leucocytes de cochons comme 
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inhibiteur de cathépsines L (Ritonja et al, 1989). Le domaine C-terminal antimicrobien des 

cathélicidines, est, quant à lui, très variable entre les espèces. Il a été montré que suite à 

l’activation de la pré-protéine, le domaine C-terminal est clivé par des processus enzymatiques 

pour libérer un peptide antimicrobien mature. Les peptides antimicrobiens de type cathélicidine 

ont une forme aléatoire en solution aqueuse mais ils adoptent, dans la plupart des cas, une 

structure secondaire amphipathique en hélice α en présence de solvants organiques (Zanetti et 

al, 1995). 
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2. La cathélicidine humaine hCAP18/LL-37 

L’unique cathélicidine humaine (Larrick et al, 1996) a été identifiée en 1995 par trois 

équipes différentes. Elle a été identifiée à partir d’une banque d’ADNc de moelle osseuse 

humaine en utilisant des amorces issues des cathélicidines CAP18 de lapin (Larrick et al, 

1995a) et PR-39 porcine (Agerberth et al, 1995). Il a été ainsi mis en évidence une protéine de 

18KDa présente dans les granules spécifiques des neutrophiles (Cowland et al, 1995). Cette 

protéine a été nommée hCAP18 (« human Cationic Antimicrobial Peptide ») du fait de la forte 

homologie de séquence qu’elle possède avec la cathélicidine de lapin, CAP18 et de son poids 

moléculaire de 18KDa. De plus, comme CAP18, son fragment C-terminal semble avoir des 

propriétés antimicrobiennes. En effet, l’étude de deux fragments C-terminaux de la protéine 

hCAP18, hCAP18104-140 et hCAP18104-135, a révélé leur capacité à fixer le lipolysaccaharide 

(LPS) des bactéries à Gram-négatif et à inhiber la croissance de plusieurs souches bactériennes 

à Gram-positif et Gram-négatif (Larrick et al, 1995b). Originalement, le peptide antimicrobien 

issu de hCAP18 a été désigné FALL-39 qui fait référence aux premiers acides aminés N-

terminaux de la séquence putative du domaine antimicrobien (Phe-Ala-Leu-Leu) de 39 résidus 

(Cowland et al, 1995). En 1996, l’étude du gène qui code pour la pré-protéine hCAP18 a révélé 

que le peptide antimicrobien est composé de 37 résidus avec deux Leucines en N-terminal, d’où 

le nom actuel, LL-37 (Gudmundsson et al, 1996). 

 

2.1. Le gène CAMP 

 

L’étude du gène qui code pour la protéine hCAP18, appelé CAMP pour « Cathelin 

antimicrobial peptide », montre qu’il est localisé au niveau bras court du chromosome 3, sur la 

bande p21.3. Le gène a une taille de 2Kb et est composé de 4 exons et 3 introns. L’exon 1 de 

210 paires de bases (pb) code pour le peptide signal de 33 acides aminés (aa) et les 37 premiers 

aa du domaine N-terminal, cathéline. Les exons 2 et 3 d’une longueur respective de 108pb et 

72pb codent pour les 60aa suivant de cette partie N-terminale. Enfin, l’exon 4 de 199pb code 

pour les 6 derniers aa du domaine cathéline et pour le domaine C-terminal qui correspond au 

peptide antimicrobien de 37aa, LL-37. Les 6aa de la partie N-terminale issus de ce dernier exon 
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correspondent au site de clivage de la pré-protéine hCAP18 pour la libération du fragment C-

terminal antimicrobien (Gudmundsson et al, 1996; Larrick et al, 1996) (Figure 1). 

 

 

Figure 1 : Représentation du gène CAMP codant pour la protéine hCAP18,.  

Figure réalisée à partir du site Ensembl.org, Transcript: CAMP-001 ENST00000296435 
 

 

2.2. Les sites d’expression de la protéine hCAP18/LL-37 

 

La pré-protéine hCAP18 a été retrouvée exprimée de manière constitutive dans un grand 

nombre de tissus et de types cellulaires. Son identification a été faite au niveau de la moelle 

osseuse et des testicules (Agerberth et al, 1995) et dans les granules spécifiques des neutrophiles 

(Cowland et al, 1995; Gudmundsson et al, 1996; Sørensen et al, 1997).  

 

En accord avec son rôle antimicrobien, elle est exprimée par plusieurs types de cellules 

immunitaires dont les neutrophiles (Sørensen et al, 1997), les lymphocytes T et B, les cellules 

Natural Killer (NK) , les monocytes (Agerberth et al, 2000) et les mastocytes (Di Nardo et al, 

2003). Plus récemment, une étude des cellules mononucléaires du sang périphérique a permis 

de hiérarchiser l’expression de hCAP18/LL-37 dans les cellules immunitaires primaires. Les 

neutrophiles sont les cellules qui expriment le plus hCAP18/LL-37 (1,34µM ou 6µg/ml 

(Sørensen et al, 1997)), avec une expression multipliée par trois par rapport aux monocytes, 

suivies par les Lymphocytes T et B et les cellules Natural killer qui expriment plus faiblement 
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la protéine. Cette hiérarchisation a été mise en évidence aussi bien sur des lignées cellulaires de 

cellules immunitaires que dans des échantillons de patients sains humains (Lowry et al, 2014). 

 

hCAP18/LL-37 est également exprimée dans divers organes et plus particulièrement 

dans différents types de cellules épithéliales. Elle a été retrouvée au niveau de la muqueuse 

buccale, la langue, l’œsophage, l’utérus et le vagin (Frohm Nilsson et al, 1999). Elle participe 

à la protection des voies aériennes par sa présence au niveau des poumons et plus précisément 

sur la surface épithéliale et dans les fluides des voies aériennes (Bals et al, 1998). Dans le tractus 

gastro-intestinal, hCAP18/LL-37 est retrouvée au niveau des cellules épithéliales de l’estomac 

(Hase et al, 2003), de l’intestin et du côlon. Elle est exprimée par les cellules acineuses du 

pancréas, dans la trachée et dans les reins (Bals et al, 1998). Elle permet la protection des yeux 

par sa présence dans les cellules épithéliales du tissus conjonctif et de la cornée (Gordon et al, 

2005), de la bouche puisqu’elle est produite par les glandes salivaires (Murakami et al, 2002a), 

et sa production par les glandes exocrines permet une protection de la peau via sa sécrétion dans 

la sueur où elle est détectée à une concentration de 1µM (Murakami et al, 2002b). Concernant 

le tractus urogénital, les cellules épithéliales du col de l’utérus expriment hCAP18/LL-37 de 

manière constitutive (Frew et al, 2014), de même que les cellules des glandes mammaires en 

lactation. De ce fait, une forte concentration du peptide antimicrobien LL-37 est retrouvé dans 

le lait maternel, 32µM (Murakami et al, 2005). Chez les hommes, il avait été montré que la 

protéine était présente dans les testicules (Agerberth et al, 1995) mais une étude plus récente a 

mis en évidence l’expression de hCAP18/LL-37 au niveau des cellules épithéliales de 

l’épididyme et non dans les testicules. Le plasma séminal contient donc une concentration de 

la protéine de 86,5µg/ml et il a été observé une association de hCAP18 avec la membrane des 

spermatozoïdes (Malm et al, 2000). Il a également été observé la production de LL-37 dans les 

cellules de Langerhans chez des nouveau-nés (Marchini et al, 2002). La protéine hCAP18/LL-

37 a été détectée dans les amygdales mais une étude immunohistochimique montre qu’en réalité 

la protéine est uniquement présente dans les neutrophiles et les cellules dendritiques présents 

dans le stroma des amygdales (Sigurdardottir et al, 2012).  

 

Dans la plupart de ces études, la production de la protéine hCAP18/LL-37 participe à la 

protection contre les pathogènes des organes où elle est exprimée. Mais l’activité 

antimicrobienne dépend de son fragment C-terminal, LL-37 et nécessite donc le clivage de la 

pré-protéine hCAP18 au niveau du site de clivage décris ci-dessus (Chapitre 2.1.). 
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2.3. Les mécanismes de clivage de la protéine hCAP18/LL-37 

 

2.3.1. Clivage de la pré-protéine hCAP18 

Peu d’études ont été réalisées concernant le clivage de la pré-protéine hCAP18 pour 

libérer le peptide antimicrobien LL-37. Les cathélicidines bovines et porcines possèdent un site 

de clivage par les élastatses, qui coupent préférentiellement au niveau d’une Valine. L’étude du 

gène codant pour hCAP18 a montré un site de clivage particulier à la cathélicidine humaine, 

entre une Alanine et une Leucine. Il a été montré, dans les neutrophiles humains, un clivage de 

la pré-protéine hCAP18 par une des protéases présentes dans les granules azurophiles, la 

protéinase 3. Cette protéase clive préférentiellement entre deux acides aminés aliphatiques et 

semble être la seule capable de cliver la protéine hCAP18. Stockée dans les granules spécifiques 

sous sa forme inactive, la dégranulation des neutrophiles, après une stimulation libère, le 

contenu des granules spécifiques, contenant hCAP18, en même temps les protéases contenues 

dans les granules azurophiles, ce qui permet le clivage de hCAP18 en extracellulaire (Sørensen 

et al, 2001).  

D’autres protéases capables de cliver la pré-protéine hCAP18 ont été mises en évidence 

au niveau de la peau, les kallikréines 5 et 7 produites par les kératinocytes. Ces protéases sont 

présentent à la surface de l’épiderme et sont capables de cliver hCAP18 produite par les cellules 

immunitaires et/ou les cellules épithéliales (Yamasaki et al, 2006). Dans les kératinocytes, la 

pré-protéine hCAP18 est produite et stockée dans des granules intracellulaires de ces cellules. 

C’est dans ces granules que la protéine est clivée. Bien que les protéases impliquées n’aient pas 

été identifiées, il est possible que les kallikréines 5 et 7 soient responsables de ce clivage 

intracellulaire. La présence du peptide LL-37 dans les granules permet la destruction des 

pathogènes qui sont internalisés par les kératinocytes (Braff et al, 2005).  

Dans les fluides vaginaux, hCAP18 est clivé par une enzyme inductible à faible pH, la 

Gastricine. A la différence du clivage par la protéinase 3 et les kallikréines 5 et 7, la Gastricine 

clive hCAP18 avant le dernier acide aminé de la partie N-terminale libérant un peptide de 38aa, 

ALL-38, qui conserve la même action antimicrobienne que LL-37 (Sørensen et al, 2003b) 

(Figure 2). 
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2.3.2. Clivage du peptide LL-37 

 

Le peptide antimicrobien LL-37 peut également être clivé par des protéases produites 

par les bactéries. La plupart de ces protéases entraîne la dégradation du peptide et l’inhibition 

de son rôle antimicrobien. Ce phénomène favorise la résistance des bactéries au système 

immunitaire (Schmidtchen et al, 2002). Par exemple, Staphylococcus aureus produit une 

métalloprotéases, l’auréolysine, qui dégrade LL-37 en plusieurs fragments, supprimant 

complètement l’activité antimicrobienne contre cette souche bactérienne (Sieprawska-Lupa et 

al, 2004). Au contraire, dans certains cas, ce clivage peut conduire à la production de nouveaux 

peptides, dérivés de LL-37, possédant une activité équivalente voir supérieure au peptide 

naturel. Une autre protéase produite par Staphylococcus aureus, la protéase V8, clive LL-37 

seulement entre les résidus Glucine 16 et Phénylalanine 17 libérant un fragment C-terminal 

LL17-37 efficace contre cette bactérie (Sieprawska-Lupa et al, 2004). Dans le cas du virus HIV-

I, il a été mis en évidence que plusieurs peptides dérivés de LL-37 sont capables de diminuer la 

croissance du virus (Wang et al, 2008). Ces études mettent en évidence des régions essentielles 

au rôle antimicrobien du peptide pour l’utilisation éventuelle en tant que traitement de certaines 

maladies.  

En dehors des protéases bactériennes, l’étude concernant le clivage de la pré-protéine 

hCAP18 par les kallikréines 5 et 7 met également en évidence un clivage du peptide LL-37 par 

ces mêmes protéases. Après une heure d’incubation de LL-37 avec les kallikréines 5 et 7, trois 

nouveaux peptides, issus de LL-37, possédant une activité antimicrobienne sont obtenus alors 

qu’après 3h d’incubation, l’activité antimicrobienne est perdue. Les auteurs proposent un 

mécanisme de régulation de la réponse immunitaire par ces protéases : la génération de 

plusieurs peptides tronqués fonctionnels issus de LL-37 favorise une réponse antibactérienne 

plus efficace qui est ensuite atténuée par la dégradation complète des peptides (Yamasaki et al, 

2006). Au contraire dans le tissu pulmonaire, il a été mis en évidence un clivage du peptide LL-

37 par les cathepsines K et S produites par les macrophages des voies respiratoires de l’hôte. 

Ce clivage inhibe complétement l’activité antimicrobienne du peptide. Ce mécanisme peut être 

impliqué dans le développement des infections bactériennes dans le cas de la mucoviscidose 

(Andrault et al, 2015).  

L’activité du peptide antimicrobien LL-37 peut donc aussi bien être régulé par les 

pathogènes qui infectent l’hôte que par les cellules de l’hôte elles-mêmes. Cette régulation peut 
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favoriser la réponse immunitaire mais peut également être associé à la résistance des pathogènes 

au système immunitaire.  

 

 

Figure 2 : Clivage de la pré-protéine hCAP18 et du peptide LL-37. 

La pré-protéine hCAP18 est clivée au niveau de son site de clivage par la protéinase 3 après la 

dégranulation des neutrophiles et par les Kallikréines 5 et 7, dans les kératinocytes, permettant la 

libération de peptide antimicrobien actif LL-37. Dans les fluides vaginaux, hCAP18 est clivée par la 

gastricine libérant le peptide antimicrobien actif ALL-38.  

Le peptide LL-37 peut également être clivé par les Kallikréines 5 et 7 (1h d’incubation) et la protéase 

V8 de S. aureus. Les peptides issus de ce clivage possèdent une activité antimicrobienne. Au contraire, 

les Kallikréines 5 et 7 (3h d’incubation), l’auréolysine de S. aureus ou les cathepsines K et S produites 

par les macrophages pulmonaires dégradent LL-37 en peptides inactifs.  

 

 

2.4. La régulation de l’expression de hCAP18/LL-37 

 

Comme décrit ci-dessus, l’expression de la protéine hCAP18/LL-37 est constitutive 

dans un grand nombre de tissus mais elle est également induite dans plusieurs types cellulaires 

par différents facteurs, et plus particulièrement lors d’infections par les pathogènes ou de lésions 

de l’épithélium.  
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2.4.1. Régulation par le butyrate 

Le butyrate est un acide gras à chaîne courte (C4) issu de la dégradation des fibres 

alimentaires par la flore intestinale. Il est capable d’inhiber les histones déacétylases (HDAC), 

enzymes qui empêchent l’acétylation des histones et donc la transcription des gènes cibles. Le 

butyrate ainsi que des analogues, tels que le 4-phénylbutyrate, ont été utilisés pour mettre en 

évidence une régulation épigénétique de la protéine hCAP18/LL-37 (Jiang et al, 2013). En effet, 

le butyrate augmente l’acétylation des histones H3 et H4 du promoteur CAMP (Kida et al, 2006) 

permettant d’induire directement la transcription du gène et ainsi augmenter l’expression de 

hCAP18/LL-37 au niveau des cellules épithéliales des voies aériennes (Liu et al, 2013) 

La régulation du gène CAMP par le butyrate passe également par l’activation de voies 

de signalisation et de facteurs de transcriptions. Des études du promoteur du gène CAMP 

mettent en évidence la présence de plusieurs sites putatifs de fixation de différents facteurs de 

transcription (Elloumi & Holland, 2008). Notamment, il a été montré un site de fixation, dans 

la région -80 à -72 pb du promoteur de CAMP, pour la protéine activatrice 1 (AP-1), facteur de 

transcription. Dans des cellules épithéliales pulmonaires, l’activation des trois voies de 

signalisation des protéines kinases activées par les mitogènes (Mitogen-activated kinase protein 

= MAPK), ERK1/2, c-Junk et p38 par du butyrate de sodium induirait la fixation de AP-1 sur 

le promoteur du gène CAMP conduisant à sa transcription (Kida et al, 2006). Le traitement des 

cellules épithéliales de côlon, gastriques et d’hépatocytes avec le butyrate induit également 

l’expression de hCAP18/LL-37 par un mécanisme dépendant de l’activation des voies de 

signalisation MAPK, MEK/ERK et p38 (Schauber et al, 2003, 2004). 

En dehors de la voie MAPK, le butyrate peut également induire l’activation de la voie 

de signalisation de l’adénosine monophosphate cyclique (AMPc) permettant également 

l’expression de hCAP18/LL-37. Dans la lignée cellulaire colique HT-29, l’AMPc, induit par le 

butyrate, active la protéine kinase A (PKA). La PKA entraîne alors l’activation des facteurs de 

transcription CREB (protéine se fixant sur l’élément de réponse à l’APMc, CRE) et AP-1. Ces 

facteurs de transcriptions se fixent sur leurs sites consensus respectifs CRE (-598pb) et ARE (-

358pb), au niveau du promoteur du gène CAMP, induisant sa transcription (Chakraborty et al, 

2009). A l’inverse, lors d’une infection bactérienne par Vibrio Cholera des cellules épithéliales 

intestinales, la toxine cholérique induit l’expression du facteur répresseur précoce inductible 

par l’AMPc, ICER qui se fixe sur le site CRE entraînant une diminution de l’expression de 

hCAP18/LL-37 (Chakraborty et al, 2008). 
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En dehors du butyrate, d’autres composants de l’alimentation peuvent réguler 

l’expression de la protéine hCAP18/LL-37. Le zinc induit la sécrétion du peptide LL-37 dans 

des cellules épithéliales intestinales, lors d’infections bactériennes par V. cholera ou Shigella. 

De plus, il apparaît que cette sécrétion est dépendante de la voie ERK et p38 (Talukder et al, 

2011). Le curcumin est également capable d’augmenter l’expression intracellulaire de hCAP18 

dans des monocytes, des kératinocytes et des cellules cancéreuses coliques (Guo et al, 2013). 

 

2.4.2. Régulation par la vitamine D3 

Dans des kératinocytes et des cellules épithéliales pulmonaires, il a été mis en évidence 

que l’augmentation de l’expression de LL-37 induite par les inhibiteurs des histones 

déacétylases (HDAC) nécessite l’activation du récepteur à la vitamine D3 (VDR). Cette 

activation du récepteur passe par la présence de son coactivateur SRC3 (Coactivateur 3 des 

récepteurs stéroïdients) et du métabolite actif de la vitamine D3, le 1,25-Dihydroxyvitamine D3 

(Schauber et al, 2008; Steinmann et al, 2009). 

Un des mécanismes de régulation de l’expression de la protéine hCAP18/LL-37 les plus 

étudiés est la vitamine D et son récepteur nucléaire (VDR). En 2004, l’équipe de Wang observe 

une augmentation de l’ARNm et de la protéine hCAP18 induite par le 1,25-dihydroxivitamine 

D3 (1,25D3) dans divers types cellulaires, tels que les kératinocytes, les neutrophiles, les 

monocytes et plusieurs lignées cancéreuses, in vitro (Gombart et al, 2007; Wang et al, 2004). 

La vitamine D3 (25D3) est convertie en sa forme active 1,25D3 par une enzyme mitochondriale 

hépatique du cytochrome p450 appelée CYP27B1. Cette augmentation de l’expression de 

hCAP18 a également été mise en évidence in vivo, sur des patients sains, par l’application de 

1,25D3 et d’un analogue de la vitamine D3, le Calcipotriol sur une peau saine, sans blessure ni 

infection par des pathogènes (Weber et al, 2005). L’induction de l’expression de hCAP18 par 

la vitamine D3 passe par une régulation directe du gène CAMP puisqu’il a été mis en évidence 

des éléments de réponse au récepteur de la vitamine D (VDRE) sur le promoteur du gène CAMP 

(Weber et al, 2005; Gombart et al, 2005).  

Une forte induction de l’expression de hCAP18/LL-37 a été observée au niveau de 

blessures, ou dans le cas de maladies inflammatoires de la peau, telles que le psoriasis. Dans 

des biopsies de patients présentant une allergie au nickel ou un psoriasis, l’ARNm de LL-37 est 

fortement détecté, alors qu’il est peu présent dans des biopsies de patients sains. L’étude de ces 

biopsies montre que seuls les kératinocytes expriment LL-37 (Frohm et al, 1997). Au contraire, 

lors de blessures, il a été montré une forte production de la pré-protéine hCAP18 par les 
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kératinocytes de la peau mais également par les granulocytes qui ont été recrutés sur le lieu de 

la lésion (Dorschner et al, 2001). Un traitement au niveau de ces lésions avec du 1,25D3 ou son 

analogue le Calcipotriol favorise l’expression de hCAP18/LL-37 in vivo permettant ainsi la 

réparation tissulaire (Heilborn et al, 2010; Schauber et al, 2007). De plus, il apparaît que la 

production d’IL-17A par les kératinocytes permet d’augmenter l’effet de la 1,25D3 sur la 

régulation de l’expression de hCAP18/LL-37 (Peric et al, 2008). Au contraire des lésions 

psoriasiques et des blessures, l’expression de LL-37 est inhibée dans les lésions aigües chez des 

patients présentant une dermatite atopique, par la surexpression de certaines cytokines. Dans ce 

cas, un traitement avec de la vitamine D3 permet de restaurer l’expression de hCAP18/LL-37 

(Mallbris et al, 2010).  

 

2.4.3. Régulation par les TLRs 

Une régulation de l’expression de hCAP18 dépendante de l’activation des Toll-like 

récepteurs (TLR) a également été mise en évidence lors d’infections bactériennes. Les TLR 

sont des récepteurs exprimés par les cellules immunitaires dont les macrophages, les 

lymphocytes ou encore les cellules dendritiques. Ils peuvent également être présents à la surface 

de cellules épithéliales en contact avec le milieu externe comme les cellules épithéliales 

intestinales, oculaires ou de la peau. Ils sont essentiels à la protection de l’hôte puisqu’ils 

reconnaissent des molécules associées aux pathogènes et induisent une réponse immunitaire. 

Par exemple, au niveau des cellules de la surface oculaire, la présence de pathogènes induit 

l’activation de TLRs induisant une forte production du peptide LL-37 (Redfern et al, 2011). Il 

a été mis en évidence que les cellules épithéliales pulmonaires, les macrophages, monocytes et 

neutrophiles montrent une forte augmentation de la production du peptide antimicrobien LL-37 

via l’activation du TLR9 lors d’une infection par Mycobacterium tuberculosis (Rivas-Santiago 

et al, 2008). Dans ce même type d’infection, l’expression de hCAP18/LL-37 dans les 

monocytes est indispensable pour éradiquer l’infection (Liu et al, 2006).  

De plus, il existe un lien entre la régulation de hCAP18/LL-37 par la vitamine D et les 

TLRs. En effet, dans les cellules épithéliales pulmonaires, une lipoprotéine issue de M. 

Tuberculosis est reconnue par le complexe TLR2/1. L’activation de ce complexe entraîne une 

augmentation de l’expression du VDR et de l’enzyme CYP27B1. L’activation de la CYP27B1 

permet de convertir la 25D3 circulante en 1,25D3 active qui se lie au VDR et permet l’induction 

de l’expression de hCAP18 par sa fixation à son élément de réponse sur le promoteur du gène 

CAMP (Afsal et al, 2014; Liu et al, 2006). De plus, l’activation du complexe TLR2/1 entraîne 
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une production d’IL-15 qui est nécessaire à l’augmentation de l’expression de hCAP18 induite 

par la 1,25D3 (Krutzik et al, 2008).  

Cette voie de signalisation est aussi présente dans des cellules cancéreuses ovariennes 

qui produisent un facteur soluble appelé le versican 1 qui active le TLR2 et TLR6 des 

macrophages de l’environnement tumoral. L’activation de ces TLRs augmente l’expression de 

l’enzyme CYP27B1 et donc la conversion de la 25D3 en 1,25D3. Le 1,25D3 se lie au VDR, 

induisant ainsi l’expression de hCAP18. De plus, il s’avère que ce mécanisme est impliqué dans 

les phénomènes de prolifération et d’invasion des cellules cancéreuses ovariennes (Li et al, 

2013b).  

 

2.4.4. D’autres mécanismes de régulation de l’expression de la protéine 

hCAP18/LL-37 

En 2011, l’équipe de Park a montré qu’un stress du réticulum endoplasmique (RE) 

augmente l’expression en ARNm et en protéine hCAP18/LL-37 mais aussi la sécrétion et le 

clivage de la pré-protéine dans les kératinocytes. Le stress du RE peut être provoqué par les 

mêmes facteurs qui induisent l’expression de hCAP18/LL-37, c’est-à-dire, des lésions de la 

barrière épithéliale ou une infection. Cette augmentation de hCAP18 se fait par l’activation des 

facteurs de transcription NFκB et C/EBPα dépendante des voies de signalisation ERK1/2 et p38 

mais indépendamment de la voie de signalisation du VDR (Park et al, 2011). 

 

Depuis quelques années, il apparaît que la protéine hCAP18/LL-37 est induite dans 

plusieurs types de cancer, tels que le cancer des ovaires, le cancer des poumon, ou encore le 

cancer du sein (pour revue (Wu et al, 2010b). Les mécanismes responsables de cette 

augmentation sont encore peu connus. 

Il a notamment été décrit un rôle du facteur de transcription inductible par l’hypoxie, 

HIF-1α (pour Hypoxia Inducible Factor-1α) dans la régulation de l’expression en ARNm et en 

protéine de hCAP18/LL-37. Chez des souris qui n’expriment plus HIF-1α il a été observé une 

diminution de l’expression de CRAMP (cathélicidine murine, homologue à LL-37) dans les 

neutrophiles et les macrophages issus de lésions nécrotiques suite à une infection bactérienne 

(Peyssonnaux et al, 2005). De la même manière, l’infection bactérienne d’une lignée de 

kératinocytes humains montre une augmentation de l’ARNm hCAP18, qui est fortement 

diminué lorsque les cellules n’expriment plus HIF-1α (Peyssonnaux et al, 2008). Ces résultats 

ont été confirmés très récemment par l’équipe de Lin. Lors d’infection par Escherichia coli de 
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cellules uroépithéliales humaines, la stabilisation de HIF-1α permet de restaurer la production 

de LL-37 par ces cellules pour induire une réponse antibactérienne (Lin et al, 2015). Du fait de 

la condition hypoxique des tumeurs primaires, il est possible que l’augmentation de 

l’expression de hCAP18/LL-37 dans les cancers cités précédemment soit la conséquence de 

l’activation de HIF-1 α mais cette hypothèse reste à confirmer. 
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3. Structure et rôles antimicrobiens du peptide  

LL-37  

Le nombre important de facteurs induisant l’expression de la protéine hCAP18/LL-37 

et plus particulièrement l’augmentation de son expression lors d’infections par des pathogènes 

ou lors de blessures, soulignent l’importance du rôle antimicrobien du peptide LL-37 comme 

première ligne de défense mise en place le système immunitaire.  

 

3.1. Rôles antimicrobiens 

 

3.1.1. Les pathogènes, cibles du peptide LL-37 

 

La protéine hCAP18/LL-37 a été identifiée dans les neutrophiles pour sa capacité à fixer 

le lipopolysaccharides (LPS) des bactéries à gram-négatif et donc d’inactiver les fonctions 

biologiques de cette endotoxine (Larrick et al, 1995a). Il a ensuite été montré que la partie C-

terminale de 37 aa, LL-37 est responsable de cette activité antibactérienne. LL-37 est capable 

d’inhiber la croissance de plusieurs souches bactériennes à gram-négatif telles qu’Escherichia 

coli, Klebsiella pneumoniae, Salmonella typhimurium et Pseudomonas aeruginosa, mais 

également de souches à gram-positif dont Staphylococcus aureus et Bacillus megaterium 

(Agerberth et al, 1995; Larrick et al, 1995b; Turner et al, 1998). Dans le cas de la tuberculose, 

infection des voies aériennes par Mycobacterium tuberculosis, LL-37 inhibe la croissance 

bactérienne (Liu et al, 2007; Martineau et al, 2007).  

Le peptide LL-37 est également capable de prévenir l’invasion bactérienne, notamment 

au niveau de l’épithélium pulmonaire. Cette protection des poumons passe par une inhibition 

de la formation de biofilm bactérien. LL-37 n’agit pas directement sur la croissance bactérienne 

mais il est capable d’augmenter la motilité bactérienne de P. aeruginosa ou Francisella 

tularensis (responsable d’infections pulmonaires sévères). L’augmentation de la motilité 

empêche les bactéries de rester sur place pour former un film, plus résistant au système 

immunitaire. Il a été mis en évidence que le peptide de chiralité opposé, (D)-LL-37, inhibe de 
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la même manière la formation du biofilm bactérien dans les cellules épithéliales pulmonaires 

(Amer et al, 2010; Dean et al, 2011; Overhage et al, 2008).  

Le peptide LL-37 possède également un rôle antifungique. Par exemple, il est capable 

d’inhiber la croissance fungique de Candida albicans, levure responsable d’infections des 

muqueuses digestives et gynécologiques (Wong et al, 2011b).  

Enfin, LL-37 empêche la réplication de certains virus dont le virus de 

l’immunodéficience humaine, le HIV-1, en inhibant des enzymes virales clés (Protéase HIV et 

Réverse transcriptase) (Wong et al, 2011a). Chez des patients présentant de l’eczéma, il a été 

montré que les lésions étaient plus susceptibles aux infections virales par Vaccinia virus ou 

Varicella zoster virus. Dans ce cas, l’expression de LL-37 est induite au niveau des 

kératinocytes et permet de diminuer la charge virale (Crack et al, 2012). Lors d’infections des 

voies respiratoires par l’Influenza Virus, des études in vitro et in vivo sur des souris montrent 

l’efficacité du peptide LL-37 à diminuer la sévérité de l’infection et la charge virale par une 

action directe du peptide sur le virus. Dans ce cas, les auteurs ont utilisé le peptide de chiralité 

opposé, le (D)-LL-37 pour mettre en évidence une action directe du peptide sur le virus, qui ne 

passe pas par l’activation d’un récepteur spécifique, ni par la modulation de la production de 

cytokines (Barlow et al, 2011). 

 

3.1.2. Structure et mécanisme d’action du peptide LL-37 sur les 

pathogènes 

 

Les trois mécanismes d’action proposés des peptides antimicrobiens en hélice α 

amphipathique 

D’une manière générale, trois mécanismes d’action des peptides antimicrobiens, 

possédant une structure secondaire en hélice α amphipathique, ont été proposés (Figure 3). 

A faible concentration, ces peptides se fixent parallèlement à la membrane bactérienne 

induisant la désorganisation des lipides de la bicouche et l’arrêt de la croissance bactérienne 

(Figure 3) (pour revue (Brogden, 2005).  
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Figure 3 : Les trois modèles de mécanismes d’actions proposés des peptides antimicrobiens en 

hélice α amphipathique. 

A faible concentration, les peptides antimicrobiens possédant une structure secondaire en hélice α 

amphipathique se fixent parallèlement à la membrane bactérienne. Cette fixation induit la 

désorganisation des lipides de la bicouche entraînant l’arrêt de la croissance bactérienne.  

A forte concentration, la fixation des peptides conduit à la destruction de la bactérie par l’utilisation 

d’un des trois mécanismes d’action proposés. (la face hydrophobe des peptides est représentée en bleu 

et la face hydrophile en rouge). 

-Le modèle de « pores en tonneaux » (the barrel-stave model) : les peptides s’insèrent 

perpendiculairement dans la bicouche avec les régions hydrophobes des peptides alignées avec les 

chaînes d’acides gras des lipides. Les régions hydrophiles des peptides se retrouvent donc vers 

l’extérieure et forment un pore dans la membrane. 

-Le modèle de « pores toroïdaux » (the toroidal model) : Comme précédemment, les peptides 

s’insèrent perpendiculairement dans la bicouche mais dans ce cas, les peptides induisent le repliement 

des monocouches supérieures et inférieures pour former une couche lipidique continue. De ce fait, le 

pore est formé par les régions hydrophiles des peptides et les têtes lipidiques. 

-Le modèle « tapis » (the carpet model) : les peptides restent fixés de manières parallèles à la 

bic<ouche avec la région hydrophobe qui interagit avec les chaînes d’acides gras des lipides, induisant 

un repliement de la monocouche supérieure. Ainsi le peptide tapisse la face extérieure et intérieure de 

la bicouche induisant la perturbation de la membrane sans formation de pore.  

Dans les trois modèles, la formation des pores en tonneaux ou toroïdaux ainsi que le tapissage de la 

bicouche conduisent à la mort des bactéries.   

 

L’augmentation de la concentration des peptides conduit à la mort des pathogènes par 

l’un des trois mécanismes d’action proposés. Dans le modèle de « pores en tonneaux », les 

peptides s’insèrent perpendiculairement dans la bicouche lipidique. Les régions hydrophobes 
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des peptides sont alignées avec les chaînes d’acides gras des lipides formant un pore avec les 

régions hydrophiles vers l’extérieure. Dans le modèle de « pores toroïdaux », les peptides 

s’insèrent également perpendiculairement dans la bicouche mais dans ce cas, ils induisent le 

repliement des monocouches supérieures et inférieures pour former une couche lipidique 

continue. De ce fait, le pore est formé par les régions hydrophiles des peptides et les têtes 

lipidiques. Enfin, le modèle « tapis » est le seul dans lequel les peptides n’induisent pas la 

formation d’un pore. Dans ce cas, ils restent fixés de manières parallèles à la bicouche et 

induisent le repliement des monocouches lipidiques. Ainsi les peptides tapissent la face 

extérieure et intérieure de la bicouche induisant la perturbation de la membrane par un effet de 

type détergent (Figure 3) (pour revue (Brogden, 2005).  

 

Structure du peptide LL-37 et interaction avec les membranes artificielles : modèle 

d’action proposé 

En solution aqueuse, le peptide LL-37, possède une conformation aléatoire. Du fait de 

sa séquence en acide aminé, le peptide possède une charge nette positive (6+) (Figure 4). Il 

adopte sa conformation en hélice α, nécessaire à l‘activité antimicrobienne, en présence de 

lipides (Figure 4) (Oren et al, 1999) et de différents facteurs, tels que la composition et la 

concentration en anions ou le pH de la solution (Johansson et al, 1998).  

Il a été montré qu’en présence de micelles formées de Sodium-dodecyl-sulfate (SDS) 

LL-37 présente une forme en hélice α continue avec une courbure entre les résidus 14-16 

(Wang, 2008) (Figure 4). En revanche, dans des micelles composées de 

dodecylphosphatidylcholine (DPC), LL-37 possède un motif « hélice-cassure-hélice », avec la 

cassure au niveau de la lysine 12 (Porcelli et al, 2008). Dans les deux cas, l’hélice α est courbée 

et possède une face hydrophobe avec seulement un acide aminé hydrophile, la sérine 9, vers le 

côté concave et une face hydrophile. De plus il a été mis en évidence l’importance des résidus 

Leucine 28 à Valine 32 dans l’interaction du peptide avec les lipides anioniques tels que les 

phosphatidylglycérols (PG), composant majoritaire des membranes bactériennes (Li et al, 

2006). 
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Figure 4 : Structure secondaire du peptide antimicrobien LL-37. 

En haut : Représentation de la conformation en hélice α du peptide LL-37, en micelles SDS, avec une 

première hélice I, une courbure entre les résidus 14 et 16 indiquée par la flèche, une deuxième hélice II 

et une partie C-terminale III. L = Leucine hydrophobe et neutre, F = phénylalanine hydrophobe et neutre, 

S = sérine hydrophile et neutre, I = Isoleucine hydrophobe et neutre.  

En bas : représentation de la structure amphipathique, avec la surface hydrophobe en blanc, les résidus 

basiques en bleu et les résidus acides en rouge. D = acide aspartique, hydrophile et charge négative, R 

= arginine, hydrophile et charge positive, K = lysine, hydrophile et charge positive, E = acide 

glutamique, hydrophile et charge négative. Charge nette du peptide +6. Figure issue de (Wang, 2008).  

 

Pour déterminer quel mécanisme d’action le peptide LL-37 utilise sur les membranes 

bactériennes, plusieurs études ont été réalisées sur des membranes artificielles. 

Il a été mis en évidence que le peptide est capable de se fixer sur des membranes 

artificielles composées de phosphatidylcholines (PC) ou de phosphatidylglycérols (PG) (Figure 

5 A). Cette fixation est dépendante des attractions électrostatiques des charges positives du 

peptide et des charges négatives des lipides. De plus, la présence d’acides aminés hydrophobes 

dans la composition du peptide (Figure 4), lui permet de s’insérer à l’interface polaire/apolaire 

de la bicouche lipidique (Figure 5 B) (Ding et al, 2013; Henzler-Wildman et al, 2004).  

Il apparaît que pour des concentrations inférieures à 2µM, LL-37 se fixe de manière 

parallèle dans ces membranes sans induire de changement de l’orientation des têtes lipidiques 

(Figure 5 A) (Ding et al, 2013; Henzler-Wildman et al, 2003). En revanche, à 4µM, l’insertion 

au niveau des lipides entraîne la désorganisation des chaînes des lipides (Henzler-Wildman et 

al, 2003) et empêche leur coopération, induisant un amincissement de la bicouche lipidique 

(Henzler-Wildman et al, 2004). A plus forte concentration (à partir de 10µM), la fixation du 

peptide reste parallèle à la membrane et induit une inclinaison des lipides. Dans ce cas, des 

courbures de la membrane apparaissent mais le peptide n’induit pas la formation de pore 
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(Henzler-Wildman et al, 2003; Oren et al, 1999). Ces résultats suggèrent que LL-37 utilise le 

modèle « tapis » sur les membranes bactériennes. 

 

 

Figure 5 : Modèle de fixation du peptide LL-37 aux bicouches lipidiques artificielles. 

A. LL-37 se fixe de manière parallèle aux bicouches lipidiques composées de lipides de type 

phosphatidylcholines ou phosphatidylglycérols. (figure issue de (Ding et al, 2013) 

B. La face hydrophobe du peptide LL-37 (partie hachurée) interagit avec les acides gras 

hydrophobes des phospholipides qui composent les bicouches lipidiques. (figure issue de (Henzler-

Wildman et al, 2004)) 

 

LL-37 interagit avec les membranes des pathogènes 

Ce phénomène a été illustré par l’équipe de Sochaki qui, par des techniques de 

microscopies en temps réel, a pu mettre en évidence trois phases d’attaque de la bactérie à gram-

négatif E. coli par LL-37 (Sochacki et al, 2011). La première phase est la fixation du peptide 

sur la membrane externe de la bactérie grâce aux attractions électrostatiques entre le peptide 

LL-37 qui est chargé positivement et le lipopolysaccharide (LPS) négatif, un des composants 

de la paroi bactérienne (Larrick et al, 1995a). LL-37 interagit avec le fragment lipophile du 

LPS, le lipide A anionique, qui le maintien en place dans le feuillet de glycolipides (Neville et 

al, 2006b). De plus, il a été mis en évidence que le peptide LL-37 cible principalement les 

bactéries en division, en s’accumulant au niveau du centre de division (Sochacki et al, 2011). 

Ces observations suggèrent que le peptide est capable de discriminer les membranes, 

probablement en fonction de leur composition. Pour une concentration du peptide inférieure à 

7,5 µM, la fixation du peptide à la membrane stop seulement la croissance bactérienne (Oren 

et al, 1999). 

Au contraire, au-delà de cette concentration, la deuxième phase d’attaque du peptide 

apparaît. LL-37 tapisse le côté extérieur de la membrane, puis la travers pour atteindre le 
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périplasme puis la membrane cytoplasmique qu’il désorganise rapidement (phase trois), 

conduisant finalement à la destruction de la bactérie (Sochacki et al, 2011). 

En résumé, LL-37 inhibe la croissance des bactéries par un mécanisme majeur suivant 

le modèle « tapis ». Il se fixe parallèlement aux membranes bactériennes externes grâce aux 

attractions électrostatiques et hydrophobes et en tapisse la surface. Cette fixation entraîne la 

perturbation des lipides de la membrane bactérienne et inhibe la transduction des signaux 

impliqués dans la prolifération des bactéries pour une concentration de 7,5µM. Au-delà de cette 

concentration (12µM), LL-37 entraîne la destruction de la bactérie (Figure 6). 

Ce mécanisme d’action « tapis » a été plus particulièrement étudié pour les bactéries 

mais il semble que LL-37 fonctionne de la même manière sur les fungiques tels que Candida 

albicans (Den Hertog et al, 2005) et sur les virus, où il est capable de tapisser l’enveloppe de 

Vaccinia virus (Dean et al, 2010; Howell et al, 2004) .  

 

 

Figure 6 : Mécanisme d’action du peptide LL-37, à de fortes concentrations, suivant le modèle 

« tapis », sur les membranes bactériennes. 
LL-37 se fixe parallèlement sur la membrane externe (Outer membrane) par les interactions 

hydrophobes et électrostatiques entraînant la perturbation des lipides membranaires. Pour une 

concentration de LL-37 à 7,5µM, ce mécanisme induit l’arrêt de la croissance bactérienne. Au-delà de 

cette concentration LL-37 est capable de passer dans le périplasme, puis au niveau de la membrane 

interne (Inner membrane) qu’il désorganise également, conduisant à la mort du pathogène. Figure issue 

de (Oren et al, 1999). 
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LL-37 active la phagocytose et les récepteurs membranaires  

Outre son action directe sur les membranes microbiennes, LL-37 est également capable 

d’augmenter le phénomène de phagocytose des neutrophiles (Alalwani et al, 2010) et des 

macrophages pour permettre la clairance bactérienne (Wan et al, 2014). En effet, lors d’une 

infection de macrophages humains, LL-37 augmente l’expression du TLR4 induisant la 

phagocytose d’E. Coli (Wan et al, 2014). Pour des cellules épithéliales pulmonaires, il a 

également été montré un rôle du peptide dans l’internalisation du LPS. En effet, dans ces 

cellules, le TLR4 est localisé dans des compartiments intracellulaires et il est donc nécessaire 

de délivrer le LPS jusqu’à ces compartiments pour activer le récepteur et induire une réponse 

pro-inflammatoire des cellules épithéliales. Pour cela, LL-37 fixe le LPS et facilite son 

internalisation par un mécanisme d’endocytose dépendent des radeaux lipidiques et du 

récepteur au facteur de croissance épidermique, EGFR (Shaykhiev et al, 2010). 

De la même manière, lors d’infections virales, une libération d’ARN doubles brins par 

les virus et les cellules infectées a été observée. Dans des cellules épithéliales bronchiques, LL-

37 interagit avec ces ARN doubles brins pour favoriser la signalisation par le TRL3 (Lai et al, 

2011). Ce mécanisme a été confirmé dans des cellules épithéliales bronchiques, où LL-37 se 

complexe au poly(I:C), analogue des ARN doubles brins viraux. Le complexe poly(I:C)/LL-37 

est internalisé via un mécanisme dépendant du récepteur FPRL-1 (formyl peptide receptor-like 

1) jusqu’aux endosomes où est localisé le récepteur TRL3. Ce mécanisme permet d’activer les 

cellules épithéliales et déclencher la réponse immunitaire contre le virus (Singh et al, 2013). 

Le récepteur FPRL-1 a été identifié dans les neutrophiles et possède une forte homologie 

avec le récepteur au N-formyl-peptide (FPR), peptide dont la partie N-terminale est une N-

formylméthionine et qui est produit lors de la dégradation des pathogènes. Le récepteur FPRL-

1 possède 7 domaines transmembranaires et fait partie de la famille des récepteurs couplés aux 

protéines G (RCPG). Il est exprimé dans les cellules immunitaires et les cellules épithéliales où 

il régule, entre autre, la production de cytokines, l’entrée de calcium et la migration cellulaire 

via l’activation de voies de signalisation telles que les voies MAPK et PI3K/AKT (Le et al, 

2002). FPRL-1 est notamment impliqué dans le recrutement des neutrophiles sur les sites 

d’inflammation (Murphy et al, 1992). 

LL-37 peut également avoir une action directe sur les cellules épithéliales pour prévenir 

les infections par les pathogènes. Par exemple, le peptide interagit directement avec les cellules 

épithéliales pulmonaires ce qui augmente leur contenu en F-actine et leur rigidité. Ce 

phénomène permet de diminuer la perméabilité membranaire empêchant ainsi l’invasion des 
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cellules par Pseudomonas aeruginosa, bactérie responsable d’infections pulmonaires 

chroniques (Byfield et al, 2011). 

 

3.2. LL-37 module la réponse immunitaire innée et adaptative 

 

En dehors de son action directe sur les pathogènes, plusieurs études montre la capacité 

du peptide LL-37 à induire la production de cytokines et chimiokines dans divers types 

cellulaires, dont les cellules immunitaires mais également des cellules épithéliales, permettant 

de moduler la réponse immunitaire.  

En 2009, Mookherjee et son équipe mettent en évidence l’augmentation l’expression de 

plus de 500 gènes dans des monocytes, suite à un traitement avec LL-37. Ces gènes semblent 

tous être impliqués dans des fonctions immunitaires, puisqu’il s’agit de gènes codant pour des 

chimiokines/cytokines et leurs récepteurs, des molécules de signalisation cellulaire, de 

développement et de différentiation des lymphocytes ou encore des molécules d’adhésion. Ils 

observent également la production de divers cytokines et chimiokines induite par LL-37 dans 

les cellules mononucléaires du sang périphérique, les cellules dendritiques et les lymphocytes 

(Mookherjee et al, 2009). Cette étude montre l’importance du peptide LL-37 dans la modulation 

de la réponse immunitaire.  

De plus, il a été montré que le peptide LL-37 est capable de faire le lien entre le système 

immunitaire inné et le système adaptatif. En effet, LL-37 est capable de moduler la 

différenciation des cellules dendritiques immatures et d’induire la production de certaines 

cytokines, dont l’interféron-γ (IFN-γ) permettant de moduler la réponse des cellules T helper 

de type 1 (Th1) au niveau des sites d’inflammation (Davidson et al, 2004). L’internalisation du 

peptide dans les cellules dendritiques immatures lors de la perturbation de la barrière épithéliale 

conduit à un changement de phénotypes des cellules dendritiques qui sont alors capables de 

migrer vers les ganglions lymphatiques et d’interagir avec les lymphocytes pour induire leur 

activation (Bandholtz et al, 2006). LL-37 a donc la capacité de faire communiquer les systèmes 

immunitaires inné et adaptatif.  

Quelques études ont mis en évidence un rôle anti-inflammatoire du peptide. En effet, 

dans certains cas, LL-37 inhibe la production de cytokines pro-inflammatoires telles que l’IL-

1β, d’IL-6 et TNF-α (Alalwani et al, 2010) ou au contraire favorise celle de cytokines anti-

inflammatoire comme l’IL-10 (Mookherjee et al, 2009). Bien que ce rôle spécifique ait été 

étudié, LL-37 induit principalement une réponse pro-inflammatoire dans les cellules. 
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3.2.1. Mécanisme d’action du peptide LL-37 pour induire une réponse 

pro-inflammatoire 

Le peptide LL-37 induit la production de diverses cytokines pro-inflammatoires dans 

différents types cellulaires. Par exemple, dans des mastocytes humains, LL-37 augmente 

l’expression de l’IL-2, IL-4, IL-6, IL-8 et du TNF-α. Il augmente plus particulièrement 

l’expression et le relargage de l’IL-31, cytokine impliquée dans l’inflammation dans le cas 

d’eczéma. Dans ce cas, LL-37 active plusieurs voies de signalisation qui conduisent à 

l’augmentation d’IL-31, dont les voies de la protéine phosphoinositide 3-kinase (PI3K) et 

MAPK (Niyonsaba et al, 2010).  

LL-37 favorise aussi la libération de la cytokine pro-inflammatoire, IL-1β dans les 

monocytes par l’activation du récepteur/canal purinergique P2X7. P2X7 est un récepteur/canal 

appartenant à la famille des récepteurs purinergiques P2X. Il est constitué de deux domaines 

transmembranaires et avec les domaines N- et C-terminaux intracellulaires. Il est exprimé dans 

la plupart des cellules immunitaires, dont les macrophages, monocytes, lymphocytes, cellules 

dendritiques mais également par d’autres types cellulaires, dont les cellules épithéliales. L’ATP 

extracellulaire est le principal agoniste du récepteur/canal P2X7 et son activation par l’ATP 

conduit à l’activation d’un courant ionique mais également à l’activation de diverses voies de 

signalisation. P2X7 est impliqué dans la réponse immunitaire innée, et plus particulièrement 

dans la réponse inflammatoire en favorisant, entre autre, la sécrétion de cytokines pro-

inflammatoires et par son association avec l’inflammasome (Coddou et al, 2011; Wiley et al, 

2011). Ici, l’activation de P2X7 par LL-37 est indépendante de l’ATP extracellulaire, suggérant 

un rôle d’agoniste directe du peptide (Elssner et al, 2004). Cette dernière proposition a été 

réfutée par l’équipe de Tomasinsig en 2008 qui a montré que LL-37 et le peptide de chiralité 

opposé, (D)-LL-37, activent le récepteur/canal de la même manière suggérant une activation 

indirecte de P2X7 (Tomasinsig et al, 2008).  

L’activation de P2X7 par LL-37 a également été observée dans divers types cellulaires 

pour permettre la production de la chimiokine IL-8. Dans des fibroblastes gingivaux humains, 

la production d’IL-8 induite par LL-37 passe par l’activation du récepteur/canal P2X7 puis de 

la voie de signalisation MEK/ERK (Figure 7) (Montreekachon et al, 2011). Le même 

phénomène a été décrit dans des cellules musculaires lisses des voies respiratoires où 

l’activation de P2X7 par LL-37 permet d’activer plusieurs voies de signalisation, ERK1/2, p38 

MAPK et Src, et donc la production d’IL-8 (Figure 7) (Zuyderduyn et al, 2006). En revanche, 

la production d’IL-8 est indépendante de la voie MEK/ERK dans des kératinocytes primaires. 
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Dans ce cas, il a été observé une activation des protéines de la famille des Src kinases qui 

induisent la phosphorylation de la protéine AKT. AKT phosphorylée active les facteurs de 

transcriptions CREB et ATF1 permettant la transcription du gène codant pour l’IL-8 (Nijnik et 

al, 2012). Il semble donc que l’activation de P2X7 par LL-37 permette l’activation de voies de 

signalisation, simulant l’action de son agoniste. En effet, l’activation de P2X7 peut induire 

différentes voies de signalisation (Wiley et al, 2011) comme, par exemple, au niveau 

d’astrocytes ou d’ostéoblastes, la voie ERK1/2, par un mécanisme dépendant de l’entrée de 

calcium (Gendron et al, 2003; Liu et al, 2008).  

Les voies de signalisation activées par LL-37 pour la production d’IL-8 peuvent différer 

en fonction du type cellulaire. En effet, LL-37 peut activer la voie MEK/ERK pour induire la 

production de la chimiokine, indépendamment de P2X7, en activant un autre récepteur 

membranaire, celui du facteur de croissance épidermique, EGFR (Figure 7) (Tjabringa et al, 

2003). Ce récepteur fait partie de la famille des récepteurs tyrosine kinase (RTK) ErbB qui 

comprend 4 membres, ErbB1 à 4. EGFR, également appelé ErbB1, possède un domaine 

extracellulaire, un domaine transmembranaire et un domaine intracellulaire possédant la 

fonction tyrosine kinase. EGFR peut être activé par différents ligands dont les deux plus 

importants sont le facteur de croissance épidermique, EGF, et le facteur de croissance 

transformant-α, TNF-α. Suite à la fixation de son ligand, EGFR s’homo- ou s’hétéro-dimérise. 

Il est alors capable de s’auto-phosphorylé au niveau du domaine tyrosine kinase ce qui permet 

le recrutement de protéines de signalisation et l’activation des voies de signalisation (Herbst, 

2004). EGFR peut également être activé par un mécanisme dépendant d’une activation 

préalable des récepteurs couplés aux protéines G (RCPG). On parle alors de transactivation du 

récepteur EGFR. En effet, l’activation des RCPG induit celle des métalloprotéases 

membranaires qui clivent le ligand EGF membranaire permettant sa sécrétion en extracellulaire. 

L’EGF se fixe alors au récepteur EGFR et peut l’activer comme décrit précédemment. D’un 

autre côté, l’activation des RCPG peut également conduire à l’activation de seconds messagers 

tels la protéine kinase C (PKC), la protéine tyrosine kinase 2 (Pyk2) ou la protéine Src. Ces 

protéines kinases phosphorylées sont capables d’activer le récepteur EGFR. Dans tous les cas, 

l’activation du récepteur EGFR permet l’activation de différentes voies de signalisation dont 

les voies MAPK, ERK1/2 ou p38 MAPK, et la voie PI3K/AKT (pour revue (George et al, 

2013). 

Dans les cellules épithéliales des voies respiratoires, LL-37 induit la transactivation du 

récepteur EGFR via l’activation des métalloprotéases membranaires, permettant la libération 

du ligand membranaire du récepteur EGFR. La fixation du ligand active EGFR conduisant à 
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l’activation de la voie MEK/ERK qui elle-même induit la transcription de gènes dont celui 

codant pour l’IL-8 (Figure 7) (Tjabringa et al, 2003). En fonction du type cellulaire, l’activation 

du récepteur à l’EGF par LL-37 active plusieurs voies de signalisation. En effet dans des lignées 

cellulaires humaines de kératinocytes et d’épithélium bronchique, LL-37 favorise la production 

d’IL-8 et IL-6 via l’activation d’EGFR et de facteur de transcription NF-κB mais 

indépendamment de la voie MEK/ERK (Filewod et al, 2009; Pistolic et al, 2009).  

LL-37 semble donc capable d’utiliser différents récepteurs membranaires – EGFR, 

P2X7 - pour induire l’activation de voies de signalisation dont les voies MAPK et AKT. Ici, 

ces voies de signalisation permettent la production de cytokines ou chimiokines pour favoriser 

une réponse pro-inflammatoire, mais elles sont aussi connues pour être impliquées dans les 

phénomènes de prolifération, différenciation ou encore de migration cellulaire (Glading et al, 

2000; Marshall, 1995). 

 

 

Figure 7 : LL-37 active le récepteur/canal P2X7 ou le récepteur EGFR pour induire la production 

d’IL-8 dans divers types cellulaires. 

L’activation de P2X7 par LL-37 active la voie de signalisation MAPK conduisant à la production de la 

chimiokine IL-8 dans les fibroblastes et les cellules musculaires lisses des voies respiratoires. 

La transactivation du récepteur EGFR induite par LL-37 permet également l’activation de la voie MAPK 

et la production d’IL-8 dans les cellules épithéliales.  

(Figure issue de (Zuyderduyn et al, 2006) 
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3.2.2. Mécanisme d’action pour le rôle chimioattractant de LL-37 

La production de la chimiokine IL-8 induite par LL-37 sert de chimioattractant à divers 

types cellulaires. Cette augmentation de la migration de cellules immunitaires indirecte par LL-

37, lui permet d’attirer ces cellules sur les lieux des infections ou de blessures pour permettre 

une meilleure défense immunitaire (Montreekachon et al, 2011). Par exemple dans les 

macrophages, LL-37 augmente l’expression de plusieurs gènes codant pour des chimiokines et 

leurs récepteurs (Scott et al, 2002). 

LL-37 peut également activer directement la migration cellulaire. Il a été montré que le 

peptide est capable d’augmenter la migration de plusieurs types de cellules isolées du sang 

humain dont les monocytes, les neutrophiles et les cellules T, par l’induction d’un influx de 

calcium et l’activation du récepteur FPRL-1 (De Yang et al, 2000). Cet influx de calcium induit 

par le peptide pourrait favoriser la migration cellulaire (l’implication du calcium dans la 

migration cellulaire est développée dans le chapitre 6 de l’introduction). 

Outre les cellules immunitaires, LL-37 active la migration des kératinocytes. Dans ce 

cas, LL-37 active les métalloprotéases membranaires qui clivent le domaine extracellulaire du 

HB-EGF. Le HB-EGF est un facteur de croissance de type épidermique (EGF) se fixant à 

l’héparine et est un ligand du récepteur EGFR. Il entraîne la phosphorylation d’EGFR qui peut 

alors activer des voies de signalisation intracellulaires qui conduisent à la phosphorylation du 

facteur de transcription STAT3. STAT3 est connu pour être impliqué dans la transcription de 

gènes qui favorisent la migration des kératinocytes (Tokumaru et al, 2005). Cette augmentation 

de la migration des kératinocytes par LL-37 participe notamment à la réparation de blessure, 

autre rôle bien connu du peptide. 

 

 

3.3. Rôle du peptide LL-37 dans la réparation de blessure 

 

Le processus de réparation épithéliale s’avère complexe et comprend différentes phases 

dont certaines peuvent impliquées LL-37 (pour revue (Velnar et al, 2009). En effet, l’expression 

du peptide est augmentée dans des lésions inflammatoires cutanées telles que le psoriasis 

(Frohm et al, 1997; Sørensen et al, 2003a) mais également au niveau de blessures stériles 

(Dorschner et al, 2001). Les études de l’implication de LL-37 dans la réparation épithéliale 

mettent en évidence le rôle du peptide, dans un premier temps, dans la phase d’inflammation 
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suite à la blessure, puis pendant la phase de réparation tissulaire indépendamment de 

l’inflammation.  

Après la phase de coagulation, la phase inflammatoire et la barrière immunitaire se 

mettent en place (Velnar et al, 2009). La production du peptide par les cellules épithéliales lors 

de plaies cutanées permet le recrutement des cellules immunitaires dont les neutrophiles et les 

macrophages par la production de cytokines comme décrit précédemment (De Yang et al, 2000; 

Mookherjee et al, 2009; Tokumaru et al, 2005). Ces cellules produisent alors elles-mêmes LL-

37 qui peut avoir un rôle directe sur les pathogènes (Crack et al, 2012) ou un rôle indirect en 

favorisant leur phagocytose par les cellules immunitaires (Alalwani et al, 2010; Wan et al, 

2014).  

Suite à la mise en place de la barrière immunitaire, l’épithélium doit se reconstruire, 

c’est alors la phase de prolifération qui comprend plusieurs mécanismes différents dans lesquels 

LL-37 peut intervenir indépendamment de l’inflammation. En effet, lors de cette phase les 

cellules épithéliales doivent plus particulièrement proliférer et migrer pour permettre la 

cicatrisation (Velnar et al, 2009). Le rôle du peptide dans ré-épithélialisation a été mis en 

évidence dans plusieurs études. En effet, LL-37 favorise un phénotype migratoire et prolifératif 

des kératinocytes qui se trouvent au bord des plaies (Heilborn et al, 2003) ou des cellules 

épithéliales des voies respiratoires permettant la cicatrisation de plaies (Shaykhiev et al, 2005). 

Dans les kératinocytes, l’augmentation de la migration passe par l’activation de la voie EGFR 

induite par LL-37 (Tokumaru et al, 2005). Dans les kératinocytes au bord des plaies, le peptide 

est capable d’induire la formation de structures migratoires de type filopodes via l’activation 

du récepteur FPRL-1 et des voies de signalisation MAPK et PI3K/AKT ce qui favorise le 

phénotype migratoire (Carretero et al, 2007). Ces voie de signalisation sont connues pour être 

impliquées dans la migration cellulaire (Glading et al, 2000; Nobes & Hall, 1995). 

De plus, LL-37 est capable de diminuer les phénomènes de mort cellulaire et plus 

particulièrement l’apoptose des kératinocytes pour favoriser la réparation tissulaire (Chamorro 

et al, 2009). Cette inhibition de l’apoptose par LL-37 a également été mise en évidence dans 

les neutrophiles où LL-37 active les récepteurs FPRL-1 et P2X7 induisant la phosphorylation 

des protéines ERK1/2. ERK1/2 favorisent les signaux de survie et augmentent l’expression de 

protéines anti-apoptotiques de la famille Bcl-2, dont Bcl-xL. Bcl-xL inhibe l’activité de la 

caspase 3, enzyme impliquée dans les processus de mort cellulaire. L’activation de cette voie 

de signalisation par LL-37 permet de diminuer l’apoptose des neutrophiles et donc prolonger 

leur réponse immunitaire lors d’infections ou de blessures (Nagaoka et al, 2006). 
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Lors d’ulcère chronique cutané, le peptide LL-37 est absent (Heilborn et al, 2003). Il a 

été proposé que cette absence était due à la protéolyse du peptide par les pathogènes qui peuvent 

coloniser les lésions (Schmidtchen et al, 2002). Une étude plus récente sur un modèle de lésions 

d’ulcère chronique ex vivo montre que la déficience en peptide est due à une diminution de la 

synthèse du peptide plutôt qu’à une protéolyse (Grönberg et al, 2011). Au niveau de ces lésions, 

un traitement avec la vitamine D3 permet de restaurer l’expression de LL-37 et favorise la 

cicatrisation confirmant son rôle dans ce phénomène (Heilborn et al, 2010). L’implication de 

LL-37 dans la ré-épithélialisation a été mise en évidence également dans un modèle in vivo de 

souris diabétiques par une technique d’élétroporation qui permet de surexprimer l’ADN codant 

pour LL-37 de manière transgénique sans infection virale. Dans ce cas l’augmentation de 

l’expression de LL-37 au niveau des kératinocytes qui se trouvent au bord des plaies favorise 

leur migration par l’expression de la cytokine IL-6. Cette étude met également en évidence le 

rôle du peptide dans les phénomènes d’angiogenèse car la surexpression de LL-37 entraîne la 

production du facteur angiogénique, VEGF (Steinstraesser et al, 2014).  

Lors de la phase de cicatrisation, les processus d’angiogenèse se mettent également en 

place car la création de nouveau vaisseaux est indispensable pour la cicatrisation (pour revue 

(Velnar et al, 2009). En effet, il a été mis en évidence que LL-37 est capable de stimuler 

l’angiogenèse par un effet direct sur les cellules endothéliales par l’activation de différentes 

voies de signalisation, dont les voies ERK1/2 et PI3K/AKT (Koczulla et al, 2003; Salvado et 

al, 2013).  

Enfin, la dernière phase de la réparation tissulaire qui est une phase de remodelage (pour 

revue (Velnar et al, 2009), LL-37 ne semble pas intervenir. En revanche tous les mécanismes 

d’actions du peptide sur les cellules immunitaires et épithéliales dans la majorité des étapes de 

la réparation de blessures décris ci-dessus montre le rôle important de LL-37 dans ce processus. 
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4. Rôles du peptide LL-37 dans le cancer 

Il avait été proposé un rôle anti-tumoral général des peptides antimicrobiens du fait de 

leurs effets cytotoxiques sur les cellules eucaryotes entraînant une diminution de la croissance 

tumorale lors d’étude chez la souris (Winder et al, 1998). Ces études se basent sur des peptides 

antimicrobiens capables de former des pores et de désorganiser les membranes cellulaires ou 

encore d’induire l’apoptose des cellules (Mader & Hoskin, 2006).  

Depuis quelques années, des rôles du peptide antimicrobien LL-37 apparaissent dans le 

cancer mais ses mécanismes d’action s’avèrent complexes et dépendent du type de cancer 

étudié. En effet, il possède un rôle anti-tumoral dans des cancers du tractus gastro-intestinal 

(Ren et al, 2012; Wu et al, 2010a). En revanche, il a été retrouvé surexprimé dans le cancer du 

sein (Heilborn et al, 2005), des ovaires (Coffelt et al, 2008), du pancréas (Sainz et al, 2015), du 

poumon (von Haussen et al, 2008), de la prostate (Hensel et al, 2011), le mélanome (Kim et al, 

2010). Dans ces cancers, les récepteurs et les voies de signalisation activés par LL-37 sont 

différents, mais les études concluent toutes à une augmentation de la prolifération et/ou de la 

migration et l’invasion cellulaire suggérant le rôle pro-tumoral du peptide dans les cancers cités 

ci-dessus (Kuroda et al, 2015). 

L’expression du peptide LL-37, qu’elle soit physiologique ou associée à la pathologie 

cancéreuse est présentée dans le Tableau 1. Ce tableau résume également le rôle du peptide 

dans la progression tumorale mise en évidence par les études in vitro et sur des modèles in vivo. 

A la fin du chapitre consacré au rôle de LL-37 dans le cancer du sein, est présenté un 

tableau (Tableau 2) récapitulant l’ensemble des récepteurs et des voies de signalisation activés 

par le peptide et contribuant à la progression tumorale.  

 

 

  



56 

 

Tableau 1 : Expression physiologique du peptide LL-37 dans différents types de tissus comparé à 

son expression et son rôle observé dans les modèles de cancer. 
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4.1. Un rôle anti-tumoral du peptide LL-37 dans les cancers du 

tractus gastro-intestinal 

 

4.1.1. Le cancer oral 

Dans des lignées de carcinomes oraux humains, deux études ont mis en évidence un rôle 

anti-tumoral du peptide LL-37. Ils ont plus particulièrement étudié des peptides tronqués issus 

de LL-37, les peptides LL13-37 et LL-17-32 (Li et al, 2006) et le peptide hCAP18109-135 

(Okumura et al, 2004). les peptides LL-13-37 et LL-17-32 semblent posséder des rôles anti-

cancéreux plus efficaces que le peptide LL-37 total (Li et al, 2006). De plus, il a été montré que 

le peptide hCAP18109-135 induit l’apoptose des cellules cancéreuses de carcinome squameux oral 

par la désorganisation de l’intégrité des mitochondries de ces cellules (Okumura et al, 2004), 

mais le mécanisme d’action du peptide LL-37 et de ses dérivés sur ce type de cancer est encore 

peu connu (Tableau 1). 

 

4.1.2. Le cancer gastrique 

Au niveau du tractus gastrique sain, une étude immunohistochimique a révélé 

l’expression de LL-37 par les cellules épithéliales de la surface de l’estomac, des fosses 

gastriques supérieures ainsi que dans les glandes gastriques (Hase et al, 2003). Il apparaît que 

cette expression est perdue au cours du développement tumoral. En effet, dans des tissus 

prélevés chez des patients présentant des polypes hyperplasiques ou des adénomes tubulaires, 

LL-37 n’est plus exprimé par les cellules épithéliales et n’est détecté que dans les glandes 

gastriques. Dans le cas d’adénocarcinomes gastriques, l’expression du peptide n’est plus du 

tout détectée (Hase et al, 2003). Cette diminution de l’expression pourrait être la conséquence 

d’une délétion de la bande p21 du chromosome 3, où se situe le gène codant pour hCAP18/LL-

37 ou à une dérégulation du métabolisme de la vitamine D qui régule l’expression du gène 

codant pour la protéine hCAP18/LL-37, deux phénomènes fréquents dans les cellules 

cancéreuses gastriques (Wu et al, 2010a). Ici, l’absence d’expression du peptide semble 

associée à une augmentation du développement tumoral. En effet, sur une lignée cellulaire de 

cancer gastrique, un traitement avec LL-37 stop la progression du cycle cellulaire entraînant 

une diminution de la prolifération. De la même manière, lors de xénogreffe de tumeurs 

gastriques à des souris, le traitement avec LL-37 diminue la croissance tumorale par rapport 
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aux souris non traitées. Cette diminution de la prolifération cellulaire induite par LL-37 passe 

par l’activation d’une voie de signalisation spécifique, celle des récepteurs aux protéines 

morphogénétiques osseuses, BMPRs, protéines qui font partie de la famille des facteurs de 

croissance TGF-β. Cette voie de signalisation joue un rôle suppresseur de tumeur dans le cas 

de cancer gastrique (Wu et al, 2010a) (Tableau 1). 

 

4.1.3. Le cancer du côlon 

 

Ces études sont appuyées par de récentes découvertes sur un rôle identique du peptide 

dans le cancer du côlon (Ren et al, 2012). Dans des cellules épithéliales coliques saines, la 

régulation de l’expression de hCAP18/LL-37 est associée à la différenciation cellulaire. En 

effet, les cellules épithéliales de surface et adjacentes des cryptes supérieures expriment la 

protéine, contrairement des cellules des cryptes inférieures et du petit intestin. Cette expression 

est induite lors de la différenciation cellulaire et de la migration des cellules des cryptes 

inférieures vers la surface (Hase et al, 2002) 

En 2012, l’équipe de Ren observe une diminution de l’expression de LL-37 dans les 

tissus issus de patients atteints d’un cancer du côlon. Sur une lignée cancéreuse colique, le 

traitement avec LL-37 entraîne l’apoptose des cellules cancéreuses par l’augmentation de 

l’expression de la protéine suppresseur de tumeur, p53 (Ren et al, 2012). Il a été ensuite identifié 

un peptide tronqué issus de LL-37, FK-16, correspondant aux acides aminés 17 à 32, possédant 

les mêmes effets pro-apoptotiques sur ces cellules (Ren et al, 2013). C’est ce même peptide qui 

possède un rôle anti-cancéreux dans le carcinome oral (Li et al, 2006). L’efficacité de ce peptide 

tronqué issu de LL-37 dans deux types de cancer met en évidence la région indispensable du 

peptide total pour son rôle anti-cancéreux.  

L’inhibition du développement tumoral colique par LL-37 peut aussi être indépendante 

de l’induction de l’apoptose. En effet, LL-37 désorganise le cytosquelette des cellules 

épithéliales cancéreuses du côlon ce qui bloque leur transition épithélio-mésenchymateuse et 

diminue ainsi le phénomène d’invasion cellulaire (Cheng et al, 2015) (Tableau 1).  

 

Le rôle anti-cancéreux de LL-37 dans ces différents cancers ouvre des perspectives 

thérapeutiques pour leur traitement. En effet, la restauration de l’expression du peptide ou le 

traitement ciblé des tumeurs avec le peptide pourrait permettre de diminuer la progression 

tumorale. Les nanoparticules sont étudiées depuis quelques années pour leur potentiel 
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thérapeutique. Elles peuvent être utilisées par exemple dans le traitement de cancer. En se 

basant sur des caractéristiques spécifiques des tumeurs comme la surexpression de certaines 

protéines ou encore l’hypoxie, les nanoparticules qui contiennent des agents anti-cancéreux 

peuvent cibler spécifiquement les cellules cancéreuses pour permettre la délivrance du 

traitement (Tietze et al, 2015). Ce traitement spécifique peut être utilisé pour le traitement des 

cancers gastriques, oraux et coliques par le peptide LL-37. En effet, une équipe a montré 

récemment que le couplage du peptide avec ces nanoparticules n’altère pas son rôle anti-

tumoral sur les cellules cancéreuses coliques in vitro (Niemirowicz et al, 2015). Cette approche 

pourrait donc être un bon moyen de traiter les cellules cancéreuses avec le peptide in vivo pour 

diminuer la progression tumorale des cancers oraux, gastriques et coliques. 

 

4.2. Un rôle pro-tumoral du peptide LL-37 dans les autres types 

de cancer 

 

En dehors des trois types de cancer présentés précédemment, il a été mis en évidence un 

rôle du peptide LL-37 dans le développement tumoral de la majorité des cancers. Il participe 

principalement au processus de dissémination des métastases par l’activation de divers 

récepteurs membranaires et voies de signalisation (Tableau 2). 

4.2.1. Le cancer du pancréas 

Très récemment, une étude a montré l’implication du peptide LL-37 dans 

l’adénocarcinome pancréatique (Sainz et al, 2015) (Tableau 1). L’étude de tissus adjacents aux 

tumeurs pancréatiques, dit « sains », par immunohistochimie, révèle une faible expression de 

la protéine hCAP18/LL-37 dans les cellules pancréatiques. En revanche, la protéine est détectée 

dans la majorité des tissus tumoraux mais cette expression est restreinte aux cellules stromales 

et n’est pas présente dans les cellules cancéreuses pancréatiques. Plus précisément, les auteurs 

ont observé que les macrophages présents dans le stroma des tumeurs du pancréas expriment 

une forte quantité de LL-37 (Sainz et al, 2015).  

Le peptide, ainsi produit par les macrophages infiltrant la tumeur, active les récepteurs 

P2X7 et FPRL-1 présents sur ces cellules souches cancéreuses. L’activation des récepteurs 

entraîne une augmentation de la phosphorylation des protéines ERK1/2, AKT et PKC ainsi que 

des médiateurs de la transition épithélio-mésenchymateuse. LL-37 favorise donc la migration 
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et l’invasion des cellules souches cancéreuses pancréatiques in vitro (Figure 8). Ces 

observations ont été confirmées in vivo dans modèle murin, où les souris qui n’expriment plus 

le gène codant pour CRAMP (cathelicidine murine) développent moins de tumeurs que les 

souris contrôles, après transplantation de cellules cancéreuses pancréatiques.  

De plus, les cellules souches cancéreuses produisent des protéines de la famille TGF-β. 

Ces protéines, captées par les macrophages associés à la tumeur, augmentent l’expression de 

hCAP18/LL-37 dans le microenvironnement tumoral. Cette étude met en évidence l’influence 

de ce microenvironnement dans la progression du cancer du pancréas par la production du 

peptide LL-37 (Sainz et al, 2015) (Figure 8). 

 

 

Figure 8 : Mécanisme d’action du peptide LL-37 sur les cellules souches cancéreuses 

pancréatiques. 
Les macrophages associés à la tumeur produisent LL-37. Cette production est favorisée par les protéines 

de la famille du TGF-β qui sont produites par les cellules souches cancéreuses pancréatiques. Ces 

protéines favorisent l’expression de LL-37 dans les macrophages. Cette forte production du peptide dans 

le microenvironnement tumoral active les récepteurs P2X7 et FPRL-1 des cellules souches cancéreuses, 

augmentant leur migration, invasion et prolifération in vitro et le développement des métastases in vivo. 

Figure réalisée à partir de l’étude de (Sainz et al, 2015). 
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4.2.2. Le mélanome 

Il a été mis en évidence un rôle pro-tumoral du peptide LL-37 au niveau de cancer de la 

peau. En effet, dans des cellules de mélanome, l’expression de hCAP18/ LL-37 est augmentée 

par rapport aux cellules de peau normales. Les études ont mis en évidence que le peptide 

augmente la prolifération, la migration et l’invasion de ces cellules cancéreuses, mais le 

mécanisme d’action de LL-37 n’a pas encore été identifié (Kim et al, 2010) (Tableau 1).  

 

4.2.3. Le cancer de la prostate 

Une étude immunohistochimique des tissus prostatiques humains a révélé 

l’augmentation de l’expression du peptide LL-37 dans les tumeurs prostatiques par rapport aux 

tissus sains où l’expression est assez faible. De plus, une augmentation plus importante de LL-

37 a été détectée dans les lésions métastatiques osseuses issues de cancer de la prostate. Dans 

cette étude, l’expression de LL-37 est détectée dans les cellules cancéreuses et non dans le 

stroma (Hensel et al, 2011) (Tableau 1).  

La même distribution du peptide murin CRAMP a été observée chez des souris 

présentant des tumeurs prostatiques transgéniques. De ce fait, les auteurs ont étudié CRAMP 

pour tenter de comprendre le rôle du peptide humain dans le cancer de la prostate. Dans les 

tumeurs et sur des lignées cellulaires de prostates murines, CRAMP augmente la prolifération 

et l’invasion suggérant un rôle du peptide LL-37 dans la croissance tumorale et le 

développement des métastases chez l’homme. De plus, CRAMP augmente l’activation des 

protéines ERK1/2 et AKT qui sont impliquées ici dans le phénomène d’angiogenèse (Hensel et 

al, 2011). En effet, dans le cancer prostatique humain, il a été mis en évidence que la voie 

MAPK participe à la progression tumorale (Shimada et al, 2006). En se basant sur ces 

observations chez la souris et l’implication des voies de signalisation sur des lignées 

cancéreuses humaines, les auteurs (Hensel et al, 2011) proposent un rôle pro-métastatique du 

peptide LL-37 dans le cancer de la prostate mais d’autres études sont nécessaires pour 

comprendre le mécanisme d’action du peptide, puisqu’il n’a pas été étudié directement sur des 

lignées cancéreuses humaines. 
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4.2.4. Le cancer ovarien 

Dans les tissus ovariens sains, la protéine hCAP18/LL-37 a été détectée dans les cellules 

stromales, les follicules matures et l’endothélium mais elle n’est pas présente à la surface de 

l’épithélium squameux des ovaires. Au contraire, une surexpression de la protéine hCAP18/LL-

37 a été observée dans les tumeurs ovariennes par rapport aux tissus sains. Les cellules 

tumorales expriment fortement la protéine mais elle est également détectée dans les cellules 

endothéliales, les fibroblastes et les leucocytes du microenvironnement tumoral (Coffelt et al, 

2008) (Tableau 1).  

Dans le cas du cancer des ovaires un rôle directe du peptide LL-37 sur les cellules 

cancéreuses (Coffelt et al, 2008, 2009b) est proposé mais il peut également avoir une influence 

sur les cellules du microenvironnement tumoral pour favoriser le développement de la tumeur 

et l’angiogenèse tumorale (Coffelt et al, 2009a; Li et al, 2013b) 

Ainsi, LL-37 active le récepteur FPRL-1 présent sur les cellules cancéreuses induisant 

l’activation du facteur de transcription CREB. Ce facteur de transcription entraîne la 

transcription de gènes pro-invasifs dont ceux des métalloprotéases qui permettent la 

dégradation de la matrice extracellulaire et donc une augmentation de l’invasion des cellules 

cancéreuses ovariennes (Coffelt et al, 2008, 2009b). LL-37 active également la voie de 

signalisation MAPK dans ces mêmes cellules mais indépendamment de l’activation du 

récepteur FPRL-1. Dans ce cas, il est possible que le peptide active le récepteur EGFR pour 

induire la voie MAPK. (Coffelt et al, 2009b).  

Le peptide LL-37, produit par les cellules cancéreuses, favorise également le 

développement tumoral par le recrutement de cellules souches mésenchymateuses (CSMs). En 

effet, il active le récepteur FPRL-1 et la voie MAPK des CSMs favorisant leur migration in 

vitro et leur recrutement au niveau de la tumeur in vivo. Des cellules cancéreuses ovariennes 

qui expriment LL-37 ont été injectées à des souris. Lorsque le peptide est bloqué par un 

anticorps, les souris développement moins de tumeurs et peu de CSMs sont détectées au niveau 

de ces tumeurs, comparativement aux souris où le peptide est actif. Dans ce modèle, il a 

également été observé une plus forte expression de LL-37 par les CSMs qui ont infiltrées la 

tumeur que dans les cellules cancéreuses (Coffelt et al, 2009a).  

In vitro, il apparaît que les CSMs traitées avec LL-37 produisent des facteurs pro-

angiogéniques, tel que le facteur de croissance vasculaire endothélial (VEGF). Le VEGF 

favorise l’initiation de l’angiogenèse au niveau de la tumeur. De plus, LL-37 induit le relargage 
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de cytokines par ces CSMs dont la chimiokine (C-C motif) ligand 5, CCL5, qui favorise un 

phénotype invasif des cellules cancéreuses ovariennes (Coffelt et al, 2009a).  

Il a également été montré que les cellules cancéreuses ovariennes produisent un facteur 

appelé versican 1 qui favorise la progression tumorale. Ce facteur permet d’activer les TLR 2 

et 6 sur des macrophages présents dans l’environnement tumoral conduisant à l’augmentation 

de l’expression de l’enzyme qui convertie la 25D3 inactive en 1,25D3 active. Il y a alors 

activation du VDR et transcription du gène codant pour hCAP18/LL-37.  

 

 

Figure 9 : Mécanisme d’action de LL-37 sur la progression tumorale ovarienne.  
LL-37 est produit dans le microenvironnement tumoral par les cellules cancéreuses ovariennes et par les 

macrophages infiltrant la tumeur. Sur les cellules cancéreuses ovariennes, le peptide active le récepteur 

FPRL1 conduisant à l’activation du facteur de transcription CREB et donc à la transcription de gènes 

de métalloprotéases. LL-37 induit également l’activation du récepteur EGFR et de la voie de 

signalisation MAPK. Ces deux voies activées par le peptide favorisent le phénotype pro-invasif des 

cellules cancéreuses ovariennes. De plus, les cellules cancéreuses ovariennes produisent du versican 1 

qui active les TLR 2 et 6. Les TLR permettent la transcription du gène codant pour hCAP18/LL-37 par 

la conversion de la 25D3 en 1,25D3 qui active le récepteur à la vitamine D (VDR). En parallèle, le 

peptide attire des cellules souches mésenchymateuses au niveau de la tumeur. Ces cellules souches 

mésenchymateuses produisent des facteurs pro-angiogéniques (VEGF) et la chimiokine CCL5. Le 

VEGF permet l’initiation de l’angiogenèse et la CCL5 contribue au phénotype invasif des cellules 

cancéreuses.  
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En résumé, dans le cancer des ovaires, l’augmentation de la production du peptide par 

les cellules cancéreuses et les macrophages dans le microenvironnement tumoral favorise le 

recrutement et l’activation des cellules souches mésenchymateuses et l’inductions des voies de 

signalisation dans les cellules cancéreuses (Li et al, 2013b). Le peptide LL-37 exerce donc un 

rôle pro-métastatique directement sur les cellules cancéreuses dont il favorise la prolifération 

et l’invasion ainsi que de l’angiogenèse. Ces phénomènes sont amplifiés indirectement par LL-

37 via le recrutement des macrophages et des CSMs (Figure 9). 

 

4.2.5. Le cancer du poumon 

LL-37 est exprimé de manière constitutive dans les cellules épithéliales pulmonaires et 

des voies aériennes. Beaucoup d’étude ont mis en évidence le rôle protecteur du peptide LL-37 

dans l’épithélium pulmonaire et des voies aériennes grâce notamment à son activité 

antimicrobienne (Bals et al, 1998). Par exemple, LL-37 diminue la perméabilité des cellules 

épithéliales pulmonaires à P. earuginosa (Byfield et al, 2011) et empêche la formation du 

biofilm formé classiquement par cette bactérie (Dean et al, 2011). Les cellules pulmonaires 

produisent également le peptide pour éradiquer les infections par M. tuberculosis (Rivas-

Santiago et al, 2008) (Tableau 1).  

Mais pour la première fois en 2008, l’équipe de Von Haussen met en évidence un rôle 

de facteur de croissance du peptide dans le cas de cancers pulmonaires. En effet, l’expression 

de LL-37 dans des tissus issus de patients atteints de cancers des poumons non à petites cellules 

et d’adénocarcinomes pulmonaires est fortement augmentée dans les cellules épithéliales 

cancéreuses (von Haussen et al, 2008) (Tableau 1). Nous avons vu précédemment que LL-37 

active les cellules épithéliales des voies respiratoires par la transactivation du récepteur EGFR 

permettant l’activation de la voie de signalisation MEK/ERK pour la production d’IL-8. Dans 

ce cas, ce mécanisme permet d’induire une réponse pro-inflammatoire dans le cas d’une 

infection (Tjabringa et al, 2003). Dans des lignées cellulaires cancéreuses pulmonaires, il 

semble que LL-37 active la même voie de signalisation puisqu’il a été observé une 

augmentation de la phosphorylation du récepteur EGFR et de la protéine ERK. L’activation de 

cette voie de signalisation induite par LL-37 entraîne une augmentation de la prolifération des 

cellules cancéreuses (von Haussen et al, 2008). Cette équipe a également mis en évidence que 

le peptide de chiralité opposé, (D)-LL-37, active aussi cette voie de signalisation dans les 

cellules cancéreuses pulmonaires (von Haussen et al, 2008). Plus tard, une autre équipe met en 

évidence l’activation de la voie MEK/ERK induite par LL-37 dans une autre lignée cellulaire 
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issue de carcinome pulmonaire humain. Dans cette lignée, l’activation de la voie MEK/ERK se 

fait par l’activation du récepteur au facteur de croissance insulinomimétique de type 1, IGF-1R 

et indépendamment du récepteur EGFR. L’activation de cette voie par LL-37 augmenterai 

l’invasion et la migration cellulaire (Girnita et al, 2012). D’après ces études, en fonction de la 

lignée cellulaire étudiée, il semble donc que le peptide LL-37 soit capable d’activer plusieurs 

récepteurs mais l’effet du peptide reste la même : l’augmentation de la progression tumorale 

par une augmentation de la prolifération, de la migration et de l’invasion des cellules 

cancéreuses (Figure 10).  

Comme pour le cancer ovarien, LL-37 semble également capable de jouer un rôle sur 

les cellules du microenvironnement tumoral. En effet, l’étude du peptide murin CRAMP montre 

que la cigarette, facteur de risque de développement du cancer pulmonaire, entraîne une 

augmentation de la production du peptide par les macrophages présents au niveau de la tumeur. 

L’augmentation de la quantité de CRAMP favorise la croissance tumorale. En se basant sur ces 

observations, il a été proposé que la cigarette puisse induire cette même production du peptide 

LL-37 par les macrophages des tumeurs pulmonaires humaines. Cette augmentation du peptide 

dans le microenvironnement pourrait permettre l’activation des mécanismes décrits 

précédemment dans les cellules cancéreuses pulmonaires et ainsi favoriser le développement 

des métastases (Figure 10) (Li et al, 2013a). En revanche, il semble que la fumée de cigarette 

n’entraîne pas de changement de production néfaste du peptide sur des cellules pulmonaires 

saines. Elle ne favoriserait le développement tumoral par l’induction de l’expression de LL-37 

que lorsque que le cancer est déjà en place (Pierson et al, 2013).  
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Figure 10 : Effet du peptide LL-37 dans le cancer pulmonaire. 

Le peptide LL-37 produit par les cellules cancéreuses pulmonaires active les récepteurs EGFR et IGF-

1R localisés sur la membrane de ces cellules, induisant la voie de signalisation MAPK. Cette voie de 

signalisation augmente la prolifération, la migration et l’invasion des cellules cancéreuses pulmonaires. 

Il apparaît que chez les fumeurs atteints de cancer du poumon, la fumée de cigarette favorise la 

production du peptide par les macrophages infiltrant la tumeur. Cette augmentation de la concentration 

du peptide LL-37 dans le microenvironnement tumoral, favorise l’activation des récepteurs EGFR et 

IGF-1R et de la voie de signalisation MAPK.  
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5. LL-37 et cancer du sein 

5.1. Le cancer du sein 

 

Le cancer du sein est le cancer le plus fréquent chez la femme avec 1,7 millions de 

nouveaux cas diagnostiqués dans le monde en 2012. En France, cette même année, environ 

49 000 cancers du sein ont été diagnostiqués, soit 31,5% des cancers féminins, et environ 12 000 

patientes sont décédées de ce cancer, faisant du cancer du sein un problème de santé majeur 

dans notre pays et dans le monde (Torre et al, 2015) (http://globocan.iarc.fr).  

La grande majorité des cancers du sein sont des adénocarcinomes canalaires ou 

lobulaires qui se développent à partir des cellules épithéliales de la glande mammaire. Il existe 

deux grands types d’adénocarcinomes, les adénocarcinomes in situ, qui sont présents seulement 

dans les canaux galactophores ou les lobules de la glande mammaire et les adénocarcinomes 

infiltrants, où les cellules cancéreuses ont envahi les tissus adjacents avec, pour une part d’entre 

eux, une propagation dans les ganglions lymphatiques et/ou d’autres organes (pour revue 

(Mallon et al, 2000).  

Au moment du diagnostic, un stade de 0 à IV est attribué à la maladie, en se basant sur 

la classification TNM, « tumor, nodes, metastasis ». Cette classification se base sur trois 

critères : la taille de la tumeur et son infiltration ou non dans les tissus adjacents, la présence ou 

non de cellules cancéreuses dans les ganglions lymphatiques et enfin la présence ou non de 

métastases dans d’autres organes (pour revue (Mallon et al, 2000).  

Suite à une biopsie de la tumeur, le grade histologique de la tumeur est déterminé grâce 

à un examen anatomopathologique. Lors de cet examen, l’apparence des cellules au niveau de 

la tumeur, la forme de leur noyau et le nombre de cellules en divisions sont étudiés et notés de 

1 à 3. L’addition des scores détermine de grade tumoral de Scraff Bloom Richardson (SBR), 

du grade I (le moins agressif) au grade III (le plus agressif) (Bloom & Richardson, 1957).  

Le statut des récepteurs hormonaux et du récepteur tyrosine kinase HER2 (=ERBB2) 

des tumeurs mammaires est également évalué, permettant ou non l’utilisation des traitements 

ciblés. Les cancers dits « Récepteurs hormonaux positifs » expriment les récepteurs aux 

œstrogènes et/ou à la progestérone. Les cancers « HER2-positifs » présentent une surexpression 

du récepteur ERBB2. Ces cancers étaient les plus agressifs et plutôt associés à un mauvais 

http://globocan.iarc.fr/


68 

 

pronostique mais l’utilisation d’anticorps monoclonaux ciblant le récepteur, le trastuzumab, 

permet de diminuer le taux de récidive à un niveau similaire aux cancers ne présentant pas cette 

surexpression. Enfin, certains cancers n’expriment ni les récepteurs hormonaux, ni HER2. Ces 

cancers « triple-négatifs » montrent une forte tendance à la récidive (Arslan et al, 2011; Onitilo 

et al, 2009). 

Les principales causes de mortalité du cancer du sein sont la récidive locale et le 

développement des métastases (Bougnoux et al, 2010). Comprendre les mécanismes 

moléculaires de la dissémination des cellules cancéreuses mammaires est donc nécessaire pour 

tenter d’inhiber ce processus et d’améliorer les traitements.  

 

5.2. Rôle du peptide LL-37 dans le cancer du sein 

 

En 1998, l’équipe de Bals montre une expression constitutive de la protéine hCAP18/ 

LL-37 par les cellules épithéliales dans glandes mammaires (Bals et al, 1998). Cette expression 

permet la production du peptide dans le lait maternel à très forte concentration, 32µM 

(Murakami et al, 2005). En 2005, l’équipe de Heilborn confirme cette expression constitutive 

dans les cellules épithéliales de tissus mammaires sains mais montre également une 

augmentation de l’expression de hCAP18 dans des tissus mammaires humains cancéreux. La 

protéine est fortement exprimée par les cellules cancéreuses mais elle n’est pas détectée dans 

les cellules stromales (Heilborn et al, 2005) (Tableau 1). En se basant sur les grades 

histologiques d’Elston-Ellis, les auteurs montrent que la protéine est plus fortement exprimée 

dans les tumeurs de grade III. La surexpression de la protéine hCAP18/LL-37 dans le cas de 

cancer du sein apparaît corrélée à l’agressivité des tumeurs mammaires. D’après ces résultats, 

les auteurs suggèrent un rôle du peptide dans le développement tumoral (Heilborn et al, 2005). 

Cette étude était la première montrant la surexpression de la protéine hCAP18/LL-37 dans le 

cas de cancer et sa corrélation à l’agressivité tumorale. Par la suite, une nouvelle étude montre 

une corrélation de l’expression de hCAP18 avec le récepteur tyrosine kinase ERBB2 (Weber et 

al, 2009), marqueur associé au développement métastatique du cancer du sein (Slamon et al, 

1987). Sur la lignée cellulaire cancéreuse mammaire humaine MCF7, le traitement avec LL-37 

ou un activateur de la signalisation d’ERBB2, l’héréguline (HRG) augmente la phosphorylation 

du récepteur et de la protéine EKR1/2. Le traitement LL-37 avec HRG entraîne un effet 

synergique de l’activation de la voie MAPK (Figure 11). De plus des expériences de formation 

de colonies en agarose et de migration cellulaire en chambre de Boyden montrent que le peptide 
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LL-37 augmente le phénotype migratoire des cellules cancéreuses mammaires MJ1105, 

dérivées des cellules MCF7. Ces résultats ont été confirmés in vivo. La xénogreffe de cellules 

MJ1105 surexprimant hCAP18 chez des souris entraîne le développement de métastases dans 

quatre souris sur cinq, alors qu’avec des cellules natives, seulement une souris sur quatre en 

développe (Weber et al, 2009). Une seconde étude sur la lignée cancéreuse mammaire MCF7 

met en évidence l’activation de la voie de signalisation MAPK induite par la fixation du peptide 

LL-37 au récepteur IGF-1R. Dans cette étude, le peptide est présenté comme un agoniste de ce 

récepteur puisqu’une expérience de co-immunoprécipitation permet de mettre en évidence 

l’interaction physique de LL-37 et IGF-1R. Cette interaction avec IGF-1R et l’activation de la 

voie de signalisation MAPK par LL-37 augmente la migration et l’invasion des cellules 

cancéreuses mammaires MCF7 (Figure 11) (Girnita et al, 2012).  

LL-37 joue donc un rôle pro-métastatique dans le cancer du sein. Ce rôle passe par 

l’activation de la voie MAPK, impliquée dans la migration cellulaire (Glading et al, 2000; 

Klemke et al, 1997). En revanche, il semble que deux récepteurs différents soient activés par le 

peptide pour induire cette voie de signalisation, les récepteurs ERBB2 et IGF-1R (Figure 11). 

Le mécanisme d’action du peptide conduisant à l’augmentation du développement des 

métastases dans le cancer du sein reste encore incertain.  

L’objectif de ce travail de thèse a donc été de mieux comprendre le rôle du peptide dans 

l’augmentation du caractère agressif des cellules cancéreuses mammaires. Pour cela, nous nous 

sommes plus particulièrement intéressés aux mécanismes de régulation du calcium 

intracellulaire puisque ces mécanismes participent aux phénomènes de migration et d’invasion 

des cellules.  
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Figure 11 : Mécanisme d’action du peptide LL-37 sur la lignée cellulaire humaine de cancer du 

sein, MCF7. 
Les cellules cancéreuses mammaires expriment le peptide LL-37. Sur ces cellules cancéreuses, LL-37 

active les récepteurs IGF-1R et ERBB2 induisant l’activation de la voie de signalisation MAPK. En 

présence d’Héréguline (HRG), LL-37 potentialise l’activation de cette voie de signalisation. Ces 

mécanismes augmentent la migration des cellules cancéreuses mammaires in vitro. De plus, dans un 

modèle murin, la xénogreffe de cellules cancéreuses mammaires humaines surexprimant hCAP18/LL-

37 augmente le développement des métastases.  
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Tableau 2 : Récepteurs membranaires et voies de signalisation activés par LL-37 dans les 

différents types de cancer. 

Récepteur 

membranaire 

Voie de 

signalisation/Protéines 

Type de 

cancer 

Rôle Références 

FPRL1 ERK1/2 – AKT – PKC 

 

 

 

Facteur de transcription 

CREB 

Pancréas  

 

 

 

Ovaire 

Prolifération, migration, 

invasion in vitro 

Développement des 

métastases in vivo 

Invasion 

(Sainz et al, 2015) 

 

 

 

(Coffelt et al, 2008, 

2009b) 

P2X7 ERK1/2 – AKT – PKC Pancréas  Prolifération, migration, 

invasion in vitro 

Développement des 

métastases in vivo 

(Sainz et al, 2015) 

Non 

déterminé 

ARK1/2 – AKT Prostate  Angiogenèse 

Développement des 

métastases 

(Hensel et al, 2011) 

IGF-1R MAPK Sein et 

Poumon 

Migration et invasion (Girnita et al, 2012) 

EGFR MAPK Ovaire 

Poumon 

Invasion 

Prolifération 

(Coffelt et al, 2009a) 

(von Haussen et al, 

2008) 

ERBB2 MAPK Sein Migration in vitro  

Développement des 

métastases in vivo 

(Weber et al, 2009) 
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6. Les mécanismes de régulation du calcium 

intracellulaire impliqués dans le développement 

des métastases 

 

Le calcium apparaît comme un élément essentiel dans la régulation de nombreux 

processus cellulaires. Il agit notamment en tant que second messager régulant, par exemple, le 

cycle cellulaire, l’apoptose, l’expression de gènes ou encore la migration cellulaire. Cette 

implication du calcium dans ces processus est possible grâce à des signalisations calciques 

variées et finement contrôlées par des mécanismes de régulation spécifiques. La concentration 

du calcium cytoplasmique est dépendante d’une balance entre les systèmes permettant 

d’augmenter le calcium dans le cytoplasme et les systèmes d’efflux. L’augmentation du calcium 

peut passer par une déplétion des réserves calciques intracellulaires ou par l’influx de calcium 

du milieu extracellulaire via des canaux ioniques membranaires. L’efflux de calcium passe par 

l’activation de pompes et d’échangeurs. L’activation de ces systèmes, localisés dans des 

compartiments cellulaires spécifiques, sont dépendants de messagers protéiques qui induisent 

des signaux calciques régulés dans le temps et dans l’espace (pour revue (Berridge et al, 2003). 

Plus récemment, il a été mis en évidence une dérégulation de la signalisation calcique 

dans les cellules tumorales qui a pour conséquence d’augmenter le développement des 

métastases. En effet, il a été observé que cette dérégulation peut entraîner une augmentation des 

capacités de migration et d’invasion des cellules cancéreuses (pour revue (Prevarskaya et al, 

2011).  

Il est généralement admis que le développement de métastases passe, dans un premier 

temps, par le détachement des cellules cancéreuses de la tumeur primaire. Ce détachement est 

facilité par une augmentation du phénotype migratoire des cellules et par une diminution des 

adhérences cellulaires. Détachées de la tumeur primaire, les cellules cancéreuses vont alors 

dégrader la matrice extracellulaire pour atteindre les vaisseaux lymphatiques ou sanguins et 

rejoindre la circulation. Leur transport et leur survie dans la circulation leur permet d’atteindre 

d’autres tissus ou organes, dans lesquels elles pourront s’implanter et former des métastases.  
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6.1. La migration cellulaire 

 

La migration cellulaire implique divers processus. Les cellules doivent notamment 

mettre en place des protrusions membranaires (Figure 12). Ces protrusions membranaires sont 

formées grâce à des filaments d’actine dont l’assemblage dépend de mécanismes complexes et 

fait intervenir différentes protéines de signalisation dont les petites GTPases de la famille Rho 

(pour revue (Pollard & Borisy, 2003). Il existe différents types de structures migratoires en 

fonction de leur taille, de l’organisation des filaments d’actine, de leur vitesse de formation ou 

de leur rôle (pour revue (Heckman & Plummer, 2013).  

Les cellules en migration sont polarisées en fonction de la direction du mouvement qui 

est déterminée par la présence d’un chimioattractant ou d’un facteur qui déclenche la migration 

cellulaire. Les pseudopodes sont de larges protrusions qui sont impliquées dans la migration 

cellulaire et qui déterminent la direction et la vitesse de migration en réponse à un stimulus 

(Figure 12) (pour revue (Van Haastert, 2010). Ils sont formés grâce à l’assemblage des 

filaments d’actines en forme de réseau. Il a été identifié deux types de pseudopodes : les 

pseudopodes dits « fractionnés » qui se forment sur un pseudopode déjà présent, et les 

pseudopodes de novo qui sont de nouvelles structures formées à partir du corps cellulaire. Les 

pseudopodes fractionnés permettent une migration cellulaire en zigzag et persistante en 

direction du mouvement (Figure 12). Au contraire, les pseudopodes de novo se forment autour 

de la cellule et, par conséquent, induisent un mouvement rotatif aléatoire (Bosgraaf & Van 

Haastert, 2009). La présence d’un chimioattractant induit la formation de nouveaux 

pseudopodes fractionnés sur le pseudopode qui fait face au stimulus et la rétractation des 

pseudopodes qui sont à l’arrière de la cellule, ainsi que l’inhibition de la formation des 

pseudopodes de novo (pour revue (Van Haastert, 2010).  

Il a également été identifié, à l’avant de la cellule, une très large protrusion de type 

pseudopode, appelée lamellipode où les filaments d’actine sont également organisés en réseau 

(Figure 12) (pour revue (Bisi et al, 2013). Au contraire des pseudopodes, les lamellipodes sont 

formés lors du mouvement cellulaire exclusivement à l’avant de la cellule. De fines structures, 

les filopodes, peuvent également se développer. Les filaments d’actines à l’intérieur des 

filopodes, sont organisés de manière parallèle. Ces structures jouent un rôle de senseur de la 

matrice extracellulaire et des signaux environnementaux (Figure 12) (pour revue (Heckman & 

Plummer, 2013).  
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Figure 12 : Les structures cellulaires impliquées dans la migration cellulaire. 
Les cellules en migration sont polarisées et les structures migratoires se développent en fonction de la 

direction du mouvement. Les pseudopodes sont de larges protrusions membranaires formées grâce à des 

filaments d’actines organisés en réseau et présents en permanence autour de la cellule. En présence d’un 

facteur stimulant la migration cellulaire, des pseudopodes fractionnés se développent à partir de celui 

faisant face au stimulus. Les lamellipodes sont des structures migratoires de types pseudopodes et sont 

localisés essentiellement à l’avant des cellules. Les filopodes sont des structures plus fines où les 

filaments d’actines sont organisés de manières parallèles et qui servent de senseurs. Les adhésions 

focales permettent la fixation de la cellule à la matrice extracellulaire. Pendant la migration, de nouvelles 

adhésions se forment à l’avant de la cellule alors que celles localisées à l’arrière sont clivées pour 

permettre le mouvement. Le déplacement de la masse cellulaire est possible par la contraction des fibres 

d’actine et de myosine. 
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Ces structures participent à la migration cellulaire mais ils existent des structures plus 

spécialisées pour l’invasion cellulaire, telles que les invadopodes qui ont une structure proche 

des pseudopodes mais ils possèdent une activité protéolytique qui leur permet de dégrader et de 

s’intégrer dans la matrice extracellulaire (pour revue (Buccione et al, 2004). 

 

Suite à la formation de ces structures, des adhésions focales sont être formées à l’avant 

des cellules, au niveau de ces protrusions, et les adhésions se trouvant à l’arrière de la cellule 

doivent être clivées pour permettre la translocation de la masse cellulaire vers le front de 

migration (Figure 12) (Glading et al, 2000). Ces adhésions focales sont les zones d’attachement 

des cellules à la matrice extracellulaire (MEC) ou à d’autres cellules à proximité. L’interaction 

des protrusions cellulaires avec la MEC est possible grâce à des récepteurs membranaires 

spécifiques, les intégrines, qui lient la MEC aux filaments d’actines internes via diverses 

molécules adaptatrices. La formation des nouvelles adhésions cellulaires et leur dégradation à 

l’arrière des cellules sont dépendantes de l’activité d’un grand nombre de protéines, dont les 

petites GTPases Rac et Cdc42, la protéine d’adhésion focale, FAK ou encore les calpaïnes. 

(Ridley et al, 2003). Les calpaïnes sont des enzymes de type protéase dépendantes du calcium, 

connues pour leur rôle dans la migration cellulaire et plus particulièrement dans le clivage des 

adhésions focales. Dans des fibroblastes, l’activation du récepteur EGFR et de la voie de 

signalisation MAPK induit une augmentation de l’activité de la calpaïne favorisant le clivage 

des adhérences et donc la migration cellulaire (Glading et al, 2002).  

 

La translocation de la masse cellulaire vers l’avant de la cellule se fait grâce à la 

contraction du cytosquelette d’actine. Deux mécanismes de contraction ont été mis en évidence 

(Figure 12). Cette contraction est possible par i/ soit une activation de la protéine ERK1/2 qui 

induit la phosphorylation de la protéine kinase des chaînes légères de myosine (MLCK). 

L’activation de la MLCK entraîne la phosphorylation des chaînes de myosine ce qui permet la 

contraction cellulaire (Klemke et al, 1997) ; ii/ soit une activation des petites GTPases Rho et 

Rac par la voie PI3K qui entraîne l’assemblage de fibres d’actines permettent également la 

contraction et la rétractation de la cellule (Figure 12) (Nobes & Hall, 1995). 
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6.2. Le rôle du calcium dans la migration cellulaire 

 

Diverses études ont mis en évidence le rôle important du calcium dans ce phénomène 

de migration cellulaire. Il agit plus particulièrement dans la régulation de molécules impliquées 

dans la mise en place des structures migratoires et dans la formation et la rupture des adhésions 

focales au niveau de ces protrusions cellulaires (Prevarskaya et al, 2011) (Figure 13).  

Dans les cellules en migration, il a été mis en évidence un gradient de concentration du 

calcium intracellulaire avec une forte concentration à l’arrière des cellules et une faible 

concentration à l’avant (Brundage et al, 1991; Wei et al, 2009). Ce gradient se réoriente en 

fonction de la direction du mouvement et précède la formation des lamellipodes à l’avant de la 

cellule. Il a été proposé que ce gradient calcique favorise la propulsion de la cellule, du fait de 

la plus forte concentration de calcium à l’arrière (Brundage et al, 1991; Wei et al, 2009).  

De rapides augmentations locales et transitoires de calcium, appelées « flickers » 

principalement à l’avant des cellules et dans les lamellipodes ont également été observées dans 

des fibroblastes en migration, en réponse à un chimioattractant (Wei et al, 2009). Lorsque la 

cellule change de trajectoire, les flickers sont augmentés dans les lamellipodes, en direction du 

mouvement cellulaire. Ces résultats suggèrent l’implication des flickers dans le réarrangement 

du cytosquelette d’actine pour réorienter les lamellipodes en direction du mouvement (Wei et 

al, 2009). Ce réarrangement du cytosquelette peut passer par l’activation de la voie PI3K et des 

petites GTPases, connues pour être impliquées dans ce phénomène et régulées par le calcium 

intracellulaire (Price et al, 2003; Van Haastert et al, 2007). 

Dans ces fibroblastes, la forte augmentation locale de calcium intracellulaire se fait par 

l’activation d’un canal calcique de la superfamille des TRP (Transient Receptor Potential), le 

TRPM7. Ce canal mécanosensible est activé lors de l’étirement membranaire qui a lieu pendant 

la migration. De plus, cette entrée de calcium par le TRPM7 est amplifiée par une libération 

des stocks intracellulaires de calcium du réticulum endoplasmique(RE) suite à la stimulation 

des récepteurs aux inositols-triphosphates, IP3 (Wei et al, 2009). Dans ce cas, l’activation du 

canal TRPM7 par l’étirement membranaire lors de la migration cellulaire suggère que l’entrée 

de calcium participe à ce phénomène mais n’est pas à l’origine du déclenchement de la 

migration. 

Il a également été mis en évidence l’implication du calcium intracellulaire dans la 

régulation des sites d’adhésions focales et la régulation de molécules impliquées dans la 

migration cellulaire (Prevarskaya et al, 2011; Wei et al, 2012). Par exemple, certaines de ces 
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molécules, telles que les calpaïnes (Glading et al, 2002) possèdent des sites de fixation pour le 

calcium permettant leur régulation en fonction de la concentration de calcium intracellulaire au 

niveau des adhésions. Le calcium se fixe également à la calmoduline (CaM). Cette protéine 

possède quatre sites spécifiques de fixation des ions calciques appelés motif « EF-hand ». Ce 

motif est formé par deux hélices α entre lesquelles un ion calcique peut se fixer. La fixation 

d’un ion calcique dans chaque motif permet l’activation de la CaM. Le complexe CaM/calcium 

induit l’activation de protéines kinases dépendantes de ce complexe, appelées Calmoduline 

Kinase (CaMK). La CaMK de type II (CaMKII) activée est alors capable de réguler la 

phosphorylation d’autres protéines, dont la kinase des adhésions focales, FAK, pour induire la 

formation ou la dégradation des adhésions focales (Easley IV et al, 2008; Fan et al, 2005). De 

la même manière le complexe CaM/calcium peut aussi activer la protéine kinase des chaînes 

légères de myosine, la MLCK. Une fois activée, la MLCK induit la phosphorylation des chaînes 

de myosine ce qui permet la contraction des fibres d’acto-myosines pour la rétractation 

cellulaire (Wei et al, 2012). 

La migration cellulaire peut donc être déclenchée par un stimulus extracellulaire qui 

induit la formation de structures migratoires. Ces structures sont mises en place par 

l’assemblage des filaments d’actine suite à l’activation de diverses voies de signalisation dans 

lesquelles le calcium intervient. Le calcium apparaît également comme un élément essentiel de 

la migration cellulaire pour son rôle dans la formation des adhésions focales et donc dans le 

mouvement cellulaire (Figure 13).  

 

D’une manière générale, les protéines impliquées dans la dynamique des adhésions 

focales et dans la mise en place de protrusions cellulaires impliquées dans la migration 

cellulaire, ont besoin d’une augmentation du calcium intracellulaire. Cet influx de calcium dans 

les cellules peut se faire via des canaux ioniques présents au niveau de la membrane plasmique 

comme le canal TRPM7 et activés par divers mécanismes, ou être la conséquence d’une 

libération des réserves intracellulaires de calcium comme le RE (Figure 13). Ces différents 

mécanismes d’augmentation du calcium intercellulaire sont présentés ci-après (Chapitre 6.3).  
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Figure 13 : Régulation des protéines impliquées dans les adhésions focales par le calcium 

intracellulaire. 

Le calcium intracellulaire peut être augmenté par l’activation de canaux ioniques membranaire (comme 

le canal TRPM7) par divers mécanismes ou par une libération du calcium du réticulum endoplasmique 

(ER) décrits dans le chapitre suivant 6.3. Cette augmentation de calcium dans les structures migratoires 

permet l’activation d’un complexe protéique (Intégrines, FAK, Myosine…) impliqué dans la formation 

des adhésions focales nécessaire au phénomène de migration cellulaire.  

(Figure issue de (Prevarskaya et al, 2011) 
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6.3. Les différentes voies d’entrée du calcium dans les cellules 

 

Dans les cellules excitables, l’entrée de calcium se fait principalement par les canaux 

calciques sensibles au voltage, qui sont activés par une dépolarisation de la membrane 

plasmique (Catterall, 2000). Dans les cellules non excitables, il existe différentes voies d’influx 

calcique via des canaux ioniques insensibles au voltage membranaire. Il existe deux grands 

modes d’activation de ces canaux : une activation dépendante de la mobilisation du calcium des 

réserves intracellulaires, en particulier du RE, et un mécanisme indépendant de cette vidange 

calcique intracellulaire. Dans ces deux mécanismes d’activation différents, les canaux 

impliqués dans ces deux voies d’augmentation du calcium intracellulaire sont principalement 

les canaux de la super famille des TRP et les canaux de la famille Orai.  

 

6.3.1. L’influx calcique dépendant des réserves de calcium intracellulaire 

L’influx calcique dépendant des réserves intracellulaires est une voie appelée SOCE 

pour Store Operated Calcium Entry (Figure 15). Le calcium qui entre dans la cellule passe au 

travers de canaux membranaires nommés SOCs pour Store Operated Channels, et générant un 

courant ICRAC, ou Calcium-Release Activated Calcium Current (caractérisé par des techniques 

d’électrophysiologie) (Krause et al, 1996).  

 

Il a été mis en évidence qu’une déplétion des réserves de calcium du RE entraîne 

l’activation de canaux calciques de la membrane plasmique responsables d’une entrée de 

calcium dans les cellules et d’une augmentation de la concentration en calcium cytosolique 

(Lewis & Cahalan, 1989; Putney, 1986). Le mécanisme de vidange du calcium du RE passe 

principalement par l’activation d’un récepteur membranaire couplé aux protéines G (RPCG) ou 

d’un récepteur à activité tyrosine kinase (RTK) permettant l’activation de phospholipases C 

(PLC). Les PLC induisent la production d’inositol tris-phosphates (IP3) à partir de 

phosphatidylinositol bis-phosphate (PIP2). L’IP3 active son récepteur, RIP3, localisé sur la 

membrane du réticulum endoplasmique (RE) conduisant à la sortie du calcium du RE (Pani et 

al, 2012). 
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Le canal Orai1 a été identifié comme étant le canal CRAC responsable de ce type 

d’entrée de calcium (Prakriya et al, 2006) (Figure 15). Il existe 3 isoformes de canaux Orai (1-

3), chez les mammifères, composées de 4 segments transmembranaires avec des domaines N-

terminaux et C-terminaux intracellulaires (Figure 14). Le canal Orai1 fonctionnel est composé 

de six sous-unités (héxamère) dans le cas de l’entrée de calcium de type SOCE.  

 

 

 

Figure 14 : Structure des canaux de la famille Orai1-3 et TRP. 
Les canaux Orai sont composés de 4 segments transmembranaires (S1 à S4) et des domaines N et C 

terminaux intracellulaires. Il existe 3 isoformes Orai, 1 à 3, qui peuvent s’associer en homo- ou 

hétérohéxamère pour former le canal fonctionnel.  

Les sous-unités des canaux TRP sont composés de 6 segments transmembranaires de S1 à S6 et des 

domaines N- et C-terminaux intracellulaires. Le domaine pore (P) est localisé entre les segments S5 et 

S6. Le pore est perméable aux cations et la sélectivité au calcium est différente en fonction de la famille 

et du sous-type de TRP. Seuls les canaux TRPM4 et TRPM5 sont imperméables au calcium.  

Le canal fonctionnel est formé par l’association de 4 sous-unités identiques (homotétramère) ou 

différentes (hérérotétramère) appartenant à la même sous-famille. 

 

Le mécanisme d’activation du canal Orai1 suite à la déplétion des stocks est dépendent 

de STIM1, la Molécule d’Interaction Stromal 1. Cette protéine est présente en grande quantité 

au niveau de la membrane du RE mais est également retrouvé au niveau de la membrane 

plasmique. Elle se compose d’un seul domaine transmembranaire ayant une partie C-terminale 

dans le cytosol et une partie N-terminale dans la lumière du RE. Cette dernière partie possède 

un motif « EF-hand » qui se complexe au calcium. Ce motif confère à la protéine STIM1 un 

rôle de senseur de la quantité de calcium du RE (Frischauf et al, 2008). STIM existe sous deux 
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isoformes STIM1 et STIM2 avec des fonctions différentes. STIM1 est responsable de 

l’activation des canaux SOCs (Roos et al, 2005) (Figure 15). Il semble que STIM2 possède 

plutôt un rôle inhibiteur de l’influx calcique SOCE (Soboloff et al, 2006) permettant de réguler 

la concentration basale cytosolique de calcium (Brandman et al, 2007). Suite à la vidange du 

calcium du RE, la diminution de la concentration calcique du RE induit l’activation de la 

protéine STIM1 qui est alors relocalisée sur la membrane du RE et s’accumule très proche de 

la membrane plasmique (Liou et al, 2005). Ce rapprochement permet une interaction physique 

entre STIM1 et Orai1, induisant alors l’activation d’Orai1 et l’entrée de calcium (Frischauf et 

al, 2008). 

 

Des canaux appartenant à la superfamille TRP (Transient Receptor Potential), les TRPC 

sont plus particulièrement impliqués dans l’entrée SOCE (Figure 15). Il a été mis en évidence 

une activation de canaux TRPC1, C4 et C5 par une libération des stocks de calcium 

intracellulaire (Pour revue (Pani et al, 2012). Le canal TRPC1 membranaire, dont le rôle dans 

l’entrée SOCE est le plus étudié, interagit avec la protéine STIM1 du RE suite à la déplétion 

des stocks de calcium intracellulaire, conduisant à un influx de calcium (Pani et al, 2009). Il a 

également été montré que le TRPC1 coopère avec le canal Orai1 (Kim et al, 2009b). Les TRPC4 

et C5 peuvent également interagir avec la protéine STIM1 expliquant leur activation par la 

déplétion des stocks de calcium (Pour revue (Pani et al, 2012).  
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Figure 15 : L’entrée de calcium dépendante des stocks de calcium du réticulum endoplasmique 

(RE), SOCE. 

L’activation d’un récepteur membranaire couplé aux protéines G (RCPG) ou d’un récepteur à activité 

tyrosine kinase conduit à l’hydrolyse du PIP2 par la phospholipase C (PLC) et la production de 

diacylglycérol (DAG) et d’Inositol tris-phosphate (IP3). Les IP3 activent leurs récepteurs (RIP3) localisés 

sur la membrane du RE, conduisant à une libération des réserves calciques. La diminution de la 

concentration calcique active la Molécule d’Interaction Stromal 1 (STIM1) qui s’accumule sur la 

membrane du RE proche de la membrane plasmique. STIM1 peut alors interagir avec les canaux 

calciques SOCs, Orai1 ou TRPC1. Cette interaction entre STIM1 et les canaux SOCs conduit à leur 

activation et à une entrée de calcium.  

 

6.3.2. Les voies d’entrée du calcium indépendantes des stocks calciques 

intracellulaires 

Même si l’entrée SOCE a longtemps été acceptée comme étant la voie majoritaire 

d’influx calcique dans les cellules non excitables, des études plus récentes ont mis en évidence 

des entrées de calcium indépendantes de la libération des stocks intracellulaires par divers 

mécanismes (Pour revue (Guéguinou et al, 2014a).  
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Certains canaux peuvent être activés par la fixation d’un ligand tel que les 

récepteurs/canaux purinergiques P2X. Les canaux P2X sont perméables aux cations et sont 

activés par la fixation de leur ligand naturel l’ATP (Adenosine triphosphate). Il existe 7 

récepteurs/canaux P2X dont la sensibilité à l’ATP varie : les récepteurs/canaux P2X1 à 6 sont 

sensibles à des concentrations d’ATP de l’ordre du micromolaire alors que l’activation de P2X7 

nécessite des concentration d’ATP de l’ordre du millimolaire. L’activation du récepteur canal 

par son agoniste induit un courant entrant rapide dans les cellules qui est diminué lorsque 

l’agoniste est retiré (Pour revue (Coddou et al, 2011). 

D’autres canaux sont activés par un second messager intracellulaire issu de l’activation 

de récepteurs membranaires couplés aux protéines G (RCPG) ou à activité tyrosine kinase 

(RTK). Ces canaux sont appelés SMOCs pour Second messager Operated Channels. Parmi ces 

canaux, il a été mis en évidence des canaux de type ARCs (Arachidonate-Regulated Channels) 

qui sont activés par la production d’acide arachidonique. Les canaux de type SMOCs/ARCs 

sont principalement des canaux de la superfamille des TRP et de la famille Orai (Figure 16) 

(Pour revue (Guéguinou et al, 2014a).  

En effet, il a été mis en évidence que l’AA est capable d’induire une entrée de calcium 

sans déplétion des stocks intracellulaires (Mignen & Shuttleworth, 2000; Shuttleworth, 1996). 

Les canaux ARCs sont des canaux de la famille Orai mais dans ce cas le canal fonctionnel est 

formé par l’hétéro-pentamère des protéines Orai1/Orai3, avec une sensibilité à l’AA portée par 

Orai3 (Mignen et al, 2008). L’AA, généré suite à l’activation d’un récepteur membranaire, 

entraîne l’activation des canaux hétéro-pentamères Orai1/Orai3 qui interagissent avec la 

protéine STIM1. Cependant, contrairement à la voie SOCE, ce sont les protéines STIM1 de la 

membrane plasmique qui induisent l’activation de ces canaux et non celles du RE. Cette 

implication de STIM1 membranaire explique l’activation des canaux Orai indépendamment de 

la déplétion des réserves calciques du RE (Mignen et al, 2007) (Figure 16).  
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Figure 16 : L’entrée de calcium par les canaux calciques activés par un second messager (SMOC). 

L’activation d’un récepteur membranaire couplé aux protéines G (RCPG) ou récepteur à activité 

tyrosine kinase induit l’activation soit de la phospholipase C (PLC), soit de la phospholipase A2 

indépendante du calcium (PLA2). La PLC permet la production de diacylglycérol (DAG) qui entraîne 

l’activation de canaux SMOC dont par exemple, les TRPC3 et C6 ou TRPV3 et V4. La PLA2 induit la 

production d’acide arachidonique (AA) et de lysophospholipides (LPL) qui module l’activation du 

TRPM8. L’AA active l’hétéro-pentamère Orai1/Orai3 qui interagit avec la protéine STIM1 de la 

membrane plasmique. L’activation des canaux SMOC et ARC entraîne une entrée de calcium, 

indépendamment d’une libération des réserves calciques du RE.  

 

Plusieurs études ont mis en évidence le rôle des TRPs dans l’entrée de calcium de type 

SMOCs. Des TRPCs et notamment les TRPC3 et TRPC6 peuvent être activés via l’activation 

d’un RCPG ou RTK. La stimulation de ces récepteurs membranaires entraîne l’activation de la 

phospholypase C (PLC) permettant la production de DAG. Ces seconds messagers sont alors 

capables de moduler l’activité des différents canaux indépendamment de la libération du 

calcium des réserves intracellulaires (Hofmann et al, 1999; Schaefer et al, 2000; Strübing et al, 

2001). Les TRPV3 et V4 peuvent aussi être régulés par l’activation d’un récepteur membranaire 

de type RCPG (Hu et al, 2006; Lorenzo et al, 2008). Il a également été mis en évidence que la 

stimulation de récepteurs membranaires peut entraîner l’activation de la phospholipase A2 qui 

peut également moduler l’activité de certains canaux TRP. Par exemple, les lysophospholipides 

(LPL) et des acides gras insaturés, dont l’acide arachidonique (AA), produits suite à l’activation 

de la PLA2, sont capables de moduler l’activé du canal TRPM8 : alors que les LPL favorisent 

la sensibilité du canal aux températures froides, l’AA inhibe l’activation du TRPM8 (Figure 

16) (Andersson et al, 2007).  
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Comme décris précédemment, l’activation des canaux TRPs est régulée par un grand 

nombre de stimuli dont l’étirement membranaire, le pH, la température… De ce fait, beaucoup 

de TRP peuvent être activés fréquemment ou de manière dite constitutive, c’est-à-dire sans 

stimulation extérieure. Par exemple, dans les fibroblastes, le TRPM7 est activé par l’étirement 

membranaire lors de la migration cellulaire (Wei et al, 2009). Les canaux TRPVs peuvent être 

activés entre autre par des variations de température. Le TRPV4 est activé à des températures 

supérieures à 24°C ce qui a pour conséquence une activation du canal en permanence, en 

conditions physiologiques. Il a également été montré que les canaux TRPC3 et TRPM1 peuvent 

être constitutivement activés (Pour revue (Pani et al, 2012). De la même manière, une activation 

constitutive du canal Orai1 a été observé, et plus particulièrement dans la lignée cellulaire 

humaine cancéreuse du sein MCF7. Cette activation d’Orai1 est indépendante de STIM1 et de 

la libération des réserves calciques intracellulaires (Feng et al, 2010). Dans ce cas, le canal 

interagit physiquement avec la pompe membranaire SPCA2, Secretory Pathway Calcium-

ATPases, induisant l’activation du canal Orai1 et l’influx de calcium. Ce mécanisme 

d’activation d’Orai1 via SPCA2 est associé avec la transformation oncogénique des cellules 

puisque l’expression de la pompe SPCA2 est fortement augmentée par rapport à des cellules 

non malignes. Ce mécanisme implique le canal Orai1 dans le développement tumoral par une 

augmentation de son activité (Feng et al, 2010). 

 

6.3.3. Régulation de l’entrée de calcium par les canaux potassiques 

sensibles au calcium intracellulaire 

La régulation du calcium intracellulaire peut aussi impliquer des canaux potassiques. Il 

existe quatre classes de canaux potassiques, les canaux potassiques à rectification entrante, Kir 

(inward rectifier), les canaux potassiques à deux domaines pores, K2P, les canaux sensibles au 

voltage membranaire, Kv et enfin les canaux sensibles au calcium intracellulaire, KCa. 

Plusieurs études ont mis en évidence une association entre ces canaux KCa et des canaux 

calciques permettant une régulation du calcium intracellulaire. En effet, les canaux KCa 

peuvent être activés par des variations de la concentration de calcium intracellulaire. Le principe 

par lequel des canaux potassique peuvent contribuer à l’entrée de calcium est le suivant : 

l’activation de ces canaux potassiques entraîne une sortie de potassium, accompagnée d’un 

changement du potentiel membranaire avec une hyperpolarisation membranaire. Ce 

changement de potentiel peut réguler des canaux calciques sensibles au voltage, par exemple 

dans les cellules excitables. Dans le cas des canaux calciques indépendants du voltage présentés 



86 

 

ici, l’hyperpolarisation induit une augmentation de la force électromotrice en faveur d’une 

entrée de calcium, dans les cellules non excitables, par des canaux calciques ouverts de manière 

constitutive au niveau de la membrane plasmique. La sortie de potassium suite à l’augmentation 

du calcium intracellulaire permet également d’équilibrer les mouvements de charges positives 

dans les cellules (Pour revue (Guéguinou et al, 2014a).  

 

 

Figure 17 : Régulation de l’entrée constitutive de calcium par les canaux potassiques sensibles au 

calcium intracellulaire, KCa. 

L’entrée de calcium par des canaux calciques membranaires, Orai ou TRP, ouverts de manière 

constitutive, permet l’activation des canaux potassiques sensibles au calcium intracellulaire, les KCa. 

L’activation des KCa crée une hyperpolarisation membranaire qui peut, soit activer des canaux calciques 

sensibles au voltage dans les cellules excitables, soit des canaux indépendants du voltage dans les 

cellules non excitables. Dans ces dernières, l’hyperpolarisation de la membrane induit une augmentation 

de la force électromotrice en faveur d’une entrée de calcium. Cette entrée de calcium se fait via les 

canaux calciques ouverts à la membrane. Ce mécanisme potentialise l’entrée de calcium et permet 

d’équilibrer les mouvements de charges positives de part et d’autre de la membrane. 

 

Il existe trois sous-groupes de canaux KCa, classés en fonction de leur conductance 

membranaire, c’est-à-dire la capacité des canaux à faire passer des ions : i/ les canaux de faible 

conductance, SKCa (Small Conductance Calcium Activated Potassium Channels) dont il existe 

trois isoformes, SK1, SK2 et SK3 ; ii/ le canal de conductance intermédiaire IKCa (Intermediate 

Conductance Calcium Activated Potassium Channel) ; iii/ le canal de grande conductance, 

BKCa (Big Conductance Calcium Activated Potassium Channel). Chacun de ces canaux est 

formé par l’association de quatre sous-unités α. Les sous-unités α des canaux SKCa et IKCa 

possèdent 6 segments transmembranaires avec le pore se situant entre les segments 

transmembranaires S5 et S6 (Figure 18). Ces deux types de canaux potassiques ne sont pas 
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activés directement par le calcium. En effet, c’est la calmoduline qui possède un site de fixation 

au niveau du domaine C-terminal de ces canaux, qui donne la sensibilité au calcium. 

L’interaction de la calmoduline avec les canaux peut se faire en absence de calcium, mais c’est 

la fixation de ce dernier à la calmoduline qui induit l’activation de SKCa et IKCa, suite à de 

faibles variations du calcium intracellulaire (Pour revue (Guéguinou et al, 2014a). 

 

 

Figure 18 : Structure des canaux potassiques sensibles au calcium intracellulaire, KCa. 
Les sous-unités des canaux à faible conductance, SKCa, et à conductance intermédiaire, IKCa, sont 

formées de 6 segments transmembranaires, S1 à S6 avec le pore de sélectivité se situant entre les 

segments S5 et S6. Les domaines N- et C-terminaux sont localisés dans le compartiment intracellulaire. 

Le domaine C-terminal contient un site de fixation de la calmoduline (CaM) qui forme un complexe 

avec le calcium intracellulaire (Ca2+) rendant ces canaux sensible au calcium intracellulaire. 

La sous-unité α du canal à forte conductance, BKCa, est composée de 7 segments transmembranaires, 

S0 à S6. Le pore est également localisé entre les segments S5 et S6. Pour ce canal, le domaine N-terminal 

est extracellulaire. Le canal BKCa peut être activé soit par la fixation directe du calcium sur le domaine 

C-terminal intracellulaire, soit par une dépolarisation membranaire. Le domaine sensible au voltage est 

composé des segments S1 à S4 mais c’est le segment S4, chargé positivement, qui est le senseur primaire 

de la dépolarisation membranaire.  

Pour ces trois canaux, l’association de 4 sous-unités α permet la formation des canaux fonctionnels.  

 

Le canal BKCa est également formé par l’association de 4 sous-unités α qui sont 

composées dans ce cas de 7 segments transmembranaires, S0 à S6. En dehors de sa sensibilité 

au calcium intracellulaire, ce canal est également régulé par le potentiel membranaire. En effet, 

une dépolarisation membranaire entraîne l’activation de ce canal. Comme pour les SKCa et 

IKCa, le domaine pore est localisé entre les segments S5 et S6. Enfin, il possède un long 

domaine C-terminal intracellulaire lui conférant sa sensibilité au calcium intracellulaire. 

Contrairement aux canaux SKCa et IKCa, le canal BKCa est activé par la fixation directe du 

calcium intracellulaire au niveau de ce domaine C-terminal (pour revue (Lee & Cui, 2010) 

(Figure 18). Le canal BKCa peut également être régulé par des sous-unités auxiliaires β. Il 
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existe quatre sous-unités auxiliaires, β1 à 4, formées de deux segments transmembranaires, avec 

les domaines N- et C-terminaux intracellulaires. L’association de ces sous-unités avec les quatre 

sous-unités α permet la modulation de la sensibilité du canal au calcium intracellulaire et au 

voltage membranaire (Contreras et al, 2012). 

Plusieurs études ont mis en évidence l’association du canal BKCa avec des canaux 

calciques. Par exemple, dans des podocytes, il a été montré que BKCa interagit directement 

avec les TRPC3 et TRPC6 (Kim et al, 2009a). Cette interaction physique entre ces canaux 

favorise l’activation de BKCa suite à l’entrée de calcium induite par les canaux calciques (Kim 

et al, 2009a). Le canal BKCa peut également former un complexe avec le canal TRPC1 dans le 

cas d’une entrée de calcium de type SOCE. L’entrée de calcium induite par le TRPC1 lors d’une 

libération préalable du calcium des réserves intracellulaires entraîne l’activation de BKCa. Ce 

mécanisme permet de limiter la contractilité des cellules musculaires lisses vasculaires en 

hyperpolarisant la membrane suite à l’activation du canal potassique (Kwan et al, 2009). Dans 

des cellules épithéliales bronchiques, le TRPV4 induit un influx calcique, indépendamment de 

la libération des réserves calciques intracellulaires, qui permet l’activation du canal BKCa 

(Fernández-Fernández et al, 2008). Dans ce cas, BKCa n’interagit pas physiquement avec le 

canal TRPV4. Cette étude met en évidence qu’une entrée de calcium éloignée du canal peut 

quand même induire l’activation de ces canaux potassiques (Fernández-Fernández et al, 2008). 

Ce type de complexe a également été montré pour le canal potassique IKCa et le canal 

calcique Orai1. En effet, Orai1 activé suite à la déplétion des stocks calciques du RE, entraîne 

l’activation d’IKCa grâce à une interaction physique. L’activation du canal potassique favorise 

ensuite l’influx calcique via Orai1 pour permettre le remplissage des réserves. Ce mécanisme 

favorise la migration des cellules microgliales de rat (Ferreira & Schlichter, 2013). 

 

6.4. Les canaux calciques et potassiques impliqués dans la 

progression tumorale  

 

De plus en plus d’études mettent en évidence l’importance du calcium intracellulaire et 

l’implication de ses différentes voies de régulation dans la progression tumorale. En effet, dans 

de nombreux cas de cancer, il a été observé une expression ou une activité aberrante de certains 

canaux ioniques et plus particulièrement de canaux calciques et potassiques.  
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Nous nous sommes plus particulièrement intéressés aux canaux calciques et potassiques 

dont l’implication dans les phénomènes de prolifération, migration et invasion de cellules 

tumorales a été la plus étudiée. Le Tableau 3 répertorie les principaux canaux calciques qui 

participent à la progression tumorale, ainsi que leur expression et leur rôle physiologique. 

En accord avec les objectifs de cette thèse, dans cette partie, nous avons choisi de ne 

développer que les canaux calciques impliqués dans la migration des cellules cancéreuses ainsi 

que les complexes de canaux Ca2+/K+ qui favorise la progression tumorale.  

 

6.4.1. Les canaux TRP 

Les canaux TRP, qui ont été originellement identifiés chez la drosophile, constituent 

une super famille de canaux hétérogènes. Les canaux TRP ont été classés en 7 familles en 

fonction de leur homologie de séquence par rapport au premier membre identifié de chaque 

famille : les TRPC, canoniques, avec 7 sous-types de canaux TRPC1 à C7 ; les TRPV, 

vanilloïdes, de TRPV1 à V6 ; les TRPM, mélastatines de TRPM1 à M8 ; les TRPP, polycystines 

avec 3 membres°; un unique TRPA, ankyrine°; 3 TRP de type TRPML, mucolipines ; et enfin 

un TRPN.  

Les canaux TRP sont composés de 6 segments transmembranaires avec un domaine 

hydrophobe entre les segments S5 et S6 qui forme le pore (Figure 14). Ils fonctionnent en 

homo- et hétéro-tétramères entre les membres d’une même sous-famille et sont perméables à 

différents cations dont le calcium. Seuls les TRMP4 et TRPM5 sont imperméables au calcium. 

Ils peuvent être activés par divers stimuli intracellulaires et extracellulaires comme un stress 

osmotique, des agents chimiques, mécaniques, des étirements membranaires, des changements 

de pH ou de température (Pour revue (Pedersen et al, 2005). 

Certains canaux TRP, et plus particulièrement les TRPC, TRPM et TRPV, ont été 

retrouvés impliqués dans les processus de prolifération, migration et invasion de différents 

types de cellules cancéreuses (Pour revues (Déliot & Constantin, 2015; Prevarskaya et al, 

2007).  

 

Les canaux TRPC 

Les canaux TRP de types « canonical » (TRPC1 à 7) sont exprimés de manière 

physiologique dans un grand nombre de tissus. Ils sont présents dans le système nerveux et le 

cerveau où ils régulent diverses fonctions cérébrales comme par exemple la croissance des 
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dendrites et la formation des synapses (TRPC6) (pour revue (Nilius & Owsianik, 2011). 

Certains ont également été détectés dans les cellules musculaires lisses et cardiaques (C3, C4, 

C6) ou encore le placenta (C4 et C6). Le TRPC6 est aussi présents dans les poumon, les reins, 

la rate, les ovaires et dans l’intestin. Le canal TRPC1 est le seul dont l’expression est ubiquitaire 

(pour revue (Nilius & Owsianik, 2011). Comme décrit précédemment, les canaux TRPC1, C4 

et C5 sont principalement des canaux de type SOC alors que les TRPC3 et C6, qui sont activés 

par le DAG suite à l’activation d’un récepteur membranaire, sont des canaux de types SMOC 

(pour revue (Pedersen et al, 2005) (Tableau 3).  

 

Dans le cas de cancer, il a été mis en évidence que les TRPC1, C3, C4 et C6, sont plus 

particulièrement impliqués dans la prolifération des cancers de la prostate (Abeele et al, 2004), 

du sein (Aydar et al, 2009; El Hiani et al, 2009), des ovaires (Zeng et al, 2013). Une seule étude 

met en évidence l’implication du canal TRPC1 dans la migration des cellules de gliomes 

(Bomben et al, 2011) (Tableau 3).  

En effet, le canal TRPC1 favorise la migration des cellules de gliome induite par le 

facteur de croissance épidermique, l’EGF alors qu’il n’est pas impliqué dans la migration 

basale. L’activation d’EGFR par son agoniste entraîne un influx SOCE dépendant du canal 

TRPC1. De plus, il a été mis en évidence une localisation de TRPC1 dans des nano-domaines 

membranaire spécifiques, les radeaux lipidiques. Plus précisément, le TRPC1 co-localise avec 

la Cavéoline-1, protéine uniquement présente dans les radeaux lipidiques de type cavéole. Cette 

co-localisation est plus importante au niveau du front de migration et des protrusions cellulaires 

(Bomben et al, 2011). Les radeaux lipidiques sont des zones riches en cholestérol identifiées 

comme étant des plateformes de signalisation cellulaire (Pour revue (Mollinedo & Gajate, 

2015). Dans les cellules de gliome, la déplétion en cholestérol, qui désorganise les radeaux 

lipidiques, diminue l’entrée de calcium SOCE et la migration induite par l’EGF suggérant le 

rôle essentiel de la localisation du canal dans les cavéoles. La stimulation de la voie EGFR 

entraîne donc une vidange des réserves de calcium intracellulaire conduisant à l’activation de 

TRPC1 localisé dans les radeaux lipidiques à l’avant de la cellule. L’influx de calcium ainsi 

généré favorise la migration cellulaire (Bomben et al, 2011). 

 

Les canaux TRPM 

Les canaux TRPM pour « melastatin » ont été nommés ainsi lors de l’identification du 

premier membre de la famille, le TRPM1 dans les mélanocytes. Ils sont composés de 8 
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membres (1 à 8). Il ne semble pas exister de mécanisme d’activation spécifique à cette famille 

de TRP. En effet, il a été mis en évidence que le canal TRPM1 est actif constitutivement alors 

que le TRPM2 peut être activé par les espèces réactives de l’oxygène et le TRPM7 par le PIP2. 

Le canal TRPM8 est, lui, sensible aux températures froides (inférieures à 23°C) et aux 

molécules qui donnent une sensation de froid tel que le menthol (Pour revue (Kraft & 

Harteneck, 2005) (Tableau 3).  

 

Le rôle des canaux TRPM7 et TRPM8 a plus particulièrement été étudié dans la 

progression tumorale. En effet, plusieurs études ont mis en évidence que ces deux canaux 

favorisent la survie, la prolifération et la migration de plusieurs types de cancer (Tableau 3).  

 

Le TRPM7 est exprimé de manière ubiquitaire et est impliqué dans le contrôle du cycle 

cellulaire dans de nombreux tissus. Le canal TRPM8 est exprimé physiologiquement par divers 

tissus dont les neurones dans lesquels il permet la thermo-sensation du fait de sa sensibilité au 

froid. Il est également exprimé dans le foie, la vessie, le tractus génital masculin et la prostate 

où il assure les mêmes fonctions de thermo-sensation (Pour revue (Nilius & Owsianik, 2011) 

(Tableau 3). 

Les TRPM7 et M8 sont notamment impliqués dans la migration de cellules cancéreuses 

mammaires. Ils ont été retrouvés surexprimés dans des tissus et dans des lignées de cancer du 

sein (Guilbert et al, 2009; Liu et al, 2014). Dans un modèle murin, la xénogreffe des cellules 

cancéreuses mammaires MDA-MB-231 qui n’expriment plus le TRPM7 montre une 

diminution du potentiel métastatique des cellules, par rapport aux cellules contrôles, suggérant 

le rôle du canal TRPM7 dans le développement des métastases (Middelbeek et al, 2012). In 

vitro, l’activation de TRPM7 augmente notamment la migration et l’invasion des lignées 

cancéreuses mammaires MDA-MD-231 et MDA-MB-435s (Guilbert et al, 2013) par 

l’activation de la voie de signalisation MAPK (Meng et al, 2013). Ce rôle pro-invasif du 

TRPM7 est cohérent avec son rôle physiologique observé dans les fibroblastes. En effet, ce 

canal sensible au stress mécanique, est activé dans les cellules en migration pour induire des 

augmentations locales de calcium intracellulaire. Ces augmentations ont été majoritairement 

observées à l’avant des cellules en migration et dans les lamellipodes (Wei et al, 2009). Ces 

résultats suggèrent que le canal TRPM7 est activé lors de la migration des cellules cancéreuses 

mammaires et que l’entrée de calcium par ce canal est nécessaire pour l’activation des voies de 

signalisation impliquées également dans le processus de migration. 
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Le canal TRPM8 est quant à lui impliqué dans la transition épithélio-mésenchymateuse 

des cellules cancéreuses mammaires MDA-MB-231 et MCF7. En effet, un siARN dirigé contre 

TRPM8 dans les cellules MDA-MB-231 favorise l’expression de marqueurs épithéliaux tels 

que l’E-cadhérine et diminue l’expression des marqueurs mésenchymateux (Liu et al, 2014). 

Un effet inverse a été observé dans les cellules MCF7 où le canal a été surexprimé. La régulation 

de l’expression de ces marqueurs passe par une augmentation de la phosphorylation de la 

protéine AKT dépendante de l’entrée de calcium induite par l’activation du canal. De plus la 

surexpression de TRPM8 dans les MCF7 favorise la migration cellulaire suggérant son 

implication dans le développement des métastases dans le cas de cancer du sein (Liu et al, 

2014). 

 

Le canal TRPM7 est également impliqué dans la migration des cellules cancéreuses 

pulmonaires A549. Dans ce cas, l’activation du canal est régulée par la voie EGFR. Un 

traitement des cellules A549 pendant 48h avec de l’EGF augmente la quantité de canaux 

TRPM7 au niveau de la membrane plasmique ainsi que l’amplitude du courant induit par le 

canal. De plus, il a été mis en évidence qu’un traitement des cellules avec l’EGF augmente la 

migration de ces cellules cancéreuses pulmonaires. La migration induite par l’EGF est bloqué 

lorsque le TRPM7 n’est plus exprimé. Les auteurs proposent que l’activation de la voie EGFR 

régule l’expression et/ou l’activité du canal pour favoriser la migration des cellules cancéreuses 

pulmonaires (Gao et al, 2011).  

Très récemment, l’expression du TRPM7 a été mise en évidence dans les tissus 

prostatiques normaux mais cette expression est fortement augmentée dans les tissus tumoraux 

(Sun et al, 2014). Dans ce cas, l’activité et l’expression du canal sont régulées par le cholestérol. 

En effet, un traitement aigu et chronique des cellules cancéreuses de prostates, DU145 et PC3 

avec du cholestérol induit un influx de calcium par le TRPM7. Cet influx de calcium entraîne 

la phosphorylation des voies de signalisation AKT et ERK et une augmentation de la 

prolifération et de la migration cellulaires. De plus, l’augmentation du calcium intracellulaire 

via TRPM7 induit par le cholestérol permet de réguler l’expression de ce canal (Sun et al, 2014).  

 

Les canaux TRPV 

Les TRPV1 à 6 pour vanilloïde ont été nommés ainsi depuis l’indentification du premier 

membre, TRPV1 qui est stimulé par ces composants dont la capsaïcine. Le TRPV2 est, lui, 

activé par des cannabinoïdes (Caterina et al, 1999). En dehors de ces activateurs, les TRPV1 à 
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V4 sont des détecteurs des températures nocives supérieures à 24°C et de la douleur. Par 

exemple, le TRPV4, qui est activé par des températures supérieures ou égales à 24°C, est 

constitutivement ouvert, alors que le TRPV1 et TRPV2 sont activés à partir de 43°C et 52°C 

respectivement. Physiologiquement, l’expression des TRPV est détectée dans le système 

nerveux et dans de nombreux tissus dont les poumons, la rate ou encore le foie et peuvent donc 

être activés par différents stimuli. En effet, ils répondent à des molécules intra- et 

extracellulaires mais sont aussi osmo- et mécano-senseurs, puisqu’ils sont activés par 

l’étirement membranaire, un stress mécanique, ou encore un choc osmotique (pour revue 

(Pedersen et al, 2005) (Tableau 3). 

 

Alors que le canal TRPV1 joue principalement un rôle pro-apoptotique sur des lignées 

cancéreuses de la vessie et de la prostate (Lazzeri et al, 2005; Sánchez et al, 2005), les canaux 

TRPV2 (Liu et al, 2010; Monet et al, 2009) et TRPV6 (Chow et al, 2007; Zhuang et al, 2002) 

favorise la progression tumorale de divers types des cancer (Tableau 3). Il a notamment été 

mis en évidence un rôle du canal TRPV2 dans la migration des cellules cancéreuses prostatiques 

humaines PC3 et LNCaP (Monet et al, 2010), alors que le canal TRPV6 est plus 

particulièrement impliqué dans la migration et l’invasion des cellules cancéreuses mammaires 

MCF7 et MDA-MB-231 (Dhennin-Duthille et al, 2011).   

 

En condition physiologique, le canal TRPV2 est exprimé dans le système nerveux, les 

neurones et certaines zones du cerveau où il joue un rôle de senseur de la douleur. Il est 

également détecté dans divers tissus et cellules, dont le cœur, les macrophages et les 

lymphocytes (Vennekens et al, 2008), le tractus gastro-intestinal et urinaire, les reins, les 

glandes mammaires ou encore la prostate (Kowase et al, 2002) (Tableau 3). Il a été mis en 

évidence que peu de canaux TRPV2 sont présents au niveau de la membrane plasmique en 

conditions physiologiques. Ils sont majoritairement localisés dans des compartiments 

cytoplasmiques (Nagasawa et al, 2007). Des études montrent que les facteurs de croissance 

présents dans le sérum, dont l’IGF-1, permettent le recrutement membranaire de TRPV2 par un 

mécanisme dépendent de la voie PI3K et d’une entrée de calcium préalable (Caterina et al, 

1999; Kanzaki et al, 1999; Nagasawa et al, 2007). Plusieurs peptides semblent capables 

d’induire la translocation du TRPV2 par l’activation de la voie PI3K : le neuropeptide activé 

par la chaleur dans des cellules du système nerveux (Boels et al, 2001) et le peptide 

chimiotactique fMetLeuPhe dans les macrophages (Nagasawa et al, 2007). En dehors de son 
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rôle dans le recrutement membranaire du canal TRPV2, la voie PI3K peut également réguler 

l’activité du canal (Penna et al, 2006).  

De plus, il apparaît que le canal TRPV2 peut être activé par des stress mécaniques et 

osmotiques (Iwata et al, 2003; Muraki et al, 2003). Récemment, une étude met en évidence 

qu’un stress mécanique localisé entraîne un recrutement membranaire de TRPV2. Ce 

recrutement est accompagné d’une augmentation de la protéine AKT au niveau du site 

d’application du stress. Une forte augmentation localisée du calcium intracellulaire dans les 30 

secondes suivant l’application a aussi été observée et est bloquée en présence d’un inhibiteur 

de PI3K ou de gadolinium qui bloque les canaux activés par l’étirement membranaire 

(Nagasawa & Kojima, 2015). 

Les cellules cancéreuses prostatiques indépendantes des androgènes, PC3 et DU145, 

expriment le canal TRPV2 alors que les cellules prostatiques cancéreuses dépendantes des 

androgènes, LNCaP, ne l’expriment pas. Il semble qu’il y ait une régulation négative de 

l’expression du canal par les androgènes (Monet et al, 2010). Dans les cellules PC3, l’abolition 

de l’expression de TRPV2 par un shARN diminue la concentration cytosolique basale de 

calcium ainsi que la migration cellulaire (Monet et al, 2010). Au contraire, lorsque l’expression 

de TRPV2 est rétablie dans les cellules LNCaP, une augmentation du calcium intracellulaire et 

de la migration a été observée. Ces résultats montrent une activation constitutive de TRPV2 et 

son rôle dans la migration cellulaire. De plus, lorsque le canal est exprimé dans les cellules 

LNCaP, l’expression d’enzymes pro-invasives, dont la cathépsine B et les métaloprotéases 

(MMP) 2 et 9, est augmentée par rapport aux cellules contrôles, suggérant également le rôle de 

TRPV2 dans l’invasion cellulaire (Monet et al, 2010). Le rôle du canal TRPV2 dans la 

migration et l’invasion des cellules cancéreuses prostatiques PC3 suggèrent un rôle pro-

métastatique du canal TRPV2 dans le cancer de la prostate (Monet et al, 2010).  

De plus, il a été mis en évidence une activation du canal par des lysophospholipides dont 

la lysophasphatidylcholine (LPC) et le lysophosphatidylinositol (LPI). Dans un modèle 

cellulaire, les HEK293 qui surexpriment TRPV2, la LPC induit une entrée de calcium sans 

libération des réserves calciques du RE. Alors que, dans ces cellules, le canal a été détecté 

principalement dans le cytoplasme, un traitement avec la LPC induit la translocation du TRPV2 

au niveau de la membrane plasmique. L’entrée de calcium et la translocation du canal induit 

par la LPC sont dépendantes de l’activation d’un RCPG et de la voie PI3K. Cette voie 

d’activation de TRPV2 a été confirmée sur les cellules cancéreuses prostatiques PC3. Le 

traitement des cellules PC3 avec la LPC entraîne également une entrée de calcium via le TRPV2 

et une augmentation de la migration cellulaire (Monet et al, 2009).  
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Le canal TRPV6 est exprimé dans les cellules saines du tractus gastro-intestinal, de 

l’œsophage jusqu’au côlon, avec une forte expression au niveau de l’estomac (Zhuang et al, 

2002). Il a également été retrouvé faiblement exprimé dans les glandes mammaires, sudoripares 

et salivaires, ainsi qu’au niveau du pancréas et de la prostate. Dans ces différents tissus, 

l’activation constitutive du canal intervient plus particulièrement dans les processus de 

sécrétion et permet une régulation de la balance calcique et le remplissage des réserves de 

calcium intracellulaire après déplétion, dans les cellules épithéliales (Tableau 3).  

Il a été observé une surexpression du canal TRPV6 dans les cellules épithéliales 

cancéreuses mammaires et dans des tissus issus d’adénocarcinomes canalaires par rapport aux 

tissus sains (Bolanz et al, 2008; Dhennin-Duthille et al, 2011). Les lignées cellulaires 

cancéreuses mammaires humaines telles que les cellules MCF7, MDA-MB-231 ou T47D 

expriment le canal mais aucune corrélation n’a été mise en évidence entre l’expression du canal 

et le grade tumorale ou le statut des récepteurs hormonaux (Peters et al, 2012). Dans ces 

cellules, le TRPV6 est localisé au niveau de la membrane plasmique où il est actif de manière 

constitutive (Bolanz et al, 2009). La canal TRPV6 participe plus particulièrement à la migration 

et l’invasion des cellules MCF7 et MDA-MB-231 (Dhennin-Duthille et al, 2011).  

 

6.4.2. Les canaux Orai 

Les canaux de la famille Orai (1 à 3), et plus particulièrement Orai1 et Orai3, sont 

impliqués dans la migration et la prolifération de différents types de cellules cancéreuses 

(Tableau 3). Orai1 a été identifié comme étant le canal membranaire responsable de l’entrée 

de calcium de type SOCE par son interaction avec la protéine du réticulum endoplasmique 

STIM1 (Roos et al, 2005; Prakriya et al, 2006). Il a également été montré que le canal Orai3 

peut être activé suite à la déplétion des réserves de calcium intracellulaire (Ay et al, 2013; 

Motiani et al, 2010). Les canaux Orai1 et Orai3 sont exprimés dans les même tissus, dont le 

foie, les cellules squelettiques ou encore la peau, mais également dans diverses cellules 

immunitaires, les hépatocytes et les cellules endothéliales (Motiani et al, 2010). L’implication 

des canaux Orai dans l’entrée de calcium de type SOCE participe notamment à la prolifération 

et la migration de cellules non cancéreuses, comme par exemple les cellules endothéliales 

(Abdullaev et al, 2008) ou les cellules musculaires lisses (Potier et al, 2009). Le rôle des SOC 

est également indispensable à la régulation de nombreuses fonctions immunitaires, puisque des 
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patients présentant des mutations au niveau des gènes codant pour les protéines STIM et Orai 

souffrent d’infections sévères et récurrentes (Bergmeier et al, 2013) (Tableau 3).  

Les canaux Orai1 et Orai3 participent à la prolifération des cellules cancéreuses 

pulmonaires (Ay et al, 2013; Hou et al, 2011), prostatique (Dubois et al, 2014) et de mélanome 

(Umemura et al, 2014) mais leur rôle dans la migration de cellules cancéreuses a été le plus 

étudié dans cas du cancer du sein (Feng et al, 2010; Motiani et al, 2010, 2013) (Tableau 3). 

Dans les cellules épithéliales cancéreuses du sein, le canal Orai1 est surexprimé par 

rapport aux cellules non cancéreuses (McAndrew et al, 2011). De même l’expression d’Orai3 

est augmentée dans les tissus issus de cancer du sein (Faouzi et al, 2013). En revanche, il semble 

que leur expression et leur activité dépendent du statut des récepteurs aux œstrogènes (ER). En 

effet, il a été mis en évidence que dans 5 lignées cancéreuses mammaires humaines ER 

positives, dont les MCF7, le canal Orai3 est responsable de l’entrée SOCE, alors que dans 4 

lignées ER négatives telles que les MDA-MB-231, l’entrée SOCE est dépendante d’Orai1 

(Motiani et al, 2010).  

Plus précisément, dans les cellules MCF7, un siARN dirigé contre le ER entraîne une 

diminution de l’expression de Orai3. Au contraire l’activation du ER par de l’œstradiol 

augmente l’expression du canal. Il semble donc que le ER régule la transcription d’Orai3 

expliquant sa surexpression dans les cellules cancéreuses mammaires exprimant les ER 

(Motiani et al, 2013). Dans ces cellules, l’entrée de calcium induite par l’activation d’Orai3 

régule la progression du cycle cellulaire, la prolifération et la résistance à l’apoptose (Faouzi et 

al, 2011, 2013). Il participe également à la migration cellulaire des cellules MCF7 puisqu’un 

siARN dirigé contre Orai3 inhibe l’activation de la kinase des adhésions focales (FAK) 

dépendante du calcium (Motiani et al, 2013). Il a également été mis en évidence un rôle d’Orai1 

dans les cellules MCF7 indépendamment d’une activation du canal par la vidange des réserves 

de calcium intracellulaire. En effet, une activation constitutive du canal permettant une entrée 

de calcium permanente dans les cellules a été observée. Cet influx calcique favorise l’activation 

de voies de signalisation impliquées dans la prolifération cellulaire (Feng et al, 2010).  

Dans les cellules MDA-MB-231, le rôle du canal Orai1 dans l’influx SOCE favorise la 

migration cellulaire. La surexpression des protéines Orai1 et STIM1 dans les cellules 

mammaires non cancéreuses MCF10A augmente leur migration. Inversement, un siARN dirigé 

contre ces protéines diminue l’influx de calcium et la migration des cellules MDA-MB-231 

mais également le développement des métastases in vivo. Le blocage de l’influx calcique induit 

par Orai1 bloque également le turn-over des adhésions focales (Yang et al, 2009). Comme 

décrit précédemment, le clivage des adhésions à l’arrière de la cellules pour la rétractation et la 
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formation de nouvelles adhésions à l’avant de la cellules sont indispensables à la migration 

cellulaire (Glading et al, 2000). En conditions contrôles, les cellules MDA-MB-231 présentent 

de petits sites d’adhésions ponctués alors que, lorsque les cellules MDA-MB-231 n’expriment 

plus Orai1 ou STIM1, une large adhésion focale périphérique apparaît. Ce changement du profil 

des adhésions focales est la conséquence d’une suppression du désassemblage des adhésions à 

l’arrière de la cellule mais également de l’inhibition de la formation de nouvelles adhésions à 

l’avant. L’absence d’influx calcique empêche notamment l’activation de protéines dépendantes 

du calcium intracellulaire impliquées dans le turn-over de ces adhésions, tels que FAK, les 

calpaïnes ou encore les petites GTPases, Ras et Rac1 (Yang et al, 2009). En dehors de 

l’activation d’Orai1 suite à la déplétion des réserves intracellulaires, le canal peut également 

être activé constitutivement (Feng et al, 2010). Dans le cancer du sein, cette entrée constitutive 

de calcium par Orai1 peut être régulée par le canal potassique humain de la famille Ether à-Go-

go 1, hEag1 (Hammadi et al, 2012) ou un canal SKCa, le canal SK3 (Chantôme et al, 2013). 

 

Tableau 3 : Comparaison de l’expression et du rôle des canaux TRP et Orai impliqués dans la 

progression tumorale. 

(Expression et rôle physiologique, tableau adapté de (Nilius & Owsianik, 2011)) 

Canaux Physiologie 

(pour revue (Nilius & Owsianik, 

2011) 

Cancer Références 

Expressions Rôles dans  Expressions Rôles  

TRPC1 Ubiquitaire Régulation des 

fonctions 

cérébrales, 

développement 

cellulaire, 

contraction 

musculaire… 

Sein, prostate, 

ovaires 

 

Gliome 

Prolifération 

 

 

Migration 

(Abeele et al, 

2004) 

(Bomben et al, 

2011)  

(El Hiani et al, 

2009) 

(Zeng et al, 

2013) 

TRPC3 Système nerveux 

central, cellules 

musculaires lisses 

et cardiaques 

Régulation des 

fonctions 

cérébrales 

Sein, ovaires Prolifération (Aydar et al, 

2009) 

(Zeng et al, 

2013) 

TRPC4 Système nerveux 

central, cellules 

musculaires 

lisses, placenta, 

rein, endothélium 

Régulation de la 

contraction/relaxa

tion, adhésion 

cellulaire, senseur 

de l’hypoxie  

Prostate, Ovaire Prolifération (Abeele et al, 

2004) 

(Zeng et al, 

2013) 



98 

 

Canaux Physiologie 

(pour revue (Nilius & Owsianik, 

2011) 

Cancer Références 

Expressions Rôles dans  Expressions Rôles  

TRPC6 Cellules 

musculaires 

lisses, poumon, 

cerveau, rein, 

rate, ovaires, petit 

intestin, 

neutrophiles 

Régulation de 

l’angiogenèse, 

prolifération, 

croissance et 

développement 

cellulaire… 

Sein, prostate, 

ovaire 

Prolifération (Aydar et al, 

2009) 

(Guilbert et al, 

2008) 

(Yue et al, 

2009) 

(Zeng et al, 

2013) 

TRPM1 Mélanocytes et 

glande bipolaire 

de la rétine 

Réponse à la 

lumière 

Mélanome Anti-tumoral   (Duncan et al, 

1998) 

TRPM7 Ubiquitaire Régulation de 

l’homéostasie du 

magnésium, cycle 

cellulaire, 

développement et 

migration 

cellulaire 

Sein 

 

 

 

 

 

Poumon 

 

Prostate 

 

 

Gastrique 

 

 

 

Tête et cou 

Migration et 

invasion in vitro 

Développement 

des métastases 

in vivo 

 

Migration 

 

Prolifération et 

migration 

 

Survie et 

croissance 

cellulaire 

 

Prolifération 

(Gao et al, 

2011) 

(Guilbert et al, 

2013) 

(Kim et al, 

2008) 

(Jiang et al, 

2007) 

(Sun et al, 

2014) 

 

TRPM8 Cellules 

neuronales et 

musculaires lisses 

vasculaires, foie, 

vessie, tractus 

génital masculin 

(dont prostate), 

sein, côlon, 

poumon, peau 

Détection des 

températures 

froides nocives 

Prostate 

 

Sein 

 

Pancréas 

 

 

Oral 

 

Gastro-intestinal 

Survie cellulaire 

 

Migration 

 

Prolifération et 

invasion 

 

Invasion 

 

Prolifération 

(Liu et al, 2014) 

(Mergler et al, 

2007) 

(Okamoto et al, 

2012) 

(Yee et al, 

2014) 

(Zhang & 

Barritt, 2004) 
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Canaux Physiologie 

(pour revue (Nilius & Owsianik, 

2011) 

Cancer Références 

Expressions Rôles dans  Expressions Rôles  

TRPV1 Cerveau, 

pancréas, vessie, 

prostate, certaines 

cellules de la peau 

Régulation de 

l’apoptose 

Détection des 

températures 

chaudes, 

régulation des 

fonctions et du 

développement 

cérébral et 

intestinal 

Vessie, prostate Anti-tumoral  

(la perte 

d’expression 

dans cellules 

cancéreuses 

protège contre 

l’apoptose) 

(Lazzeri et al, 

2005) 

(Sánchez et al, 

2005) 

 

TRPV2 Cellules 

neuronales, 

tractus gastro-

intestinal, rate, 

muscles, cellules 

musculaires 

squelettiques et 

cardiaques, 

mastocytes 

Détection des 

températures 

chaudes nocives 

et de la douleur, 

régulation de la 

phagocytose des 

macrophages 

Prostate 

 

 

 

 

 

 

Vessie 

 

 

Hépatique 

 

 

Gliome 

 

Migration et 

invasion in 

vitro, 

Développement 

des métastases 

in vivo 

 

Migration et 

invasion 

 

Progression 

tumorale 

 

Anti-tumoral 

(favorise 

l’apoptose) 

(Caprodossi et 

al, 2008) 

(Liu et al, 2010) 

(Monet et al, 

2009) 

(Nabissi et al, 

2013) 

(Oulidi et al, 

2013) 

 

TRPV6 Tractus gastro-

intestinal, rein, 

pancréas, 

testicules, 

prostate, placenta, 

cerveau, glandes 

salivaires, 

mammaires, 

sudoripares,  

Réabsorption du 

calcium dans 

l’intestin et les 

reins, 

développement 

cellulaire, 

régulation des 

processus de 

sécrétion des 

glandes 

Gastrique 

 

 

 

Sein 

 

 

Prostate 

Anti-tumoral 

(favorise 

l’apoptose) 

 

Migration et 

invasion 

 

Survie cellulaire 

(Dhennin-

Duthille et al, 

2011) 

(Lau et al, 

2014) 

(Wissenbach et 

al, 2004) 
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Canaux Physiologie 

(pour revue (Nilius & Owsianik, 

2011) 

Cancer Références 

Expressions Rôles dans  Expressions Rôles  

Orai1 Foie, peau, 

cellules 

musculaires 

lisses, 

squelettiques, 

immunitaires, 

endothéliales, 

kératinocytes  

Régulation des 

fonctions 

immunitaires, de 

la prolifération et 

la migration 

Mélanome 

 

 

Poumon 

 

 

Prostate 

 

 

Sein 

(cellules ER 

négatives) 

Progression 

tumorale 

 

Prolifération 

 

 

Prolifération, 

survie 

 

Migration in 

vitro et 

développement 

des métastases 

in vivo 

(Dubois et al, 

2014) 

(Feng et al, 

2010) 

(Hou et al, 

2011) 

(Umemura et al, 

2014) 

(Yang et al, 

2009) 

Orai3 Foie, peau, 

cellules 

squelettiques, 

immunitaires, 

endothéliales, 

kératinocytes  

Régulation des 

fonctions 

immunitaires, de 

la prolifération et 

la migration 

Poumon (non à 

petites cellules),  

 

Prostate 

 

 

Sein (cellules 

ER positives) 

Prolifération 

 

 

Prolifération, 

survie 

 

Prolifération, 

survie et 

migration 

cellulaire 

(Ay et al, 2013) 

(Dubois et al, 

2014) 

(Faouzi et al, 

2013) 

(Ay et al, 2013) 

 

 

6.4.3. Les complexes de canaux Ca2+/K+  

 

Comme citée précédemment, l’activation de canaux potassiques peut entraîner une 

sortie de potassium hyperpolarisant la membrane plasmique et augmentant la force 

électromotrice pour favoriser une entrée de calcium dans les cellules non excitables. Ce 

phénomène a été mis en évidence dans le cas de cancer en 1992. Nilius et Wohlrab montrent 

que des canaux potassiques contrôlent l’influx de calcium dans des cellules de mélanome et 

favorisent leur prolifération (Nilius & Wohlrab, 1992). Plus récemment, des complexes canaux 
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Ca2+/K+ ont été identifiés dans le cancer du sein et de la prostate. Principalement, les canaux 

potassiques impliqués sont ceux de la famille des KCa, activés par le calcium intracellulaire. 

Seul le canal potassique sensible au voltage hEag1 a été identifié comme formant un complexe 

avec le canal calcique Orai1 (Hammadi et al, 2012).  

hEag1 fait partie de la famille des canaux potassiques sensibles au voltage membranaire. 

Il est principalement exprimé au niveau du cerveau où il régule le cycle cellulaire, mais il a été 

détecté dans plusieurs types de tissus tumoraux. Il est notamment exprimé dans le cas de cancer 

du sein, de la prostate, du foie, du côlon et des poumons (Hemmerlein et al, 2006). Dans les 

cellules cancéreuses mammaires humaines MCF7 et MDA-MB-231, hEag1 est également 

exprimé et impliqué dans la migration cellulaire en hyperpolarisant la membrane et en induisant 

un influx calcique. Dans ces mêmes cellules, il a déjà été mis en évidence que le canal calcique 

Orai1 participe à la migration cellulaire (Feng et al, 2010; Yang et al, 2009). La combinaison 

d’un sihEag1 et d’un siOrai1 n’induit pas plus de diminution de l’influx calcique et de la 

migration que chacun des siARN seuls. Cette étude met donc en évidence un complexe 

fonctionnel entre les canaux hEag1 et Orai1 pour favoriser la migration cellulaire (Hammadi et 

al, 2012). De plus, l’expression de hEag1 et Orai1 est associée dans des tissus de carcinomes 

canalaires mammaires et dans des métastases de ganglions lymphatiques alors que le canal 

hEag1 n’est pas exprimé dans les tissus sains. Ces résultats suggèrent le rôle du complexe 

hEag1/Orai1 dans la progression tumoral du cancer du sein (Hammadi et al, 2012).  

Dans une autre lignée cancéreuse mammaire, les MDA-MB-435s, il a été mis en 

évidence un complexe canal Ca2+/K+ formé par les canaux Orai1 et SK3 (Chantôme et al, 2013). 

Le canal SK3 appartient à la famille des SKCa. Ce canal est exprimé physiologiquement au 

niveau des neurones et dans les cellules musculaires lisses dans lesquels il régule l’excitabilité 

et le couplage excitation contraction. Le canal SK3 est fortement exprimé dans les cellules 

épithéliales de tissus issus de cancer du sein alors qu’il n’est pas détecté dans les tissus sains 

(Potier et al, 2006). Dans les cellules MDA-MB-435s qui expriment le canal, il a été mis en 

évidence un rôle de SK3 dans la migration cellulaire par une augmentation du calcium 

intracellulaire. En effet, l’activation de SK3 dans ces cellules entraîne une hyperpolarisation de 

la membrane et une entrée de calcium via des canaux calciques indépendant du voltage 

membranaire (Potier et al, 2006). Cette entrée de calcium peut également maintenir l’activation 

de SK3 puisque celui-ci est sensible aux variations de calcium intracellulaire. Cette boucle de 

rétrocontrôle positive favorise la migration des cellules MDA-MB-435s (Potier et al, 2006). De 

plus, sur un modèle in vivo, il a été mis en évidence que le canal SK3 favorise principalement 

le développement de métastases osseuses, sans effet sur la croissance de la tumeur primaire 
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(Chantôme et al, 2013). Le canal calcique impliqué dans cette entrée de calcium est le canal 

Orai1 puisqu’un siARN dirigé contre Orai1 bloque la migration des cellules MDA-MB-435s 

dépendante de SK3. En revanche, un siSTIM1 n’a pas d’effet sur cette migration, mettant en 

évidence une activation d’Orai1 indépendante du relargage des réserves de calcium 

intracellulaire. SK3 potentialise l’entrée constitutive de calcium via le canal Orai1 pour 

favoriser la migration cellulaire. Il apparaît que le complexe fonctionnel SK3-Orai1 est localisé 

dans les radeaux lipidiques (Chantôme et al, 2013). L’Ohmline, un alkyl-lipide, a été identifié 

comme étant un bloqueur du canal SK3 (Girault et al, 2011). Cet effet inhibiteur de l’Ohmline 

sur SK3 passe par une délocalisation du complexe SK3/Orai1 hors de radeaux lipidiques ce qui 

a pour conséquences de diminuer l’entrée constitutive de calcium, la migration cellulaire et le 

développement de métastases osseuses. La localisation spécifique du complexe SK3/Orai1 dans 

les radeaux lipidiques est donc un facteur essentiel à la migration des cellules MDA-MB-435s 

(Chantôme et al, 2013).  

D’autres études sur le cancer de la prostate mettent en évidence des complexes canaux 

Ca2+/K+ impliqués dans la prolifération cellulaire. Le complexe IKCa/TRPV6 dans les cellules 

cancéreuses prostatiques PC3 et LNCaP favorise la prolifération (Lallet-Daher et al, 2009). Ces 

deux canaux sont surexprimés dans les tissus prostatiques cancéreux et la mise en évidence 

d’un complexe fonctionnel et physique IKCa/TRPV6 souligne leurs rôles respectifs dans la 

progression tumorale (Lallet-Daher et al, 2009). Dans les cellules LNCaP, le canal potassique 

BKCa est, quant à lui, couplé avec le canal calcique dépendent du voltage Cav3.2. Dans ces 

cellules, la densité des canaux Cav3.2 est très faible mais sa co-localisation avec BKCa, dans 

une zone très localisée de la membrane plasmique, permet l’activation du canal potassique via 

l’entrée de calcium induite par Cav3.2. Ce complexe fonctionnel permet également la 

prolifération des cellules LNCaP (Gackière et al, 2013).  

 

6.4.4. Les radeaux lipidiques régulent les complexes de canaux ioniques et 

l’activation de voie de signalisation. 

 

Depuis quelques années, la localisation des complexes canalaires, dont les complexes 

Ca2+/K+, dans des nano-domaines de la membrane plasmique, les radeaux lipidiques, apparaît 

essentielle pour la régulation de la signalisation calcique. 

Les membranes plasmiques des cellules eucaryotes sont formées par des phospholipides 

organisés en bicouche lipidique. L’organisation asymétrique et la composition en 
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phospholipides de ces bicouches ont été identifiées en 1973 dans des érythrocytes humains 

(Gordesky & Marinetti, 1973; Verkleij et al, 1973). La membrane externe est composée 

principalement de phosphatidylcholine (PC) et sphingomyéline alors que la membrane interne 

est plutôt enrichie en phosphatidylsérine (PS) et phosphatidyléthanolamine (PE) (Gordesky & 

Marinetti, 1973; Verkleij et al, 1973). Par la suite, des études mettent en évidence des 

complexes protéines-lipides, issus de membranes cellulaires, insolubles dans des détergents 

non-ioniques tels que le triton (Brown & Rose, 1992). Ces complexes, riches en cholestérol et 

sphingolipides principalement (Brown et Rose 1992), ont été nommés radeaux lipidique en 

1998 par Simon & Ikonen (pour revue (Simons & Ikonen, 1997).  

Il existe deux types de radeaux lipidiques en fonction de la présence de deux protéines 

spécifiques : la cavéoline ou la flotilline. La cavéoline est une protéine d’échafaudage 

membranaire possédant un domaine hydrophobe qui lui confère une conformation en « épingle 

à cheveux » (Monier et al, 1995). Ce domaine s’insère dans la membrane plasmique au niveau 

des radeaux lipidiques par sa fixation au cholestérol (Murata et al, 1995). La cavéoline est 

présente au niveau de la membrane du RE où elle est synthétisée (Monier et al, 1995), dans 

l’appareil de Golgi, au niveau de structures vésiculaires (Kurzchalia et al, 1992) et au niveau 

de la membrane plasmique, exclusivement sur le surface interne sous forme d’oligomères 

(Dupree et al, 1993; Monier et al, 1995). Par cette conformation spécifique, la fixation de la 

cavéoline au cholestérol induit alors une invagination de la membrane plasmique conduisant à 

la formation des radeaux lipidiques de type « cavéole » (pour revue (Anderson, 1998; Parton, 

1996). Dans les fractions membranaires insolubles dans des détergents non-ioniques, il a 

également été identifié une autre protéine membranaire, la flotilline (Bickel et al, 1997). Cette 

protéine est exprimée dans de nombreux tissus dont le cerveau, où la protéine cavéoline n’a pas 

été détectée (Bickel et al, 1997). Cette différence d’expression a permis de mettre en évidence 

une localisation de la flotilline dans des nano-domaines de la membrane plasmique des 

neurones (Lang et al, 1998). Il a ainsi été montré que cette protéine est associée avec des 

radeaux lipidiques « non cavéoles », mobiles dans la membrane contrairement aux radeaux 

lipidiques de type cavéole (Frick et al, 2007).  

 

De plus en plus d’études, dans des modèles cellulaires tumoraux, mettent en évidence 

la localisation importante des canaux calciques et potassiques dans les radeaux lipidiques, pour 

la régulation de la signalisation calcique. De plus, les récepteurs membranaires tyrosines 

kinases dont ceux de la famille ERBB, localisés également dans les radeaux lipidiques, sont 

impliqués dans la modulation de l’activation des canaux calciques (SOCE). Les radeaux 
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lipidiques apparaissent comme des plateformes de signalisation qui regroupent les canaux 

ioniques et les récepteurs ERBB, permettant la régulation de la signalisation calcique impliquée 

dans la prolifération, l’apoptose et la migration des cellules tumorales. La régulation de l’entrée 

de calcium dans les cellules tumorales par les complexes canalaires et le récepteur EGFR dans 

les radeaux lipidiques, a fait récemment l’objet d’une revue bibliographique par notre équipe 

intitulée : « Lipid rafts, KCa/ClCa/Ca2+ channel complexes and EGFR signaling : Novel 

targets to reduce tumor development by lipids ? », présentée ci-après. 

 

 

 

 

 

 

Les différentes études présentées dans cette sixième partie mettent en évidence le rôle 

essentiel du calcium et des canaux ioniques dans la progression tumorale. Il apparait également 

une grande diversité et complexité de régulation de ces canaux en fonction du cancer mais 

également entre les différents types cellulaires issus d’un même cancer. Plus particulièrement 

dans le cancer du sein, beaucoup de canaux calciques (Tableau 3) et potassiques sont impliqués 

dans la prolifération, la migration et l’invasion. Il est donc important d’identifier les différents 

régulateurs de ces canaux afin de développer de meilleures stratégies d’inhibitions 

pharmacologiques.  
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Lipid rafts, KCa/ClCa/Ca2+ channel complexes and EGFR signaling : Novel 

targets to reduce tumor development by lipids ? 
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Membrane lipid rafts are distinct plasma membrane nanodomains that are enriched with cholesterol,
sphingolipids and gangliosides, with occasional presence of saturated fatty acids and phospholipids containing
saturated acyl chains. It is well known that they organize receptors (such as Epithelial Growth Factor Receptor),
ion channels and their downstream acting molecules to regulate intracellular signaling pathways. Among them
are Ca2+ signaling pathways, which are modified in tumor cells and inhibited upon membrane raft disruption.
In addition to protein components, lipids from rafts also contribute to the organization and function of Ca2+

signaling microdomains. This article aims to focus on the lipid raft KCa/ClCa/Ca2+ channel complexes that
regulate Ca2+ and EGFR signaling in cancer cells, and discusses the potential modification of these complexes
by lipids as a novel therapeutic approach in tumor development. This article is part of a Special Issue entitled:
Membrane channels and transporters in cancers.
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1. Introduction

Membrane lipid rafts are distinct plasma membrane nanodomains
that are enriched with cholesterol, sphingolipids and gangliosides,
with occasional presence of saturated fatty acids and phospholipids
containing saturated acyl chains. In some rafts there are very high
amount of ceramides instead of cholesterol [1,2]. It is well known that
they organize receptors (such as Epidermal Growth Factor Receptor,
EGFR), their downstream molecules to regulate intracellular signaling
pathways, which may be inhibited upon membrane raft disruption.
Lipid rafts have been implicated in the regulation of cell proliferation,
apoptosis and cell migration suggesting first that alteration of these
nanodomains could be involved in tumor development and second
that their modification by lipids may become a novel and attractive
strategy to reduce tumor development.

Lipid rafts provide signaling platforms for several growth factor
receptors such as Human Epidermal growth factor Receptors (HERs),
which are overexpressed in many cancers such as breast (for HER2)
[3] and colon (for EGFR/HER1) [4] and participate in tumor devel-
opment. Interestingly, the activation of EGFR generates intracellu-
lar Ca2+ variations, which by the formation of the Ca2+/CaM
complex also control EGFR activities [5]. Ca2+ homeostasis is regulated
by Ca2+ channels, and during the last decade, these channels and
Ca2+-activated K+ channels (KCa) and Ca2+-activated Cl− channels
(ClCa) were found to be expressed in various tumors. Their physio-
logical function is hijacked by the cancer cell to drive essential bio-
logical functions for tumor development such as cell proliferation
and cell migration [6–10]. For reducing energy consumption and
for the fine regulation of their activities, Ca2+, KCa and ClCa channels
appear to be associated as complexes in cancer cells and contribute
to cancer associated functions such as cell proliferation, cell migration
and the capacity to develop metastases [11]. Thus, we propose that
these complexes are spatially segregated in nanodomains such as lipid
rafts. This particular localisation has been observed for the TRPC1
channelosome [12], and many ion channels are found to be expressed
in lipid rafts [13]. Nevertheless, the specific localization and regulation
of Ca2+, KCa and ClCa channels alone or as complexes in lipid rafts
need to be addressed in tumor cells.

The role of lipid rafts in tumor cells has been recently reviewed [14].
The present article aims to focus on the lipid raft KCa/ClCa/Ca2+ channel
complexes and EGFR signaling in cancer cells and on the potential
modification of these complexes by lipids as a novel therapeutic
approach in tumor development.

2. Lipid rafts

Lipid rafts are defined as nanodomains within the lipid bilayer [2].
Raft domains lead to protein and lipid compartmentalization inside
the plasmamembrane. These highly dynamic structures act as signaling
platforms and coordinate transduction pathways. They are also
involved in endocytosis, protein trafficking and adherens junctions
(see for reviews [15–17]). The lipid raft composition is distinct from
the non-raft domain in cholesterol, glycosphingolipids, sphingolipids,
gangliosides, with occasional presence of saturated fatty acids and
phospholipids containing saturated acyl chains and loss of glycerolipids,
omega 3 fatty acids and phosphatidylethanolamine. In some rafts
there are very high amounts of ceramides instead of cholesterol [1].
Biochemical techniques have allowed to isolate the lipid rafts using
their resistance to solubilization by cold nonionic detergents such

as Triton X-100 [18]. Cholesterol-rich rafts can be separated from non-
raft domains by sucrose gradient centrifugation thanks to their lower
density. More recently, microscopy and spectroscopy techniques have
allowed to directly visualize the lipid raft structure [19], and proteomic
profiles of membrane fractions from normal and cancerous human
tissues are henceforth available using labeling mass spectrometry [20].
Two types of lipid rafts can be distinguished: caveolae and non-
caveolae (Fig. 1). Caveolae contains caveolin which is a cholesterol
anchoring protein and a specific scaffolding protein creating plasma
membrane invagination [21]. In addition to be enriched with cholesterol
and sphingolipids, caveolae also contain a variety of fatty acids highly
enriched with saturated fatty acids, and caveolin-1 (Cav-1) acylated by
palmitic acid and stearic acid [22]. This acetylation of Cav-1 may play a
pivotal role in subcellular location including targeting to caveolae.
Indeed, Cav-1 has been described as formingmobile signaling platforms
within the caveolae by sequestration of multiple proteins through
interaction via the scaffolding domain within the NH2 terminus. In
most cases, the interaction with Cav-1 either maintains the signaling
protein in an inactive state until a stimulus is presented (as observed
for BKCa/KCa1.1, TRPC, and EGFR, see below) or terminates signal
transmission after activation. Caveolae could also form junctional
complexes that couple the plasma membrane and the endoplasmic
reticulum necessary for Ca2+ signaling. For example, this junctional
complex is required for store-operated Ca2+ entry (SOCE) and for the
coupling between BKCa channel and IP3 receptor (IP3R). On the other
hand, non-caveolar rafts are enriched in flotillin. After oligomerization,
flotillin anchors to the plasma membrane via myristoylation and
palmitoylation sites. Unlike caveolae, the microdomains are laterally
mobile within the membrane. They appear to bud into the cell and
form planar lipid rafts, unlike plasma membrane invagination as
observed for caveolar rafts (for review [15]).

The protein and lipid composition of rafts is dramatically altered
in cancer and impacts kinase activity, protein trafficking, adhesion and
apoptosis [17]. Lipid raft-dependent signaling pathways are often
hyperactivated in cancer and implicated in signal deregulation [23].
Oncogenicity of Akt (protein kinase B) arises from the activation of
both proliferative and anti-apoptotic signaling routes. Furthermore,
Akt contributes to tumor progression by promoting cell invasiveness
and angiogenesis [24,25]. Hyperactivated Akt in primary tumors is
considered to be a negative prognostic marker for disease outcome
[26]. Membrane recruitment is crucial for Akt activation and its mem-
brane localization protects Akt from inactivation by phosphatases [25].
This observation is in agreement with the lipid hypothesis that raft
environment controls/regulates protein signaling complexes. Elevated
levels of lipid rafts in cancer cells [27], which are specially enriched
with inositols [28–30], have been related with oncogenesis by promot-
ing overactivation of the Akt signaling pathway [31]. For example Akt
activation is promoted by lipid rafts in colon, melanoma and prostate
cancer cells [32–34].

CD95 is a well-known death receptor, and its proper function is
essential for the elimination of viral or transformed cells [35]. Death
pathway signaling has been related with lipid rafts, including death-
receptor-mediated signaling pathways [36,37]. The partitioning of
both CD95L and CD95 into rafts is necessary for cell death signal trans-
duction [35–39], promoting an efficient CD95–CD95L interaction and
initiating apoptosis [37,39,40]. However, recruitment and aggregation
of CD95 in lipid raft clusters have been shown independent of its ligand
CD95L [41]. In fact CD95 redistribution into lipid rafts can be stimulated
not only by CD95L, but also by drugs that have the potential to mimic a
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cytokine effect [36–39,42]. The CD95 recruitment to lipid rafts has been
reported not only in leukemic cells, but also in solid tumor cells as colon
cancer [43–45] and cholangiocarcinoma cells [46].

Lipid rafts have also been shown to modulate the actin cytoskeleton
by specific protein components. The reorganization of the actin cyto-
skeleton after depletion of cell cholesterol affects cell circularity and
plasma membrane architecture and lateral mobility [47]. Recruitment
of annexin 2 into lipid rafts can stabilize the actin cytoskeleton [39,
48]. Lipid rafts are also known to modify cell adhesion. Cholesterol
enrichment in the plasma membrane has been shown to increase
α5β1 integrin-mediated adhesion to fibronectin [49]. Integrins are
receptors for extracellular matrix proteins and mediate cell adhesion
to fibronectin with the Focal Adhesion Kinase (FAK).

Lipid rafts may provide an important plasma membrane
nanoenvironment in which signals are processed, including central
signals for tumor cell growth, apoptotic signals, and other aggressive
characteristics. Functional and biochemical approaches indicate that
ion channels localize to lipid rafts and that this structure regulates
channel function [13].

3. HER

3.1. Generalities

Human Epidermal growth factor Receptors (HERs) are among the
first oncogenes identified. They are part of the receptor tyrosine kinase
superfamily, divided into 20 different sub-families. Several receptor
tyrosine kinases are proto-oncogenes and are therefore potential
targets for cancer therapy [50,51]. The HER family includes four
homologous receptors: HER1 (Erb-B1, EGFR, Epidermal Growth

Factor Receptor), HER2 (Erb-B2), HER3 (Erb-B3), and HER4 (Erb-B4)
that share high homology of their primary structure (40–45%).
These receptors are transmembrane receptors with a N-terminal
domain bearing the extracellular ligand binding site, a transmembrane
domain and an intracellular C-terminal domain bearing the tyrosine
kinase activity.

In physiological conditions, these receptors are expressed in
many types of tissues of epithelial origin, mesenchymal or neural,
where they play an important role in development, proliferation, differ-
entiation and cellular metabolism [51–53]. HERs are overexpressed or
have activating mutations in many tumor types (Table 1).

HERs are normally expressed on the cell surface in monomeric
forms. Receptor activation requires its dimerization (homo or
hetero-dimerization), following ligand binding.

This dimerization allows phosphorylation of the intracellular kinase
domain at tyrosine residues, thus allowing the recruitment of signaling
molecules and activation of signaling pathways.

The system of homo and hetero-dimerization of HER receptors
confers a high degree of complexity. Moreover, different combinations
of receptors can lead to variable biological responses [54]. EGFR or
HER2 homodimers cause a moderate signal, homodimers of HER3 do
not allow signal transduction. Heterodimers cause a stronger intensity
of signaling pathway than homodimers [55]. Heterodimers containing
HER2, especially HER2–HER3 dimers, are the most active [56].

There are many specific ligands of HER receptors, which have all
EGF (Epidermal Growth Factor) domain-like which gives them
their binding specificity [57]. These ligands are divided into three
groups according to their affinity for various receptors: the first
group is composed of EGF, amphiregulin and TGFα, which specifically
bind to EGFR; the affinity of EGF for EGFR can be modulated by the

Fig. 1. Influence of membrane organization in lipid rafts on localization and subsequent function of membrane proteins. Presence of caveolin or flotillin within lipid rafts confers to
membranes a vesicular or planar spatial organization thus providing to embedded proteins a membrane microenvironment that modifies their function.
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presence of HER2 and HER3 [53]. β-Celluline, heparin-binding EGF and
epiregulin form the second group and bind to EGFR and HER4. The last
group consists of neuregulins (1 to 4), which show affinity for HER3 and
HER4 receptors. There is no identified ligand to HER2 [51,57].

These receptors are profoundly important in human cancer. In par-
ticular, EGFR and HER2 have been implicated in the development
of human cancers [58]. Patients whose tumors have an alteration in
HER receptors are associated with more aggressive disease and poorer
clinical outcome [59]. HER receptors undergo various types of alteration
in human tumors including gene amplification, receptor overexpres-
sion, activating mutations, overexpression of receptor ligands and/or
loss of negative regulatory controls [58].

3.1.1. HER1/EGFR
EGFRwas thefirst tyrosine kinase receptor characterized [51,53] and

one of the first proto-oncogenes identified [60]. While EGFR has multi-
ple physiological roles in the development of tissues of epithelial origin,
HER2, HER3 and HER4 receptors especially have a role in the develop-
ment of skeletal muscle and nervous tissues [53]. EGFR activation
leads to an increase of cell proliferation and cell mobility, and a decrease
of cell apoptosis. EGFR plays a role in the epithelial–mesenchymal
transition, in the regulation of matrix metalloproteinases and the
angiogenesis growth factor VEGF-A, and probably plays a role in the
maintenance of stem cells [61] as well as in tumor angiogenesis [62].
Clinically, EGFR overexpression is associated with a bad prognosis as
well as an increased of risk of metastatic spread [63,64].

The native EGFR forms homo- or heterodimers, preferably with
HER2 and HER3 [65]. There are two subtypes of EGFR based on their
affinity to EGF: 10% of the EGFR pool has a high affinity to EGF and
90% presents a low affinity [66,67]. The activation of signaling pathways
downstream of EGFR depends on the receptor subtype [66]. The ligand
binding to the receptors with high affinity activates the Ras/Raf/MAPK
and PI3K/Akt pathways whereas ligand binding to the low affinity
receptors results in the activation of STAT (Signal Transducer and
Activator of Transcription) and PLCγ/PKC (Phospholipase Cγ/Protein
kinase C) pathways.

EGFR also has a nuclear function. The nuclear localization of EGFR
is related to poor prognosis in breast, ovary and upper aerodigestive
cancers and may also affect the response of chemo- and targeted
therapies [68–70].

EGFR plays a major role in malignant phenotype acquisition
and tumor progression [71], particularly in regard to colorectal tumori-
genesis. Considering the major importance in oncogenesis and its fre-
quency of overexpression in many types of tumor, this receptor is a
therapeutic target, particularly in colorectal and upper aerodigestive
tract cancers [71,72].

3.1.2. HER2
The HER2 proto-oncogene which was called HER2/neu or (C-)ErbB-2

is overexpressed in 15–20% of breast cancer [73], and its overexpression

is linked to a very aggressive tumor profile [74]. Overexpression of HER2
is also found in gastric [75,76], ovarian [77] and endometrial cancers
[78]. Mutations of this receptor are uncommon in cancer and its overex-
pression seems to be themainmechanismbywhichHER2promotes on-
cogenesis. Inmost cases, HER2 activation happens by gene amplification
followed by significant overexpression.

In breast cancer it is crucial for both prognosis and prediction of the
response to targeted therapies, and HER2 testing is recommended in all
newly diagnosed cases of invasive breast cancer [79,80]. The introduc-
tion of trastuzumab orHerceptin®, a recombinant humanizedmonoclo-
nal antibody to the extracellular domain of HER2, has dramatically
changed the treatment of HER2-amplified breast tumors in the adjuvant
and metastatic setting [81,82], and more recently lapatinib, a tyrosine
kinase inhibitor targeting HER1 receptors and HER2 has further
improved therapy [83,84].

3.1.3. HER3
HER3 presents a mutation in its kinase domain (Asn for Asp change

in the catalytic site), which is not functional, and thus can signal only in
the context of receptor heterodimerization [85], usually with HER2.
Binding of Akt at the phosphotyrosine residues of HER3 directly causes
its allosteric activation. HER3 plays a major role in malignant transfor-
mation controlled by HER2, and contributes substantially, in vitro and
in vivo, for cell proliferation and growth of tumors overexpressing
HER2. A loss of HER3 expression in cell lines overexpressing HER2 has
led to an inhibition of cell growth equal to a loss of HER2 function.

In animal models of colorectal tumors, spontaneous deletion of
HER3 prevents tumors [55]. Its role in signal transduction and its role
in resistance anti-EGFR or anti-HER2 therapies, whether or tyrosine ki-
nase inhibitors monoclonal antibodies, are crucial in cancer pathology.

3.1.4. HER4
HER4 has a significant sequence homology to EGFR, but its

involvement in human pathology is not yet clearly demonstrated.
HER4 could participate in HER3 sequestration, which could explain
why its expression is a good prognostic factor in early stage breast
cancer [55]. Activating mutations of HER4 are frequently in melanomas
[86]. Its overexpression is not involved in tumorigenesis; HER4 signal-
ing pathway is preferably associated with differentiation, cell death
and decrease of tumorigenicity.

Importantly, cancers that co-overexpress different types of HERhave
a worse outcome than do those that overexpress either receptor alone.
Thus, expression levels of EGFR, HER-2/neu, and HER-3 may help
predict the outcome of patients with oral SCC [87]. In lung cancer
the incidence of co-expression of both EGFR and HER2 was greater
in patients with metastasis than in those without metastasis [88].

3.1.5. Signaling pathways
The frequent activation of HER proteins in many types of human

cancer attests to their crucial role in regulating pathways important

Table 1
Alteration of HER in cancer. This table describes the genetic alteration of HER in various cancers. This includes amplifications and mutations. HER: Human Epidermal growth factor
Receptor.

Gene Cancer Genetic alteration References

EGFR (HER1) Breast
Glioblastoma
Non-small cell lung cancer
Cervical carcinomas
Pancreatic
Head and neck

Amplification/overexpression
Amplification associated with mutation
Mutation or deletion mutation in the kinase domain
Somatic kinase domain mutation
Amplification/overexpression
Amplification/overexpression

[220]
[221]
[222–225]
[226]
[227]
[228]

HER2/neu Gastric
Endometrial cancer
Non-small cell lung cancer
Breast

Amplification/overexpression
Amplification/overexpression
Kinase domain mutation
Amplification/overexpression

[229]
[78]
[230]
[74,231]

HER3 No genomic level alterations in HER3 found in tumors [55,232]
HER4 Stomach, lung, colon, melanoma and breast Somatic kinase domain mutation [233,234]

2606 M. Guéguinou et al. / Biochimica et Biophysica Acta 1848 (2015) 2603–2620



for tumorigenesis. Several signaling pathways are coupled to HER
receptors: the Ras–MAPK, PI3K/Akt, JAK/Stat and PLCγ pathways. The
Ras/Raf/MAPK pathway has a central role in proliferation and survival
cell regulation of a wide spectrum of human tumors. The activation
of Ras causes a cascade of phosphorylation activities: Raf (MAP kinase
kinase kinase), MEK (mitogen-activated extracellular signal regulate
kinase-activating kinase) and ERK (Extracellular Signal Regulated
Kinase). ERK then translocates to the nucleus where it activates
various transcription factors involved in replication and cell cycling [89].

This signaling pathway is widely involved in the phenomena of
resistance to targeted anti-EGFR therapies. For example, the mutation
of KRAS oncogene (Kirsten Rat Sarcoma virus, a protein being situated
downstream EGFR signaling pathway) is frequently observed in various
human tumors and have been implicated in both oncogenesis and
tumor progression. The activation of this pathway in cancer promotes
tumor angiogenesis and development, stimulates cell proliferation and
suppresses apoptosis [90]. This pathway is also involved in metastatic
spread [91,92].

PI3K is a heterodimeric protein with a regulatory subunit, p85, and a
catalytic subunit, p110. The activation of various receptor tyrosine
kinases such as not only EGFR but also Platelet-Derived Growth
Factor Receptor (PDGFR), Fibroblast Growth Factor Receptor (FGFR)
and Insulin-like Growth Factor 1 Receptor (IGF1R) activates the
PI3K following the binding of the p85 regulatory subunit. This binding
causes a conformational change, after which PI3K will catalyze
PIP3 (phosphatidylinositol 3,4,5 triphosphate) formation from PIP2
(phosphatidylinositol 4,5 diphosphate). When bound to PIP3, Akt
will be activated by phosphorylation. The p85 subunit can also bind
to various cytoplasmic proteins such as protein kinase C or Ras,
allowing the interaction between Ras and the p110 catalytic subunit
[92]. When bound to PIP3, Akt will be activated by phosphorylation.
The p85 subunit can also bind to various cytoplasmic proteins such
as protein kinase C or Ras, allowing the interaction between Ras
and the p110 catalytic subunit [92].

Akt activation leads to its membrane recruitment. Akt is activated in
many tumor types, including ovarian (40–70%), pancreatic (60–70%),
lung (30–70%) and thyroid (80–100%) cancers [91]. Akt can be indi-
rectly regulated negatively by P53 and is activated by the loss of func-
tionality of tumor suppressor PTEN (Phosphatase and TENsin homolog
deleted on chromosome ten) and cyclin-dependent kinase inhibitor
1B/p27Kipl. The main function of PTEN is to block the PI3K pathway
by dephosphorylating phosphatidylinositol (PI) 3,4,5-triphosphate
to PI-4,5-bisphosphate thus counteracting PI3K function. It is not
surprising that loss of PTEN function has an important impact on multi-
ple aspects of cancer development such as cell proliferation, apoptosis
resistance, angiogenesis, metabolism regulation, cell migration and
metastasis [93,94].

3.1.6. EGFR and calcium
Among the HER family members, the link to Ca2+ has most

intensively been studied on EGFR, which both induce and are
regulated by Ca2+-signaling. Initially shown to increase cytoplasmic
free Ca2+ of epithelial and fibroblast cell lines [95,96], it was later
shown to release Ca2+ from intracellular stores as well as to promote
the influx of extracellular Ca2+. EGF was found to induce oscillatory
changes in the intracellular Ca2+ concentration and SOCE (see for
review [5] and Fig. 1 of this review). EGFR in its turn can be regulated
both by extracellular and intracellular Ca2+.

Extracellular Ca2+ is the primary ligand for the Ca2+-sensing
receptor (CaSR), a G-protein coupled receptor. Initially cloned from
bovine parathyroid [97], the CaSR was shown responsible for
regulating parathyroid hormone release and thus maintaining
Ca-homeostasis [98,99].

The synthesis of PTHrP in its turn and its secretion are controlled
by the MAP kinase signaling cascade [100], induced by transactivation
of the EGFR by the CaSR. This involves the stimulation of matrix

metalloproteinases induced by G protein/PLCβ, resulting in the release
of membrane-anchored EGFR ligands and consequentially the EGFR
activation [101,102].

Longer exposure to high extracellular Ca2+-concentration induces
proliferation of the MCF7 breast cancer cell, as a further consequence
of MAP kinase activation via the crosstalk between the CaSR and
EGFR [103,104]. This involved the overexpression of the TRPC1 cation
channel, a release of Ca2+ from the endoplasmic reticulum, and conse-
quentially an influx of external Ca through the store-operated TRPC1.
(The impact of TRPC1 to EGFR activities will be discussed further
below). Again, metalloprotease activity, likely for the release of EGFR
ligands, is required to induce this pathway.

Intracellular Ca2+ can influence the EGFR, by binding to a
juxtamembrane calmodulin (CaM) site [105,106]. The CaM-binding
site of the EGFR is part of the region in juxtaposition to the tyrosine
kinase domain, and iswell conservedwithin the 3 active tyrosine kinase
proteins of the HER family. Binding of CaM at the juxtamembrane site
prevented the phosphorylation of residue Thr-654 by PKC, and con-
versely, phosphorylation of this site by PKC prevented its subsequent
interaction with CaM [107,108]. Structural and kinetic analyses have
shown that this region contributes to activating the EGFR by facilitating
the dimerization of the kinase domains even in the absence of a ligand
[109,110]. Amechanismhas been proposed, forwhich the juxtaposition
domain is postulated to bind electrostatically to the inner leaflet of the
plasmamembrane. The binding of CaM neutralizes the positive charges
of the domain, thus facilitating its dissociation from the membrane
and the dimerization of the kinase domains [110]. Consequently, bind-
ing of Ca2+/CaM results in autophosphorylation of the EGFR [111].
Concerning downstream targets of the EGFR activation, calmodulin-
dependent phosphorylation of Akt but not ERK1/2 has been observed
in breast cancer lines [112], which may give rise to the hypothesis
that Ca2+ discriminates between the two major pathways of EGFR
signaling. Consistent with the above-mentioned hypothesis that
the activation of the EGFR by CaM occurs at the plasma membrane,
stimulation with EGF resulted in the translocation of both calmodulin
and Akt to the plasma membrane [112].

3.2. EGFR and lipid rafts

Multiple studies have been performed about the cellular location
of EGFR and the impact to its activity. It is well established that this
receptor is located at the plasma membrane of human normal and
pathological cells and may be translocated to intracellular vesicles
after being activated. In some cases, upon stimulation by his ligand
EGF, phosphorylated EGFR appears in membrane ridges and punctate
structures. These structures have been identified as lipid rafts and may
contain other phosphorylated proteins, interacting with EGFR for
signaling [113]. EGFR was found either in caveolae [114–117] and in
non-caveolar lipid rafts [118–120]. In all cases, its location in these
two different types of lipid rafts promotes receptor activation, regula-
tion and interaction with other signaling proteins, inducing signaling
transduction such as MAPK and Akt pathways.

As mentioned above, EGFR is concentrated in caveolae in both
normal cells [116] and cancer cells [117], promoting receptor/receptor
interaction and oligomerization. Other proteins like Ras, Raf, Grb2 or
ERK, part of the MAPK activation pathway, localize in caveolae as well
[114,121]. Interestingly, analysis of membrane fractions obtained by
sucrose gradient ultracentrifugation showed that HER2 and Shc-p66
(proteins correlated with the HER2 signal transduction pathway)
were preferentially enriched in lipid rafts together with ganglioside
GM3 and EGFR [122].

The activities of EGFR and other signaling proteins may be attenuat-
ed by their interaction with caveolin, the major protein component of
caveolae. A region in caveolin, called the caveolin scaffolding domain,
has been identified as responsible for oligomerization and also interacts
with other proteins. It interacts with caveolin binding motifs, which in
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the case of EGFR [123] (WSYGVTVW, aa 898–905) is located within
its kinase domain (aa 686–960). This motif is found in other receptor
tyrosine kinases, among which another EGFR family member, HER2,
and their binding to the caveolin scaffolding domain inhibits the kinase
activity [115]. Similarly, ERK and MEK interact with the caveolin
scaffolding domain as well, this interaction inhibiting their activities
[116]. Therefore, EGFR and downstream signaling proteins of the
MAPKpathway localized in caveolae and sequestered in a stable confor-
mation form an inactive signaling complex. Upon stimulation by its
ligand(s), EGFR is activated and detaches from caveolin to promote
the signal transduction. The caveolin-binding motif may regulate the
activity of EGFR, however its localization in the caveolae appears to be
determined by a more N-terminal motif (aa 275–647, containing the
transmembrane region) [124]. It was found that after its activation
EGFR delocalizes from the caveolae. In glioblastoma cells, the release
of EGFR out of the caveolae increases ligand-induced phosphorylation
and is associated with a more invasive phenotype [117]. On the other
hand, it seems that the migration out of caveolae depends on the type
of EGFR activation [124].

A well-known mode of activation is binding of its natural ligand
EGF, leading to receptor homodimerization and heterodimerization,
and phosphorylation of tyrosine residues to activate downstream
signaling pathways [125]. This phosphorylation can also be induced
by transactivation by G protein coupled-receptors (RCPG), which
promote HB-EGF release from the cell surface through a metallopro-
teinase. This mechanism plays an important role in mitogenic signal-
ing and regulation of various ion channels [126]. The EGFR activities
can be downregulated by phosphorylation of Thr 654 by protein
kinase C, which inhibits ligand binding and leads to receptor inter-
nalization [127]. Whereas phosphorylation of at least one tyrosine
residue is needed to delocalize EGFR from the plasma membrane
[124], phosphorylation of Thr 654 prevents the exit from caveolae.

The activation of the EGFR by EGF, its delocalization out of the
caveolae, and the recruitment and disappearance of RAF-1 in the
caveolae fraction occur within minutes and appear highly coordinated
with the limited time of MAPK phosphorylation [124]. The kinetics
of their localization may therefore regulate the time course of the
signal transduction.

Another mechanism to remove active EGFR is by endocytosis,
leading to EGFR degradation. It should be pointed out that this
mechanism appears independent of another regulation of EGFR
activity, its endocytosis and trafficking into endosomes and finally
degradation in lysosomes [124]. It has also been shown that EGFR
and signaling proteins as Ras, MEK or MAPK initially remain active
in early and later endosomes. It seems that an active complex in
endosomes continues to propagate signal transduction to signaling
pathways before complete degradation [128,129].

The localization of EGFR does not depend on the presence of
caveolin. An immunofluorescence microscopy study visualized
EGFR rather in non-caveolar lipid rafts, which are characterized by
the presence of ganglioside GM1 [118,119]. Other cells do not express
caveolin, such as LNCaP prostate cancer cells, but still possess lipid raft
compartments. In these cells, phosphorylated EGFR is only present in
lipid raft domains, and ligand-induced phosphorylation does not induce
EGFR redistribution. More, this phosphorylated EGFR location in lipid
rafts promotes the Akt1 signaling pathway [33].

Amajor regulator of EGFR appears to be the amount of cholesterol
in the plasma membrane. Several studies have dealt with the influ-
ence of cholesterol to EGFR activity. Disrupting lipid rafts by a
cholesterol-depleting agent, methyl-β-cyclodextrin (MβCD), leads
to an increase of EGFR ligand-independent phosphorylation and
stimulates cell growth [130,131].MβCD-induced EGFR phosphorylation
activates ERK1/2 both by the Ras/Raf/MEK cascade and signaling
through PI3K [132,133].

In contrast, Akt phosphorylation appears to depend on its locali-
zation in non-caveolar lipid rafts. Here, disrupting lipid rafts by two

different agents, MβCD and Filipin, a polyene macrolide that binds
cholesterol, decreases EGF-induced Akt1 phosphorylation and the
level of the anti-apoptotic protein, Bcl-Xl. Depending on the cellular
system used, Akt activation may be initiated through the kinase
activity of EGFR [27,33], or more indirectly through Src associated
with EGFR [134].

In summary, lipid rafts (caveolae or non-caveolae) are major
platforms for EGFR regulation. They promote the regulation of
EGFR downstream signaling pathways, MAPK and Akt to lead to
growth and proliferation cell and participate in cell transformation
and malignancy of cancer cells.

4. Ion channels and lipid rafts

4.1. KCa, ClCa and Ca2+ channels

Ca2+-activated K+ channels (KCa) comprise many channels, which
differ in their primary amino acid sequences and exhibit different single
channel conductance and pharmacological profiles. Therefore, they
can be divided into three subfamilies: big conductance (BKCa also
named MaxiK or KCa1.1 channel), intermediate conductance (IKCa
also named KCa3.1 or SK4) and small conductance (SKCa also named
KCa2.x channel with SK1/KCa2.1, SK2/KCa2.2 and SK3/KCa2.3
channels). Ca2+ channels comprise Non-Voltage Gated Ca2+ channel
(NVG-Ca2+ channels) with the TRP family (TRPC, TRPV, TRPM, TRPA,
TRPP, TRPML and TRPN), Orai (Orai1 to Orai 3) and their partners
STIM (STIM1 to STIM2) and voltage gated Ca2+ channels (VG-Ca2+

channels) with T-type, L-type, N-type, P/Q-type and R-type Ca2+

channels. The molecular nature of Ca2+-activated Cl− channels (ClCa)
has been uncertain, but recently a new gene family, TMEM16
(anoctamin), has been identified. There is strong evidence that
TMEM16A (anoctamin 1; Ano 1) produces ClCa currents with kinetics
similar to native ClCa. Interestingly, ANO1 overexpression has been
considered as a potential marker for distant metastasis and was found
to regulate cancer cell migration and proliferation [9].

If in a physiological context, KCa, ClCa and Ca2+ channels regulate
neuronal and smooth muscle excitabilities. This is not observed in a
tumor context where the physiological function of these channels is
hijacked by cancer cell to drive essential biological functions for tumor
development such as cell proliferation and cell migration [6–10].
Table 2 summarizes some of these channels found in cancer cells and
their biological role in cancer cells. Ca2+ is ubiquitous and regulates
through Ca2+ channels several pathways in stroma and cancer cells.
In glioma cells, TRPC1 has been correlated with EGF-mediated direc-
tional migration. In particular EGF-mediated chemotactic migration is
lost when TRPC channels are inhibited pharmacologically and reduced
when the expression of TRPC1 is compromised through shRNA knock-
down. Interestingly, TRPC1 channels localize to the leading edge of
migrating glioma cells where they co-localize with markers of caveolar
lipid rafts. This raft association appears important since disruption
of lipid rafts by depletion of cholesterol impaired TRPC1 channel-
mediated Ca2+ entry and EGF mediated chemotaxis [135].

In prostate cells, migration is controlled by several TRP channels.
Pigozzi et al. [136] show that store depletion modulates the expression
of TRP (C1, C3 and V6) proteins involved in the agonist-induced influx
of Ca2+. For TRPV2, an expression is underlined in aggressive prostate
and bladder cancer cells and tissue samples inwhich its activation stim-
ulates the migration and invasive phenotype of these cells [137,138].
Cancer cell proliferation is modulated by TRP channels. TRPM2-
knockdown inhibits the proliferation of the prostate cancer cell line
BPH-1 [139]. TRPM7 is known to play an important role in breast
cancer cell migration, invasion and, in fact, in metastasis development
[140–142]. Actually, the TRPV sub-family appears like a high modulator
of colorectal cell proliferation and migration [140,143–145].

Themajor Ca2+ entry pathway in non-excitable cells in general, and
cancer cells in particular, is provided by SOC (Store Operated Channels),
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Table 2
Expression and biological roles of some ion channels in cancer. BKCa/KCa1.1: Big conductance Ca2+-activatedK+ channels, IKCa/KCa3.1/SK4: Intermediate conductance Ca2+-activatedK+

channels, SK3/KCa2.3: small conductance Ca2+-activated K+ channel, ClCa: Ca2+-activated Cl− channels, Ano1/TMEM16A: anoctamin 1, T-type VG-Ca2+ channels: T-type Voltage-Gated
Ca2+ channels, TRPx: Non-Voltage-Gated Ca2+ channels Transient Receptor Potential; Orai: Non-Voltage-Gated Ca2+ channels Orai, STIM: Stromal interaction molecule.

Protein Gene Cancer Biological roles References

KCa1.1/BKCa KCNMA1 Glioma and neurons Migration
Apoptosis
Permeability of blood–brain tumor

[235–239]

KCa2.3/SK3 KCNN3 Breast
Melanoma
Colon

Migration
Therapeutics

[155,240,241]

IKCa/KCa3.1
SK4

KCNN4 Glioma
Colon
Prostate
Breast
Vascular smooth muscle

Migration
Apoptosis
Proliferation
Therapeutics

[156,240,242–247]

CaCC-1, hCLCA1 CLCA1 Melanoma
Lung
Colon
Breast

Migration
Pulmonary metastasis Proliferation
Cell volume
Pro-apoptosis

[149,248–250]

ANO1, TMEM16A ANO1 Prostate
Breast
Bladder
Pancreas
HNSCC
ESCC
GIST

Proliferation
Invasion
Migration
Metastasis progression
Tumor promoting factor
Predictive marker

[63,150–154,251]

hCLCA3 CLCA3 Spleen Non-pore function [252]
ClC-3 CLCN3 Glioma Migration [158]
T-type VG-Ca2+ channels CaV3.2 Prostate SOCE modulation

Cancer cell growth
[253,254]

TRPC1 TRPC1 Glioblastoma
Kidney
Pancreas
Prostate
Lung
Breast

Migration
Chemotaxism, stretch activation
Motility, invasion
SOC formation
Proliferation
Proliferation

[135,136,140,255–258]

TRPC2 TRPC2 Thyroid Decrease cell migration (via Rac) [259]
TRPC3 TRPC3 Prostate

Lung
Breast
Ovarian

SOC formation
(via α-adrenergic stimulation)
Prognostic marker, proliferation
Migration, invasion
Proliferation

[136,148,258,260,261]

TRPC4 TRPC4 Lung Proliferation [258]
TRPC6 TRPC6 Lung

Breast
HNSCC
Glioblastoma

Proliferation
ER expression, lymph node metastasis
Invasion
Migration, invasion

[258,262–264]

TRPV1 TRPV1 Bladder
Urogenital tractus
Hepatoblastoma

Prognostic marker
Migration

[265]
[266]

TRPV2 TRPV2 Prostate
Urothelial carcinoma
Glioma

Migration
Migration, invasion
Proliferation

[137,138,267,268]

TRPV4 TRPV4 Hepatoblastoma Migration [266]
TRPV6 TRPV6 Breast

Colon
Prostate

Invasion, proliferation, migration
Proliferation
Proliferation, SOC formation

[33,136,140,143–145]

TRPM1 TRPM1 Melanoma Modulation migratory potential
Metastasis reduction

[269]

TRPM2 TRPM2 Pancreas
Prostate

Migration
Proliferation

[139,270]

TRPM7 TRPM7 Breast
Neuroblastoma cells
Pancreas
Nasopharyngeal carcinoma
Lung

Proliferation, migration, invasion,
metastasis progression
Cell spreading
Migration
Migration
Migration

[140–142,255,271–275]

TRPM8 TRPM8 Oral squamous carcinoma
Prostate
Neuroblastoma
Melanoma
Pancreas
Glioblastoma

Invasion
Androgen receptor requirement,
thermosensitivity, reduction of adhesion
Sensor of extreme condition
Apoptosis activation
Proliferation
Migration through BK activation

[276–283]

Orai1 Orai1 Breast Migration
Therapeutics

[155]

(continued on next page)
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which require STIM1, Orai1 and Orai3 to function in cancer cells.
Orai1/STIM1 or Orai3/STIM1 complex is implicated in breast, cervical
and glioblastoma multiform tumor cell migration in vitro and in a
mouse model of metastases generated by tumor xenografts [146–148].

hCLCA1 was found to regulate the migration of B16–F10 cells and
lungmetastasis development inmelanoma [149]. Furthermore, another
member of CLCA family, ANO1, plays important roles in cancer progres-
sion. Liu et al. provide compelling evidence that upregulation of ANO1 is
involved in the proliferation, progression and pathogenesis of metasta-
tic prostate cancer [150]. In other cancers, the role of ANO1 is unknown
but different variants of expression (short version, in plasma or nuclear
membrane etc.) were found in patients' tissues [9,151,152]. ANO1
should promote breast cancer progression by activating EGFR and
CaMK signaling [153] or induce an activation of MAPK pathway [154].

4.2. Complexes of KCa/ClCa/Ca2+ channels

During the last decade, KCa, Ca2+ channels and ClCa channels were
found to be expressed in various cancers.Wehave already reviewed stud-
ies that present evidence of the complex formation between KCa and
Ca2+ channels and their potential involvement in cancer [11]. Briefly,
the association of Orai1 andK+ channels shown to be involved in control-
ling cancer cellmigration: SK3 associateswithOrai1 in theMDA-MB-435s
cell line within lipid rafts [155]. Such association between KCa and Ca2+

channels has also been observed between BKCa-Cav3.2, IKCa-TRPV6
[156] and the Human Ether-a-go-go potassium Channel 1 (hEag1) with
Orai1 [157]. Recent data suggested that such complexes could also be
found between ClCa and Ca2+ channels [158]. Considering that the equi-
librium potential for Cl− is usually found to bemore positive than for K+,

Table 2 (continued)

Protein Gene Cancer Biological roles References

Orai1/STIM1 Orai1
STIM1

Breast
Glioblastoma
Hepatocellular carcinoma (HCC)
Cervical cancer

Migration, invasion
Migration
Migration, invasion
Cancer growth, migration, angiogenesis

[146,148,157,284,285]

Orai3/STIM1 Orai3
STIM1

Breast Tumorigenesis, invasion [147,286]

Ca2+ ac�vated K+ Channels

Hyperpolarisation Repolarisation
K+ Cl-

Ca2+ Ca2+

Ca2+ ac�vated Cl- Channels

1 2

3

3
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Fig. 2. Proposed models to explain intracellular Ca2+ and membrane potential variations that would be expected in cancer cells. A) Association of Non-Voltage Gated Ca2+ channels
(NVGCa2+)with KCa increases intracellular Ca2+ concentration (1) while its associationwith ClCa has an opposite effect (2). Association of KCa and ClCawith NVG Ca2+ should generate
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2610 M. Guéguinou et al. / Biochimica et Biophysica Acta 1848 (2015) 2603–2620



this implies a differential/opposite regulation of Ca2+ entries by KCa and
ClCa channels. Fig. 2 proposes how these complexes, KCa–Ca2+ channels
and ClCa–Ca2+ channels, could regulate Ca2+ entries via a regulation of
membrane potential.

Non-VoltageGated Ca2+ channels (NVG-Ca2+ channels) are activated
following Ca2+ RE empty (SOCs), receptor activation (ROCs) or are
constitutively active. The increase of intracellular Ca2+ concentration
that occurs through NVG-Ca2+ channels activates KCa channels. KCa
activation by hyperpolarizing plasma membrane and by increasing the
Ca2+ driving force favors Ca2+ entry through NVG-Ca2+ channels
and in turn increases intracellular Ca2+ concentration. This is what
is expected in non-excitable cells, such as epithelial/endothelial
cells, in which KCa–NVG-Ca2+ complexes play a crucial role in a
low-energy cost and positive feedback loop. In the opposite if Ca2+

through NVG-Ca2+ channels activates ClCa channels this would
repolarize (if the membrane has been hyperpolarized) the plasma
membrane, and by reducing the Ca2+ driving force would decrease
the intracellular Ca2+ concentration of non-excitable cells. Thus if
KCa–NVG-Ca2+ and ClCa–NVG-Ca2+ complexes are found in the same
cell, intracellular Ca2+ concentration variations would be expected
withmembrane potential variations (Fig. 2). A depolarization is needed
to activate voltage-gated Ca2+ channels (VG-Ca2+ channels). Note
that a constitutive Ca2+ entry can also be observed when there is an
overlap between the activation and inactivation curves of VG-Ca2+

channels (Ca2+ window current). The increase of intracellular Ca2+

concentration through VG-Ca2+ channels activates KCa channels.
By regulating the membrane potential (repolarization) this would
decrease intracellular Ca2+ concentration in excitable cells, such as
neurons or smooth muscle cells. Indeed, KCa activation induces a
repolarization or a hyperpolarization that closes VG-Ca2+ channels,
thereby decreasing intracellular Ca2+ entry through VG-Ca2+ channels.
In this case KCa channels play a crucial role in this negative feedback
loop. In contrast, if Ca2+ entry activates ClCa channels, this would de-
polarize the plasma membrane, and by activating VG-Ca2+ channels
this would increase Ca2+ entry through these channels. Thus if
KCa–VG-Ca2+ and ClCa–NVG-Ca2+ complexes are found in the same
cell, intracellular Ca2+ concentration variations would be expected
with membrane potential changes (Fig. 2).

4.3. Lipid raft ion channel complexes

4.3.1. Lipid raft KCa/ClCa/Ca2+ complexes
BKCa (also named KCa1.1) channels have been shown to be located

in the caveolar lipid raft domains [159–164]. Many studies have
suggested that in non-excitable cells such as endothelial cells, Cav1
serves as scaffold to sequester the channel in the plasma membrane
region in an inactive state [160,165]. The activation of BKCa current
upon isoprenalin stimulation did not perturb channel localization in
the plasma membrane, demonstrating that BKCa does not need to be
redistributed from caveolae to non-lipid raft domains to be in its activa-
tion state [160]. It has been suggested that caveolae targeting control
“dormant” BKCa channels that are positioned in the vicinity of impor-
tant signaling molecules, allow tight and efficient channel activation
upon stimulation by agonists or other signals. Since BKCa has also
been found to co-localize with Cav1 in cancer cells, deregulation of
many signaling pathways could explain why BKCa activity is not
inhibited in resting condition [161,163]. Weaver et al. demonstrated
that the IP3 receptor/channel was the Ca2+ source for BKCa activation
in glioma cells (Fig. 3). While BKCa channels do not interact directly
with IP3R, they are jointly localized in microdomains of lipid rafts
on the lamellipodia of glioma cells, which provide the propulsion to
migratory cells. Multiple growth factor receptors located into lipid
raft domains are able to stimulate IP3-mediated release of Ca2+ and to
activate K+ fluxes required for cell migration [161]. BKCa blockers also
reduced cancer cell proliferation. In breast cancer cell lines a study has
shown a physical interaction between BKCa and IP3R3 in lipid raft

domains. ATP increased MCF-7 cell proliferation and this effect was im-
paired when the expression of BKCa and/or IP3R3 was knocked-down.
Interestingly, in the non-cancer breast cell line MCF-10A, a physical in-
teraction between the channel and IP3R has not been found and neither
ATP application nor BKCa silencing affected cell proliferation [166]. An
alternative way of activating BKCa was found in the cancer prostate
cell line LNCaP: the presence of auxiliary protein γ subunits opens
BKCa at resting membrane potential and by low intracellular Ca2+

[167,168]. The localization and the role of these BKCa auxiliary proteins
in lipid rafts have to be determined in cancer and non-cancer cells.

In vascular endothelial cells SK3 (also named KCa2.3) is exclusively
located in lipid raft domains and spatially associated with caveolin
(Fig. 3). Depletion of cholesterol by MβCD treatment reduced SK3-
mediated hyperpolarization and cholesterol supplementation reversed
this effect, suggesting that SK3 location in caveolar lipid raft domains
is critical to channel function in endothelial cells [169,170]. We there-
fore hypothesize that caveolar lipid raft domains maximize the control
of channel function by a nearby Ca2+ source (receptor or Ca2+ channel)
and proteins regulating its activity (kinases, receptors, etc.). In HEK293T
over-expressing SK3, Gao et al. demonstrated that the channel is located
in lipid raft domains and endocytosed in caveolae in a dynamin-
dependentmanner. SK3 is rapidly retrieved from the plasmamembrane
and enters a recycling compartment fromwhich the channel is returned
to the plasma membrane with a time constant of approximatively
5 min. In the same way, deletion of Cav1 increases the level of
IKCa/KCa3.1 in the cell surface of MEF cells [171]. However, depletion
of cholesterol with MβCD reduces SK3 currents (Maxime Gueguinou
and Yann Fourbon personal communication).

In breast cancer cells we found SK3 to be exclusively located in lipid
raft domains and forming a complex with Orai1. Orai1 is the Ca2+

source for SK3 activity. The SK3–Orai1 complex elicited constitutive
Ca2+ signaling that promotes cancer cell migration and bone metasta-
ses [155] (Fig. 3). We have shown that the activation of the cAMP–
PKA pathway induced a phosphorylation of SK3 channel that reduced
its activity without its displacement from lipid rafts but leads to a
delocalization of Orai1 channel into non-lipid raft domains. This de-
creased the SK3-dependent constitutive Ca2+ entry and SK3-dependent
cancer cell migration [172]. The molecular mechanism involved in the
delocalization of Orai1 remains to be elucidated but one hypothesis is
that PKA activation may reduce the interactions between SK3 and Orai1
channels probably through PKA phosphorylation of SK3.

IKCa (also named KCa3.1 or SK4) is co-expressed with SK3 in
vascular endothelium cells where they play a key role in the endothelial
derived hyperpolarizing factor response. Surprisingly and unlike SK3,
IKCa has been shown to be exclusively located in non-lipid raft domains
(Fig. 3), not associated with Cav1. Therefore, disrupting lipid rafts with
MβCD did not affect IKCa-mediated hyperpolarization in endothelial
cells [170]. Arthur et al. demonstrated that CaSR was co-located with
IKCa into non-lipid raft domains and served as a Ca2+ source [169]
(Fig. 3). The different localizations of SK3 and IKCa could explain the
distinct physiological roles of these channels in vascular endothelia.
IKCa localization was also studied in a hepatoma cell line where it was
localized into non-lipid raft domains in resting cells. Upon cell swelling
IKCa moved transiently into lipid raft domains which was followed
by volume recovery [173]. The authors suggested that cell swelling
may lead to recruitment of a group of proteins including IKCa to the
lipid rafts, and that Ca2+ signaling would contribute to the formation
of a volume recovery complex that coordinates fluid efflux with the
restoration of an organized actin cytoskeleton.

Surprisingly, it has not yet been investigated whether SK1 (KCa2.1)
and SK2 (KCa2.2) channels are expressed into lipid rafts and/or
non-lipid raft domains.

4.3.2. Lipid raft/TRPC1 complexes
In non-cancerous cells, TRPC1 has been shown to be distributed in

both lipid raft domains and non-lipid raft domains [174–177]. To our
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knowledge only few studies have reported the location of TRPC1 in
cancer cells: in a leukemia cell line and in epithelial breast and colon
cell lines, TRPC1was found to be only detected in non-lipid raft domains
([178], personal data), whereas in a glioma cell line TRPC1 was
exclusively located into lipid raft domains [135] (Fig. 3).

TRPC1 alone or associated with other channels (Orai1, others TRP)
controls SOCE activated by STIM1 or a non-selective receptor-operated
Ca2+ entry (ROCE) cation channels that are activated by Gq/Gi-PLC
signaling pathway. Accumulating evidence has indicated that the TRPC1
channelosome responsible for SOCE is located in caveolar lipid raft
domains while TRPC1 channelosome responsible for ROCE is located
outside of lipid raft domains [12,177,179] (Fig. 3). A schematic model is
illustrated in the paper of Liao et al. [180].

The TRPC1 location in caveolar lipid raft domains is dependent of
its interaction with Cav1 [181]. Destabilization of the caveolar lipid
raft domains by MβCD treatment or deletion of Cav1 prevents SOCE
[174–176,179,181]. TRPC1–STIM1–Orai1 channelosome regulates
SOCE in several cell types [182]. A study with cav1 gene knockout
showed a disruption of this ternary complex [183]. Recruitment
of TRPC1 in caveolar lipid raft domains is dynamic following Ca2+

store depletion: TRPC1 expression is increased only in lipid raft
domains and is found to be associated with STIM1 aggregated in
the ER/PM junctional domains [177,179]. Recent studies showed
that Cav1 serves as scaffold to sequester the channel in an inactive

state. Following stimulation (Ca2+ store depletion) TRPC1 dissociates
from Cav1 and binds to STIM1, which also results in the activation of
TRPC1-SOC channelosome [184,185]. For additional information on
this topic, we would direct the reader to an extensive recent review
by Ong and colleagues [12].

The TRPC1-ROC channelosome has been localized in the non-lipid
raft domains of HEK293T cells over-expressing TRPC1 with or without
STIM1. Without over-expression of STIM1, TRPC1 are localized in lipid
raft domains and in non-lipid raft domains. The over-expression of
STIM1 imported TRPC1 into lipid raft domains and gradually converted
TRPC1 from a receptor-operated to a store-operated channel. In addi-
tion, cholesterol depletion increases agonist-stimulated currents by
90% [179]. In the same way, receptors coupled to ROC could be located
into non-lipid raft domains as CaSR or α7AChR [169,186].

Since Orai1 channels contribute to form TRPC1-SOC and -ROC
channelosomes, one may speculate that Orai1 could be present in both
lipid raft domains and non-lipid raft domains (Fig. 3). Unfortunately
no data are available to validate this hypothesis. In addition, IP3R after
its activation by IP3 may activate TRPC1 after its conformational
coupling to TRPC1 defining a TRPC1-encoded IP3-ROC [187] (Fig. 3).

4.3.3. Lipid raft/ClCa complexes
In the glioma cell lineD54MG, TRPC1 channels localize to the leading

edge of migrating cells in lipid raft domains, where its expression has

Fig. 3. Currently describe lipid raft ion channel complexes in cancer cells. Localization of KCa, ClCa, and Ca2+ channels as channel complexes in lipid raft domains hijacks the
biological role of these channels during tumor cell transformation. ROCE: Receptor Operated Ca2+ entry, SOCE: store operated Ca2+ entry, CaSR: Ca2+ Sensing Receptor,
EGFR: Epidermal Growth Factor Receptor, IP3R: IP3 Receptor, BKCa/KCa1.1: Big conductance Ca2+-activated K+ channels, IKCa/KCa3.1/SK4: Intermediate conductance Ca2+-activated
K+ channels, SK3/KCa2.3: small conductance Ca2+-activated K+ channel, ClCa: Ca2+-activated Cl− channels, TRPx: Non-Voltage-Gated Ca2+ channels Transient Receptor Potential;
Orai: Non-Voltage-Gated Ca2+ channels Orai, STIM: Stromal interaction molecule.
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been correlated with EGF-mediated directional migration [135] (Fig. 3).
TRPC1 co-localizes with the chloride channel ClC-3 in caveolar lipid raft
domains of this cell line [188]. The authors have shown that knocking
down TRPC1 inhibited Cl− currents in a Ca2+-dependent fashion,
placing Cl− channels under the regulation of Ca2+ entry via TRPC1.
Interestingly, inhibition of ClC3 or TRPC activity reduced EGF-induced
migration, suggesting that ClC-3 activity under the dependence of
SOCE mediated by TRPC1 promotes glioma migration by facilitating
volume and shape changes [158].

5. Modification of the lipid rafts by lipids: a novel strategy to reduce
tumor development?

Omega-3 polyunsaturated fatty acids (n−3 PUFA) enriched in
fish oils have been demonstrated to interfere with the development
of breast cancer through a number of mechanisms involving non-
cancer – tumor vascularization – or cancer cells. One hypothesis to
explain the mechanism of action of these lipids is the modification
of membrane organization/composition, resulting in altered cell sig-
naling and biological function in response to uptake of DHA/EPA
(docosahexaenoic/eicosapentaenoic acids) into phospholipids of plas-
ma membrane and of lipid rafts [189]. n−3 PUFA were found to
enhance the clustering of lipid rafts to form large raft domain that im-
pair lipid rafts' biological functions such as T-cell activation [190,191].
The lipid composition of lipid rafts can be altered by n−3 PUFA.
Indeed, diet-enriched n−3 PUFA were found to reduce cholesterol,
sphingolipid and sphingomyelin lipid raft content [192–194].

As mentioned lipid rafts are required for efficient EGFR signaling. It
was reported that n−3 PUFA could alter the localization and signaling
of EGFR. Indeed, DHA and EPA were found to decrease the lipid raft

content of sphingomyelin, cholesterol, and diacylglycerol in lipid rafts.
They also decreased EGFR levels in lipid rafts. These lipids were also
found to increase the phosphorylation of EGFR and of p38 mitogen-
activated protein kinase (p38MAPK), while GTP-bound Ras and phos-
phorylated extracellular signal-regulated p42/44 MAPK [195,196]
were downregulated. Interestingly, DHA also antagonized the EGFR sig-
naling capacity by increasing receptor internalization and degradation
[197]. Turk and Chapkin reported that in mouse colonocytes n−3
PUFA perturbed various EGF-lipid raft signals such as activation of
H-Ras, ERK1/2, STAT3 and mTOR [189] (Fig. 4). In prostate cancer
cells, DHA induces apoptosis and autophagy via mitochondrial ROS-
mediated Akt–mTOR signaling in prostate cancer cells [198] and
affects the localization and signaling of PIP3/Akt [199]. An inhibition
of constitutive Akt phosphorylation by DHA was also observed in the
MDA-MB-453 cancer cell line [200].

Conjugated linoleic acid, a polyunsaturated omega-6 fatty acid de-
rived from linoleic acid, was also found to alter the lipid composition
of caveolae and the expression of caveolin-1 in the human breast cancer
cell line MCF-7 [201]. Conjugated linoleic acid (Delta9cis,11trans-18:2
being the major isomer) incorporated into caveolae which are
enriched in phospholipids and decreased the localization of caveolin-1
to caveolae [201].

Cholesterol has been known to be greatly increased in cancer cells
and in the surrounding tissues, compared to normal tissues which
the transformed cells derive from [202,203]. Proliferating tumor cells
require more cholesterol than normal cells [204,205]. In this regard,
alterations in cholesterol regulation have been detected in a wide
number of solid and hematological cancers [203,205]. Cancer cells
have been reported to show enhanced endogenous cholesterol
biosynthesis, increased cholesterol acyltransferase enzyme activity,

Fig. 4. Lipids as modifiers of lipid raft ion channel complexes in cancer cells. The disorganization of lipid rafts by specific lipids such as alkyl-lipids is a possible way to counteract the
hijacking of KCa/ClCa/Ca2+ complexes during tumor cell transformation. SK3/KCa2.3: small conductance Ca2+-activated K+ channel, ClCa: Ca2+-activated Cl− channels, EGFR: Epidermal
Growth Factor Receptor, TRPx: Non-Voltage-Gated Ca2+ channels Transient Receptor Potential; Orai: Non-Voltage-Gated Ca2+ channels Orai.

2613M. Guéguinou et al. / Biochimica et Biophysica Acta 1848 (2015) 2603–2620



exogenous cholesterol uptake and lower cholesterol efflux [205].
However, it remains unknown whether cholesterol accumulation
in transformed tissues promotes cancer appearance, or whether it is a
consequence of the neoplastic transformation. Only epidemiological
studies revealed that the use of statins is associatedwith the prevention
of prostate and kidney cancers, thus suggesting that cholesterol
accumulation contributes to the appearance of a malignant neoplasm
[204,206,207].

Interestingly, 7-ketocholesterol, a component of oxidized LDL,
incorporates into lipid rafts of THP-1 monocytic cells and increased
intracellular Ca2+ by the translocation of TRPC1 to lipid rafts. This in-
duced apoptosis of THP-1monocytic cells [178]. This particular localiza-
tion of Ca2+ channels in lipid rafts would regulate precise and distinct
intracellular Ca2+ changes (amplitude, duration) and thus be important
in the regulation of cellular functions such as cell migration.

n−3 PUFA are not the only lipids that modulate lipid rafts. Alkyl-
lipids are other lipids known to modulate lipid rafts and signaling
pathways. Edelfosine (1-O-octadecyl-2-O-methyl-rac-glycero-3-
phosphocholine), a synthetic alkyl-lysophospholipids, has been
found to disturb the sphingomyelin–cholesterol model membrane
system in a cholesterol-dependent way [208]. Furthermore, cell
experiments showed that edelfosine colocalizes in vivo with lipid rafts
and that it may reach concentrations higher than 20% (mol/mol) of
total lipid [209]. Edelfosine and perifosine, another synthetic alkyl-
lysophospholipids, induce selective apoptosis in multiple myeloma by
recruitment of CD95 death receptor, Fas-associated death domain-
containing protein, and procaspase-8 into lipid rafts [210] (Fig. 4).
Interestingly, edelfosine treatment also induced a redistribution of
lipid rafts from the plasma membrane to mitochondria, suggesting a
raft-mediated link between plasma membrane and mitochondria [42].
On the basis of the biochemical nature of lipid rafts it has been
suggested that they participate in a series of intracellular functions
such as cell death program [211–213]. Mitochondria are a possible tar-
get for raft components, and raft-likemicrodomainsmay be involved in
themitochondrial remodeling leading to apoptosis and Ca2+ regulation
[214]. A dynamic interplay among plasma membrane and intracellular
organelles and between intracellular organelles occurs at specific
membrane parts where two membranes come in close apposition
but do not fuse. Thus far, the most studied are the mitochondria-
associated endoplasmic reticulummembrane (MAM). MAM is a spe-
cialized subdomain of the endoplasmic reticulum (ER) membrane
that regulates ER–mitochondria communications. It has a unique
lipid profile and a unique set of proteins involved in Ca2+ signaling
[214]. The accumulation of the glycosphingolipid GM1 at the ER
membranes promotes the juxtaposition of ER and mitochondria at
the MAMs, and in turn increases Ca2+ transfer between these organ-
elles [215]. Thus the modification of the composition of lipid of MAM
could regulate ER-to-mitochondria communication and may open a
new avenue in cancer treatment by lipids.

Edelfosine was also found to modulate SK3 channel activity and
cancer cell migration [216]. Edelfosine had no effect on IKCa/SK4,
a channel known to be expressed outside lipid rafts [170] in contrast
to SK3 that was found to be in lipid rafts [155]. These data suggest
that this lipid is acting on SK3 channel by its integration into lipid rafts
(Fig. 4). Interestingly, edelfosine, miltefosine (hexadecylphosphocholine)
and perifosine (octadecyl-(N,N-dimethyl-piperidino-4-yl)-phosphate)
inhibit the phosphatidylinositol 3-kinase-Akt/PKB survival pathway
[217]. Thismay explain the radiosensitization of squamous cell carcinoma
by perifosine [218]. Synthetic alkyl-lysophospholipids also inhibit the
non-vesicular transport of cholesterol from the plasma membrane
to the endoplasmic reticulum and consequently inhibit cholesterol ester-
ification [219]. This causes a deregulation of cholesterol homeostasis and
accumulation of free cholesterol in lipid rafts of the cell membrane [219].

We have recently demonstrated that Orai1, a NVG-Ca2+ channel
is associated to the SK3 channel and forms a complex in lipid rafts
[155]. In vivo and in vitro data showed that this complex controls a

constitutive Ca2+ entry, cancer cell migration and bone metastases.
Interestingly, we established that in a breast cancer animal model the
alkyl-lipid Ohmline (1-O-hexadecyl-2-O-methyl-sn-glycero-3-lactose)
could block constitutive Ca2+ entry, cancer cell migration and bone
metastases (Fig. 4). This is the first report documenting that the dereg-
ulation of an ion channel complex by a synthetic lipid could influence
metastases. The formation of SK3–Orai1 complex is a gain of a new
biological function, not existing from individual protein or when the
complex is not integrated into lipid-rafts.

6. Conclusion

In this review we focused on the lipid rafts KCa/ClCa/Ca2+ channel
complexes that regulate Ca2+ signaling and EGFR signaling in cancer
cells. There is now evidence that KCa, ClCa and Ca2+ channels, alone
or associated in complexes in lipid raft microdomains, play important
roles in the proliferation and migration of cancer cells, crucial for
tumor development. In parallel, lipid rafts are required for efficient
HER signaling and the activation of HER generates intracellular
Ca2+ variations which by the formation of the Ca2+/CaM complex
also control HER. This suggests that lipid rafts organize HER, KCa,
ClCa and Ca2+ channels to regulate intracellular Ca2+ signaling
pathways that regulate cell proliferation, apoptosis and cell migration.
Ion channel lipid raft organization fluctuates between tumor and non-
tumor cells. For example, the Orai1 channel that was not found in
non-tumor cells, moved into caveolar lipid rafts when SK3 channel
was expressed. This forms a specific channel complex expressed in
epithelial breast cancer cells that promotes a constitutive Ca2+ entry
in cancer cells and may be a target for anticancer drugs. This suggests
that, to evolve, cancer cell could take advantage of the association and
retargeting of two ion channels in lipid rafts.

In addition, lipid components of rafts also fluctuate in cancer
with impact on the biology of cancer cells. It is conceivable that the
presence/abundance of some lipids such as alkyl-lipids in tumor cell
membranesmodifiesHER, KCa, ClCa and Ca2+ channel signaling located
to tumor lipid rafts. The precise composition of alkyl-lipids in lipid rafts
needs to be determined in tumor and non-tumor cells. Since the dereg-
ulation of SK3–Orai1 complex by a synthetic lipid that integrated specif-
ically in lipid rafts may influence metastases, this gives an opportunity
to therapists to address cancer spread by altering the lipid composition
of the lipid rafts.

The discovery of the role of lipids in the biology of tumor cells
leading to HER, KCa, ClCa and Ca2+ channel tumor growth and me-
tastasis development should lead to further research with a focus
on lipids that modulate lipid rafts as a potential attractive strategy
to reduce/prevent tumor development.
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L’objectif principal de cette étude est de comprendre comment le peptide LL-37 est 

capable d’augmenter la migration des cellules cancéreuses mammaires dans la perspective, à 

plus long terme, d’inhiber ses effets sur le développement des métastases. 

 

Dans un premier temps nous nous sommes plus particulièrement intéressés à l’activité 

du peptide sur les cellules cancéreuses. Dans la littérature, il apparaît que LL-37 est capable 

d’activer divers récepteurs membranaires dans différents types de cellules cancéreuses 

(Tableau 2).  

L’activation de ces récepteurs conduit à une augmentation des phénomènes de 

prolifération, de migration et d’invasion des lignées cellulaires cancéreuses et dans certains cas, 

l’augmentation du développement des métastases in vivo ont été mis en évidence. De plus, dans 

le cancer du sein et du poumon, LL-37 est capable d’activer différents récepteurs sur des lignées 

cellulaires issues des mêmes types de cancer. En 2008, deux équipes mettent en évidence que 

le peptide de chiralité opposé, le (D)-LL-37, active la voie de signalisation MAPK dans les 

cellules cancéreuses pulmonaires (von Haussen et al, 2008) et la prolifération de fibroblastes 

(Tomasinsig et al, 2008), de la même manière que le peptide naturel. Ces résultats sont 

fondamentaux pour la construction de l’hypothèse initiale de ce travail de thèse car ils laissent 

penser que LL-37 n’interagit pas directement avec un récepteur protéique puisqu’à ce jour il 

n’existe pas de récepteur capable de fixer des ligands de formes L et D.  

Comme décrit dans l’introduction, les mécanismes d’action de LL-37 pour ses 

propriétés antimicrobiennes impliquent sa fixation aux membranes bactériennes grâce à sa 

structure amphipathique en hélice α et de sa région hydrophobe (Ding et al, 2013; Henzler-

Wildman et al, 2004). En parallèle, des études sur des membranes artificielles montrent 

également que le peptide peut interagir avec différents types de phospholipides, composants 

des membranes cellulaires (Ding et al, 2013; Henzler-Wildman et al, 2003). Il semble que la 

composition de ces bicouches lipidiques peut influencer la fixation du peptide. En effet, 

l’enrichissement en cholestérol peut diminuer la fixation de LL-37 aux bicouches (Sood & 

Kinnunen, 2008). Sur des cellules de mammifères, le cholestérol est un composant majeur des 

membranes plasmiques particulièrement présentes dans les radeaux lipidiques (Brown & Rose, 

1992). 

D’après ces études, nous avons émis l’hypothèse que LL-37 se fixe directement à la 

membrane plasmique des cellules cancéreuses, induisant une perturbation de la membrane ce 

qui pourrait conduire à l’activation des récepteurs membranaires sans interaction directe. Cette 

interaction avec la membrane pourrait être un mécanisme commun expliquant le rôle du peptide 
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dans différents types de cellules cancéreuses dont l’activation de divers récepteurs 

membranaires (Figure 19).  

Pour ce premier objectif de la thèse, nous avons tenté de vérifier cette hypothèse par 

différentes techniques de microscopie et de mesure de fluidité membranaire, et de déterminer 

s’il existe une localisation précise du peptide sur la membrane des cellules cancéreuses 

mammaires humaines.  

 

Le calcium joue un rôle essentiel dans le processus de migration cellulaire aussi bien 

physiologique que tumorale (Stewart et al, 2014). Le rôle des canaux ioniques dans la régulation 

du calcium intracellulaire et leur implication dans la progression tumorale est de plus en plus 

étudié (pour revue (Déliot & Constantin, 2015).  

Des études sur les cellules immunitaires (De Yang et al, 2000) et épithéliales (Heilborn 

et al, 2003) montrent que LL-37 est capable d’induire leur migration. Dans les kératinocytes, 

LL-37 augmente leur phénotype migratoire par la formation de nouvelles protrusions 

cellulaires. L’apparition de lamellipodes induite par LL-37 passe par une augmentation de la 

phosphorylation de diverses protéines dont les protéines de signalisation MAPK et PI3K/AKT 

ainsi que la protéine des adhésions focales, FAK (Carretero et al, 2007). L’activité de 

nombreuses protéines de ces structures pro-migratoires dépend du calcium intracellulaire (pour 

revue (Prevarskaya et al, 2011). D’un autre côté, LL-37 est capable d’augmenter le calcium 

intracellulaire. Ce phénomène a été mis en évidence dans les cellules immunitaires (De Yang 

et al, 2000), dans des cellules de glandes sous-maxillaires murines (Pochet et al, 2006) et dans 

des mastocytes (Subramanian et al, 2011). Dans un modèle cellulaire surexprimant le 

récepteur/canal P2X7 (HEK293), l’équipe de Tomasinsing a mis en évidence que le peptide 

active le récepteur/canal P2X7 induisant une entrée de calcium dans les cellules (Tomasinsig et 

al, 2008). En revanche, aucune étude n’a été réalisée sur une potentielle régulation du calcium 

intracellulaire par le peptide dans les cellules cancéreuses. 

De nombreux canaux ioniques membranaires (TRP, ORAI…) sont impliqués dans 

l’entrée de calcium, qu’elle soit de type capacitive ou constitutive (décrites dans l’introduction). 

De plus, il a été montré que l’activation de canaux potassiques peut aussi contribuer à l’entrée 

de calcium en hyperpolarisant la membrane et en augmentant la force électromotrice en faveur 

d’une entrée de calcium.  

Au vu de ces données, nous avons émis l’hypothèse que LL-37, en se fixant à la 

membrane, active un ou des canaux ioniques (calcique ou potassique) conduisant à une entrée 

de calcium intracellulaire et une activation de la migration cellulaire (Figure 19).  
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Le deuxième objectif a donc été d’identifier le ou les canaux ioniques qui pourraient 

être activés par le peptide LL-37, puis voir si ces canaux sont impliqués dans l’augmentation 

de la migration des les cellules cancéreuses mammaires induite par le peptide.  

 

 

 

Figure 19 : Schéma hypothétique du mécanisme d’action du peptide LL-37 sur les cellules 

cancéreuses mammaires humaines 
Ce schéma a été établi au début de cette thèse en tenant compte des données bibliographiques : le peptide 

LL-37 se fixe à la membrane plasmique des cellules cancéreuses mammaires humaines, dans des zones 

pauvres en cholestérol (hors de radeaux lipidiques de type cavéole et/ou non cavéole). Cette fixation 

induit une entrée de calcium intracellulaire par l’activation de canaux calciques de la membrane 

plasmique. L’implication de canaux potassiques est aussi envisagée car leur activation entraîne une 

hyperpolarisation de la membrane et une augmentation de la force électromotrice ce qui favorise l’entrée 

de calcium par des canaux constitutivement ouverts à la membrane. L’activation de ces canaux et 

l’augmentation du calcium intracellulaire sont impliqués dans l’induction de la migration des cellules 

cancéreuses mammaires humaines par le peptide LL-37.  
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Lignées cellulaires 

 

Les lignées cancéreuses mammaires humaines MCF7, MDA-MB-231 et MDA-MB-

435s ont été obtenues par l’American Type Culture Collection (ATCC).  

Les cellules MCF7 ont été isolées de tissu mammaire d’une femme de 69 ans présentant 

un adénocarcinome peu agressif en 1970 (Soule et al, 1973). Une étude de xénogreffes chez la 

souris montre que ces cellules présentes un faible pouvoir métastatique (Weber et al, 2009). 

Les cellules MDA-MB-435s sont issues d’un cancer du sein agressif d’une femme de 31 ans. 

Même si l’origine a été controversée (Ellison et al, 2002; Ross et al, 2000), l’équipe de Sellapan 

en 2004 à mis en évidence que bien que ces cellules expriment des marqueurs de mélanome, 

elles possèdent également les marqueurs de l’épithélium du sein humain confirmant leur origine 

mammaire (Sellappan et al, 2004). Les cellules MDA-MB-231 sont également dérivées d’une 

tumeur mammaire peu différenciée et agressive d’une femme de 51 ans (Cailleau et al, 1974). 

Contrairement aux cellules MCF7, les MDA-MB-435s et MDA-MB-231 possèdent un fort 

pouvoir métastatique in vivo chez la souris (Price et al, 1990). 

Une lignée cellulaire MCF7 surexprimant hCAP18 a également été utilisée lors de cette 

étude. Pour cela, les cellules MCF7 ont été transfectées avec un vecteur d’expression pIRES-

GFP contenant ou non pour le gène codant pour la protéine hCAP18 (Heilborn et al, 2005). 

Après 48h d’incubation, les cellules ayant intégrées le vecteur sont sélectionnées avec 

l’antibiotique G418 à 400µg/ml puis triées par méthode de cytométrie en flux sur leur 

expression de la GFP.  

Les différentes lignées cellulaires sont maintenues dans du milieu de culture DMEM 

(Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) à 4,5g/L de glucose (Lonza) supplémenté avec 5% de 

sérum de veau fœtal (SVF) (Eurobio) (DMEM 5% SVF) à 37°C dans une atmosphère humide 

contenant 5% de CO2. Arrivées à confluence, les cellules MCF7 sont diluées au 1/6ème et les 

cellules MDA-MB-435s et MDA-MB-231 au 1/12ème, dans du milieu de culture DMEM 5% 

SVF. Pour les expériences, des ensemencements spécifiques en DMEM 5% SVF sont réalisés 

48h avant les expériences. Le milieu est remplacé par de l’OPTIMEM contenant 0,2% de BSA 

(Bovine Serum Albumin), 24h avant l’expérience. 
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Peptides utilisés 

Le peptide LL-37 et le peptide de chiralité opposé (D)-LL-37 ont été synthétisés et 

purifiés à 95% par HPLC (GeneCust, Ddelange, Luxembourg, et GL Biochemicals, Shanghai, 

China).  

La séquence du peptide naturel LL-37 est la suivante : 

LLGDFFRKSKEKIGKEFKRIVQRIKDFLRNLVPRTES.  

Le peptide aléatoire servant de contrôle pour les expériences a pour séquence : 

RSLEGTDRFPFVRLKNSRKLEFKDIKGIKREQFVKIL.  

Les peptides ont été utilisés à une concentration de 10µg/ml (soit 2,2µM).  

 

Pour les expériences de microscopie multispectrale, nous avons utilisé un peptide LL-

37 modifié pour permettre l’attachement d’un fluorochrome, synthétisé par l’équipe d’Agnès 

Delmas, « Chimie des protéines de synthèse et glycoingénierie » (CNRS Centre de Biophysique 

Moléculaire – UPR 4301, Orléans) (Figure 20 A). Le peptide a été modifié sur l’acide 

aspartique en position 26. Cette position spécifique a été choisie pour sa localisation sur la face 

hydrophile du peptide, qui ne s’intègre pas dans les membranes et ne devrait donc pas influencer 

les effets du peptide sur les cellules cancéreuses mammaires (Figure 20 B).  

 

 

Figure 20 : Séquence du peptide LL-37 modifié, LL-37-Asp26Anl. 

A. L’acide aspartique en position 26 est remplacé par un -Azidonor-leucine (Anl) possédant un 

groupement azoture N3. 

B. L’acide aspartique en position 26 est localisé sur la face hydrophile du peptide LL-37. 
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Le peptide LL-37-Asp26Anl a été synthétisé par un Prelude automated synthesizer 

(Protein technologies) utilisant la chimie standard Fmoc/t-butyl. La serine C-terminale est 

introduite dans une résine PEGA aminométhylée (Novabiochem) par couplage Fmoc-Ser(tBu)-

methylphenoxypropionicacid (Groupe Polypeptide). Des groupements protecteurs standards 

ont été utilisés pour les chaînes latérales et retirés après la purification du peptide par HPLC en 

phase inverse. Le groupement N-Fmoc--azido-norleucine a été préparé comme décrit par 

(Chapman et al., 2011) 

 

Dans un premier temps, pour des raisons de coût, nous avons utilisé un autre peptide 

modifié sur la position 26 où l’acide aspartique a été remplacé par une isoleucine (LL-37-

Asp26Ile) (GL Biochemicals). Ce peptide a été utilisé pour vérifier que cette substitution 

n’affecte pas les effets du peptide sur l’entrée de calcium et la migration des cellules MDA-

MB-435s.  

En présence de 2mM de calcium extracellulaire, le peptide modifié LL-37-Asp26Ile 

induit une augmentation du calcium intracellulaire du même ordre que le peptide naturel LL-

37 (Figure 21 A). Nous avons également observé que cette modification n’altère pas la 

migration des cellules MDA-MB-435s induite par le peptide (Figure 21 B). 

 

 

Figure 21 : Le peptide LL-37-Asp26Ile induit une entrée de calcium et la migration des cellules 

MDA-MB-435s du même ordre que le peptide LL-37. 

A. En présence de 2mM de calcium extracellulaire, le peptide modifié en position 26 (LL-37-

Asp26Ile) augmente le calcium intracellulaire du même ordre que le peptide naturel LL-37. (Moyenne 

± SEM) 

B. LL-37-Asp26Ile augmente également la migration des cellules MDA-MB-435s sans différence 

avec la migration induite par le peptide naturel LL-37. (Moyenne ± SEM). 
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Nous avons vérifié que le couplage du peptide LL-37-Asp26Anl avec le fluorochrome 

Cyanine 5 (Cy5) n’affecte pas les effets du peptide LL-37. Pour cela, nous avons montré que la 

capacité du peptide LL-37-Asp26Anl couplé directement au Cy5 à induire un recrutement 

membranaire du canal TRPV2 n’est pas affectée. Le traitement des cellules MDA-MB-435s 

avec le peptide naturel LL-37 induit le recrutement membranaire de TRPV2 (marquage 

fluorescent vert, Figure 22). Lorsque les cellules sont traitées seulement avec le fluorochrome 

Cy5 (+Cy5 seul), aucune augmentation de la fluorescence verte n’est observée à la membrane. 

En revanche, lorsque les cellules sont traitées avec LL-37-Asp26Anl couplé au Cy5 (Cy5fluo-

LL-37), le marquage du canal TRPV2 augmente au niveau de la membrane, avec une intensité 

et une distribution semblable au peptide naturel (+LL-37). Ces résultats confirment que le 

peptide modifié reste fonctionnel et est capable de recruter le canal TRPV2 au niveau de la 

membrane plasmique (Figure 22 B).  

 

 

 

Figure 22 : Le couplage du peptide modifié LL-37-Asp26Anl avec la Cyanine 5 n’affecte sa 

capacité à induire le recrutement membranaire du canal TRPV2. 

Les cellules MDA-MB-435s ont été traitées ou non avec le peptide LL-37 ou le peptide modifié LL-37-

Asp26Anl couplé à la cyanine5 (Cy5fluo-LL-37) puis fixées au paraformaldéhyde 4%. Le canal TRPV2 

est immunomarqué par un anticorps primaire puis un anticorps secondaire couplé au fluorochrome 

CF488A (vert). Dans les cellules MDA-MB-435s non perméabilisées et non traitées avec LL-37 (Non 

traitées), un faible marquage membranaire fluorescent vert du canal TRPV2 apparaît, de même lorsque 

les cellules sont traitées seulement avec le fluorochrome Cy5 seul (+ Cy5 seul). Au contraire, quand les 

cellules sont traitées avec le peptide naturel (+ LL-37) et avec le peptide modifié (+ Cy5fluo-LL-37), le 

marquage du canal TRPV2 (vert) est plus intense au niveau de la membrane plasmique. Les expériences 

ont été réalisées deux fois et les images sont représentatives des deux expériences. 
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L’ensemble des résultats confirme que la modification du peptide LL-37 par l’échange 

de l’acide aspartique en position 26, localisé sur la face hydrophile du peptide (Figure 20), par 

un autre acide aminé ou un substituant permettant le couplage à un fluorochrome n’affecte pas 

ses capacités d’induire le recrutement de TRPV2 à la membrane, d’augmenter le calcium 

intracellulaire et la migration cellulaire. Les résultats de l’étude de microscopie multispectrale 

avec le peptide modifié LL-37-Asp26Anl couplé au Cy5 sont donc bien transposables au 

peptide naturel LL-37.  

 

 

Test de migration cellulaire 

24h avant chaque expérience de migration, les cellules sont placées en DMEM 

contenant 0,1% de BSA et 0,1% de SVF. Les tests de migration cellulaire sont réalisés dans des 

inserts de migration contenant un filtre de Polyéthylène avec des pores de 8µm (BD FalconTM, 

Becton Dickinson) qui sont déposés dans des plaques 24 puits spécifiques (BD FalconTM 

Companion TC plate, Becton Dickinson). Chaque lignée est utilisée avec un ensemencement 

spécifique : 15 000 cellules MDA-MB-435s ou MDA-MB-231 sont déposées dans l’insert de 

migration et 50 000 cellules MCF7, diluées en DMEM contenant 0,1% de BSA et 0,1% de SVF. 

Le même milieu est utilisé pour remplir la partie inférieure qui contient également ou non les 

peptides LL-37, (D)-LL-37 ou le peptide aléatoire à 10µg/ml. Les inhibiteurs suivants ont 

également été ajoutés ou non dans la partie inférieure : Ibériotoxine 50nM (Ref sc-3585, Santa 

Cruz), Lanthane 100mM (Ref, 262072, Sigma-Aldrich), TEA 10mM (Ref T2265, Sigma 

Aldrich), Wortmannin 100nm (Ref 681676, Calbiochem/Merck-Millipore), LY294002 1µM 

(Ref L9908, Sigma-Aldrich) et PD153035 2,5µM (Ref 681676, Calbiochem/Merck-Millipore). 

 

Du fait de la forte capacité des cellules MDA-MB-435s et MDA-MB-231 à migrer, le 

test de migration cellulaire est effectué sur 4h à 37°C alors qu’il est étendu à 14h à 37°C pour 

les cellules MCF7 qui possèdent une faible capacité de migration. Après la migration, les inserts 

sont rincés au D-PBS contenant du calcium et du magnésium et les cellules sont fixées et 

perméabilisées dans une solution de méthanol à 95% froid pendant 10 minutes. Les cellules 

sont ensuite colorées avec de l’hématoxyline (Sigma-Aldrich, Hematoxylin Solution, Harris 

Modified) et la partie supérieure de l’insert est nettoyée délicatement à l’aide d’un coton-tige 

humidifié pour éliminer les cellules n’ayant pas migrées. La coloration des noyaux permet de 
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compter les cellules qui sont passées sur la face inférieure de l’insert au microscope visible 

(x20). 

Pour mettre en évidence l’effet des peptides LL-37 et (D)-LL-37 sur la migration de 

cellules cancéreuses mammaires, les résultats sont normalisés par rapport à la migration des 

cellules contrôles sans peptide. Au contraire, l’effet des inhibiteurs ou des siARN sur la 

migration induite par LL-37 est souligné par la normalisation des résultats par rapport aux 

cellules qui ont migrées avec le peptide seul.  

 

 

Mesure des variations de calcium intracellulaire par 

spectrofluorimétrie 

Pour chacune de ces expériences, 600 000 cellules MDA-MB-435s sont ensemencées 

dans des boites de pétrie de 28cm² pendant 48h. De plus, 24h avant les mesures, le milieu de 

culture est remplacé par un milieu OPTIMEM (Gibco, Lifetechnologies) contenant 0,2% de 

BSA. 

La mesure des variations de calcium intracellulaire se fait à l’aide d’une sonde 

ratiométrique, le Fura2-AM (Ref F-1221, Molecular Probes, Life technology). Le Fura-2AM 

est une sonde fluorescente, analogue de l’EGTA (Ethylen Glycol Tetraacetic Acid) et du 

BAPTA (1,2-Bis(o-AminoPhenoxy)ethane-N,N,N',N'-Tetraacetic Acid), qui chélate le 

calcium. Le groupement acétoxyméthylester (AM) rend le Fura2 non fluorescent et lui permet 

de traverser la membrane plasmique. Une fois dans le milieu intracellulaire, ce groupement est 

clivé par les estérases ce qui empêche la sortie de la sonde de la cellule et la rend active pour 

ses capacités de fixation au calcium. La fluorescence du Fura-2 est évaluée à une seule longueur 

d’onde d’émission de 510nm. Cependant, son spectre d’excitation est modifié en fonction de 

sa liaison au calcium : le Fura-2 possède une absorption à 340nm (F340) lorsqu’il est complexé 

au calcium ou à 380nm (F380) sous sa forme libre. Ainsi, deux mesures de fluorescence à 510 

nm sont effectuées, l’une avec une excitation à 340nm, l’autre à 380nm, permettant d’évaluer 

respectivement les formes liées et libres de la sonde. La concentration relative de calcium 

intracellulaire est exprimée par le rapport F340/F380.  

Après lavages en D-PBS, les cellules adhérentes sont incubées avec 5 μM de Fura2-AM 

(Thermo-Fisher Scientific) en OPTIMEM pendant 50 minutes à 37°C. Après élimination du 

milieu, les cellules sont détachées de la boîte par une incubation de trois minutes avec de 
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l’EDTA (Lonza) puis remisent en suspension dans 10ml de milieu OPTIMEM. Une 

centrifugation à 2580xg (Centrifugeuse Sorvall®Super 21, Rotor ST-H750, DUPONT 

Sorvall®) pendant 5 minutes permet de culoter les cellules pour les suspendre à nouveau dans 

2ml d’une solution physiologique, PSS (Physiological Saline Solution). Deux solutions de PSS 

(NaCl 140mM, KCl 4mM, MgCl2 1mM, Hepes 10mM, Glucose 11,1mM, pH 7,4) ont été 

utilisées en fonction du protocole de mesure, l’une contenant 2mM de calcium alors que l’autre 

n’en contient pas.  

Le premier protocole permet de mesurer les variations totales de calcium intracellulaire 

induit par LL-37. Pour cela les cellules sont suspendues dans du PSS contenant 2mM de 

calcium. Les premières 100 secondes, sont utilisées pour permettre une stabilisation de la 

fluorescence, puis le peptide LL-37 est ajouté. Les différents inhibiteurs utilisés sont ajoutés au 

début de chaque mesure. Le ratio F340/F380 obtenu lors de la phase de stabilisation est utilisé 

déterminer la fluorescence basale des cellules au repos et permettant de normaliser les résultats.  

Le second protocole a été mis au point au laboratoire pour mesurer seulement l’influx 

de calcium constitutif via les canaux ioniques membranaires ouverts à la membrane, 

indépendamment de la libération des réserves calciques intracellulaires (Chantôme et al, 2013). 

Pour cela les cellules sont suspendues dans une solution de PSS sans calcium et transférées 

rapidement dans la cuve. 20 à 30 secondes après le début des mesures, 2mM de calcium est 

ajouté induisant une entrée constitutive de calcium. Dans ce cas, LL-37 est injecté dès le début 

de la mesure en présence ou non des inhibiteurs, en absence de calcium extracellulaire, puis 

2mM de calcium sont ajoutés. Le niveau basal de calcium est déterminer avant l’injection des 

2mM de calcium et permet de normaliser les résultats.  

Les mesures sont effectuées par le spectrofluorimètre (F-2500 Spectrophotometer, 

HITACHI) toutes les 4 secondes sur une durée d’environ 300 secondes sur une suspension 

cellulaire contenue dans une cuve (Type n°101-QS, Hellma Precision in Spectro-Optics). La 

fluorescence des cellules à 510nm est évaluée avec les 2 longueurs d’onde d’excitation (340 et 

380nm). Les différents inhibiteurs pharmacologiques utilisés lors de ces expériences sont les 

suivant : Ibériotoxine 50nM (Ref sc-3585, Santa Cruz), Lanthane 100mM (Ref, 262072, Sigma-

Aldrich), TEA 10mM (Ref T2265, Sigma Aldrich), Wortmannin 100nm (Ref 681676, 

Calbiochem/Merck-Millipore), LY294002 1µM (Ref L9908, Sigma-Aldrich) et PD153035 

2,5µM (Ref 681676, Calbiochem/Merck-Millipore). 
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Détermination de la fluidité membranaire par spectrofluorimétrie 

Le milieu de culture des cellules MDA-MB-435s est remplacé par de l’OPTIMEM 24h 

avant l’expérimentation. Les cellules sont détachées mécaniquement par des rinçages successifs 

avec du D-PBS sans calcium ni magnésium (Lonza). Une suspension cellulaire à 200 000 

cellules par millilitres est incubée pendant 15 minutes à 37°C avec une sonde fluorescente 

sensible à la fluidité membranaire, le Laurdan (Ref 40227, Sigma-Aldrich). Cette sonde, qui 

s’insère dans la bicouche lipidique, est sensible à la polarité de son environnement montrant un 

déplacement du spectre d’émission du bleu (440nm) vers le rouge (490nm) lorsque la 

concentration et la dynamique des molécules d’eau augmentent. Ce changement de spectre est 

dépendant du nombre de molécules d’eau présent dans la bicouche lipidique au niveau du 

squelette glycérol (niveau d’insertion de la sonde) mais indépendant des résidus ou des charges 

de la tête polaire des phospholipides. Avec une longueur d’onde d’excitation de la sonde de 

365nm, l’intensité de fluorescence aux deux longueurs d’onde d’émission de 440 et 490 nm 

varie en fonction de la fluidité de la membrane. Les mesures sont effectuées avec le 

spectrofluorimètre cité précédemment. La valeur de la polarisation généralisée (Gp) est 

déterminée par le formule suivante : GP = (em440-em490)/(em440+em490) (em = emission) 

(Krasnowska et al, 1998). 

 

 

Marquages immunofluorescents 

Les cellules MDA-MB-435s sont ensemencées à 20 000 cellules par puits dans une lame 

8 puits (Lab-Tek chamber 8-well Permanox slides sterile, Ref177445, Thermo Fisher 

Scientific) 48h avant le marquage puis le milieu de culture est remplacé par de l’OPTIMEM 

contenant 0,2% de BSA pendant 24h.  

Avant le marquage, les cellules sont traitées avec les inhibiteurs (LY294002 1µM, 

Wortmannin 100nM, Inhibiteur AKT IV 2,5µM) pendant 45minutes puis avec LL-37 ou (D)-

LL-37 à 10µg/ml 5 minutes. Les puits sont lavés puis les cellules sont fixées pendant 15 minutes 

à 4°C, sous agitation, avec une solution de D-PBS contenant 4% de paraformaldéhyde, préparé 

juste avant l’utilisation. Pour réaliser un marquage membranaire des différentes protéines, les 

cellules sont seulement incubées dans une solution de saturation (D-PBS contenant 50mM de 

NH4CL et 3% de BSA) pendant 30 minutes à 4°C, sous agitation. Dans le cas du marquage 

intracellulaire des protéines, les cellules sont incubées, dans les mêmes conditions, avec une 



141 

 

solution de perméabilisation (D-PBS contenant 50mM de NH4CL et 3% de BSA) contenant 

0,1% de Tween 20 qui perméabilise les membranes plasmiques.  

Après trois rinçages des cellules avec du D-PSB, les anticorps primaires sont ajoutés et 

incubés sur le nuit à 4°C sous agitation. Les anticorps sont dilués dans une solution de D-PBS 

contenant 1% de BSA, au 1/500ème pour l’anticorps anti-LL-37 (Ref OSC00030P, Osenses), au 

1/300ème pour l’anticorps anti-TRPV2 (Domaine extracellulaire, Ref ABIN351263, Anticorps 

en ligne) et au 1/200ème pour l’anticorps anti-BKCa (KCa1.1 extracellulaire, REF APC107, 

Alomon Labs). L’anticorps secondaire anti-lapin, couplé avec une sonde fluorescente verte, 

CF488A (Ref 20209, Biotium, Ozyme) est dilué au 1/2000ème et incubé pendant 2h à 

température ambiante sous agitation. Après un marquage nucléaire avec du DAPI (Ref 32670, 

Sigma-aldrich) dilué au 1/5000ème pendant 2 minutes, les cellules sont rincées au D-PBS et les 

puits retirés pour la fixation de la lamelle grâce au milieu de montage (Fluorescente Mounting 

Medium, Ref F3023, DAKO).  

La fluorescence des cellules est observée au microscope confocal avec un grossissement 

X600 (Olympus Fluoview FV500 Laser Scanning Confocal Biological Microscope) et 

l’acquisition des images a été obtenue en utilisant le logiciel Fluoview 500 v5 (Olympus). 

 

 

Imagerie spectrale confocale 

Des lamelles en verre circulaires sont recouvertes de Poly-Lysine et placées dans les 

puits d’une plaque 24 puits. 25 000 cellules MDA-MB-435s sont ajoutées dans chaque puits et 

incubées à 37°C sur la nuit pour qu’elles adhèrent aux lamelles, puis le milieu de culture est 

remplacé par du milieu OPTIMEM 0,2% BSA pendant 24h.  

Pour cette étude, nous avons utilisé le peptide LL-37 modifié, LL-37-Asp26Anl, décrit 

précédemment. Le peptide a été couplé à un fluorochrome, DBCO-Sulfo-Cy5 (Jena Bioscience, 

Jena) qui se fixe au groupement azoture N3 de LL-37-Asp26Anl. Pour cela, le DBCO-Sulfo-

Cy5 est dilué à 5µM dans du D-PBS contenant 1% de SVF puis LL-37-Asp26Anl est ajouté à 

la concentration de 10µg/ml. Après 30 minutes d’incubation à 37°C permettant le couplage, la 

solution est ajoutée sur les cellules et incubée 30 minutes à 37°C en présence ou non d’azide de 

sodium (NaN3).  

Les cellules sont ensuite rincées trois fois avec du D-PBS froid et la lamelle est déposée 

sur une lame de microscopie avec une goutte de D-PBS.  
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Les mesures de fluorescences sont réalisées en utilisant le mode de faible dispersion 

(grille de 300 rainures/mm) d’un microspectrophotomètre confocal à balayage laser LabRAM 

(Horiba Jobin Yvon, Villeneuve d’Ascq, France). Le fluorochrome Cy5 est excité avec la ligne 

632,8 nm du laser HE-NE à refroidissement à air intégré. La puissance sur les échantillons est 

inférieure à 150µW et le temps d’acquisition est de 0,02 secondes par spectres. Aucun photo-

blanchiment des échantillons n’est observé. L’irradiation des échantillons et les spectres de 

fluorescence sont obtenus grâce à une objectif LWD x50 (ouverture numérique de 0,90, 

Olympus). L’ouverture confocale totale est ajustée à une résolution de ~0,8 µm latérale et 3,5 

µm axiale. 

Pour chaque cellule analysée, une section optique située au centre de la cellule (plan X-

Y) est scannée avec un pas de 0,8µm. A chaque point, un spectre de fluorescence complet est 

enregistré de 635 à 800nm permettant d’obtenir une carte qui contient 625 spectres (25×25 

points). L’acquisition et le traitement des cartes multispectrales sont effectués avec le logiciel 

LabSpec. Les cartes de la distribution subcellulaire de LL-37 sont établies par l’analyse de 

l’intensité et de la forme des spectres de fluorescence du Cy5 comme décrit par Munnier et son 

équipe (Munnier et al, 2011). Chaque spectre est ajusté en utilisant la méthode des plus petits 

carrés de la somme des deux spectres de référence du Cy5 où les positions les plus courtes et 

les plus longues correspondes respectivement à la polarité plus faible et plus forte de 

l’environnement moléculaire du fluorochrome. Les erreurs de montage sont inférieures à 5%. 

Ces coefficients sont utilisés pour générer les cartes de distribution sur les cellules. Les résultats 

sont obtenus sur 9 à 12 cellules pour chaque traitement. Aucune fluorescence n’a été détectée 

sur les cellules contrôles non traitées avec LL-37. 

Cette expérience a été réalisée en collaboration avec le Professeur Igor Chourpa, 

Laboratoire de Chimie analytique, Université François Rabelais de Tours.  

 

 

Microscopie électronique à transmission sur Cryosections 

marquées par des billes d’or selon la méthode de Tokuyasu 

(Tokuyasu, 1973) 

Pour cette étude, les cellules MDA-MB-435s sont cultivées dans des flacons de 175cm² 

(BD FalconTM) jusqu’à environ 80% de confluence cellulaire, puis le milieu de culture est 

remplacé par de l’OPTIMEM contenant 0,2% de BSA pendant 24h. Les cellules sont ensuite 
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décollées du support par la trypsine et suspendues en D-PBS contenant du calcium et du 

magnésium. Après 30 secondes ou 5 minutes de traitement par LL-37 (ou non traitées pour les 

conditions contrôles), un volume identique à la suspension cellulaire de paraformaldéhyde 

(PFA) à 8% est ajouté directement dans le tube pour obtenir une concentration finale de PFA 

de 4%. La fixation des cellules par le PFA est effectuée pendant 2h à température ambiante 

sous agitation. Après trois rinçage des cellules avec du D-PBS, les cellules sont centrifugées 10 

minutes à 2000xg et le culot cellulaire est inclu dans de la gélatine à 12% puis infusé avec du 

saccharose à 2,3M à 4°C sur la nuit.  

Nous avons choisi d’utiliser cette technique pour localiser précisément les protéines 

d’intérêt au niveau de l’ultrastructure cellulaire. En effet, cette technique qui consiste à fixer 

seulement les cellules dans du paraformaldéhyde, sans déshydrater les culots cellulaires ni les 

inclure dans une résine qui gêne l’accessibilité des épitopes aux anticorps. De plus, à partir de 

ce culot cellulaire, des cryosections ultrafines de 90nm sont réalisées à une température de  

-110°C permettant de cryoprotéger les cellules, grâce à un Cryoultramicrotome LEICA UCT. 

Les sections sont ensuite récupérées avec un mélange de méthylcellulose à 2% et de saccharose 

à 2.3M (1:1) et sont collectées dans des grilles de nickel recouvertes de formvar/carbon. La 

gélatine est ensuite retirée à 37°C et les sections sont incubées dans une goutte de D-PBS 

contenant 1% de BSA. Après 30 minutes, cette goutte est remplacée par une goutte de D-PBS 

contenant les anticorps primaires : l’anticorps anti-LL-37 (Ref OSC00030P, Osenses) dilué au 

1/200ème, l’anticorps anti-TRPV2 (Domaine extracellulaire, Ref ABIN351263, Anticorps en 

ligne) dilué au 1/100ème ou l’anticorps anti-BKCa (KCa1.1 extracellulaire, REF APC107, 

Alomon Labs) dilué au 1/100ème. Six lavages de 5 minutes sont ensuite effectués et les grilles 

sont incubées 1h avec l’anticorps secondaire anti-lapin couplé à des billes d’or de 6nm (Aurion), 

dilué au 1/30ème. Après de nouveau six rinçages de 5 minutes, les grilles sont post-fixées dans 

une solution de glutaraldéhyde à 1%. Une étape de contraste est effectuée dans un mélange 

d’acétate d’uranyle à 4% (sel de métaux lourd) et de méthylcellulose à 2% (1:10). Les sections 

sont observées au microscope électronique à transmission à 100kV, à un grossissement de 100 

et 200nm (JEOL 1011). Pour la détection, un nuage d’électron est projeté sur l’échantillon. Ces 

électrons sont plus ou moins déviés de leur trajectoire en fonction de la masse des atomes qu’il 

rencontre au niveau de l’échantillon. Ils sont ensuite captés par des bobines dont le courant 

varie en fonction de la déviation de l’électron. Lorsque les électrons rencontrent de petits 

atomes, leur déviation est plus faible ce qui a pour conséquence de reconstitué une structure 

dans les tons gris, ce qui est le cas pour l’ultrastructure cellulaire. Au contraire, l’or est un atome 

lourd et induit donc une déviation plus importante des électrons permettant de détecté des points 



144 

 

noirs correspondant aux protéines marquées. L’acétate d’uranyle utilisé pour le contraste ne se 

fixe pas sur les lipides des membranes cellulaires. De ce fait, les électrons passent au travers 

des membranes et ne sont pas déviés, permettant d’observer les membranes cellulaires blanches 

comparé au reste des constituants cellulaires en nuance de gris. 

Cette expérience a été réalisée en collaboration avec Julien Burlaud-Gaillard de la 

plateforme R.I.O. de microscopie électronique, Université François Rabelais de Tours.  

 

 

Immunohistochimie 

L’étude immunohistochimique sur les lignées cellulaires a été réalisée sur une 

suspension cellulaire à 15 millions de cellules MCF7 ou MCF7-hCAP18. Après centrifugation, 

le culot cellulaire est déshydraté et inclus en paraffine. Les sections issues du culot cellulaire et 

des tumeurs sont ensuite déparaffinées, réhydratées dans une solution de citrate de sodium à 

10mM, pH 6, puis chauffées au four micro-onde à 600W, trois fois 10 minutes. Après un 

traitement avec de l’H2O2 pendant 5 minutes, les sections sont bloquées durant 30 minutes dans 

une solution de TBS contenant 10% de SVF. Les anticorps primaires anti-LL-37 (Ref 

OSC00030P, Osenses) et anti-TRPV2 (Domaine extracellulaire, Ref ABIN351263, Anticorps 

en ligne, Allemagne) dilués respectivement au 1/100ème et au 1/50ème dans une solution de TBS 

contenant 0,1% de Triton X100 sont ensuite incubés à 4°C. La spécificité de l’anticorps anti-

TRPV2 a été vérifiée sur des cellules MDA-MB-435s dont l’expression de TRPV2 a été 

supprimée par un siARN. Le traitement avec l’anticorps secondaire et le développement sont 

effectués grâce à un kit de détection commercial (Dako REAL Detection System 

Peroxydase/DAB+, ref K5001, Agilent Technologies). 

Pour l’étude immunohistochimique des tumeurs, la cohorte utilisée regroupe 101 

patientes consentantes, obtenue lors d’une étude précédente. L’âge moyen des patientes est de 

49 ans, avec le minimum à 28 ans et le maximum à 71 ans. Ces patientes ont été traitées à 

l’hôpital universitaire de Tours et présentent un cancer du sein. Les cancers ont été analysés par 

immunohistopathologie et confirmé par un pathologiste spécialiste des troubles du sein par 

l’examen de l’histologie et la coloration des lames. Le type histologique des cancers est invasif 

pour tous avec 82 carcinomes canalaires (81,2%), 7 carcinomes lobulaires (6,9%) et 12 

carcinomes d’autre type histologique. 81 carcinomes expriment les récepteurs aux œstrogènes 

et/ou progestérones (80,2%), 10 sont positifs au récepteur HER (9,9%) et 16 ont un phénotype 

triple négatif (15,8%).  
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ARN interférents et analyse d’expression par Réaction de 

Polymérase en Chaine Quantitative en Temps Réelle (qRT-PCR) 

Une suspension de cellules MDA-MB-453s à 1 000 000 cellules/mL ont été transfectées 

grâce à la Lipofectamine RNAiMax (Thermo Fisher Scientific) en utilisant une concentration 

finale de chaque siARN à 30nM. Le mélange Lipofectamine et siARN est incubé 20 minutes à 

température ambiante permettant la formation des liposomes, puis ajouté à la suspension 

cellulaire pendant 30 minutes à 37°C. Les cellules sont ensuite ensemencées dans des boites de 

pétries de 28cm² à 750 000 cellules/boites ou dans des plaques 6 puits à 250 000 cellules par 

puits. Les expériences sont réalisées 48h après la transfection des cellules.  

L’ARN total des lysats des cellules MDA-MB-435s, MDA-MB-213 et MCF7 est extrait 

grâce au kit d’extraction NucleoSpin®RNA II (Macherey-nagel) puis la transcription inverse 

est réalisé avec le kit RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit (K1622, Fermentas, 

ThermoScientifique). La quantification des séquences amplifiées par PCR est réalisée avec le 

SYBR® Premix Ex TaqTM II (Tli RNaseH Plus, TAKARA), à partir de 50ng d’ADNc dans un 

volume finale de 20µL avec le thermocycleur MyiQ (Biorad). Les amorces ( 

Tableau 5) sont utilisées à une concentration finale de 200nM. Le protocole est le 

suivant : 10 minutes à 95°C, suivit par 40 cycles de 15 secondes à 95°C, 30 secondes à 57°C et 

30 secondes à 72°C. L’expression relative des gènes est normalisée par rapport au gène HPRT 

et calculée en utilisant la méthode 2-ΔCt.  

Les séquences des différents si ARN utilisés dans cette étude sont listées dans le 

Tableau 4. Pour les canaux TRPC1 et TRPV2, deux autres siARN dirigés contre des séquences 

différentes du transcrits ont été utilisés. L’efficacité des siARN a été contrôlée par qRT-PCR et 

l’inhibition des ARN endogène est supérieure à 70% pour tous les siARN. Un siARN contrôle 

(Qiagen Catalog n°1027281) est également utilisé dans toutes les expériences comme contrôle 

de la transfection.  

 

L’efficacité des trois siARN dirigé contre TRPV2 (siV2) a été analysée par qPCR et sur 

la migration des cellules MDA-MB-435s induite par le peptide (Figure 23). 

L’analyse des ARNm du canal TRPV2 met en évidence une diminution de l’expression 

de plus de 76% des ARNm TRPV2 dans les cellules MDA-MB-435s transféctées avec les 

siTRPV2 A, B ou C par rapport aux cellules siContrôles, avec une meilleure efficacité avec le 

siTRPV2 C (Figure 23 A). Nous avons également analysé les transcrits des canaux TRPC1 et 

TRPV1 qui sont aussi exprimés dans les cellules MDA-MB-435s. Malgré la forte homologie 
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de séquence entre TRPV1 et TRPV2, ni les transcrits de TRPV1 ni de TRPC1 ne sont affectés 

lorsque les cellules sont transfectées par le siV2 C (Figure 23 B). Sur le test de migration 

cellulaire, les trois siARN contre TRPV2 diminue la migration des cellules MDA-MB-435s 

induite par LL-37 (Figure 23 C). Suite à ces résultats, nous avons choisi d’utiliser le siTRPV2 

C pour notre étude.  

 

Nous avons également voulu valider l’efficacité du siTRPV2 C par un marquage 

fluorescent du canal en utilisant l’anticorps dirigé contre TRPV2 dans des cellules MDA-MB-

435s (Figure 23 D). Cette dernière permet à la fois d’observer l’efficacité du siTRPV2 mais 

également de valider la spécificité de l’anticorps utilisé lors de l’étude du recrutement 

membranaire du canal par le peptide LL-37. 

Le marquage protéique du canal TRPV2 a été réalisé par immunofluorescence avec un 

anticorps primaire puis un anticorps secondaire couplé au fluorochrome CF488A (vert). Dans 

les cellules MDA-MB-435s siCtl, le traitement LL-37 augmente le marquage du canal TRPV2 

au niveau de la membrane plasmique. Dans les cellules MDA-MB-435s siV2 C traitées ou non 

traitées avec le peptide le marquage est très faible. Le marquage résiduel est certainement lié 

au fait que le siV2 C ne supprime l’expression du canal qu’à 80% (Figure 23 B). 

Ces résultats mettent en évidence l’efficacité et, en partie, la spécificité du siARN dirigé 

contre TRPV2, confirmant que les effets du siV2 observé sur l’entrée de calcium et la migration 

induite par LL-37 sont bien liés à ce canal. 
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Figure 23 : Diminution de la quantité d’ARNm et de protéines TRPV2 dans les cellules MDA-MB-

435s transfectées avec des siARN. 
A. Analyse par RT-qPCR des transcrits ARNm des canaux TRPV2, dans des cellules transfectées 

avec un siARN contrôle (siCtl) ou trois siARN différents (A, B ou C) dirigés contre TRPV2 (siV2). Les 

siTRPV2 A, B et C diminuent de respectivement 76%, 79% et 80% l’expression du canal TRPV2. 

(Moyenne ± SEM) 

B. L’analyse des transcrits ARNm des canaux TRPC1 et TRPV1 dans les cellules transféctées avec 

le siContrôle ou le siV2 C, met en évidence que le siV2 C n’a pas d’effet sur l’expression de ces canaux 

TRPV1 et TRPC1. (Issue de la figure sup 2 de l’article). (Moyenne ± SEM) 

C. La migration induite par LL-37 des cellules MDA-MB-435s transfectées avec les siTRPV2 A, 

B ou C est diminuée par rapport aux cellules contrôles (siCtl). (Moyenne ± SEM, ***p<0,001) 

D. Observation au microscope confocal des cellules MDA-MB-435s siCtl ou siV2 C, non 

perméabilisées, traitées ou non avec LL-37 pendant 5 minutes, immunomarquées pour le canal TRPV2 

révélé par un anticorps couplé à un fluorochrome CF488A (vert). Dans les cellules siCtl non traitées, 

TRPV2 est faiblement localisé au niveau de la membrane plasmique et le traitement avec LL-37 pendant 

5 minutes augmente le marquage fluorescent à la membrane. Dans les cellules siV2 traitées et non 

traitées, le marquage fluorescent vert est très faible et aucun recrutement membranaire du canal n’est 

observé en présence de LL-37. Un marquage nucléaire a été réalisé au DAPI (bleu).Les images sont 

représentatives des deux expériences réalisées. 
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Tableau 4 : Liste des siARN utilisés pour l’étude 

Gènes cibles Séquences cibles (nt) Sources 

TRPC1 5’-CATGGAGCATCATATTTCA-3’ Eurogentec 

TRPC1 controls 5’-GACTGACACAACTGTATGA-3’ 

5’-CTTTCGGACTTCTAAATAT-3’ 

TRPV2 A 5’-GTGATGATCTCGGACAACT-3’ 

TRPV2 B 5’-CACGTGTTCATCTGGATCT-3’ 

TRPV2 C 5’-GAACCTGCTTTACTATACA-3’  

Orai1  Santa Cruz Biotechnologies,  c-

76001 

Contrôle  Qiagen Catalog n°1027281 

 

Tableau 5 : Liste des amorces utilisées lors de cette étude. 

Gènes Amorces Forward 5’-3’ Amorces Reverse 5’-3’ 

TRPC1 TGGGATGATTTGGTCAGACA TCTGCCACCAGTGTAGGATG 

TRPC3 CTTTCCTTCAGGCAACGAAG GTACGCAATCCGAGAGAAGC 

TRPC5 CAACTGTCGTGGAATGGATG CCCTTGGACGAGAACCATTA 

TRPC6 GGATTACATGGGCCAGAATG GCTGGTTGCTAACCTCTTGC 

TRPV1 CAACAAGATCGCACAGGAG TCCTTGCCATCAGGTGTGTA 

TRPV2 GGAATACACAGAGGGCTCCA CCTCTTCTCAATGGCGATGT 

TRPV3 ACGAGGCAACAACATCCTTC CCGCTTCTCCTTGATCTCAG 

TRPV4 CCCGTGAGAACACCAAGTTT AGTTCATTGATGGGCTCCAC 

TRPV5 GGAGCTTGTGGTCTCCTCTG GAAACTTAAGGGGGCGGTA 

TRPV6 TCAAGCCCAGGACCAATAAC GTCCAAAGAAGCGAGTGACC 

ORAI1 CTGATCATGAGCGCAAACAG ATGGTGGCAATGGTGGAG 

HPRT1 TGACCTTGATTTATTTTGCATACC CGAGCAAGACGTTCAGTCCT 

 

 

Mesures d’électrophysiologie par Patch Clamp 

10 000 cellules MDA-MB-435s sont ensemencées dans des boîtes de pétries de 35mm 

de diamètre pendant 48h et le milieu de culture est remplacé par de l’OPTIMEM contenant 

0,2% de BSA 24h avant les expériences. Pendant les mesures, les cellules sont placées dans une 

solution physiologique, PSS (140mM NaCl, 4mM KCl, 1mM MgCl2, 2mM CaCl2, 0.33mM 
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NaH2PO4, 10mM HEPES and 11.1mM Glucose, pH 7,4). Les mesures sont réalisées à 

température ambiante en utilisant une configuration cellule entière (Roger et al, 2010), sur un 

amplificateur de patch clamp Axopatch 200B (Axon Instrument). Les données sont enregistrées 

avec un convertisseur 1322-A Digidata (Axon Instrument) et le logiciel pCalmp (v9.2, Axon 

Instruments) est utilisé pour la génération des commande de tension, l’acquisition et l’analyse 

des courants mesurés en cellule entière. Les pipettes de patch sont formées à partir de capillaires 

de verre de borosilicate (3-5MΩ) par une étireuse (modèle P-97, Sutter Instrument Co) et 

contiennent une solution intra-pipette à PCa 6,4 (125mM K-Glutamate, 20mM KCl, 1mM 

MgCl2, 1mM Mg-ATP, 0.7mM CaCl2, 1mM EGTA  and 10mM HEPES, pH 7.2). Pendant les 

expériences, les cellules sont perfusées en continue avec une solution de PSS contenant ou non 

le peptide LL-37 à 10µg/ml et/ou l’Ibériotoxine à 50nM. 

Le courant des cellules MDA-MB-435s est mesuré en utilisant deux protocoles. Le 

premier est un protocole courant-voltage (I-V). Des voltages de -90 à +80mV, avec une 

augmentation de 10mV, sont imposés à la membrane cellulaire et le courant est mesuré pour 

chaque voltage. Le second est un protocole de rampe de -100 à +70mV. Chaque rampe est 

enregistrée toutes les 4 secondes à un potentiel de maintien de 0mV. Le courant (I) est normalisé 

à la capacitance cellulaire et est exprimé en densité de courant (pA/pF). La conductance est 

estimée en fonction de la pente des courbes I-V au potentiel d’inversion des cellules. Les 

amplitudes des courants sont analysées à 0mV. Les données de patch clamp sont analysées avec 

le logiciel OriginPro8.5 (OriginLab). 

 

 

Analyse de lysats cellulaire par Western Blot 

A. Préparation des lysats cellulaires 

Les cellules sont ensemencées en plaques 12 puits à 200 000 cellules MDA-MB-435s 

par puits en DMEM 5% SVF pendant 48h. 24h avant la récolte, le milieu de culture est remplacé 

par de l’OPTIMEM contenant 0,2% de BSA. Les cellules sont ensuite traitées ou non avec les 

inhibiteurs (LY294004 1µM, Wortmannin 100nM) pendant 30 minutes à 37°C puis avec LL-

37 pendant 5 minutes. Les puits sont alors rincés avec du D-PBS froid avant d’extraire les 

protéines dans un tampon de lyse composé du Dodécylsulfate de Sodium (SDS) contenant 1% 

de β-mercaptoéthanole. Le lysat cellulaire est chauffé 5 minutes à 72°C (Weber et al, 2009).  
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B. Analyse protéique par Western Blot 

Les protéines sont séparées en utilisant un gel dénaturant contenant du SDS de 

polyacrylamide de 8 à 12% (SDS-PAGE) en fonction des protéines d’intérêts. Après la 

séparation, les protéines sont transférées sur une membrane de nitrocellulose (GE healthcare). 

Le transfert semi-sec est réalisé pendant 30 minutes sous un champ électrique de 25V. Après 

avoir saturé les membranes dans une solution de TBS contenant 0,1% de Tween 20 et 4% de 

lait écrémé, les anticorps primaires dirigés contre les protéines d’intérêts et dilués dans la même 

solution sont incubés sur la nuit à 4°C. Les anticorps primaires couplés-HRP sont incubés 2h à 

température ambiante et le signal, suite à l’application d’une solution d’ECL advance (GE 

healthcare), est enregistré grâce à une caméra CCD (MF ChemiBIS, DNR Bio-imaging 

Systems) et analysé par le logiciel Multi Gauge (v3.0, Fujifilm). Pour normaliser les résultats, 

les membranes sont déshybridées par une solution de Glycine à 200mM et HCl à pH 2,5 pour 

être re-incubées avec les anticorps totaux.  

 

Tableau 6 : Liste des anticorps utilisés lors des expériences de Western Blot. 

Anticorps primaires 

Protéines  Dilution Source 

TRPV2, VRL-1 N-terminal aa 1-

105, Lapin 

1/2000 Ref sc-30155, Santa Cruz 

Biotechnologie 

BKCa, KCa1.1. extracellulaire, 

Lapin 

1/200 Ref APC107, Alomone Labs, 

Jérusalem, Israël 

phosphoAKT, Serine 473, Lapin 1/1000 Ref 4060, Cell signaling,  

panAKT, souris 1/1500 Ref 2920, Cell signaling,  

PI3K p85, EP380Y, Lapin 1/1000 Ref ab40755, Abcam 

PI3K p110, EP383Y, Lapin 1/1000 Ref ab40776, Abcam 

EGFR, Lapin 1/5000 Ref 4267, Cell signaling 

ERBB2, Lapin 1/1000 Ref 2165, Cell signaling 

ERBB3, Lapin 1/1500 Ref2065, Cell signaling 

Anticorps secondaires 

Chèvre anti-Lapin IgG-HRP  1/4000 Ref sc-2004, Santa Cruz 

Chèvre anti-Souris IgG-HRP  1/4000 Ref sc-2005, Santa Cruz 
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Purification des radeaux lipidiques sur gradient de saccharose 

A. Préparation du lysat cellulaire 

Les cellules MDA-MB-435s sont cultivées dans 2 flacons de 75 cm² par condition en 

DMEM 5% SVF jusqu’à la confluence d’environ 70%. 24h avant la récolte des cellules, le 

milieu de culture est remplacé par de l’OPTIMEM contenant 0,2% de BSA. Les cellules sont 

traitées ou non avec LL-37 pendant 5 minutes puis rincées trois fois avec du D-PBS froid. 

Toutes les manipulations sont ensuite réalisées sur de la glace. 1mL de tampon d’extraction 

(Na2CO3 500mM, EDTA 0,5mM, inhibiteurs de protéases 1X et de phosphatases 1X) est ajouté 

dans un flacon et les cellules sont détachées à l’aide d’un grattoir. Le lysat cellulaire est alors 

transféré dans un tube de sonication puis passé plusieurs fois dans une seringue avec une 

aiguille de 23G pour homogénéiser et diminuer la viscosité du lysat. Trois sonications 

successives de 20 secondes à puissance maximale (Ultrasonic Processor, Vibra CellTM, 

Bioblock Scientific) sont réalisées pour fractionner les membranes cellulaires. 

La quantité de protéines dans les lysats cellulaires est déterminée à l’aide du kit Pierce® 

BCA, Protein Assay Kit (Thermo Fisher Scientific). Le dosage est basé sur un test 

colorimétrique entraînant la réduction des ions Cu2+ en Cu+ par les liaisons peptidiques des 

protéines. L’acide bicinchoninique (BCA) permet la chélation des ions Cu+ pour former un 

complexe soluble violet qui absorbe à une longueur d’onde de 562nm, mesurable par 

spectrophotométrie. La concentration en protéines est directement proportionnelle à 

l’absorbance. Les échantillons cellulaires sont dilués au 1/10ème dans de l’eau ultrapure et 5μL 

sont déposés sur une plaque 96 puits avec 25μL d’eau ultrapure. En parallèle, une gamme de 

concentrations connues de BSA (Bovine Serum Albumin) est déposée. 200μL du mélange des 

réactifs du kit sont ajoutés sur les échantillons et incubés 30 minutes à 37°C. L’intensité de la 

coloration est évaluée par spectrophotométrie et la quantité de protéines contenues dans les 

échantillons est évaluée à l’aide de la gamme étalon.  
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B. Séparation des radeaux lipidiques par ultracentrifugation sur gradient 

de saccharose et récolte des fractions protéiques  

 

850µL de lysat cellulaire sont mélangés à 850µL d’une solution à 90% de saccharose 

(masse/volume) dans les tubes d’ultra-centrifugation de 5ml (Ultra ClearTM Tubes, Réf 344057, 

BECKMAN, Thermo Electron), et vortexés à 1400rpm. A l’aide d’une seringue de 2ml et d’une 

aiguille de 21G, 1,7mL d’une solution à 35% de saccharose (masse/volume) sont déposés au-

dessus de la première couche, puis 1,7 mL de solution à 5% de saccharose (masse/volume). Les 

tubes sont pesés et ajustés au même poids avec la solution à 5% de saccharose.  

Les fractions membranaires sont séparées grâce à une Ultracentrifugeuse Optima Max 

XP (réf 393315, BECKMAN, Thermo Electron) avec un rotor MLS-50 (réf 367279, 

BECKMAN, Thermo Electron), à 260 000xg pendant 6 heures à 4°C. De par leur composition 

lipidique riche en cholestérol, la densité des radeaux lipidiques est plus faible ce qui entraîne 

leur migration à l’interface des solutions de saccharose à 35% et à 5%. Suite à la centrifugation, 

l’ensemble du gradient est aliquoté en fractions de 1mL et les fractions est numérotées dans 

l’ordre de prélèvement, la première fraction correspondant à celle se trouvant au fond du tube. 

Chaque fraction est dosée par le Kit PIERCE®BCA, comme décrit précédemment, pour obtenir 

la concentration de protéines qu’elles contiennent. Dans ce cas, 12,5μL de chaque fraction sont 

déposés avec 12,5μL d’eau ultrapure. A partir de ce dosage, une courbe de la concentration 

protéique en fonction des fractions prélevées est réalisée, puis les protéines contenues dans ces 

fractions sont déterminées par Western Blot comme décrits précédemment. 

 

 

Analyse statistique 

 

Les expériences ont été évaluées par des tests statistiques de Mann-Whitney et 

Wilcoxon. Les résultats sont exprimés par les moyennes ± l’erreur standard à la moyenne (Sem) 

et la significativité statistique est exprimée par les étoiles, * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001. 

Le nombre n de mesures pour chaque expérience individuelle est indiqué dans les figures. Un 

test de Chi-carré est utilisé pour la comparaison entre les marquages immunohistochimiques de 

LL-37 et TRPV2 au niveau des tumeurs.  
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RESULTATS 
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I. LL-37 interagit avec la membrane plasmique, 

active les canaux TRPV2 et BKCa, induit une 

entrée de calcium et la migration cellulaire 

L’expression du peptide LL-37 est augmentée dans les tumeurs mammaires par rapport 

aux tissus sains et cette expression est corrélée à l’agressivité des tumeurs (Heilborn et al, 

2005). In vivo, dans un modèle murin, LL-37 favorise le développement des métastases (Weber 

et al, 2009), mais son mécanisme d’action sur les cellules cancéreuses mammaires reste encore 

à déterminer. Un phénotype cellulaire pro-métastatique implique une augmentation de la 

migration et de l’invasion cellulaire. Une étude antérieure réalisée par notre équipe a mis en 

évidence que le peptide LL-37 augmente la migration des cellules cancéreuses mammaires 

MCF7, in vitro (Weber et al, 2009). 

 

Cette première partie présente les résultats qui ont fait l’objet d’un article en cours de 

soumission : “Activation of TRPV2 and BKCa channels by LL-37 enantiomers stimulates 

calcium entry and migration of cancer cells.” Ces résultats seront accompagnés de résultats 

supplémentaires qui ne sont pas présentés dans l’article mais qui sont directement liés à l’étude.  

Dans une deuxième partie, des résultats complémentaires seront présentés. Une partie 

des résultats a été intégrée à la partie Matériels et Méthodes car ils concernent la validation 

d’outils utilisés lors de cette étude.  
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A. LL-37 augmente le calcium intracellulaire et la migration des 

cellules cancéreuses mammaires humaines 

 

L’étude de Tomasinsig en 2008 a mis en évidence, dans un modèle cellulaire de 

surexpression du récepteur/canal P2X7, que le peptide LL-37 induit une entrée de calcium via 

ce canal (Tomasinsig et al, 2008). Les cellules cancéreuses MDA-MB-435s exprimant 

constitutivement P2X7 de manière fonctionnelle (Jelassi et al, 2011), nous avons, dans un 

premier temps, choisi cette lignée comme modèle d’étude.  

 

Dans ces cellules, nous avons observé une augmentation d’au moins quatre fois de la 

migration cellulaire induite par le peptide LL-37. Cette migration est fortement diminuée par 

l’utilisation d’un inhibiteur non spécifique des canaux calciques membranaires, le Lanthane 

(La3+) (Figure 24 A) (Article, Figure 1A). D’après ces résultats, nous avons donc émis 

l’hypothèse que le peptide LL-37 est capable de réguler la signalisation calcique via l’activation 

de canaux ioniques membranaires pour favoriser la migration cellulaire.  

Pour vérifier cette hypothèse, nous avons réalisé des mesures du niveau de calcium 

intracellulaire par spectrofluorimétrie avec une sonde ratiométrique, le Fura-2 (Article, Figure 

1B). Nous avons utilisé un protocole de mesure du calcium intracellulaire, mis au point au 

laboratoire permettant d’évaluer l’entrée de calcium constitutive via les canaux calciques 

présents au niveau de la membrane plasmique, indépendamment d’une libération des réserves 

de calcium du réticulum endoplasmique (RE). LL-37 induit une augmentation de l’entrée 

constitutive de calcium par rapport aux cellules contrôles non traitées avec LL-37 (Figure 24 

B) (Article, Figure 1B). Ces résultats mettent en évidence l’activation de canaux calciques 

membranaires par le peptide LL-37 sur les cellules MDA-MB-435s. 
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Figure 24 : Le peptide LL-37 augmente la migration cellulaire et l’entrée constitutive de calcium 

dans les cellules MDA-MB-435s.  

A. LL-37 augmente la migration des cellules MDA-MB-453s d’environ quatre fois alors que le 

peptide aléatoire n’a pas d’effet sur la migration (Scr). Le Lanthane (La3+) diminue de 88% la migration 

induite par LL-37. Les résultats sont normalisés par rapport à la condition contrôle (Ctl) où les cellules 

n’ont pas été traitées avec LL-37 (n≥8). 

B. Les cellules contrôles (Ctl) sont placées en solution physiologique en absence de calcium (0mM 

Ca2+) pendant 20 secondes, puis l’ajout de 2mM de calcium extracellulaire (2mM Ca2+) induit une entrée 

de calcium par les canaux constitutivement ouverts à la membrane (entrée constitutive) sans déplétion 

des réserves de calcium du réticulum endoplasmique. Quand LL-37 est ajouté pendant les 20 secondes 

sans calcium extracellulaire, l’ajout de 2mM de calcium extracellulaire provoque une entrée constitutive 

de calcium augmentée de deux fois (LL-37) par rapport au Ctl. Les résultats sont relatifs au niveau de 

calcium basal de chaque mesure (Basal). n=10.  

(Moyenne ± SEM, **p<0,01, ***p<0,001) (Issue de la Figure 1 de l’article) 

 

 

B. LL-37 se fixe à la membrane plasmique au niveau des cavéoles 

et des pseudopodes, puis passe dans des cavéosomes 

intracellulaires 

 

Plusieurs récepteurs membranaires ont été montrés comme étant activés par le peptide 

LL-37 (Tableau 2) mais les études analysant l’activité antimicrobienne ou les interactions avec 

des membranes artificielles mettent en évidence la fixation du peptide sur les feuillets 

lipidiques. Afin de déterminer si la fixation est dépendante d’un récepteur protéique ou d’une 

fixation directe sur la bicouche lipidique de la membrane, nous avons utilisé le peptide de 

chiralité opposé, le (D)-LL-37. Sur les trois lignées cancéreuses mammaires étudiées, le (D)-
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LL-37 augmente la migration cellulaire du même ordre que le peptide naturel (Figure 25). Nous 

avons également observé que le peptide (D)-LL-37 augmente l’entrée constitutive de calcium 

dans les cellules MDA-MB-453s (Article, Figure 1C). Les effets identiques des peptides de 

chiralité opposée (D)-LL-37 et (L)-LL-37 excluent un mécanisme d’interaction ligand-

récepteur. 

 

 

Figure 25 : Les deux peptides de chiralité opposée, (L)-LL-37 et (D)-LL-37 augmentent la 

migration les trois lignées cancéreuses mammaires humaines. 
Les peptides LL-37 (L) et (D)-LL-37 (D) augmentent la migration des cellules MDA-MB-435s, MDA-

MB-231 et MCF7. Les résultats sont relatifs à la condition contrôle (-), sans traitement, de chaque type 

cellulaire (n≥8, Moyenne ± SEM, ***p<0,001). 

 

Pour tenter de vérifier l’hypothèse de l’interaction du peptide LL-37 avec la bicouche 

lipidique des cellules cancéreuses mammaires humaines, nous avons utilisé différentes 

techniques de microscopie (Article, Figure 2).  

L’immunomarquage du peptide LL-37 met en évidence sa localisation au niveau de la 

membrane plasmique des cellules non perméabilisées et dans le compartiment intracellulaire 

des cellules perméabilisées (Article, Figure 2A), suggérant l’internalisation du peptide en 

moins de 5 minutes après son incubation sur les cellules tumorales. Une étude par microscopie 

multispectrale a été réalisée car le suivi du spectre d’une sonde fluorescente permet de définir 

son environnement, polaire ou apolaire. Pour faciliter le suivi de LL-37 par cette technique, un 

peptide modifié sur l’acide aminé 26 a été synthétisé (en collaboration avec A. Delmas, Orléans) 

pour permettre l’accrochage covalent du fluorochrome Cyanine5 (Cy5fluo- LL-37) (Figure 
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20). Nous avons préalablement vérifié que cette modification n’altère pas les effets biologiques 

du peptide. Ces résultats sont présentés dans la partie Matériels et Méthodes en Figure 21 et 

Figure 22. Le peptide maqué Cy5fluo-LL-37 est intimement lié à la membrane plasmique 

(décalage du spectre montrant une diminution de la polarité de l’environnement du 

fluorochrome) et reste lié à des membranes cellulaires après son endocytose (Article, Figure 

2B). 

 

Pour préciser la localisation de fixation du peptide sur les cellules MDA-MB-435s, la 

technique de microscopie électronique à transmission sur cryosections a été utilisée, avec un 

marquage du peptide par un anticorps primaire puis secondaire couplé à des billes d’or (Figure 

26) (Article, Figure 2C). Dans les cellules non traitées avec LL-37, nous n’avons observé 

aucune bille d’or suggérant que nos cellules n’expriment pas le peptide de manière constitutive 

(Figure 26). Lorsque les cellules sont traitées environs 30 secondes avec LL-37, le peptide est 

détecté au niveau de la membrane plasmique mais également dans des structures membranaires 

de types cavéoles et à la surface de protrusions cellulaires, les pseudopodes, structures 

impliquées notamment dans le phénomène de migration (Figure 26). Après 5 minutes 

d’incubation, nous avons observé un marquage de LL-37 principalement dans les cavéoles et 

sur les pseudopodes. Dans ces conditions, le peptide a aussi été observé en intracellulaire, dans 

des structures appelées cavéosomes (Figure 26) (Article, Figure 2C).  

 

Enfin, notre dernière approche a été d’évaluer la fluidité membranaire car une 

interaction directe du peptide avec le feuillet lipidique de la membrane peut avoir des 

conséquences sur les propriétés physiques de cette membrane plasmique. Les mesures montrent 

qu’une augmentation de la rigidité membranaire est induite par l’application de LL-37 

confortant l’idée d’une interaction directe entre le peptide et la bicouche lipidique de la 

membrane cellulaire (Article, Figure 2D). 
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Figure 26 : LL-37 se fixe au niveau de la membrane cellulaire, préférentiellement dans les cavéoles 

et à la surface des pseudopodes dans les cellules MDA-MB-435s. 
Les cellules MDA-MB-435s en suspension ont été traitées 30 secondes ou 5 minutes avec LL-37 puis 

fixées au paraformaldéhyde 4%. Le culot cellulaire a ensuite été inclus dans de la gélatine et des 

cryosections ont été réalisées. Le peptide immunomarqué a été révélé avec un anticorps couplé à des 

billes d’or de 6nm et les coupes ont été observées au microscope électronique à transmission.  

Dans les cellules non traitées, aucune bille d’or n’est détectée suggérant que le peptide LL-37 n’est pas 

exprimé de manière constitutive dans les cellules. Dans les cellules traitées avec le peptide pendant 30 

secondes, les billes d’or sont détectées au niveau des pseudopodes (P), de la membrane plasmique (Mp) 

et dans les cavéoles (C) mais peu sont présentes dans le compartiment intracellulaire. 

Lorsque les cellules sont traitées 5 minutes (Issue de la figue 2 de l’article) avec le peptide, celui-ci est 

présent majoritairement sur les pseudopodes et les cavéoles avec moins de marquage au niveau de la 

membrane. Nous avons également observé un marquage du peptide dans des structures intracellulaires 

appelées cavéosomes. 
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C. L’augmentation du calcium intracellulaire et de la migration 

cellulaire induite par LL-37 sont dépendantes du recrutement 

du canal calcique TRPV2 via la voie de signalisation PI3K 

 

Des travaux antérieurs réalisés au laboratoire ont déjà permis d’identifier dans la lignée 

MDA-MB-435s des canaux ioniques impliqués dans l’augmentation du calcium intracellulaire 

et la migration de ces cellules. Ainsi, le canal calcique Orai1 a été identifié comme étant un 

acteur de la migration des cellules MDA-MB-435s dans lesquelles il induit une entrée 

constitutive de calcium (Chantôme et al, 2013). Parallèlement, le récepteur/canal P2X7, est 

également impliqué dans la migration et l’invasion de ces cellules (Jelassi et al, 2011). Par 

ailleurs, l’étude de Tomasinsig en 2008 a mis en évidence l’entrée de calcium induite par LL-

37 via ce canal dans un modèle cellulaire de surexpression du récepteur/canal P2X7 

(Tomasinsig et al, 2008). Au vu de ces données, dans un premier temps nous avons donc tenté 

de déterminer l’implication des canaux calciques Orai1 et P2X7 dans l’entrée de calcium 

induite par LL-37.   

En présence de 2mM de calcium extracellulaire, il apparaît que le siARN dirigé contre 

Orai1 (siOrai1) diminue de 30% l’effet de LL-37 sur le calcium intracellulaire (Figure 27 A, 

Gauche). Nous avons ensuite utilisé le protocole de mesure de l’entrée de calcium constitutive. 

Une diminution de l’entrée constitutive de calcium de 27% par le siOrai1 est observé ainsi 

qu’une diminution de seulement 19% de l’entrée de calcium induite par LL-37 (Figure 27 A, 

Droite). Ces derniers résultats confirment l’entrée constitutive de calcium par le canal Orai1 

dans les cellules MDA-MB-435s (Chantôme et al, 2013). Cependant, l’effet du siOrai1 sur 

l’entrée de calcium est du même ordre en présence et en absence de LL-37. Ces résultats 

excluent l’activation d’Orai1 par le peptide. L’effet du siOrai1 sur l’entrée de calcium induite 

par LL-37 observé en présence de 2mM de calcium extracellulaire reflèterait l’entrée 

constitutive basale impliquant le canal.  

Pour déterminer le rôle du récepteur/canal P2X7 dans l’entrée de calcium induite par 

LL-37, nous avons utilisé un antagoniste de P2X7, le KN62 à 1µM. En présence de 2mM de 

calcium extracellulaire, nous n’avons observé aucun effet de cet antagoniste sur l’entrée de 

calcium induite par LL-37, excluant l’activation de P2X7 par le peptide dans nos cellules 

(Figure 27 B). 
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Figure 27 : LL-37 active le canal TRPV2 alors que les canaux Orai1, P2X7 et TRPC1 ne sont pas 

impliqués dans l’entrée de calcium induite par le peptide.  
A. Gauche : En présence de 2mM de calcium extracellulaire, l’entrée de calcium induite par LL-

37, dans les cellules MDA-MB-435s où l’expression d’Orai1 a été diminuée (siO1), diminue de 30% 

par rapport aux cellules contrôles (siCtl). Droite : En absence de calcium extracellulaire, l’ajout de 2mM 

de calcium intracellulaire entraîne une entrée constitutive de calcium dans les cellules MDA-MB-435s 

contrôles (siCtl). Cette entrée constitutive basale est diminuée de 27% dans les cellules MDA-MB-435s 

siO1. Lorsque LL-37 est ajouté dans les 20 premières secondes, l’entrée constitutive de calcium dans 

les cellules siCtl  +LL-37 est augmentée par rapport aux cellules siCtl non traitées avec le peptide. Dans 

les cellules siO1+ LL-37, l’entrée de calcium induite par le peptide n’est diminuée que de 19% par 

rapport aux cellules siCtl + LL-37. (Issue de la figure sup 1 de l’article). 

B. En présence de 2mM de calcium extracellulaire, l’inhibition du récepteur/canal P2X7 ne 

diminue pas l’entrée de calcium induite par LL-37. 

C. L’entrée constitutive de calcium est diminuée de 19,5% lorsque les cellules MDA-MB-435s 

sont transfectées avec un siARN dirigé contre TRPC1 (siC1) par rapport aux cellules contrôles (siCtl), 

sans traitement avec LL-37. Au contraire, le siC1 n’a pas d’effet sur l’entrée de calcium induit par LL-

37 par rapport aux cellules siCtl traitées avec LL-37 (+LL-37). 

D. Dans les cellules MDA-MB-435s transféctées avec un siARN contre TRPV2 (siV2), en absence 

du peptide, l’entrée constitutive calcique diminue de 28% par rapport aux cellules contrôles (siCtl). 

Lorsque le peptide LL-37 est ajouté, l’entrée de calcium induite par le peptide est diminuée de 40% par 

le siV2 (+LL-37). 

(Moyenne ± SEM, *p<0,05) 
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Ni Orai1 ni P2X7 ne sont donc impliqués dans l’entrée de calcium induite par LL-37. 

Comme décrit dans l’introduction (Chapitre 6), les canaux TRP et plus particulièrement les 

TRPC et TRPV sont impliqués dans la progression tumorale. Afin d’orienter nos recherches, la 

première étape a été de quantifier par qPCR, l’expression des transcrits ARNm de ces canaux. 

Cette étude a révélé que les canaux TRPC1 et TRPV2 sont majoritairement exprimés dans les 

cellules MDA-MB-453s (Article, Figure Sup 3). Pour vérifier si ces canaux peuvent être 

activés par LL-37, nous avons réalisé des mesures de l’entrée constitutive de calcium dans les 

cellules MDA-MB-435s où l’expression de ces canaux a été invalidée par des ARN interférents 

(siARN) (Article Figure Sup 2). Les siARN contre TRPV2 ont été validés par différentes 

techniques et les résultats sont présentés dans la partie Matériels et Méthodes en Figure 23. 

Avec un siTRPC1, l’entrée constitutive basale de calcium tend à diminuer mais nous 

n’avons observé aucune diminution de l’entrée de calcium induite par LL-37. Le canal TRPC1 

n’est donc pas activé par LL-37 pour augmenter le calcium intracellulaire dans nos cellules 

(Figure 27 C) (Article, Figure Sup 1 B). 

En revanche, le siTRPV2 diminue de 27% l’entrée constitutive et de 41% l’entrée de 

calcium induite par LL-37. Comme l’effet du siTRPV2 est plus important en présence du 

peptide, nous avons conclu que l’activation constitutive du canal est potentialisée par LL-37 et 

contribue à l’augmentation du calcium intracellulaire (Figure 27 D) (Article Figure 3 A, haut 

et milieu). L’activité de ce canal est aussi impliquée dans la migration induite par LL-37 

puisque les siARN contre TRPV2 diminuent fortement la migration des cellules MDA-MB-

435s induite par LL-37, ainsi que celle induite par le (D)-LL-37 (Figure 28 A) (Article Figure 

3 A, bas).  

L’implication du canal TRPV2 dans la migration cellulaire induite par LL-37 a été 

confirmée dans deux autres lignées cancéreuses humaines du sein, MCF7 et MD-MB-231 

(Figure 28 B et C) (Article, Figure 6 C). 
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Figure 28 : Le canal TRPV2 est impliqué dans la migration cellulaire induite par LL-37 dans trois 

lignées cancéreuses mammaires humaines. 
A. Dans les cellules MDA-MB-435s transfectées avec un siARN dirigé contre TRPV2 (siV2), la 

migration induite par LL-37 est diminuée de 71% et celle induite par le peptide (D)-LL-37, de 79%, 

alors que la migration basale des cellules est diminuée de 45%. (Issues de la figure 3 de l’article). 

B. et C. Dans les cellules MCF7 ou MDA-MB-231 transfectées avec le siV2, la migration induite par 

LL-37 diminue de respectivement 72% et de 61% par rapport aux cellules siCtl (Issue de la figure 6 de 

l’article). Les résultats sont relatifs aux cellules transfectées par le siCtl, traitées avec LL-37. 

(Moyenne ± SEM, *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,005) 

 

Le canal TRPV2 est localisé en membrane ou dans des compartiments intracellulaires. 

La présence de facteurs de croissance dans le sérum ou un stress mécanique induit le 

recrutement du canal au niveau de la membrane plasmique par un mécanisme dépendant de la 

voie PI3K/AKT (Caterina et al, 1999; Kanzaki et al, 1999; Nagasawa & Kojima, 2015).  

Dans l’hypothèse que le canal TRPV2 est recruté au niveau membranaire par LL-37, la 

fixation de LL-37 à la membrane pourrait activer la voie de signalisation PI3K/AKT. Par une 

analyse par Western blotting, nous avons observé une augmentation de la phosphorylation de 

la protéine AKT par le traitement des cellules avec LL-37, qui est bloquée par l’inhibiteur de 
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PI3K, le LY2940042 (Article, Figure 3 B, Haut). L’inhibition de PI3K entraîne également une 

diminution de l’entrée de calcium et de la migration cellulaire induite par LL-37 (Article, 

Figure 3 B, Milieu et Bas). La voie PI3K/AKT est donc activée par le peptide et est impliquée 

dans ses effets sur l’entrée de calcium et la migration cellulaire. 

Le marquage immunofluorescent du canal TRPV2 sur des cellules non perméabilisées 

révèle qu’une faible quantité de TRPV2 est localisé au niveau de la membrane plasmique en 

condition basale. En revanche, le traitement des cellules avec LL-37 ou (D)-LL-37 augmente 

le marquage du canal TRPV2 au niveau de la membrane plasmique. Cet effet est bloqué par 

l’inhibiteur de PI3K, le LY2940042 (Article, Figure 4 A).  

Nous avons utilisé deux autres inhibiteurs, l’un, inhibiteur de PI3K, la Wortmannin, et 

l’autre, inhibiteur de la protéine AKT, l’inhibiteur IV. Ces deux autres inhibiteurs bloquent le 

recrutement membranaire du canal TRPV2 induit par le peptide (Figure 29). Ces résultats 

confirment que l’activation de la voie PI3K/AKT par LL-37 est nécessaire au recrutement 

membranaire et à l’activation du canal TRPV2.  

 

 

Figure 29 : L’activation de la voie de signalisation PI3K/AKT par LL-37 est nécessaire au 

recrutement membranaire du canal TRPV2. 

Les cellules MDA-MB-435s ont été prétraitées avec la Wortmannin 100nM ou l’inhibiteur IV d’AKT à 

2,5µM pendant 30 minutes puis avec LL-37 5 minutes. Les cellules, non perméabilisées, sont ensuite 

fixées au paraformaldéhyde 4%. Le canal TRPV2 a été immunomarqué et suivi par un anticorps couplé 

au fluorochrome CF488A (vert). Le DAPI a été utilisé pour détecter les noyaux cellulaires. La 

fluorescence des cellules a été observée au microscope à fluorescence (X600). 

Lorsque les cellules sont traitées avec LL-37, la fluorescence verte correspondant au canal TRPV2 est 

augmentée au niveau de la membrane plasmique par rapport aux cellules non traitées. En présence de la 

wortmannin, ou de l’inhibiteur IV, le recrutement membranaire induit par LL-37 est bloqué. L’image 

est représentative des deux expériences réalisées. 
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Par microscopie électronique, nous avons pu préciser la localisation de TRPV2. Le canal 

est principalement retrouvé dans des vésicules intracellulaires et peu de TRPV2 est détecté au 

niveau de la membrane plasmique. Après 5 minutes de traitement avec LL-37, les canaux 

TRPV2 sont localisés au niveau de la membrane plasmique et majoritairement sur des structures 

membranaires particulières dédiées à la migration cellulaire, les pseudopodes (Figure 30) 

(Article, Figure 4 B). 

 

 

Figure 30 : LL-37 active le recrutement du canal TRPV2 principalement au niveau de structures 

impliquées dans la migration, les pseudopodes. 
Les cellules MDA-MB-435s sont traitées ou non 5 minutes par le peptide LL-37 puis fixées au 

paraformaldéhyde 4% et le canal TRPV2 a été détecté sur des cryosections par immunomarquage et 

anticorps couplé à des billes d’or de 6nm. Les sections ont été observées au microscope électronique à 

transmission. Le marquage TRPV2 apparaît sous forme de points noirs (repérés par des flèches).  

Dans les cellules non traitées (untreated), le canal TRPV2 est localisé dans des vésicules intracellulaires 

et quelques canaux sont présents au niveau des pseudopodes. Après 5 minutes de traitement avec LL-

37 (+LL-37), le canal TRPV2 est principalement détecté dans les pseudopodes. (Issue de la figure 4 de 

l’article) 
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D. Le canal BKCa coopère avec le canal TRPV2 

 

Dans les cellules MDA-MB-435s, l’entrée de calcium par les canaux Orai1 ou P2X7 est 

potentialisée par une activation du canal potassique SK3 (Chantôme et al, 2013; Jelassi et al, 

2011).  

Afin de déterminer l’implication potentielle de canaux potassiques dans l’entrée de 

calcium induite par LL-37, nous avons utilisé le TEA (Tétraethylammonium) à 10mM qui, à 

cette concentration, est un inhibiteur à large spectre des canaux potassiques. Avec cet inhibiteur, 

une diminution de 50% de l’entrée de calcium induite par LL-37 est observée, suggérant 

l’activité de canaux potassiques (Article, Figure Sup 1 C).  

Dans un premier temps, nous avons donc testé l’implication du canal SK3. Pour cela, 

nous avons utilisé des cellules MDA-MB-435s transformées par un lentivirus pour supprimer 

l’expression du canal SK3 (shSK3) ou non (shRD) (Chantôme et al, 2013). En présence de 

2mM de calcium extracellulaire, l’entrée de calcium induite par LL-37 est diminuée de 13% 

dans les cellules shSK3 par rapport aux cellules shRD mais cet effet n’est pas significatif 

(Article, Figure Sup 1 D). Ces résultats suggèrent que l’activité de ce canal n’est que 

faiblement impliquée dans les effets de LL-37. 

 

Outre le canal SK3, les cellules MDA-MB-435s expriment également le canal 

potassique à forte conductance, activé par le calcium intracellulaire, BKCa (Roger et al, 2004). 

Des mesures de Patch clamp mettent en évidence que le canal BKCa est activé par le peptide 

LL-37 alors qu’il n’est pas actif de manière constitutive (Article, Figure 5 A). La contribution 

de ce canal a été confirmée par des mesures de l’entrée constitutive de calcium et de migration 

cellulaire. En effet, l’Ibériotoxine, inhibiteur spécifique de BKCa, diminue de 16% l’entrée de 

calcium et de 40% la migration des cellules MDA-MB-435s induites par LL-37 (Figure 31 A) 

(Article, Figure 5 B et C).  

Nous avons ensuite voulu savoir si l’activation du canal BKCa par LL-37 est liée à celle 

du canal TRPV2. Lors des mesures de l’entrée calcique et de la migration cellulaire induites 

par LL-37, les effets de l’IbTx ne s’ajoutent pas à ceux des siTRPV2, suggérant un lien 

fonctionnel entre les deux canaux (Article, Figure 5 B et C). Puisque BKCa n’est pas actif 

constitutivement et qu’il peut être activé par les variations de calcium intracellulaire nous 

proposons que l’entrée de calcium induite par LL-37 via le canal TRPV2 entraîne l’activation 
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de BKCa. Cette dernière entraînerait une hyperpolarisation de la membrane et une 

augmentation de la force électromotrice pour favoriser l’entrée de calcium par TRPV2.  

Le marquage immunofluorescent du canal BKCa sur des cellules MDA-MB-435s non 

perméabilisées et traitées ou non avec LL-37 met en évidence une localisation du canal au 

niveau de la membrane plasmique des cellules, sans effet du peptide sur l’intensité de marquage 

(Article, Figure 5 D, Gauche). Par microscopie électronique, il apparaît que le canal est 

localisé au niveau de la membrane plasmique et dans les pseudopodes, ainsi que dans le 

compartiment intracellulaire sans différence que les cellules soient traitées ou non avec LL-37 

pendant 5 minutes (Figure 31 B) (Article, Figure 5 D, Droite). 

 

 

 

Figure 31 : Le canal BKCa participe à la migration induite par LL-37, en coopération avec 

TRPV2, et est retrouvé dans les pseudopodes. 
A. L’Ibériotoxine (IbTx), inhibiteur spécifique du canal BKCa, diminue de 40% la migration des 

cellules MDA-MB-435s (siCtl) induite par LL-37. Dans les cellules où l’expression de TRPV2 a été 

invalidée par un siARN (siV2), l’IbTx n’a pas d’effet inhibiteur supplémentaire sur la migration induite 

par LL-37 que les cellules soient traitées ou non avec l’IbTx. (n=8, Moyenne ± SEM, **p<0,01, 

***p<0,001). 

B. L’immunomarquage du canal BKCa avec un anticorps primaire puis un anticorps secondaire 

couplé à des billes d’or de 6nm, observé en microscopie électronique, révèle sa localisation 

intracellulaire, au niveau de la membrane plasmique et à la membrane des pseudopodes (P). 

(Issue de la figure 5 de l’article). 
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E. LL-37 et le canal TRPV2 sont co-exprimés dans les tumeurs 

mammaires humaines 

 

Nous avons ensuite voulu déterminer si les expressions du canal TRPV2 et du peptide 

LL-37 peuvent être associées dans les tumeurs mammaires humaines. Pour cela, nous avons 

réalisé des marquages immunohistochimiques des deux acteurs, sur des coupes de 101 

carcinomes mammaires. LL-37 a été détecté dans 60 tumeurs. Le canal TRPV2 est retrouvé 

dans 42 tumeurs dont seulement 4 n’expriment pas LL-37, révélant une forte association entre 

l’expression de TRPV2 et de LL-37 (Article, Figure 6 A). Nous avons donc émis l’hypothèse 

que LL-37 peut augmenter et/ou induire l’expression de TRPV2. Pour vérifier ceci, nous avons 

utilisé la lignée cancéreuse mammaire humaine MCF7 car l’expression du canal TRPV2 dans 

ces cellules est plus faible que celle des cellules MDA-MB-435s. Lorsque la protéine 

hCAP18/LL-37 est surexprimée dans les cellules MCF7, le marquage immunohistochimique 

de TRPV2 est fortement augmenté par rapport aux cellules MCF7 qui n’expriment pas 

hCAP18/LL-37 (Article, Figure 6 B). 

 

 

 

F. Conclusions de l’article 

 

Lors de cette étude, nous avons mis en évidence que les énantiomères (L)-LL-37 et (D)-

LL-37 présentent des effets similaires sur les cellules cancéreuses en induisant une 

augmentation du calcium intracellulaire et une activation de la migration cellulaire. Ces 

données excluent l’interaction des peptides avec un récepteur spécifique et privilégient 

l’hypothèse de l’interaction du peptide LL-37 avec la membrane des cellules cancéreuses 

mammaires MDA-MB-435s. La fixation du peptide augmente la rigidité de la membrane 

cellulaire et, après 5 minutes, LL-37 se retrouve préférentiellement au niveau des cavéoles et 

des pseudopodes. La fixation du peptide induit le recrutement membranaire du canal calcique 

TRPV2, conduisant à une entrée constitutive de calcium potentialisée. L’implication de TRPV2 

dans la migration induite par LL-37 a été confirmée dans trois lignées tumorales mammaires 

humaines, MDA-MB-453s, MCF7 et MDA-MB-231. C’est l’activation de la voie de 

signalisation PI3K/AKT par LL-37 qui permet le recrutement de nouveaux canaux TRPV2 au 
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niveau des pseudopodes, protrusions cellulaires impliquées dans la migration. L’entrée de 

calcium via le canal TRPV2 entraîne aussi l’activation du canal potassique BKCa, sensible aux 

variations de calcium intracellulaire, présent également sur les pseudopodes. L’activation de ce 

canal potassique potentialiserait l’entrée de calcium probablement en créant une 

hyperpolarisation membranaire qui augmente la force électromotrice en faveur d’une entrée de 

calcium via TRPV2. Enfin, l’expression de TRPV2 et LL-37 est corrélée dans des tumeurs 

mammaires humaines et dans un modèle cellulaire surexprimant LL-37, suggérant le lien 

fonctionnel entre le canal et le peptide in vivo. 
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Expression of the antimicrobial peptide 

hCAP18/LL-37 is associated to malignancy in 
various cancer forms, stimulating cell migration 
and metastasis. Since Ca2+ homeostasis plays 
a key role for migration, we investigated 
whether Ca2+ permeant channels were 
activated by LL-37. In the MDA-MB-435s cell 
line, LL-37 induced Ca2+ entry through 
activation of the TRPV2 channel, and its 
translocation to pseudopodia by PI3K/AKT 
activation. Ca2+entry through TRPV2 
cooperated with a K+ efflux through the BKCa 
channel also located in pseudopodia. TRPV2 
suppression impaired the LL-37-induced  

migration in all of three cancer cell lines tested. 
An association between TRPV2 and LL-37 
expression was confirmed on human breast 
tumors. The D-enantiomer of LL-37 showed 
identical effects as the wild-type L-peptide, 
outruling a specific receptor. When LL-37 
attached to caveolae and pseudopodia 
membranes, membrane fluidity decreased, 
suggesting that a modification of the physical 
properties of the lipid membrane bilayer by 
insertion of the amphipathic helical LL-37 
peptide was the underlying mechanism of its 
effects. 

 

 
Introduction
 
The peptide LL-37, released from the C-terminus of 
the Human Cathelicidin Antimicrobial Protein 
hCAP18, has initially being characterized by its 
antimicrobial activities and affecting the bacterial 
membrane. LL-37 is now realized to affect a large 
variety of human cells. Among other activities LL-37 
can induce proliferation and migration of epithelial 
cells and thus contribute to wound healing, suppress 
their apoptosis, and induce angiogenesis by a direct 
effect on endothelial cells (for review, (Vandamme et 
al., 2012)). 

Initially observed on breast cancer (Heilborn et 
al., 2005), its involvement in cancer development 
and progression have in the meantime been 
observed on ovarian (Coffelt et al., 2008; Coffelt et 
al., 2009a; Li et al., 2013), lung (von Haussen et al., 
2008) and prostate cancer (Hensel et al., 2011), 
malignant melanoma (Kim et al., 2010) and recently 
pancreatic cancer (Sainz et al., 2015).  In these 
studies LL-37 was found to stimulate both 
proliferation and migration of cancer cells. For cell 
lines from ovarian cancer and human skin, the  

 
FPRL-1 receptor, a Pertussis toxin-sensitive G 
protein coupled receptor (GPCR), was required to 
promote the LL-37 induced cell migration (Coffelt et 
al., 2009b). In cell lines from pancreatic cancer, 
inhibition studies demonstrated that in addition the 
ATP-gated purinergic receptor P2X7 was required to 
induce cell migration (Sainz et al., 2015). In several 
other cell lines LL-37 activated different tyrosine 
kinase receptors and ERK1/2 and AKT signaling, 
contributing to both proliferation and cell 
migration/invasion (Coffelt et al., 2008; Hensel et al., 
2011; von Haussen et al., 2008). In the weakly 
invasive MCF7 breast cancer line, LL-37 increased 
cell mobility and promoted the development of 
metastases in a mouse model without involving 
FPRL-1 (Weber et al., 2009).  Although the activation 
of MAPK signaling via ERBB2, and/or IGFR (Girnita 
et al., 2012) was observed in this model system, the 
mechanism for this induction was not identified. 
Taken together, LL-37 appears to have the ability to 
activate different plasma membrane receptors to 
induce a prometastatic phenotype in various cancer 
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types. 
Remodeling of Ca2+homeostasis is recognized 

as an important modifier of migratory and 
invasiveness activities in the cancer cells (Stewart et 
al., 2014) and is a novel area of research in 
molecular mechanism of cancer transformation 
(Deliot and Constantin, 2015; Prevarskaya et al., 
2011). The local intracellular Ca2+concentration is 
precisely controlled during various steps of cellular 
division and migration, linked to the actinomyosin 
cytoskeleton, focal adhesion, traction force or 
directional sensing. This leads to intracellular Ca2+ 
signals with various amplitudes and kinetics over the 
time/space. In non-excitable cells, Ca2+ entry mostly 
occurs through non-voltage-gated Ca2+ channels 
located in the plasma membrane. The activation of 
these channels may occur by several mechanisms. 
Some Ca2+ permeable channels can be activated 
after binding their ligand, such as the ATP gated P2X 
receptors. Others are activated by release of internal 
Ca2+ stores that induce Store-Operated Ca2+ Entry 
(SOCE) through Store-Operated Ca2+ Channels 
(SOCs). Regardless of the mechanism, Store-
Independent Ca2+ Channels (SICs) can be 
stimulated independently of the release of internal 
Ca2+ stores. These mechanisms are supposed to 
mainly activate the channels of the TRP superfamily 
and the Orai family (Gueguinou et al., 2014b). Some 
of them have also been identified as contributing to 
migration and invasivity in breast and prostate 
cancer cells, and reported as constitutively open at 
the plasma membrane (Gueguinou et al., 2014b). 

Ca2+ entry can be accompanied by a K+ efflux upon 
opening of plasma membrane Ca2+ activated K+ 
channels. It has been proposed that the activation of 
K+ channels leading to a K+ efflux, and 
hyperpolarization increases the driving force of Ca2+ 
across the plasma membrane (Kim et al., 2009). To 
date, two K+ channels (hEag1 and SK3) that 
potentiate Orai1-dependent constitutive Ca2+ entry 
have been reported to stimulate cancer cell migration 
(Hammadi et al., 2012) and metastasis (Chantome 
et al., 2013).  

LL-37 has been shown to induce Ca2+ 
mobilization in mast cells (Subramanian et al., 2011) 
and the uptake of extracellular Ca2+ in 
submandibular gland cells (Pochet et al., 2006). In 
both cases the responsible Ca2+ channel remains 
unknown so far. The only Ca2+ permeable channel 
proposed to be activated by LL-37 is the P2X7 
receptor channel in a transgene HEK293 model 
system (Tomasinsig et al., 2008) leading to an 
increase of Ca2+ influx and cell proliferation. Any link 
between the activation of Ca2+ entry and the 
induction of cell migration by LL-37 thus remains to 
be established. 

The goal of this study was therefore to 
investigate whether the effects of LL-37 on cancer 
cell migration might be linked to regulation of 
intracellular Ca2+ concentration, to identify plasma 
membrane Ca2+ channels activated by LL-37 and 
potentially cooperating K+ channels, and to 
determine their mechanism of activation by LL-37. 

 
Results 
 
LL-37 binds to the plasma membrane and 
induces Ca2+ entry and cell migration 
To evaluate the impact of LL-37 on cell migration and 
Ca2+ homeostasis, we initially focused on the highly 
malignant cancer cell line MDA-MB-435s, for which 
several Ca2+ permeant channels had already been 
characterized as mediators of cell migration 
(Chantome et al., 2013). In accordance to our 
previous findings in MCF7 cells (Weber et al., 2009), 
LL-37 induced cell migration of MDA-MB-435s at 10 
µg/ml (≈ 4 fold increase, p<0.001, Fig. 1A), whereas 
a scrambled peptide with identical content in amino 
acids showed no effect. Lanthanum (La3+), a non-
specific blocker of Ca2+ channels, significantly 
prevented this increase in cell migration by 88% 
(p<0.01). 

In consequence of these results, we explored 
whether LL-37 had a direct influence on regulation of 
intracellular Ca2+. As shown by Ca2+ 
spectrofluorimetry in presence of 2 mM external Ca2+ 
(Fig. 1B, left panels), intracellular Ca2+ increased 
after few seconds upon treatment with LL-37. This 
was significantly decreased by incubation with La3+ 
(-86%, p<0.01, Fig. 1B, left panel). A modification of 
the protocol (Chantome et al., 2013) permitted us to 

measure the constitutive entry of extracellular Ca2+ 
by active Ca2+channels of the plasma membrane 
without depletion of the intracellular Ca2+ store. 
Compared to control condition, which showed the 
Ca2+ influx of constitutively open channels, LL-37 
substantially increased this Ca2+ entry (Fig. 1B, right 
panel).  

A peptide with opposite chirality ((D)-LL37) 
presented identical activities in increasing internal 
Ca2+ and migration of MDA-MB-435s (Fig. 1C). 
These results are significant as they suggested that 
specific peptide-protein interactions were not 
required and that the cellular effects of LL-37 might 
originate from its capacity to attach to the membrane.  

These findings prompted us to localize LL-37 
and to characterize its interaction with the cell. The 
initial analysis by immunofluorescence, using 
antibodies directed against LL-37, showed that LL-
37 attached to the plasma membrane (Fig. 2A, LL-
37 on non-permeabilized cells), but was partially 
endocytosed by the cell after 5 min of incubation 
(Fig. 2A, LL-37 on permeabilized cells). To follow the 
fate of LL-37 in the living cell, the Cy5 fluorochrome 
was conjugated to a peptide modified at position 26 
by an azido-functionalized amino acid. Using a 
bioorthogonal strain-promoted azide/alkyne 
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cycloaddition reaction, conjugation could be 
conducted either before or after application of the 
peptide to the cells, in both cases resulting in 
identical localization of the peptide in the cell (data 
not shown). We had previously verified that an amino 
acid exchange at this position (LL-37 Asp26Ile) did 
not change its effect (data not shown) on cell 
migration and activation of Ca2+ influx. Confocal 
microspectral analysis revealed a slight but 
significant blue shift by 3 nm on the emission 
spectrum when Cy5fluo-LL-37 was  

 
Figure 1. LL-37 induces Ca2+ influx that promotes migration of 
MDA-MB-435s cells. (A) LL-37 induced migration is blocked by 
La3+. The level of induction by LL-37 in presence and absence of 
100 µM LaCl3 (La), and scrambled peptide (scr) is displayed 
relative to cell migration (Ctl) without LL-37. n≥8. (B) LL-37 
increases intracellular Ca2+. Upper graphs showing the time 
course of fura-2 fluorescence ratio detected at 510 nm with both 
excitations at 340 and 380 nm. Lower graphs, compilations of 
experiments where the fluorescence ratio is normalized against 
the basal level of each experiment. Left panels display results 
obtained using a constant external 2 mM Ca2+. The dotted line 
shows the normalized basal level and La3+ inhibitory effect is 
indicated relative to LL-37 alone (n≥6). Right panels display 
results obtained by shifting the extracellular Ca2+ from 0 to 2 mM 
after 20s of measurement without depletion of the intracellular 
store. Ctl : fluorescence ratio without LL-37 after applying of 2 mM 
Ca2+, LL-37 : fluorescence ratio with LL-37 after applying of 2 mM 
Ca2+. n=10. (C) (D)-LL-37 induces cell migration (left panel, n=10). 
By shifting the extracellular Ca2+ from 0 to 2 mM, (D)-LL-37 

increases fura-2 fluorescence ratio detected at 510 nm with 
excitations at 340 and 380 nm.(right panel, n=7).  

localized on the surface of the cell (green spectrum 
and green zones on Fig. 2B), compared to the same 
peptide in culture medium (red spectrum and red 
zones, Fig. 2B). This spectral shift, characteristic for 
a decreased polarity environment of the 
fluorochrome (Lakowicz, 2006), suggested that LL-
37 interacted with the plasma membrane, and was 
maintained located to a membrane after intracellular 
uptake of the peptide. Sodium azide (1%), a potent 
inhibitor of ATP-driven endocytosis, did not prevent 
Cy5fluo-LL-37 from binding to the cell but blocked its 
internalization (Fig. 2B, bottom right).  

Immunoelectron microscopy confirmed the 
association of LL-37 to membrane structures. Anti-
LL-37 immunogold labeling was located at the 
membranes at the surface of pseudopodia and 
invaginated structures characteristic of caveolae (Fig 
2C, left and middle panels). Apart from these 
structures, no signal was found on the remaining 
extracellular membrane. Intracellular signals in cells 
treated with LL-37 for 5 min remained exclusively at 
membranes of the caveosomes (Fig. 2C, right panel) 
without any evidence of free cytoplasmic LL-37.  

The activity of membrane-associated proteins and 
signal transduction is influenced by the organization 
of the plasma membrane, signaling being more 
active in rigid nanodomains (such as lipid rafts) than 
more fluid phases (Helmreich, 2003; Sengupta et al., 
2007). To investigate the effect of LL-37 on the 
plasma membrane, Laurdan was used as a lipid 
packaging sensor (Parasassi et al., 1990; Parasassi 
et al., 1991). The generalized polarization (GP) 
value, which permits a quantitative assessment of 
the membrane order, increased by 2.5% (from 0.4 to 
0.41), indicating a decrease of membrane fluidity 
after addition of LL-37 (Fig. 2D). In comparison, 
lysophosphatidylcholine at 100 µM, known to 
increase membrane fluidity (Fink and Gross, 1984), 
reduced the GP value by 10% (data not shown). 
 

LL-37 recruits TRPV2 to pseudopodia 
through the PI3K pathway 
Since the Orai1/SK3 channel complex (Chantome et 
al., 2013) has been characterized as a source for a 
constitutive Ca2+ entry in MDA-MB-435s cells, we 
assayed its contribution to LL-37 induced 
intracellular Ca2+ increase. Orai1 suppression by 
RNA interference reduced the constitutive Ca2+ 
entry, however at a similar rate during absence or 
presence of LL-37 (Fig. S1A). Orai1 thus appeared 
active irrespective of the presence of LL-37, and thus 
not responsible for the additional Ca2+ entry caused 
by LL-37. Furthermore, P2X7, which has been 
reported as a Ca2+ permeant channel activated by 
LL-37 (Tomasinsig et al., 2008), is fully functional in 
MDA-MB435s cells, in which it promotes cell 
migration and invasiveness (Jelassi et al., 2011; 
Jelassi et al., 2013). However, KN62, an antagonist 
of P2X7, did not prevent the Ca2+ entry induced by 
LL-37 (data not shown).  
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Figure 2. LL-37 binds to pseudopodia and caveolae membranes altering their fluidity. (A) LL-37 attachment to plasma membrane and 
its internalisation after 5min. Detection of LL-37 by immunofluorescence performed on non-permeabilized and permeabilized MDA-MB-435s 
cells treated with LL-37 for 5min. DAPI is used for nuclear staining. (B) Localisation of LL-37 in an apolar environment at and inside the MDA-
MB-435s cells. Labelling of LL-37 using azido-functionalized LL-37 (LL-37-Asp26Ile) coupled with Cy5 fluorochrome (Cy5fluo-LL-37) detected 
by confocal microspectrometry. The graph shows the characteristic emission (Cy5fluo-LL-37), measured in a apolar (green) environment 
when attached to the cell or a polar (red) environment when located outside. Images below show the superposition of a visible cell image with 
its Cy5fluo-LL37 spectral card after 5min, in absence (left) or presence (right) of 1% NaN3.(C) Localisation of LL-37 on pseudopodia and 
caveolae membranes in the MDA-MB-435s cell by immunoelectron microscopy. Cells were incubated with LL-37 for 5 min, fixed and then 
immunogold labelling was performed. Identification of pseudopodia (left, structures indicated with a P) and caveolae (mid, indication with C) 
at the extracellular membrane, and of caveosome membranes at the intracellular membrane (right, indicated with Cs). (D) Increase of the 
generalized polarisation value of by LL-37. The upper graph shows an emission spectrum of the Laurdan probe before (1) and after (2) 
treatment of MDA-MB-435s cells with LL-37. The lower graph shows the time course of GP measurement as described in materials and 
methods, arrows with numbers (1) and (2) indicating when the emission spectrum (upper graph) was recorded.  Right diagram shows the 
compilation of ΔGP value after addition of scrambled (scr), LL-37 or (D)-LL-37 peptides (n≥8) 
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In order to identify other putative targets for LL-37, 
we screened the expression of Ca2+ channels 
previously identified as active in various cancer cells 
(Deliot and Constantin, 2015). The TRPV2 and 
TRPC1 channels showed a notably high expression 
(Fig. S2) and were thus investigated further. 
Suppression of TRPC1 by RNA interference had no 
effect on LL-37 induced Ca2+ entry (Fig. S1B). In 
contrast, the suppression of TRPV2 by RNA 
interference resulted in significant reduction of LL-37 
induced cell migration and Ca2+ entry (Fig. 3A). At 
basal conditions, siTRPV2 reduced constitutive Ca2+ 
entry by 27%, whereas the induction by LL-37 was 
reduced by 41% (p<0.01, Fig. 3A, upper and middle 
panels).  

In cells treated with siTRPV2, basal migration 
without peptide was reduced (-45%) but clearly at 
less extent than LL-37-stimulated migration. The 
promigratory effects of D- and L-peptides were both  

 

 
 
Figure 3. LL-37 increases PI3K/AKT signaling and Ca2+-influx 
through TRPV2, promoting MDA-MB-435s cell migration. (A) 
RNA interference against TRPV2 reduces Ca2+ entry and cell 
migration caused by LL-37. Upper panel: time course of 
intracellular Ca2+ by shifting the extracellular Ca2+ from 0 to 2 mM 
after 20s on cells treated with siRNA against TRPV2 (siV2) or 
control siRNA (siCt) in presence and absence of LL-37. The mid 
panel displays compilation of results. Fura-2 fluorescence ratio is 
normalized against the basal level of each individual experiment. 
The dotted line shows the normalized basal level and the inhibitory 
effect of siV2 is indicated relative to siCtl with LL-37 (n=8). Bottom 
panel: LL-37- and (D)-LL-37 induced (n≥8) cell migration is 
suppressed by TRPV2 siRNA. Values are displayed relative to the 
migration of cells induced by LL-37. FCS is used to control cell 
mobility in presence of siRNAs (n=3). (B) PI3K/AKT pathway 
activation by LL-37 contributes to Ca2+ entry and cell migration. 
Upper panel: Western blot analysis of AKT phosphorylation in 
MDA-MB-435s protein extracts treated or not with LL-37 and/or 
PI3K inhibitor LY2940042 (1 µM). Blots were reprobed with a 
panAKT antibody. Mid panel: Ca2+ entry by LL-37 is decreased in 
presence of PI3K inhibitor Wortmannin (n≥10). Condition and 
evaluation as above. Bottom panel: Suppression of LL-37 induced 
cell migration in presence of 1 µM LY294002 (n=8) or 100 nM 
Wortmannin (n=5). Values are displayed relative to the migration 
of cells induced by LL-37. 

suppressed at similar extent (-71% and -79% 
respectively, p<0.001, Fig. 3A, lower panel), 
confirming their identical mechanism of activity.  
As TRPV2 has been reported as being regulated by 
PI3K/AKT signaling (Kanzaki et al., 1999; Nagasawa 
et al., 2007) we investigated whether LL-37 could 
induce this pathway. Western blot analysis revealed 
that AKT phosphorylation was induced by LL-37, and 
blocked by the PI3K inhibitor LY2940042 (Fig. 3B, 
upper panel). In agreement with this, the PI3K 
inhibitor Wortmannin partially inhibited LL-37 
induced Ca2+ entry (-20% p<0.01, Fig 3B, middle 
panel). Both inhibitors, Wortmannin and LY 
2940042, strongly reduced LL-37 induced cell 
migration (-68% and -58%, respectively, p<0.01, Fig. 
3B, lower panel).  

Previous experiments in MCF7 cells had 
demonstrated that LL-37 could activate ERK/MAPK 
signaling (Girnita et al., 2012; Weber et al., 2009). In 
MDA-MB-435s, ERK was found constitutively 
phosphorylated, and the ERK inhibitor UO126 did 
not block LL-37-stimulated migration (data not 
shown). 

TRPV2 has been shown to be translocated to 
the plasma membrane upon activation (Kanzaki et 
al., 1999), or being localized to the membrane and 
providing constitutive Ca2+ entry (Penna et al., 2006). 
To determine its activation mechanism upon 
treatment with LL-37, we studied the location of 
TRPV2 by fluorescence microscopy on 
immunostained MDA-MB-435s cells. In basal 
conditions, TRPV2 located predominantly 
intracellularly in permeabilized cells (data not shown) 
but a weak spotted staining was observable on the 
membrane surface at non-permeabilized cells (Fig. 
4A). This localization is in accordance with the 
constitutive Ca2+ entry that was suppressed by RNA 
interference (Fig. 3A). Upon a 5-min long LL-37 
treatment TRPV2 labeling strongly increased at the 
plasma membrane, suggesting it was translocated 
from intracellular compartments. Inhibitors of 
AKT/PI3K (LY2940042 or Wortmannin) prevented 
this translocation to the plasma membrane. Identical 
results were obtained when (D)-LL-37 was used 
instead of its natural (L)-enantiomer (Fig. 4A).  

Ca2+ entry is tightly and precisely controlled in 
cellular compartment implying a distribution of the 
functional ion channels at distinct locations. In this 
perspective, we performed immunoelectron 
microscopy to precise TRPV2 cellular localization. In 
unstimulated MDA-MB-435s cells, TRPV2 staining 
was predominantly intracellular, in proximity of the 
plasma membrane and associated with membrane 
structures including Golgi vesicles. Some spots were 
also observed in pseudopodia. Upon LL-37 
treatment, the staining at pseudopodia was 
dramatically increased, at the expense of the 
intracellular compartment (Fig. 4B). Taken together, 
these results are consistent with a membrane 
translocation of TRPV2 to specialized structures 
such as pseudopodia upon LL-37 exposure. 
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Figure 4. LL-37 induces PI3K-
dependent TRPV2 translocation to 
pseudopodia membranes. (A) 
Immunofluorescence analysis on non-
permeabilized cells revealing the 
translocation of TRPV2 to the plasma 
membrane by LL-37 and (D)-LL-37 
peptides and blocked by PI3K inhibitor 
LY2940042 (1 µM). 
(B) Localisation of TRPV2 by 
immunoelectron microscopy. The 
location of immunogold signals, 
intracellularly and sporadically at 
pseudopodia (P) before and accumulated 
at pseudopodia after 5min of cell 
treatment with LL-37, is indicated with 
arrows. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

The BKCa channel cooperates with TRPV2 
Since the driving force of Ca2+ entry can be promoted 
by K+ efflux (Gueguinou et al., 2014a), we performed 
an initial study using a tetraethylammonium (TEA) as 
non-selective inhibitor of K+ channels. TEA reduced 
the intracellular Ca2+ increase induced by LL-37 (Fig. 
S1c) suggesting a contribution of K+ channels to the 
effects of LL-37. Previous experiments by Chantôme 
et al. (Chantome et al., 2013) have shown that 
constitutive Ca2+ entry in MDA-MB-435s cells is 
supported by the SK3 channel which was removed 
by transformation with a lentivector expressing short 
hairpin RNA (shRNA) against SK3. In this shRNA-
SK3 cell model, the Ca2+ entry induced by LL-37 was 
weakly affected by the suppression of SK3, 
suggesting that this channel was not deeply 
activated by LL-37 under these conditions (Fig. 
S1D). We therefore investigated the contribution by 
the large conductance Ca2+ activated K+ channel 
(BKCa), also expressed in these cells (Roger et al., 
2004). Figure 5A is a typical example of current-
density voltage  

relationships showing an increase of the amplitude 
of an outward current upon LL-37 treatment. This 
outward current, measured at the membrane voltage 
of 0 mV (Fig. 5A, right panel), was increased by LL-
37, reaching a 2.5 fold induction at the standard 
concentration of 10 µg/ml. This induction was 
significantly reduced (-77%) by pretreatment of 
iberiotoxin (Ibtx), suggesting BKCa as responsible 
for the current. Ibtx did not reduce the current without 
induction of LL-37, thus BKCa appeared not to be 
active under basal conditions.  
     In correspondence, Ibtx reduced both Ca2+ entry 
(-16%, Fig. 5B) and cell-migration  
(-40%, Fig. 5C) induced by LL-37. The constitutive 
Ca2+ entry remained unaffected by Ibtx. Interestingly, 
when combining BKCa inhibition by Ibtx and the 
suppression of TRPV2 by RNA interference, no 
further reduction of the activities by LL-37 was 
obtained. This suggested that the activities of both 
were dependent on each other and not on unrelated 
pathways.  



 7 

 
 
Figure 5. TRPV2 cooperates with BKCa.  
(A) BKCa inhibitor IbTx decreases LL-37 induced outward 
potassium current on MDA-MB-435s cells. Left panel shows 
examples of currents obtained with I-V protocol on MDA-MB-435s 
cells in presence (LL-37) or absence (PSS) of the peptide. 
Currents were measured for each voltage clamp (V) from -90 at 
+80 mV during 500 ms, every 10 mV increase.  
Mid panel displays a representative Current-Voltage curves which 
shown the current density-voltage relationships obtained using 
ramp protocol recorded in PSS or in presence of LL-37 and with 
or without pretreatment with 100 nM Ibtx.  
Right panel represents the compilation of the outward current at 
the membrane voltage at 0mV normalized to PSS condition 
(5<n<12). (B) IbTx decreases LL-37 induced Ca2+ influx without 
additional effect of anti-TRPV2 siRNA (siV2). Fura-2 probe is used 
to measure Ca2+ influx after 2mM Ca2+ application as described in 
material and methods. The effects of LL-37 and IbTx (100 nM) are 
evaluated on MDA-MB-435s cells transfected with siRNA against 
TRPV2 or control siRNA (siCt). Fura-2 fluorescence ratio is 
normalized against the basal level of each individual experiment. 
The dotted line shows the normalized basal level and the inhibitory 
effect of siV2 and/or IbTx is indicated relative to siCtl with LL-37 
(n=13). (C) IbTx decreases LL-37 induced cell migration without 
additional effect of anti-TRPV2 siRNA (siV2). The inhibitory effect 
of siV2 and/or IbTx is indicated relative to siCtl with LL-37 (n=8) 
(D) BKCa membrane location remains unaltered after application 
of LL-37. Left panels show the detection of BKCa by 
immunofluorescence performed on non-permeabilized MDA-MB-
435s cells treated or not with LL-37 for 5min. DAPI is used for 
nuclear staining. Right panels show the localisation of BKCa on 
pseudopodia (P) and intracellularly by immunoelectron 
microscopy.  
The location of immunogold signals, intracellularly and at 
pseudopodia (P) is indicated with arrows 

Confocal microscopy located BKCa at the plasma 
membrane, and this remained apparently unaltered 
by treatment with LL-37 (Fig. 5D, left panel). Using 
electronic microscopy BKCa immunogold signals 
appeared intracellularly and on the membranes of 
pseudopodia (Fig. 5D, right panel).  
 

LL-37 and TRPV2 cooperate in breast 
tumors and cell cancer lines  
Since LL-37 has been shown to induce cell migration 
in a variety of cancer cells we were prompted to 
investigate whether TRPV2 and LL-37 may be 
connected in breast cancer. We therefore performed 
an immunohistochemical study on sections of 101 
breast tumors (Fig. 6A). Staining for LL37 and 
TRPV2 was found in 60 and 42 invasive carcinomas, 
respectively. The signal of both was significantly 
correlated (P<10-4). In the group of LL-37-positive 
tumors, the number of tumors positively staining for 
TRPV2 was clearly enriched. An even more striking 
correlation was found in LL-37 negative tumors, of 
which only 4 of 41 tumors expressed TRPV2 in 
absence of LL-37. 

Based on such a tight correlation, we 
hypothesized that the expression of LL-37 might 
directly influence the level of TRPV2. Since MDA-
MB-435s cells highly expressed TRPV2, we studied 
the MCF7 cell line, which showed low basal 
expression of TRPV2. We created a transgenic 
derivative by stable transfection with an expression 
vector for hCAP18/LL-37. Immunohistochemistry 
revealed an increased signal for TRPV2 as well (Fig. 
6b). Further analysis by qRT-PCR did not show any 
altered transcription level, indicating that the 
influence of LL-37 on TRPV2 levels was 
posttranscriptional (data not shown).  

In order to confirm whether the relation between 
LL-37 and TRPV2 held true on the functional level as 
well, we performed a migration study on MCF7, and 
in addition on the high malignant MDA-MB-231 
breast cancer cell line. LL-37 induced migration in 
both cases (Fig. 6c) as well as the (D)-enantiomer 
(data not shown).  In both cases this induction was 
suppressed by RNA interference against TRPV2 
(Fig. 6c).  
 
 

Discussion 
 
Our investigations of the activities of LL-37 on cancer 
cells have discovered several surprising 
mechanisms of cell signaling which, to our 
knowledge, have not been reported before. We have 
shown that LL-37 binds to the plasma membrane, 
especially in caveolae and pseudopodia. This 
binding leads to increase intracellular Ca2+ and cell 
migration through activation of the mechanosensor 
Ca2+ channel TRPV2 predominantly located in 
pseudopodia. Moreover, LL-37 induces TRPV2 
recruitment at the plasma membrane by a PI3K/AKT-
dependent pathway. 
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Figure 6. LL-37 and TRPV2 
cooperate in cell cancer lines and 
breast tumors.  
(A) Immunohistochemical analysis of 
breast tumors reveals coexpreussion 
of LL-37 and TRPV2. Left panel: 
representative example of sections 
from two breast carcinomas showing 
strong signals for both LL-37 and 
TRPV2 staining, or low 
immunoreactivity for either of them. 
Right panel displays the evaluation of 
101 breast tumors, and revealing 
significant coexpression of LL-37 and 
TRPV2 (chi-square: p<10-4). 
(B) Immunohistochemistry on the 
MCF7 cell line, revealing an 
increased signal for TRPV2 in cells 
with transgenic expression of 
hCAP18/LL-37.  
(C) RNA interference against TRPV2 
decreases LL-37 induced cell 
migration of MCF7 (left panel) and 
MDA-MB-231 (right panel) cells.  
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Small peptides as mediators of signal transduction 
are commonplace, usually activating a specific 
receptor which than induces a signaling cascade. A 
signaling mechanism induced by a natural peptide 
and its interaction with the cellular membrane 
appears highly unusual. Some of the effects of LL-
37 on the eukaryotic cell have been explained by its 
interaction with FPRL1 as its specific receptor, 
(Carretero et al., 2008; Koczulla et al., 2003). The 
interaction of LL-37 with the plasma membrane, 
independent of protein-protein interaction and 
irrespective the chirality of the peptide has been 
shown in two independent studies as an alternative 
mechanism (Tomasinsig et al., 2008; von Haussen 
et al., 2008). In the latter studies, receptor, signal 
transduction, and cell lines were different but equally 
activated by both L- and D-peptide.  
     In this study, (L)- and (D)-peptide increased the 

intracellular Ca2+ entry in MDA-MB-435s cells at the 
same rate. Both peptides induced cell migration of 
the three breast cancer cell lines tested. Moreover, 
both LL-37 and (D)-LL-37 induced the translocation 
of the TRPV2 channel to the plasma membrane. 
These results do not support the idea that these 
activities are caused by the interaction of LL-37 with 
a specific receptor.  

The membrane location of LL-37 observed by 
microscopy and microspectral analysis, and the 
effects on the membrane found by probing with 
Laurdan sustain the idea that the effects of the 
peptide are mediated by its binding to the plasma 
membrane. By remodeling the membrane structure 
where LL-37 is bound, LL-37 or its (D)-enantiomer 
could affect multiple receptors without the need for a 
specific interaction with any of them. 
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Figure 7. Mechanism proposed for the stimulatory 
activity of LL-37 on cell migration.  
LL-37 binds to the membranes of caveolae and 
pseudopodia (1), and activates PI3K/AKT signaling (2). 
AKT induces the recruitment of the TRPV2 channel (3) 
from intracellular vesicles to plasma membranes of 
pseudopodia. The increase of intracellular Ca2+ induced 
by TRPV2 is accompanied by K+ efflux through BKCa (4), 
which preserves the ion balance and helps to maintain 
the Ca2+ entry, which promotes cancer cell migration. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Having an overall positive charge, the peptide forms 
an amphipathic helix, attaching to the lipid 
membranes in form of a carpet (Henzler Wildman et 
al., 2003; Porcelli et al., 2008). Studies on lipid 
monolayers and micelles had indicated that LL-37 
preferred to integrate in negatively charged 
membranes (Neville et al., 2006; Sood et al., 2008). 
However, cholesterol reduced the interaction of LL-
37 with lipid bilayers (Ding et al., 2013; Sood and 
Kinnunen, 2008). We were surprised about the 
specific localization of LL-37 to the cellular 
membrane, attaching to the cholesterol-rich 
caveolae and pseudopodia, and remaining at the 
caveosome after its internalisation. It appears that 
studies on artificial membranes might not reflect the 
behavior on the eukaryotic cell. 

LL-37 binding and consequently a reorganisation 
of the bilayer can induce a mechanical stress of the 
plasma membrane (Henzler-Wildman et al., 2004). 
This may explain how TRPV2, known to be an osmo- 
(Muraki et al., 2003) and mechanosensor (Iwata et 
al., 2003; Nagasawa and Kojima, 2015) channel, is 
activated. Mechanical stress has been shown to 
locally increase PI3K activity at the sites of the 
stress, required to recruit TRPV2 to the membrane 
(Nagasawa and Kojima, 2015), and to activate the 
channel (Penna et al., 2006). Presently it is unknown 
how mechanical stress leads to PI3K activation, but 
it is tempting to speculate whether specific 
translocation of TRPV2 to pseudopodia is a 
consequence of LL-37 attaching particularly to the 
membrane of these structures, and activating 
PI3K/AKT signaling from these locations. However, 
we found LL-37 attached to both caveolae and 
pseudopodia, whereas TRPV2 was exclusively 
directed to the pseudopodia. Caveolar lipid rafts are 
signaling platforms in which multiple receptors and  
inducers of signal transduction are localized, among 
which the EGF/IGF receptor family which can be 
activated by LL-37. The binding of LL-37 to the 

caveolae and its modification of the 
membrane structure may activate the receptors 
localized therein, and lead to AKT signaling that 
address the channel to pseudopodia. Whether the 
localization of LL-37 to caveolae and/or pseudopodia 
directs the translocation of TRPV2 can presently not 
be determined. 

In our study, both translocation of TRPV2 
channels and Ca2+ entry were decreased by 
inhibition of the PI3K/AKT pathway. It should be 
mentioned that part of TRPV2 was already located in 
pseudopodia in basal conditions, which explains its 
contribution to the constitutive Ca2+ entry and 
migration without stimulation by LL-37. Even without 
the requirement of translocation, TRPV2 can be 
activated by PI3K/AKT (Penna et al., 2006), thus our 
experiments cannot distinguish between the two 
pools.  

The inhibition of the BKCa channel decreased 
Ca2+ entry and cell migration, however, without an 
additive effect when both BKCa and TRPV2 were 
simultaneously suppressed. BKCa thus appears to 
contribute to cation influx by TRPV2. BKCa can be 
activated by intracellular Ca2+ concentration 
increase. We suggest that Ca2+ entry through 
TRPV2 activation induced by LL-37 activates the 
BKCa channel leading to a K+ efflux. This K+ influx 
increases the driving force of Ca2+ across TRPV2 
promoting Ca2+ influx. BKCa can form physical 
complexes with Ca2+ channels such as TRPC3/6 in 
podocytes (Kim et al., 2009), thus improving the 
feedback to Ca2+ influx. However, it has already 
been shown that Ca2+ entry mediated by TRPV4 
channels in bronchial epithelial cells can activate 
BKCa without physical interaction (Kim et al., 2009). 
We have presently no evidence about a formation of 
a physical complex between TRPV2 and BKCa 
channels but both were found in pseudopodia, 
supporting their functional association.  
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Figure 7 summarizes our data with the activated 
channels involved for migration, their cellular 
location as well as the mechanisms of action we 
propose for LL-37.  

Our studies have revealed that LL-37 and (D)-LL-
37 induced cell migration through TRPV2 identically 
in the three cell lines we investigated. Although we 
cannot exclude a participation of other Ca2+ 
channels, TRPV2 appears to be the major player for 
LL-37 induced migration in these lines. Our 
immunohistochemical studies on breast tumors 
show a significant correlation of LL-37 and TRPV2 
expression indicating a physiological relevance for 
the cooperation of LL-37 and TRPV2. This 
coexpression is supported by our findings that 
transgenic expression of hCAP18/LL-37 increased 
TRPV2 protein levels. There was no evidence for an 
increased in TRPV2 gene expression by the peptide. 
Given the fact that TRPV2 is translocated to a 
specific cellular compartment, one might imagine 
that its turnover is altered, for example its 
accessibility to proteolysis. 

Expression of TRP channels has been correlated 
with the aggressivity of multiple cancer forms, both 
in model systems (Monet et al., 2010) and in clinical 
investigations (Dhennin-Duthille et al., 2011; Zhou et 
al., 2014). Similarly LL-37 has been linked to 
development and progression of various cancer 
forms. Our results have shown a functional 
association between LL-37 and ion channels, which 
appears as a novel approach for research on cancer 
development and drafting of therapeutic strategies. 
 
 

Materials and methods  
 
Cell lines 
MCF7, MDA-MB-435s and MDA-MB-231 cell lines 
were obtained from ATCC and grown in Dulbecco’s 
modified Eagle’s medium, supplemented with 5% 
foetal calf serum (Eurobio France). Cells were grown 
at 37°C in a humidity saturated atmosphere 
containing 5% CO2.  
For transgenic expression of hCAP18, MCF7 cells 
were transfected with a pIRES-EGFP expression 
vector (Heilborn et al., 2005) and selected with G418 
at 400 µg/ml and by FACS sorting.  
 
Peptides and inhibitors 
Unmodified L- and D-peptides were synthesized and 
HPLC-purified to >95% (GeneCust and GL 
Biochemicals). Sequences were: 
LLGDFFRKSKEKIGKEFKRIVQRIKDFLRNLVPRTES for LL-
37, and RSLEGTDRFPFVRLKNSRKLEFKDIKGIKREQFVKIL 
for the scrambled control peptide (Koczulla et al., 
2003). LL-37-Asp26Ile (GL Biochemicals) was used 
to verify that modifications at position 26 did not 
affect the activity of this peptide. All experiments 
were performed at 10 µg/ml (2.2 µM) of peptides. 
Inhibitors and the concentration used in this study 
are listed in Fig S4 in the Supplementary Material. 
 
Cell migration assay 

Before cell migration assay, cells were starved 24h 
in DMEM BSA 0.1% and FCS 0.1% and were 
seeded (15 000 cells for MDA-MD-435, 15 000 for 
MDA-MB-231, 50 000 for MCF7) in the upper side of 
a migration chamber (Insert with Polyethylene filter 
with 8 µm pores, Falcon BDBiosciences). The lower 
chamber was filled with DMEM BSA 0.1% and FCS 
0.1% added or not with LL-37 (10 µg/ml). After 4 h at 
37°C for MDA-MB-231 and MDA-MB-435s cells, 
cells having migrated in the lower face of the filter 
were fixed with methanol, labelled with hematoxyline 
(Sigma-Aldrich) and counted. Given the lower 
migratory capacity of MCF7 cells, their migration was 
performed over 14 hours. To highlight the pro-
migratory effect of LL-37, results are normalized to 
migration of cells without LL-37. To highlight 
potential inhibitory effects of reagent or siRNA or 
inhibitors, results are normalized to migration of cells 
with LL-37. 
 
Intracellular Ca2+ measurements 
Cells were seeded at 600 000 cells in 28 cm² tissue 
culture dishes 48h before the experiment and kept in 
OptiMEM (Life Technologies) containing 0.2% BSA 
during 24h. Cells were loaded with the ratiometric 
dye Fura2-AM (5 µM) (Molecular Probes) at 37°C for 
45 min, then detached with EDTA and centrifuged. 
Two protocols were available to follow intracellular 
Ca2+ concentration: for the first, cells were re-
suspended in physiological saline solution (PSS) 
(NaCl 140 mM, KCl 4 mM, MgCl2 1 mM, HEPES 
10 mM and Glucose 11.1 mM, pH 7.4) containing 
2 mM Ca2+. This leads to measure total intracellular 
Ca2+ concentration variations. Fluorescence 
emissions of cell suspensions in a magnetically 
stirred cuvette were monitored in a 
spectrophotometer (F-2710 FL, Hitachi). 
Pharmacological inhibitors (concentrations in Fig 4S) 
were added at the beginning of the measurement, 
and after a stabilization period of 300 s (used as Ca2+ 
intracellular basal level), LL-37 was injected. 
Intracellular Ca2+ variations were evaluated using the 
fluorescence (510 nm) emission ratio at excitations 
at 340 and 380 nm. The basal ratio obtained for Ca2+ 
concentration was used as reference to normalize 
subsequent measurements after LL-37 application 
with or without inhibitors. 

For the second protocol, which selectively 
monitors the import of extracellular Ca2+ across the 
plasma membrane, cells were suspended in PSS 
without Ca2+. LL-37 was added at the beginning of 
the measurement (used as basal level) and after 20 
s 2 mM Ca2+ was applied. Intracellular Ca2+ 
concentration variations were detected as described 
above. In this protocol, inhibitors were incubated 
during loading with Fura2-AM, and additionally 
added at resuspension of the cells before the 
beginning of the measurement.  
 
Determination of membrane fluidity changes 
Cells were kept in Optimem overnight, mechanically 
detached by flushing with DPBS (Lonza). A 
suspension of 500 000 cells/ml in DPBS was 
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incubated for 15 min at 37°C with 5 µM Laurdan 
(Sigma-Aldrich), and fluorescence emissions were 
determined in the spectrophotometer as above, at an 
excitation at 365 nm. The Generalized Polarisation 
(GP) value was determined as: GP = (em440-
em490)/(em440+em490), em being the emission 
intensities at the indicated wavelengths (Parasassi 
et al., 1991). 
 
Immunofluorescence labeling  
Cells were seeded in Lab-Tek chamber 8-well slides 
at 20 000 cells per well during 48 h. 24 h before 
treatment, cells were kept in OptiMEM, BSA 0.2%. 
Cells were washed with DPBS with Ca2+ and 
incubated with LL-37 10 µg/ml at room temperature. 
After 5 min, LL-37 was removed, cells were fixed with 
DPBS containing 4% paraformaldehyde during 15 
min at 4°C under agitation, and incubated with 
saturation solution (DPBS containing 50 mM NH4Cl 
and 3% BSA) or permeabilisation solution  (DPBS, 
50 mM NH4Cl, 3% BSA  0.1% Tween 20) 30 min at 
4°C. Anti-LL-37 rabbit antibody (Osenses) was 
diluted in DPBS, 1% BSA at 1:500 and added on 
cells overnight at 4°C under agitation. Next, cells 
were incubated with secondary antibody coupled 
with green fluorescence dye CF488A (Biotium) at 
1:2000 for 2 h. After staining with DAPI (Ref 32670, 
Sigma-Aldrich) at 1/5000 for 2 min, samples were 
washed with DPBS and lamella were fixed with 
Fluorescent Mounting Medium (DAKO).  

For the TRPV2 labeling protocol, cells were pre-
incubated or not with inhibitors during 45min at 37°C. 
LL-37 or (D)-LL-37 were added during 5 min at room 
temperature. Anti TRPV2 rabbit antibodies 
(extracellular domain, Antibodies Online) at 1:300 
and secondary antibodies coupled with CF488A at 
1/200 were used for labelling TRPV2 as described 
above. Cells were observed on a confocal 
microscope, at x600 magnification (Olympus 
Fluoview FV500 Laser Scanning Confocal Biological 
Microscope) and image acquisition was performed 
using Fluoview 500 v.5 software (Olympus). 
 
In vitro and in cellulo fluorescence labeling of an 
azido-functionalized LL-37  
A modified peptide (LL-37-Asp26Anl) at which 
Asp26 had replaced by w
synthesized on a Prelude automated synthesizer 
(Protein technologies) starting from an aminomethyl 
PEGA resin (Novabiochem) and using standard 
Fmoc/t-butyl chemistry. N- w -L-
norleucine was prepared as described (Chapman et 
al., 2011). Standard trifluoroacetic acid-mediated 
cleavage of the resin and removal of the side  
chains protecting groups was followed by purification 
of the peptide to >99% purity by reverse phase 
HPLC. For fluorescence labelling, DBCO-Sulfo-Cy5 
(Jena Bioscience) was coupled to LL-37-Asp26Anl 
through a bioorthogonal strain-promoted 
azide/alkyne cycloaddition (SPAAC) reaction 
according to the manufacturer's protocols, either 
before or after application of the peptide to the cells 
at 10 µg/ml. Coupling of the fluorochrome before or 

after treatment of the cells with functionalized LL-37 
did not to influence its cellular localization (data not 
shown). 
 
Confocal spectral imaging  
25000 cells were seeded on cover slides placed in 
24-well plates for overnight. The medium was 
discarded and the cells were incubated for 30 min 
with Cy5-labelled modified LL-37 (10 µg/ml in DPBS) 
at 37 °C and 5% CO2. After incubation, cells were 
washed thrice with fresh DPBS, put on a microscope 
glass slide, covered with a drop of DPBS and with a 
thin cover slide. 

Fluorescence measurements were carried out 
using a low dispersion mode (grating 300 
grooves/mm) of a laser-scanning LabRam confocal 
microspectrometer (Horiba). Cy5 fluorescence was 
excited with the 632.8 nm line of a built-in air-cooled, 
He-Ne laser. The power on the samples was 
estimated to be below 150 µW; the acquisition time 
was 0.02 s per spectrum. No sample 
photodegradation was observed. Sample irradiation 
and collection of fluorescence spectra were 
performed through a ×50 LWD microscope objective 
(numerical aperture 0.90; Olympus). The confocal 
whole aperture was adjusted to obtain ~0.8 µm 
lateral and 3.5 µm axial resolution. 

For each cell analysis, an optical section (x–y 
plane) situated at half-thickness of the cell was 
scanned with a step of 0.8 µm and at each point a 
full fluorescence spectrum from 635 to 800 nm was 
recorded. That provided maps containing typically 
625 spectra (25×25 points). Both acquisition and 
treatment of multispectral maps were performed with 
LabSpec software. Subcellular LL-37 distribution 
maps were established via analysis of both the 
intensity and shape of Cy5 fluorescence spectra, as 
described (Munnier et al., 2011). Briefly, each 
experimental spectrum was fitted using the least-
squares method to a sum of the two reference 
spectra of Cy5 where the shorter/longer position 
(maxima at 668/671 nm) corresponded respectively 
to a lower/higher polarity of the molecular 
environment of the fluorophore (Lakowicz, 2006). 
The fitting errors were below 5% (typically 2–4%). 
These coefficients were used to generate the 
respective two-dimensional distribution maps over 
the cell. The results were averaged over 9–12 cells 
for each kind of treatment. The cellular 
autofluorescence was completely neglected, 
because of the absence of any significant 
fluorescence of the untreated cells under the 
conditions used.  
 
Immunogold labelling of cryosections according 
to Tokuyasu for immunoelectron microscopy 
(Tokuyasu, 1973)  
Cells were cultured in 175cm2 flask at 80% 
confluence during 48h. 24h before treatment, cells 
were starved with OptiMEM containing 0.2% BSA. 
Cells were suspended in DPBS with Ca2+ and 
treated with LL-37 or not treated. After 5 min, PFA at 
8% is added directly on suspended cells v/v to final 
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concentration at 4% and cells were incubated 2 
hours at room temperature stirring then washed in 
DPBS for 2 x 5 min and centrifuged at 2000xg for 
10min. After removing the supernatant, cell pellets 
were included in gelatin 12% and infused with 
sucrose 2.3 M overnight at 4°C. 90 nm ultra-thin 
cryosections were made a -110°C on a LEICA UCT 
cryoultramicrotome. Sections were retrieved with 
Methylcellulose 2%/Sucrose 2.3M mixture (1:1) and 
collected onto formvar/carbon coated nickel grids. 
After removal of gelatine at 37°C, sections were 
incubated on drops of DPBS, 1% BSA and one hour 
on drops of DDPBS with 1:200 antibody anti-LL-37 
(Osenses) or 1:100 antibody anti-TRPV2 (Antibodies 
Online). After six washes of five minutes each, grids 
were incubated on drops of DPBS containing 1:30 
gold-conjugated (6 nm) goat-anti-rabbit IgG (Aurion). 
Grids were finally washed with six drops of DPBS 
(five minutes each), post-fixed in 1% glutaraldehyde 
and rinsed with three drops of distilled water. 
Contrasting step was performed by incubating grids 
on drops of uranyl acetate 4%/methylcellulose 2% 
mixture (1:10). The sections were imaged in a 
transmission electron microscope at 100kV (JEOL 
1011). 
 
Immunohistochemistry 
For immunohistochemistry of cell lines, 15 million 
cells were harvested, spun down, dehydrated and 
embedded in paraffin. Slide sections from cells and 
tumor samples were deparaffinized, rehydrated in 
10 mM sodium citrate pH 6.0, and treated in a 
microwave oven (600W) for 3x10min. After 
treatment with 3% of H2O2 for 5 min, slides were 
blocked in TBS/10% FCS for 30 min, then primary 
antibody was applied in TBS/0.1% TritonX100 at 
4°C. Antibodies and concentrations are listed in 
Table 3, Supplementary Material. The specificity of 
the TRPV2 antibody was validated on MDA-MB-
435s cells with/without suppression of TRPV2 by 
RNA interference. Treatment with secondary 
antibody and development was performed with a 
commercial detection kit (Dako). 

For immunohistochemistry on tumors, the study 
cohort included 101 female patients which consent 
was obtained prior to the study. The age median age 
was 49 years (28 minimum and 71 maximum). They 
were treated at the university Hospital of Tours 
(France) and presented breast cancer proven by 
immunohistopathology. A pathologist with 
experience in breast disorders reviewed histology 
and staining on slides. The histological type of the 
cancers was all invasive with 82 ductal carcinomas 
(81,2%), 7 lobular carcinomas (6.9%) and 12 
carcinomas with other histotypes (11.9%) (such as 
cribriform, tubular, mucinous…). 81 carcinomas 
expressed oestrogen and/or progesterone receptors 
(80,2%), 10 were classified as HER positive (9.9%) 
and 16 as triple negative phenotype (15.8%). TRPV2 
and LL-37 labelling was performed as specified for 
cell lines (see above). 
 
RNA interference 

siRNAs used in this study are listed in Table 1 of the 
Supplementary Material. For TRPC1 and TRPV2, 
two additional control siRNAs were used against 
different target sites of the transcripts in initial 
experiments on intracellular Ca2+ and on cell 
migration, to verify the specificity of our observations. 
The silencing efficiency was monitored by qRT-PCR 
or Western Blot analysis and exceeded 70% for all 
siRNA. A scrambled siRNA (Qiagen) served in all 
experiments as a transfection control.  

Cell lines were transfected in suspension using 
Lipofectamine RNAiMax (Fisher Scientific) 
according to the manufacturer's protocol, at a final 
siRNA concentration of 30 nM. Cells were then 
seeded in tissue culture dishes 28 cm² at 750 000 
cells per dish or 6-wells plates at 250 000 cells per 
well (in culture medium). Experiments were 
performed 48h after transfection.  
 
Expression analysis by Quantitative Real-time 
polymerase chain reaction (qRT-PCR)  
Total RNA of MDA-MB-435s, MDA-MB-231 or MFC-
7 cells were extracted according to standard 
protocols with NucleoSpin®RNA II kit (Macherey-
Nagel), and reverse transcribed using RevertAid 
First Strand cDNA Synthesis Kit (Fermentas). Gene 
quantifications were performed on 50 ng of cDNA 
using SYBR® Premix Ex TaqTM II (Tli RNaseH Plus, 
TAKARA) using MyiQ thermocycler (Biorad). 
Primers (all from Sigma-Aldrich Life Science) were 
used at final concentration of 200 nM and 
temperature protocol was 10min start at 95°C, 
followed by 40 cycles of 15 s at 95°C, 30 s at 57°C 
and 30 s at 72°C. Relative gene expression levels 
were normalized to HPRT1 and calculated using the 
2-DDCt method. Primers are listed in Table 2 of the 
Supplementary Materials. 
 
Electrophysiological recordings 
MDA-MB-435s cells were seeded at 10 000 cells per 
35 mm Petri dish 48 h before the experiment and 
serum-starved in OptiMEM supplemented with 0.2% 
BSA during 24 h. Before measurement, extracellular 
culture medium was replaced by physiological saline 
solution PSS (140 mM NaCl, 4 mM KCl, 1 mM MgCl2, 
2 mM CaCl2, 0.33 mM NaH2PO4, 10 mM HEPES and 
11.1 mM glucose, pH 7,4). Experiments were 
performed at room temperature using conventional 
whole-cell configuration as previously described 
(Chantome et al., 2013). Briefly, Patch-clamp 
experiments were performed with an Axopatch 200B 
patch-clamp amplifier (Axon Instruments). Data are 
recorded with 1322-A Digidata converter (Axon 
Instruments) and pClamp software (v9.2, Axon 
Instruments) was used for generation of voltage 
commands, acquisition and analysis of whole-cell 
currents. Patch pipettes were pulled from 
borosilicate glass capillary (3-5 MΩ) by a stretcher 
(P-97 model, Sutter Instrument Co) and were filled 
with a intrapipette solution at pCa 6.4 (125 mM K-
Glutamate, 20 mM KCl, 1 mM MgCl2, 1 mM Mg-ATP, 
0.7 mM CaCl2, 1 mM EGTA and 10 mM HEPES, pH 
7.2). During experiments, the cell was continuously 
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perfused with PSS or PSS containing LL-37 or/and 
inhibitors. 

MDA-MB-435s whole-cell currents were 
measured using two different protocols. First, a 
current-voltage (I-V) protocol was performed and the 
membrane was clamped by steps from -90 at 
+80 mV during 500 ms with 10 mV increments. We 
next used a ramp protocol from -100 to +70 mV 
during 500 ms, from a holding potential of 0 mV and 
4 s between each ramp. Currents (I) were 
normalized to cell capacitance and expressed as 
densities of current (pA/pF). The conductance was 
estimated as a slope of the I-V curves around the 
inversed potential of cells. Current amplitudes were 
analyzed at 0mV. The patch-clamp data were then 
analyzed using OriginPro software (OriginLab). 
 
Western blot analysis  
Cells were rinsed in ice-cold DPBS before protein 
extraction with Sodium dodecylsulfate lysis buffer 
containing 1% β-mercaptoethanol, and heated 5min 
at 72°C. Western blot was essentially performed as 
described (Weber et al., 2009). Samples were 
separated using electrophoresis gel at 8% poly-
acrylamide and transferred to nitrocellulose 
membrane (GE Healthcare), and incubated with 
primary antibody solutions overnight at 4°C. 
Antibodies and their dilutions are listed in Table 3 of 
the Supplementary Material. After incubation with 
HRP-coupled secondary antibodies and application 
of ECL advance solution (GE Healthcare) signals 
were recorded with a CCD camera (MF ChemiBIS, 
DNR Bio-imaging Systems) and evaluated using 
Multi Gauge Software (v3.0, Fujifilm). For 
normalisation, filters were stripped with 200 mM 
glycine/HCl pH 2.5, and reprobed. 
 
Statistic analysis 
The experiments were evaluated by Mann-Whitney 
and paired Wilcoxon statistics. Statistical 
significance is indicated in the figures with stars, 
* p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001. The number n of 
measurements for the individual experiments is 
indicated in the figure legends. Results are displayed 
as mean ± SEM. The Chi-square test was used for 
comparison between immunohistochemical staining 
of LL-37 or TRPV2 and the 101 carcinomas 
characteristics.  
 
Online supplemented material 
Figure S1 displays results of intracellular Ca2+-
measurements, showing that LL-37 increases 
intracellular Ca2+ independent of Orai1 and TRPC1 
channels but dependent of K+ channels in MDA-MB-
435s cells. 

Figure S2 shows the silencing efficiency of 
siRNA used in this study, as measured by qRT-PCR  

Figure S3 shows expression analysis of 
TRPC/TRPV family members in MDA-MB-435s 
cells, as determined by qRT-PCR.  

Figure S4 is a list of primers, inhibitors, and 
antibodies used in this study.  
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Figure S4 
 
List of siRNAs used in this study 

Target gene Target sequence (nt) Manufactorer/provider 

TRPC1  5’-CATGGAGCATCATATTTCA-3’ Eurogentec 

TRPC1 controls 5’-GACTGACACAACTGTATGA-3’ 
5’-CTTTCGGACTTCTAAATAT-3’ 

TRPC6  5’-CGTTCTTTATGGAGTCTAT-3’ 

TRPC6 control 5’-GCAATGAACTGGCAGTTCT-3’ 

TRPV2 5’-GAACCTGCTTTACTATACA-3’ 

TRPV2 controls 5’-GTGATGATCTCGGACAACT-3’ 
5’-CACGTGTTCATCTGGATCT-3’ 

Orai1  Santa Cruz Biotechnologies,  c-
76001 

scrambled  Qiagen cat 1027281 

 
List of primers used for qRT-PCR 

Gene Forward primer 5’-3’ Reverse primer 5’-3’ 

TRPC1 TGGGATGATTTGGTCAGACA TCTGCCACCAGTGTAGGATG 

TRPC3 CTTTCCTTCAGGCAACGAAG GTACGCAATCCGAGAGAAGC 

TRPC5 CAACTGTCGTGGAATGGATG CCCTTGGACGAGAACCATTA 

TRPC6 GGATTACATGGGCCAGAATG GCTGGTTGCTAACCTCTTGC 

TRPV1 CAACAAGATCGCACAGGAG TCCTTGCCATCAGGTGTGTA 

TRPV2 GGAATACACAGAGGGCTCCA CCTCTTCTCAATGGCGATGT 

TRPV3 ACGAGGCAACAACATCCTTC CCGCTTCTCCTTGATCTCAG 

TRPV4 CCCGTGAGAACACCAAGTTT AGTTCATTGATGGGCTCCAC 

TRPV5 GGAGCTTGTGGTCTCCTCTG GAAACTTAAGGGGGCGGTA 

TRPV6 TCAAGCCCAGGACCAATAAC GTCCAAAGAAGCGAGTGACC 

ORAI1 CTGATCATGAGCGCAAACAG ATGGTGGCAATGGTGGAG 

HPRT1 TGACCTTGATTTATTTTGCATACC CGAGCAAGACGTTCAGTCCT 

 
List of antibodies and conditions of use in this study 

Primary antibodies 

Target protein, position, 
species 

Manufactorer/provider Method and dilution 

TRPV2, 3rd extracellular 
loop, rabbit 

antibodies-online.com,  
cat ABIN351263 

Immunofluorescence, 1/300 electron 
microscopy: 1/100 
Immunohistochemistry: 1/50 

BKCa, extracellular, rabbit 
 

Alomone Laboratories, Jerusalem, Israel, 
cat APC 107 

Immunofluorescence: 1/200 
electron microscopy 1/100 

Menin 
aac 588-610, goat  

Innovagen AB, Lund, Sweden Western blot: 1/2000 

LL-37 whole peptide, 
rabbit 

Osenses, Keswick, Australia,  
cat. OSC00030P 

Immunofluorescence: 1/500 electron 
microscopy: 1/200 

phosphoAKT (Ser473), 
rabbit 

Cell signaling, cat 4060 Western blot: 1/1000 

panAKT, mouse Cell signaling, cat 2920 Western blot: 1/1500 

Secondary antibodies 

CF488A chicken anti-
rabbit 

Biotium, cat 20209 Immunofluorescence: 1/2000 

Gold-conjugated (6 nm) 
goat anti-rabbit 

Aurion, cat 806.011 electron microscopy: 1/30 

Goat anti-rabbit IgG-HRP Santa Cruz, cat sc-2004 Western blot: 1/4000 

Goat anti-mouse IgG-HRP Santa Cruz, cat sc-2005 Western blot: 1/4000 

 
List of inhibitors used in this study 

Inhibitor Manufactorer/provider concentration 

Iberiotoxin (Ibtx) Santa Cruz, Cat sc-3585 50 nM  

Lanthanum(III) chloride 
heptahydrate (LaCl3) 

Sigma-Aldrich, cat 262072 100 µM 

Sodium azide (NaN3) Sigma-Aldrich, cat S8302 1% 

KN62 Calbiochem/Merck-Millipore,  
cat 422706 

100 nM 

LY-2940042 hydrochloride Sigma Aldrich, cat L9908  1 µM 

Wortmannin Calbiochem/Merck-Millipore, cat 681676 100 nM 

UO126 Calbiochem/Merck-Millipore 1 µM 
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II. Résultats supplémentaires 

En synthétisant l’ensemble des résultats, nous avons proposé un schéma hypothétique 

du mécanisme d’action du peptide LL-37 conduisant à l’augmentation de la migration cellulaire 

(Figure 32) 

 

 

Figure 32 : Mécanisme d’action proposé pour les effets du peptide LL-37 sur la migration 

cellulaire. 

LL-37 se fixe au niveau de la membrane plasmique dans les cavéoles et à la surface des pseudopodes 

(1) et active la voie de signalisation PI3K/AKT (2). L’activation de la protéine AKT par phosphorylation 

augmente le nombre de canaux TRPV2 à la membrane des pseudopodes (3) en recrutant des vésicules 

intracellulaires. L’augmentation du calcium intracellulaire par le canal TRPV2 entraîne l’activation du 

canal BKCa conduisant à une sortie de potassium. Cet efflux préserve la balance ionique dans les 

cellules et favorise l’entrée de calcium. Ce mécanisme mis en place par LL-37 au niveau des 

pseudopodes serait essentiel pour augmenter la migration cellulaire. 

 

Contrairement à notre schéma hypothétique proposé en début de thèse (Figure 19), nous 

avons mis en évidence que le peptide LL-37 se fixe notamment au cœur des cavéoles. Dans 

cette seconde partie, nous nous sommes donc plus particulièrement intéressés aux conséquences 

de la fixation du peptide LL-37 dans ces cavéoles. Il a été mis en évidence que les récepteurs 
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membranaires et des protéines de signalisation sont localisées dans ces structures (Mineo et al, 

1996; Nagy et al, 2002). Nous avons donc cherché à savoir si LL-37 est capable d’activer ces 

protéines dans les radeaux lipidiques pour permettre notamment l’activation de la voie de 

signalisation PI3K/AKT.  

 

A. La fixation du peptide LL-37 dans les cavéoles active-t-elle des 

protéines présentes dans ces structures ? 

 

L’étude réalisée par notre équipe en 2009 a mis en évidence que le peptide LL-37 est 

capable d’activer le récepteur tyrosine kinase de la famille ERBB, ERBB2 (=hER2), dans les 

cellules cancéreuses mammaires humaines MCF7 (Weber et al, 2009). LL-37 est également 

capable d’activer le récepteur EGFR (ERBB1), dans le cas des cancers des ovaires et des 

poumons (Coffelt et al, 2009a; von Haussen et al, 2008) (Tableau 2). Nous nous sommes donc 

plus particulièrement intéressés à cette famille de récepteurs.  

Des études mettent en évidence que le récepteur EGFR est retrouvé dans les radeaux 

lipidiques (cavéoles et non cavéoles). Il a été proposé que la localisation de EGFR dans les 

radeaux lipidiques non cavéoles inhiberait son interaction avec le ligand (Roepstorff et al, 

2002). Au contraire, la localisation du canal dans les caévoles favoriserait son activation par 

l’EGF, permettant le recrutement membranaire de protéines de signalisation (Mineo et al, 

1996). De plus, l’activation d’EGFR par l’EGF dans les cavéoles entraînerait la délocalisation 

du récepteur hors des cavéoles (Mineo et al, 1999). Il a également été proposé que les récepteurs 

ERBB2 et ERBB3 sont localisés dans les radeaux lipidiques dans les cellules cancéreuses 

mammaires humaines SKBR-3 (Nagy et al, 2002). Mais contrairement à EGFR, l’activation du 

récepteur ERBB2 n’induirait pas sa délocalisation des radeaux lipidiques (Nagy et al, 2002).  

 

Nous avons donc voulu déterminer si, dans les cellules MDA-MB-435s, les récepteurs 

de la famille ERBB sont localisés dans les radeaux lipidiques et quel est leur état d’activation 

en évaluant leur phosphorylation. Pour cela, nous avons purifié les radeaux lipidiques en 

utilisant la technique d’ultracentrifugation sur gradient de saccharose. Les fractions issues du 

gradient ont ensuite été analysées par Western Blotting. La fraction enrichie en radeaux 

lipidiques (R) est révélée par la présence de la protéine Cavéoline, spécifique des radeaux 

lipidiques de types cavéoles dans les cellules MDA-MB-435s. La fraction non radeaux 
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lipidiques (NR) est, quant à elle, détectée par la protéine β-adaptine qui est localisée dans les 

membranes cellulaires hors des radeaux lipidiques (Figure 33).  

Il apparaît que les trois récepteurs testés, EGFR, ERBB2 et ERBB3, sont localisés dans 

la fraction enrichie en radeaux lipidiques dans les cellules MDA-MB-435s contrôles et traitées 

avec LL-37. Aucune différence d’intensité du signal n’est observée en fonction du traitement 

(Figure 33). 

 

 

Figure 33 : Les récepteurs tyrosine kinase de la famille ERBB sont localisés dans la fraction 

enrichie en radeaux lipidiques isolée par ultracentrifugation sur gradient de saccharose. 

Les cellules MDA-MB-435s ont été traitées (+LL-37) ou non (Contrôle) avec LL-37 (10µg/ml) pendant 

5 minutes puis les lysats cellulaires ont été déposés sur un gradient de saccharose de 45% à 5%. 

L’ultracentrifugation à 260 000xg pendant 6h permet d’obtenir un enrichissement des radeaux lipidiques 

puisque leur composition riche en cholestérol qui leur confère une densité plus faible par rapport aux 

autres constituants du lysat. Les fractions ainsi récoltées sont analysées par Western Blotting.  

La protéine β-adaptine est localisée hors des radeaux lipidiques et permet de révéler la fraction non 

radeaux lipidiques (NR). La protéine cavéoline est spécifique des cavéoles et permet de mettre en 

évidence la fraction enrichie en radeaux lipidiques (R).  

Dans les cellules MDA-MB-435s, les récepteurs tyrosine kinase EGFR (ERBB1), ERBB2 et ERBB3, 

sont détectés dans la fraction enrichie en radeaux lipidiques dans les cellules traitées et non traitées avec 

le peptide LL-37, sans différence d’intensité du signal en fonction du traitement.  

Les expériences ont été réalisées au moins 2 fois. L’image est représentative de toutes les expériences. 
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Nous avons également utilisé des anticorps dirigés contre les formes phosphorylées de 

ces récepteurs mais nous n’avons obtenu aucun signal. Plusieurs raisons peuvent expliquer cette 

absence de signal :  

i/ une trop faible quantité de protéines déposées ; 

ii/ la spécificité des anticorps car les anticorps utilisés ciblent un site de phosphorylation 

spécifique sur chaque récepteur : la tyrosine 1068 d’EGFR, la tyrosine 1248 d’ERBB2 et la 

tyrosine 1289 d’ERBB3. De ce fait, il est possible que les anticorps utilisés ne ciblent pas la 

phosphorylation des récepteurs induite par LL-37. Il serait donc nécessaire de tester d’autres 

anticorps dirigés contre d’autres formes phosphorylées des récepteurs. En revanche, cette 

absence de résultats n’exclut pas l’activation de l’un de ces récepteurs par la fixation du peptide 

LL-37 dans les cavéoles.  

 

Puisque nous n’avons pas obtenu de résultats concluant sur l’activation des récepteurs 

ERBB par LL-37 dans les radeaux lipidiques, nous nous sommes intéressés aux protéines de 

signalisation cellulaire qui peuvent être recrutées dans les radeaux lipidiques suite à leur 

activation. Pour cela, nous avons également utilisé la technique d’enrichissement en radeaux 

lipidiques par ultracentrifugation sur gradient de saccharose.  

Dans les extraits de protéines totales des cellules MDA-MB-435s, nous avons 

précédemment mis en évidence que LL-37 augmente la phosphorylation de la protéine AKT et 

que cette phosphorylation est dépendante de la protéine PI3K (Article, Figure 3 B). Dans un 

premier temps, nous avons étudié la localisation des protéines AKT et PI3K dans les fractions 

« radeaux lipidiques » (Figure 34 A). Les protéines AKT phosphorylées (phospho-AKT) et 

totales (pan-AKT) et les deux sous-unités de la protéine PI3K, sous-unité catalytique p110 et 

sous-unité p85, sont majoritairement localisées dans la fraction non radeaux lipidiques et plus 

faiblement dans la fraction radeaux lipidiques. En revanche, nous n’avons observé aucune 

différence d’intensité du signal pour les deux protéines, que les cellules soient traitées ou non 

avec le peptide (Figure 34).  

Nous avons également étudié l’activation et la localisation de la protéine ERK1/2 car 

dans les cellules MCF7, LL-37 est capable d’activer la voie de signalisation MAPK (Weber et 

al, 2009). Il apparaît que les protéines ERK1/2 phosphorylées (phospho-ERK1/2) et totales 

(ERK1/2) sont également présentes principalement dans la fraction non radeaux lipidiques et 

plus faiblement dans la fraction radeaux lipidiques. LL-37 n’induit, dans ce cas également, 

aucune différence d’intensité du signal de la protéine ERK1/2 (Figure 34 B). L’analyse de 

lysats totaux de cellules MDA-MB-435s traitées ou non avec LL-37 met en évidence que le 
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peptide n’augmente pas la phosphorylation de la protéine ERK1/2 (Figure 34 B). Ces résultats 

suggèrent que la voie de signalisation MAPK n’est pas activée par LL-37 dans les cellules 

MDA-MB-435s.  

 

 

Figure 34 : LL-37 n’augmente pas la quantité de protéines AKT, PI3K ou MAPK dans la fraction 

radeaux lipidiques, isolée par ultracentrifugation sur gradient de saccharose. 

Les cellules MDA-MB-435s ont été traitées (+LL-37) ou non (Contrôle) avec LL-37 (10µg/ml) pendant 

5 minutes puis les lysats cellulaires ont été déposés sur un gradient de saccharose de 45% à 5%. 

L’ultracentrifugation à 260 000xg pendant 6h permet d’obtenir un enrichissement des radeaux lipidiques 

puisque leur composition riche en cholestérol qui leur confère une densité plus faible par rapport aux 

autres constituants du lysat. Les fractions ainsi récoltées sont analysées par Western Blotting.  

La protéine β-adaptine est localisée hors des radeaux lipidiques et permet de révéler la fraction non 

radeaux lipidiques (NR). La protéine cavéoline est spécifique des cavéoles et permet de mettre en 

évidence la fraction enrichie en radeaux lipidiques (R).  

A. Les protéines AKT phosphorylées (phospho-AKT, Ser473) et totales (pan-AKT) sont localisées 

majoritairement dans la fraction non radeaux lipidiques et plus faiblement dans la fraction radeaux 

lipidiques. Le même profil de localisation est observé pour les deux sous-unités des protéines PI3K, la 

sous-unité catalytique de 110KDa et la sous-unité p85 de 85KDa. Aucune différence de signal n’apparaît 

pour AKT et PI3K que les cellules soient traitées ou non avec LL-37.  

B. Les protéines ERK1/2 phosphorylées (phospho-ERK1/2) ou totales (ERK1/2) sont également 

localisées majoritairement dans la fraction non radeaux lipidiques et plus faiblement dans la fraction 

radeaux lipidiques sans différence avec ou sans traitement avec LL-37. Sur des lysats totaux de cellules 

MDA-MB-435s traitées (+) et non traitées (-) avec LL-37, le peptide n’augmente pas la phosphorylation 

de la protéine ERK1/2. 
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Enfin, par cette technique d’enrichissement en radeaux lipidiques, nous avons étudié la 

localisation des canaux TRPV2 et BKCa. Ici, le canal BKCa est détecté exclusivement dans la 

fraction non radeaux lipidiques sans différence d’intensité du signal que les cellules soient 

traitées ou non avec LL-3 (Figure 35).  

 

 

Figure 35 : le canal BKCa est détecté dans les fractions non radeaux lipidiques et la forme 

glycosylée du canal TRPV2 apparaît exclusivement dans la fraction radeaux lipidiques.  

Les cellules MDA-MB-435s ont été traitées (+LL-37) ou non (Contrôle) avec LL-37 (10µg/ml) pendant 

5 minutes puis les lysats cellulaires ont été déposés sur un gradient de saccharose de 45% à 5%. 

L’ultracentrifugation à 260 000xg pendant 6h permet d’obtenir un enrichissement des radeaux lipidiques 

puisque leur composition riche en cholestérol qui leur confère une densité plus faible par rapport aux 

autres constituants du lysat. Les fractions ainsi récoltées sont analysées par Western Blotting.  

La protéine β-adaptine est localisée hors des radeaux lipidiques et permet de révéler la fraction non 

radeaux lipidiques (NR). La protéine cavéoline est spécifique des cavéoles et permet de mettre en 

évidence la fraction enrichie en radeaux lipidiques (R). 

Le signal pour le canal BKCa apparaît exclusivement hors des radeaux lipidiques. Pour le canal TRPV2, 

deux bandes sont observées : la bande supérieure, correspondant à la forme glycosylé du canal, est 

détectée seulement dans la fraction radeaux lipidiques ; la bande inférieure, correspondant au canal non 

glycosylé, est détectée dans les fractions radeaux lipidiques et non radeaux lipidiques. L’image est 

représentative des deux expériences réalisées. 

 

L’étude du canal TRPV2 par Western Blotting dans les fractions révèle deux bandes : 

la bande supérieure (100 KDa) est détectée exclusivement dans la fraction radeaux lipidiques 

alors que la bande inférieure (80 KDa) apparaît dans les deux fractions (Figure 35). La bande 

supérieure correspond à la forme glycosylée du canal, qui possède un site potentiel de 

glycosylation entre les segments S5 et S6 (Kanzaki et al, 1999). Il a été mis en évidence que la 

forme non-glycosylée du canal TRPV2 est localisé dans le compartiment intracellulaire. La 
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glycosylation permet l’adressage et l’activation de TRPV2 au niveau de la membrane plasmique 

(Jahnel et al, 2003). 

Ses résultats ne semblent pas cohérents avec l’étude par microscopie électronique dans 

laquelle nous n’avons pas observé de canaux TRPV2 au niveau des cavéoles. De plus, aucune 

différence de l’intensité du signal n’est observée lorsque les cellules sont traitées avec le peptide 

alors que nous avons mis en évidence un recrutement du canal au niveau de la membrane des 

pseudopodes induit par LL-37. 

 

B. Les récepteurs de la famille ERBB sont impliqués dans 

l’activation de la protéine AKT et l’entrée de calcium induite 

par LL-37.  

 

Bien que nous n’ayons pas pu mettre en évidence l’activation d’un récepteur ERBB par 

LL-37 par la technique d’enrichissement en radeaux lipidiques, ces récepteurs semblent 

impliqués dans la phosphorylation de la protéine AKT induite par LL-37.  

Les récepteurs tyrosines kinases ERBB sont sensibles au PD153035 (2,5µM) qui inhibe 

tous les récepteurs de la famille. Nous avons traité les cellules MDA-MB-435s avec cet 

inhibiteur en présence ou en absence du peptide LL-37 puis analysé les lysats cellulaires par 

Western Blotting. Sur les cellules non traitées avec le PD153035, LL-37 augmente la 

phosphorylation de la protéine AKT, alors que le peptide n’a pas d’effet lorsque les récepteurs 

ERBB sont inhibés suggérant l’activation d’un de ces récepteurs par LL-37 (Figure 36 A).  

Pour déterminer si les ERBB peuvent être impliqués dans l’entrée de calcium induite 

par LL-37 nous avons utilisé le PD153035 (2,5µM) lors des mesures des variations calciques 

intracellulaires. En présence de 2mM de calcium extracellulaire, le PD153035 diminue de 21% 

l’entrée de calcium induite par LL-37 (Figure 36 B). En réalisant un protocole constitutif, nous 

avons observé une diminution non significative de 8% de l’entrée de calcium induite par LL-

37, sans effet de l’inhibiteur sur l’entrée constitutive de calcium basale (Figure 36 C). 

L’utilisation du PD153035 à 0,5µM ne diminue pas la migration des cellules MDA-MB-435s 

induite par LL-37 (Figure 36 D). Ces données suggèrent qu’un ou plusieurs récepteurs ERBB 

sont activés par LL-37 mais leur activation ne contribuerait pas à la potentialisation de l’entrée 

constitutive de calcium et ne serait pas impliquée dans la migration.  
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Le PD153035 inhibe la phosphorylation d’AKT. A 2,5µM, l’inhibiteur bloque tous les 

récepteurs ERBB mais il est possible qu’à cette concentration, le PD153035 ait des effets moins 

spécifiques. Ainsi l’activation d’un autre récepteur membranaire par LL-37 impliqué dans la 

phosphorylation de la protéine AKT et l’entrée de calcium ne peut être exclue. Un ou d’autres 

récepteurs membranaires activés par LL-37, capables d’activer la voie de signalisation 

PI3K/AKT et d’augmenter le calcium intracellulaire, sont encore à identifier.  

 

 

Figure 36 : Les récepteurs ERBB semblent impliqués dans la phosphorylation de la protéine AKT 

et dans l’entrée de calcium induite par LL-37 mais ne participent pas à la migration induite par 

le peptide. 

A. Les cellules MDA-MB-435s ont été traitées ou non avec LL-37 en présence ou en absence de 

l’inhibiteur des récepteurs de la famille ERBB, PD153035 à 2,5µM. Après la récolte des cellules, les 

lysats sont analysés par Western Blot. En conditions contrôles, LL-37 augmente la phosphorylation 

d’AKT (phospho-AKT, Ser473). Au contraire quand les cellules sont traitées préalablement avec le 

PD153035, la phosphorylation d’AKT induite par LL-37 est fortement diminuée. L’expérience a été 

réalisée trois fois. L’image est représentative des trois expériences. 

B. L’inhibition des récepteurs ERBB par le PD153035 à 2,5µM diminue de 21% l’entrée de 

calcium induite par LL-37 en présence de 2mM de calcium intracellulaire. (Moyenne ± SEM, *p<0,05) 

C. Avec le protocole constitutif pour les mesures des variations de calcium intracellulaire, le 

PD153035 à 2,5µM n’a pas d’effet sur l’influx constitutif basal et diminue de manière non significative 

l’entrée de calcium induite par LL-37. (Moyenne ± SEM) 

D. A 0,5µM, qui inhibe également tous les récepteurs de la famille ERBB, le PD153035 ne diminue 

par la migration des cellules cancéreuses MDA-MB-435sd induite par LL-37. (Moyenne ± SEM) 
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C. La phosphorylation de la protéine AKT induite par LL-37 

dépend du canal TRPV2 en condition basale ou après 

application de LL-37 

 

Il a été mis en évidence que le gadolinium, qui inhibe les canaux sensibles à l’étirement 

membranaire, bloque le recrutement membranaire du canal TRPV2. (Kanzaki et al, 1999; 

Nagasawa & Kojima, 2015). Ces études suggèrent aussi qu’une entrée de calcium basale est 

nécessaire au mécanisme de recrutement membranaire de TRPV2. Puisque ce recrutement est 

également dépendant de la voie de signalisation PI3K/AKT, nous avons donc émis l’hypothèse 

que l’entrée de calcium constitutive via les canaux TRPV2 présents au niveau de la membrane 

plasmique en conditions physiologiques, favorise l’activation de cette voie de signalisation.  

Nous avons alors analysé par Western Blotting la phosphorylation de la protéine AKT 

sur des lysats cellulaires issus de cellules MDA-MB-435s transféctées avec un siARN contrôle 

(siCtl) ou un siARN dirigé contre TRPV2 (siV2) traitées ou non avec le peptide LL-37 (Figure 

37). Dans les cellules siCtl non traitées (-), nous avons observé une phosphorylation basale de 

la protéine AKT, qui est augmentée lorsque les cellules sont traitées avec LL-37 (+). En 

revanche dans les cellules siV2, la phosphorylation d’AKT est fortement diminuée, que les 

cellules soient traitées ou non avec le peptide (Figure 37). Ce résultat préliminaire suggère que 

l’activation de la voie PI3K/AKT en condition basale est dépendante d’une entrée de calcium 

via le canal TRPV2 et que LL-37 perd sa capacité d’induite la phosphorylation d’AKT lorsque 

TRPV2 est absent.  

 

 

Figure 37 : La phosphorylation de la protéine AKT dépend du canal TRPV2. 

Les cellules MDA-MB-435s ont été transféctées avec un siARN contrôle (siCtl) ou un siARN dirigé 

contre TRPV2 (siV2) puis traitées ou non avec LL-37. Les lysats cellulaires ont ensuite été analysés par 

Western Blotting. Dans les cellules siCtl non traitées (-), la protéine AKT est phosphorylée (phospho-

AKT, Ser473). Cette phosphorylation est augmentée lorsque les cellules siCtl sont traitées avec LL-37 

(+), sans effet sur la quantité de protéine totale (AKT). Dans les cellules siV2 traitées et non traitées, la 

phosphorylation de la protéine est fortement diminuée. L’image est représentative de deux expériences.  
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D. La composition en cholestérol des membranes influence les 

effets du peptide sur la fluidité membranaire 

 

Grâce à la sonde fluorescente, sensible à la fluidité membranaire, le Laurdan, nous avons 

mis en évidence que le peptide LL-37 augmente la rigidité de la membrane des cellules MDA-

MB-453s (Article, Figure 2 C) (Figure 38 A).Dans les cellules, le cholestérol contribue à la 

rigidité membranaire. Nous avons donc tenté de déterminer l’impact d’un enrichissement des 

cellules MDA-MB-435s en cholestérol puis les effets du peptide LL-37 sur la fluidité 

membranaire. Lorsque les cellules sont enrichies en cholestérol, la rigidité membranaire basale 

est plus élevée (augmentation de la valeur Gp). L’application de LL-37 induit alors une 

diminution de la rigidité (Figure 38 B). 

Dans la littérature, il a été mis en évidence que le cholestérol diminue la fixation du 

peptide LL-37 aux bicouches lipidiques artificielles (Sood & Kinnunen, 2008). Or, nous avons 

observé une fixation du peptide LL-37 dans les radeaux lipidiques des cellules MDA-MB-435s, 

nano-domaines membranaires riches en cholestérol (Brown & Rose, 1992). 

Contrairement aux études sur les membranes artificielles, l’augmentation de la quantité 

de cholestérol dans les membranes cellulaires ne semble pas diminuer la fixation du peptide 

puisqu’il a un effet sur la fluidité membranaire. En revanche, cet enrichissement induit un effet 

inverse du peptide par rapport aux cellules où la quantité de cholestérol est « normale ». En 

effet, LL-37 augmente la fluidité de la membrane lorsque la quantité de cholestérol est 

augmentée.  

Dans les cellules non enrichies, l’augmentation de la rigidité membranaire induite par 

LL-37 est associée à une activation du canal TRPV2 et à une augmentation de la migration. De 

ce fait, nous pouvons émettre l’hypothèse que, dans les cellules enrichies en cholestérol, 

l’augmentation de fluidité membranaire induite par LL-37 pourrait diminuer la migration 

cellulaire. 
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Figure 38 : La composition en cholestérol des membranes des cellules MDA-MB-435s influence 

les effets du peptide LL-37 sur la fluidité membranaire. 
Les cellules MDA-MB-453s ont été incubées avec la sonde fluorescente sensible à la fluidité 

membranaire, le Laurdan. La valeur de polarisation généralisée (GP) est calculé en fonction des deux 

longueurs d’ondes d’émission de la sonde (440 et 490nm), par la formule suivant : em(440-

490)/(440+490). Cette valeur est représentée en fonction du temps exprimé en seconde.  

A. En condition contrôle, l’ajout du peptide LL-37 augmente la valeur GP ce qui reflète une 

augmentation de la rigidité membranaire Le graphique est représentatif des huit expériences réalisées. 

B. Au contraire, lorsque les cellules sont enrichies en cholestérol, LL-37 entraîne une diminution 

de la valeur GP indiquant une diminution de la rigidité membranaire (augmentation de la fluidité de la 

membrane). L’expérience a été réalisée une seule fois. 
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DISCUSSION & PERSPECTIVES 
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Un effet non cytotoxique du peptide LL-37 sur les cellules 

cancéreuses mammaires humaines 

Les études antérieures (Heilborn et al, 2005; Weber et al, 2009) et actuelles mettent en 

évidence la capacité du peptide à augmenter la migration des cellules cancéreuses mammaires 

humaines et son association avec le développement des métastases dans le cas de cancer du 

sein. Ce rôle pourrait être perçu comme contradictoire au vu de ses mécanismes antimicrobiens 

qui conduisent à des effets cytotoxiques ou cytostatiques sur les microorganismes. En effet, le 

rôle naturel du peptide est de détruire les pathogènes en se fixant à la membrane bactérienne en 

la désorganisant. De plus, des études proposent un effet cytotoxique du peptide sur les cellules 

eucaryotes (Johansson et al, 1998; Oren et al, 1999). Il est donc possible d’imaginer que, dans 

le cas du cancer du sein, la surexpression du peptide dans le microenvironnement tumoral puisse 

avoir un effet cytotoxique ou cytostatique sur les cellules cancéreuses mammaires humaines.  

Or, LL-37 favorise la migration de ces cellules sans effet délétère. Il est a noté qu’en 

fonction des études, les concentrations du peptide sont différentes. Lors des études sur E. coli, 

il apparaît que le peptide LL-37 induit la lyse de la bactérie pour une concentration de 12,5µM 

alors qu’à 7,5µM, il stoppe seulement la croissance bactérienne sans destruction (Oren et al, 

1999; Sochacki et al, 2011). De même, l’effet cytotoxique du peptide sur les cellules eucaryotes, 

les globules rouges humains et sur les lymphocytes T, est observé pour une concentration de 

12,5µM (Johansson et al, 1998; Oren et al, 1999). Les concentrations utilisées semblent 

excessives compte tenu des concentrations physiologiques du peptide. Par exemple, dans les 

neutrophiles, la concentration de la protéine hCAP18/LL-37 a été détectée à 1,34µM (Sørensen 

et al, 1997). Dans les kératinocytes la concentration du peptide LL-37 est de 32nM (Braff et al, 

2005) et elle est de1µM dans la sueur de patients sains (Murakami et al, 2002b). Au contraire 

dans des biopsies de peau de patients atteints de psoriasis, la concentration du peptide est en 

moyenne de 304µM (Ong et al, 2002). Il a également été mis en évidence que la concentration 

du peptide atteint 32µM dans le lait maternel humain (Murakami et al, 2005). Il est donc 

difficile d’imaginer que, à cette concentration, le peptide produit dans les glandes mammaires 

puisse avoir un effet cytotoxique sur les cellules épithéliales mammaires. Lors de notre étude, 

nous avons utilisé une concentration du peptide de 10µg/ml soit 2,2µM, proche des 

concentrations physiologiques. Cette concentration est bien inférieure à la celle induisant des 

effets lytiques sur les globules rouges ou les lymphocytes et à la concentration du peptide dans 

le lait maternel, confortant le rôle non cytotoxique de LL-37 sur les cellules cancéreuses 

mammaires humaines étudiées ici. 
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LL-37 interagit avec la membrane plasmique des cellules 

cancéreuses mammaires, dans les cavéoles et les pseudopodes 

Lors de notre étude, nous avons observé que le peptide antimicrobien LL-37 et le peptide 

de chiralité opposé (D)-LL-37 augmentent le calcium intracellulaire et la migration dans les 

cellules MDA-MB-435s. Cette observation nous a conduit à exclure l’hypothèse d’un 

mécanisme d’interaction conventionnel de type ligand-récepteur pour expliquer les effets du 

peptide LL-37 sur les cellules cancéreuses. Les différentes études de microscopies utilisées ont 

permis de mettre en évidence l’interaction du peptide avec la membrane plasmique des cellules 

et son internalisation après quelques minutes de traitement. L’analyse multispectrale confirme 

que le peptide est toujours associé à des membranes même suite à son internalisation. De plus, 

la fixation de LL-37 à la membrane modifie les propriétés physiques de cette dernière puisqu’il 

augmente sa rigidité.  

Le peptide LL-37 possède une structure secondaire en hélice α amphipathique courbée, 

avec une face hydrophobe vers le côté concave et une face hydrophile vers le côté convexe. LL-

37 possède une charge nette de +6 (Figure 4) (Wang, 2008). Des études ont mis en évidence la 

capacité du peptide à interagir avec les membranes riches en phosphatidylcholine (PC) neutres 

(Gordesky & Marinetti, 1973; Verkleij et al, 1973) ou en phosphatidylglycérol (PG) négatifs 

(Neville et al, 2006a), avec une fixation parallèle dans les deux cas (Figure 5 A) (Ding et al, 

2013; Henzler-Wildman et al, 2004). En revanche, le mécanisme d’interaction pourrait être 

différent puisque les deux phospholipides ne sont pas chargés de la même manière. En effet, 

LL-37 pourrait interagir avec les PG par des attractions électrostatiques entre les charges 

négatives de la membrane et les charges positives du peptide (Ding et al, 2013). Au contraire 

dans les membranes riches en PC neutres, ces interactions électrostatiques ne peuvent 

s’appliquer. Dans ce cas, mais également dans les membranes PG, la face hydrophobe du 

peptide lui permettrait de s’intégrer à l’interface polaire/apolaire des membranes comme 

représenté en Figure 5 B (Henzler-Wildman et al, 2004). La différence de charge entre les deux 

types de membranes semble permettre au peptide de discriminer les membranes bactériennes 

des membranes cellulaires et de se fixer préférentiellement aux premières (Neville et al, 2006a). 

Sur ce même principe, nous pouvons penser que la fixation du peptide sur les cellules 

cancéreuses puisse être différentielle suivant les variations locales de la composition des 

membranes, discriminant des régions membranaires spécialisées. 

 



207 

 

L’étude par microscopie électronique nous a permis de mettre en évidence deux 

localisations cellulaires spécifiques du peptide LL-37 sur la membrane. LL-37 se fixe dans les 

radeaux lipidiques de type cavéole et à la surface des structures migratoires, les pseudopodes.  

La localisation du peptide dans les cavéoles, riches en cholestérol (Brown & Rose, 

1992), est surprenante au vu de la littérature. En effet, il a été mis en évidence que la 

composition en cholestérol des membranes artificielles influence la fixation du peptide (Ding 

et al, 2013; Sood & Kinnunen, 2008). Dans des membranes artificielles composées de PC, la 

présence et la concentration en cholestérol atténue la fixation de LL-37 à la membrane (Sood 

& Kinnunen, 2008). Pour un ratio de 1 : 1 de PC et de cholestérol, aucune fixation du peptide 

LL-37 n’a été observée (Ding et al, 2013). En revanche, l’ajout de charges négatives par la 

présence de PG semble restaurer la fixation de LL-37 (Ding et al, 2013). Il a également été mis 

en évidence l’enrichissement des radeaux lipidiques en glycosphingolipides (Brown & Rose, 

1992). Parmi ces glycosphingolipides, il existe les gangliosides qui sont chargés négativement 

et qui sont présents principalement dans les radeaux lipidiques (pour revue (Sonnino et al, 

2007). Puisque la membrane externe des cellules est composée majoritairement de PC et 

sphyngomyéline neutres (Gordesky & Marinetti, 1973; Verkleij et al, 1973), la présence de 

charges négatives, apportées par les gangliosides, spécifiquement dans les radeaux lipidiques 

pourrait donc favoriser une attraction électrostatique du peptide et sa fixation préférentiellement 

dans les cavéoles. La fixation du peptide sur les cellules MDA-MB-453s enrichies en 

cholestérol est confortée par les expériences de fluidité membranaire. Sur ces cellules LL-37 

entraîne une diminution de la rigidité membranaire suggérant que le peptide est capable 

d’interagir avec la membrane plasmique même lorsqu’elle est enrichie en cholestérol. 

Cette observation pourrait expliquer les effets opposés du peptide qui ont été observé 

sur différents types de cancer sur la progression tumorale. Par exemple, dans le cas du cancer 

du sein, LL-37 favorise la migration cellulaire in vitro et le développement des métastases in 

vivo (Weber et al, 2009). Au contraire dans le cancer du côlon où LL-37 n’est pas exprimé, le 

traitement d’une lignée cancéreuse colique humaine avec le peptide favorise l’apoptose des 

cellules (Ren et al, 2012). Cet effet différent du peptide LL-37 sur deux types cellulaires 

cancéreux humains pourrait être lié à une composition en lipides ou glycolipides différente des 

membranes cellulaires. Cette hypothèse pourrait être une piste pour comprendre les rôles 

opposés du peptide LL-37 en fonction du type de cancer étudié. 

Il serait donc intéressant d’évaluer et d’influencer la composition lipidique des 

membranes des cellules cancéreuses mammaires humaines pour mieux comprendre 

l’interaction du peptide LL-37 avec les membranes cellulaire.  
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La fixation du peptide LL-37 à la membrane est orientée et 

discrimine des structures membranaires 

Nous avons également mis en évidence la localisation du peptide LL-37 dans les 

pseudopodes. Cette localisation spécifique pourrait également être liée à la présence de radeaux 

lipidiques dans ces structures. En effet, la présence de la protéine cavéoline a déjà été observée 

dans les lamellipodes des cellules de gliomes (Bomben et al, 2011) et dans les invadopodes des 

cellules cancéreuses mammaires humaines MDA-MB-231 (Brisson et al, 2013). Il est 

également possible que la composition lipidique et la structure de la membrane des 

pseudopodes attirent préférentiellement le peptide. En effet, LL-37 semble capable de 

discriminer les bicouches lipidiques artificielles en fonction de leur composition en lipide ou 

glycolipides (Neville et al, 2006a). Sur E. coli, il apparaît que LL-37 se fixe préférentiellement 

au niveau du centre de division de la bactérie, là où la membrane bactérienne est plus fine 

(Sochacki et al, 2011). Il serait donc intéressant d’isoler les pseudopodes pour pouvoir 

déterminer leur composition en lipides et tenter de mieux comprendre le mode d’interaction du 

peptide avec ces membranes particulières. 

La mesure de la fluidité a été réalisée sur les cellules en suspension mais il serait 

intéressant d’observer si le peptide induit un changement de fluidité membranaire globale ou 

locale sur des cellules adhérentes. Pour cela, l’observation des variations de fluidité 

membranaire par fluorescence et en temps réel pourrait permettre de répondre à cette question 

et de mieux comprendre l’impact de la fixation du peptide sur les cellules.  

 

Il est possible de penser que la fixation du peptide aux membranes cellulaires puisse 

entraîner la production de lipides, ce qui pourrait influencer l’activation de canaux ioniques 

sensible à ces lipides. Par exemple, il a été mis en évidence que des lysophospholipides activent 

le canal TRPV2 dans des cellules cancéreuses prostatiques, ce qui favorise leur migration 

(Monet et al, 2009). Dans notre cas, la production de lysophospholipides induite par la fixation 

du peptide LL-37 à la membrane pourrait expliquer l’activation du canal TRPV2 par LL-37 

dans les pseudopodes. L’analyse biochimique des lipides contenus dans des extraits de cellules 

MDA-MB-435s traitées ou non avec LL-37 pourrait nous permettre de répondre à cette 

question. 
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Les effets de la fixation du peptide LL-37 dans les cavéoles  

Suite à sa fixation dans les cavéoles, il apparaît que le peptide LL-37 est internalisé dans 

les cavéosomes après 5 minutes d’incubation par un mécanisme d’endocytose dépendent des 

cavéoles. C’est un mode d’endocytose, indépendant de la clathrine, qui fait suite à l’activation 

de récepteur, la présence de toxine bactérienne (toxine cholérique) ou de virus (SV40). Le 

devenir de ces cavéosomes serait finalement d’être délivrés au niveau de l’appareil de golgi ou 

du réticulum endoplasmique (pour revue (Pelkmans & Helenius, 2002). 

L’internalisation du peptide a déjà été mise en évidence pour son activité 

antimicrobienne. Par exemple, dans les cellules épithéliales bronchiques, LL-37 induit 

l’internalisation du LPS bactérien. Le complexe est localisé au niveau de l’appareil de Golgi 

après 4h d’incubation puis dans les lysosomes au bout de 24h. L’internalisation du LPS par LL-

37 passe par la transactivation du récepteur EGFR, localisé dans les radeaux lipidiques, qui 

permet de déclencher l’endocytose dépendante des cavéoles. Ce mécanisme permet de délivrer 

le LPS dans des compartiments intracellulaires où sont localisés les TLR4 pour induire une 

réponse inflammatoire des cellules épithéliales bronchiques (Shaykhiev et al, 2010).  

L’endocytose dépendante des cavéoles est déclenchée par divers mécanismes dont 

l’activation de récepteurs membranaires localisés dans ces structures (pour revue (Lajoie & 

Nabi, 2007). La présence du peptide LL-37 dans les cavéosomes est donc cohérent avec les 

études sur l’internalisation du peptide et suggère l’activation de récepteurs localisés dans les 

radeaux lipidiques induisant l’endocytose du peptide. Cette observation pourrait expliquer 

l’activation de la voie de signalisation PI3K/AKT induite par LL-37. En effet, de nombreux 

récepteurs membranaires tels que les récepteurs tyrosine kinase ou les récepteurs couplés aux 

protéines G (RCPG) sont localisés dans les radeaux lipidiques (pour revue (Simons & Toomre, 

2000).  

Nous avons mis en évidence que la phosphorylation de la protéine AKT induite par LL-

37 est inhibée en présence de l’inhibiteur des récepteurs de la famille ERBB. De plus, ces 

récepteurs sont localisés dans les radeaux lipidiques. Bien que nous n’ayons pas pu mettre en 

évidence l’activation d’un de ces récepteurs par le peptide, nous ne pouvons pas exclure leur 

implication. Même si nous avons exclu une interaction de type ligand-récepteur pour LL-37, sa 

fixation dans les cavéoles proche des récepteurs présents pourrait induire leur activation, 

conduisant à l’activation des voies de signalisation et à l’endocytose des cavéoles. L’activation 

des récepteurs ERBB par LL-37, sans interaction directe, peut être possible car il a été mis en 

évidence, dans des kératinocytes, qu’un étirement cellulaire peut induire l’activation du 
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récepteur EGFR et de la voie PI3K/AKT (Kippenberger et al, 2005). De plus, ces récepteurs 

semblent impliqués dans une entrée calcique potentiellement non constitutive (SMOCE) induite 

par LL-37 car l’inhibiteur PD153035 à 2,5µM diminue cette entrée de calcium, sans effet sur 

la migration cellulaire. Cette observation soulève la question des conséquences particulières de 

cette entrée calcique.  

La stimulation d’autres récepteurs par LL-37 ne peut être exclue. En effet, une étude sur 

les cellules cancéreuses mammaires suggère que le peptide LL-37 est un agoniste partiel du 

récepteur IGF-1R, conduisant à l’activation de la voie MAPK et à une augmentation de la 

migration cellulaire (Girnita et al, 2012). Il a également été montré que le traitement avec de 

l’IGF-1 d’un modèle cellulaire exprimant le canal calcique TRPV2, entraîne une augmentation 

du calcium intracellulaire par le canal (Kanzaki et al, 1999). De plus, dans ce même modèle, 

l’étude de la localisation cellulaire de TRPV2 par immunofluorescence met en évidence qu’une 

faible quantité de canaux TRPV2 est présente au niveau de la membrane plasmique en condition 

basale. Le traitement par l’IGF-I induit le recrutement membranaire de TRPV2 via la voie PI3K 

(Kanzaki et al, 1999). Le récepteur IGF-1R est associé au développement tumorale par 

l’activation des voies de signalisation MAPK et PI3K/AKT (pour revue (LeRoith & Roberts, 

2003). De plus, il a été mis en évidence une localisation de ce récepteur dans les radeaux 

lipidiques (Hong et al, 2004), nécessaire à la régulation de la signalisation PI3K/AKT 

(Romanelli et al, 2009). Il est donc envisageable que la fixation de LL-37 dans les cavéoles, 

dans cellules cancéreuses mammaires humaines, induise l’activation du récepteur IGF-1R, 

permettant l’activation de la voie PI3K/AKT et donc le recrutement membranaire de TRPV2, 

mais cette hypothèse reste à vérifier.  

 

Les limites de la technique d’isolement des radeaux lipidiques par 

ultracentrifugation sur gradient de saccharose 

Alors que le peptide LL-37 augmente la phosphorylation de la protéine AKT dans les 

analyses sur extraits protéiques totaux, cet effet n’a pas pu être mis en évidence avec les 

analyses sur les radeaux lipidiques. De même, par cette même technique, nous avons observé 

la forme glycosylée du canal TRPV2 exclusivement dans la partie radeaux lipidiques mais pas 

d’augmentation du canal avec un traitement LL-37 alors que la microscopie électronique 

montre clairement son recrutement membranaire au niveau des pseudopodes quand les cellules 
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sont traitées avec LL-37. Ces résultats remettent en question la technique d’enrichissement en 

radeaux lipidiques par ultracentrifugation sur gradient de saccharose. 

La forme glycosylée du canal TRPV2 permet l’adressage du canal à la membrane et 

correspond donc à sa localisation membranaire (Jahnel et al, 2003). Il a été mis en évidence 

qu’une protéine intracellulaire appelée RGA (pour recombinase gene activator) interagit avec 

le canal TRPV2 (Stokes et al, 2005). Cette interaction a lieu exclusivement dans des vésicules 

intracellulaires et est dépendante de la glycosylation du canal (Barnhill et al, 2004). Ces 

résultats suggèrent que TRPV2 est glycosylé dans les vésicules intracellulaires pour permettre 

son recrutement membranaire. D’après ces observations, nous pouvons émettre l’hypothèse que 

la fraction radeaux lipidiques que nous avons isolée ne contient pas seulement ces radeaux mais 

probablement les membranes des pseudopodes et des vésicules intracellulaires. L’analyse de la 

composition lipidique des pseudopodes pourrait permettre de répondre à cette question. 

 

LL-37 active la voie de signalisation PI3K/AKT 

L’activation de la voie de signalisation PI3K/AKT par LL-37 peut être la conséquence 

de sa fixation dans les cavéoles et/ou dans les pseudopodes. Cette voie, activée par LL-37, est 

nécessaire au recrutement membranaire du canal TRPV2. D’un autre côté, la phosphorylation 

de la protéine AKT est aussi dépendante de l’entrée de calcium par TRPV2. Ces résultats 

montrent une interdépendance entre l’activation de la voie PI3K et l’entrée de calcium par 

TRPV2. 

Très récemment, Nagasawa et Kojima ont mis en évidence l’activation de la voie 

PI3K/AKT par un stress mécanique membranaire nécessaire au recrutement membranaire du 

canal TRPV2 (Nagasawa & Kojima, 2015). Dans une lignée cellulaire humaine de 

fibrosarcome, un stress mécanique est appliqué à l’aide d’une pipette entraînant une 

accumulation de la protéine AKT dépendante de PI3K sous la pipette. En parallèle, l’application 

du stress mécanique entraîne une augmentation locale du calcium intracellulaire qui se propage 

ensuite dans toute la cellule, créant des oscillations de calcium pendant toute la durée du stress. 

Ces oscillations de calcium sont dépendantes du canal TRPV2 (Nagasawa & Kojima, 2015). 

L’application du stress mécanique entraîne également une accumulation du canal TRPV2 sous 

la pipette. De plus, les auteurs mettent en évidence que l’augmentation locale du calcium 

intracellulaire a lieu avant l’accumulation du canal sous la pipette. Cette dernière est également 

dépendante de l’activation de la voie PI3K/AKT induite par le stress mécanique et est bloquée 

en présence d’un inhibiteur des canaux ioniques sensibles à l’étirement, le gadolinium. D’après 
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l’ensemble de ces résultats, les auteurs proposent que le stress mécanique induit l’activation des 

canaux TRPV2 déjà présents au niveau de la membrane plasmique. L’entrée de calcium via 

TRPV2 et l’activation de la voie PI3K/AKT entraîne la translocation de nouveaux canaux 

TRPV2 au niveau de la pipette pour générer des oscillations calciques dans les cellules 

(Nagasawa & Kojima, 2015). Ce mécanisme pourrait donc s’appliquer au peptide LL-37 car la 

fixation du peptide au niveau de la membrane des pseudopodes pourrait entraîner un étirement 

membranaire qui activerait les canaux TRPV2 déjà présents au niveau de la membrane. 

Inversement, l’entrée de calcium via TRPV2 pourrait favoriser l’activation de la voie de 

signalisation PI3K/AKT puisqu’il a été décrit des sites de fixation de la calmoduline sur les 

récepteurs ERBB (Guéguinou et al, 2014b).  

 

Nos résultats ont fait apparaître que le peptide LL-37 possède deux sites préférentiels 

de fixation sur les cellules en suspension, les cavéoles et les pseudopodes. Avec nos données 

actuelles, il est difficile de distinguer l’origine de l’activation de la voie PI3K/AKT. Par la suite, 

il serait intéressant de réaliser ces mêmes études sur des cellules adhérentes et notamment de 

pouvoir observer la dynamique de fixation du peptide sur les cellules, pour voir s’il existe un 

effet différent du peptide sur ces deux structures. Pour cela, nous pourrions utiliser le peptide 

modifié LL-37-Asp26Anl couplé au fluorochrome Cyanine 5. L’utilisation de cellules MDA-

MB-435s transformées pour exprimer, par exemple, les protéines PI3K fluorescentes pourrait 

permettre d’observer en temps réel le lieu préférentiel de son activation et de son recrutement 

membranaire en fonction du traitement avec le peptide LL-37Asp26Anl-Cy5. Enfin, en utilisant 

une sonde fluorescente sensible au calcium intracellulaire en microscopie, nous pourrions 

mettre en évidence si l’augmentation du calcium intracellulaire induite par le peptide reste 

localisée spécifiquement dans les structures migratoires, ou si elle a lieu dans toute la cellule.  

 

Potentialisation de l’entrée de calcium par l’activation du canal 

BKCa 

Le canal BKCa est impliqué dans l’entrée de calcium et la migration des cellules MDA-

MB-435s induite par LL-37 en coopération avec le canal TRPV2. Ce type de complexe a été 

mis en évidence pour le canal calcique Orai1 et le canal potassique SK3 dans les cellules 

cancéreuses mammaires MDA-MB-435s. Ce complexe est localisé spécifiquement dans les 

radeaux lipidiques et favorise la migration des cellules (Chantôme et al, 2013). L’analyse des 
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radeaux lipidiques localise BKCa en dehors des radeaux alors que le TRPV2 serait situé à 

l’intérieur, ne mettant pas en évidence un complexe physique entre TRPV2 et BKCa. 

Cependant, l’étude par microscopie électronique montre que les deux canaux sont sur les 

pseudopodes. Cette localisation pourrait favoriser l’association fonctionnelle entre les deux 

canaux. L’entrée de calcium induite par TRPV2 peut activer le canal BKCa puisqu’il est 

sensible aux variations de calcium intracellulaire. L’efflux de potassium induit alors une 

hyperpolarisation membranaire et l’augmentation de la force électromotrice calcique Ce 

complexe fonctionnel suggère la mise en place d’une boucle de régulation permettant de 

maintenir l’entrée de calcium par le canal TRPV2 au niveau des pseudopodes.  

 

LL-37 peut jouer un rôle dans la migration et l’invasion des cellules 

cancéreuses mammaires humaines 

Comme nous l’avons discuté dans l’introduction, la migration cellulaire nécessite la 

formation de structures migratoires dont les pseudopodes et la mise en place d’adhésions 

focales à l’avant de la cellule pour permettre le mouvement cellulaire (Figure 12). La mise en 

place de ces protrusions et des adhésions focales est dépendante de l’activation de protéines de 

signalisation dont plusieurs sont régulées par le calcium intracellulaire, telles que la protéine 

des adhésions focales FAK ou les petites GTPases. Ainsi, le mécanisme mis en place par LL-

37 dans les pseudopodes permet d’induire une forte entrée de calcium pouvant réguler ces 

protéines et donc favoriser la migration cellulaire.   

Ce mécanisme ne serait pas restreint à la lignée cellulaire cancéreuse MDA-MB-435s 

puisque les peptides de chiralité opposée (L)-LL-37 et (D)-LL-37 augmentent également la 

migration de deux autres lignées cancéreuses mammaires humaines, les MCF7 et MDA-MB-

231, et impliquent aussi le canal TRPV2. Pour valider ce mécanisme sur les MCF7 et les MDA-

MB-231, il serait intéressant de déterminer la localisation du canal TRPV2 dans ces deux 

lignées cellulaires (pseudopodes et/ou cavéoles) et si LL-37 induit le recrutement membranaire 

du canal. L’analyse de l’activation de la voie de signalisation PI3K/AKT dans ces cellules serait 

également nécessaire pour confirmer l’activation de ce système. 

 

Nous avons pu mettre en évidence une relevance clinique à nos résultats puisque nous 

avons observé une association entre l’expression du canal TRPV2 et celle du peptide LL-37 

dans une cohorte de 101 tumeurs du sein. L’étude devra être poursuivie, en particulier pour 
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analyser l’expression de TRPV2 et LL-37 en fonction du grade tumoral, du nombre de 

ganglions lymphatiques positifs pour les métastases. De plus, dans le cancer des ovaires et dans 

le cancer du pancréas, le peptide LL-37 est détecté dans les cellules stromales du 

microenivronnement tumoral (Coffelt et al, 2008; Sainz et al, 2015). L’expression du peptide 

par les macrophages infiltrant les tumeurs ovariennes et pancréatiques favorise la progression 

tumorale (Li et al, 2013b; Sainz et al, 2015). L’analyse de l’expression de LL-37 par les cellules 

du stroma des tumeurs mammaires humaines est donc envisagée. 

 

Le rôle du peptide dans l’invasion des cellules cancéreuses mammaires reste à 

déterminer. En effet, l’étude antérieure menée par notre équipe met en évidence que le peptide 

favorise le développement des métastases dans un modèle murin (Weber et al, 2009). Ces 

observations pourraient suggérer un rôle du peptide dans la dégradation de la matrice 

extracellulaire. Nous avons mis en évidence que LL-37 cible principalement les structures 

migratoires, les pseudopodes mais il est probable que le peptide puisse également augmenter 

l’activité d’autres protrusions cellulaires impliquées dans l’invasion cellulaire, telles que les 

invadopodes. En effet, ces structures possèdent une activité protéolytique et sont donc capables 

de dégrader la matrice extracellulaire. Par immunofluorescence, il serait intéressant de voir si 

le traitement des cellules avec le peptide, ensemencées sur une matrice (matrigel), augmente la 

formation des invadopodes et la dégradation de la matrice extracellulaire. De plus, par la 

technique d’isolement des invadopodes (Brisson et al, 2013), nous pourrions déterminer si le 

peptide LL-37 est également capable d’augmenter les canaux TRPV2 et d’activer la voie de 

signalisation PI3K/AKT dans ces structures pour augmenter leur activité. D’un autre côté si 

LL-37 est impliqué dans l’invasion des cellules cancéreuses mammaires, l’étude de 

l’expression de métalloprotéases en présence du peptide pourrait permettre de mettre en 

évidence ce phénomène.  

 

Les stratégies d’inhibition des effets du peptide LL-37 

A terme, une meilleure compréhension du mécanisme d’action du peptide LL-37 sur les 

cellules cancéreuses permettrait de mettre en place des stratégies pour tenter d’inhiber ses effets. 

Pour cela, il est possible d’envisager l’utilisation de peptides tronqués issus de LL-37 dont un 

rôle inhibiteur a déjà été montré sur les cellules cancéreuses mammaires humaines MCF7 

(Weber et al, 2009). Dans ces cellules, il a été mis en évidence que LL-37 augmente l’activation 

de la voie MAPK et la migration cellulaire. Seul, le peptide LL-25, issus de la déplétion des 12 
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derniers acides aminés du peptide LL-37, n’a pas d’effet sur le voie MAPK et la migration de 

ces cellules. Le co-traitement des cellules avec LL-37 et LL-25 inhibe l’activation de la voie 

MAPK et la migration induite par LL-37 (Weber et al, 2009). Le mécanisme d’inhibition du 

peptide LL-25 sur LL-37 reste sur encore à élucider mais les données de cette thèse ont permis 

d’identifier une cible activée par LL-37, le canal TRPV2. Ainsi, le peptide LL-25 pourrait 

bloquer ou être incapable d’activer la voie PI3K/AKT, le recrutement membranaire et l’entrée 

de calcium par le canal TRPV2 induits par LL-37 dans les cellules MDA-MB-453s. Si cette 

hypothèse est vérifiée in vitro, il serait intéressant de réaliser une étude in vivo, dans un modèle 

murin par exemple, pour déterminer si le traitement des souris avec LL-25 peut empêcher le 

développement des métastases. L’utilisation d’anticorps anti-LL-37 pourrait également être une 

alternative pour inhiber les effets du peptide dans les tumeurs du sein. Enfin, nous avons mis 

en évidence une association entre l’expression du canal TRPV2 et celle du peptide LL-37 dans 

les tumeurs. Il pourrait être intéressant de bloquer directement le canal TRPV2, ou limiter son 

activité, dans les tumeurs pour bloquer les effets du peptide sur le développement des 

métastases. 
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CONCLUSION 
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Les objectifs de cette thèse étaient d’identifier les mécanismes moléculaires activés par 

LL-37 induisant la migration de cellules cancéreuses mammaires. Dans la littérature, les 

récepteurs activés par LL-37 étaient nombreux et l’hypothèse d’un mécanisme commun 

d’activation semblait difficile à élaborer. L’utilisation de l’énantiomère de LL-37, (D)-LL-37, 

présente des effets similaires au peptide naturel ce qui tranche définitivement cette question et 

souligne l’impossibilité d’un récepteur protéique particulier pour LL-37. Nos données 

localisant le peptide sur la cellule montrent un attachement membranaire, dans un 

environnement plutôt apolaire, avec des conséquences sur les propriétés physiques de la 

membrane. Ces résultats concordent avec des mécanismes décrits précédemment pour les 

activités antimicrobiennes de LL-37 sur les membranes de microorganismes. De manière 

surprenante, l’attachement du peptide semble néanmoins orienté avec une fixation 

préférentielle au niveau de domaines membranaires particuliers : les cavéoles et les 

pseudopodes. Les conséquences de l’enchâssement du peptide dans la membrane de ces 

structures ne sont pas entièrement élucidées. Néanmoins, nos travaux montrent la mise en place 

de courants calciques dans les pseudopodes avec l’activation de voies de signalisation soutenant 

les effets pro-migratoires de LL-37 sur trois lignées cancéreuses mammaires. Le tropisme 

particulier de LL-37 pour ces domaines membranaires a généré de nouvelles hypothèses de 

travail qui sont regroupées dans la Figure 39. 

Nos hypothèses actuelles se fondent sur la structure tridimensionnelle du peptide avec 

ses six charges positives. Au niveau des cavéoles et des pseudopodes, la présence de 

glycolipides chargés négativement, les gangliosides, orienterait sa fixation dans ces structures 

(Sonnino et al, 2007; Freund et al, 2010). Sa fixation entraînerait un regroupement (clustering) 

des gangliosides compatible avec une augmentation de la rigidité membranaire (Mitchell et al, 

2009) suivi d’un enchâssement du peptide dans la membrane. Ces interactions induiraient alors 

l’activation de récepteurs cavéolaires ainsi que des canaux TRPV2 dans les pseudopodes et de 

la protéine PI3K.  

L’interaction du peptide LL-37 avec les membranes cellulaires pourrait être un 

mécanisme commun du peptide sur les différents types de cancer. Il est possible d’émettre 

l’hypothèse qu’en fonction de la composition lipidique ou glycolipidique des membranes des 

différentes cellules cancéreuses étudiées, le peptide puisse avoir des effets différents, ce qui 

pourrait expliquer pourquoi LL-37 possède un rôle pro-tumoral dans certains types de cancer, 

alors que dans d’autres, il aurait un effet plutôt anti-tumoral. Cette fixation du peptide à la 

membrane et notamment dans les radeaux lipidiques de type cavéole permet également de 
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mieux comprendre la diversité des récepteurs activés par le peptide dans les différents types 

cellulaires.  

 

 

Figure 39 : Deux sites de fixation du peptide, effets indépendants ou complémentaires ? Les 

hypothèses.  

(1) Le peptide LL-37 se fixe au niveau des cavéoles. Les charges positives du peptide orienteraient 

sa fixation sur les gangliosides (chargés négativement) présents dans les cavéoles, induisant une tension 

membranaire. Cette fixation entraînerait l’activation d’un ou plusieurs récepteurs membranaires 

localisés dans ces structures, tels que les récepteurs de la famille ERBB, le récepteur IGF-1R ou encore 

les récepteurs couplés aux protéines G (RCPG), conduisant à l’activation de la voie de signalisation 

PI3K/AKT. L’activation de cette voie pourrait favoriser la prolifération cellulaire et/ou la transcription 

de gènes, tels que des gènes codant pour des métalloprotéases. D’un autre côté, l’activation des 

récepteurs membranaires pourrait également activer des phospholipases (PLase) capables de générer des 

seconds messagers stimulant une entrée de calcium de type SMOCE. 

(2) Le peptide LL-37 se fixe au niveau des pseudopodes, structures impliquées dans la migration 

cellulaire. Les charges positives du peptide orienteraient sa fixation sur les gangliosides (chargés 

négativement) qui pourraient être également présents dans les pseudopodes. Cette fixation du peptide 

induirait une tension membranaire conduisant à l’activation des canaux TRPV2 déjà présents à la 

membrane et à l’activation de la voie PI3K/AKT. L’activation de PI3K/AKT permet alors de recruter 

de nouveaux canaux TRPV2 dans les pseudopodes. L’entrée de calcium induite par LL-37 via TRPV2 

active le canal BKCa localisé également dans ces structures, potentialisant l’entrée de calcium. 

L’activation de ce mécanisme localisé dans les pseudopodes par le peptide augmente la capacité de 

migration des cellules cancéreuses mammaires humaines MDA-MB-435s. Ce mécanisme pourrait être 

associé à une augmentation de l’activité des métalloprotéases contribuant à l’invasion cellulaire. 
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Actuellement, nous ne savons pas si l’activation des deux structures (cavéoles et 

pseudopodes), induite par le peptide LL-37, a des effets physiologiques qui coopèrent, s’ils 

mènent à des effets complémentaires ou s’ils sont indépendants. Cependant, les différents 

acteurs identifiés pourraient contribuer à l’invasion et la prolifération des cellules tumorales 

soutenant les effets du peptide dans le développement tumoral dans le cancer du sein. Seule la 

compréhension des mécanismes de fixation de LL-37 ainsi que l’identification des partenaires 

activés pourront permettre de développer des stratégies inhibant les effets du peptide dans le 

cancer. 
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Abstract 

BACKGROUND: Just 10-20% of patients with metastatic colorectal cancer (mCRC) get a 

clinical benefit out of anti-EGFR monoclonal antibodies (mAbs) use. We hypothesized that 

part of mAbs efficacy is due to their effect on calcium homeostasis and on SOCE (Store 

Operated Calcium Entry) following modulation of Akt. 

RESULTS: Here we demonstrate that SOCE promoted cancer cell migration following the 

formation of lipid raft ion channel complex composed of TRPC1/Orai1 and SK3 channels. 

This was triggered by the phosphorylation of the reticular STIM1 protein by EGF and Akt 

pathway. As a positive feedback loop, our data showed that SOCE activates Akt and SK3 

channel, leading to SOCE amplification. This amplification occurs through the activation of 

Rac1/Calpain by Akt. Anti-EGFR mAbs modulated SOCE and cancer cell migration through 

Akt pathway. Interestingly, the alkyl-lipid Ohmline, inhibitor of SK3 channel, splited the 

lipid-raft ion channel complex, decreased P-Akt and modified the action of mAbs. 

CONCLUSIONS: This study demonstrates for the first time the capacity of an alkyl-lipid to 

modify anti-EGFR mAbs response through the control of calcium signaling. This may provide 

oncologists with the opportunity to improve mAbs action by altering the lipid composition of the 

lipid rafts. 
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Introduction 

Colorectal cancer is a major cause of morbidity and mortality throughout the world [1, 2]. The 

therapeutic arsenal in colorectal cancer has recently included two anti-EGFR monoclonal 

antibodies (mAbs), i.e.: cetuximab and panitumumab [3, 4]. Nevertheless, only 10-20% of 

patients with metastatic colorectal cancer (mCRC) benefit from anti-EGFR mAbs therapy. 

These restricted benefits are due to i) a constitutive activation of PI3K-Akt pathway, mostly a 

consequence of K-Ras mutation;  ii)  an abnormal PI3K status.  It is therefore necessary to 

identify predictive biomarkers of the anti- tumor effect of this biomedicine associated with its 

efficiency in order to optimize its use. We know that regulation and activation of K+ and Ca2+ 

channels, involved in cell migration, are partly related to the activation of the EGFR pathway. 

In non-excitable cells, Ca2+ homeostasis is regulated by voltage–independent Ca2+ channels, 

such as Transient Receptor Potential (TRP) or Orai channels. During the last decade, these 

channels have been found expressed in various tumors types [5].  Store operated Ca2+ entry 

(SOCE), mediated by the interaction of a Ca2+ sensor at the endoplasmic reticulum STIM1 

and the plasma membrane channels Orai1, is a ubiquitous Ca2+ entry pathway. For reducing 

energy consumption and for the fine regulation of their activities, Ca2+ channels appear to be 

associated to Ca2+-activated K+ channels to form complexes [6]. In tumor cells they contribute 

to several cancer associated functions such as cell proliferation, cell migration and the 

capacity to develop metastases [6, 7 Gueguinou, 2014 #130].  We proposed that theses 

complexes are spatially segregated in nanodomains such as lipid-rafts [8]. This particular 

localisation has been observed for the TRPC1 channelosome [9], and many ion channels were 

found to be expressed in lipid-rafts [10].We recently discovered that a channel complex 

SK3/Orai1, localized exclusively in lipid-rafts, controls bone metastasis development in a 

mouse orthotopic xenografted model of breast cancer [7]. We hypothesized that efficacy of 

mAbs would depends on SOCE that are under the control of lipid raft ion channel complexes 
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and thus alterable by lipids. Here, we present data indicating he functional presence of a new 

K+/Ca2+ complex in the HCT-116 colon cancer cell line (K-Ras, PIK3CA mutated). This 

complex is composed of SK3/Orai1/TRPC1 channels andinvolves STIM1-activated SOCE 

and cancer cell migration. The switch f Orai1/TRPC1 into lipid-rafts where SK3 channel is 

located is triggered by Akt and STIM1 phosphorylation. This occurs through the activation of 

Rac1/Calpain. The alkyl-lipid Ohmline, previously identified through its SK3 inhibition 

properties, delocalized SK3 from the lipid-rafts, reducing SOCE and the PI3K/Akt/Rac1 

pathway activation, thus leading to a decreased cell migration, induced or not by EGF. The 

two anti-EGFR mAbs cetuximab and panitumumab modulated SOCE and cancer cell 

migration through Akt pathway. Interestingly, Ohmline, by spliting the lipid-raft ion channel 

complex, decreased P-Akt and modified the action of mAbs.  

RESULTS  

The SK3 channel promotes SOCE–dependent HCT-116 cell migration. 

To investigate the role of SK3 in the migratory ability of colon cancer cells HCT-116, we 

tested the effect of SK3-siRNA and Apamin on cell migration. As shown in Figure 1A, down-

regulation of SK3 in cells with SK3-siRNA or Apamin treatment decreased the number of 

migrating cells without affecting cell viability (data not shown). Correspondingly, Apamin 

decreased the current density-voltage relationship of the SK3 channel (Fig.1B). As displayed 

in Figure 1C, downregulation of SK3 expression by siRNA was associated with a decrease of 

SOCE. The protein STIM1 and the TRPC1 and Orai1 channels have been shown to be Store-

Operated Channels (SOC) regulating cancer cell migration [5]. Silencing of STIM1, Orai1, 

and TRPC1 led to a decrease of SOCE evoked by the chemical SOCE inducer Thapsigargin 

(Tg) in HCT-116 cells (Fig.1D). Furthermore, cell migration decreased (Fig.1E) without 

additive effect when a co-treatment siSTIM1/Apamin was performed (Fig.1E). Thus, SOCE 

induced by STIM1/Orai1/TRPC1 controls SK3-dependent colon cancer cell migration. 
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STIM1 activation recruits an Orai1/TRPC1 complex into lipid-rafts containing SK3 

channels. 

SK3 has been found to be expressed exclusively in caveolae-lipid-rafts, whereas Orai1 was 

localized outside (Fig.2A). Interestingly, depletion of Ca2+ store by Tg induced a recruitment 

of Orai1-TRPC1 channels into lipid-rafts (Fig.2B). Thus, depletion of reticular Ca2+ store and 

consecutive activation of STIM1 could be required to the recruitment of Orai1-TRPC1 

channels into lipid-rafts, in the same membrane domain than SK3. To confirm this hypothesis, 

we performed co-immunoprecipitation experiments with STIM1 prior to- and after SOCE 

evoked by Tg. As shown in Figure 2C, STIM1 did not co-immunoprecipitate with Orai1 nor 

TRPC1 in control conditions. However, Tg led to the co-immunoprecipitation of STIM1 with 

Orai1, TRPC1 and caveolin-1. This suggests that Ca2+ stores depletion in these colon cancer 

cells leads to the STIM1-dependent functional requirement of Orai1-TRPC1 into lipid-rafts, 

forming a complex with STIM1 and caveolin-1, complex that may interact with the lipid-raft 

SK3 channels. This may allow the interaction of these Ca2+ channels with SK3 into lipid-rafts, 

which in turn forms a Ca2+ microdomain stimulating the SK3-dependent colon cancer 

migration. 

Rac1 basal activity promotes SOCE-dependent migration through activation of the 

downstream effectors PI3K/Akt. 

HCT-116 cancer cells are characterized by a constitutive activation of the PI3K/Akt signaling 

pathway through activating mutations in PIK3CA. As shown in Figure 3A, pharmacological 

inhibition of PI3K/Akt pathway by LY294002 or MK2206 led to a decrease of SOCE. 

Furthermore, inhibition of Akt phosphorylation by MK-2206, confirmed by western blotting 

(Fig.3B, Inset), largely decreased cell migration (Fig.3B). This suggests that endogenous 

activation of PI3K/Akt pathway may stimulate the SOCE-dependent cancer cell migration. In 

the same way, SK3 and Orai1 downregulation but not TRPC1, led to a decrease of P-Akt 
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(Fig.3C). Thus, endogenous activation of the PI3K/Akt pathway is associated with a SOCE-

dependent cell migration through the TRPC1/Orai1/SK3 channel complex. To go further, we 

hypothesized that the constitutive activation of PI3K/Akt could modulate the small G protein 

Rac1 during the process of controlling SOCE-dependent cell migration. As shown in Figure 

3D, the dominant-negative Rac1 reduced SOCE and cell migration. Thus, Rac1 basal activity 

seems to promote SOCE-dependent migration, which is also mediated by activation of 

PI3K/Akt pathway. We know that calpain causes a Ca2+-dependent proteolysis of molecules 

upstream of Rac1, and thus regulates Ca2+ dependent cell migration [7]. We showed that basal 

activity of calpain is down regulated by the pharmacological inhibition of Akt, in the 

proportion of an inhibitor of calpain, (Fig.3E). This suggests that calpain could have a role in 

the SOCE-dependent PI3K/Akt/Rac1 pathway. 

PI3K/Akt/Rac1 pathway mediates EGF-induced SOCE dependent cell migration by P-

STIM1. 

Since the PI3K/Akt pathway is one of the main signaling pathways downstream of EGFR 

[11], we examined the link between deregulated EGFR signaling and cancer cell migration. In 

HCT-116 cells, EGF increased SOCE and cell migration, both effects being inhibited by 

PD153035, a potent inhibitor of EGFR (Fig.4A,B). Note that EGF and Tg both activated Akt 

(Fig.4C, upper panel). Interestingly, STIM1 was also found to be phosphorylated following 

Tg and EGF stimulations. Moreover, Akt activation was necessary for this EGF-dependent 

effect, since inhibition of Akt prevented STIM1 phosphorylation subsequent to EGF treatment 

(Fig.4C, lower panel). Thus, STIM1 activation following its phosphorylation by EGF 

stimulation and Akt, appears to be the trigger of SOCE and to promote cell migration, 

mediated by the switch of TRPC1/Orai1 into lipid-rafts next to SK3. As shown in Figure 4D, 

down-regulation of TRPC1/Orai1/P-STIM1 prevented the increase of cell migration induced 

by EGF to approximately the same level as observed withPD153035 (Fig.4B). Interestingly, 
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this was associated with a decrease of P-Akt (Fig.4D) suggesting a relationship between 

enhancement of P-Akt and SOCE by EGF.  

To go further, we showed that Rac1 activation by EGF was prevented by addition of an Akt 

inhibitor (Fig.4E). This is in favour of the downstream activation of Rac1 by PI3K/Akt 

pathway following EGF stimulation. According to the increase of cell migration induced by 

Rac1, EGF stimulation increased the lamellipodial formation (Fig.4E). Moreover, EGF 

activated calpain and this effect was down regulated by Akt inhibition (Fig.4F). Thus, 

enhancement of cancer cell migration by EGF seems to be linked both to the activation of the 

PI3K/Akt/Rac1/calpain pathway and to the increase of SOCE, which is dependent on 

activation of both Rac1and Akt regulating STIM1 phosphorylation.  

Anti-EGFR mAbs effects converge on SOCE-dependent PI3K/Akt pathway in K-Ras 

mutated cancer cells migration. 

Due to K-Ras gene mutations, HCT-116 cells are resistant to the antiproliferative effects of 

the anti-EGFR therapies cetuximab or panitumumab (Fig.5A). Nonetheless, the consequence 

of such mutations on Akt-dependent Ca2+ signaling is unknown. In Figure 5B, cetuximab 

increased HCT-116 cells migration whereas panitumumab decreased it (upper panel). Akt 

phosphorylation was modified in a corresponding manner, i.e. increased in presence of 

Cetuximab and decreased by panitumumab (Fig.5B, lower panel). These effects correlated 

with SOCE activities as well (Fig.5C): cetuximab activated STIM1-dependent SOCE while 

panitumumab decreased it. Silencing of STIM1 abolished the modifying effect of the 

antibodies on cell migration (Fig.5D). In the same way, silencing of Orai1/TRPC1/SK3 

complex decreased the cetuximab-enhanced cell migration, and this was associated with a 

decrease of Akt phosphorylation (Supplemental data Fig.1). Thus, our results showed that in 

K-Ras- and PI3K-mutated cancer cells, cetuximab and panitumumab used both the PI3K/Akt 

pathway to control in an opposite way SOCE-dependent cancer cell migration (Fig.5E). 
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Ohmline modifies the action of Anti-EGFR mAbs in mCRC. 

Ohmline treatment (Fig.6A, middle panel) induced a delocalization of SK3 channels from 

lipid-rafts along with a reduction of SOCE-dependent cell migration (Fig.6B), without 

affecting the switch of the Orai1-TRPC1 channels, remaining in the lipid-rafts after Tg 

simulation (Fig.6A, right panel). This supports the enhancing role of SK3 channels on the 

SOCE when Orai1/TRPC1 channels are recruited in a lipid-raft domain. Dissociation of the 

lipid-raft Orai1/TRPC1/SK3 complex by Ohmline prevented the increased cell migration 

(Fig.6C) and Akt phosphorylation by EGF (Fig.6C, inset). Furthermore, the increase of Rac1-

GTP and calpain activities by EGF was prevented by Ohmline treatment (Fig.6D). Thus, for 

the first time, we show that an alkyl-lipid, can modulate the PI3K/Akt/Rac1 pathway 

downstream of EGFR, due to the dissociation of the lipid-raft Orai1/TRPC1/SK3 complex, 

SK3 being outside of lipid-raft (Fig.2). To go further we hypothesized that cetuximab and 

panitumumab could be an effective treatment in combination with Ohmline for a subset of 

patients K-Ras mutated with mCRC. As shown in Figure 6E (left panel) the co-treatment 

Ohmline/mAbs decreased SOCE-dependent cell migration in both cases and was correlated to 

the down-regulation of Akt phosphorylation (right panel). These results suggested that the 

combined inhibition of both EGFR signaling pathways associated with the selective switch of 

SK3 outside lipid-rafts by Ohmline could represent a personalized therapeutic strategy 

dedicated at overcoming the lack of inhibition of PI3K/Akt intracellular signaling when mAbs 

are used as single agent treatment. To go further, we assessed SK3 epithelial expression in 

clinical specimen of colon carcinoma. Most (90%) of the colon cancer samples from primary 

tumors (167 of 184), showed positive epithelial SK3 staining (Fig.6F). In this perspective, it 

could be clinically relevant to target SK3 channel expression in patients whose tumors 

develop resistance to anti-EGFR therapies, in order to determine whether this adverse 

evolution could be reversed. 
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DISCUSSION 

Recently, human colon cancer cells have been shown to present an increase of SOCE, related 

to an increase of TRPC1, Orai1, Orai2, Orai3 and STIM1 expressions. These changes were 

correlated with increased cell proliferation, invasion and survival [12]. In this study we 

showed that in HCT-116 cells, SK3 promotes SOCE mediated by the Orai1/TRPC1 channel 

complex. In contrast to epithelial breast cancer cells [7], STIM1 is involved in the formation 

of this complex in lipid-rafts where SK3 was localized, leading to the formation of lipid-raft 

Cav-1/Orai1/TRPC1 complex cooperating with SK3 to promote SOCE-dependent cancer cell 

migration. In 2000, STIM1 was defined as a phosphoprotein [13] with cytosolic C-terminal 

domains containing serine residues targets for kinases  following EGF stimulation[14].  More 

recently, it has been found  that serine residues of STIM1 are targets of extracellular-signal-

regulated ERK1/2 and involved in SOCE-dependent cancer cell migration [15, 16]. Here, we 

show that a mechanism of SOCE-dependent PI3K/Akt pathway induced by EGF may be 

mediated by Akt-dependent phosphorylation of STIM1. This could be involved in the 

enhancement of the SOCE-dependent cell migration. Nevertheless, whether STIM1 serine 

residues are targeted by Akt and also whether SK3/Orai1/TRPC1 channels might be 

phosphorylated by Akt remains to be explored. In the PI3K/Akt signaling cascade, we showed 

that Rac1 basal activity seems to promote SOCE-dependent cell migration mediated by Ca2+-

sensitive protease. Calpain contributes to many aspects of cell migration, such as cell 

spreading, membrane protrusion, chemotaxis, adhesion complex formation and turnover [17]. 

M-calpain activity was significantly higher in colorectal adenocarcinoma [18]. In the integrin 

cascade, calpains are upstream of Rac1 and allow the lamellipodia formation. Rac1 stimulates 

new actin polymerization and plays a key role in the crosstalk between microtubules and actin 

filament at the leading edge of migrating cells in order to promote lamellipodial formation. 
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Recently, Caveolin-1 has been described as a novel regulator of K-Ras-dependent migration 

of colon cancer cells [19]. Furthermore, caveolae-lipid-rafts provide signaling platforms for 

EGFR, which are frequently overexpressed in CRC [20] and seem to be associated with 

prognosis or survival [21, 22]. Here we show that EGF, through its binding to its receptor, 

activated SOCE through amplification of the effects of basal P-Akt, leading to an increase in 

cancer cell migration. Our results suggest that amplification of SOCE induced by EGF could 

be due to the Akt-dependent phosphorylation of STIM1. Taken together these results suggest 

3 positive feedback loops: 1) STIM1 after its phosphorylation by EGF and Akt, is the trigger 

of SOCE and promotes migration mediated by the switch of TRPC1 and Orai1 into lipid-rafts 

where SK3 is concentrated. 2) SOCE might activate Akt and SK3 appears to enhance SOCE: 

by hyperpolarizing the membrane SK3 would increase the driving force for Ca2+ and SOCE. 

3) P-Akt activates Rac1/Calpain, which enhances SOCE and in turn P-Akt. These loops 

worked in the same way: enhancing SOCE and SK3-dependent cell migration (Fig.7). 

Surprisingly, we showed that the two anti-EGFR mAbs, cetuximab and panitumumab, have 

an opposite effects on SOCE-dependent cell migration: cetuximab induces SOCE-dependent 

cell migration while panitumumab decreases it. Furthermore, if the “EGF-like” effect of 

cetuximab on cell migration is abolished by the suppression of STIM1, this enhances the 

reduction effect of panitumumab. This differential effect could be explained by expression of 

Fc gamma receptor polymorphisms in colon cancer cells, known to modulate antibody-

receptor engagement [23-27]. Indeed, mutational status has not been consistently correlated 

with mAbs efficacy in clinical trials [28, 29] suggesting that alternative molecular 

determinants of response exist. Through the dissociation of SK3-Orai1 channel complex, 

Ohmline inhibits breast cancer cell migration and metastases development [7, 30].  In HCT-

116, Ohmline also moved SK3 outside lipid-raft and broke the positive feedback loop 

between SK3 and SOCs. This led to a decrease of SOCE, P-Akt, calpain and Rac1 activities 
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in basal condition or in the presence of EGF. Interestingly, Ohmline was found to prevent the 

effects of cetuximab on cell migration through a decrease of P-Akt and to increase the 

inhibitory effect of panitumumab on cell migration. This demonstrates for the first time that a 

lipid has the ability to modify anti-EGFR mAbs effects. PI3K/Akt inhibitors may be 

particularly useful in CRC resistant to anti-EGFR mAbs, a situation where increased Akt 

signaling is associated with reduced sensitivity to cytotoxic agents or receptor tyrosine kinase 

inhibitors. Several studies have shown that co-treatment with selective inhibitors of PI3K/Akt 

and BRAF have a synergistic growth inhibition in mutated CRC cell lines having primary 

resistance to a BRAF inhibitor [31, 32]. To our knowledge, this study provides the first 

experimental evidence that an alkyl lipid may act as a modifier of the response to anti-EGFR 

mAbs in colorectal cancer cells, i.e.: an alkyl-lipid can overcome their primary resistance, 

where mAbs single-agent treatment fails to inhibit PI3K/Akt intracellular signaling. In this 

respect, it could be clinically relevant to target the SK3/Akt pathway in mCRC patients. 

Nevertheless the capacity of Ohmline to inhibit PI3K/Akt in colon cancer cells mutated for 

PI3KCA and not expressing SK3 channels still remains to be explored.   

METHODS 

Cell Line and reagents 

Colon cancer cell line HCT-116 were obtained from American Type Culture Collection and 

maintained in Opti-MEM supplemented with 10% fetal bovine serum, without antibiotics at 

37°C in 95% (v/v) air/5% (v/v) CO2.   

Epidermal Growth Factor human (EGF), LY294002, Apamin and 

Aminoethoxydiphenylborate (2-APB) are from Sigma-Aldrich. PD153035 and MK2206 are 

form Selleck Inc. Cetuximab is form Merck Serono. 1-Ohexadecyl- 2-O-methyl-sn-glycero-3-

lactose named Ohmline was synthetized as previously described [33].  

Intracellular Ca2+ measurements 
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SOCE measurements are performed on suspension cells with the ratiometric fluorescent dye 

Fura2-AM (5µM). Fluorescence emission was measured at 510 nm using the monochromator 

of a spectrofluorimeter (Hitachi FL-2500, Ltd) with an excitation light at 340 and 380 nm. 

Cells were suspended in PSS Ca2+-free solution and treated with thapsigargin (5µM) (T7458, 

Life-Technologies): to deplete the intracellular store depletion before injection of 2 mM of 

CaCl2.  

Membrane fractionation 

Lipid-raft fractionation was carried out by using a detergent free, alkaline lysis method as 

described previously [7]. Caveolin-1 and β-adaptin were used as markers for the identification 

of caveolae and non lipid-rafts fractions, respectively 

Immunohistochemistry 

Tissue microarray (TMA) blocks were built on the basis of 200 formalin-fixed and paraffin-

embedded colo-rectal samples (166 adenocarcinomas and 34 adenomas). Written informed 

consent was obtained from all patients and all samples were included in the registered tumor 

tissue collection n° DC-2008-214.  Immunohistochemistry was performed on tissue section 

from the TMA blocks using SK3 antibody (HPA017990, Sigma Aldrich).  

Statistics 

Statistical analyses have been performed using SigmaStat Software (Systat Software, 

Inc).Unless otherwise indicated, data were expressed as mean ± standard error of the mean 

(N, number of experiments and n, number of cells from independent experiments). For 

comparison between more than two means we used Kruskal-Wallis one-way analysis of 

variance followed by Dunn’s or Dunnet’s post hoc tests as appropriate. Comparisons between 

two means were made using Mann-Whitney. Differences were considered significant at p < 

0.05. 

Transfection assay 
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Briefly, 2.5x105 cells/well were plated in 6-well plates in Opti-MEM supplemented with 10% 

of FBS without antibiotics. Cells were incubated with a mix of siRNA and Lipofectamine in 

medium without serum for 6 hours. After incubation, an equal volume of medium with serum 

was added to each well. The siRNA sequences directed against Orai1 (sc-76001), TRPC1 (sc-

42664) and STIM1 (sc-76589) were purchased from Santa Cruz Biotechnologies. For Control 

siRNA we used the following sequences: 5’CUGUAUCGAAUGUUAUGAGCC[dT][dT]3’ 

and 5’GCUCAUAACAUUCGAUACAG [dT] [dT] 3’ (Invitrogen). SK3 specific siRNA was 

designed asalready described (Potier et al., 2006). pEGFP Rac1N17 et pEGFP were 

transfected in HCT 116 cells with lipofectamine2000 (Invitrogen) according to the 

manufactory protocol. 

Electrophysiology 

Electrophysiological recordings were performed in the whole cell configuration of the patch 

clamp technique as already described [33]. Patch pipettes (2.0-4.0 MΩ) were filled with a 

pipette solution contained (in mM): KCl 145, MgCl2 1, Mg-ATP 1, HEPES 10, CaCl2 0.87, 

EGTA 1, adjusted to pH 7.2 with KOH, pCa6 (final calcium concentration: 1 µM). Whole-

cell macroscopic currents in HCT-116 cells were measured using a ramp protocol from -90 

mV to +80 mV with a holding potential of -70 mV (2s duration; 2s intervals). In some 

experiments, currents were generated by stepwise 10 mV depolarizing pulses (2s duration; 4 

sec intervals) from a constant holding potential of -40 mV and from potentials from -90mV up 

to +90 mV. Signals were filtered at 1 kHz and digitized at 5 kHz. The steady state current 

elicited (to build IV relation) at chosen membrane potential was calculated as the average of 

the current recorded during the latest 50 ms of the pulse. Current amplitudes of SK3 channels 

were analyzed at 0 mV to minimize chloride currents (ECl
- = 0mV). Voltage clamp protocols 

were generated and the data captured with a computer using a Digidata 1200 interface, 

Axopatch 200B amplifier and pClamp9 software (Axon Instruments,USA). The analysis was 
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carried out using Clampfit 9, and Origin 6 softwares (Microcal Software, Northampton, 

USA). 

Cell proliferation and migration assays 

Cell proliferation was determined using the tetrazolium salt reduction method (MTT), as 

described elsewhere [34]. Cells were seeded on 24-well plates at a density of 15,000 cells per 

well and measurements were performed in triplicate daily for 24 days. Note that drugs 

concentration used in trans-well migration assays had no effect on cell proliferation/viability 

(24 h).  

Cell migration was analysed in 24-well plates receiving 8-μm pore size polyethylene 

terephthalate membrane cell culture inserts (Becton Dickinson, France), as previously 

described [35]. Briefly, 5x104cells were seeded in the upper compartment with medium 

culture supplemented with 10% of FBS (± drugs/high external calcium concentration). The 

lower compartment was filled with medium culture supplemented with 10% FBS (± 

drugs/high external calcium concentration). Two-dimensional migration assays were 

performed without coating. After 24 h, stationary cells were removed from the topside of the 

membrane, whereas migrated cells in the bottom side of the inserts were fixed, nuclei were 

stained and automatically counted [36]. At least three independent experiments were 

performed and each of them in triplicate. 

Western blot experiments  

The antibodies used for western blot were the following : rabbit anti-Orai1 (H-46, Santa Cruz 

Biotech.,), rabbit anti-Stim1 (GOK, BD), rabbit anti-GAPDH (D16H11, Cell Signaling), 

rabbit anti-SK3 (P0608, Sigma-Aldrich), rabbit anti-caveolin (D46G3, Cell Signaling Tech.), 

goat anti-β-adaptin (sc 6425, Santa Cruz Biotech.),  mouse antiTRPC1 (E-6 , Santa Cruz 

Biotech.), rabbit phospho-Akt (Ser473) and total Akt (Cell Signaling) and horseradish 
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peroxidase conjugated anti-rabbit, anti-goat or anti-mouse (Jackson Immuno-Research 

Laboratories).  

Immunoprecipitation  

For co-immunoprecipitation experiments, 500 µg of lysat were mixed into 500 µl of NET 

buffer (50 mM Tris-HCl pH 7.4, 150 mM NaCl, 5 mM EDTA, 0.05% NP-40, pH 7.4). 

Incubation was conducted overnight at 4°C with 2 µg of anti- STIM1 (H-180)(sc-68897 santa 

cruz)  with continuous agitation. To precipitate the immune complexes, samples were 

incubated with 30 µl of protein A-sepharose (100 mg/mL) for 1 h at 4°C. Beadbound 

complexes were washed three times with NET buffer, eluted at 95°C for 5 min in the 

Laemmli sample buffer and analyzed by immunoblotting. As negative controls, 500 µg of 

lysat were immunoprecipitated with non-specific rabbit IgG antibodies. Total cell lysates and 

immunoprecipitated proteins were separated by SDS-PAGE using 9% polyacrylamide gels. 

Proteins were transferred and nitrocellulose membrane were then probed with primary 

antibodies. 

Rac GTPase Activity  

Recombinant proteins: The GST-PAK-CRIB domain were obtained as pGEX-2 T fusion 

genes (gift of JG Collard, Netherlands Cancer Institute, Amsterdam, NL, USA) and produced 

as described [37]. Recombinant proteins were prepared as glutathione S-transferase fusion 

proteins in Escherichia coli (BL21 strain), purified using glutathione-sepharose beads 

(Amersham Pharmacia Biotech), and used as GST-fusion proteins. Affinity binding assay: 

A total of 107 HCT116 cells were washed twice in cold PBS and then lysed in 1ml of lysis 

buffer (Tris HCl 50mm pH 7.4, NaCl 100mm, MgCl2 2mm, 1% N P-40 (w/v), 10% glycerol, 

containing protease cocktail inhibitor 1X). Lysates were mixed into 50 µl of GST-fusion 

protein (GST-PAK-CD) corresponding to 5 mg of protein bound to glutathione-sepharose 
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beads. Incubation was conducted at 4°C overnigth. Bead-bound complexes were washed four 

times in lysis buffer, boiled in Laemmli sample buffer and fractionated by a 13% SDS–

PAGE, followed by Western blotting. For the PAK-CD assay, the presence of Rac1 was 

revealed using anti-Rac1 antibodies clone 23A8 (05-389 Upstate, Millipore). 

Immunofluorescence 

HCT116 cells were fixed and permeabilized by methanol. Double staining was performed by 

incubation first with caveolin-1, and then with SK3 antibody (Anti-SK3-ATTO-594, 

Alomone Lab). Fluorescent images were captured with a JAI camera (model CV-M4+CL), 

with the use of an automated filter wheel coupled to a Leica DMRB fluorescence microscope 

(Leica Microsystems).  

Scanning electron microscopy 

Briefly, cells were fixed and then fully dehydrated in a graded series of ethanol solutions and 

dried in hexamethyldisilazane (HMDS, Sigma, St-Louis, MO). Finally, the dry samples was 

sprinkled onto carbon disks and coated with 40 Å platinum, with a GATAN PECS 682 

apparatus (Pleasanton, CA), before observation under a Zeiss Ultra plus FEG-SEM scanning 

electron microscope (Oberkochen, Germany) 

Cell cycle analysis  

Cells were grown in the presence of mAbs (10µg/mL) for 24 h and treated with the Coulter 

DNA-Prep reagents kit (Beckman Coulter, France). The red fluorescence was analyzed by 

flow cytometry with a Coulter Epics Elite ESP flow cytometer (Beckman Coulter). Cell cycle 

distribution was analyzed with the Multicycle-AV software (Phoenix Flow Systems, San 

Diego, CA). 

Calpain activity assay 
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A calpain activity assay kit from Abcam was used according to the manufacturer’s 

recommendation. The fluorometric assay is based on the detection of cleavage of calpain 

substrate Ac-LLY-AFC. Fluorescence emission was measured at 505 nm using a microplate 

spectrofluorimeter (Molecular devices Spectra max 190, Ltd) with an excitation light at 400 

nm. 
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LEGENDS 

Figure 1: Migration of colon cancer cells HCT-116 is dependent of calcium-activated 

potassium channel SK3 and SOCE. 

A) SK3 channel is involved in HCT-116 cell migration. Histograms showing HCT-116 cell 

migration transfected for 48h with siSK3 or treated with Apamin. The normalized cell number 

corresponds to the ratio of total number of migrating cells in presence of drugs/total number 

of migrating cells in control experiments. Results are expressed as mean ± SEM. **p<0.01, 

significantly different from control at this level (N=3, n=9, Kruskal-Wallis test). Inset, 

Validation of SK3 protein extinction was performed by immunoblots 48h after transfection. 

B) SK3 current density-voltage relationships obtained in control condition or after acute 

application of Apamin. The current density-voltage relation was obtained by dividing the 

averaged steady-state currents elicited between - 90mV to + 80mV by the respective cell 

capacitance. Results are expressed as mean ± SEM. *p=0.05, significantly different from 

control at this level (N=4, Mann–Whitney test). C) Silencing of SK3 decreases SOCE in 

HCT-116 cell migration. Fluorescence measurement and relative fluorescence of Ca2+entry 

after intracellular calcium store depletion by Tg in cells transfected or not with siSK3. Data 

are means ± SEM. **p<0.01, significantly different from control at this level (N=7, Mann–

Whitney test). D) Orai1, TRPC1 and STIM1 promote a store operated Ca2+ influx. 

Fluorescence measurement and relative fluorescence of Ca2+entry after intracellular calcium 

store depletion by Tg in transfected cells for 48h with siOrai1, siTRPC1 and siSTIM1.  Data 

are means ± SEM. *p<0.05, **p<0.01, significantly different from control at this level (N=6, 

Kruskal-Wallis test). Inset Validation of Orai1, TRPC1 and STIM1 protein extinction by 

siRNA was performed by immunoblots 48h after transfection. E) Calcium channels Orai1 and 

TRPC1 and the protein STIM1 are involved in HCT-116 migration without additive effect of 
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apamin treatment Data are means ± SEM. **p<0.01, ***p<0.001, significantly different from 

control at this level (N=6 ,Kruskal-Wallis test). 

Figure 2: STIM1 activation, triggered by Ca2+ store depletion, recruits an Orai1/TRPC1 

complex into lipid-rafts containing SK3 channels. 

A)  Left panel, Immunoblots representing membrane fractionation, on a sucrose gradient of 

cell in control condition. SK3 is exclusively located into lipid-rafts whereas calcium channels 

Orai1 and TRPC1 are found outside lipid-rafts.  Right panel, Representative confocal images 

of SK3 and Caveolin-1 staining in HCT-116 cells showing immunocolocalization of SK3 and 

Caveolin-1. B) Depletion of intracellular calcium store by Tg moved calcium channels Orai1 

and TRPC1 into lipid-rafts whereas SK3 is always in lipid-rafts. Immunoblots representing 

membrane fractionation, on a sucrose gradient, of cells treated with 5µM Tg for 20 min.  C) 

TRPC1, Orai1, STIM1 and caveolin-1 form a lipid-raft complex in HCT-116 after Ca2+ store 

depletion. Immunoblots represent Co-immunoprecipitation between STIM1, TRPC1, Orai1 

and Caveolin-1 before and after Ca2+ store depletion.  

Figure 3:  Rac1 basal activity promotes SOCE-dependent migration through the 

activation of the downstream effectors PI3K/Akt. 

A) PI3K and Akt are involved in SOCE. Fluorescence measurement and relative fluorescence 

of Ca2+entry after intracellular calcium store depletion by Tg in cells treated 1h with a potent 

inhibitor of PI3K (LY294002 inhibits PI3K activity via a competitive inhibition of an ATP 

binding site on the p85 α subunit) (upper panel) or with an inhibitor of Akt  (MK2206 inhibits 

auto-phosphorylation of both Akt T308 and S473 and prevents Akt-mediated phosphorylation of 

downstream signaling molecules) (lower panel). Data are means ± SEM. *p<0.05 and 

***p<0.001, significantly different from control at this level (N=8, Mann–Whitney test). B) 

Akt is involved in HCT-116 cell migration. Histograms showing cell migration with or 

without treatment by MK2206. Inset, Validation of phosphorylated Akt (P-Akt) extinction by 
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immunoblots after treatment with MK2206. Data are means ± SEM. ***p<0.001, 

significantly different from control at this level (N=4, Mann–Whitney test). C) siRNA against 

channels partners decrease Akt activation. Immunoblots representing P-Akt and total Akt in 

cells in control condition and after transfection with siRNA for 24h. D) Inhibition of Rac1 by 

dominant-negative Rac decreases SOCE (upper panel) and migration (lower panel) of HCT-

116 cells. Fluorescence measurement and relative fluorescence of Ca2+entry after intracellular 

calcium store depletion by Tg in cells transfected with dominant-negative Rac (pRacN17) and 

compared to a control condition (pGFP). Lower panel, Histograms showing migration of 

HCT-116 cells transfected with P-RacN17-GFP plasmid or P-GFP plasmid for 24h. Data are 

means ± SEM. **p<0.01, significantly different from control at this level (N=3, Mann–

Whitney test). E) Calpain activity in HCT-116 cells. Inhibition of Akt by MK2206 decreases 

calpain activity. Results are expressed as mean ± SEM. *p<0.05 or ***p<0.001, significantly 

different from control at this level (N=4, Kruskal-Wallis test).  

Figure 4: PI3K/Akt/Rac1 signaling pathway mediates EGF-induced SOCE dependent 

cell migration by P-STIM1. 

A) Increase of SOCE induced by EGF is inhibited by PD153035. Fluorescence measurement 

and relative fluorescence of Ca2+entry after intracellular calcium store depletion by Tg in cells 

treated for 20min with EGF +/- PD153035. Results are expressed as mean ± SEM. 

***p<0.001, significantly different from control at this level (N=4, Kruskal-Wallis test). B) 

Increase of cell migration induced by EGF is inhibited by a selective ATP competitive 

inhibitor of EGFR (PD153035). Histograms showing HCT-116 cell migration with or without 

treatment by EGF +/- PD153035. Results are expressed as mean ± SEM. ***p<0.001, 

significantly different from control at this level (N=3, n=7, Kruskal-Wallis test). C) Upper 

panel, EGF treatment and depletion of intracellular calcium store by Tg enhance P-Akt in 

HCT-116 cells. Immunoblots representing P-Akt and total Akt in cells treated or not with 
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EGF or Tg for 20min. Lower panel, Increase of SOCE induces by EGF seems to be link to 

STIM1 phosphorylation by Akt. HCT116 cells are treated with EGF +/- MK2206 or Tg. 

Serine-phosphorylated proteins were immunoprecipitated, and the presence of STIM1 in the 

immunocomplexes was detected by western blotting. D) Left panel, Silencing of calcium 

channels partners prevent SOCE-dependent migration induced by EGF. Results are expressed 

as mean ± SEM. ***p<0.001, significantly different from control at this level (N=2, n=6 

Kruskal-Wallis test). Right panel, Dissociation of the lipid-raft Orai1/TRPC1/SK3 by siRNA 

prevents P-AKT increase enhanced by EGF. Immunoblots representing P-Akt and total Akt in 

cells transfected with siRNA for 24h and  treated 20 min with EGF. E) Inhibition of Akt by 

MK2206 decreases Rac1 activity (Rac1 GTP) enhanced by EGF treatment. Left, Upper panel, 

Immunoblots representing Rac1 GTP and total Rac1 in cells treated or not with EGF for 

20min in combination with MK2206. Lower panel, the level of activated Rac1 (standardized 

based on total Rac1) was determined by densitometry scanning to generate the values shown 

in the bar graph. Results are expressed as mean ± SEM. *p<0.05 and **p<0.01, significantly 

different from control at this level (N=6, Kruskal-Wallis test). Right panel, HCT-116 cells 

imaged, before and after EGF treatment, using scanning electron microscopy. EGF enhances 

lamellipodial formation.  F) Calpain activity in HCT-116 cells. Inhibition of Akt by MK2206 

decreases calpain activity after EGF treatment. Results are expressed as mean ± SEM. 

*p<0.05 or ***p<0.001, significantly different from control at this level (N=4, Kruskal-Wallis 

test).  

Figure 5: Anti-EGFR mAbs effects converge on SOCE-dependent PI3K/Akt pathway 

involved in HCT-116 cell migration. 

A) Effects of cetuximab and panitumumab on HCT-116 cell proliferation and cell cycle 

parameters. Left panel, cell viability of mAbs determined with the tetrazolium salt reduction 

method (MTT). HCT-116 cells were either treated with cetuximab or panitumumab 10µg/mL 
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for 24 h. Right panel, histograms showing effects of cetuximab and panitumumab on cell 

cycle phases. Results are expressed as mean ± SEM. Not significantly different (NS) from 

control at this level (N=3, Mann-Withney test). B) Effect of cetuximab and panitumumab on 

Akt-dependent cell migration. Upper panel, Histograms showing HCT-116 cell migration 

treated by cetuximab or panitumumab for 24h. Results are expressed as mean ± SEM. 

*p<0.05 or ***p<0.001 significantly different from control at this level (N=3, Mann-Withney 

test). Lower panel, Immunoblots represent variation of P-Akt expression in HCT-116 cells 

treated with cetuximab or panitumumab for 24h. (N=3). C) Invalidation of STIM1, essential 

for SOCE, prevented the increase of calcium entry by cetuximab. Fluorescence measurement 

and relative fluorescence of Ca2+entry after intracellular calcium store depletion by Tg in cells 

treated fr 24h +/- cetuximab and transfected or not with siSTIM1. Results are expressed as 

mean ± SEM. *p<0.05 or **p<0.01, significantly different from control at this level (N=4, 

Kruskal-Wallis test). Panitumumab decreases SOCE in HCT-116. Fluorescence measurement 

and relative fluorescence of Ca2+entry after intracellular calcium store depletion by Tg in cells 

treated for 24h +/- panitumumab. Data are means ± SEM. **p<0.01, significantly different 

from control at this level (N=7, Kruskal-Wallis test).  D) Anti-EGFR mAbs effects converge 

on SOCE-dependent cell migration. Silencing of STIM inhibited increase of migration 

enhances by cetuximab and amplifies anti-migration effect of panitumumab. Histograms 

showing cell migration in presence of cetuximab or panitumumab +/- siSTIM1. Results are 

expressed as mean ± SEM. ***p<0.001or **p<0.01, significantly different from control at 

this level (N=3, n=9, Kruskal-Wallis test). Inset, Increase of Akt phosphorylation by 

cetuximab is inhibited by the down-regulation STIM1. Immunoblots represent expression of 

P-Akt in HCT-116 cells treated with cetuximab +/- siSTIM1. E) Proposed mechanism for 

explain effects of cetuximab and vectibix on EGFR signaling pathway and cell migration.   
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Figure 6: Ohmline as a new personalized treatment strategy to decrease P-Akt and so on 

modulate the effects of Anti-EGFR mAbs. 

A) Disrupting lipid-rafts with the alkyl-lipid Ohmline allows SK3 to move away from lipid-

rafts without modify localization of calcium channels whereas a co-treatment Ohmline/Tg 

allows to move calcium channels into lipid-raft. Immunoblots representing membrane 

fractionation, on a sucrose gradient, of cells treated with Ohmline alone (middle panel) or 

associated with 5µM Tg for 20 min (right panel). B) Left panel, Dissociation of the lipid-raft 

Orai1/TRPC1/SK3 channel complex by Ohmline decreased Ca2+entry evoked by Tg. 

Fluorescence measurement and relative fluorescence of Ca2+entry after intracellular calcium 

store depletion by Tg in cells treated 24h with Ohmline. Data are means ± SEM. *p<0.05, 

significantly different from control at this level (N=4, Mann–Whitney test). Right panel, 

Dissociation of the lipid-raft Orai1/TRPC1/SK3 channel complex by Ohmline decreased 

inhibits SOCE-dependent cell migration. Histograms showing HCT-116 cell migration treated 

with Ohmline +/- siSTIM1. The normalized cell number corresponds to the ratio of total 

number of migrating cells in presence of drugs/total number of migrating cells in control 

experiments. Results are expressed as mean ± SEM. **p<0.01, significantly different from 

control at this level (N=3, n=9, Kruskal-Wallis test). C) Dissociation of the lipid-raft 

Orai1/TRPC1/SK3 channel complex by Ohmline inhibits P-Akt-dependent cell migration 

enhanced by EGF. Results are expressed as mean ± SEM. ***p<0.001, significantly different 

from control at this level (N=2, n=6 Kruskal-Wallis test). Inset, Immunoblots represent 

expression of P-Akt in HCT-116 cells treated with Ohmline +/- EGF (N=3). D) Dissociation 

of the lipid-raft Orai1/TRPC1/SK3 channel complex by Ohmline decrease Rac1 and calpain 

enhanced by EGF treatment. Left panel, activated Rac1 (standardized based on total Rac1) 

was determined by densitometry scanning to generate the values shown in the bar graph. 

Results are expressed as mean ± SEM. *p<0.05 or **p<0.01, significantly different from 
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control at this level (N=6, Kruskal-Wallis test). Right panel, calpain activity results are 

expressed as mean ± SEM. *p<0.05 significantly different from control at this level (N=4, 

Kruskal-Wallis test). E) Effect of cetuximab and panitumumab using in combination with 

Ohmline on cancer cell migration. Histograms showing cell migration with cetuximab or 

panitumumab +/- Ohmline for 24h. Results are expressed as mean ± SEM. **p<0.1 and 

***p<0.001, significantly different from control at this level (N=3, n=9, Kruskal-Wallis test). 

Right panel, Immunoblots represent expression of P-Akt in HCT-116 cells treated with 

cetuximab +/- siSK3, Ohmline or MK2206. (N=3). F) Expression of SK3 protein in colon 

tissues. Representative images of cancer cells detected by SK3 immunostaining in primary 

tumor from human colon cancer. A semiquantitative scoring was used to quantify SK3 

staining on the basis of the data provided by the Human Protein Atlas (www.proteinatlas.org). 

In this manner, each staining/expression was scored as 0 (not detected), 1 (low intensity), 2 

(medium intensity) or 3 (high intensity).   

Figure 7: Proposed mechanism between the lipid-raft Orai1/TRPC1/SK3 channel 

complex and EGFR signaling pathway in colon cancer cell migration. This suggests 3 

positive feedback loops: 1) STIM1 following its phosphorylation by EGF stimulation and 

Akt, is the trigger of SOCE and promotes migration mediated by the switch of TRPC1 and 

Orai1 into lipid rafts where SK3 is concentrated. Orai1/TRPC1/SK3 channel complex 

promotes SOCE enhancing P-Akt leading to the phosphorylation of STIM1, which may 

promote SOCE and 3) P-Akt activates Rac1, which enhances SOCE and in turn P-Akt. These 

loops worked in the same way: enhancing SOCE and SK3-dependent cell migration 
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Audrey GAMBADE 

Rôle du peptide LL-37 dans le 

cancer du sein : 

Son interaction avec la membrane 

plasmique stimule l’entrée de calcium et 

la migration cellulaire par l’activation des 

canaux ioniques TRPV2 et BKCa 

 

Résumé 

Le peptide antimicrobien LL-37 a été retrouvé surexprimé dans différents types de cancer et plus 

particulièrement dans le cancer du sein dans lequel il est associé au développement des métastases.  
 

Nous avons observé, in vitro, que la migration de trois lignées cancéreuses mammaires est augmentée 

par le peptide LL-37 et son énantiomère (D)-LL-37, excluant la fixation du peptide à un récepteur 

protéique. Sur les cellules cancéreuses mammaires MDA-MB-435s, le peptide se fixe à la membrane 

plasmique et diminue sa fluidité. La microscopie électronique localise LL-37 dans les cavéoles et à la 

surface de structures impliquées dans la migration cellulaire, les pseudopodes. LL-37 induit une entrée 

de calcium via le canal TRPV2 dont l’activité est augmentée par son recrutement dans les pseudopodes. 

Ce recrutement est dépendant de l’activation de la voie de signalisation PI3K/AKT induite par LL-37. 

L’entrée de calcium via TRPV2 est potentialisée par l’activation du canal potassique BKCa, localisé 

aussi dans les pseudopodes. Des ARN interférents contre TRPV2 inhibent à 70% la migration induite 

par LL-37, donnant un rôle prépondérant à ce canal dans les effets pro-migratoire du peptide.  
 

La fixation du peptide LL-37 aux membranes des cellules cancéreuses et l’activation de canaux 

ioniques constituent un nouvel axe de recherche pour comprendre le rôle du peptide dans la progression 

tumorale. 

 

Mots clés : LL-37, Calcium, Canaux, Cavéoles, Pseudopodes, Migration, Cancer 

Résumé en anglais 

The antimicrobial peptide LL-37 is overexpressed in several types of cancer, among which breast 

cancer were it is associated with metastasis development. 
 

Our experiments on three mammary cancer cell lines have shown that LL-37 increases cell migration. 

Both its natural (L)-form and its (D)-enantiomer are equally active, excluding a specific binding to a 

protein receptor. On the MDA-MB-435s cell line, LL-37 attaches to plasma membrane and reduces its 

fluidity. Electron microscopy localized LL-37 on the surface of pseudopodia, structures implicated in 

cell migration, and in caveolae. LL-37 induces calcium entry via the TRPV2 channel, which is recruited 

to pseudopodia. Recruitment depends on activation of PI3K/AKT signaling induced by LL-37. 

Calcium entry via TRPV2 is potentiated by activation of the BKCa potassium channel also located in 

pseudopodia. TRPV2 suppression by RNA interference results in 70% reduction of cell migration 

induced by LL-37, attributing a crucial role of this channel to the promigratory effects of the peptide. 
 

Binding of LL-37 to cancer cell membranes and in consequence the activation of ion channels 

constitutes a novel research field to understand its role in tumor progression.   

 

Keywords : LL-37, Calcium, Channels, Caveolae, Pseudopodia, Cell migration, Cancer 
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