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Un nouvel interrupteur
oncogénique dans la

progression du cancer

de la prostate
L’« exceptionnel » ORAI3

Charlotte Dubois, Fabien Vanden Abeele, Natalia Prevarskaya

> Le cancer est sans aucun doute I’'un des
systemes biologiques les plus complexes.
Ces dernieres années, les scientifiques
ont découvert une multitude de facteurs
et de voies de signalisation qui leur sont
associées, qui agissent de concert afin
de permettre la croissance tumorale et
de faire échouer les nombreuses thé-
rapies. Certaines caractéristiques du
cancer sont évidentes, mais beaucoup
d’autres sont plus subtiles et trées diffi-
ciles a identifier. Uenjeu sous-jacent est
d’identifier de nouvelles cibles théra-
peutiques spécifiques.

Les perturbations de I’homéostasie
calcique au cours de la progression
tumorale : réle des canaux calciques
Les canaux calciques sont peu a peu
apparus comme des acteurs cruciaux
de la progression tumorale, méme si la
perspective d’en faire des cibles thé-
rapeutiques spécifiques dans la guerre
contre le cancer était sujette a débat. &n
effet, le calcium est un second messager
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intracellulaire ubiquitaire impliqué dans
des processus tels que la prolifération,
I’apoptose, la sécrétion ou encore la
migration cellulaires [1]. Les canaux
calciques de la membrane plasmique
contrdlent ces processus grdce a la régu-
lation des échanges d’ions calcium entre
le milieu extracellulaire et le cytosol ou
de nombreux effecteurs dépendants du
calcium sont présents. Plusieurs études
ont montré I'existence de différents
types de perturbations pouvant affecter
au final le r6le physiologique des canaux
ioniques (Figure 1). Ainsi, depuis une
quinzaine d’années, des chercheurs ont
tenté d’identifier les acteurs molécu-
laires qui permettent au calcium de par-
ticiper a la progression tumorale. Comme
c’est le cas dans les cellules normales,
dans les cellules tumorales aussi les
processus cellulaires régulés par le cal-
cium sont soumis @ une régulation trés
fine, orchestrée par différents canaux et
pompes calciques. De fagon tout a fait
intéressante, quelques canaux ioniques

ont une distribution tissulaire trés spé-
cifique, et I'altération de leur expression
est notamment une caractéristique de
certains cancers [2].

Réles des protéines ORAI et STIM dans

la progression tumorale

Dans une étude récente [3], nous révé-
lons un nouveau niveau de complexité
concernant les perturbations de la signa-
lisation calcique observées au cours de
la progression du cancer. Le domaine
de la signalisation calcique a connu
une révolution en 2005 et 2006 avec la
découverte des protéines ORAIL et STIMI,
acteurs moléculaires de I’entrée cal-
cique de type SOCE (store operated cal-
cium entry) [4, 5, 12]. Le mécanisme de
cet influx calcique a été décrit pour la
premiére fois en 1986 par Putney [6] :
I’épuisement des stocks calciques du
réticulum endoplasmique de la cellule,
qui représentent la majeure partie des
stocks calciques intracellulaires, était
capable d’activer un influx de calcium
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Figure 1. Principales étapes pouvant étre impliquées dans la perturbation du fonctionnement des

canaux ioniques membranaires. Les canaux ioniques sont présents dans les membranes biolo-

giques et notamment au niveau de la membrane plasmique des cellules. Ils jouent a ce niveau

un rdle central dans la physiologie des cellules excitables et non excitables. Le fonctionnement

normal de ces canaux peut étre perturbé et ces perturbations sont a 'origine de nombreuses

pathologies. On rencontre notamment des mutations dont certaines altérent le fonctionnement

des canaux. Ces mutations sont a I"origine de pathologies comme la mucoviscidose. D’autres

perturbations, qui n’impliquent pas forcément une mutation du géne codant pour le canal,

peuvent étre a I'origine de troubles physiologiques. Ces perturbations affectent par exemple la

transcription avec des modifications épigénétiques, le recyclage, "adressage, I’activation ou la

modulation des canaux. Ces perturbations sont par exemple extrémement fréquentes au cours

de la cancérogeneése.

a travers la membrane plasmique. Des
études ont ensuite montré que les pro-
téines ORAILl forment le canal permet-
tant I'influx de calcium a travers la
membrane plasmique, et que les pro-
téines STIM1 - exprimées au niveau du
réticulum endoplasmique (RE) - sont
chargées de contrdler la concentration
en calcium dans le RE, et permettent
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d’activer une entrée de type SOCE quand
ces stocks sont diminués.

Des perturbations de cet influx calcique
transitant par ORAIL ont été associées
a différents cancers. Ainsi, dans le can-
cer du sein, une diminution de I’expres-
sion des protéines ORAI1 ou STIMI1 par
Pintermédiaire ’ARN interférents (ARNi)
permet de réduire la capacité d’invasion

des cellules cancéreuses in vitro ainsi que
le processus de métastases in vivo [7].
Autre exemple, nous avions montré, dés
2002, Iexistence d’un phénotype agressif
de cancer de la prostate en relation avec
une inhibition de I’entrée de calcium par
ces canaux SOC [8]. Cependant, a cette
époque, les canaux ORAI n'avaient pas
été identifiés, ce qui ne nous permettait
pas de poursuivre nos investigations.
Depuis, nous avons identifié une surex-
pression du messager codant pour la
protéine ORAI3 dans des prélevements
de tumeurs issus de patients, qui n’existe
pas dans les tissus sains. Ces résultats
allaient a I’encontre de nos premieres
conclusions. Nous avons alors cherché a
comprendre le rdle mystérieux de cette
surexpression de I’isoforme ORAI3 dans la
cancérogenese prostatique.

Réle du microenvironnement tumoral
et des modifications épigénétiques

De nombreuses études fonctionnelles de
la protéine ORAI3, utilisant la technique
de patch-clamp, ont révélé une carac-
téristique de ce canal qualifiée d’excep-
tionnelle pour un canal ionique [9].
€n effet, les protéines ORAIl et STIM1
sont les acteurs moléculaires de I’entrée
calcique de type SOCE. Cependant, il
a été également montré qu’ORAI3, en
association avec ORAI1, formait un nou-
veau canal calcique activé non plus par
la diminution de la concentration en
calcium dans le RE, mais par I’acide ara-
chidonique (AA). Ces complexes ORAIL/
ORAI3 ont été appelés canaux ARC
(acide arachidonic regulated channel)
[10], mais leur réle dans la cancéroge-
nése n'avait jamais été étudié.

Or, nous montrons que les cellules can-
céreuses prostatiques utilisent I’iso-
forme ORAI3 pour provoquer des per-
turbations de I’homéostasie calcique
dont la finalité est de permettre I’émer-
gence d’un phénotype agressif caracté-
risé par une prolifération et une résis-
tance a I’apoptose accrues (Figure 2).
Ce nouveau type de switch oncogénique
peut étre provoqué au cours du cancer
par des modifications épigénétiques
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aboutissant a la surexpression d’ORAI3.
€n effet, nous avons reproduit in vitro
les rapports d’expression des protéines
ORAI1 et 3. Plus I’expression d’ORAI3
augmente, plus cela favorise la forma-
tion des hétéromeres ORAIL/3 au détri-
ment des canaux homomériques ORAI1
qui forment les SOC. Nous montrons que
les hétéromeres ORAIL/3 stimulent la
prolifération via le facteur de trans-
cription NFAT (nuclear factor of acti-
vated T cell), alors que les homoméres
ORAI1 sont impliqués dans I'induction de
I’apoptose. De méme, il est bien établi
que la progression tumorale prostatique
s’accompagne d’une perturbation du
métabolisme de 'acide arachidonique
[11]. Nous avons également reproduit
in vitro ces conditions et, de fagon sur-
prenante, nous montrons qu’un trai-
tement a court terme par I'acide ara-
chidonique permet un remodelage de
I’homéostasie calcique avec, cette fois
encore, la formation préférentielle des
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hétéromeres ORAIL/3 au détriment des
canaux homomériques ORAIl formant
les SOC. Ces résultats laissent penser
qu’il est possible de modifier la pro-
portion des canaux homomériques et
hétéromériques en un laps de temps tres
court, trop court pour impliquer une syn-
thése de novo de protéines. De nouvelles
expérimentations seront nécessaires
pour comprendre comment un tel remo-
delage est possible aussi rapidement.

ORAI3, une cible thérapeutique
potentielle ?

Nous avons évalué I'utilisation de la
protéine ORAI3 en tant que cible thé-
rapeutique potentielle in vivo dans des
xénogreffes de tumeurs chez la souris.
Ainsi, la diminution de son expression
par l'utilisation d’ARNi entraine une
réduction de la croissance tumorale,
alors que I'injection de cellules cancé-
reuses surexprimant ORAI3 conduit a une
accélération de la croissance tumorale.

Figure 2. Les perturbations de
P’équilibre dynamique des canaux
ORAI favorisent ’émergence d’un
phénotype cancéreux agressif. Le
remodelage génomique (par surex-
pression de la protéine ORAI3) et/
ou du microenvironnement tumoral
(via des perturbations du méta-
bolisme de I'acide arachidonique),
conduisent @ une augmentation de
la formation des canaux ORAI1/
ORAI3 qui participent a Pactiva-
tion de la prolifération cellulaire
via une voie faisant intervenir NFAT.
Cette formation de canaux ORAIL/
ORAI3 défavorise celle de canaux
homomériques ORAIL responsables
de Pentrée calcique de type SOCE
(store operated calcium entry) et
impliqués dans I'induction de la
mort cellulaire. ORAI3 représente un
interrupteur oncogénique qui peut
de ce fait étre considéré comme
une nouvelle cible thérapeutique du
traitement du cancer de la prostate.
M : mitochondrie, N: noyau, RE:

réticulum endoplasmique.

Cette étude démontre donc le role d’in-
terrupteur oncogénique que peut jouer la
signalisation calcique, mais elle souléve
d’autres questions. Existe-t-il d’autres
facteurs de I’environnement tumoral
pouvant provoquer un tel changement
oncogénique ? Existe-t-il d’autres
canaux ioniques pouvant contribuer a
favoriser un influx calcique de type pro-
apoptotique mais aussi prolifératif ?
Peut-on retrouver ce mécanisme molé-
culaire dans d’autres types de cancers ?
D’un point de vue thérapeutique, peut-
on imaginer des inhibiteurs pharmacolo-
giques ou des thérapies immunologiques
ciblant sélectivement les protéines de la
famille ORAI, afin d’inhiber spécifique-
ment la formation des canaux ORAI1/
ORAI3 et favoriser celle des canaux pro-
apoptotiques ORAIL ? ¢

A new oncogenic switch in prostate
cancer progression: the exceptional
ORAI3
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Criblages a haut débit d’ARN

interférents

Quand les petits ARN interférents
se prennent pour des micro-ARN

Roger Meier!, Magalie Mazelier?, Pierre-Yves Lozach?

Linterférence par ARN

Uinterférence par ARN a été découverte
dans les années 1990, valant a Fire et
Mello le prix Nobel de physiologie et de
médecine en 2006. Le terme d’inter-
férence par ARN désigne la capacité
de petits ARN simple ou double brins
d’induire la diminution de I’expression
d’une protéine en liant spécifiquement
’ARN messager (ARNm) correspondant
[1]. Deux types de petites molécules
d’ARN, dont la taille est comprise entre
21 et 23 nucléotides (nt), sont capables
de provoquer un tel phénomene : les
microARN (miARN) et les petits ARN
interférents (ARNi) [2, 3]. Leur liaison
a "ARNm entraine la dégradation de ce
dernier par la ribonucléase DICER, et,
par conséquent, conduit a une réduction
de la traduction associée. Trés large-
ment répandue chez les eucaryotes, I'in-
terférence par ARN a trés probablement
été retenue lors de I’évolution comme
mécanisme de régulation de I’expression
génique, ou encore, comme défense
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contre I'introduction de génomes étran-
gers, notamment viraux [1].

Criblages a haut débit de petits ARNi
Les progres de 'informatique et de la
robotique ont permis des avancées
majeures dans le séquencage de génomes
de grande taille, et ont abouti, au milieu
des années 2000, a la possibilité de cribler
des librairies d’ARNi contre des génomes
entiers, dont celui de ’lhomme. Ces progrés
ouvrirent de nouvelles perspectives, non
seulement pour I'étude de la génomique
fonctionnelle, mais également pour la
compréhension des interactions molécu-
laires entre cellules hotes et pathogénes.
Ainsi, en éteignant sélectivement chaque
gene du génome humain, plusieurs groupes
ont révélé I'implication de centaines de
protéines cellulaires dans I'infection par
des virus, comme ceux de I'immunodéfi-
cience humaine et de la grippe.

De fagon assez similaire a ce qui s’était
passé lors de I’avénement des puces
a ADN lors de la décennie précédente,

o

. Shuttleworth T). Orai3: the exceptional Orai? J Physiol
2012 ; 590 : 241-57.

10. Mignen 0, Thompson JL, Shuttleworth T). Both
Orail and Orai3 are essential components of the
arachidonate-regulated Ca?*-selective (ARC)
channels. J Physiol 2008 ; 586 : 185-95.

. Nakanishi M, Rosenberg DW. Roles of cPLA2alpha and
arachidonic acid in cancer. Biochim Biophys Acta
2006 ; 1761 :1335-43.

12. Le Deist F, Capiod T. Inmunodéficiences et

pathologies associées aux mutations dans STIM/ORAL.

Med Sci (Paris) 2011 ; 27 : 737-45.

1

—

! ScopeM, €TH Ziirich, Suisse ;

2 CellNetworks, cluster of excellence and
department of infectious diseases,
virology, university hospital Heidelberg,
Im Neuenheimer Feld 324,

69120 Heidelberg, Allemagne.
roger.meier@scopem.ethz.ch

magalie.mazelier@med.uni-heidelberg.de

pierre-yves.lozach@med.uni-heidelberg.de

beaucoup penserent que les criblages
a haut débit d’ARNi allaient répondre
a toutes les questions que posent la
microbiologie et la virologie. Malheu-
reusement, le chevauchement modeste
entre les candidats cellulaires identifiés
dans des criblages indépendants réa-
lisés avec un méme micro-organisme,
combiné a la complexité de I"analyse de
la masse de données générées par ces
approches, ont douché I’enthousiasme
général. Pourtant, si on s’attarde aux
fonctions cellulaires identifiées plu-
tot qu'aux protéines elles-mémes, les
similitudes sont bien plus grandes. La
désillusion est aujourd’hui excessive, de
méme que les attentes suscitées par les
criblages d’ARNi étaient trop grandes a
leurs débuts.

Nous avons récemment criblé deux
librairies indépendantes d’ARNi dirigés
contre I’ensemble du génome humain
dans des cellules infectées par divers
micro-organismes, dont le virus Uuku-
niemi (VUUK) et les bactéries Brucella
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