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RESUME :

Le fonctionnement organismique ainsi que le développement
embryonnaire de tout organisme multicellulaire dépend de la coordination des
cellules qui le composent. La plupart des cellules animales synthétisent des
protéines membranaires, appelées connexines (Cx). Ces protéines forment des
canaux transmembranaires, qui permettent 3 des cellules voisines d’échanger
directement de nombreux ions et métabolites cytoplasmiques (en particulier des
messagers secondaires: AMPc, Ca®*, GMPc, iP3). On reconnait dans ces derniers,
les co-facteurs des protéines kinases. La communication intercellulaire, aussi
appelée couplage jonctionnel (GJ), est impliquée dans de nombreuses fonctions
au cours du développement embryonnaire ainsi que dans les tissus adultes.
L’homéostasie, ainsi que la sécrétion (insuline) et la synchronisation (battement
du coeur), par exemple, reposent sur la fonction de ces canaux.

Des études récentes indiquent que I’altération des communications
intercellulaires joue un rdle considérable dans diverses maladies et pourrait
contribuer a la presque totalité (99%) des cancers. Ainsi, il semble que les deux
seules caractéristiques communes a tous les cancers sont I’absence de contrdle de
la prolifération et 1’altération des communications intercellulaires contrélées par

les Cx et les canaux jonctionnels (GJ).

Dans les lignées de neuroblastomes humains (un cancer pédiatrique), bien
que la Cx43 soit exprimée, elle est localisée de maniére aberrante autour du
noyau. Toutefois, il a été préalablement démontré que le traitement de ces
cellules avec une forme perméable d'AMPc, la 8-Br-AMPc, augmentait la
synthése des Cx et leur transfert 4 la membrane plasmique; la fonctionnalité des
canaux restant cependant limitée (Arnold et al., 2005). La restauration de la
fonction normale repose sur I’inhibition de la protéine kinase C alpha. Les voies
métaboliques qui contrélent les Cx de la transcription 4 la fonction n’ont pas été
étudiées en détail dans les neuroblastomes (NB). Les cellules de NB de souris

(Neuro2A) n’expriment pas de Cx et sont utilisées depuis longtemps pour obtenir
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d’étudier leur structure. L’objectif du projet a été de transfecter les cellules de
Neuro2A avec des vecteurs contenant la Cx43 afin d’élucider les voies
métaboliques impliquées dans le déficit d’expression de la Cx43 et dans

I’altération, la formation et la fonction des jonctions lacunaires.

Il sera intéressant de voir si les résultats obtenus chez une lignée humaine
de neuroblastome seront comparables a ceux obtenus chez leurs homologues de
souris et si, potentiellement, la différence provient d’un changement dans les
voies métaboliques associées a I’expression, la sous-localisation et la fonction des
Cx et jonctions lacunaires - sans oublier que les différences observées pourraient
provenir du site d’insertion du vecteur transfecté. Une approche pharmacologique
par inhibition des voies métaboliques principales, dans les cellules transfectées a
été choisie pour analyser la modulation des jonctions lacunaires chez les
neuroblastomes de souris.

Les résultats obtenus démontrent que les voies métaboliques qui régissent
la régulation de la Cx43 dans les cellules Neuro2A différent largement de celles
identifiées dans les cellules issues de neuroblastomes humains. Nos résultats
suggerent que les N2A transfectés avec la Cx43 ne peuvent pas étre utilisés

comme modeéle d’étude des neuroblastomes in vivo.
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Le fonctionnement normal de tout organe ou tissu dépend de la
coordination des cellules qui le composent. Ceci implique un systéme de
communication grace auquel chaque cellule est informée de ’activité des cellules
voisines et régle en conséquence son propre niveau de fonctionnement (Laird,
2006; Bao et al., 2004; Doble et al., 2004 ; Imanaga et al., 2004; Araya et al.,
2003; Evans et Martin, 2002; Meda, 1996). Ainsi, un organe multicellulaire
régule sa capacité A conserver un fonctionnement satisfaisant afin de maintenir un
etat de stabilité relative des différentes composantes de son milieu interne et ce,
malgré les variations constantes de l'environnement externe. Cet état d’équilibre,
défini comme 1’homéostasie, est controlé par trois grands processus de
communication : 1) la communication extracellulaire (Ies hormones, les facteurs
de croissance, les neurotransmetteurs et les cytokines) 2) la communication
intracellulaire; et 3) la communication intercellulaire. La coordination de ces trois
routes de communications permet donc il’organisme de proliférer, de se
différencier, d’entrer en apoptose et de s’adapter/répondre aux stimuli (Laird,
2006; Evans et Martin, 2002; Trosko et Ruch, 1998). Ainsi, les cellules d’un tissu
ne fonctionnent pas indépendamment les unes des autres. Au contraire, leur

activité est étroitement coordonnée.

La plupart des cellules animales synthétisent des protéines membranaires,
appelées connexines (Cx) (Mese et al., 2007). Ces protéines forment des canaux
transmembranaires , qui permettent a des cellules voisines d’échanger directement
des ions minéraux, des messagers secondaires et des métabolites cytoplasmiques
de masse moléculaire inférieure & 1 kDa (Chanson et al., 2007). Ce mécanisme de
communication intercellulaire, aussi appelé couplage jonctionnel (GJ), est
impliqué dans de nombreuses fonctions cellulaires, au cours du développement
embryonnaire et dans les tissus adultes (Chanson et al., 2007 ; Pahujaa et al.,
2007 ; Solan et Lampe, 2005). Il permet en effet, la compartimentation cellulaire
lors du développement, le maintien de I'homéostasie tissulaire, le maintien des
concentrations et du pH intracellulaire, le comportement synchronisé des cellules,

I'amplification de la réponse hormonale (couplage métabolique) et la transmission
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des signaux régulateurs (couplage électrique) (Moreno et Lau, 2007 ; Laird,
2006 ; Postma et al., 1998 ; Phipps et al., 1997 ; Lo, 1996 : Phipps et al,,
1990 ; Loewenstein, 1980). L’homéostasie repose sur la fonction de ces canaux
(Axelsen et al., 2007). Toutefois, la perte ou I’absence de communications
cellulaires par les jonctions lacunaires permet aux cellules privées de GJ
d’¢échapper au contrdle des cellules environnantes. Ceci conduit & divers
dysfonctionnements et pathologies, notamment les anomalies du développement

embryonnaire et le cancer (Toler et al., 2006).

Le neuroblastome est la tumeur solide pédiatrique la plus fréquente chez
les enfants en bas dge (Toler et al., 2006 ; Brodeur et al., 2000). 11 s’agit d’un
cancer embryonnaire des neurones post-ganglionnaires du systéme nerveux
périphérique. La tumeur tire son origine de la migration aberrante des cellules de
la créte neurale durant ’embryogenése (Unsworth et al., 2006). Malgré leur
caractére oncogéne, les cellules peuvent néanmoins se différencier, leur potentiel
de différenciation étant intact (Laird, 2006). Dans de rares cas, chez les enfants
diagnostiqués avant 1’age d’un an, les tumeurs régressent spontanément.
Cependant, dans 90% des cas diagnostiqués chez les enfants de plus d’un an, le
taux de survie & long terme n’est que de 15% (Howman-Giles et al., 2007).

De nos jours, le neuroblastome est traité par ablation, chimiothérapie et
radiothérapie (Li et al.,, 2007 ; Brodeur et al., 2000). Toutefois, au cours du
traitement, cette tumeur présente une résistance accrue aux médicaments et elle
est de plus en plus difficile & soigner (Li et al., 2007 ; Lovat et al., 2001). Le
contrdle de la prolifération par élimination des cellules cancéreuses et la perfusion
de cellules de la moelle osseuse reste le seul moyen de traiter cette maladie dans
les stades avancés (Otmani et al., 2007 ; Ara et DeClerck, 2006 ; Brodeur et al.,
2000 ; Grosfeld, 1999).

Les neuroblastomes spontanés sont extrémement rares chez les animaux.

L’utilisation des cellules Neuro2A de souris a été envisagée comme modéle
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cellulaire in vitro et, comme xénogreffe, lorsque transfectés chez des animaux,

comme modéle animal in vivo.

Comme la lignée Neuro2A est connue pour étre déficiente en Cx (Moory
et al., 2001 ; Jordan et al., 1999), il était nécessaire de la transfecter de maniére
stable par la Cx43 (exprimée dans les neuroblastomes humains) et d’identifier les
voies métaboliques qui régissent 1’expression, la sous-localisation et la fonction
de la Cx43.

Les recherches présentées dans le cadre de ce mémoire constituent, a
différents niveaux, une contribution expérimentale et théorique a 1’identification
des différences entre les diverses voies de signalisation impliquées dans la
modulation des jonctions lacunaires dans les cellules de neuroblastomes humains
et murins. Ainsi notre compréhension générale des pathophysiologies engendrés
par I'altération des GJ pourrait permettre d’identifier une cible permettant le
développement de nouvelles stratégies thérapeutiques.

Un tel modéle demande la comparaison avec des lignées humaines de
neuroblastome. En effet, pour la comparaison avec 1’état des Cxs dans les lignées
humaines, il est nécessaire, dans un premier temps, de décrire 1’état des jonctions
intercellulaires dans la lignée de neuroblastome humain IMR32. Dans un
deuxiéme temps, il est important de déterminer si les mécanismes qui les régulent
et la restauration de la fonction des jonctions lacunaires restaurent un phénotype
quasi normal. Ainsi, nous pourrons comparer sur ces deux lignées, humaine et

animale.



OBJECTIFS DU PROJET




XX

Les deux seules caractéristiques communes 4 tous les cancers sont
I’absence de contrdle de la prolifération et la perte de communication
intercellulaire résultant de I’altération des canaux jonctionnels et/ou des Cxs
(Toler et al., 2006; Phipps et al., 1997). Ainsi, les jonctions lacunaires des lignées
cellulaires de neuroblastomes humains (IMR32), ne sont pas fonctionnelles bien
que la Cx43, la protéine qui forme les jonctions lacunaires, soit exprimée (Arnold
et al.,, 2005; Carystinos et al., 2001 et Phipps et al., 1997). Cette situation est
commune a beaucoup d’autres cancers (Conklin et al., 2007 ; Pointis et al., 2005 ;
Haass et al., 2004 ; Defamie et al., 2001; Martin et al., 2001; Yamasaki et al.,
1999).

Le but de ce travail est d’identifier les mécanismes de signalisation
cellulaire qui régulent les communications intercellulaires des cellules de
Neuro2A et de les comparer dans les deux modeles cellulaires utilisées : humain
et murin. L’identification des voies d’altération des jonctions lacunaires dans les
cellules de neuroblastomes permettrait de les modifier afin de normaliser les
échanges intercellulaires par les canaux jonctionnels et ainsi de limiter la

croissance des tumeurs.

Le premier objectif consistait & déterminer ’importance de la Cx43 dans
la tumorogénicité des cellules de neuroblastome murins : les Neuro2A (N2A). En
effet, les N2A n’expriment pas de connexine de fagon endogéne (Moory et al.,
2001 ; Jordan et al, 1999) et sont donc déficientes en communication
intercellulaire. Ces cellules sont utilisées depuis longtemps pour obtenir des
transfectants stables exprimant diverses connexines a des fins d’étude structurale
(Gemel et al.,, 2006 ; Laird, 2006 ; Tanmahasamut et al., 2005 ; Zhong et al.,
2003, Statuto et al., 1997; Zhu et al., 1991; Eghbali et al., 1990). L’objectif du
projet a été de transfecter les cellules de Neuro2A avec des vecteurs contenant a)
la Cx43, b) la Cx43 fusionnée avec la GFP, c) la partie C-terminale de la Cx43 et
d) un vecteur contenant le géne de la Cx43-GFP dans le sens inverse, en utilisant

les méthodes classiques de clonage. La transfection de la partie C-terminale de la



xxi

Cx43 se justifie du fait que tout processus, de la transcription & 1’ouverture des
canaux, « gating », dépend de la phosphorylation de différents sites sur cette
extrémité C-terminale (Moreno et Lau, 2007 ; Seki et al., 2004 ; Moreno et al;,
2002 ; Elenes et al., 2001). Il existe plusieurs enzymes capables de phosphoryler
’extrémité C-terminale des connexines notamment plusieurs sérine/thréonine,
protéines kinases et tyrosine kinases (Gemel et al., 2006; Laird, 2006; Dang et al.,
2003; Sin et al., 2001; Stagg et Fletcher, 1990; Meda et al., 1984).

Les articles récents mentionnent que la transfection est réalisée sur des
cellules différenciées de neuro2A (Delaune et al., 2007 ; Miloso et al., 2004 ;
Carystinos et al, 2001 ; Mao et al., 2000). Nous avons plutot concentré nos
travaux sur la transfection des cellules non différenciées afin d’étudier I'influence

des connexines dans les cellules non différenciées ou en cours de différenciation.

Le deuxiéme objectif était d’étudier les voies métaboliques associées aux
PKA et PKC et d’évaluer leur implication au niveau de la fonction des Cxs ainsi
qu’au niveau de la formation des jonctioﬁs lacunaires dans les cellules de N2A,
puisque ces voies sont celles empruntées pour phosphoryler les motifs situés sur
la partiec C-terminale de la Cx43. Les techniques utilisées ont été :
I'immunobuvardage pour identifier le profil d’expression et le niveau de
phosphorylation de la Cx43, la technique de chargement par grattage (« scrape
loading ») en présence d’un colorant fluorescent pour mesurer le niveau de
communication jonctionnelle et enfin I’immunocytochimie et 1’épi-fluorescence
pour déterminer la sous-localisation de la Cx43 transfectée (membranaire ou

cytoplasmique).

Le troisiéme objectif de ce projet était de confirmer I’identification de la
ou des connexines exprimées dans le modéle cellulaire d’IMR32 et d’explorer

I’altération potentielle de la fonction des jonctions lacunaires.

Le quatriéme objectif consistait & confirmer la contribution des différentes

voies métaboliques capables de rétablir la perméabilité jonctionnelles dans les
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IMR32. En effet, un grand nombre de signaux (oncogénes, autocrines, facteurs de
croissance, neurotransmetteurs et hormones) interviennent dans la régulation des
jonctions lacunaires et régulent le niveau de communication intercellulaire en
activant des protéines kinases (Chanson et al., 2007; Pahujaa et al., 2007; Laird,
2006; Bao et al., 2004; Lau et al., 1996).

Dans les deux modéles cellulaires, nous avons choisi une approche
pharmacologique par inhibition et/ou activation des voies métaboliques
principales : la PKA et la PKC afin d’élucider si les mémes voies métaboliques
sont impliquées dans la régulation des Jjonctions lacunaires dans les phénotypes
humains et murins. Enfin, un médicament en développement a été testé dans les

deux modeles selon les techniques décrites dans le deuxieme objectif.

Cette étude nous permettra d’analyser la modulation des jonctions
lacunaires chez les neuroblastomes de souris afin de déterminer leur utilité

comme modéle d’étude in vivo.



1. REVUE BIBLIOGRAPHIQUE




1.1 Le cancer

Le cancer est une maladie caractérisée par une prolifération cellulaire
anormale (Nicolis, 2006; Toler et al., 2006), la perte de la différenciation (Conklin
et al., 2007 ; Jones et al., 2006 ; Sutor et Hagerty, 2005) et I’absence de la mort
cellulaire programmée (Fulda, 2007; Poggi et Zocchi, 2006; Teitz et al.,, 2001). En
général, I’arrét de la prolifération cellulaire, 1’initiation du processus de
différenciation ou de mort cellulaire (apoptose) est engendrée par de multiples
signaux (Fulda, 2007; Peng et al., 2007; Yang et al., 2003). Dans les conditions
normales de I’organisme adulte, la prolifération des cellules est un processus
multifactoriel rigoureusement contré1¢, qui contribue 4 la réparation de certains
tissus ou a leur renouvellement (Chenwei et al., 2007; Chanson et al., 2005; Wei
et al., 2004). Cette stabilité du tissu est régulée par des interactions trés étroites
entre les cellules (Mese et al., 2007). Or, dans le cas du cancer, cet équilibre ou
homéostasie est rompue : la prolifération cellulaire qui méne a la formation d’une
tumeur ne s’accompagne pas d’un processus de différenciation adéquat (Laird,
2006; Mezencev et Kohut, 2004; Evans et Martin, 2002). Ainsi, la multiplication
cellulaire incontrélée conduit & I’hyperplasie d’un tissu et éventuellement une
tumeur se développe 4 la suite de mutation(s) génétique(s) ou somatique(s)
(Nicolis, 2006 ; Pointis et al., 2005). Ces derniéres augmentent avec la croissance

de la tumeur.

1.2 Les neuroblastomes

Le neuroblastome est la plus fréquente des tumeurs solides chez les
enfants entre 0 et 5 ans (Edsjé et al., 2007 ; Toler et al., 2006 ; Brodeur et al.,
2000). 11 représente 20% des cancers pédiatriques ; son incidence est de 1/7500
correspondant a la seconde cause de mortalité de cette tranche d’age apres les
accidents domestiques (Howman-Giles et al., 2007). 11 s’agit d’un cancer
embryonnaire des neurones post-ganglionaires du systéme nerveux périphérique.
La tumeur tire son origine de la migration aberrante des cellules de la créte
neurale durant ’embryogénése (Li et al., 2007 ; Lovat et al., 2001). Son origine

provient de cellules neuronales embryonnaires qui se localisent dans le cou, le



thorax, ’abdomen ou le bassin (Unsworth et al., 2006). Malgré leur caractére
embryonnaire, ces cellules peuvent néanmoins se différencier, au moins in vitro
leur potentiel de différenciation étant intact (Laird, 2006; Evans et Martin., 2002;
Trosko et Ruch, 1998). Le dépistage du neuroblastome est rendu possible grace a
la propriété de cette tumeur de sécréter dans plus de 85% des cas des
catécholamines (acide vanilmandéliques (VMA) et acide homovanilique (HVA))

(Li et Behshti, 2005 ; Black et al., 1999).

Le neuroblastome est souvent présent au moment de la naissance, mais les
symptdmes ne font leur apparition qu’une fois que la tumeur a progressé. La
tumeur démontre une grande variabilité allant d’une régression spontanée a une
forme maligne agressive (Otmani et al., 2007 ; Ara et DeClerck, 2006 ; Brodeur et
al., 2000 ; Grosfeld, 1999). On estime & 70% les patients atteints de cette maladie
qui perdent la vie malgré les traitements chimiothérapeutiques sévéres (Li et
Behshti, 2005 ; Lovat et al., 2001; Brodeur et al., 2000 ; Evans, 1980). Dans de
rare cas, chez les enfants diagnostiqués avant 1’dge d’un an, les tumeurs sont
bénignes et régressent spontanément sans aucun traitement. Cependant, dans 90%
des cas diagnostiqués, les enfants ont plus de un an et le taux de survie a long
terme n’est que de 15% (Li et Behshti, 2005). En effet, dans certains cas, il arrive
que la tumeur se transforme en lésion bénigne suite a sa différenciation, mais elle
peut aussi se propager et former des métastases, particuliérement aux ganglions
lymphatiques, au foie, & la peau, aux os et & la moelle osseuse (Otmani et al.,

2007 ; Ara et DeClerck, 2006; Matthay, 1999 ; Castleberry, 1997).

Les causes de cette maladie sont inconnues mais il est possible que
plusieurs facteurs environnementaux y soient associés notamment 1’exposition
prénatale & certains produits comme I’alcool et le phénobarbital ou  un certain
type de traitement médical contre les infections vaginales durant les mois de

grossesse de la mére (Lovat et al., 2001 ; Black et al., 1999).



1.2.1 Origine et caractérisation des lignées cellulaires de
neuroblastomes
Les deux modeéles de lignées cellulaires utilisées dans ce travail sont : la

lignée cellulaire de neuroblastome humain IMR32 et la lignée murine Neuro2A

(N2A).

Les cellules IMR32 dérivent d’une masse abdominale de neuroblastome
formée dans un feetus male de 3 mois (Tumilowicz et al., 1970). Elles présentent
une amplification du géne N-Myc (25 x). Des cultures cellulaires contenant les
cellules non différenciées ont été établies a partir de la culture primaire
(Tumilowicz et al.,, 1970). En culture in vitro, ces cellules sont capables de se
différencier dans des conditions appropriées. Elles récapitulent alors I’ontogénie
des neurones du systéme nerveux périférique. Les cellules IMR32 représentent
donc un mode¢le attrayant pour 1’étude des événements cellulaires majeurs comme
la différenciation (Kaneko et al., 2006) et la prolifération cellulaire (Koppen et al.,

2007; Hirayama et al., 2000).

Les cellules de N2A proviennent des neuroblastes du cerveau de souris
Mus musculus ; e neuroblastome a été établi a partir d’une tumeur spontanée chez
une souris albinos de souche A. Les cellules de N2A sont déficientes en
communications intercellulaires (Jordan et al., 1999 ; Moory et al., 2001) et sont
utilisées depuis longtemps pour obtenir des transfectants stables exprimant
diverses connexines pour I’étude de la communication jonctionnelle (Gemel et al.,
2006 ; Laird, 2006 ; Tanmahasamut et al., 2005 ; Zhong et al., 2003, Statuto et al.,
1997; Zhu et al., 1991; Eghbali et al., 1990).

1.3 La communication jonctionnelle

Le fonctionnement normal de tout organisme multicellulaire implique un
systeme de communication grace auquel chaque cellule est infonﬁée de I’activité
des cellules voisines et régle en conséquence son propre niveau de

fonctionnement (Axelsen et al.,, 2007; Mese et al., 2007; Vinken et al., 2006;



Meda, 1996). Ainsi, un organisme multicellulaire régule sa capacité & conserver
un fonctionnement satisfaisant afin de maintenir un état de stabilité relative des
différentes composantes de son milieu interne et ce, malgré les variations
constantes de I'environnement externe (Laird, 2006; Chanson et al., 2005;
Schneeberger et Lynch, 2004; Trosko et al., 1990).Cet état d’équilibre
synchronisant les réponses aux stimuli externes, définit I’homéostasie. Elle est

assurée par les jonctions lacunaires.

1.3.1 Perméabilité jonctionnelle

Les jonctions lacunaires sont constituées de protéines, appelées
connexines, appartenant a une famille dont les membres sont désignés par leur
poids moléculaire (connexine 32 a 62, chez I’humain). La plupart des cellules
animales synthétisent plusieurs membres de la famille des connexines, dont la
séquence et la topographie ont été trés conservées au cours de 1’évolution (Jordan
et al., 199-9; Bennett et al.,, 1994). Ces protéines forment des canaux
transmembranaires, regroupés au niveau des jonctions intercellulaires, dont la
propriété unique est de permettre a des cellules voisines d’échanger directement et
dans les deux sens de nombreux ions et métabolites cytoplasmiques de moins de
1kDa et de 1,5 nm. Les pores des canaux sont perméables a un grand nombre de
molécules endogénes, comprenant des nucléotides (dont I’AMPc), des acides .
aminés, des co-facteurs vitaminiques, des métabolites des phospho-inositides
(IP3), des sucres (glucose 6-phosphate), des ions Ca?*, des molécules énergétiques
ADP, ATP, adénosine, etc. (Harris, 2007; Viken, 2005 ; Evans et Martin, 2002 ;
Rivedal et al., 2001). Ce mécanisme de communication intercellulaire, aussi
appelé couplage jonctionnel, a été impliqué dans de nombreuses fonctions
cellulaires, au cours du développement embryonnaire et dans les tissus adultes
(Huettner et al., 2006; Houghton, 2005; Malassiné et Cronier, 2005; Meda, 1996).
Elles permettent en effet, la compartimentation cellulaire lors du développement,
le maintien de 'homéostasie tissulaire, le maintien des concentrations et du pH
intracellulaire, le comportement synchronisé des cellules, l'amplification de la

réponse hormonale (couplage métabolique), la transmission des signaux



régulateurs (couplage électrique) (Charpantier et al., 2007; Nlend et al., 2006;
Haefliger et al., 2005; Postma et al., 1998 ; Phipps et al., 1997 ; Lo, 1996 ; Phipps
et al., 1990 ; Loewenstein, 1980). L’échange de ces substances, non-spécifiques, a
bas poids moléculaire, a travers les jonctions lacunaires, est une fagon importante
pour la cellule de réguler le processus d’homéostasie, de prolifération et de
différentiation et de maintenir un consensus face aux stimuli externes afin de
synchroniser leur réponse (Conklin et al., 2007; Fulda, 2007; Poggi et Zocchi,
2006; Postma et al., 1998 ; Phipps et al., 1997 ; Lo, 1996 ; Phipps et al., 1990 ;
Loewenstein, 1980).

La perméabilit¢é de chaque type de connexine étant sélective, elles
contrblent le passage d’informations spécifiques sous la forme des messagers
secondaires — co-facteurs des kinases, les enzymes clef qui conditionnent 1’état de
différenciation des cellules, par exemple. De fait, la distribution de chaque type de
connexine est spécifique du tissu chez I’adulte et est régulée d’une fagon

extrémement précise durant I’embryogenése.

1.3.2 Les jonctions lacunaires et leurs rdles dans diverses pathologies

Des études récentes indiquent qu’une altération du mécanisme de
communication intercellulaire pourrait jouer un réle considérable dans diverses
maladies et dans 99% des cancers (Fulda, 2007 ; Phipps et al., 1997). Les
mutations de certaines Cxs sont a ’origine de nombreuses maladies humaines
héréditaires (Tableau 1) telles que la cataracte (Bilchick et al.,, 2007; Harris,
2007 ; Shiels et al., 1998), la surdité (Kenna et al., 2001), I’infertilité (Axelsen et
al., 2007; Simon et al., 1997) et I’arythmie cardiaque (Welch et al., 2007; King et
al., 2000). Une mutation de la Cx43 (caractérisée par la substitutions du résidu
sérine 364 par un résidu proline) cause I’hétérotaxie viscéroatriale et engendre
une malformation cardiaque, une atrophie musculaire, la faiblesse des membres et
une perte de sensibilité (Wang et al., 2004; Gutstein et al.,, 2003; King et al.,
2000). De plus, la neuropathie périphérique héréditaire de Charcot-Marie-Tooth
résulte d’une mutation au sein de la Cx32 qui engendre la dégénération axonale et

la démyélinisation de nerfs périphériques (Dubourg et al., 2001). Des anomalies



du géne de la Cx26, sont responsables d'une surdité neurosensorielle de
transmission autosomique récessive (DFNBI1), d'une surdité neurosensorielle
beaucoup plus rare de transmission autosomique dominante (DFNA3), et de
différentes surdités associées a des signes cutanés : syndrome de Vohwinkel
(surdité associée a une hyperkératose palmoplantaire) (Kenna et al., 2001). Des
altérations des Cx30, Cx31 et Cx43 sont aussi responsables de surdités isolées ou
syndromiques chez ’homme. La Cx40 est propre au tissu auriculaire du coeur et
joue un rdle crucial dans la conduction des impulsions électriques. Des mutations
héréditaires dans le géne producteur de Cx40 chez les patients atteints de
fibrillation auriculaire ont été découvertes (Tableau 1).

De plus, I’altération de la fonctionnalité des jonctions lacunaires en
absence de mutation des connexines contribue 4 un grand nombre de maladies
comme le diabéte, la neurodégénération, 1’hypertension, la détérioration des
fonctions rénales et le dysfonctionnement érectile (Want et al., 2004 ; Simon et

al., 1999).

1.3.3 Les connexines

Depuis les travaux de séquengage et de clonage de la premiére connexine,
Cx32, par Paul et ses collégues en 1986, la famille des connexines s’est accrue et
contient 20 membres murins et 21 humains (Yen et al., 2007; Cruciani et al.,
2006; Laird, 2006) (Tableau 2). Ces connexines sont désignées par leur poids
moléculaire (connexine 32 4 62, chez ’humain) ainsi que mentionné plus haut.
Ces protéines polytopiques de la membrane plasmique ont une demi-vie de
quelques heures (5 heures dans les hépatocytes du foie et 1,3 heures dans le cceur)
(Laird, 2005) et sont synthétisées pratiquement dans chaque type de cellule
animale (Bennett et al., 1991).

La plupart des génes des connexines sont distribués sur des chromosomes
différents (Mese et al., 2007; Yen et al., 2007; Fishman et al., 1991). Dans
I’espéce humaine, les génes codant pour les Cx26, Cx32 et Cx43 se trouvent

respectivement sur les chromosomes 13, X, et 6, et il y a un pseudogéne pour la



Tableau 1 — Liste des maladies humaines associées aux mutations de
différentes connexines



Connexine Maladie humaine

Pathologie

Cx26 Surdité

Cx32 Charcot-Marie-Tooth

Surdité neurosensorielle de transmission
autosomique récessive (DFNB1); d'une
surdité neurosensorielle beaucoup plus rare
de transmission autosomique dominante
(DFNA3) ; surdités associées a des signes
cutanés : syndrome de Vohwinkel (surdité

associée a une hyperkératose
palmoplantaire).
Neuropathie périphérique héréditaire :

atteintes motrices et sensitives distales —
une atrophie musculaire, la faiblesse des
membres et une perte de sensibilité —
souvent associé a une surdité

Cx30 Surdité Surdité autosomique dominante
Dysplasie ectodermique hydrotique de
Clouston

Cx30,3 Maladie de la peau autosomale dominante

Cx31 Erythro-kératodermie variabilis
Surdité

Cx40 Fibrillation Arythmie cardiaque (battements irréguliers)

auriculaire
Cx43 Hétérotaxie - malformations cardiaques et a I’insuffisance
véscéroatriale rénale
Cx46 Cataracte
Cx50

(Tiré de : Axelsen et al., 2007; Bilchick et al., 2007; Gropman et
Adams, 2007; Harris, 2007; (modifiée de Kelsell et al., 2001 ;
Mazereeuw-Hautier et al., 2007; Welch et al., 2007; Dzhemileva et
al,, 2006; Sliwiniska-Kowalska et al., 2006; Boralevi et al., 2005;
Tekin et al., 2003; Yotsumotoet al., 2003; Latour et al., 1997;

Bennett et al., 1994)
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Tablean 2 — Membres de la famille des connexines murines et leurs
homologues chez I’humain (Laird, 2006)



Connexines Murines

Connexine Humaines

Cx23

Cx26
Cx29
Cx30
Cx30,2
Cx30,3
Cx31
Cx31,1
Cx32
Cx33
Cx36
Cx37
Cx39
Cx40
Cx43
Cx45
Cx46
Cx47
Cx50

Cx57

Cx23
Cx25
Cx26
Cx30,2
Cx30
Cx31,9
Cx30,3
Cx31
Cx31,1
Cx32

Cx36
Cx37
Cx40,1
Cx40
Cx43
Cx45
Cx46
Cx47
Cx50
Cx59
Cx62

11

(Tiré de : Sohl et al., 2003; S6hl et Willecke, 2003; Willecke et al., 2002;

Eiberger et al., 2001)
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Cx43 sur le chromosome 5 (S6hl et al., 2003; Shibata et al., 2001; Meda, 1996).
Les génes codant pour les Cx37 et Cx40 se trouvent tous les deux sur le
chromosome 1, et ceux codant pour les Cx26 et Cx46 sur le chromosome 13,
suggérant un partage possible de séquences régulatrices (Duffy et al., 2006;
Shibata et al., 2001; Trosko et al., 1998). I n’y a pas cependant de lien immédiat
entre ce regroupement chromosomique et I’expression des connexines. Ainsi,
alors que la Cx37 et la Cx40 sont généralement produites dans les mémes tissus,
les Cx26 et Cx46 proviennent de tissus différents (Gerido et White, 2004;
Krutovskikh et Yamasaki, 2000).

Tous les génes des connexines étudiés i ce jour démontrent une structure
similaire comportant deux exons séparés par un long intron (Yen et al., 2007;
Fisherman et al., 1991). Le petit exon (d’environ 100 paires de bases) code pour
une séquence non-transcrite (Mese et al., 2007). 11 est séparé du deuxiéme exon
par un long intron (6 000-8 000 paires de bases) qui contient un site accepteur
d’épissage en amont du codon du début (Mese et al., 2007; Yen et al., 2007). Le
deuxiéme exon contient en un bloc toute la séquence codante pour la protéine
(Oyamada et al., 2005). Les promoteurs du géne de la Cx43 de différentes
origines soit humain, rat et souris ont été clonés (Chen et al., 1995). Les 3
promoteurs contiennent une boite TATA située en amont du codon et plusieurs
activateurs de protéines de transcription comme les sites AP-1 et AP-2 (Duffy et

al., 2006; Oyamada et al., 2005; Trosko et al., 1998 ; Chen et al., 1995).

1.3.4 La topologie des connexines

Chaque sous-unité posséde une topologie identique : les deux terminaisons
(amine et carboxyle) sont localisées dans le cytoplasme alors que la molécule
traverse 4 fois la membrane plasmique (4 domaines transmembranaires
hydrophobes: M1, M2, M3 et M4), formant ainsi une boucle intracellulaire (I) et
deux boucles extracellulaires (E1 et E2) (Figure 1 A) (Kovacs et al.,, 2007;
Skerrett et al., 2002; Goodenough et al., 1997). Le domaine M3 est impliqué dans

la formation du pore central hydrophile par lequel transitent les molécules et les
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Figure 1 — Modele schématisé de Ia structure des jonctions lacunaires.
(Tiré de : Kovacs et al., 2007; Sosinsky et al., 2005 ; Skerrett et al.,
2002; Falk, 2000; Goodenough et al., 1997; Kumar et al., 1996)

A)

B)

®)

D)

Une connexine posséde 4 domaines transmembranaires (M1, M2,
M3 et M4), et traverse 4 fois la membrane plasmique, formant
une boucle intracellulaire (I) et deux boucles extracellulaires (E1l
et E2). Elle est caractérisée par deux terminaisons (amine et
carboxyle) localisées dans le cytoplasme.

Les connexines s'assemblent en complexes de six sous unités qui
forment une connexone ménageant ainsi un pore. Les
connexones présentes dans les membranes de deux cellules
voisines se placent en vis-a-vis, se lient entre elles et forment
ainsi une jonction percée par un pore reliant les cytoplasmes des
deux cellules contigiies.

Plusieurs connexones rassemblées en un champs membranaire,
plus au moins étendu, forment des plaques jonctionnelles.

La portion centrale de chaque connexone comporte un espace
hydrophile de 2 & 4 nm de diamétre qui constitue la moitié d’un
canal jonctionnel d’environ 10 nm.
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(Kovacs et al., 2007; Mese et al., 2007; Yen et al., 2007;
Duffy et al., 2006; Oyamada et al., 2005; Sosinsky et al.,
2005; Gerido et White, 2004; S6hl et al., 2003; Skerrett et
al., 2002; Shibata et al., 2001; Falk, 2000; Krutovskikh et
Yamasaki, 2000; Trosko et al., 1998; Goodenough et al.,
1997; Kumar et al., 1996; Meda, 1996; Chen et al., 1995;
Fishman et al., 1991)
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ions. Enfin, la partie extracellulaire comprend deux boucles (E1 et E2) possédant
chacune trois cystéines (C) conservées chez tous les membres de la famille
(Sosinsky et al., 2005 ; Falk, 2000 ; Kumar et al., 1996). Trois cystéines
participent 4 la formation de ponts di-sulfures intramoléculaires, qui conférent aux
connexines une conformation compacte et rigide leur permettant d’interagir
étroitement avec les connexines des cellules adjacentes (Laird 2006 ; S6hl, 2004;
Evans et Martin, 2002). Leur interaction étroite isole ainsi le canal intercellulaire
hydrophile du milieu extracellulaire (Kovacs et al., 2007 ; Sosinsky et al., 2005).
Les homologies entre les différentes connexines sont assez fortes sauf au
niveau de la boucle intracellulaire et de la terminaison carboxyle qui peut varier
en longueur et en séquence (Mese et al., 2007; Yen et al, 2007). Cette
terminaison carboxyle leur confére une spécificité fonctionnelle puisqu’on y
trouve, selon les connexines, des résidus phosphorylables ainsi que des sites
possibles d’interaction avec d’autres protéines (Solan et Lampe, 2005; Lampe et

Lau, 2004 ; Warn-Cramer et Lau, 2004).

1.3.5 Les. connexones

Avant le transfert 4 la membrane cellulaire, six connexines s’oligomérisent
au niveau du Réticulum Endoplasmique et du Golgi (Figure 1 B) pour former des
structures tubulaires creuses, un pore, appelé connexone (Flak et al. 2000). Les
connexones présentes dans les membranes de deux cellules voisines se placent en
vis-3-vis, se lient entre eux et forment ainsi une jonction percée par un pore reliant
les cytoplasmes des deux cellules contigués (Chanson et al., 2007 ; Pahujaa et al,
2007; Solan et Lampe, 2005). Il existe des connexones homomériques
(composées des méme connexines) et hétéromériques (composés de 2 - ou plus —
différentes connexines). Les connexones sont ensuite incorporées, apres la fusion
de vésicules golgiennes avec la membrane plasmique dans les régions
membranaires qui ne participent pas aux contacts intercellulaires (Moreno et Lau,
2007 ; Barbe et al., 2006). Chaque connexone traverse alors complétement la
double couche lipidique de la membrane, exposant une de ses extrémités dans le

cytoplasme et I’autre dans I’espace intercellulaire (Figure 1 C). La portion
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centrale de chaque connexone comporte un espace hydrophile de 2 4 4 nm de
diametre qui constitue la moitié d’un canal Jonctionnel (Yen et al., 2007).
Lorsqu’un contact intercellulaire est établi, les connexones d’une cellule
s’alignent bout a bout avec celles de la cellule voisine, établissant un canal
hydrophile continu long d’environ 10 nm (Mese et al.,, 2007; Duffy et al., 2006;
Oyamada et al., 2005). Ainsi que rapporté plus haut, ce canal jonctionnel met en
communication directe le cytoplasme des deux cellules en contact, par dela
Iespace intercellulaire (Kovacs et al., 2007; S6hl et al., 2003). Ces jonctions sont
généralement rassemblées en champs membranaires, les plaques de jonctions
lacunaires, plus au moins étendues (Figure 1 D) (Sosinsky et al., 2005; Gerido et
White, 2004).

On trouve également des demi-canaux (ou les connexones ne sont pas
reliées a celles de la cellule voisine) que ’on pensait fonctionnellement fermés,
jusqu’a ce que I’extrémité intercellulaire des connexones soit isolée de I’espace
environnant pour éviter une rapide dialyse cytoplasmique. Cependant on a
démontré I’existence de demi canaux fonctionnels, les hemi-canaux. Ces canaux
s’ouvrent en particulier dans les neurones durant des épisodes d’ischémie (Dhein

et al., 2006 ; Thompson et al., 2006 ; Cascio et al., 2005).

1.3.6 Biosynthése, assemblage et transport des connexines

Tout comme les autres protéines intégrales de la membrane, les
connexines sont synthétisées dans le Réticulum Endoplasmique (RE) et y sont co-
transcriptionnellement insérées (Koval, 2006 ; Salameh, 2006)." Méme si les
connexines ne sont pas glycosylées, il semblerait qu’une ou plusieurs protéines
chaperonne(s) soi(en)t impliquée(s) lors de I’organisation topologique finale et
Iobtention de I’état stable (Laird, 2006). De nombreuses études ont démontré que
’oligomérisation de la grande majorité des connexines se produisait aussi lors de
la période de transition dans le Réticulum Endoplasmique (Thomas et al., 2005 ;
Maza et al., 2003) sauf pour la Cx43 et 46 (Moreno et Lau, 2007; Laird, 2006).
Ces derniéres semblent étre présentes sous leur forme monomeérique dans

’appareil de Golgi et s’oligomérisent seulement dans le trans-Golgi (Koval et al.,
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1997 ; Musil et al., 1993). 11 a aussi été suggéré que la Cx43 est phosphorylée de
fagon transitoire tres tot dans la voie sécrétoire mais il semble que la plupart de la
phosphorylation est acquise une fois la protéine arrivée 4 la membrane cellulaire.
Des intermédiaires vésiculaires pléiomorphiques semblent étre impliqués dans le
transport des connexines a4 la membrane plasmique, ce processus semble étre
facilité par les microtubules (Martin et Evans, 2004; Musil et al., 1993).
L'appareil contractile, ainsi que son remodelage, induit par le changement de
longueur des filaments intermédiaires est régie par diverses voies de signalisation
impliquant le dynamique de l'actine (Wall et al., 2007; Lau, 2005; Irie et al.,
2004)

1.3.7 Les diverses isoformes des connexines

Méme s’il existe une vingtaines d’isoformes de connexines chez les
mammiféres (Tableau 3), leurs séquences sont trés conservées. Elles partagent
donc des similarités au niveau structural : 4 portions hydrophobes dont 2 boucles
intercellulaires et 1 boucle cytoplasmique et d’une extrémité carboxy-terminale
exposée dans le cytoplasme (Kovacs et al., 2007; Skerrett et al., 2002). Toutefois,
elles différent considérablement entre elles en ce qui concerne la taille de la
boucle cytoplasmique et la longueur de I’extrémité carboxy-terminale (Laird
2005 ; Sosinsky et al., 2005; Falk, 2000; Kumar et al., 1996). Ainsi, la variabilité
de cette extrémité a permis la production d’anticorps spécifiques utilisés pour
I'immunolocalisation des différentes isoformes. De plus, cette région est trés
importante au niveau de la fonctionnalité de la connexine puisque 1’ouverture
et/ou la fermeture des canaux jonctionnels dépend de 1’état de phosphorylation
des résidus sérine-thréonine sur cette extrémité (Figure 2) (Moreno et Lau, 2007;
Britz-Cunningham et al., 1995). En effet, la plupart des connexines (Cx31, Cx32,
Cx37, Cx40, Cx43, Cx45, Cx46, Cx50 et Cx56) détiennent des séquences
consensus de phosphorylation par les protéines kinases (Lampe et Lou, 2000). La

Cx26 est une exception (Laird, 2006).



Tableau 3 — La famille des principales connexines.
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Connexines Poides moléculaires Organe d’expression
(kDa)

Cx50 49,6 Cellules épithéliales de la cornée

Cx46 46,0 Fibres du cristallin, cellules musculaires
cardiaques

Cx45 45,6 Cellules musculaires cardiaques, cellules
du blastoscytes, cellules épithéliales du
poumon

Cx43 43,0 Cellules musculaires cardiaques, cellules

: musculaires lisses, cellules sécrétrices des

glandes endocrines, kératinocytes

Cx40 40 Certaines cellules endothéliales, certains
kératinocytes et les cellules musculaires
cardiaques

Cx38 37,8 Embryon

Cx37 37,6 Certaines cellules endothéliales, certains
kératinocytes et les cellules musculaires
cardiaques

Cx33 32,9 Quelques cellules testiculaires

Cx32 32,0 Hépatocytes, cellules sécrétrices des
glandes exocrines, certaines neurones,
oligodendrocytes, cellules Schwan

Cx31,1 31,1 Kératinocytes, cellules des épithéliums
stratifiés

Cx31 31,0 Kératinocytes, cellules des blastocytes,
cellules du trophoectoderme placentaire

Cx30,3 30,3 Blastocytes, certains kératinocytes

Cx26 26,5 Hépatocytes, cellules sécrétrices de

glandes endocrines et exocrines, certains
kératinocytes, cellules de 1’épithélium
intestinal

(Tiré de: Cruciani et Mikalsen, 2006 ; Araya et al, 2003 ;
Neuhaus et al., 2002 ; Sui et al., 2002)
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Figure 2 — Illustration des sites phosphorylables par différents enzymes sur
Pextrémité carboxy-terminale de la connexine 43.

Cette représentation démontre la composition en acide aminé de la
connexine 43. Les sites phosphorylables sur I’extrémité carboxy-
terminale de la protéine sont représentés en couleur. Chaque couleur
correspond a une enzyme spécifique responsable de la
phosphorylation de ces résidus: v-Src (vert clair), MAPK (rose),
PKC (bleu), p34°*? (orange), CK1 (vert foncé) et la PKA-dependent
(violet).
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1.3.8 La connexine 43 (Cx43)

La distribution des connexines varie au cours du développement selon
I’état fonctionnel du tissu ou de I’organe (Axelsen et al., 2007; Mese et al., 2007,
Vinken et al., 2006). En effet, d’un type cellulaire & ’autre, chaque connexine a
son propre patron d’expression (Laird, 2005; Malassiné et Cronier, 2005).
Certaines connexines sont produites par de trés nombreux types cellulaires, alors
que d’autres ont une distribution beaucoup plus restreinte. Néanmoins, la plupart
des cellules expriment plus d’une connexine (Dzhemileva et al., 2006 ; Servers et
al., 2006 ; Pointis et Segretain, 2005 ; Meda, 1996).

La vaste majorité des études faites sur les connexines concernent la Cx43
puisqu’elle est retrouvée extensivement chez les mammiferes (Laird, 2006)
(Tableau 4). Elle est largement distribuée dans une grande variété de cellules et
tissus incluant les cellules épithéliales, les cellules endothéliales, les macrophages,
les fibroblastes, les astrocytes, les cellules du myocarde et d’autres tissus lisses et
connectifs (Bermudez-Fajardo et al., 2007 ; Neijssen et al., 2007 ; Oviedo-Orta et
Evans, 2002 ; Kumar et al., 1996; Lo, 1996). Les cellules embryonnaires de la
créte neurale expriment aussi la Cx43 et la Cx46 durant leur migration, et leur
survie dépend de la présences de la fonctionnalité des jonctions lacunaires (Edsjo
et al., 2007; Li et al, 2007 ; Unsworth et al, 2006 ; Lovat et al., 2001 ;
Bannerman et al., 2000). La mutation du géne de la Cx43 chez les souris engendre
la mort de I’animal 4 la fin de la vie foetale et sa mutation provoque une '

malformation cardiaque chez I’homme (Chen et al., 1995).

1.3.9 La régulation des connexines

La communication cellulaire via les jonctions lacunaires est régulée a
plusieurs niveaux : la transcription du géne de la Cx, I’assemblage des Cxs en
connexones, le transport & la membrane plasmique, 1’assemblage de connexones
en canaux jonctionnels, I’ouverture et la fermeture du canal jonctionnel, le
désassemblage des jonctions lacunaires et la dégradation des connexines par voie
protéosomique et/ou lysosomique (Laird, 2006). La phosphorylation est le

principal mécanisme de régulation (Moreno et Lau, 2007 ; Lampe et Lau, 2000).



Tableau 4 — Distribution cellulaire et tissulaire de la connexine 43

(Bermudez-Fajardo et al., 2007; Neijssen et al,
2007 ;Dzhemileva et al.,, 2006 ; Komuro, 2006 ; Lee et
Pogwizd, 2006 ; Servers et al., 2006 ; Michon et al., 2005 ;
Pointis et Segretain, 2005 ; Araya et al., 2003 ; About et al.,
2002 ; Oviedo-Orta et Evans, 2002 ; Neuhaus et al., 2002 ;
Seki et Komuro, 2002 ; Sui et al., 2002 ;Arensbak et al, 2001;
lino et al, 2001; Ihara et al., 2000; Ilvesaro et al.,
2000 ; Nemeth et al., 2000 ; Wang et al., 2001 ; Meda, 1996)
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Tissue Type cellulaire
Cardiaque Cardiomyocytes

Cellules musculaires lisses
Cavité orale Kératinocytes
Pulpe dentaire Odontoblastes

Glandes salivaires
(Esophage et estomac
Gastroduodenum
Petit intestine

Colon

Pancréas

Glande pituitaire
Glande parathyroid
Glande thyroide
Glande adrénale
Peau

Muscles (myogénése)
Cerveau

Testicules

Ovaires

Utérus

Oviducte

Glande mammaire
Poumon

Trachée

Os

Cartilage

Rein

Vessie

Rétine
Thymus
Moelle osseuse

Ganglions lymphatiques

Rate
Amygdales

Cellules de la pulpe dentaire

Fibroblastes péridentals

Cellules myoépithéliales

Cellules épithéliales

Cellules musculaires

Cellules musculaires, Cellules de Cajal
Cellules musculaires

Cellules-p endocrines

Cellules du pituitaire antérieur et postérieures

Cellules épithéliales thyroidiennes

Kératinocytes, Fibroblastes dermiques
Myoblastes

Astrocytes, Cellules leptomeningiales, Cellules
ependidymales

Cellules Sertolis

Celules Leydig

Cellules granuleuses

Cellules myometriales

Cellules épithéliales, Cellules musculaires lisses
Cellules épithéliales

Cellules épithéliales alvéolaires

Cellules musculaires lisses

Ostéoblastes, Ostéoclastes, Ostéocytes
Chondrocytes

Cellules vasculaires, cellules glomérulaires
Cellules musculaires lisses

Cellules interstitelles suburothéliales
Cellules gliales rétinales

Cellules épithéliales thymiques

Cellules stromales

Cellules dendritiques folliculaires

Cellules dendritiques folliculaires

Cellules épithéliales des amygdales
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En effet, les connexines sont des substrats pour les protéines kinases ; un
grand nombre de signaux (autocrine, facteurs de croissance, hormones et
neurotransmetteurs) régulent le niveau de communication intercellulaire en
contrdlant indirectement leur niveau de phosphorylation (Laird, 2006 ; Moreno,
2005 ; Trosko et al., 1998 ; Phipps et al., 1997).

Dans des conditions physiologiques, la perméabilité des canaux
jonctionnels est modulée par le Ca™ libre intracellulaire, le pH du cytoplasme
(Eckert, 2002), de trés nombreuses hormones (Fulda, 2007 ; Harris, 2007 ; Mese
et al., 2007 ; Stagg et Fletcher, 1990; Meda et al., 1984), des neuromédiateurs, des
facteurs de croissance, des métabolites de l'acide arachinoique, les protéine-
kinases A et C (Conklin et al., 2007 ; Stagg et Fletcher, 1990; Kanno, 1985;
Loewentein, 1985), des phosphatases, des oncogénes et enfin certains
morphogenes (Poggi et Zocchi, 2006). Ainsi, la régulation des connexines est
multifactorielle et differe selon le type de connexine, le phénotype cellulaire, le
stage du cycle cellulaire, I’ état d’immortalisation ou de transformation,
Penvironnement tridimensionnel, les divers facteurs de croissance et 1’interaction
avec la matrice extracellulaire (Chanson et al., 2007 ; Lampe et al., 2000) et leur
cycle métabolique sont rigoureusement régulés et sujets a de rapides remodelages
selon les conditions physiologiques. Tout processus, de la transcription 2
I’ouverture/fermeture des canaux, dépend de la phosphorylation de différents sites
sur I’extrémité carboxy-terminale de la connexine (Moreno et Lau, 2007 ; Lampe
et Lau, 2000). C’est donc grice a cette modification post-transcriptionelle,
engendrant un changement de configuration de la molécule, qui permet aux 6
sous-unités une fois assemblées en connexones, d’ouvrir ou de fermer le canal

(Moreno et Lau, 2007 ; Lampe et Lau, 2000).

1.3.9.1 La phosphorylation de la Cx43
Dans le cas de la Cx43, 'extrémité de 17 kDa du domaine carboxy-
terminal cytoplasmique est extensivement phosphorylée par différentes protéines
kinases aux 12 (ou plus) différents sites détenant des motifs de résidus sérine,

thréonine et tyrosine (Laird, 2005; Solan et Lampe, 2005). Certains sites sont
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phosphorylés dés les premiéres 15 minutes aprés la synthése de la Cx43 (Moreno,
2005) dans les cultures cellulaires de fibroblastes démontrant ainsi que ces
modifications se produisent avant I’arrivée de la protéines 4 la membrane
plasmique (Hervé et al., 2007; Crow et al, 1990). Les protéines kinases
responsables de la phosphorylation comprennent entre autres la protéine kinase C
(PKC), la protéine kinase activée par les mitogénes (MAPK), la pp60src (Lampe
et Lau et al., 2004; Lau et al., 2000), les kinases v- et c-src et v-Fps (Lau, 2005;
Kurata et Lau, 1994), la caséine kinase 1, (Laird, 2005), la kinase cycline-
dépendante (cdc2 kinase, p34°®?), la caséine kinase 1 et la protéine kinase A
(PKA) (Figure 3) (Hervé et al., 2007; Laird, 2006).

Cependant, & cause des interrelations (« cross-talk ») existant entre les
différentes voies de signalisation et du nombre de sites de consensus de
phosphorylation dans la partie carboxyl-terminale de la Cx43, il est difficile de
déterminer quelle enzyme est responsable de la phosphorylation des connexines.
Dans le cadre de ce projet, nous tenterons d’identifier les protéines kinases qui
contribuent a I’expression et la fonction de la Cx43 entre autres, la PKA et la
PKC, afin d’identifier les voies nécessaires au contrdle du couplage jonctionnel et
a la régulation des phénoméne qui lui sont associés (prolifération, différenciation,
etc.) dans une lignée de NB qui exprime la Cx43 et dans une lignée transfectée

par cette connexine.

1.3.9.2 La protéine kinase A, AMPc dépendente

Les kinases et les phosphatases sont associées 4 la régulation et la
coordination de différents aspects métaboliques (Hervé et al, 2007). Ces
contrfles se font par la phosphorylation et la déphosphorylation de protéines
effectrices (Koval., 2006). Il existe prés de 400 domaines protéiques ayant une
activité kinase (Vinken et al., 2006; Hardie et Hanks, 1995). Le séquencage de ces
domaines ainsi que des études poussées en cristallographie ont démontré que les
sites catalytiques possédent des structures similaires; la seule différence

remarquable est une subtile variabilité du site de reconnaissance du substrat
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Figure 3 — Les protéines kinases responsables de la phosphorylation de la
connexine 43.
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donnant ainsi la spécificité de chaque enzyme (Gold et al.,, 2006; Lau, 2005;
Johnson et al., 1996).

La phosphorylation par les kinases est probablement la voie métabolique
la plus étudiée. En 1960, Sutherland a regu le prix Nobel de médecine pour ses
études concernant la transmission d’un signal hormonal : noradrénaline sur la
glycolyse dans les cellules hépatiques (Sutherland et Robison, 1996).
L’identification de la glycogéne phophorylase kinase kinase, nommée plus tard
protéine kinase dépendante de I’AMPc (PKA) et son activation par ’AMPc, a
mené a deux principes fondamentaux soit, le systéme des cascades des kinases et

le concept du messager secondaire (Solan et Lampe, 2005 ; Shah et al., 2002).

La PKA est composée de deux sous unités, une sous unité régulatrice (R)
et une sous unité catalytique (C) associées en un holoenzyme inactif. En I'absence
d’AMPc, I’enzyme existe sous forme d’un holoenzyme tétramérique inactif
(Reddy, 2005). ,

Dépendamment du type cellulaire, I’ AMPc est générée par I’activation de
I’adénylate cyclase qui répond a plusieurs stimuli (F igure 4) (Taylor et al., 2005 ;
Skalbegg et al., 1997). L’association de I’AMPc¢ avec la sous unité R du complexe
enzymatique, engendre une diminution de 1’affinité des sous unités R pour les
sous unités C, et induit un changement de conformation qui provoque la
dissociation du tétrameére en dimeéres de sous unités régulatrices et de sous unités
catalytiques actives (Ouyang et al., 2005; Schwartz, 2001). Les sous unités
catalytiques ont plusieurs substrats connus. Leurs cibles varient suivant le type
cellulaire et plus précisément la nature des protéines exprimées dans ces cellules
(Urschel et al., 2006 ; Marunaka et al., 2003). La sous unité catalytique de la PKA
permet alors la phosphorylation de plusieurs protéines cytoplasmiques comme la
glycogeéne synthase, la pyruvate kinase, la phosphofructokinase II, I’inhibiteur I
de la protéine phosphatase et toutes les protéines du foie qui contribuent a
I'immobilisation du glycogéne (Robinson-White et Stratakis, 2002; Brushia et
Walsh, 1999). La fonction la plus importante de la PKA est I’entrée de la sous

unité catalytique dans le noyau ce qui induit la phosphorylation de la protéine




Figure 4 — Activation de la PKA via PAMPc (Biocarta)

La PKA est une enzyme intracellulaire qui a un réle dans la
croissance et la différenciation cellulaire ; elle comprend des
sous-unités catalytiques (C) (violet) et des sous-unités
régulatrices (R) (rose). Dépendamment du type cellulaire,
’AMPc est générée par I’activation de ’adénylate cyclase qui
répond & plusieurs stimuli. L’association de I’AMPc avec la
sous unit¢ R du complexe enzymatique, engendre une
diminution de I’affinité des sous unités R pour les sous unités
C, et induit un changement de conformation qui provoque la
dissociation du tétrameére en diméres de sous unités régulatrices
et de sous unités catalytiques actives.
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CREB (cAMP-regulated enhancer binding protein) qui se lie a I’élement
régulateur de I’AMPc (CRE) (cAMP responsive element). CREB recrute alors une
histone-acétyl-transférase et la transcription des génes dont le promoteur contient

un ou des CRE est ainsi activée. (Marunaka et al., 2003 ; Syin et al., 2001).

1.3.9.3 La protéine kinase C

Il existe 12 isoformes constiruant la famille des protéine kinase C. Elles
sont impliquées dans de nombreux processus de signalisation, de prolifération, de
différenciation, de transport, d’expression génique, H’organisation cytosquelette et
elle joue donc un role dans diverses pathologies (Kheifets et Mochly-Rosen,
2007; Carter 2000). La protéine kinase C est une sérine thréonine kinase, ce qui
signifie qu'elle est capable de phosphoryler d'autres protéines sur les fonctions
alcools de ses résidus acides aminés, lorsqu'ils sont compris dans une séquence
dite consensus. Elle est considérée comme un médiateur classique de nombreux
agonistes extracellulaires qui produisent divers seconds messagers lipidiques
(Redig et Platanias, 2007; Kishimoto al., 1980). Elle est de ce fait une cible
thérapeutique intéressante dans le cas de cancers, de syndromes inflammatoires,
de désordres du systéme immunitaire ou du systtme nerveux central ou de

dysfonctionnements cardiovasculaires (Podar et al., 2007; Toker, 1998).

La famille des protéines kinases C est hétérogéne et regroupe les kinases
phospholipides dépendantes. Les différentes isoformes sont constituées d'une
seule chaine protéique composée de régions conservées (C1 & C4) et de régions
variables (V1 a V5) (Redig et Platanias, 2007). Chaque protéine est constituée de
deux domaines. Le premier a une fonction de régulation ; il est situé du c6té N-
terminal avec une masse moléculaire allant de 20 a 40 kDa environ et réagit a
différents activateurs en fonction de I’isoforme concernée (Mackay et Twelves,
2007). Le deuxiéme est le domaine catalytique situé du cté C-terminal avec une
masse moléculaire proche de 45 kDa (Gold et al., 2006). C’est a ce niveau que
vient se fixer le nucléotide donneur de phosphate qu’est I'ATP et le substrat qui

est une protéine acceptrice de phosphate. IIs sont reliés entre eux par la région V3
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qui sert de charniére et qui peut subir une protéolyse sous l'action de la calpaine
(Redig et Platanias, 2007; Newton, 1997; Azzi et al., 1992). L'enzyme clivée est

fonctionnelle, dérégulée et souvent oncogéne (Phipps et al., 1997)

11 existe douze isoformes de la PKC (entre autre a, By, Bu, v, 8, €, 6, { et 7);
la plupart des cellules expriment plus d’un membre de la famille des PKC (Kato
et al., 2005; Carter, 2000). Ceci explique ainsi qu’il existe divers mécanismes de
contrdle pour un large spectre de réponses physiologiques. Les isoformes de la
PKC, qui seront détaillées plus loin, sont regroupées en trois catégories : classique
ou conventionnelle (cPKC : o, By, By, 7), nouvelle (nPKC: 3, €, 0) et atypique
(aPKC: {, 1) (Redig et Platanias, 2007; Nishizuka, 1995). Ces isoformes se
différencient par leur expression tissulaire, leur localisation et les facteurs

capables de les activer.

1.4 L’implication possible des jonctions lacunaires dans les neuroblastomes
La majorité des cancers présentent une altération des jonctions lacunaires
qui assurent la répartition dans un tissu des petites molécules, en particulier les
messagers secondaires, co-facteurs et modulateurs des protéines kinases
(Sosinsky et al., 2007; Solan et Lampe, 2005). Ainsi, les deux seules
caractéristiques communes a tous les cancers sont ’absence de contrdle de la
prolifération et I’absence de communications intercellulaires résultant de
Ialtération des canaux jonctionnels et des Cxs (Laird, 2006; Evans et Martin,
2002; Laird et al., 1999; Yamasaki et al,, 1999). Comme dans les autres cancers,
les jonctions lacunaires des neuroblastomes humains, des tumeurs du systéme
nerveux périphérique, ne sont pas fonctionnelles bien que la Cx43, la protéine qui
forme les jonctions lacunaires, y soit exprimée (Defamie et al., 2001; Martin et
al., 2001; Yamasaki et al., 1999). En effet, la Cx43 se trouve localisée de maniére
anormale autour du noyau au lieu de se trouver sur la membrane plasmique
(Amold et al., 2005). Dans les lignées cellulaires humaines de neuroblastomes, les
IMR32, la restauration d’un phénotype normal passe par la restauration de la

fonction des canaux jonctionnels, eux-mémes tributaires de I’expression et de la
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phosphorylation de la Cx43 (Hervé et al, 2007; Moreno, 2005). Il a été
préalablement démontré que le traitement des cellules avec une forme perméable
de AMPc augmentait la synthése des Cx et leur transfert & la membrane
plasmique (Arnold et al., 2005). Néanmoins, les canaux ainsi formés n’étaient pas
fonctionnels. Dans ce cas précis, la restauration de la fonctionnalité nécessite une

seconde étape : I’inhibition spécifique de la PKC alpha (Amold et al., 2005).

Les cellules de neuroblastome de souris (Neuro2A) n’expriment pas de
connexine de fagon endogéne (Jordan et al., 1999 ; Moory et al., 2001) et sont
déficientes en communication intercellulaire. Toutefois, ces cellules sont utilisées
depuis longtemps pour obtenir des transfectants stables exprimant diverses
connexines (Gemel et al., 2006 ; Laird, 2006 ; Tanmahasamut et al., 2005 : Zhong
et al., 2003, Statuto et al., 1997, Zhu et al., 1991; Eghbali et al.,, 1990). Les
articles récents mentionnent que la transfection est réalisée sur des cellules
différenciées de Neuro2A (Delaune et al., 2007 ; Mao et al., 2007; Miloso et al.,
2004 ; Carystinos et al,, 2001 ; Mao et al., 2000). Néanmoins, nous avons
concentré nos travaux sur la transfection des cellules non différenciées afin
d’obtenir et étudier des transfectants stables dans le but d’identifier les processus
responsables de I’altération des connexines et des jonctions lacunaires dans les
cellules malignes.

L’objectif du projet a été de transfecter les cellules de Neuro2A avec un
vecteur contenant la connexine 43 fusionnée ou non avec GFP afin d’élucider les
voies métaboliques impliquées dans le déficit d’expression de la Cx43 ainsi que
I’altération et la formation et la fonction des jonctions lacunaires. Les propriétés
fluorescentes de la protéine fluorescant en vert (GFP) sont trés utiles pour 1’étude
des mécanismes de transport intracellulaires, de I’assemblage et de la sécrétion de
la protéine, autant intégrale que soluble, et du transfert 4 la membrane (Chanson
et al., 2007; Jordan et al.,, 1999). La plupart des protéines fusionnées & la GFP
maintiennent leur propriété native concernant leur transport et leur ciblage aux
bonnes organelles (Falk, 2001; Laird et al., 2001 ; Jordan et al., 1999). Des études

préalables par micro-injection ont démontré que la protéine de fusion n’inhibe pas
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la communication intercellulaire et peut promouvoir des jonctions lacunaires
fonctionnelles (Evans et Martin, 2002 ; Laird et al., 2001 ; Jordan et al., 1999).
Ainsi, puisque la Cx43-GFP posséde des caractéristiques de la Cx43 de type
sauvage (Falk, 2001; Laird et al., 2001 ; Jordan et al., 1999), il a été possible
d’examiner les mécanismes de transport des connexines de ’appareil de Golgi a
la membrane plasmique; la mobilité des jonctions lacunaires sur la membrane
plasmique et leur départ de la surface cellulaire dans les cellules vivantes (Martin

et Evans, 2004).

Il nous a paru intéressant de voir si les résultats obtenus chez la lignée
cellulaire humaine (IMR32) ressemblent a ceux obtenus chez la lignée de souris
(N2A) et si, potentiellement, la différence proviendrait d’un changement dans les
voics métaboliques associées a 1’expression, la sous-localisation et la fonction des
Cx et jonctions lacunaires ou si les différences observées proviennent de
différences dans la localisation du géne transfecté. Cette étude pourrait nous
permettre par la suite de rétablir, chez les neuroblastomes de souris, les jonctions
lacunaires en utilisant une approche pharmacologique par inhibition des voies

métaboliques principales, dans les cellules transfectées.

e —



2. MATERIELS ET METHODES
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2.1 Culture cellulaire

2.1.1 Lignées cellulaires

Plusieurs lignées cellulaires sont utilisées tout au long de ce projet :
1) Lignée cellulaire de glioblastoma de souris: C6 (ATCC # CCL-107;
2) Lignée cellulaire de neuroblastome humain : IMR32 (ATCC # CCL-127) et
3) Lignée cellulaire de neuroblastome de souris : Neuro2A obtenue de I’ American
Type Culture Collection (ATCC # CCL-131).

Les lignées cellulaires de N2A, développées dans notre laboratoire, sont
transfectées avec: a) un vecteur contenant la Cx43 fusionnée avec la GFP
(« green fluorescent protein ») : Cx43W-GFP ; b) un vecteur contenant la Cx43
fusionnée sans GFP exprimée : Cx43Wstop ; c) un vecteur contenant la région C-
terminale de la Cx43 fusionnée avec GFP : Cx43CT et d) un vecteur contenant la

Cx43 fusionnée avec la séquence inversée de GFP : Anti-Sens (AS)

2.1.2 Culture cellulaire

Les cellules IMR32 et les cellules C6 sont cultivées dans du Dulbecco’s
Modified Eagle’s Medium (DMEM) (Invitrogen-Gibco BRL Life Technologies,
Rockville, Maryland) contenant 10 % de sérum fétal de bovin (FBS), 1 % de
penicilline-streptomycine, 1% de L-glutamine, 1 % de nucléosides (adénosine 0,8
g/L; cytidine 0,73 g/L; guanidine 0,85 g/L; tymidine 0,24 g/L; uridine 0,73 g/L de
Sigma), 1 % de pyruvate de sodium, 1 % d’acides aminés non essentiels, 0,04%
de gentamicine et 3,7 g/L de NaHCOs (ces produits proviennent tous de Wysent,
St-Bruno, Québec).

Les cellules Neuro2A (ainsi que tous les clones transfectés mentionnés ci-
dessus) sont cultivées dans du Modified Eagle’s Medium (MEM) contenant 10 %
de sérum fétal de bovin (FBS , Invitrogen-Gibco BRL Life Technologies), 1 % de
penicilline-streptomycine, 1% de L-glutamine, 1 % de nucléosides (adénosine 0,8
g/L; cytidine 0,73 g/L; guanidine 0,85 g/L; tymidine 0,24 g/L; uridine 0,73 g/L de
Sigma, Oakville, Ontario), 1 % de pyruvate de sodium, 1 % d’acides aminés non
essentiels, 0,04% de gentamicine et 2,2 g/L. de NaHCO, (Wysent).
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Les cellules sont maintenues 4 37°C dans des flasques T75 (Falcon) dans
un incubateur humidifié avec 5 % de CO,. Le passage cellulaire se fait 4 tous les
48 a 72 heures lorsque les cellules atteignent une confluence de 85-90%. A ce
moment 13, le milieu est enlevé, les cellules sont lavées avec un tampon phosphate
salin sans Ca®* ni Mg (PBS ; 137 mM NaCl, 2,7 mM KCl, 4,3 mM Na,PO,, 1,4
KH,HPO,, pH 7,2 — Sigma) et incubées 1 minute 4 37°C en présence de 0,5 mL
d’une solution de 0,15% de trypsine 0,25% p/v-EDTA 5mM (HyClone, Logan,
Utah). La réaction de trypsinisation est arrétée par I’addition d’un volume
équivalent de mjlieu complet. Les cellules sont ensuite récupérées, a 4°C, dans un
tube conique par centrifugation 4 1 000 g pendant 5 minutes (Baxter Megafuge
1,0 R, Henaeus Instruments). Le culot est resuspendu dans du milieu frais et les
cellules comptées avec un hémacytométre sous un microscope optique par la
méthode d’exclusion du Trypan Bleu puis ré-ensemencées a raison de 2x10* et/ou
1x10° cellules dans des plaques de six puits, des boites de Petri de 100 mm ou

dans des flasques T75.

2.1.3 Traitement cellulaire par les médiateurs

Les cellules IMR32 ou N2A sont traitées avec du 1 mM de 8-Br-AMPc
(Sigma), 2,5 mM de Bisindolylmaléimide (BIS) (Sigma), 2,5 mM de Go6979
(Go) (Sigma) ou 10 uM de Gli005 (Gli) et trypsinisées a chaque 24 heures. Les

traitements ci-dessus se sont effectués pour une période allant Jjusqu'a 72 heures.

2.1.4 Prolifération cellulaire

Les cellules sont trypsinisées et resuspendues dans du a) DMEM ou b)
MEM a 0 % FBS et 0,5 % Dil (un ligand de membrane carbocyanine, Molecular
Probes, Burlington, Ontario) pendant 20 minutes dans la noirceur a la température
de la piéce. Apres 3 lavages consécutifs au PBS, elles sont ensemencées dans des
plats de Petri de 10 cm (Sarstedt) 4 7,5x10° dans a) DMEM or b) MEM contenant
10 % FBS. Les cellules non traitées (CT) ou traitées (voir section 2.1.3 ci-haut),

sont remises en suspension aprés trypsinisation dans du a) DMEM ou b) MEM
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ayant 0 % FBS et quantifiées par cytométrie de flux (FACS) avec un cytometre de
flux Beckman Coulter Cytomics FC 500. Finalement, les résultats sont analysés
en utilisant le programme ModFit (Verity Software Inc.) pour déterminer I’index

de prolifération des cellules tel que décrit par Arnold et al., 2005.

2.1.5 Différenciation cellulaire

Les cellules IMR32 sont traitées avec 1 mM 8-Br-AMPc, un analogue
perméable de I’AMPc, pendant 48 heures afin d’initier la différenciation
cellulaire.

Les cellules N2A transfectées, sont traitées avec un mélange de 1 mM 8-
Br-AMPc pendant 48 heures, ce dernier maintenu Jusqu’a la fixation pour
I'immunocytochimie (voir section 2,4 ci-bas). Les conditions d’induction de la
différenciation sont différentes dans les deux lignées puisque les cellules IMR32
sont traitées avec un mélange de 1 mM 8-Br-AMPc pendant 48 heures jusqu’a

fixation cellulaire.

2.2 Transfection cellulaire et clonage

2.2.1 Amorces Gateway® contre la Cx43

Afin d’utiliser la technologie recombinante de clonage Gateway®, des
amorces spécifiques sont congues contenant un site attBl et obtenues par le
service de synthése Invitrogen (Grand Island, New York). La technologie de
clonage Gateway® est basée sur un bactériophage lambda de recombinaison 2
site-spécifique. La recombinaison d’ADN se produit entre les sites spécifiques
d’attachement (att) (Invitrogen, CR®8/GW/TOPO® TA Cloning® Kit — #
K2500-20). Ainsi, les amorces sont congues afin d’inclure des sites d’attachement
attB et faciliter le transfert et I’insertion dans un vecteur donneur contenant aussi

les sites att, attP.

Les séquences des amorces sont les suivantes :
1) - Cx43WT+GFP sens : 5°-ATG GGT GAC TGG AGT GCC TT-3’ et
Cx43WT+GFP anti-sens : 5-CGG TTC AAA TCT CCA GGT CA-3’;
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2) - Cx43 sans GFP sens: 5’-ATG GGT GAC TGG AGT GCC TT-3’ et
Cx43 sans GFP anti-sens: 5’-CGG TTT AAA TCT CCA AGG TCA-3’;

3) - Cx43CTerminal sens : 5°-TTC ATG CTG GTG GTG TCC TT-3’et
Cx43CTerminal anti-sens : 5°-TTA AAT CTC CAG GTC ATC AG-3’.

2.2.2 Traitement 2 ’ADNase et précipitation par I’éthanol

Une quantité de 4 pg d’ARN est suspendue dans une solution d’ADNase
1X avec 2 U ADNase (Invitrogen), dans un tampon TE, pour un volume total de
20 pL et incubé a 37°C pendant 30 minutes. Un volume de 50 pL de phénol
chloroforme a été ajouté, puis soumis 4 Vortex et centrifugé & 10 000 g pendant 5
minutes. La couche supérieure est transférée dans un nouveau tube. Un volume de
5 uL de la solution d’acétate de sodium a 3M et 200 pL d’éthanol 100% sont
ajoutés aux échantillons. Cette étape est suivie d’une incubation de 30 minutes & -
70°C et d’une centrifugation & 14 000 g pendant 10 minutes. Par la suite, le culot
est lavé avec 500 uL d’éthanol 75%, centrifugé & 14 000 g pendant 30 minutes et
séché par aspiration. L’ARN est redissout dans un volume approprié d’eau

distillée stérile.

2.2.3 PCR - Réaction de la polymérase en chaine

Lors de nos expériences, nous avons optimisé les conditions
expérimentales suivante : La réaction de la polymérase en chaine (PCR) s’est
déroulée par des cycles successifs (35 cycles) de dénaturation 4 95°C pendant 2
minutes. L’étape d’appariement s’est faite & 62,5°C pendant 1 minute et celle
d’extension d’amorce a 72°C pendant 1 minute. L’extension finale s’est déroulée
a 72°C pendant 7 minutes. Ainsi, une quantité de 3 uL du produit-RT est ajouté a
3 pL d’amorce-sense, & 3 pL d’amorce-anti-sense, a 1,5 uL. dNTPs, a4 33 pL
ddH,0, & 5 pL du tampon de PCR (10X) et & 1,5 pL de la Taq polymérase.

L’analyse est réalisée par migration des échantillons sur un gel d’agarose.
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2.24 Synthése du premier brin pour la RT

Bas¢ sur le protocole de New England BioLabs (Etats-Unis,
Massachusetts), 4 pL d’ ARN total sont mis en présence de 2 pLL PdNg et de 4 pL
dNTPs. Le volume total est amené & 16 pL avec de I’eau distillée stérile. Par la
suite, le tout est chauffé 4 70°C pendant 5 min, centrifugé et placé sur glace. Un
volume de 2 puL du Tampon RT (inclus dans le kit du manufacturier, New
England BioLabs — # E5100S (10X) est ajouté avec 1 pL d’inhibiteur de ARNase
et 1 pL de Transcriptase Réverse. Le mélange est incubé pendant 1 heure 4 42°C
et finalement, afin d’inactiver les enzymes, la solution est réchauffée a 95°C

pendant 5 minutes.

2.2.5 Réaction de la transcriptase reverse

Une quantité de 4 pg d’ARN sont traités 3 ’ARNase et incubés avec les
quatres nucléotides (INTPs) & 70°C pendant 5 minutes. Les échantillons sont
ensuite bricvement centrifugés et placés immédiatement sur glace. Aprés I’ajouit
de la solution RT (1X) et d’un pL d’inhibiteur d’ARNase, les échantillons sont
incubés pendant 10 minutes & 42°C. Pour la réaction de synthése de I’ADNc, les
¢chantillons sont incubés a4 50°C pendant 50 minutes et finalement 4 85°C

pendant 5 minutes.

2.2.6 Vecteurs plasmidiques

Le vecteur plasmidique TOPO (Invitrogen, CR®8/GW/TOPO® TA
Cloning® Kit — # K2500-20) est linéarisé avec un seul 3’ thymidine (T)
surplombant pour le systéme « TA Cloning® ». La Taq polymérase posséde une
activité transférase non-matrice dépendante qui ajoute un seul désoxyadenosine
(A) a extrémité 3’du produit PCR. Le vecteur linéarisé fourni dans le kit possede
donc un résidu thymidine (T) surplombant au 3’ permettant au produit PCR de se
lier efficacement & ce dernier. La recombinaison a été facilitée par la réaction LR
selon les explications fournies par le manufacturier ((Invitrogen,
CR®8/GW/TOPO® TA Cloning® Kit — # K2500-20) et les cellules compétentes
d’E. Coli TOP10 ont été transformées.
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2.2.7 Préparation des milieux LB sur les plaques d’agar

Pour atteindre un volume total de 1L, il faut dissoudre 10 g de tryptone, 5
g d’extrait de levure et 10 g de NaCl dans environ 950 mL d’eau déionisée. La
solution est ensuite ajustée a pH de 7,0 et complétée & 1 litre avant autoclavage
pendant 20 minutes. Par la suite, avant de déposer ’agar dans les plaques de Petri,

Iantibiotique (50-100 pg/mL d’ampicilline (Sigma - # A1953) est ajouté.

2.2.8 Préparation et sélection des colonies

Une quantité de 50 pL de la solution TOPO Cloning Reaction Solution, tel
que décrit dans les explications fournies par le manufacturier (Invitrogen,
CR®8/GW/TOPO® TA Cloning® Kit — # K2500-20), a été étalée sur les plaques
d’agar contenant I’antibiotique. Le tout a été incubé pendant 24 heures 4 37°C.
Nous avons sélectionné 10 colonies sur les plaques d’agar et les avons propagées
dans la solution LB ((Invitrogen, CR®8/GW/TOPO® TA Cloning® Kit — #
K2500-20) contenant 100 pg/ml spectinomycine fourni par le fournisseur selon
les directives ((Invitrogen, CR®8/GW/TOPO® TA Cloning® Kit — # K2500-20).

Les plasmides ont été isolés (2.2.7 ci-bas) et I’insertion du vecteur ayant la
bonne direction ont été vérifiés par digestion d’enzyme de restriction avec Nhel

(voir section 2.2.10 ci-bas)

2.2.9 Isolement des plasmides

Les plasmides sont isolés en utilisant le kit Genelute Plasmid Mini-Prep
(Sigma - # PLN10) selon les recommandations du manufacturier. Les cellules
sont ensuite centrifugées 4 12 000 g pendant 1 minutes, resuspendues dans 200 pL
de la solution de resuspension, lysées par addition de 200 pL de la solution de
lyse et agitées doucement pendant 5 minutes. Nous avons suivi & la lettre le

protocole suggéré par le manufacturier de ce kit (Sigma)

2.2.10 Digestion Enzymatique et enzyme de restriction
Pour la digestion aux sites spécifiques de restriction, 3 pL d’ADN est

incubé dans une dilution & 1X de la solution appropriée selon ’enzyme utilisée
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(voir ci-dessous) et 2U d’enzyme (New England Biolabs, Ipswich, MA). La
digestion (Tableau 5) s’est déroulée & 37°C pendant 1 heure. Les fragments de
restriction sont analysés par séparation par électrophorése sur gel d’agarose. Pour
Cx43W+GFP, les bonnes longueurs de fragments recherchées apres digestion
avec Nhe I sont de 7016 pb (Cx43W+GFP : Nhel 5303 — Nhel 2604) €t de 294 pb
Cx43W+GFP : Nhel 2604— Nhel 2898). Pour Cx43Wstop, les bonnes longueurs de
fragments recherchées aprés digestion avec Nhel sont de 6383 pb (CTGFP-
Cx43Wstop: Nhel 3361 — Nhel 1971) et de 294 pb Cx43Wstop: Nhel j97;— Nhel

2261)-

2.2.11 Extraction sur gel

Les bandes d’intéréts séparées par électrophorése sur gel d’agarose sont
excisées et purifiées grice a un kit d’extraction QIAprep Spin Miniprep Kit de
QIAgen (# 27104 -Mississauga, Canada) en suivant les directives du
manifacturier. Les bandes excisées sont pesées pour y ajouter ensuite 3X leur
volume en Tampon QG (composition selon le kit « QIAprep Spin Miniprep Kit »
du manufacturier) et chauffées 4 50°C pendant 10 minutes pour les faire fondre.
Un volume identique d’isopropanol y a été ajouté. L’échantillon est passé a
travers une colonne « QIAquick spin » (composition selon le kit « QIAprep Spin
Miniprep Kit » du manufacturier) par centrifugation a 13 000 g pendant 1 minute.
500 pL du Tampon QG a aussi passé a travers la colonne par centrifugation. La
colonne est lavée avec 750 pL du Tampon PE (composition selon le kit
« QIAprep Spin Miniprep Kit » du manufacturier), et centrifugée a 10 000 g aprés

2-5 minutes.

2.2.12 Transfection dans les N2A et caractérisation des clones
La lignées de neuroblastome de souris, les Neuro2A (N2A), ayant aucune

expression endogéne de la connexine 43 ont été choisi pour la transfection a la




Tableau 5 — Diverses enzymes et leur site de restriction respectif
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Enzyme Site de Restriction Tampon
ApaL [ GGGCCVYC Tampon 4 + BSA
BamH I GVYGATCC Tampon BamHI + BSA
BglI GCCNNNN YNGGC Tampon 3
Bgl II AVGATCT Tampon 3
Fsp I TGCVYGCA Tampon 4 + BSA
Hind III AVAGCTT Tampon 2
Nco I CVYCATGG Tampon 4
Nhe I GYCTAGC Tampon 2 + BSA
Pvu Il CAGVCTG Tampon 2
Sca I AGTVACT Tampon 3

Composants des tampons1X : Tampon 1 BamHI (150 mM NaCl, 10 mM Tris-HCl, 10 mM
MgCl;, 1 mM Dithiothreitol), Tampon 2 (50 mM NaCl, 10 mM Tris-HCl, 10 mM MgCl,, 1 mM
Dithiothreitol), Tampen 3 (100 mM NaCl, 50 mM Tris-HCI, 10 mM MgCl, 1 mM
Dithiothreitol), Tampon 4 (50 mM d’acétate de potassium, 20 mM Tris-acétate, 10 mM d’acétate
de magnésium, 1 mM Dithiothreitol).
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lipofectamine (Invitrogen - # 18324-012). La tolérance & I’antibiotique G418
(Sigma - # G1868) a été déterminée. Une concentration de maintien a été

maintenue a 200 pg/ml G418.

Suite 4 la transfection des clones de Neuro2A avec les vecteurs contenant
la connexine 43, les cellules ont été sélectionnées avec G418, Dix clones ont été
choisis et propagés pour les analyses suivantes: des expériences
d’immunobuvardage de type Western ont été utilisées pour quantifier I’expression
de la connexine 43. Les clones exprimant un haut niveau d’expression de la
protéine ont été sélectionnés pour la suite des expériences. Les images en
immunocytochimie des clones ont démontré aussi la sous-localisation de la
connexine. De plus, nous avons basé notre sélection sur la morphologie des

clones.

2.3 Extraction protéique

Une quantit¢ de 1x10° cellules a été ensemencées 24 heures avant
expérience dans des plaques de Petri de 100 mm contenant soit du a) DMEM ou
du b) MEM, dépendant de la lignée cellulaire étudiée. Aprés 48 heures, les
cellules sont traitées avec du milieu frais contenant Pinhibiteur choisi, aux
concentrations détaillées dans le paragraphe 2.1.3 ci-haut. Aprés une période
d’exposition de 48 heures & ces composés, les cellules sont lavées avec du PBS
sans Ca’* ni Mg?". Les cellules sont ensuite lysées avec 0,5 mL de tampon RIPA
(PBS, 1% NP40, 0,5% de déoxycholate de sodium, 0,1% SDS, pH 7,2) contenant
un cocktail d’inhibiteurs de protéases (0,57 mM Phénylméthylsulfonyl (PMSF),
ImM d’aprotonine, 1mM de leupeptine, 1mM d’orthovanadate de sodium) et
deposées sur glace pendant 5 minutes. A I’aide d’une mini-spatule caoutchoutée
les cellules sont ensuite transférées dans un tube Eppendorf. Les cellules lysées
sont passées une dizaine de fois a travers une seringue 26G (Becton Dickinson)
puis laissées sur glace pendant 30 minutes. Les cellules extraites sont centrifugées
a 14 000 g pendant 30 minutes & 4°C et le surnageant est transféré dans un

nouveau tube. La quantité totale de protéines cellulaires est quantifiée en utilisant
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la méthode de Bradford (Sapan et al., 1990) (BioRad Laboratories, California,
Etats-Unis - # 500-0007) avant les analyses en immunobuvardage décrite dans la

section 2.4 ci-dessous.

2.4 Immunobuvardage

24.1 Electrophorése des protéines (SDS-PAGE)

Un quantité de 30-50 pg de lysats normalisés en concentration protéique,
sont portés & ébullition dans le tampon de chargement (0,625 M Tris pH 6,8
contenant 2% (p/v) SDS, 5% (p/v) B-mercaptoethanol, 10% (v/v) glycérol et
0,02% (p/v) de bleu de bromophénol) pendant 3 minutes. Les protéines sont
séparées par électrophorése sur gel de polyacrylamide en présence de dodécyl
sulfate de sodium (SDS) (Sigma). Un gel de séparation de 12,5% est préparé avec
un mélange d’acrylamide : bisacrylamide (30: 1) (Bio-Rad) dans un tampon
contenant 0,1% (p/v) SDS, 0,375 M Tris-HCI, pH 8,8 avec 0,03% (v/v) TEMED
et 0,07% (p/v) persulfate d’ammonium. Les échantillons sont chargés sur le gel de
compaction (5% de polyacrylamide dans 0,5 M Tris pH 6,8 avec 0,03% (v/v)
TEMED et 0,07% (p/v) persulfate d’ammonium). L’électrophorése est réalisée
dans un tampon contenant 0,025 M Tris-HClI pH 8,3 avec 0,2 M glycine et 0,1%
(p/v) SDS pendant une période de 60 minutes & 100 mVolts.

2.4.2 Klectrotransfert

Aprés séparation des protéines, les gels de polyacrylamide sont transférés
sur une membrane de nitrocellulose en utilisant Trans-Blot (Trans-Blot mini
transfert Bio-Rad). Le transfert de protéine est effectué sous un voltage de 100
Volts pendant 60 minutes dans un tampon de transfert (25 mM Tris-HCI, 192 mM
glycine, 20% MeOH) de pH 8,2 selon une méthode classique (Burnette, 1981).

2.4.3 Immunodétection
La membrane de nitrocellulose est incubée a la température ambiante
pendant 30 minutes dans une solution de 1% d’albumine bovine dans du TBST

(150 mM NaCl , 10 mM Tris-HCl, 0,05% Tween-20 — tous de Sigma). Cette
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solution de blocage est ensuite remplacée par la solution d’anticorps primaire
diluée dans un tampon TBST et incubée avec la membrane pendant une heure a la
température de la piéce. Aprés 3 lavages de 5 minutes avec du TBST, afin
d’enlever I’excés d’anticorps primaire, la membrane est exposée a ’anticorps
secondaire anti-IgG conjugué & la phosphatase alcaline, diluée 1 : 5000 dans du
TBST, puis incubée a la température ambiante durant 1 heure avec agitation. La
membrane a été ensuite lavée 3 fois pendant 5 minutes avec le tampon TBST puis
transférée dans une solution de substrat chromogéne (2 mg nitro-tetrazolium blue
et 4 mg de 5-bromo-4-chloro-3-indolulphosphate) (Sigma) dans 2,0 mL de
tampon de réaction (100 mM Tris-HCI pH 9,5 avec 100 mM NaCl, 5 mM MgCl,,
0,02% sodium azide) pour la révélation. Apres une incubation de 4 & 10 minutes
la température ambiante la réaction est arrétée par immersion dans une solution
d’acide acétique 4 5%. L’analyse densitométrique a été réalisée avec le logiciel
Image-Pro Plus 3 (Minneapolis, MN). La détection colorimétrique a été quantifiée
en utilisant GelPro system (Media Cybernetics).

2.5 Immunofluorescence

Un nombre total de 1x10*20 mm? de cellules sont cultivées dans des
plaques de 6 puits de 35 mm de diamétre (Sarstedt) sur des lamelles en verre
(Bellco Glass Inc.) dans le milieu approprié a) DMEM ou du b) MEM. Les
lamelles ont été préalablement traitées au NaOH 1M pendant 4 heures. Apres
neutralisation avec une solution de HCI IN et lavage & ’eau distillées courante
pendant 30 minutes, elles sont stérilisées au four a une température de 125°C
pendant 4 heures. Les cellules sont cultivées sur les lamelles et incubées a 37°C
Jusqu’a sub-confluence. Aprés 24 heures, le milieu est enlevé et les cellules sont
traitées avec du milieu frais contenant un des effecteurs suivant : 1 mM 8-Br-
AMPc, 2,5 mM BIS, 2,5 mM Go6976 et 10 uM Gli005 aux concentrations
détaillées dans le paragraphe 2.1.3 ci-haut ou 10 mM de Gli-PTD (PharmaGap).
Apres 48 heures, le milieu est aspiré et les cellules sont lavées deux fois avec un
tampon phosphate salin (PBS contenant du Ca®* et du Mg®") et incubées avec 4%

de paraformaldéhyde (Sigma) dans du PBS 4 la température de la piéce pendant
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30 minutes. Aprés deux lavages avec du PBS, les cellules sont perméabilisées
pendant 10 minutes avec une solution de 0,01 % de Triton X-100 (Sigma) dans du
PBS contenant du Ca’* et du Mg?*. Les lamelles sont incubées dans une solution
de 1 % (p/v) de sérum d’albumine bovin (BSA) (HyClone) également dans du
PBS contenant du Ca®" et du Mg>* pendant 1 heures & la température de la piéce
afin de bloquer les sites non spécifiques. Les cellules sont exposées & une solution
d’anticorps primaire, diluée aux concentrations adéquates dans du PBS
(Tableau 2), pendant la nuit & 4°C. Apres deux lavages, les cellules sont exposées
a I’anticorps secondaire anti-immunoglobuline de lapin couplé 4 un fluorochrome
Alexa 488 (SantaCruz, SC-2040) (1: 500) dans du PBS contenant du Ca®* et du
Mg?* pour la durée d’une heure 4 37°C. Apres 2 lavages et séchages, les lamelles
sont déposées sur une goiitte de PBS contenant du Ca** et du Mg?*. Les images
ont ét¢ capturées en utilisant les filtres appropriés pour la détection du
fluorochrome utilisé, avec un microscope a épifluorescence Olympus équipé avec
une caméra DAGE-MTI a I'aide d’ImagePro 4,5 software system (Media
Cybernetics).

2.6 Analyse des communications intercellulaires par Ila technique de
chargement par grattage, « Scrape Loading »

Les cellules sub-confluentes sur lamelles ont été traitées (voir ci-haut) et
ensuite lavées deux fois au PBS sans Ca®* ni Mg?*. L’évaluation directe de la
perméabilité des jonctions lacunaires de type « gap » a été effectuée a 1’aide d’un
colorant fluorescent de faible poids moléculaire, le jaune de Lucifer (Sigma)
auquel les cellules sont imperméables. Une quantité de 2,5 pg/mL du jaune de
Lucifer a été diluée dans du PBS et mis en présence des cellules.

La monocouche confluente de cellules est égratinée par une fine entaille
faite avec une aiguille de type 26. Un volume de 50 pL du jaune de Lucifer est
ajoutée sur la lamelle suivie de trois minutes d’incubation a température ambiante,
a I’abri de la lumiére ambiante. Les cellules lésées se chargent de colorant
fluorescent qui ne peut se propager aux cellules avoisinantes qu’a travers les

canaux intercellulaires de type « gap ». Aprés avoir lavé quatre fois au PBS 1X,
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Tableau 6 — Les différents types d’anticorps utilisés, leurs provenances et

leurs dilutions pour Pimmunofluorescence et
Pimmunobuvardage
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Nom Dilutions Provenance
Anti-Cx43 (H150) 1:250 SantaCruz SC-9059
Anti-Cx43 (S255) 1:250 SantaCruz SC-12899-R
Anti-Cx43 (S262) 1:250 SantaCruz SC-1719-R
Anti-Cx43 (S279/282) 1:250 SantaCruz SC-12900
Anti-Cavéoline 1 1:250 SantaCruz SC-894
Anti-pERK (N-18) 1:250 SantaCruz SC-9479
Anti-ERK 1 (K-23) 1:250 SantaCruz SC-94
Anti-NF (H-100) 1:250 SantaCruz SC-20112
Anti-NGFR p75 H92 1:250 SantaCruz SC-5634
Anti-NGFR p75 H137 1:250 SantaCruz SC-8317




52

les lamelles sont observées au microscope a épifluorescence Olympus muni d’une
camera DAGE-MTI a ’aide du filtre FITC (IMT2-DMG) et analysées avec
ImagePro 4,5 software system (Media Cybernetics). Le nombre de rangées dans
lesquelles le colorant se propage est proportionnel au degré d’ouverture des

canaux jonctionnels.

2.7 L’analyse des biopsies

Les biopsies ont été obtenues de « Children Oncology Group, Children’s
Hospital a Philadelphia, » Etats-Unis suite & I’approbation du projet auprés du
Comité scientifique et du Conseil d’éthiques. Les biopsies ont été immédiatement
congelées et conservées a -80°C aprés prélevement. Elles ont été ensuite extraites
par le milieu RPMI, exactement comme dans les conditions utilisées pour les
cultures cellulaires (voir section 2.1 ci-haut) excepté qu’elles ont été broyées a
I’homogeénéisation (Potter) maintenu dans de la glace séche. Une quantité 25 pg
d’extrait protéique des cellules ces patients est soumis & une électrophorése
dénaturante, transferée sur une membrane de nitrocellulose, révélée par
immunobuvardage (section 2.4 ci-haut) avec des anticorps polyclonal de lapin
spécifique a4 la PKCa (Santa Cruz, SC-8393), PKCPI (Santa Cruz, SC-8049),
PKCBII (Santa Cruz, SC-210), PKC3 (Santa Cruz, SC937) et un anticorps
polyclonal de chévre reconnaissant la PKC{. La détection a été faite avec un
anticorps secondaire conjugué & la phosphatase alcaline tel que décrit dans la

section 2.4.3 ci haut.

2.8 Hoechst

Par cette méthode, nous pouvons visualiser les noyaux des cellules. Les
cellules contréles ou traitées avec les différents effecteurs sont rincées avec du
PBS, et fixées par 4% paraphormaldéhyde dans du PBS pendant 20 minutes.
Apres 3 lavages au PBS les cellules sont exposées a une solution de 1 pg/mL du
fluorochrome de Hoechst 33258 dilué dans du PBS pendant 10 minutes

I’obscurité. Les cellules sont lavées 3 fois avec du PBS pendant 5 minutes et
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examinées 4 I’aide d’un microscope & épi-fluorescence et contraste de phase
(Microscope & épifluorescence Olympus) équipé du filtre approprié et associé a

un programme d’imagerie (Image-Pro-Plus 3).



3. ANALYSES DES RESULTATS
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Le but de ce projet étant d’étudier les jonctions lacunaires dans deux
lignées de neuroblastomes, nous avons commencé par la recherche d’une
connexine, la Cx43 déja identifiée comme la plus exprimée dans les cellules
humaines de IMR32 (Amold et al., 2005), et les cellules de neuroblastome de
souris N2A, afin de déterminer I’importance de cette connexine dans la

tumorogénicité des cellules de neuroblastomes murins.

Dans des travaux précédents, des extraits de la Cx43 provenant de cellules
de mammiféres ont été séparés par SDS-PAGE et démontrent plusieurs bandes
correspondant aux différentes formes phosphorylées (Amold et al.; 2005). Une
bande, typiquement sous la forme non phosphorylée (NP ~ 42 kDa), migre plus
bas sur le gel comparativement aux autres phospho-isoformes les plus communes
(P1 et P2, de ~ 44 kDa et ~ 46 kDa respectivement) qui migrent plus lentement
(Wong et al., 2007). L’ensemble de ces trois isoformes de Cx43 fait I’objet des
travaux décrits dans cette section. Avec une analyse en immunobuvardage, un
anticorps reconnaissant la forme non-phosphorylée (NP) et les deux formes
phosphorylées (P1 et P2) de la Cx43 dans les cellules de C6 (Figure 5 A) et N2A
(Figure 5 B) (contréle positif) a été utilisé pour détecter le niveau d’expression

protéiques tout au long de nos expériences.

De plus, nous avons effectué des contrdles négatifs pour toutes nos
analyses en immunofluorescence en incubant nos cellules en présence d’anticorps
secondaire sans anticorps primaire afin de déterminer la fluorescences intrinséque.
Aucune des images ne démontre de la fluorescence de fagon constitutive.

(Nous utiliserons le terme « expression constitutive » tout au long de cette
analyse. Cette terminologie est souvent appliquée & I’expression d’une enzyme
qui est dérégulée soit par phosphorylation constante due 3 une kinase mutée soit a
une enzyme qui perd sa partie régulatrice tout en gardant une activité catalytique.
Toutefois, nous utiliserons ce terme dans un sens différent : expression ou non-

expression intrinséque. )
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3.1 L’expression endogéne de la Cx43 dans les cellules de Neuro2A (N2A)
L’analyse par immunobuvardage (Figure 5 B) et par immunofluorescence
(Figure 5 C et D) de la Cx43 (masse moléculaire ~ 43 kDa) d’un extrait cellulaire
des N2A en prolifération démontre que ces cellules ne semblent pas exprimer de
connexine de fagon endogéne (Jordan et al., 1999 ; Moory et al., 2001). Ainsi, la
lignée cellulaire de neuroblastome murin, N2A, est déficiente en communication
intercellulaire. Ces cellules sont utilisées depuis longtemps pour obtenir des

transfectants stables exprimant diverses connexines a des fins d’étude structurale

et fonctionnelle.

3.2 Transfection des cellules de N2A

Le premier objectif de ce projet a été de transfecter et caractériser les
aspects biologiques des cellules de N2A transfectées avec des vecteurs contenant
la Cx43, 1a Cx43 fusionnée avec la GFP et la partie C-terminale de la Cx43. Les
meéthodes classiques de clonage telles que décrites dans la section 2.2 de Matériel
et Méthode nous ont permis d’entreprendre cette caractérisation. Nous avons aussi
utilisé un clone anti-sense, ayant I’insert du gene de la Cx43 fusionné avec la
molécule de GFP, a I’orientation inversée, comme contréle tout au long de nos
experiences. Nous avons obtenu et sélectionné 10 clones contenant chacun de ces
quatre vecteurs et analysé I’expression de la Cx43 par immunofluorescence et par
immunobuvardage. Le meilleur de ces clones a été utilisé pour la suite de nos

expériences.

3.3 L’expression et la sous-localisation de la Cx43 dans les cellules de N2A
transfectées avec divers vecteurs
Nous avons analysé 1la sous-localisation de la Cx43, par
immunofluorescence, au sein des cellules de N2A transfectées avec les trois
différents vecteurs : fusionné avec GFP (Figure 6 A) (m.m 72,17 kDa), sans GFP
(Figure 6 B) (m.m 42,91 kDa) et le C-terminal (Figure 6 C) (m.m 18,76 kDa).

Comme déja mentionné, nous avons aussi étudié, en tant que contrdle pour nos
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Figure 5 — Profil d’expression et sous-localisation de la connexine 43 dans les
cellules de neuroblastomes N2A de souris.

(A) Expression de la Cx43 dans les extraits de cellules gliales C6 transfectées
par la Cx43 (contrdle positif) et (B) de cellules de neuroblastome murins N2A

A) Une quantité 30 pg d’extrait protéique C6 (A) est soumise i une
electrophorése dénaturante. Apres séparation, les protéines sont transférées sur
une membrane de nitrocellulose, révélée par immunobuvardage avec un anticorps
polyclonal spécifique 4 la Cx43 reconnaissant la forme non phosphorylée (NP) et
les deux formes phosphorylées P1 et P2 indiquées ci- dessus. La détection a été
faite avec un anticorps secondaire conjugué a la phosphatase alcaline tel que
décrit dans Matériel et Méthode (section 2.3 et 2.4). La B-Tubulin est un
composant des microtubules et représente un « house keeping gene ». Elle a été

utilisée comme contréle positif lors de cette expérience.

B) L’analyse par immunobuvardage de la Cx43 dans les extraits de cellules de
neuroblastomes N2A s’est faite en appliquant la méme technique décrite dans
Matériel et Méthode (section 2.3) sauf que 60 pg de protéine des lysats de N2A
ont &té chargés au lieu de 30ug,

L’utilisation d’une quantité plus importante (comparativement 2 la Figure 5 A) de
protéines extraites des cellules de N2A (Figure 5 B) ne permet d’observer aucune
des 3 formes de la Cx43.

(C et D) Mise en évidence Par immunofluorescence de la sous-localisation de
la Cx43 dans les cellules de neuroblastomes N2A.

Les cellules N2A sont ensemencées 2 une densité de 1x10* par 20 mm? dans des
conditions standard. Aprés 24 heures, les cellules sont lavées et fixées tel que
décrit dans la section 2.5 de Matériel et Méthode. Les cellules fixées sont
incubées avec un anticorps primaire anti-Cx43 suivi d’un anticorps secondaire
conjugué au fluorochrome Alexa. Les images ont été capturées avec un
microscope 4 épifluorescence Olympus €quipé avec une caméra DAGE-MTI en
(C) contraste de phase et en (D) épifluorescence. Grossissement 200x.
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Figure 6 — Mise en évidence de la Cx43 dans les cellules de neuroblastomes

N2A transfectées avec divers vecteurs.

Mise en évidence par immunofluorescence de la sous-localisation de (A) la
Cx43 fusionnée avec le vecteur de GFP, (B) la Cx43 seul, (C) de la partie C-
Terminale de la Cx43 et (D) de Pinsert inverse de la Cx43 fusionnée avec le
vecteur de GFP - anti sense.

Les cellules de N2A transfectées sont ensemencées a une densité de 0,5 x 10* par
20 mm?’ dans des conditions standard. Aprés 24 heures, les cellules sont lavées et
fixées tel que décrit dans la section 2.3 et 2.4 de Matériel et Méthode. Les cellules
fixées sont incubées avec un anticorps primaire anti-Cx43 suivi d’un anticorps
secondaire conjugué au fluorochrome Alexa. Les images ont été capturées avec
un microscope a épifluorescence Olympus équipé avec une caméra DAGE-MTI a
’aide d’ImagePro.4,5 Software System (Media Cybemetics) en épifluorescence.
Grossisssement 200x.

Mise en évidence par immunobuvardage du profil d’expression de (E) la
Cx43 fusionnée avec le vecteur de GFP, (F) la Cx43 seul, (G) de la partie C-

Terminale de la Cx43 et (H) de I’insert inverse de la Cx43 fusionnée avec le
vecteur de GFP — anti sense.

Une quantité de 30 pg d’extraits protéiques des cellules N2A transfectées est
soumise 4 une électrophorése dénaturante. Les protéines transférées sur une
membrane de nitrocellulose, sont révélés par immunobuvardage avec un anticorps
polyclonal spécifique & la Cx43 reconnaissant la forme non phosphorylée (NP) et
les deux formes phosphorylées P1 et P2. La détection a été faite avec un anticorps
secondaire conjugué 3 la phosphatase alcaline tel que décrite dans Matériel et
Méthode (section 2.4) La B-Tubuline a été utilisée en tant que contréle lors de
cette expérience.
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expériences, un clone transfecté avec le vecteur de la Cx43 fusionné a la GFP
mais dans le sens inverse (Figure 6 D) (m.m 72,17 kDa).

Nous pouvons remarquer que les clones possédant le géne de la Cx43 dans
la bonne orientation (fusionné avec ou sans GFP) (Figure 6 A et B) démontrent
une répartition cytoplasmique et périnucléaire. Toutefois, les deux autres images,
celles de la partie C-terminale et du géne inversé (Figure 6 C et D) démontrent
une distribution pointillée trés diffuse & travers la cellule, mais I’expression du

gene inversé est plus faible.

Pour les analyses en immunobuvardage, un anticorps reconnaissant la
forme non-phosphorylée (NP) et les deux formes phosphorylées (P1 et P2) de la
Cx43 dans les cellules de N2A a été utilisé pour détecter le niveau d’expression
dans les N2A (Figure 6 E 4 H) dans chaque clone. La Figure 6 E (Cx43 fusionnée
a la molécule de GFP : m.m 72,17 kDa) et la Figure 6 F (Cx43 ne possédant pas
d’attache protéique: m.m 42,90 kDa) démontre le méme .patron de
phosphorylation, notamment 4 des masses moléculaires différentes. En effet, la
Figure 6 E montre deux bandes aux alentours de 72 kDa représentant les deux
isoformes NP et P2. Les deux mémes formes sont visibles pour la Figure 6 F aux

alentours de 43 kDa.

Des études préalables par micro-injection ont démontré que la protéine de
fusion n’inhibe pas la communication intercellulaire et peut promouvoir des
jonctions lacunaires fonctionnelles. En effet, le vecteur de la Cx43 fusionné ou
non avec la GFP détient des propriétés natives concernant le trafic intracellulaire
et le ciblage aux organelles spécifiques (Laird et al, 2006 ; Falk 2001; Jordan et
al. 1999). Dans notre modéle expérimental, nos résultats en immunocytochimie
(Figure 6 A et B) et en immunobuvardage (Figure 6 E et F), 4 I’aide d’un
anticorps contre la Cx43, concordent avec ces observations. Puisque la Cx43-GFP
possede les caractéristiques de la Cx43 sauvage, nous avons décidé, a des fins
pratiques, d’illustrer uniquement les résultats obtenus avec les N2A transfecté

avec le vecteur de la Cx43-GFP pour la suite de notre projet. Ainsi, ce marqueur
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de suivi, le GFP, nous permet d’étudier les effets biologiques de la Cx43 an méme
temps que la sous-localisation de la protéine. Nos critéres de sélections étaient
basés sur le niveau d’expression protéique et la sous-localisation de la Cx43 au
sein de la cellule (Figure 6 A). Dans cette figure, il est aisé de constater que la

Cx43 a une sous-localisation diffuse dans le cytoplasme.

La transfection de la partie C-terminale de la Cx43 se justifie du fait que
tout processus, de la transcription a l'ouverture du pore, dépend de la
phosphorylation de différents sites sur cette extrémité (Hervé et al., 2007 ; Laird,
2005; Solan et Lampe, 2005 ; Moreno, 2005). Nous nous sommes intéressés a
I'étude des cellules de N2A n’exprimant que la partie C-terminale de la Cx43
(Figure 6 C et G) (18,76 kDa) afin de pouvoir examiner les mécanismes
responsables du cycle de transport des connexines 4 la membrane plasmique. Ce
clone, de 514 paires de bases, ne contient que les acides aminés 211 a 382 de la
partie carboxy-terminale de la Cx43. Nous avons remarqué que la distribution de
la Cx43 tronquée se trouve de fagon pointillée et diffuse (Figure 6 C)  travers la
cellule et qu’une seule et faible bande d’une masse moléculaire d’environ 18 kDa
est détectable par immunobuvardage de type Western (Figure 6 G).

Curieusement, le clone anti-sense (72,17 kDa) posséde le méme profil de
sous-localisation (Figure 6 D) et d’expression protéique (Figure 6 H) que les
clones transfectés avec le vecteur de la partie C-terminale de la connexine (Figure

6 Cet G).

3.4 Les voies de signalisations impliquées au niveau de la régulation des Cx
Une fois la caractérisation des clones achevée, nous avons tenté d’élucider
les voies métaboliques qui contrSlent le couplage jonctionnel et la régulation des
phénomenes qui leur sont associés. L’objectif était d’étudier les voies
métaboliques de la PKA et de la PKC, deux régulateurs principaux des voies de
signalisation des connexines, et d’évaluer leur implication au niveau de la
fonction des connexines ainsi qu’au niveau de la formation des jonctions

lacunaires dans les cellules de N2A.
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3.4.1 L’effet de Pactivation de la PKA sur les Cx43 des cellules N2A

Dans le systéme nerveux central, le principal effecteur de la voie de
traduction de I'AMPc est la protéine kinase activée par I'AMPc (PKA). La
régulation de l'activité de la PKA ainsi que son activation spatiale et temporelle
sont des paramétres indispensables a4 la compréhension des mécanismes
cellulaires. Elle dépend du messager secondaire, AMPc, qui circule au travers des
canaux jonctionnels. La PKA est importante pour la régulation des jonctions
lacunaires (Conklin et al, 2007 ; Solan et Lampe, 2005; Stagg et Fletcher, 1990;
Kanno, 1985; Loewentein, 1985).

3.4.1.1 La sous-localisation de la Cx43 dans les cellules de N2A

Grace a la technique d’immunofluorescence, nous avons analysé la sous-
localisation de la Cx43 dans une population cellulaire de N2A. Ces cellules ont un
phénotype normal et expriment la Cx43 suite a la transfection (Figure 7 A et B).
Nous avons remarqué que I’incubation avec 1 mM de 8-Br-AMPc (Figure 7 C et
D), un analogue perméable de I’AMPc, qui mime son action endogéne n’engendre
aucun effet remarquable au niveau de la sous-localisation de la Cx43 dans les
cellules N2A (Figure 7 D). Dans ces deux cas (Figure 7 B et D), la distribution de
la Cx43 est difficilement attribuable & un compartiment cellulaire puisqu’elle est
repartie partout dans la cellule (Figure 7 B et D). Cependant, aprés 48 heures de
traitement au 8-Br-AMPc, une baisse marquée (environ la moitié aprés 2 jours) de
la prolifération cellulaire est observée (Figure 7 E) et il y a apparition d’un début

du processus d’émission de neurites (Figure 7 C).

3.4.1.2 Le profil d’expression de la Cx43 dans les cellules de N2A

L’analyse par immunobuvardage de la Cx43 d’un extrait cellulaire de
N2A en prolifération a démontré que ces cellules expriment la Cx43 sous la forme
non-phosphorylée (NP) et la forme phosphorylée P2 (Figure 8 A). D’aprés ces
résultats, méme si la forme non-phosphorylée, NP, y est aussi retrouvée, la forme

phosphorylée P2 est prédominante (Figure 8 C).
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Figure 7 — Effet du 8-Br-AMPc sur la sous-localisation de la Cx43 et sur la
prolifération des cellules de neuroblastomes murins, les N2A.

Mise en évidence par immunofluorescence de la sous-localisation de la Cx43
dans les cellules de neuroblastomes N2A transfectées avec le vecteur de la
Cx43 (N2A-Cx43) non traitées (A et B) et traitées avec 1mM de 8-Br-AMPc
pendant 48 heures (C et D).

Les cellules N2A-Cx43 sont ensemencées 4 une densité de 0,5 x 10* par 20 mm?
dans des conditions standard. 24 heures apres, les cellules sont lavées et fixées tel
que décrit dans la section 2.5 de Matériel et Méthode, Les cellules fixées sont
incubées avec un anticorps primaire anti-Cx43 suivi d’un anticorps secondaire
conjugué au fluorochrome Alexa. Les images ont été capturées avec un
microscope a épifluorescence Olympus équipé avec une caméra DAGE-MTI 2
I’aide d’ImagePro 4,5 software system (Media Cybernetics) en (A) contraste de
phase et en (B) épifluorescence pour les N2A-Cx43 non traitées ; et en (C)
contraste de phase et en (D) épifluorescence pour les N2A-Cx43 traitées avec
ImM de 8-Br-AMPc pendant 48 heures. Grossisssement 200x.

(E) Analyse de la prolifération des cellules de N2A transfectées avec le
vecteur de la Cx43 (N2A-Cx43) non traitées (bleu) et traitées avec 1mM de 8-
Br-AMPc pendant 48 heures (rose).

L’évolution de la croissance des cellules de neuroblastomes N2A est estimée ainsi
qu’indiqué dans la section 2.1.4 de Matériel et Méthode.
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Figure 8 — Profil d’expression de la connexine 43 dans les cellules de
neuroblastomes N2A de souris.

(A) Expression de la Cx43 dans les extraits de cellules de neuroblastome
murins N2A non traitées (A) et traitées avec 1 mM de 8-Br-AMPc pendant

48 heures (B).

Une quantité 30 pg d’extraits protéiques des cellules de N2A non traitées (A) et
traitées avec 1 mM de 8-Br-AMPc pendant 48 heures (B), sont soumis a une
électrophoreése dénaturante, transferées sur une membrane de nitrocellulose,
révélés par immunobuvardage avec un anticorps polyclonal spécifique a la Cx43
reconnaissant la forme non phosphorylée (NP) et les deux formes phosphorylées
P1 et P2. La détection a été faite avec un anticorps secondaire conjugué a la
phosphatase alcaline tel que décrit dans Matériel et Méthode (section 2.4). La -
tubuline a été utilisée en tant que controle lors de cette expérience.

(C) Analyse de Pexpression protéique de la Cx43 avant (vert) et aprés 48
heures de traitement avec le 8-Br-AMPc (orange).

La détection colorimétrique et quantification du niveau relatif d’expression
protéique ont été possible par le programme GelPro (tel que décrit dans Matériel
et Méthode section 2.4.3).



B-Tubulin

P2 S —

NP

8-Br-AMPc

4
| e
=
=
@
Q

B-Tubulin

o O O O © O o ©
0 bt~ VO WV < M N e~

(9) 2A1)E[9I UOISSAIAXI P NBIAIN




68

Suite au traitement de 48 heures 4 ImM de 8-Br-AMPc chez les N2A,
nous avons remarqué qu’il existe une régulation positive (environ le double) de
I’expression de I’isoforme NP de la Cx43 tel que démontré par immunobuvardage
(Figure 8 B); I'intensité de la bande P2 étant largement supérieure (environ 6

fois) a celle de 1a bande NP (Figure 8 C).

3.4.2 Le profil d’expression des isoformes de PKC dans des biopsies
humaines et ’effet de I’inhibition des isoformes de la PKC dans
les cellules de neuroblastome murin (N2A)

La protéine kinase C (PKC) est considérée comme un médiateur classique
de nombreux agonistes extracellulaires qui produisent divers seconds messagers
lipidiques jouant un réle considérable dans les processus de signalisations
meétaboliques (Mochly-Rosen, 2007; Podar et al., 2007). Toutefois, puisqu’il
existe une douzaine d’isoformes de la PKC différenciées par leur expression
tissulaire, ceci suggére qu’il existe divers mécanismes de contrdle pour un large
spectre de réponses physiologiques (Redig et Platanias, 2007; Kheifets et Carter
2000 ; Toker, 1998). Cependant, nous nous sommes particuliérement intéressés au
groupe des cPKC (a, BI, BII et y) puisque ces isoformes se trouvent de facon
majoritaire dans les biopsies que nous avons obtenues de 10 patients atteints de
neuroblastom (Children’s Oncology Group, Children Hospital Philadelphia, Etats-
Unis) (Figure 9) ainsi que dans les cellules de N2A constitutivement (avant méme
la transfection) (Figure 10). Les profils d’expression relatifs des isoformes testées
se ressemblent chez les deux types de neuroblastomes excepté pour I’expression
des isoformes PKC betal et betall dont les proportions relatives sont inversées.
Les formes betal et betall proviennent d’'un méme géne et sont issues de

I’épissage.

3.4.2.1 L’inhibition générale des PKCs
Dans le cadre de ce projet, notre approche consistait a vérifier ’effet de
plusieurs inhibiteurs classiques sur différentes voies métaboliques des PKC afin

d’identifier celles qui sont impliquées dans la régulation des jonctions lacunaires
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Figure 9 — Profil d’expression relative des différentes isoformes de la PKC
chez les enfants atteints de neuroblastome.

Ces biopsies ont été obtenues du « Children Oncology Group » du « Children’s
Hospital » (Philadelphie, Etats-Unis) apres approbation du projet auprés du
Comité scientifique et du Conseil d’éthiques.

Les biopsies ont été immédiatement congelées et conservées a -80°C. Une
quantité de 25 pg d’extrait protéique des cellules de ces patients a été soumise a
une électrophorése dénaturante. Aprés séparation, les protéines ont été transférées
sur une membrane de nitrocellulose, révélées par immunobuvardage avec des
anticorps polyclonal de lapin spécifique & la PKCa, PKCPI, PKCBII, PKCS et un
anticorps polyclonal de chévre pour reconnaissant la PKCL. La détection a été
faite avec un anticorps secondaire conjugué i la phosphatase alcaline tel que
décrit dans Matériel et Méthode (section 2.7).
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Figure 10 — Profil d’expression relative des différents isoformes de la PKC
chez les cellules N2A

Une quantité 25 pg d’extrait protéique des cellules de N2A est soumise a une
électrophorése dénaturante. Aprés séparation, les protéines ont été transférées sur
une membrane de nitrocellulose, révélées par immunobuvardage avec des
anticorps polyclonal de lapin spécifique a la PKCa, PKCBI, PKCBII, PKCS et un
anticorps polyclonal de chévre pour reconnaissant la PKC{. La détection a été
faite avec un anticorps secondaire conjugué & la phosphatase alcaline tel que
décrit dans Matériel et Méthode (section 2.4).

La détection colorimétrique et quantification du niveau relatif d’expression
protéique grice au programme GelPro (tel que décrite dans Matériel et Méthode
section 2.4.3).
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dans les neuroblastomes. Nous avons utilisé des inhibiteurs de plus en plus
spécifiques afin d’essayer d’identifier le réle des sous groupes de ces iso-enzymes
dans les processus de différenciation et de prolifération.

Le bisindolylmaléimide (BIS), un inhibiteur général des PKC, a été utilisé
en premier lieu. Un traitement de 48 heures avec ce composé a entrainé la
formation de petites vacuoles dans le cytoplasme et engendré une morphologie
cellulaire plus allongée ainsi que 1’émission de neurites (Figure 11 C versus
Figure 11 A) ce qui dénote un début de différenciation. En outre, la distribution
cellulaire de la Cx43 apparait encore plus dissipée dans le cytoplasme (Figure 11
D versus Figure 11 B) et la Cx43 semble envahir le noyau. De plus, la taille de la
population cellulaire a diminué considérablement (Figure 12) aprés 24 heures
démontrant que les PKC sont 4 la fois des médiateurs nécessaires a la
prolifération ou & la survie. Leur inhibition promouvoit I’induction de la
différenciation cellulaire des N2A. Ce résultat est conforme a I’observation
générale que la différenciation cellulaire est inversement proportionnelle a la

prolifération.

3.4.2.2 L’inhibition des PKC classiques (cPKC)

Apres ces résultats, nous nous sommes particuliérement intéressés au sous
groupe des PKCoa puisque cette isoforme est retrouvée majoritairement dans les
biopsies (Figure 9) ainsi qu’exprimée chez les N2A (Figure 10).

Les images d’immunofluorescence obtenues suite a 1’inhibition des cPKC
(Figure 11 E et F) démontrent une apparence plus différenciée des cellules et un
arrét de la croissance cellulaire aprés 24 heures de traitement (Figure 12). Ainsi,
les cPKC semblent étre indispensables & la prolifération et/ou la survie des N2A.
Ceci pourrait expliquer la raison pour laquelle ces enzymes sont surexprimées
constitutivement dans les cellules de N2A (Figure 10) et dans les tumeurs
humaines (Figure 9). La connexine se trouve plus concentrée dans le noyau aprés
traitement avec 1’inhibiteur des cPKC (Go6976). Une localisation similaire a été
montrée par Jordan et al., 1999 (Figure 4). Ces résultats suggérent que la
localisation cytoplasmique dépend des PKC classiques, cPKC.
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Figure 11 — Sous-localisation de la Cx43 dans les cellules de neuroblastomes
N2A

(A,C et E) Mise en évidence de 1a morphologie des cellules de neuroblastomes
N2A suite a divers traitements inhibant les isoformes de la PKC

Les cellules N2A sont ensemencées a une densité de 1x10* par 20 mm? dans des
conditions standard. Aprés 24 heures, les cellules sont lavées et fixées tel que
décrit dans la section 2.5 de Matériel et Méthode. Les cellules fixées sont
incubées avec un anticorps primaire anti-Cx43 suivi d’un anticorps secondaire
conjugué au fluorochrome Alexa. Les images ont été capturées avec un
microscope a épifluorescence Olympus équipé avec une caméra DAGE-MTL
Grossissement 200x.

(B, D et F) Mise en évidence par immunofluorescence de la sous-localisation
de lIa Cx43 en réponse a divers traitements inhibant les isoformes de la PKC .

Les cellules ont été transfectées par le vecteur de la Cx43 (N2A-Cx43) selon les
indication de la partie Matériel et Méthode section2.2. Les images ont été
capturées avec un microscope a épifluorescence Olympus équipé avec une caméra
DAGE-MTI a I’aide d’ImagePro 4,5 software system (Media Cybernetics) en (A)
contraste de phase et en (B) épifluorescence pour les N2A-Cx43 non traitées ; en
(C) contraste de phase et en (D) épifluorescence pour les N2A-Cx43 traitées
avec 2,5 mM de Bisindolylmaléimide pendant 48 heures ; en (E) contraste de
phase et en (F) épifluorescence pour les N2A-Cx43 traitées avec 2,5 mM de
Go6979 pendant 48 heures. Grossisssement 200x.
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Figure 12 — Analyse de la prolifération des cellules de N2A transfectées avec
le vecteur de la Cx43 (N2A-Cx43) non traitées (bleu), traitées avec 2,5 mM de
Bisindolylmaléimide (vert) et 2,5 mM de Go06979 (rouge).

L’évolution de la croissance des cellules de neuroblastomes N2A est estimée
selon les explications mentionnées dans la partie Matériel et Méthode dans la
section 2.1.4. Les cellules sont traitées avec ces divers composés jusqu’a 96
heures.
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3.4.2.3 L’inhibition des PKCa

L’inhibition de la PKCa, a été réalisée avec un inhibiteur spécifique de
I'isoforme PKCa: Gli005 (Gli) (courtoisie de PharmaGap Inc., Ottawa). Nous
avons remarqué une dispersion plus prononcée de la sous-localisation des
connexines (Figure 13 B) en comparaison des cellules non traitées (Figure 13 A)
similaire de la distribution obtenue aprés inhibition générale (Figure 10 D). 1l
semble donc que parmi les cPKC, la PKCa ne soit pas responsable de la
concentration de Cx43 dans le noyau (Figure 11F et Figure 13B).

De plus, les cellules de N2A ayant regu I’insert du vecteur de la partie C-
terminale de la Cx43 n’ont pas survécu a ce traitement méme aprés 24 heures, ce
qui suggere une contribution particuliére de ce peptide (le C-terminal) & la survie,

peut-€tre indépendante de la fonction des jonctions lacunaires.

3.4.3 L’effet combiné de ’activation de Ia PKA et de I’inhibition de la
PKCa sur les cellules N2A

Il a été préalablement remarqué qu’en activant la PKA et en inhibant
simultanément la PKCa, la fonctionnalité des jonctions lacunaires était restaurée
dans les cellules de neuroblastomes humains, les IMR32 (Amold et al., 2005).
Nous voulions confirmer cette observation en nous servant de la technique
d’immunofluorescence afin d’étudier I’implication possible de ces deux
médiateurs dans la régulation des jonctions lacunaires des N2A transfectées.

La Figure 13 C démontre que la morphologie est trés arrondie et qu’il y a
formation de neurites chez certaines cellules, ce qui dénote un début de
différenciation.

En analysant I’image en contraste de phase (Figure 13 D), nous pouvons
remarquer que la localisation de la Cx43 est devenue cytoplasmique dans les
cellules N2A. Grace au réactif de Hoechst étiquetant ' ADN nucléaire, nous avons
pu déceler les noyaux. Ce composé est excité par la lumiére ultraviolette (autour
de 350 nm) et émet de la fluorescence 4 460 nm. Grice au programme ImagePro
4,5 software system (Media Cybermetics), nous avons électroniquement substitué

la couleur rouge 4 la fluorescence bleue émise par le réactif de Hoechst pour ce
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Figure 13 — Sous-localisation de la Cx43 dans les cellules de neuroblastomes
N2A transfectées en réponse au traitement par Gli005.

Les cellules N2A-Cx43 sont ensemencées 4 une densité de 0,5 x 10 par 20 mm’
dans des conditions standard. Aprés 24 heures, les cellules sont lavées et fixées tel
que décrit dans la section 2.4.

Les cellules fixées sont incubées avec un anticorps primaire anti-Cx43 suivi d’un
anticorps secondaire conjugué au fluorochrome Alexa. Les images ont été
capturées avec un microscope a épifluorescence Olympus équipé avec une caméra
DAGE-MTI a I’aide d’ImagePro 4,5 software system (Media Cybemetics) en (A)
épifluorescence pour les N2A-Cx43 non traitées, en (B) épifluorescence pour les
N2A-Cx43 traitées avec 10 uM de Gli pendant 48 heures. L’image en (C) illustre
la morphologie des cellules, en contraste de phase, suite 4 un traitement simultané
de 48 heures au 8-Br-AMPc et a Gli et en (D) celle de I’épifluoresence. L’image
en (D) prise apres utilisation du colorant Hoechst 33258, a été utilisée en (E) pour
marquer I'"ADN (des noyaux). Ce composé est excité par la lumiére ultraviolette
(autour de 350 nm) et émet de la fluorescence 4 460 nm. Grice au programme
ImagePro 4,5 software system (Media Cybermetics), nous avons
€lectroniquement substitué la couleur rouge a la fluorescence bleue émise par le
réactif de Hoechst pour ce marquage. La superposition de la fluorescence verte
(D) et rouge (E) donne lieu a une coloration orange (F) indiquant la présence
résiduelle de la Cx43 dans le noyau. Grossisssement 200x.






81

marquage. La Figure 13 E montre que la Cx43 des cellules traitées au 8-Br-AMPc
et au Gli ont une localisation cytoplasmique. La superposition de la fluorescence
verte et rouge donne lieu a une coloration orange.

La Figure 13 F représente la superposition de la Figure 13 D (les Cx43
sont marquées en vert électroniquement) et Figure 13 E (I'ADN nucléaire marqué
en rouge électroniquement) ; la superposition des deux couleurs donnant une
coloration orange ou jaune. Si, suite & la superposition des images, le noyau était
enti¢rement vide la coloration resterait rouge. La Figure 13 F indique la présence
résiduelle de la Cx43 dans le noyau méme s’il y a eu migration importante des
connexines hors du noyau. La Figure 13 F représente la superposition de la Figure
13 D (les Cx43 marquées en vert) et Figure 13 E (I'ADN nucléaire marqué en
rouge). Donc, en dépit d’un transfert massif de la Cx43 du noyau vers le
cytoplasme aprés le double traitement, il reste quelques sites de Cx43 dans le
noyau, également visibles dans la Figure 13 D sous forme de fin pointillé. Ni
Pactivation de la PKA (Figure 7 D) ni I’inhibition de la PKCa par Gli n’avait
altéré la sous-localisation de la Cx43. Il est donc intéressant de noter que I’action
combinée des 2 modulateurs pratiquement vide le noyau de la Cx43. Ceci pourrait
étre trés important puisque la localisation nucléaire de la Cx43 est souvent

associée a I’oncogénicité.

Comme les cellules de N2A ne sont pas trés adhérentes, elles se soulévent
facilement et il est pratiquement impossible de faire des expériences de « scrape
loading » afin de déterminer la fonctionnalité jonctionnelle. Toutefois, il existe
d’autres protocoles expérimentaux qui nous permettraient de vérifier si les
jonctions lacunaires formées sont ouvertes ou fermées — tel que « dye transfer
technique: fluorescence-recovery after photobleaching » - auxquels nous n’avions

malheureusement pas eu recours par manque de temps et de moyens.
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3.5 Expression et fonctionnalité des connexines dans les cellules de
neuroblastomes humains, les IMR32

Finalement, notre demier objectif consistait 4 confirmer la contribution

des différentes voies métaboliques explorées ci-dessus, sur la perméabilité

jonctionnelles dans les IMR32, préalablement démontrée (Amold et al . 2005), et

ceci afin de déterminer si les mémes voies de signalisations, en particulier celles

de la PKA et des isoformes de PKC, sont empruntées pour la régulation des

jonctions lacunaires dans les phénotypes humains et murins.

3.5.1 La Cx43 endogéne des cellules IMR32

L’analyse par immunobuvardage de la Cx43 d’un extrait cellulaire
d’IMR32 en prolifération a montré que ces cellules expriment de maniére
constitutive deux formes de la Cx43 soit la NP et la P2 (Figure 14 A). D’apreés les
résultats obtenus, méme si la forme phosphorylée P2 y est aussi retrouvée, la
forme non-phosphorylée (NP) est celle prédominante. De plus, la forme P1 est

difficilement détectable chez les cellules humaines IMR32.

3.6 Les voies de signalisation restaurant la fonctionnalité jonctionnelle des

cellules IMR32

3.6.1 L’effet de Pactivation de la PKA sur les Cx43 dans les cellules
IMR32

L’établissement d’un modele de différenciation cellulaire de
neuroblastome, nous a permis d’analyser la communication jonctionnelle au cours
de la différenciation. Ces cellules sont connues pour récapituler in vitro la
différenciation des cellules du systéme nerveux périphérique. Les jonctions
lacunaires sont régulées durant la différenciation cellulaire du systéme nerveux
périphérique (Trosko et al., 2000).

En effet, nous avons remarqué que 1’incubation de 48 heures avec ImM de
8-Bromo-AMP cyclique (8-Br-AMPc), un analogue perméable de I’AMPc qui
mime son action endogeéne (Arnold et al., 2005; Schwartz et al., 2001), induit une
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Figure 14 — Profil d’expression de la connexine 43 dans les cellules de
neuroblastomes humains : IMR32.

(A) Expression de la Cx43 dans les extraits de cellules humaines de
neuroblastome non traitées (A) et traitées avec 1 mM de 8-Br-AMPc pendant
48 heures (B).

Une quantité 30 pg d’extraits protéiques des cellules d’IMR32 non traitées (A) et
traitées avec 1 mM de 8-Br-AMPc pendant 48 heures (B), est soumise 2 une
électrophorése dénaturante, transfectées sur une membrane de nitrocellulose,
révélés par immunobuvardage avec un anticorps polyclonal spécifique a la Cx43
reconnaissant la forme non phosphorylée (NP) et les deux formes phosphorylées
P1 et P2. La détection a été faite avec un anticorps secondaire conjugué a la
phosphatase alcaline tel que décrit dans Matériel et Méthode (section 2.3 et 2.4).
La B-Tubuline a été utilisée en tant que contrdle lors de cette expérience.

(C) Analyse de I’expression protéique de la Cx43 avant (vert) et apres 48
heures de traitement avec le 8-Br-AMPc (orange).

Détection colorimétrique et quantification du niveau relatif d’expression protéique
avec le programme GelPro (tel que décrite dans Matériel et Méthode section
2.4.3). La ligne rouge représente le degré d’expression protéique relative.
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régulation positive de I’expression de la Cx43 tel que visualisé par
immunobuvardage (Figure 14 B). Le traitement 4 ’analogue de I’AMPc induit
une augmentation de I’expression de NP et de P2 tel que visualisé dans le
graphique (Figure 14 C). Cette augmentation de 1’expression, des bandes P2 et
NP, pourrait se faire au niveau de la traduction ou de la transcription du géne
spécifique de la Cx43 et des modifications post-traductionnelles

(phosphorylations).

3.6.1.1 La sous-localisation des Cx43 dans les cellules IMR32

En utilisant la technique d’immunofluorescence nous avons déterminé la
localisation intracellulaire de la Cx43 dans les cellules IMR32 en prolifération. La
Figure 15 B indique que la Cx43 est absente de la membrane plasmique et se
localise dans le cytoplasme au niveau de la partie périnucléaire. La prolifération
s'accompagne toujours de l'arrét des échange:s intercellulaires par les jonctions
lacunaires (Laird, 2006) mais ceci peut suggérer que les jonctions lacunaires sont
défectueuses dans les cellules IMR32 i cause d’une altération de la sous-
localisation de la Cx43.

Toutefois, suite & un traitement par analogue de I’AMPc, nous avons
observé I’élongation des neurites (Figure 15 C) et une diminution de la croissance
cellulaire d’aprés les résultats obtenus par cytométrie en flux a partir de 3 jours

aprés le traitement (Figure 15 E).

L’utilisation de la technique d’immunofluorescence, nous a permis de
visualiser la localisation intracellulaire de la Cx43. En éffet, la Figure 15 E
montre que la Cx43 est retrouvée a la membrane plasmique tout en étant présente
dans le cytoplasme et dans le noyau des cellules IMR32 suite 4 un traitement de
48 heures 2 ’AMPc. De plus, la Figure 15 C démontre une morphologie
différente (début de différenciation) des cellules IMR32.
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Figure 15 — Effet du 8-Br-AMPc sur la sous-localisation de la Cx43 et sur la
prolifération des cellules de neuroblastomes humains, les IMR32.

Mise en évidence par immunofluorescence de la sous-localisation de la Cx43
dans les cellules d’IMR32 non traitées (A et B) et traitées avec 1mM de 8-Br-
AMPc pendant 48 heures (C et D).

Les cellules d’IMR32 sont ensemencées a une densité de 0,5 x 10* par 20 mm’
dans des conditions standard. 24 heures apres, les cellules sont lavées et fixées tel
que décrit dans la section 2.3 et 2.4 de Matériel et Méthode. Les cellules fixées
sont incubées avec un anticorps primaire anti-Cx43 suivi d’un anticorps
secondaire conjugué au fluorochrome Alexa. Les images ont été capturées avec
un microscope a épifluorescence Olympus équipé avec une caméra DAGE-MTI a
I’aide d’ImagePro 4,5 Software System (Media Cybernetics) en (A) contraste de
phase et en (B) épifluorescence pour les IMR32 non traitées ; et en (C) contraste
de phase et en (D) épifluorescence pour les IMR32 traitées avec ImM de 8-Br-
AMPc pendant 48 heures. Grossisssement 200x.

(E) Analyse de la prolifération des cellules d’IMR32 non traitées (bleu) et
traitées avec 1mM de 8-Br-AMPc pendant 48 heures (rose).

L’évolution de la croissance des cellules d’IMR32 est réalisée selon les
explications mentionnées dans la partie Matériel et Méthode dans la section 2.1.4
traitées avec 1mM de 8-Br-AMPc pendant 7 jours.
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3.6.1.2 La fonctionnalité jonctionnelle au sein des cellules
IMR32

Afin d’étudier la fonctionnalité des jonctions lacunaires dans les cellules
humaines IMR32 non-traitées, nous avons utilisé la technique de chargement par
grattage (« scrape loading »). Tel que décrit précédemment, cette technique
consiste 4 égratigner les cellules en culture par un trait d'aiguille et de les incuber
dans une solution contenant un colorant fluorescent de bas poids moléculaire
(jaune de Lucifer). Ainsi, seules les cellules lésées vont se charger de colorant et
émettre une fluorescence provenant du colorant. Le passage du colorant vers les
cellules voisines ne peut se faire que par les jonctions lacunaires.

Lors de la réalisation de ces expériences, le chargement par le
fluorochrome jaune de Lucifer, par incision des cellules IMR32 en prolifération, a
montré que juste les cellules endommagées par I’égratignure deviennent
fluorescentes sous le microscope et non les cellules avoisinantes (Figure 16 C).
Ces résultats suggérent alors que les jonctions lacunaires ne sont pas
fonctionnelles dans la lignée de neuroblastomes IMR32 malgré I’expression de la
Cx43. Dans ce cas, le dysfonctionnement de la communication cellulaire peut étre
dii soit & un blocage au niveau de ’ouverture du canal lui-méme soit a I’absence,
ou a la faible distribution, des connexines formant les canaux au niveau
membranaire.

Suite 4 une exposition de 48 heures a ’analogue de I’AMPc, nous avons
observé I’élongation des neurites (Figure 16 D) et une diminution de la croissance
cellulaire (Figure 15 E). Ainsi, cet analogue, augmente la présence et intensifie
(Figure 16 E) la répartition membranaire des Cx43 (Figure 16 E) tout en
promouvant la formation de jonctions lacunaires visualisées par « scrape
loading » (Figure 16 F). La localisation membranaire de la Cx43 engendre la
formation de jonctions lacunaires dans les cellules IMR32 (Figure 16 F)

comparativement & ’absence observée, lorsque les cellules ne sont
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Figure 16 — Evaluation des communications intercellulaires dans les cellules
de neuroblastomes IMR32

Mise en évidence par immunofluorescence de la sous-localisation de la Cx43
dans les cellules de neuroblastomes IMR32 non traitées (A et B), traitées avec
1mM de 8-Br-AMPc pendant 48 heures (D et E) et avec 10 pM de Gli
pendant 48 heures (G et H).

Les cellules IMR32 sont ensemencées  une densité de 0,5x10* par 20 mm’ dans
des conditions standard. Aprés 24 heures, les cellules sont lavées et fixées tel que
décrit dans la section 2.5 de Matériel et Méthode. Les cellules fixées sont
incubées avec un anticorps primaire anti-Cx43 suivi d’un anticorps secondaire
conjugné au fluorochrome Alexa. Les images ont été capturées avec un
microscope a épifluorescence Olympus équipé avec une caméra DAGE-MTI a
I’aide d’ImagePro 4,5 software system (Media Cybernetics) en contraste de phase
(A, D et G) et en épifluorescence (B, E et H). Grossisssement 200x.

Evaluation des communications intercellulaires dans les cellules de
neuroblastomes IMR32 en prolifération non traitées (C) ; traitées avec 1mM
de 8-Br-AMPc pendant 48 heures (F) et et avec 10 pM de Gli pendant 48
heures (I).

L’évaluation directe du degré d’échange cellulaire est effectuée a 1’aide d’un
colorant : le jaune de Lucifer. Les cultures cellulaires sont 1ésées par une entaille
et exposées pendant trois minutes 4 une solution de 0,5% de jaune de Lucifer dans
du PBS. Aprés avoir lavé quatre fois au PBS 1X, les lamelles ont été observées au
microscope 3 épifluorescence Olympus muni d’une caméra DAGE-MTI a I’aide
du filtre vert (IMT2-DMG) et analysées avec ImagePro 4,5 Software System
(Media Cybernetics). Grossissement 100x.
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pas traitées, en Figure 16 A, B et C. La combinaison de I’activation de la PKA et
de I’inhibition de PKCa est déterminante dans I’induction de la différenciation

des cellules de neuroblastome humain.

3.6.2 Confirmation de I’effet combiné de I’activation de la PKA et de
Pinhibition de la PKCa sur la communication cellulaire des

IMR32
Il a été préalablement remarqué (Amold et al., 2005), qu’en activant la
PKA et en inhibant simultanément la PKCa, la fonctionnalité des jonctions
lacunaires était intensifiée. Nous avons voulu confirmer que I’activation par
I’analogue de I’AMPc et I’inhibition de la PKCa donne une meilleure migration
(communication des jonctions lacunaires) comparé aux cellules non traitées
(Figure 16 B). Effectivement, la Figure 16 H montre que la Cx43 se localise au
niveau membranaire et que la formation de neurites (Figure 16 G) est nettement
accentuée par rapport aux cellules non traitées, ou traitées avec le 8-Br-AMPc
(Figure 16 A et D). De plus, la Figure 16 I par rapport a la Figure C et F
démontre, par « scrape loading », le passage du colorant vers les cellules voisines
via les jonctions ouvertes lors du traitement combiné avec du 8-Br-AMPc et

Gli00s.

3.7 Les différences existantes entre les cellules de neuroblastomes humains et
murins

3.7.1 Expression constitutive de 1a Cx43

Comme démontré a la Figure AA B et D, les cellules de neuroblastomes
murins, les N2A, n’expriment pas la Cx43 de maniére constitutive. En les
transfectants avec le vecteur de la Cx43 nous engendrons une altération majeure
au niveau de I’équilibre métabolique de ces cellules et nuisons a leur
fonctionnement endogéne sans toutefois restaurer la fonction des jonctions
lacunaires.

Par contre, les IMR32 expriment la Cx43 de fagon constitutive (Figure 14

A) et leur fonction peut étre restaurée.
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3.7.2 Le profil protéique de la Cx43

D’apres les (Figures 6 E/F et 14 A), I’expression protéique différe dans
ces deux lignées cellulaires. En effet, les cellules IMR32 expriment
majoritairement I’isoforme non phosphorylée (NP) de la Cx43 tandis que les
cellules de neuroblastomes murins transfectées expriment celle de la P2.

Suite au traitement avec le composé analogue a I’AMPc, les IMR32 ont
une expression accrue de la forme P2 beaucoup plus importante (1,5 X comparé a

la forme non phosphorylée) (Figure 14) par rapport a celle des cellules de N2A
(Figure 8).

3.7.3 Sous-localisation cellulaire de la Cx43 et prolifération des
cellules de neuroblastomes

La combinaison des deux traitements — celui de I’activation de la PKA et
de I’inhibition de la PKCa — engendre une fonctionnalité lacunaire remarquable
chez les IMR32 (Figure 16 I). Toutefois, suite & un traitement semblable, méme
s’il est évident que la sous-localisation cellulaire de la Cx43 devient
cytoplasmique chez les N2A (Figure 13 D et F), il est impossible de déterminer a
cette étape si les jonctions lacunaires sont ouvertes et fonctionnelles dans le cas de
cette lignée cellulaire. Il serait plausible d’émettre I’hypothése que ces deux
lignées cellulaires suivent une méme voix de signalisation pour la migration d’une

grande partie de leurs Cx43 vers le cytoplasme (Figure 13 D/F et 16 H).



4. DISCUSSION
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Le fonctionnement normal de tout organisme multicellulaire dépend de la
coordination des cellules qui le composent. Au niveau des organes, cette
coordination implique un systéme de communication grice auquel chaque cellule
est informée de ’activité des cellules voisines et régle en conséquence son propre
niveau de fonctionnement et fait intervenir des signaux qui sont transmis a des
cellules équipées de récepteurs, de canaux, d’enzymes ou de voies métaboliques
appropriées. (Pahujaa et al., 2007; Chanson et al., 2007 ; Solan et Lampe, 2005;
Meda, 1996) '

Dans tous ces cas, le transfert d’information d’un organe a I’autre se fait
indirectement via la diffusion de I’ion ou de la molécule signal dans 1’espace
intercellulaire. Cependant, le fonctionnement de nombreux tissus est préservé
dans des conditions qui perturbent ou méme abolissent le flux de signaux
intercellulaires, indiquant ainsi que d’autres mécamismes de communication
intercellulaire sont aussi importants — ce qui ajoute a la complexité de ces études

(Moreno et Lau, 2007 ; Barbe et al., 2006 ; Trosko, 2003)

Le rdle des jonctions lacunaires est primordial pour assurer la
synchronisation des réponses aux stimuli externes, 3 I’homéostasie et a la
différenciation cellulaire (Kovacs et al., 2007). Lorsque cet équilibre jonctionnel
est modifi€é, de nombreuses maladies surgissent (Bilchick et al., 2007; Axelsen et
al., 2007; Harris, 2007; Mazereeuw-Hautier et al.,, 2007, Gropman et Adams,
2007; Sliwiniska-Kowalska et al., 2006; Dzhemileva et al., 2006; Boralevi et al.,
2005). En effet, les jonctions lacunaires sont altérées et anormalement distribuées
dans les cancers humains et les lignées qui en dérivent (Welch et al., 2007). La
majorité des cancers présentent une altération au niveau des jonctions lacunaires
responsables de la répartition des messagers secondaires, de co-facteurs et des
modulateurs des protéines kinases (Laird, 2006 ; Evans et Martin, 2002 ; Trosko
and Ruch, 1998).

D’aprés la littérature, les jonctions lacunaires sont fonctionnelles chez les
neuroblastomes durant les premiers stages embryonnaires (Unsworth et al., 2006 ;

Carystinos et al., 2001 ; Turco et al.,, 1991). La perte du couplage cellulaire a
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travers les jonctions lacunaires est une caractéristique commune des cellules
transformées qui ont perdu le contréle de la prolifération et les mécanismes du
maintien de la différenciation cellulaire comme dans le cas des cellules tumorales
rénales et ovariennes ou les jonctions lacunaires sont modifiées (Toler et al.,
2006 ; Hanna et al., 1999 ; Noguchi et al., 1999).

Selon des nombreux auteurs, ce dysfonctionnement de la communication
cellulaire peut étre dii soit & un probléme au niveau du transport & la membrane
cellulaire soit & un blocage au niveau de 1’ouverture du canal lui-méme ou méme
a I’absence des protéines (connexines) formant les canaux au niveau membranaire
(Laird, 2006 ; Allagnat et al, 2005; Van Steensel, 2004; Wei et al,
2004 ; Krutovskikh et Yamasaki, 2000; Bozhkova et al., 1998; Goliger et al,,
1996). '

A titre d’exemple confirmé par notre travail, les cellules de N2A,
provenant d’une tumeur spontanée au cerveau d’une souris n’expriment pas de
connexine de fagon endogéne (Moory et al., 2001 ; Jordan et al., 1999). L’analyse
par immunobuvardage (Figure 5 B) et par immunofluorescence (Figure 5 C et D)
de la Cx43 (~ 43 kDa) d’un extrait cellulaire des N2A, nous a démontré que ces
cellules sont déficientes en Cx43 et en communication jonctionnelle (Moory et
al., 2001 ; jordan et al., 1999). En effet, les N2A sont utilisées depuis longtemps
pour obtenir des transfectants stables exprimant diverses connexines pour 1’étude
de la communication jonctionnelle (Gemel et al.,, 2006; Laird, 2006;
Tanmahasamut et al., 2005 ; Zhong et al., 2003, Moory et al., 2001 ; Statuto et al.,
1997; Zhu et al., 1991; Eghbali et al., 1990).

L’intérét d’exprimer la Cx43 chez les N2A est de pouvoir étudier les voies
métaboliques qui contrdlent son expression et sa fonction sans chevauchement
avec la Cx43 déja exprimées dans les cellules (comme ce serait le c.as si on
transfectait les cellules IMR32). De plus, il est intéressant de pouvoir déterminer
si les mécanismes qui les régulent et restaurent la fonction des jonctions

lacunaires rétablissent un phénotype quasi normal.
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Tel qu’énoncé auparavant, I’objectif du projet a été de transfecter les
cellules de Neuro2A avec 4 différents vecteurs afin de tenter d’élucider les voies
métaboliques impliquées dans le déficit d’expression de la Cx43, I’altération, la
formation et la fonction des jonctions lacunaires ainsi que leur contribution
potentielle & la cancérisation des cellules Neuro2A. Notre travail a consisté a
étudier les vecteurs contenant la Cx43-GFP, la Cx43 entiére, la CT-Cx43 et un
clone anti-sense. Le premier et le second pour comparer la distribution
intracellulaire et le troisiéme pour examiner, accessoirement, [’effet des
phosphorylations. Le clone anti-sense nous a servi comme contrdle tout au long
de ce projet et pour comparer I’importance biologique de I’expression active de la

Cx43.

Des études préalables par micro-injection ont démontré que la protéine de
fusion, GFP, n’inhibe pas la communication intercellulaire et peut promouvoir des
jonctions lacunaires fonctionnelles (Hunter et al., 2005; Murray et al., 2004;
Contreras et al., 2003; Evans, 2002). En effet, le vecteur de la Cx43 fusionné ou
non avec la GFP détient des propriétés natives concernant le trafic et le ciblage
aux organelles spécifiques (Falk, 2001; Laird et al., 2001). Nos résultats en
immunocytochimie (Figure 6 A, Figure 7 B et Figure 6 B) et en
immunobuvardage (Figure 6 E et F) concordent avec les observations de (Evans
et Martin (2002), de Laird et son équipe (2001) et de Jordan et al. (1999). Ainsi,
puisque la Cx43-GFP posséde les caractéristiques de la Cx43 sauvage, nous avons
décidé, a des fins pratiques, d’illustrer uniquement les résultats obtenus pour les

N2A transfecté avec le vecteur de la Cx43-GFP pour la suite de notre projet.

La transfection de la partie C-terminale de la Cx43 (Figure 6 G et C) dans
les cellules de N2A se justifie du fait que, tout processus, de la transcription au
« gating », dépend de la phosphorylation de différents sites sur cette extrémité C-
terminale des connexines notamment plusieurs sérine/thréonine, protéines kinases

et tyrosine kinases (Moreno et Lau, 2007 ; Laird, 2006; Stagg et Fletcher, 1990;
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Meda et al., 1984). Ainsi, afin de déterminer I’importance de cette extrémité, nous
avons étudié son réle lors du processus de phosphorylation.

Plusieurs études ont déja été exécutées (Gemel et al., 2006 ; Dang et al.,
2003; Shin et al.,, 2001) en utilisant des transfectants similaires afin de mieux
comprendre le mécanisme de phosphorylation (Hervé et al., 2007 ; Shin et al,
2001) dans d’autres lignées cellulaires. Tout comme ces auteurs I’ont démontré
(Gemel et al., 2006 ; Dang et al., 2003; Shin et al., 2001), nous avons aussi
observé qu’il semblerait que la CT-Cx43 existe uniquement sous sa forme non
phosphorylée (NP) (Figure 6 G) puisqu’elle est tronquée. Il a été suggéré par Seki
et al. (2004) que la région L2, contenant les acides aminés 119 3 144 de la Cx43,
semble étre nécessaire a la phosphorylation et au maintien du bon fonctionnement
des pores jonctionnels. Ces chercheurs ont remarqué que la régulation de la Cx43
implique I’interaction intramoléculaire de son domaine carboxy-terminal avec la
région L2 agissant en tant que récepteur (Seki et al., 2004). Leurs résultats
suggerent que la région L2 est essentiel pour le maintien de 1’architecture d’un
pore fonctionnel impliquant le processus de la phosphorylation (Seki et al., 2004).
Cette information est consistente avec la notion que cette région pourrait opérer
en tant que récepteur pour le domaine carboxy-terminal. La déletion ou I’absence
de la région L2 interférerait avec la formation d’un canal jonctionnel fonctionnel
(Seki et al., 2004).

Les cellules de N2A que nous avons étudiées ne contiennent que les acides
aminés de 211 & 382 de la partie carboxy-terminale de la Cx43 (Figure 6 C et G).
Elles ne possédent pas la région L2 détenant les acides aminés 119 a 144
nécessaires a la phosphorylation et au maintien du bon fonctionnement des pores
jonctionnels (Seki et al., 2004). Ceci expliquerait la raison pour laquelle le clone
CT-Cx43 a une distribution diffuse de la Cx43 (Figure 6 C) et n’expose qu’une
seule bande (non-phosphorylée) lors des expériences d’immunodétection (Figure

6 G).

Curieusement, le clone anti-sense posséde le méme profil de sous-

localisation (ponctuelle et diffuse) (Figure 6 D) et d’expression protéique (Figure
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6 H) que les clones transfectés avec le vecteur de la partie C-terminale de la
connexine (Figure 6 C et G). Ces deux clones possédent donc une sous-
localisation pointillée et disperse au sein de la cellule qui pourrait étre liée au fait
que, tous les deux, ne possédent pas de site phosphorylable. D’autres recherches
ont montré que le vecteur de la Cx43 anti-sense empéchait la formation de
jonction lacunaire et donc de communication cellulaire (Bodi et al., 2004 ; Vander
Molen et al., 1996) et que I’adhésion intercellulaire était déficiente chez certains
types cellulaires (Malassiné et Cronier, 2005; Tanmahasamut et al., 2005).

Nous avons donc utilisé ces deux clones comme contréle négatif tout au
long de nos expériences pour démontrer subséquemment I’effet de différents

inhibiteurs sur le processus de tumorogénicité et de cancérisation.

La caractéristique la plus fascinante des neuroblastomes est leur régression
spontanée (Maris et al., 2007). En effet, la plupart des neuroblastomes de ce stade
particulier présentent une régression spontanée en ganglioneuroma qui sont des
tumeurs ayant une progression bénigne (Howman-Giles et al., 2007). Plusieurs
chercheurs ont attribué ce phénoméne soit a I’induction de la différenciation ou a
I’apoptose (Edsjé et al., 2007 ; Van Noesel et Versteeg, 2004; Teitz et al., 2001 ;
Ambros et al., 2001 ; Mao et al., 2000). En effet, I’hypothése proposée postule
que ces tumeurs sont généralement bloquées durant leur processus de
différenciation embryonnaire par un mécanisme qui reste a élucider (Nuchtern,
2006). 11 a été aussi suggéré (Edsjo et al., 2007 ) que ces tumeurs détiennent
encore les propriétés moléculaires et cellulaires pour entreprendre une
différenciation qui aboutira dans des conditions appropriées soit a la formation de
neurones, soit 4 la mort programmée des cellules de neuroblastes tel que le
phénoméne se produisant lors de [’élimination, durant le développement
embryonnaire, des neuroblastes non essentiels du systéme nerveux périphérique

(Maris et al., 2007 ; Encinas et al., 2000 ; Guarneri et al., 2000).

Encore une fois, les jonctions lacunaires sont impliquées dans le maintien

de ’homéostasie au niveau des tissus et des organes (Mese et al., 2007; Axelsen



99

et al, 2007; Laird, 2006 ; Chanson et al., 2005). La perte de communication
cellulaire isole les cellules de stimuli externes, mais surtout des messages des
cellules avoisinantes qui les maintiennent en état de différenciation. Les cellules
isolées sont plus susceptibles de proliférer et subséquemment de former des
tumeurs (Conklin et al., 2007 ; Jones et al., 2006 ; Sutor et Hagerty, 2005 ; Phipps
et al., 1997). L’induction de la différenciation et/ou de 1’apoptose a été souvent
étudiée dans les lignées de neuroblastomes (Fulda, 2007; Peng et al., 2007). Il
semble donc que I’exploration d’une voie qui régit le maintien de I’homéostasie
cellulaire et moléculaire permettant ainsi la régulation de la prolifération, de la

différenciation et de 1’apoptose, serait judicieuse.

La différenciation cellulaire se caractérise par la disparition, dans une
population cellulaire embryonnaire, de certains des caractéres morphologiques
propres a la souche dont elle dérive et qui s’accompagne d’une spécialisation dans
sa fonction (Leithe et al., 2006). L’implication des jonctions lacunaires dans
’induction de la différenciation a été rapportée par plusieurs groupes de recherche
(Moreno et Lau, 2007 ; Laird, 2006 ; Carystinos et al., 2001 ; Trosko et al., 2000 ;
Fromaget et al., 1992). En particulier, les jonctions lacunaires se sont révélées
importantes dans la régulation de la différenciation lors du développement
embryonnaire et cela méme avant la formation des synapses dans le systéme
nerveux (Pahujaa et al., 2007 ; Chanson et al., 2007 ; Solan et Lampe, 2005 ; Lo,
1996 ; Bruzzone et al., 1996). En effet, plusieurs composés, tels que I’AMPc et la
PKC sont impliqués a la fois dans la différenciation et dans la formation de
jonctions lacunaires, les deux processus étant liés (Hervé et al., 2007 ; Redig et
Platanias, 2007 ; Ouyang et al., 2005 ; Marunaka et al., 2003 ; Schwartz, 2001 ;
Syin et al.,, 2001).

Dans le cadre de ce projet, nous avons exploré des mécanismes d’action
de certains régulateurs des voies de signalisation, entre autres, la PKA et la PKC,
afin d’élucider les voies nécessaires au contréle du couplage jonctionnel et a la

régulation des phénomeénes qui leur sont associées (prolifération, différenciation,
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etc.). Notre approche consistait i tester ’effet de plusieurs régulateurs des

différentes voies métaboliques, dans les cellules de 1) IMR32 et de 2) N2A.

1) Les cellules de neuroblastome humain, les IMR32

Il a été préalablement montré (Armold et al., 2005) que la restauration des
jonctions lacunaires dans les cellules IMR32 est possible d’abord par I’activation
de la PKA engendrant a) I’augmentation de la synthése des Cx43 puis b) un effet
positif sur la sous-localisation de la Cx43 sur la membrane plasmique ; et c) le
rétablissement de la fonction des jonctions lacunaires via I’inhibition de la PKCa.

tel que démontré dans nos travaux. Nous allons traiter ci-dessous ces deux

aspects :

a) La Cx43 est présente dans toutes les souches embryonnaires dérivées de
la créte neurale tel que démontré dans les neuroblastes (cellules souches, d’ou
dérivent les neuroblastomes) (Unsworth et al., 2006). Durant I’embryogénese, les
neuroblastes du systéme nerveux périphérique — d’ou dérivent les neuroblastomes
— expriment la Cx43, la Cx26 et, aprés la naissance, la Cx32. Le patron cinétique
de I’expression de ces connexines ainsi que leurs fonctions est régulé selon le
stage embryonnaire (Laird, 2006 ; Rozental et al., 1998 ; Bruzzone et al., 1996).
Le patron d’expression varie durant le développement normal du systéme nerveux
périphérique (Otmani et al., 2007 ; Ara et DeClerck, 2006).

En effet, dés la naissance, la Cx43 disparait et devient absente dans les
cellules neuronales adultes du systéme nerveux périphérique pour é&tre remplacée
par la Cx32 (dans les neurones de souris) (Leung et al., 2002). Ainsi, elle est
exprimée au début du développement embryonnaire ou elle permet la
communication cellulaire a travers les jonctions lacunaires avant la formation des

synapses (McAllister, 2007).

Les cellules de neuroblastomes humain IMR32 présentent une déficience
en communication jonctionnelle (Arnold et al., 2005) (Figure 15 A et B) mais

expriment constitutivement la Cx43, qui est caractéristique de 1’état embryonnaire
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de ces neurones (Figure 14 A) (Mao et al., 2000). Les cellules d’IMR32 que nous
et d’autres auteurs ont étudié (Higashi et al., 2007 ; Arnold et al. 2005, Hiyama et
al., 2004) nous laissent a croire qu’elles sont probablement bloquées au cours de
leurs développements embryonnaires et n’ont pas progressé dans leur
différenciation puisqu’elles expriment encore la Cx43 (Figure 15 A et B).

Les études d’immunolocalisation nous ont montré une localisation
aberrante de la Cx43 au niveau cytoplasmique (Figure 15 B et 16 B). En effet, la
Cx43 est présente non pas au niveau de la membrane plasmique, comme c’est le
cas dans les cellules normales, mais au niveau du cytoplasme et plus
particuliérement au niveau péri-nucléaire séquestrée dans le Réticulum
Endoplasmique ou encore dans I’appareil de Golgi. Ainsi, les cellules présentent
une perméabilité cellulaire trés réduite comme démontré dans la Figure 16 C, ce
qui confirme les travaux antérieurs (Arnold et al., 2005). Ceci est caractéristique
des cellules transformées qui ont perdu le mécanisme de contrdle de la
prolifération et de la différenciation cellulaire (Dang et al., 2003 ; Zeng et al.,
2002). 11 est aussi plausible de penser que cette localisation anormale de la Cx43
serait liée 4 un mécanisme de maturation de ’expression tel que rapporté dans des
cas similaires par Arnold et al. (2005). Cette méme localisation aberrante des Cxs
et ’altération des jonctions lacunaires a été confirmée dans une autre lignée de
neuroblastome humain SH-SYSY (Condorelli et al., 2003 ; Belbaraka, 2002).
Plusieurs autres phénotypes de cellules transformées ont montré une localisation
aberrante des Cxs, citons ’exemple des cellules ovariennes et rénales (Hanna et

al., 1999 ; Hossain et al., 1999; Noguchi et al., 1999)

Nous avons confirmé les résultats préalables démontrant que le traitement
des cellules avec une forme perméable de I’AMPc augmentait la synthése des
connexines (Figure 14 B et C) et leur transfert 4 la membrane plasmique (Arnold
et al., 2005) (Figure 15 D et 16 E). Néanmoins, les canaux ainsi formés n’étaient
pas fonctionnels (Figure 16 F). Dans ce cas précis, la restauration de la
fonctionnalité nécessite une seconde étape comprenant I’inhibition spécifique de

la PKC alpha (Figure 16 H et I).
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Comme nous I’avons déja indiqué dans notre revue bibliographique, un
analogue perméable de I’AMPc, le 8-Br-AMPc, est reconnu comme modulateur
des protéines clefs du cycle cellulaire a travers la régulation de 1’expression des
cyclines et des kinase CDKs (Solan et Lampe, 2005; Shah et al., 2002 ; Niles et
al., 2000; Kato et al., 1999). Une augmentation de I’expression de l’unité
régulatrice RI de la PKA est associée a la transformation cellulaire et a
’activation de la prolifération alors que la stimulation de 1’expression de ’unité
régulatrice RII est associée a I’inhibition de la croissance cellulaire et a la
différenciation (Urschel et al., 2006 ; Kim et al.,, 2000a ; 2000b). Il semblerait
donc que, dans les IMR32, I’activation de la PKA influe I’unité régulatrice RII

puisque la prolifération cellulaire est inhibée par le traitement.

Les résultats de la Figure 14 montrent que I’induction de la différenciation
par le 8-Br-AMPc engendrent une augmentation de I’expression de la Cx43 dans
sa forme non phosphorylée (Figure 14 C) et ses formes phosphorylées P1 et P2
(Figure 14 B et C) durant la progression vers la différenciation. Nous avons aussi
remarqué que davantage de connexines étaient exprimées a la surface
membranaire (Figure 15 D et 16 E).

A titre comparatif, d’autres recherches suggérent que la hausse de
phosphorylation pourrait se comparer 4 une augmentation de la communication
jonctionnelle (Moreno et Lau, 2007 ; Pitot et al., 1999 et Ruch et al.; 1993). Cette
augmentation est probablement due & une régulation positive du niveau
d’expression de la PKA puisqu’elle est observée en réponse a I’expression des
cellules au 8-Br-AMPc (Amold et al., 2005 ; TenBroek et al., 2001) (Figure 14 B
et C). En effet, le géne de la Cx43 contient un élément de réponse a la PKA
(Trosko et al., 1998). Cet élément de réponse est probablement activé par 1’unité
catalytique de la PKA qui pénétre dans le noyau et induit I’activation de
’expression de la Cx43 (Trosko et al., 2000). Ces résultats ont été confirmés par
Carystinos et al. (2001) dans un modéle ou les auteurs ont examiné ’effet de

dibutyryl- AMP cyclique (db-AMPc) et all-trans-retinoic acid (tRA) sur la Cx43
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et les jonctions lacunaires des cellules IMR32. Ils ont remarqué qu’une exposition
a db-AMPc engendrait une hausse de la communication jonctionnelle suite 3 une
hausse de la phosphorylation ainsi que de I’expression de la Cx43, ce que nous

avons confirmé.

Apres avoir démontré que le traitement des cellules IMR32 par le 8-Br-
AMPc induit une diminution de la prolifération cellulaire (Figure 15 E et 16 D),
nous avons vérifié si cette limitation de division cellulaire s’accompagne de la
différenciation morphologique.

Les cellules traitées avec le 8-Br-AMPc ont une différenciation
morphologique plus avancée s’associant 4 une émission de neurites et a
I’apparition d’un phénotype neuronal aprés 48 heures (Figure 15 C et 16 D). En
effet, la morphologie étoilée et la présence de neurites assurant la connexion des
cellules apportent une preuve de la différenciation morphologique des cellules de
neuroblastomes IMR32 en neurones tel que rapporté (McAllister, 2007 ; Sommer,
2006). Cette émission des neurites est un phénomeéne réversible (Chenwei, 2006)
tant que les cellules n’ont pas définitivement quitté le cycle de division cellulaire
(Gomez et al., 1998). Notre modéle expérimental se compare avec les résultats
d’autres études qui ont montré que le 8-Br-AMPc provoque une réorganisation du
cytosquelette (Kheifets et Mochly-Rosen, 2007; Higashi et Chen, 2004 ; Chen et
al,, 2003) dans plusieurs lignées cellulaires telles que les fibroblastes de souris, les
cellules leucémique humaines et les cellules issues des lignées de neuroblastome
humain SH-SY5Y, SK-NSH et NG108-15 (Girgert et al., 2000 Chen et al., 2003 ;
Galderisi et al,, 1999; Mena et al., 1995). Dans les cellules neurales, le 8-Br-
AMPc exerce un contrdle sur I’initiation de neurites (Mena et al., 1995). Dans les
cellules PC-12, le traitement par le 8-Br-AMPc induit I’initiation de 1’émission
des neurites, ﬁnpliquant une réorganisation du cytosquelette qui est indépendant
de la synthése de ’ARN et de la synthése de nouvelles protéines (Kheifets et
Mochly-Rosen, 2007; Higashi et Chen, 2004 ; Carter 2000).



104

C’est un fait connu que la progression de la différenciation cellulaire
s’accompagne d’une diminution de la prolifération jusqu’a 1’arrét complet associé

a la différenciation terminale.

b) Les travaux de Zeidman et al. (1999a et 1999b) montrent que la
suppression de la croissance par la PKC est due a I’inhibition des isoformes
classiques et particulierement celle de la PKC alpha et Beta (Redig et Platanias,
2007). Le mécanisme d’action de ces isoformes de PKC sur la prolifération reste
encore inconnu. Toutefois, au cours de notre travail nous avons montré le déclin
de la prolifération, induit par les inhibiteurs des PKC : le BIS et le Go6979,
confirmant les résultats de Zeidman. Nous avons aussi confirmé des résultats
précédents (Amold et al., 2005) en observant que I’activation de la PKA induit a
une re-localisation de la Cx43 (Figure 16 H) 3 la membrane puis ’inhibition
spécifique de 1’isoforme alpha I’inhibition de la prolifération cellulaire reliée et
une restauration de la perméabilité des canaux jonctionnels (Figure 16 I). Un lien
entre I’activation de la PKA et I’inhibition de certaines formes de PKC est ainsi
démontré A la fois dans le contrdle de la croissance, la restauration de fonction des
canaux jonctionnels et le début de la différenciation dans les neuroblastomes

humains.

Les recherches présentées dans le cadre de ce mémoire constituent donc, a
différents niveaux, une contribution expérimentale et théorique a 1’identification
des diverses voies de signalisation impliquées dans la modulation des jonctions
lacunaires dans les cellules de neuroblastomes humains et murins.

Pour ce faire, il est important de déterminer si ces mémes mécanismes
(étudiés ci-haut), régulant la fonction des jonctions dans les IMR32, restaurent un

phénotype similaire dans les N2A.

2) Les cellules de neuroblastome murin, les N2A
Chez les neuroblastomes, nous avons choisi le méme analogue perméable

de I’AMPc, le 8-Br-AMPc (Amold et al., 2005; Schwartz et al., 2001; Bevans et



105

al., 1999; Skalhegg et al., 1997; Butt et al., 1996; Burghardt et al., 1995), reconnu
pour sa capacité d’activer la PKA (Howman-Giles et al., 2007).

L’étude du 8-Br-AMPc sur I’induction de la différenciation des cellules de
neuroblastomes N2A a montré un effet synérgique avec la régulation négative de
la croissance cellulaire (Figure 7 E). Ce phénoméne s’explique par une activation
de I’arrét de la prolifération ce qui est confirmé dans nos travaux (Figure 7 E).

Apres avoir démontré que le traitement des cellules N2A par le 8-Br-
AMPc induit une diminution de la prolifération cellulaire (Figure 7 E), nous
avons vérifié si cette limitation de division cellulaire s’accompagne d’effets
analogues sur la différenciation morphologique.

Les cellules traitées avec le 8-Br-AMPc montrent une différenciation
morphologique peu prononcée aprés un traitement de 48 heures (Figure 7 C)
compar¢ aux cellules non traitées (Figure 7 A). Ainsi, contrairement a nos attentes
sur une période de 48 heures d’exposition, ce composé ne semblerait pas
engendrer la différenciation morphologique des cellules de neuroblastomes N2A.

L’analyse par immunobuvardage de la Cx43 d’un extrait cellulaire de
N2A a démontré que ces cellules expriment majoritairement la Cx43 sous sa
forme phosphorylée P2 (Figure 8 A) plutdt que sous sa forme non-phosphorylée
(NP). Les travaux de Van Veen et de son équipe (2006) corroborent nos

observations.

Suite & un traitement au 8-Br-AMPc, une régulation positive (d’environ
deux fois) de I’expression de I’isoforme NP de la Cx43 a été visualisée par
immunobuvardage (Figure 8 B); l’intensit¢é de la bande P2 étant toujours
supérieure a celle de la bande NP (Figure 8 C). Ceci semble nous indiquer que cet
analogue de ’AMPc engendre une déphosphorylation de la Cx43 favorisant sa
forme native (NP). Dans des travaux similaires (Lau, 2005), une
déphosphorylation est généralement associ¢e a une inhibition métabolique et par
un manqué d’oxygeéne au sein du cerveau (in vivo) et in vitro. (Yamasaki et al.,

1999; Wygoda et al., 1998; Ruch et al., 1993 , Meda et al., 1987).
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La sous-localisation de la Cx43 de ces cellules N2A semble étre plus ou
moins dispersée mais plus présente hors du noyau (Figure 7 D). Des expériences
préalables en immunomarquage (« immunolabeling ») d’astrocytes ont démontré
que la sous-localisation des formes non phosphorylées de la Cx43 était diffuse
dans le Golgi et dans le Réticulum-Endoplasmique (Trosko et al., 2001). Ainsi, la
déphosphorylation de la Cx43 dans les culture d’astrocyte est associée avec une
réduction de la communication jonctionnelle (Ruch et al., 1993) et a une
inhibition métabolique d’ATP intracellulaire empéchant la phosphorylation de la
Cx43 (Yamasaki et al., 1999). De plus, une élévation de [Ca®*); peut aussi activer
la protéine Ca®*/calmodulin-dépendente phosphatase, la calcineurine, engendrant
une déphosphorylation protéique (Pitot et al., 1999 et Ruch et al., 1993). Il nous
semble plausible de penser que la phosphorylation joue un réle circonstanciel
dans différentes situations liées a 1’état de différenciation cellulaire dépendant des
lignée et de leur niveau d’activité cellulaire ; ce qui a été aussi soulevé par Fulda

(2007), Peng et al. (2007) et Yang et al. (2003).

Afin d’étudier I’effet combiné de I’inhibition de PKC avec I’activation de
la PKA, nous avons étudié les différents isoformes des PKC dans les N2A :

Tel que cité dans la revue bibliographique, les protéines kinases C sont,
elles aussi, impiiquées dans de nombreuses fonctions physiologiques de la cellule
en participant aux événements de transduction de signaux en réponse aux stimulus
hormonaux, neuronaux ou encore aux facteurs de croissance des processus liés
aux jonctions lacunaires (Shindo et al., 2001). L’activation de ces protéines
engendre la phosphorylation des connexines et permet ’ouverture de voies
conduisant a I’apoptose, a la différenciation ou a la prolifération cellulaire suivant
I’isoforme activée ou inhibée (Carter, 2000). Elle est, de ce fait, une cible
thérapeutique intéressante dans le cas de cancers, de syndromes ihﬂammatoires,
de désordres du systéme immunitaire ou du systéme nerveux central ou de

dysfonctionnements cardiovasculaires (Toker, 1998).
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Nous nous sommes particuliérement intéressés a étudier la distribution des
différentes isoformes prédominantes de PKC dans les tissus cancéreux chez 10
patients atteint de neuroblastome (Figure 9) (Children Oncology Group, Children
Hospital Philadelphia, Etats-Unis). Les isoformes appartenant 2 la catégorie des
cPKC (o, BI, BII et v) se trouvaient de fagon majoritaire dans les biopsies ainsi
que dans notre modéle expérimental utilisé (les cellules de N2A) qui expriment
ces mémes isoformes constitutivement avant transfection (Figure 10) (Children
Oncology Group, Children Hospital, Philadelphie, Etats-Unis. D’aprés Zeidman
et al (1999a et 1999b), les cellules IMR32 expriment-elles aussi, les PKC Alpha,
Béta et Mu entre autre. D'autres cellules cancéreuses, telles que les cellules
cancéreuses du sein, MDA MB (Al et al., 2005) ainsi que celles du poumon,
A549, H460 et H661 (Niermann et al., 2007) démontrent , elles aussi, une

surexpression de ces PKC.

Afin d’étudier I’implication des PKCs dans la régulation des mécanismes
transductionnels des jonctions lacunaires, nous avons évalué différents inhibiteurs
de PKC montrant différents degrés de spécificité. Les inhibiteurs utilisés sont la
Bisindolylmaléimide (BIS), le Go6976 et Gli005 (Gli), que nous allons analyser
séparément dans les paragraphes suivants.

Le BIS est un inhibiteur de la PKC et est utilisé dans le but d’étudier
’effet de I’inhibition spécifique des kinases impliquées (Anderson et al., 2007).
Suite a I'utilisation de BIS, dans les conditions décrites dans la section 2.1.3 de
Matériel et Méthode, nous avons observé I’apparition d’une morphologie atypique
marquée par la formation de petites vacuoles (Figure 11 C versus Figure 11 A)
ainsi que la diminution de la croissance cellulaire (Figure 12) et une dispersion
plus prononcée de la Cx43 au sein de la cellule (Figure 11 D versus Figure 11 B).
* Cet effet du BIS se compare avec celui rapporté par Hanauske et al. (2004) ainsi
que Lahn et al., (2004) qui ont aussi observé que les cellules tumorales sont plus

susceptibles a un arrét de la croissance et a I’apoptose.
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Le Go6976 est un inhibiteur qui montre une bonne sélectivité pour les
PKC et permet une discrimination entre les isoformes conventionnelles (cPKC) et
les nouvelles (nPKC). En effet, le Go6976 inhibe de fagon spécifique les isofomes
de la PKC Alpha, Beta et Mu. L’analyse des résultats des figures (Figure 11 E et
F), suggére que les cPKC semblent &tre indispensables 4 la survie cellulaire des
N2A ou des modeéles similaires (Mackay et al., 2007; Mackay et Twelves, 2007;
Bright et Mochly-Rosen, 2005). Ceci pourrait alors expliquer la raison pour
laquelle ces isoformes sont beaucoup plus exprimées constitutivement que les
autres au sein des cellules de N2A (Figure 10). De plus, les résultats de
prolifération cellulaire (Figure 12) démontrent une limitation de la croissance
chez les cellules N2A traitées par le Go6976. Un méme phénoméne n’est pas relié
a I’apoptose mais plutdt & un ralentissement des divisions cellulaires d’aprés les

travaux de Wu et al. (2007).

Avec I’inhibition de la PKCa, nous avons remarqué une dispersion plus
prononcée de la sous-localisation des Cxs (Figure 13 B) comparé aux cellules non
traitées (Figure 13 A). Toutefois, en combinant ce traitement avec I’activation de
la PKA, nous avons observé une morphologie plus allongée des cellules N2A
(Figure 13 C) ainsi qu’une répartition quasi cytoplasmique de la Cx43 (Figure 13
D,E et F).

Ces observations démontrent I’implication de 1’isoforme alpha de la PKC
dans la modulation de la prolifération cellulaire comme cela a été démontré pour
d’autres isoformes de PKC (Mackay et Twelves, 2007; Jao et al., 2001; Mandil et
al., 2001; Wagner et al., 2001 ; Dempsey et al., 2000) Ainsi, I’ensemble de ces
résultats suggere que la re-localisation de la Cx43 sur la membrane plasmique
ainsi que 1’ouverture des canaux jonctionnels sont conditionnés par I’inhibition de
la PKC alpha et par I’activation de la PKA dans la lignée cellulaire humaine de
IMR32 et peut-étre dans la lignée cellulaire murine de N2A.
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L’ensemble de nos résultats (Figure 16) montre que la différenciation
(Figure 16 G) va de pair avec le rétablissement du couple jonctionnel dans les
cellules IMR32 (Figure 16 I). En effet, notre étude de transfection du géne de la
Cx43 dans les cellules de neuroblastome de souris N2A a montré que la présence
de la Cx43 dans les cellules N2A n’est pas suffisante (Figure 16 A), il faut qu’elle
soit localisée dans la membrane. Cette re-localisation ne peut s’effectuer que
lorsque ces cellules sont induites & se différencier en présence du 8-Br-AMPc et
du Gli (Figure 16 D, E, F). Ceci confirme, ce que nous avons constaté chez les
cellules IMR32, ou I’expression de la Cx43 a elle seule ne permet pas la
diminution de la croissance cellulaire.

Il est possible de suggérer que le transfert de la Cx43 de la membrane vers
le noyau est un élément majeur dans la pathologie des neuroblastomes. La re-
localisation compléte de la Cx43 vers la membrane plasmique et surtout
I’ouverture des pores nécessite ’activation de la PKC simultanément I’inhibition
de I’isoforme alpha de 1a PKC.

L’identification des kinases clefs capables d’induire rapidement le
transfert de la Cx43 du noyau vers la membrane serait un atout pour le contrdle de

I’homéostasie cellulaire dans la pathologie des neuroblastomes.



5. CONCLUSION
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L’étude de la communication cellulaire, et des mécanismes biochimiques
impliqués, a été souvent rendue possible par I’étude des anomalies des cancers
humains et surtout expérimentaux. La communication intercellulaire est un point
critique du développement embryonnaire, de la différenciation tissulaire, et des
réponses aux agressions physiques ou infectieuses. Les observations précédentes
soulignent 1’intérét d’envisager des moyens thérapeutiques permettant, soit d’agir
de fagon ciblée sur les jonctions lacunaires, soit de profiter de leur présence pour

améliorer I’efficacité de traitements pharmacologiques ou génétiques.

A ce jour, les fonctions physiologiques des communications jonctionnelles
et les mécanismes moléculaires qui lient les changements de ces communications
a ceux de diverses fonctions cellulaires sont mal compris. De méme, nous savons
encore peu de choses sur les rapports hiérarchiques qui existent entre les
communications jonctionnelles et les nombreux autres mécanismes qui
coordonnent le fonctionnement des systémes pluricellulaires.

Tel que nous avons remarqué lors de nos expériences, les observations
récentes réalisées sur des animaux transgéniques et dans certaines maladies
humaines suggérent cependant déje‘i qu’une synthése adéquate de connexines et du
couplage jonctionnel est fondamentale, sinon vitale, et pourrait, lorsqu’elle est
perturbée, contribuer & la pathogénie de dysfonctionnements importants.

En effet, les observations réalisées sur les neuroblastomes suggerent
qu’une localisation adéquate des connexines est nécessaire pour I’obtention de
I’homéostasie cellulaire résultant du rétablissement des jonctions lacunaires. Cette
étude a permis d’orienter les recherches destinées a élucider des mécanismes qui
régulent les jonctions lacunaires afin de pouvoir cibler les voies métaboliques qui
conduisant au contrdle de la prolifération des cellules de neuroblastome via les

communications intercellulaires.

Ces considérations soulignent 1’intérét de reconsidérer un certain nombre
de situations cliniques, dont la pathogénie est encore peu comprise, sous 1’angle

d’une désorganisation du réseau de communications cellulaires normales. Elles
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lancent également le défi d’élaborer des stratégies thérapeutiques utilisant la
synthése des connexines et les communications jonctionnelles qu’elles
permettent, pour agir sélectivement sur certaines populations cellulaires. Des
essais encourageants en oncologie et en thérapie génique permettent d’envisager
qu’il s’agit 1a d’une possibilité réalisable dans un avenir, espérons, pas trop

éloigné.
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