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RESUME 

 

La Cx43 est une protéine membranaire ubiquitaire de la famille des connexines, les protéines 

qui forment les gap jonctions, structures assurant la communication intercellulaire. Au sein des 

canaux lacunaires et/ou indépendamment de cette fonction, les connexines et en particulier la 

Cx43, régulent plusieurs processus dont la migration cellulaire et la cancérogenèse.  

Le but de cette recherche est d’étudier in vitro, l’impact de Cx43 et en particulier son extrémité 

C-terminale sur la migration et la polarisation cellulaire. Elle vise également par une étude in 

silico, à repositionner des médicaments dans le cadre de l’utilisation de cette protéine comme 

cible thérapeutique dans le traitement des cancers l’impliquant. 

Les résultats révèlent un effet indéniable et très hétérogène de Cx43 sur la migration et la 

polarisation cellulaires. Les effets varient selon les types cellulaires testés, les variants Cx43 

étudiés et les paramètres analysés. La Cx43 impacte la migration via des évènements de 

phosphorylation et éventuellement son interaction avec la tubuline/microtubules  

En ce qui concerne les résultats de l’amarrage et de la simulation moléculaires, il apparait que 

parmi les molécules étudiées, le Nilotinib s’impose comme un candidat potentiel pour cibler le 

C-ter de Cx43 dans la thérapie du cancer.  

Mots clés : Cx43, extrémité C-terminale, gap jonctions, tubuline/microtubules, 

phosphorylation, migration, cancer, repositionnement des médicaments, docking moléculaire 
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INTRODUCTION 

Parmi les 21 connexines identifiées chez l’homme, la connexine 43 (Cx43) est de loin la mieux 

étudiée. Cette protéine transmembranaire ubiquitaire est abondamment exprimée dans de 

nombreux tissus et types cellulaires, particulièrement au niveau du cœur, du cerveau et du 

derme (Leithe et al., 2018; Kotini et Mayor, 2015; Matsuuchi et Naus, 2013; Solan et 

Lampe, 2009b ; Laird, 2006 ).  

Au sein de structures membranaires appelées  « gap jonctions », elle exerce un role important 

dans la communication intercellulaire, assurant ainsi un role crucial dans la régulation de 

fonctions physiologiques importantes telles que la croissance et la différentiation cellulaires, 

l’homéostasie tissulaire et l’apoptose, ainsi que la coordination entre les cellules excitables 

(Leithe et al., 2018 ; Kotini et Mayor, 2015 ; Zhang et al., 2015 ; Matsuuchi et Naus, 2013; 

Hervé, 2012; Kameritsh et al., 2012; Dang et al., 2006). 

Elle serait également impliquée dans certains mécanismes physiopathologiques, 

essentiellement l’ischémie et les maladies cardiaques (Cotter et al., 2019; Jeyaraman et al., 

2012; Hawat et al., 2010) ainsi que la tumorigénèse et la cancérisation (Bonacquisti et 

Nguyen, 2019 ; Wu et Wang, 2019 ; Sun et al., 2018 et 2012 ; Mesnil, 2004) 

De plus, des mutations de Cx43 sont associées a de nombreuses maladies congénitales telles 

que la dysplasie oculodentodigitale (ODDD) , la surdité , l’épilepsie , des désordres cutanés , la 

cataracte, les neuropathies périphériques et des malformations cardiaques (Lilly et al., 2016; 

Boyden et al., 2015; Sutcliffe et al., 2015; Wingard and Zhao, 2015; Laird, 2014; Molica 

et al., 2014 ; Mylvaganam et al., 2014; Gilleron et al., 2012; Berthoud et Beyer, 2009; 

Paznekas et al., 2009). 

Il semblerait que la Cx43 exerce certains de ses roles indépendamment de sa fonction de 

perméabilité et de communication intercellulaire, notamment dans la régulation de la migration 

et la polarisation cellulaires (Kameritsh et al., 2012; Francis et al., 2011 ; Behrens et al., 

2010), mais egalement dans la régulation de la prolifération tumorale, l’apoptose et les 

métastases (Qiu et al., 2016 ; Sun et al., 2012; Kanczuga-Koda et al., 2010; Langlois et al., 

2010).  

En effet, Cx43 a l’aptitude d’interagir avec de nombreux partenaires protéiques via son 

extrémité C-terminale (C-ter). Cette partie cytoplasmique de la protéine, comporte de nombreux 

résidus serine, tyrosine et thréonine capables d’interagir avec différentes classes de kinases 

permettant ainsi de réguler le cycle de vie de la connexine (Leithe et al., 2018; Saidi Brikci-

Nigassa et al., 2012; Marquez-Rosado et al., 2012; Solan et Lampe, 2009 a et b; Dai et al., 
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2007; Giepmans et al., 2001) ainsi que le gain ou la perte de sites d’interaction avec des 

partenaires protéiques (Saidi Brikci-Nigassa et al., 2012; Jhonson et al., 2012; Solan et 

Lampe, 2009b; Lauf et al., 2002). Des mutations au niveau de certains résidus du C-ter sont 

responsables de la dérégulation du cycle de vie de la connexine, affectant ainsi son expression 

et sa localisation dans la cellule (Wu et Wang, 2019 ; Kanczuga-Koda et al., 2010 ; Laird, 

2014 ; Dubina et al., 2002).   

Par ailleurs, la Cx43 est à ce jour la seule connexine connue comme interagissant avec la 

tubuline/microtubules. Giepmans et al.(2001) ont été les premiers à mettre en évidence cette 

interaction par des expériences de pull-down ; ils ont également identifié le site d’interaction 

au niveau du C-ter, un peptide de 35 acides aminés. 

Par la suite, Saidi Brikci-Nigassa et al. (2012), ont confirmé cette interaction par des 

expériences de RMN et ont montré qu’un peptide plus court d’une longueur de 26 acides aminés 

serait suffisant pour permettre cette interaction.  

D’autre part, de nombreuses études ont montré que l’implication des connexines, et 

particulièrement la Cx43, dans la migration cellulaire serait modulée par le C-ter et 

éventuellement l’interaction spécifique Cx43-tubuline/microtubules, par réarrangement du 

cytosquelette de microtubules. Des études basées sur la surexpression de formes tronquées de 

Cx43, dépourvues de peptides correspondants au C-ter, ont montré une réduction de la vitesse 

de migration s’accompagnant d’une perte de directionalité, induites vraisemblablement par la 

perte de l’interaction Cx43-tubuline/microtubules (Matsuuchi et Naus, 2013; Kameritsh et 

al., 2012; Francis et al., 2011; Behrens et al., 2010). Par ailleurs, des études ont mis en 

évidence une régulation de la migration cellulaire par Cx43 par différentes voies de 

signalisation dont celles des PKC (Protein Kinase C) au niveau du derme (Richards et al., 

2004) et p38MAPK (Mitogen Activated Protein Kinase) dans les cellules HeLa (Behrens et 

al., 2010).   

Le role des connexines en tant qu’activateurs de la motilité cellule-cellule a attiré l’attention 

sur les métastases cancéreuses. Il en ressort un nombre d’études ayant établi une activité 

promotrice des connexines en relation avec l’invasion et la migration des cellules cancéreuses 

(Kotini et Mayor, 2015 ; Qiu et al., 2015 ; Zhang et al., 2015 ; Lamiche et al.,2012 ; Ogawa 

et al., 2012 ; Tate et al., 2006) 

Le premier volet de cette étude est consacré a l’exploration du role de Cx43 dans la migration 

et la polarisation cellulaires par une approche expérimentale visant à sur-exprimer des 

connexines longueur complète, sauvage ou mutées ainsi que des formes tronquées qui sont des 

peptides correspondant au C-ter, dans des types cellulaires soit dépourvus de Cx43 (HeLa), soit 
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exprimant un faible taux de Cx43 (MDCK: Madin-Darby Canine Kidney) ou encore des 

cellules exprimant fortement Cx43 (NRK : Normal Rat Kidney).   

Pour cela, nous avons tout d’abord examiné l’impact de mutations alanine de sites appartenant 

au domaine C-ter, et potentiellement impliqués dans la migration cellulaire. Ces mutations ont 

pour but d’abolir des sites phosphorylables (et les convertir en sites non phosphorylables) et/ou 

abolir des sites d’interaction de Cx43 avec la tubuline/microtubules ; il s’agit de : 

-  R239 (arginine en position 239) et Y247 (tyrosine en position 247) necessaires à 

l’interaction Cx43-tubuline/microtubules, tel qu’il a été démontré par résonance 

magnétique nucléaire (RMN) (Saidi Brikci-Nigassa et al., 2012) ; 

-  S262 (serine en position 262) qui serait potentiellement le siège de phosphorylation par 

la MAPK (Leithe et al., 2018 ; Solan et Lampe, 2014 ; Sirnes et al., 2009 : Doble et 

al., 2004) 

-  S368 (serine en position 368) un site potentiellement phosphorylé par les PKC (Leithe 

et al., 2018; Solan et al., 2003 ; Lampe et al., 2000 ; Saez et al., 1997) 

Ensuite, nous avons examiné les effets qu’excercent le C-ter de Cx43 sur la migration 

cellulaire, par sur-expression de peptides correspondant à l’extrémité C-terminale. Les deux 

formes ont été testées : 

- La forme longue Ct-228 s’étendant du résidu L228 (leucine 228) au résidu I382 

(isoleucine 382) décrite par Giepmans et al. (2001) et qui est ancrée dans la membrane 

- La forme courte soluble Ct-234 allant du résidu K234 (lysine 234) au résidu I382 décrite 

par Saidi Brikci-Nigassa et al. (2012) 

L’objectif principal de l’étude est d’examiner d’une part, le role de Cx43 dans la modulation de 

la vitesse de migration et la directionalité des cellules via le C-ter par mécanisme de 

phosphorylation. D’autre part, établir un lien éventuel entre l’interaction spécifique de Cx43 

avec la tubuline/microtubules et la régulation de la migration. 

Cette étude pourrait ouvrir la voie vers l’utilisation de l’extrémité C-terminale comme cible 

thérapeutique importante dans la stimulation de la migration cellulaire ou son inhibition selon 

le type de pathologie.  

C’est ce qui fait l’objet du deuxième volet de l’étude, qui est consacré au ciblage du C-ter de 

Cx43 dans la thérapie du cancer. En effet, l’implication de Cx43 dans le cancer n’est plus à 

démontrer. De nombreuses études, ont montré que la dérégulation de l’expression de Cx43 et 

autres connexines, est associée à un grand nombre de cancers (prostate, sein, ovaire, colon, 

cerveau, derme, foie, poumon, pancréas….) (Sun et al., 2018; Lamouille et al., 2017; 
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Tabernero et al., 2016; Qiu et al., 2016; Grek et al., 2015; Maqbool et al., 2015; Ryszawy 

et al., 2014; Sun et al., 2012; Villares et al., 2011; Dubina et al., 2002; Kanczuga-Koda et 

al., 2010; Langlois et al., 2010;  Xu et al., 2008; Mesnil, 2004 ) 

Il est également bien établi que la tumorigénèse s’accompagne d’une perte de la communication 

jonctionnelle d’une part (Wu et Wang, 2019; Leithe et al., 2018; Aasen et al., 2016; 

Kanczuga-Koda et al., 2010), et d’autre part que la restauration de l’expression de Cx43 

entraine un effet suppresseur de tumeur dans de nombreux types de cancer (Fu et al., 2020;  

Tabernero et al., 2016; Qiu et al., 2015;  Sun et al.,  2012 ; Langlois et al., 2010;  Kanczuga-

Koda et al., 2010; Xu et al., 2008; Mesnil, 2004). 

Toutefois, il a été observé une augmentation de l’expression de Cx43 dans les tumeurs capables 

de métastaser (Wu et Wang, 2019 ; Grek et al., 2015 ; Ryszawy et al., 2014; Villares et al., 

2011). Selon la littérature, la Cx43 exercerait son role dans la physiopathologie du cancer, de 

manière indépendante de l’activité de perméabilité intercellulaire (Qiu et al., 2016; Sun et al., 

2012; Kanczuga-Koda et al., 2010; Langlois et al., 2010;  Joshi-Mukherjee et al., 2007). En 

effet, des travaux ont montré que Cx43 subit des mutations au niveau de son extrémité C-

terminale, ce qui causerait une aberration de sa localisation (cytoplasmique, nucléaire, 

mitochondriale) dans certains types de cancers (Wu et Wang, 2019 ; Kanczuga-Koda et al., 

2010 ; Dubina et al., 2002). De plus, Cx43 interagit avec des partenaires protéiques via son  C-

ter pour exercer soit ses effets suppresseurs de tumeur (Qiu et al., 2016; Maqbool et al., 2015; 

Sun et al., 2012 ; Langlois et al., 2010), soit ses effets anti-apoptotiques (Kanczuga-Koda et 

al., 2010) ou encore ses effets dans la stimulation de la capacité d’extravasation et colonisation 

(Ryszawy et al., 2014 ; Dubina et al., 2002),  mais aussi pour induire la résistance au traitement 

de chimiothérapie (Fu et al., 2020; Grek et al. ,  2015;  Sun et al.,  2012). 

C’est pourquoi de nombreux chercheurs se sont intéressés au C-ter de Cx43 comme cible 

thérapeutique pour réduire l’agressivité de certains cancers et/ou améliorer la sensibilité aux 

traitements chimiothérapie (Fu et al., 2020 ; Lamouille et al., 2017 ; Grek et al. 2015).  

La deuxième partie de cette thèse est donc une étude in silico ayant pour objet le 

repositionnement de médicaments déjà utilisés et disponibles, afin de cibler Cx43 dans le cadre 

de la thérapie des cancers impliquant cette protéine 
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SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE 

I- Gap jonctions ou Jonctions communicantes  

I-1 Structure et propriétés 

Dans les organismes multicellulaires, les cellules ont besoin de communiquer. Le moyen le plus 

direct et le plus rapide, est la communication via des canaux qui traversent la membrane 

plasmique et lient entre les cytoplasmes des cellules adjacentes (Solan et Lampe, 2014 ; 

Hervé, 2012). 

Ces canaux sont appelés canaux de gap jonctions (CGJ) ou canaux de jonctions communicantes 

ou jonctions lacunaires. Ils ont été observés la première fois en 1967 par Revel et Karnovsky 

par micrographie électronique, dans le cœur et le foie de souris (Hervé, 2012) 

Chaque canal est constitué de deux hémicanaux ou connexons, appartenant chacun à une des 

deux cellules adjacentes. Chaque connexon est un hexamère de protéines appartenant, chez les 

vertébrés, à deux familles les connexines ou les pannexines (figure 1). L’ouverture et la 

fermeture des pores des CGJ, se fait en réponse à des stimuli tels que le changement de voltage 

au niveau de la membrane plasmique. Les protéines qui forment ces canaux sont en effet 

capables de mouvements pouvant assurer une telle fonction (Alstrom et al., 2015 ; Solan et 

Lampe, 2014 ; Gilleron et al., 2012 ; Hervé, 2012).  
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A. Connexine             B. Assemblage des gap jonctions 

Figure 1: Représentation schématique de la structure de la connexine, du connexon, et du 

canal de gap jonction (Gilleron et al., 2012) 

A.La connexine est une protéine transmembranaire constituée de quatre domaines : Deux 

boucles extracellulaires (E1 et E2), une boucle cytoplasmique, une extrémité carboxyle et une 

extrémité amine intracellulaire. B. Le connexon est formé par six connexines de même isoforme 

(homomérique) ou de différents isoformes de connexines (hétéromérique). Un canal de gap 

jonction est formé de deux hémicanaux de même type (homotypique) ou de différents types 

(hétérotypique) qui interconnectent le cytoplasme de deux cellules adjacentes.  

 

Les CGJ s’organisent en clusters au niveau de domaines spécialisés de la membrane plasmique, 

appelés plaques de gap jonctions (PGJ) (Laird et Lampe, 2018 ; Hervé, 2012) (figure 1). Ces 

plaques se localisent préférentiellement dans des régions riches en cholestérol et sphingolipides, 

des micro-domaines appelés radeaux lipidiques. Le rôle de ces microenvironnements est mal 

connu, mais des données suggèrent qu’ils joueraient un rôle physiologique dans la régulation 

de l’activité des canaux, à travers des interactions directes protéines-lipides et/ou en influençant 

les propriétés physiques de la bicouche (Defamie et Mesnil, 2012 ; Hervé, 2012). 

Dans les myocytes du cœur, les gap jonctions (GJ) se localisent en abondance au niveau de 

structures spécialisées dénommées les disques intercalés. Ces structures sont également riches 

en desmosomes et jonctions adhérentes qui fournissent au cœur une stabilité mécanique (Laird 

et Lampe, 2018 ; Solan et Lampe 2014 ; Marquez-Rosado et al., 2012) 

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Defamie+N&cauthor_id=21986485
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Mesnil+M&cauthor_id=21986485
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I-2 Rôles physiologiques et physiopathologiques 

Le rôle physiologique attribué aux CGJ est la communication intercellulaire, qui est mise en 

place dès l’embryogénèse. Elle se manifeste par la capacité des CGJ à permettre le passage 

direct de petites molécules, dont le poids moléculaire n’excède pas 1kDa, tels que les ions et 

les métabolites, des nucléotides, acides aminés, sucres simples et messagers secondaires (Ca2+, 

AMPc, GMPc, IP3) (Solan et Lampe, 2014 ; Marquez-Rosado et al., 2012). La signalisation 

paracrine/autocrine via les GJ, permet la régulation de fonctions physiologiques cruciales telles 

que la différenciation cellulaire, la croissance cellulaire, la migration, l’apoptose ainsi que le 

maintien de l’homéostasie (Kotini et Mayor, 2015 ; Zhang et Shaw, 2014 ; Matsuuchi et 

Naus, 2013 ; Kameritsh et al., 2012 ; Dang et al., 2006). Cette communication intercellulaire 

permet également le couplage électrique entre des cellules excitables ; au niveau du cerveau 

permettant le maintien de l’homéostasie entre les neurones (Marquez-Rosado et al., 2012 ; 

Smyth et Shaw, 2012) et au niveau du cœur permettant la contraction coordonnée des cellules 

(Ek-Victorin et al., 2018 ; Solan et Lampe, 2014). D’ailleurs, la dérégulation ou la 

perturbation des GJ est la signature de plusieurs pathologies cardiaques (Cotter et al., 2019; 

Solan et al., 2019 ;  Jeyaraman et al., 2012). Par ailleurs, l’ouverture des hémicanaux, fermés 

dans les conditions physiologiques, sous l’effet d’un stress ischémique contribue aux lésions 

irréversibles des tissus (Ek-Vitorin et al., 2018 ; Solan  et Lampe, 2014 ; Hawat et al., 2010).  

Cette activité « canal » est impliquée également dans des processus physiopathologiques 

majeurs tels que la carcinogénèse et la tumorigénèse (Kotini et Mayor, 2015 ; Zhang et Shaw, 

2014 ; Matsuuchi et Naus, 2013 ; Kameritsh et al., 2012 ; Xu et al., 2008 ; Dang et al., 

2006). Des données de la bibliographie, rapportent une corrélation entre l’apparition et la 

stimulation de la tumorigénèse et une réduction de la communication intercellulaire via les GJ, 

au moins aux premiers stades de la maladie (Qiu et al., 2016 ; Grek et al., 2015 ; Villares et 

al., 2011 ; Kanczuga-Koda et al., 2010). Lowenstein et al. (1966), ont été les premiers à 

suggérer un rôle des GJ dans la tumorigénèse (Naus et Laird, 2010). Les GJ jouent un rôle de 

suppresseurs de tumeurs dans plusieurs types de cancers. Une activité élevée du canal serait 

corrélée à une restriction du développement de la tumeur (Sun et al., 2018 et 2012 ; Langlois 

et al., 2010 ; Naus et Laird, 2010 ; Xu et al., 2008 ; Dubina et al., 2002). Les connexines 

retardent vraisemblablement la progression de la tumorigénèse, et pourraient par conséquent 

être considérées comme cible thérapeutique potentielle dans le cadre d’une approche de 

traitement multigénique (Fu et al., 2020; Lamouille et al., 2017 ; Tabernero et al., 2016 ; 

(Sarouilhe et Dejean, 2015) . Le mécanisme moléculaire associé au rôle suppresseur de 
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tumeurs exercé par les GJ, serait lié à la nature des molécules échangées par les cellules saines 

comparées aux cellules tumorales qui perdent un tel échange. Ces molécules auraient un effet 

homéostatique. Le glutathion par exemple est reconnu comme molécule directement liée au 

cancer. Cet antioxydant protège la cellule contre les espèces réactives oxygénées et 

particulièrement protège l’ADN de l’altération (Asantewaa et Harris , 2021) 

D’autre part, une expression anormalement des GJ est observée dans les kératinocytes et les 

fibroblastes chez les diabétiques ce qui retarde la cicatrisation du derme chez ces patients 

(Montgomery et al., 2018; Grek et al., 2015 ; Pollok et al., 2011; Wright et al., 2009) 

C’est pourquoi le blocage des gap jonctions et/ou hémicanaux s’avère une approche 

thérapeutique efficace dans de nombreuses pathologies impliquant les connexines et la 

permeabilité intercellulaire via les jonctions lacunaires (Cotter et al., 2019 ; Huang et al., 

2018 ; Montgomery et al., 2018 ; Tonkin et al., 2018 ; Guo et al., 2016 ; Pollok et al., 2011; 

Chen et al., 2009;Wright et al., 2009) 

II-Les connexines 

II-1 Structure, topologie et propriétés 

 Généralités 

Les constituants des GJ de connexines, sont des protéines transmembranaires (figure 1) 

appartenant à une famille de protéines dont 21 isoformes ont été identifiés chez l’homme, 20 

chez la souris (Ek-Votorin et al., 2018 ; Leithe et al., 2018 ; Solan et Lampe, 2014). 

Les connexines sont classées phylogénétiquement en deux sous-groupes : alpha et béta codés 

par les gènes GJA et GJB (Laird et Lampe, 2018 ; Boyden et al., 2015). Elles sont également 

classées selon leur poids moléculaire, de la connexine 23 (Cx23) à la connexine 62 (Cx62). 

Cette classification constitue la base de leur nomenclature. En effet, chaque connexine est 

désignée par un suffixe numérique correspondant à son poids moléculaire en Dalton exemple : 

Cx43 (43Da) (Kotini et Mayor, 2015 ; Marquez-Rosado et al., 2012 ; Laird, 2006)  

Il est rare qu’un type cellulaire exprime un seul isoforme de connexine. La co-expression de 2 

isoformes ou plus serait la norme (Laird et Lampe, 2018 ; Laird, 2010).  

Parmi les connexines, la Cx43 est abondamment exprimée dans 34 tissus et 46 types cellulaires 

(Solan et Lampe, 2009b) : astrocytes, neurones, cellules gliales, dendrites, fibroblastes, 

cellules épithéliales, cellules hématopoïétiques, cellules de la crête neuronale cardiaque (Laird 

et Lampe, 2018 ; Kotini et Mayor, 2015 ; Matsuuchi et Naus, 2013 ; Marquez-Rosado et 

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Asantewaa+G&cauthor_id=33819793
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Harris+IS&cauthor_id=33819793
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al., 2012 ; Laird, 2006 ). En raison de son ubiquité, la Cx43 est la plus étudiée de toutes les 

connexines et donc la mieux caractérisée en termes de  

- Sites de phosphorylation identifiés 

- Partenaires protéiques connus 

- Assemblage des connexons 

- Dégradation des canaux de GJ (figure 2) (Leithe et al., 2018 ; Spagnol et al., 2016)  

 

 

Figure 2: Représentation schématique de Cx43 indiquant sa topologie (Matsuuchi et Naus, 

2013) 

Les cystéines en rouge au niveau des boucles extracellulaires sont impliquées dans l’adhérence 

et dans la liaison à d’autres connexines sur les cellules adjacentes pour former des jonctions 

lacunaires ou gap jonctions. Des résidus localisés au niveau des domaines transmembranaires 

qui sont assemblés en connexons bordent le canal hydrophile et facilitent le passage de petites 

molécules à travers le pore. La queue C-terminale de Cx43 contient de multiples sites 

d'interaction de protéines (représentées par des formes jaunes et vertes), ainsi que des résidus 

sérine, thréonine et tyrosine (points bleus) qui peuvent être phosphorylés. Ces interactions et 

modifications régulent la fonction Cx43. 
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 Connexon : Structure et propriétés 

Six protéines s’organisent en hexamère ménageant un canal au milieu, et forment ainsi une 

structure cylindrique appelée connexon et qui correspond à la moitié d’un canal de gap jonction 

d’où le nom d’hémicanal (figure 1) (Kotini et Mayor, 2015, Matsuuchi et Naus, 2013 ; 

Hervé, 2012, Solan et Lampe, 2009b). Un connexon peut soit fonctionner comme un canal à 

part entière, permettant la communication entre la cellule et la matrice extracellulaire, soit 

former avec le connexon de la cellule adjacente une jonction lacunaire. L’ouverture de 

l’hémicanal se produit en réponse à des facteurs de stress ou de signaux physiologiques pour 

permettre une signalisation autocrine/paracrine (Andelova et al., 2020 ; Alstrom et al., 2015).  

Le connexon peut être constitué soit de sous unités de mêmes isoformes (homoconnexon) ou 

de différents isoformes (hétéroconnexons) (Gilleron et al., 2012 ; Hervé, 2012 ; Goodenough  

et Paul, 2009; Laird, 2006). Les combinaisons sont nombreuses mais toutes ne sont pas 

possibles. En effet, certaines connexines ne peuvent pas oligomériser ensemble, notamment les 

isoformes dérivés de différents groupes phylogénétiques. De plus, certains hémicanaux ne 

peuvent pas s’assembler pour former un CGJ. Ce phénomène implique des différences 

qualitatives des propriétés de perméabilité (sélectivité des canaux) et donc des variations 

qualitatives de la communication intercellulaire (Jhonson et al., 2012).  

Par ailleurs, il a été démontré que les connexons sont présents dans les mitochondries des 

cellules du cerveau et du cœur ou ils exercent une activité hémicanal (Laird et Lampe, 2018 ; 

Leithe et al., 2018 ; Ek-Vitorin et al., 2018 ; Solan et Lampe, 2014 ; Jeyaraman et al., 2012) 

 Connexine : Topologie et propriétés 

Toutes les connexines partagent la même structure : elles traversent la membrane quatre fois en 

déterminant quatre domaines transmembranaires. Les connexines possèdent une extrémité N-

terminale (N-ter) et une extrémité C-terminale (C-ter) cytosoliques ; ainsi que deux boucles 

extracellulaires contenant six cystéines et une boucle intracellulaire (figure 2) (Kotini et 

Mayor, 2015 ; Gilleron et al., 2012 ; Hervé, 2012 ; Solan et Lampe, 2009b, Laird, 2006). 

Les boucles extracellulaires permettent le contact entre les connexons des cellules adjacentes 

par liaison covalente des cysteines, tandis que la boucle intracytoplasmique serait impliquée 

dans la régulation de la perméabilité du canal (Kameritsh et al., 2012) 

Le C-ter, à la différence du N-ter qui est court, varie par sa séquence et sa longueur entre les  

différentes connexines. Le C-ter de Cx43 est évidemment le mieux caractérisé en raison de 

l’ubiquité et l’abondance de cette protéine. Il semblerait que le C-ter de Cx43 serait le plus long 

et aurait le protéome le plus important (Leithe et al., 2018 ; Solan et Lampe, 2009b). En effet, 

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Andelova+K&cauthor_id=33383853
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Goodenough%20DA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20066080
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Paul%20DL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20066080
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il interagit de manière directe ou indirecte, avec de nombreuses kinases, des protéines du 

cytosquelette et des facteurs de transcription (Ghosh et al., 2014 ; Solan et Lampe, 2014 et 

2009 ; Jhonson et al., 2012 ; Saidi Brikci-Nigassa et al., 2012 ; Behrens et al., 2010 ; Sirnes 

et al., 2009 ; Dai et al., 2007 ; Richards et al., 2004 ; Giepmans et al.,2001) (figures 2 et 3). 

Ces sites sont d’une grande importance fonctionnelle. En effet, les protéines des GJ 

interagissent avec une grande panoplie de partenaires protéiques intra-cytoplasmiques pour 

assurer différents rôles notamment la localisation des canaux et leur activité, régulation de la 

communication cellulaire à différents stades du cycle de vie des connexines ainsi que la 

régulation de leur assemblage en connexons et en GJ (Leithe et al., 2018 ;  Solan et Lampe, 

2014 et 2009b ; Hervé, 2012 ; Laird, 2006 ) 

Néanmoins, des études ont montré que des cellules dont la Cx43 est dépourvue du C-ter peuvent 

toujours former des GJ et assurer la perméabilité. Une étude a démontré qu’un mutant Cx43 

tronqué du C-ter (258-382) peut former des CGJ fonctionnels mais en nombre inférieur par 

rapport au Cx43 sauvage (Jhonson et al., 2012). 

De plus, de nouvelles données rapportent la présence d’isoformes tronqués de la protéine Cx43 

dans plusieurs lignées cellulaires. Ils sont stimulés dans des conditions de stress hypoxiques, et 

détectées dans certains types de cancers. Par ailleurs, il a été également rapporté que ces 

protéines tronquées sont traduites à partir du transcrit de la protéine complète. Il s’agit de 6 

isoformes dont les plus grands sont de tailles respectives 32kDa, 29kDa, et 26kDa contenant 

deux domaines transmembranaires plus une partie de la boucle intra cytoplasmique et 

l’extrémité C-terminale, ainsi que 3 fragments de tailles respectives 20kDa, 11kDa et 7kDa qui 

comprennent l’extrémité C-terminale. L’isoforme de 20kDa, très abondant dans le tissu 

cardiaque humain et plusieurs types de cancers, comporte aussi une partie du domaine 

transmembranaire et serait une protéine chaperonne pour le transport des vésicules de 

connexons à la membrane plasmique (Epifantseva et Shaw, 2018 ; Sorgen et al., 2018 ; 

Leithe et al., 2018 ; Salat-Canela et al., 2015 et 14 ; Ul-Hussain et al.,  2014 et 2008 a et b). 
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Figure 3: Sites de phosphorylation de Cx43 (Solan et Lampe, 2005) 

Représentation schématique des résidus appartenant à l’extrémité C terminale de Cx43 ciblées 

par différentes classes de kinases et indiquées par différentes couleurs.  

II-2 Rôles dans les conditions physiologiques et physiopathologiques 

Les connexines ont des rôles multiples, elles sont nécessaires aux fonctions physiologiques 

normales des cellules. De ce fait, une perte d’expression des connexines conduit à des effets 

dramatiques et souvent létaux (Kotini et Mayor, 2015). Des expériences d’invalidation des 

gènes, ont montré que des souris knock-out, Cx43 KO (délétion du gène GJA1) meurent peu 

de temps après la naissance en raison de malformations du cœur (Matsuuchi et Naus, 2013 ; 

Marquez-Rosado et al., 2012).  

Par ailleurs, des expériences réalisées sur des souris transgéniques exprimant la connexine 43 

tronquée de son C-ter (Cx43K258Stop), ont montré que ces souris meurent peu de temps après 

la naissance à cause d’un défaut de la barrière épidermique (Marquez-Rosado et al., 2012 ; 

Solan et Lampe, 2009b). 

Les connexines assurent plusieurs de leurs fonctions physiologiques, via la perméabilité des 

CGJ : homéostasie, développement, prolifération, migration, apoptose (Leithe et al., 2018, 
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Solan et Lampe, 2014; Gilleron et al., 2012 ; Marquez-Rosado et al., 2012 ; Richards et 

al., 2004) mais de plus en plus de données semblent indiquer que les connexines exercent 

certaines de leurs fonctions indépendamment de cette activité canal, notamment la régulation 

de la migration cellulaire ainsi que la signalisation par les facteurs de croissance TGFβ, sans 

oublier la régulation de la tumorigénèse et des métastases (Laird et Lampe, 2018 ; Leithe et 

al., 2018 ; Kameritsh et al., 2012; Elias et al., 2010 ; Dai et al., 2007).  

En effet, la Cx43 en particulier, interagit avec une grande panoplie de protéines via son C-ter 

(Leithe et al., 2018; Sogen et al., 2018 ; Laird, 2010). Cette particularité, représente la base 

structurale de ses fonctions indépendantes de l’activité canal, c’est-à-dire des fonctions qui ne 

requièrent pas un échange de molécules entre les cellules et/ou avec la matrice extracellulaire 

(Kameritsh et al., 2012). 

En raison de leur importance dans nombre de processus physiologiques, il est logique que les 

connexines, ou plutôt des anomalies de leur expression et/ou régulation, soient impliquées dans 

plusieurs processus physiopathologiques (Goodenough et Paul , 2009 ; Laird, 2010).  

En effet, une corrélation entre la surexpression de la Cx43 dans certains tissus et certaines 

pathologies a été observée, par exemple dans le cerveau en cas d’ischémie et dans l’hippocampe 

chez les épileptiques (Marquez-Rosado et al., 2012), mais aussi suite à une lésion périphérique 

(Tonkin et al., 2018). Par ailleurs, plusieurs isoformes de connexines sont impliqués dans les 

maladies rénales (Prakoura et al., 2018), 

 D’autre part, des travaux sur l’ulcère de jambe, une complication souvent associée au diabète, 

ont montré que le retard de cicatrisation du derme et de l’épiderme chez ces patients serait dû à 

une surexpression de la Cx43 au niveau des kératinocytes et fibroblastes (Montgomery et al., 

2018; Pollok et al., 2011; Wright et al., 2009). 

Des mutations de gènes de connexines seraient également associées à de nombreuses 

pathologies (Laird, 2014 et 2010; Mylavaganam et al., 2014 ; Solan et Lampe, 2014 ; 

Paznekas et al., 2009 ). Par exemple, la dysplasie occulodentodigitale, est causée par des 

mutations au niveau du gène GJA1 qui perturbent la localisation des connexines et causent leur 

agrégation à l’intérieur de l’appareil de Golgi (Boyden et al., 2015 ; Solan et Lampe, 2014 ; 

Paznekas et al., 2009, Dubina et al., 2002). Il s’agit d’un trouble congénital se manifestant par 

de multiples anomalies phénotypiques touchant les yeux, les dents, les membres en plus d’une 

symptomatologie neurologique (Hadjichristou et al., 2017).  

Les altérations de l’expression des connexines dont Cx43, et leur transport vers la membrane 

plasmique, sont également associées à la cataracte congénitale, la surdité, des maladies 

cardiovasculaires, des maladies liées à la myéline, des maladies de la peau… ainsi que la 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Goodenough%20DA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20066080
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Paul%20DL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20066080
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carcinogénèse (Lilly et al., 2016 ; Sutcliffe et al., 2015 ; Wingard et Zhao, 2015 ; Molica et 

al., 2014 ; Gilleron et al., 2012 ; Berthoud et Beyer, 2009) 

II-3 Cycle de vie des connexines  

Contrairement à la plupart des protéines membranaires, les connexines se caractérisent par des 

taux de renouvellement très élevés, plusieurs fois par jour. Leur demi vie est courte et varie 

entre 1,5 à 5h (Laird et Lampe, 2018 ; Spagnol et al., 2016 ; Solan et Lampe, 2009b) ; 1 à 

3h pour les Cx43 (Laird et Lampe, 2018 ; Marquez-Rosado et al., 2012) et moins de 2h au 

niveau de la membrane plasmique (Smyth et Shaw, 2012). Les cellules utilisent cette genèse 

et cette suppression permanente des GJ comme mécanisme de régulation de l’ampleur de la 

communication cellulaire, en réponse aux changements environnementaux ou stimuli 

physiologiques. Un défaut de cette régulation à n’importe quel stade du cycle de vie des 

connexines (assemblage, transport vers la membrane plasmique, intégration au niveau des GJ, 

dynamique à la surface de la cellule, internalisation ou dégradation) conduit ou est associée à 

une maladie (Laird et Lampe, 2018 ; Laird, 2010). 

In vivo, le désassemblage rapide des connexines se produit durant la prolifération des tumeurs, 

et dans le cœur en réponse à une hypoxie. In vitro, le désassemblage est accéléré sous l’effet 

des esters de phorbol, facteurs de croissance et oncogènes (Boassa et al., 2010). 

Les connexines sont synthétisées dans le réticulum endoplasmique et subissent des 

modifications post traductionnelles dans l’appareil de Golgi (figure 4) (Sorgen et al., 2018 ; 

Boyden et al., 2015 ; Gilleron et al., 2012). Toutefois, le site d’oligomérisation en connexons, 

dépend du type d’isoforme de connexine et du type cellulaire dans lequel il est exprimé. Par 

exemple, l’oligomérisation de la Cx32 se fait dans le réticulum endoplasmique dans les 

hépatocytes de rat (Gilleron et al., 2012), tandis que l’oligomérisation de la Cx43 se fait dans 

l’appareil de Golgi dans les cellules NRK et les cellules HeLa (Gilleron et al., 2012 ; Das 

Sarma et al., 2005) . Ces deux isoformes qui dérivent de deux groupes phylogénétiques 

différents ne peuvent pas oligomériser ensemble. Des études de surexpression ont montré que 

le site d’oligomérisation pourrait également dépendre du taux d’expression de l’isoforme Après 

leur assemblage, les connexons sont transportés vers la membrane plasmique (Gilleron et al., 

2012)(figure 4). Ce transport requiert des partenaires protéiques, la consortine serait la protéine 

la plus communément requise, notamment pour le transport des connexons de Cx43. 

L’inactivation par les ARN interférents siRNA (small interferent RNA) des gènes codant pour 

la consortine, induit une inhibition du transport de la Cx43 vers la membrane plasmique et son 

blocage au niveau de l’appareil de Golgi (Gilleron et al., 2012 ; Akiyama et al., 2005). 
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La machinerie mise en œuvre pour le transport des nouveaux connexons est dépendante du type 

d’isoforme. Les connexons à base des isoformes Cx43, Cx33 et Cx26 quittent l’appareil de 

Golgi dans des vésicules de kinésine qui migrent le long des microtubules (Gilleron et al., 

2012 ; Fort et al., 2011). La perturbation des filaments de microtubules par le nocodazole 

engendre une diminution du nombre de connexons transportés (Gilleron et al., 2012 ; Johnson 

et al., 2002). 

Par ailleurs, les protéines EB1 et p150GLUED, qui contrôlent la polymérisation/dépolymérisation 

des microtubules, coopèrent pour adresser les vésicules de Cx43 vers des sous-domaines 

spécifiques de la membrane, en interaction avec les jonctions adhérentes. Des études ont 

observé dans le myocarde de souris, un déplacement des protéines EB1 des microtubules, dans 

des conditions de stress. Cet évènement limiterait la livraison des néoconnexons à la membrane 

(Smyth et Shaw, 2012). Le réseau d’actine serait aussi important que le réseau de microtubules 

pour le transport des connexons de Cx43 vers la membrane (Sorgen et al., 2018 ; Smyth et 

Shaw, 2012). Cette voie de transport des connexons serait contrôlée par un dialogue entre les 

réseaux d’actine et de microtubules. Les vésicules transportant les connexons pourraient en 

effet passer du réseau de microtubules au réseau d’actine pour limiter l’arrivée des 

néoconnexons à la membrane. Vraisemblablement, le transport sur les filaments d’actine serait 

lent. Ces vésicules sont soit destinées à la dégradation, soit envoyées à des sites de la membrane 

autres que les disques intercalés, ou enfin maintenues comme un pool de connexons pour etre 

dirigés rapidement vers la membrane en cas de signal. Plutôt que d’attendre les hémicanaux 

provenant du Golgi, ce mécanisme permettrait un remodelage plus rapide des GJ (Smyth et 

Shaw, 2012). 

Les connexons sont dirigés vers des sites non spécifiques de la membrane. Après leur insertion, 

ils peuvent diffuser latéralement dans la bicouche lipidique pour atteindre la région des plaques 

(figure 4). Ces régions spécifiques sont définies par la présence d’autres protéines de jonction 

qui rendent l’association des connexons possible (Gilleron et al., 2012 ; Smyth et Shaw, 

2012 ; Laird, 2010). La distance entre les membranes adjacentes doit être suffisamment réduite 

pour permettre le contact des boucles extracellulaires des connexines (Gilleron et al., 2012). 

Les connexons adjacents forment un gap ou trou de 2-3nm (Naus et Laird, 2010). 

Les plaques de GJ sont stabilisées au niveau de la membrane plasmique grâce à l’interaction 

des connexines avec des protéines d’ancrage telles que le ZO-1 et ZO-2, la protéine MP26, ainsi 

que les protéines du cytosquelette : tubuline et actine (Sorgen et al., 2018 ; Gilleron et al., 

2012 ; Smyth et Shaw, 2012). Les protéines ZO-1 interviennent également dans la régulation 
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de la taille des plaques de GJ en interagissant avec le C-ter de Cx43 (Sorgen et al., 2018 ; 

Smyth et Shaw, 2012 ; Goodenough et Paul, 2009). 

 

 
Figure 4: Structure et cycle de vie de la connexine Cx43 (Laird et Lampe, 2018) 

Cx43 s’insère au réticulum endoplasmique, ou s’effectue son repliement correct ou dans le cas 

contraire, elle est triée pour être dégradée par le protéosome. Au cours de son transport vers 

l’appareil de Golgi elle subit une oligomérisation. Après son transport facilité vers la surface 

de la cellule, par les microtubules, le connexon ou les petits clusters de connexons forment des  

gap jonctions avec les connexons des cellules adjacentes et  agrègent avec d’autres connexons 

pour former les  plaques de gap jonctions . Avant de former les gap jonctions, les connexons 

peuvent fonctionner comme des hémicanaux en échangeant des petites molécules avec le milieu 

extérieur. Après une courte demi-vie (quelques heures seulement), les gap jonctions 

internalisent dans des jonctions annulaires ou « connexosomes » avant leur dégradation dans 

les lysosomes. 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Goodenough%20DA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20066080
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Paul%20DL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20066080
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II-4 Régulation du cycle de vie des connexines  

Les connexines sont hautement dynamiques. Le renouvellement permanent des connexons au 

niveau des plaques de gap jonctions est régulé par des modifications post traductionnelles des 

connexines telles que l’acétylation, la glycosylation, la palmitoylation, l’ubiquitination et 

principalement la phosphorylation (Sorgen et al., 2018 ; Smyth et Shaw, 2012).  

La phosphorylation varie en fonction des isoformes et le stade de vie de la connexine. La Cx43 

est phosphorylée au niveau de résidus appartenant à son C-ter afin de réguler son cycle de vie : 

- Oligomérisation des hémicanaux 

- Export des connexons à la membrane plasmique 

- Activité des hémicanaux 

- Assemblage des CGJ 

- Perméabilité des CGJ 

- Dégradation des CGJ (Hervé, 2012 ; Solan et Lampe, 2009b) 

En outre, des évènements spécifiques de phosphorylation des connexines peuvent être corrélés 

à des changements de fonctions des cellules et des tissus. Cette phosphorylation est également 

impliquée dans l’interaction de la Cx43 avec ses nombreux partenaires protéiques, elle permet 

le gain ou la perte d’un site de liaison (Jhonson et al., 2012 ; Saidi Brikci-Nigassa et al., 2012. 

Solan et Lampe, 2009b ; Lauf et al., 2002).  

Ainsi, la phosphorylation affecte la structure et la fonction de la Cx43, et entraine des 

changements de sa localisation, de son interaction avec des protéines ainsi que la sélectivité du 

canal (Jhonson et al., 2012 ; Solan et Lampe, 2009a et b ; Lauf et al., 2002). Ces 

changements d’expression et de localisation sont particulièrement visibles durant le cycle 

cellulaire ; et s’accompagnent de changements de phosphorylation de la Cx43. Cette dernière, 

atteint son maximum durant la mitose (Solan et Lampe, 2009a). 

Par conséquent, une altération du statut de phosphorylation conduit à une altération de la 

régulation du cycle de vie de la connexine et donc une altération de la communication entre les 

cellules. De plus, des aberrations de la phosphorylation des connexines ou interactions avec des 

partenaires protéiques nécessaires au transport des connexons vers la membrane plasmique, 

seraient responsables d’aberrations de leur localisation, ce qui est typique de la plupart des 

cancers et tumeurs (Sutcliffe et al., 2015; Gilleron et al., 2012 ). 

Ces anomalies pourraient être provoquées par des mutations. En effet, une mutation ponctuelle 

induit des effets dramatiques sur le transport des connexines, leur assemblage et leur 

perméabilité (Laird, 2014 ; Gilleron et al., 2012), et serait associée à certaines pathologies 
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telle que le syndrome ODDD, l’épilepsie, des désordres cutanés, des malformations cardiaques 

(Boyden et al., 2015; Sutcliffe et al., 2015; Mylvaganam et al., 2014 ; Delmar et Makita, 

2012). Le mécanisme moléculaire qui induit la pathologie est dépendant de l’isoforme de 

connexine et le site de mutation. Le plus souvent, la mutation conduit au blocage du connexon 

dans le réticulum endoplasmique ou l’appareil de Golgi (Boyden et al., 2015). D’autres 

mutations, non seulement altèrent le transport de la connexine mutée, mais exercent également 

un effet négatif sur le transport d’autres connexines ; par exemple la Cx33 mutée dans les 

testicules exerce un effet négatif sur la Cx43 (Carette et al., 2009) .   

La dégradation des connexines est également sous la dépendance d’évènements de 

phosphorylation. En effet, l’ubiquitination de la Cx43 se produit sous l’effet d’une stimulation 

par les PKC et conduit à une internalisation du canal (Leithe et al., 2018 ; Smyth et Shaw, 

2012 ; Solan et Lampe, 2009a). L’internalisation peut concerner le connexon seul non couplé, 

ou le GJ en entier, ou même une plaque entière. Cette internalisation génère une structure en 

double membrane intracellulaire la jonction annulaire, dans une des deux adjacentes, qui serait 

détruite par le lysosome et le protéasome (Laird et Lampe, 2018) (figure 4) 

II-5 La phosphorylation des connexines 

La phosphorylation ne semble pas être un mécanisme essentiel à la formation de canaux 

fonctionnels, puisque des connexines tronquées de leur C-ter (et donc manquants des résidus 

phosphorylables), peuvent former des GJ. La phosphorylation est plutôt un mécanisme de 

régulation de la fonction du canal, de l’assemblage et du renouvellement des GJ (Lampe et al., 

2000). 

La plupart des connexines sont des phosphoprotéines : Cx31, Cx32, Cx36, Cx37, Cx40, Cx43, 

Cx45, Cx46, Cx50 et Cx56.Alors que la Cx43 est phosphorylée uniquement au niveau de son 

C-ter, d’autres connexines telles que la Cx36, Cx46 et la Cx56 peuvent être également 

phosphorylées au niveau de la boucle cytoplasmique (Marquez-Rosado et al., 2012 ; Solan et 

Lampe, 2009a) . 

La Cx43 est phosphorylée au niveau d’au moins 14 sérines et 2 tyrosines appartenant à son       

C-ter (Leithe et al., 2018 ; Marquez-Rosado et al., 2012).  

Différentes kinases phosphorylent les connexines durant leur cycle de vie au niveau de résidus 

tyrosine, sérine et thréonine. La Cx43 peut être phosphorylée par les kinases suivantes : PKA 

(Protein Kinase A), PKC (Protein Kinase C), p34cdc2 /cycline B kinase, CK1 (Casein Kinase1), 

MAPK (Mitogen-activated protein kinase) et pp60src ... Plusieurs formes phosphorylées peuvent 

coexister dans une cellule (formes électrophorétiques P0, P1 et P2) (Solan et Lampe, 2009a). 
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L’activation des PKA stimule le mouvement des connexons de Cx43 vers la membrane et leur 

assemblage en GJ au niveau des plaques de GJ (Solan et Lampe, 2009a). La CK1 est également 

impliquée dans l’assemblage des hémicanaux de Cx43 dans les plaques de GJ. Des études ont 

montré que la conversion des sites phosphorylabes en résidu non phosphorylable alanine, 

diminue ou empêche la formation des GJ (Smyth et al., 2014 ; Solan et Lampe, 2005) 

Par ailleurs, les activateurs de kinases peuvent moduler la localisation cellulaire des connexines. 

En effet, les activateurs de PKA augmentent la présence de Cx43 au niveau des plaques, alors 

que les activateurs de PKC et de MAPK, peuvent causer l’internalisation de la Cx43 et affecter 

sa demi-vie (Solan et Lampe, 2009a). De plus, l’ubiquitination des Cx43 se produit suite à une 

stimulation par les PKC et conduirait vraisemblablement à l’internalisation du canal (Smyth et 

Shaw, 2012). Selon certains auteurs, les esters de phorbol (TPA), activateurs des PKC 

favorisent la tumorigénèse non pas par leur action promotrice de tumeurs, mais plutôt en 

stimulant la phosphorylation de Cx43 et en réduisant la communication intercellulaire à travers 

les GJ (Lampe et al., 2000).  

A la fin de la division, les Cx43 se désassemblent des plaques pour se redistribuer et se recycler 

et réapparaitre à la surface des cellules. Ces changements de distribution sont régulés par la 

phosphorylation des connexines (Boassa et al., 2010). D’ailleurs une déphosphorylation de 

Cx43 engendrée par l’ischémie myocardique, entraine une perte de sa localisation au niveau 

des disques intercalaires et le changement de localisation (Ek-Victorin et al., 2018 ; Marquez-

Rosado et al., 2012). D’autre part, la phosphorylation au niveau de la S368 diminue la 

conductance du canal (Solan et Lampe, 2009a). Cet évènement de phosphorylation est 

impliqué d’une part, dans la protection du cœur contre les dégâts d’un accident ischémique 

(Cotter et al., 2019 ; Ek-Victorin et al., 2018) , d’autre part, il joue un rôle crucial dans la 

cicatrisation du derme par régulation de la différenciation et la migration des kératinocytes et 

fibroblastes (Richards et al., 2004). Au niveau du site S262, la phosphorylation de la Cx43 par 

les PKC joue un rôle dans la progression des cellules dans le cycle cellulaire. Dans les 

cardiomyocytes, la surexpression de Cx43 sauvage ou Cx43 dont la S262 est convertie en 

alanine, diminue la synthèse de l’ADN tandis que le mutant S262D (mime la phosphorylation) 

n’a aucun effet sur la synthèse de l’ADN (Solan et Lampe, 2009a).  

Concernant les MAPK, elles phosphorylent Cx43 en exerçant une régulation à la baisse de la 

communication à travers les CGJ et en réduisant le temps d’ouverture du canal (Matsuuchi et 

Naus, 2013 ; Solan et Lampe, 2009a). 

Par ailleurs, les Src phosphorylent la Cx43 au niveau des tyrosines 247 et 265, en induisant la 

fermeture du canal (Solan et Lampe, 2008, Lin et al., 2001). 
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Des études ont montré que des conversions de résidus sérine en résidus alanine au niveau de la 

Cx43 étaient suffisantes pour induire une altération de la communication intercellulaire, en 

rendant les connexines insensibles aux cascades de signalisation régulant cette communication. 

Ainsi, des mutations S368A, rendraient les connexines insensibles aux TPA et donc aux PKC, 

ce qui se manifeste par une absence d’effets sur la communication cellulaire (Solan et al., 2003) 

La phosphorylation affecte également la fonction des tissus. En effet, la Cx43 est phosphorylée 

différemment selon le type cellulaire ; elle est abondamment phosphorylée au niveau des sites 

S325, S328, S330 et S365 dans le cerveau et le ventricule, S368 dans le cervelet (Marquez-

Rosado et al., 2012). Des changements de statuts de phosphorylation sont observés dans 

plusieurs pathologies cardiaques (Zhong et al., 2018 ; Rodríguez-Sinovas, 2009) 

La phosphorylation des connexines est un mécanisme qui permet également la régulation de 

l’interaction de ces protéines avec leurs partenaires. Les modifications dues à la 

phosphorylation du C-ter causent des changements de conformation de sa structure, permettant 

le gain ou la perte de partenaires protéiques (Saidi Brikci-Nigassa et al., 2012 ; Smyth et 

Shaw, 2012). En effet, les sérines 375 et 377 sont des sites critiques de la liaison des Cx43 avec 

les protéines ZO-1(Zonula Occludens 1) (Smyth et Shaw, 2012). Par ailleurs, des expériences 

de RMN ont montré que la phosphorylation de Y247 serait responsable de l’abolition de 

l’interaction de la Cx43 avec la tubuline/microtubules (Saidi Brikci-Nigassa et al., 2012).    

II-6 Interaction de la connexine Cx43 avec la tubuline/microtubule 

La Cx43 est la seule connexine pouvant interagir avec le réseau de microtubules. Cette 

interaction spécifique a été mise en évidence par Giepmans et al. (2001). Grace à des 

expériences de pull-down, utilisant le domaine C-ter de Cx43 fusionné à la glutathion-S-

transférase, ils ont montré que le C-ter de Cx43 se lie de manière directe à la tubuline. Le site 

d’interaction présente des similarités avec un domaine commun à toutes les protéines 

interagissant avec la tubuline, à savoir une séquence riche en résidus lysine, valine, proline et 

glycine. Cette séquence appartenant à la région juxta membranaire de Cx43 n’a été retrouvée 

dans aucune autre connexine, ce qui laisse supposer qu’aucune autre connexine n’interagit avec 

la tubuline (figure 5).  

 

 

 

 

 

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Zhong+C&cauthor_id=29664174
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    A               B 
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D 

Cx43 JM 228LFYVFFKGVKDRVKGKSDPYHATSGALSPAKDC263 (35 AA) 

K26D Cx43 JM 234KGVKDRVKGKSDPYHATSGALSPAKD259 (25 AA) 

 

Figure 5: Cx43 interagit in vitro avec les microtubules via la région juxta-membranaire (JM) 

de son C-ter (Giepmans et al., 2001) 

A. Les expériences de pull-down ont permis de détecter une interaction Cx43C-ter (peptide 

228-283)/tubuline et Cx43JM (peptide 228-263)/tubuline ; cette interaction n’est pas détectée 

lorsque le Cx43C-ter est délétée de la région JM (Δ228-263. B. Les expériences de pull-down 

ont permis de détecter une interaction entre la tubuline et le C-ter de Cx43, mais pas avec les 

C-ter des connexines Cx31,9, Cx46 et Cx50. C. La séquence en gras soulignée appartenant au 

C-ter de Cx43 correspond au motif habituellement retrouvé dans les sites de liaison de 

protéines à la tubuline. Cette séquence n’est pas conservée dans les autres connexines (Cx31, 

9, Cx46 et Cx50) ce qui explique que la Cx43 soit la seule connexine à interagir avec la 

tubuline. D. Le site de liaison de Cx43C-ter à la tubuline se trouve au sein du peptide JM (228-

263) (Giepmans et al., 2001). Selon Saidi Brikci-Nigassa et al.(2012), le peptide K26D (234-

259) est suffisant pour permettre cette interaction. 
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Cette interaction a été confirmée par Saidi Brikci-Nigassa et al. (2012). Les auteurs ont montré 

qu’un fragment plus court, le peptide K26D (auquel les résidus hydrophobes et insolubles 

LFYVFF ont été supprimés) est capable d’interagir in vitro avec la tubuline/microtubule (figure 

5). L’analyse structurale par spectroscopie RMN a mis en évidence deux régions au sein de ce 

peptide nécessaires à cette interaction, d’une part la région incluant les résidus R239 et V240 

et d’autre part la région s’étendant du résidu Y247 au résidu T250 (figure 6). Cette analyse a 

également montré que le peptide K26D se replie en structure hélicoïdale constituée de trois 

hélices lorsqu’il est en interaction avec la tubuline. Cette équipe de chercheurs a également 

montré in vitro l’implication du résidu phosphorylable Y247 dans cette interaction (figure 6). 

Il est en effet connu que ce résidu est phosphorylé par la v-Src kinase. Cette phosphorylation 

régulerait vraisemblablement l’interaction en l’abolissant .En effet le peptide K26D-P est 

incapable de se replier en présence de tubuline et donc d’adopter la conformation lui permettant 

d’interagir avec la tubuline/microtubules (figure 7).   

La pertinence fonctionnelle de cette interaction n’a pas été clairement démontrée. Mais, des 

faits expérimentaux semblent indiquer qu’elle pourrait être impliquée dans nombre de 

mécanismes dont l’ancrage des microtubules dans les cellules en contact. En effet, Giepmans 

et al. (2001) ont montré par microscopie immuno-électronique, que les microtubules s’étendent 

à la base des GJ de Cx43 dans les cellules en contact. Les auteurs supposent que la Cx43 ancre 

les extrémités des microtubules au niveau des GJ et les stabilise. Giepmans et al. (2001) ont 

également démontré que l’interaction Cx43-tubuline/microtubule n’a aucun effet sur la fonction 

« canal », puisque la perturbation par le nocodazole du cytosquelette de tubuline dans des 

cellules de Rat-1 n’engendre aucune perturbation au niveau de la perméabilité du canal.  

Cette interaction pourrait etre aussi impliquée dans le transport de Cx43 vers les plaques de gap 

jonction.  Lauf et al. (2002) ont traqué dans des cellules HeLa vivantes transfectées par des 

protéines Cx43-GFP et marquées par la YFP - tubuline, les mouvements des vésicules assurant 

le transport des hémicanaux vers la membrane plasmique. Ils ont démontré par vidéo 

microscopie en temps réel, que les vésicules quittaient l’appareil de Golgi et se dirigeaient le 

long des microtubules vers la membrane plasmique puis diffusaient latéralement pour atteindre 

les plaques de GJ (figure 8)  
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Figure 6: Analyse par RMN de l’interaction K26D-tubuline/microtubule (Saidi Brikci-

Nigassa et al., 2012) 

A. Interaction avec la tubuline. B. Interaction avec les microtubules 

Le peptide K26D interagit avec la tubuline/microtubules principalement via des résidus 

hydrophobes : R239, V240, Y247, H248, A249 et T250 
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Figure 7: Représentations schématiques des peptides K26D et K26D-P dérivés du domaine 

de liaison de la Cx43 humaine à la tubuline (Saidi Brikci-Nigassa et al., 2012) 

A. Le peptide K26D se lie in vitro à la tubuline/microtubule, sa phosphorylation au niveau du 

résidu Y247 abolit cette interaction in vitro. B. Lorsqu’il est en interaction avec la tubuline in 

vitro, le peptide K26D se replie en structure compacte avec trois régions hélicoïdales courtes.  

hCx43 : Cx43 humaine 

TBD : Tubulin Binding Domain 

TM : Transmembranaire 
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A. Dans les cellules HeLa transfectées avec Cx43-CFP (rouge) et YFP-tubuline (vert), le 

transport des vésicules le long des microtubules est filmé par vidéo microscopie temps reel. B. 

Les vésicules de Cx43-CFP voyageant le long des microtubules jusqu’à la membrane plasmique 

ont été traquées, des images sont prises chaque 15-s. Une fois arrivées à la membrane 

plasmique, les vésicules fusionnent l’une après l’autre à la région de la membrane ou il n’y a 

pas de plaques de GJ. 

  

Figure 8: Le transport des connexons de Cx43 se fait dans des vésicules qui se déplacent le 

long des microtubules (Lauf et al., 2002) 
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D’autres données expérimentales ont confirmé l’existence de cette voie de transport des 

connexons dans les cardiomyocytes. Cette voie permettrait selon les auteurs la livraison directe 

des hémicanaux au niveau des PGJ du fait que les extrémités plus des microtubules sont ancrées 

aux jonctions adhérentes (Zhang et Shaw, 2014) 

Cette interaction spécifique de Cx43 avec le réseau des microtubules serait également impliquée 

dans une voie de signalisation par les facteurs de croissance TGF-β.  Dai et al. (2007), ont mis 

en évidence un rôle surprenant de Cx43 dans la régulation de la prolifération cellulaire, la 

différenciation et le développement des tissus. Surprenant puisqu’il est indépendant de la 

fonction « canal ». En effet, les auteurs ont montré que la Cx43 intervient dans la voie de 

signalisation par les facteurs de croissance TGF- β par un mécanisme de compétition avec les 

facteurs de transcription Smad2/3 pour l’interaction avec les microtubules. En interagissant 

avec les microtubules, Cx43 empêche la séquestration des protéines Smads 2/ 3 et permet donc 

leur translocation vers le noyau ou elles stimulent la transcription de gènes. La connexine 43 

exerce de cette manière une régulation positive de la transduction du signal par les TGF- β. 

Néanmoins, le mécanisme permettant cette régulation reste inconnu. 

Par ailleurs, de plus en plus d’études pointent l’implication potentielle de l’interaction 

Cx43/tubuline-microtubules dans la modulation de la migration cellulaire aussi bien dans des 

conditions physiologiques que pathologiques (Matsuuchi et Naus, 2013 ; Kameritsh et al., 

2012 ; Francis et al., 2011 ; Rhee et al., 2009) 

III- Les connexines et la migration cellulaire 

III-1 Role de Cx43 dans la migration cellulaire 

Le rôle des connexines, et plus spécifiquement celui de la connexine 43, dans la migration 

cellulaire, a été révélé par des expériences d’invalidation génique sur des animaux Cx43KO. 

En effet, l’inactivation du gène GJA1, entraine un phénotype périnatal létal. La mort des souris 

serait due à des malformations cardiaques causées par une altération de la migration des cellules 

de la crête neurale cardiaque (Matsuuchi et Naus, 2013)  

L’impact des connexines sur la migration des cellules, a été par la suite confirmé par des études 

sur différents systèmes cellulaires et tissulaires aussi bien in vivo (Liu et al., 2012 ; Cina et al., 

2009) qu’in vitro (Elias et al., 2010 ; Rhee et al. 2009 ; Xu et al., 2006), et en utilisant 

différentes approches expérimentales. La majorité de ces études ont été menées sur la Cx43 en 

raison de son ubiquité et son abondance dans les systèmes étudiés (cœur et cerveau) 

(Goodenough et Paul, 2009), soit par : 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Goodenough%20DA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20066080
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Paul%20DL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20066080
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- Une inhibition et/ou une inactivation de l’expression de Cx43 (interférence ou 

invalidation du gène) ce qui réduirait aussi la migration (Cina et al., 2009 ; Rhee et 

al. 2009 ; Xu et al., 2006) 

- Une inhibition de l’expression de Cx43, puis réexpression de la Cx43 par 

transfection de plasmides ce qui permet de relancer la migration (Liu et al., 2012; 

Francis et al., 2011 ; Behrens et al., 2010 ; Elias et al., 2010; Cina et al., 2009 ; 

Rhee et al., 2009).   

- Expression de Cx43 dans des cellules qui en seraient dépourvues comme les cellules 

HeLa ce qui stimulerait la migration de ces cellules (Behrens et al., 2010) 

- Surexpression de Cx43 dans des cellules qui expriment déjà la connexine endogène 

ce qui aurait pour effet une stimulation de la migration (Liu et al., 2012; Francis et 

al., 2011 ; Behrens et al., 2010 ; Elias et al., 2010; Cina et al., 2009 ; Rhee et al., 

2009 ; Xu et al., 2006) 

Cina et al. (2009) ont mené une brillante étude, in vivo, pour démonter le rôle de Cx43 dans la 

migration radiale des cellules neuronales. Ils ont comparé la lamination du néocortex de souris 

Cx43KO, dont le gène GJA1 a été invalidé par électroporation in utéro, avec des souris 

sauvages exprimant la Cx43 endogène. Les résultats sont éloquents : les neurones transfectés 

restent au niveau de la zone ventriculaire, tandis que les cellules exprimant la Cx43 migrent 

vers la plaque corticale, assurant un développement normal du cerveau embryonnaire. Lorsque 

des plasmides codant la Cx43 sont introduits par électroporation in utéro, dans le cortex 

embryonnaire des souris KO, la migration neuronale reprend de manière normale (figure 9). 
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Figure 9: Role de Cx43 dans la migration radiale des cellules neuronales chez la souris  

(Cina et al., 2009) 

A. La délétion de Cx43 interrompt la migration radiale des neurones et les cellules gliales radiales de zone ventriculaire (VZ) 

vers la plaque corticale (CP) : à E14, un transgène exprimant la GFP sous contrôle d'un promoteur neuronal (Ta1 tubuline) 

a été injecté dans le ventricule latéral du cerveau antérieur contrôle ou Cx43cKO, suivie par électroporation in utero. Les 

cerveaux ont été prélevés à E16 ou E18, des sections de cortex cérébraux de 10µM ont été recueillies et ensuite les cellules de 

la GFP + ont été visualisées sous un microscope à épifluorescence. A E16, la plupart des cellules GFP + sont encore 

accumulées dans la IZ (Zone intermédiaire) sans différence significative entre le contrôle et Cx43cKO. Chez les souris de 

contrôle, à l'E18, les cellules GFP + ont pu migrer vers leur destination dans la CP, alors que dans les cortex cérébraux 

Cx43cKO, les neurones ont échoué à migrer vers la CP. B. L’expression de Cx43 longueur complète chez les souris Cx43KO 

permet de relancer la migration radiale tandis que la forme tronquée de la protéine échoue à compenser les déficiences de 

migration : des plasmides CMV-Cx43 et Ta1-GFP ont été co-injectés dans le ventricule latéral de souris contrôle et Cx43cKO, 

suivi par électroporation in utero à E14. Les cerveaux ont été prélevés à E18, et les cellules GFP-positives ont été visualisées 

sous un microscope à épifluorescence. L'insertion de la Cx43 sauvage dans le ventricule latéral a entraîné la migration (à 

gauche). La forme tronquée Cx43t-GFP (Δ259-382) n'a pas réussi à restaurer la migration déficiente (à droite)  
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En revanche, une étude menée in vitro sur les cellules du cerveau par Elias et al. (2010), a 

montré que la Cx43 n’était pas indispensable à la migration tangentielle, puisque son inhibition 

par interférence permettait la migration de neurones du télencéphale ventral vers le  cortex en 

développement. Cependant, l’expression de Cx43 est indispensable aux cellules pour switcher 

de la migration tangentielle à la migration radiale, nécessaire pour une lamination correcte du 

néocortex, selon les mêmes auteurs. 

Toutefois, de nombreuses autres études, ont confirmé le rôle majeur de Cx43 dans la migration 

dont celles de : Xu et al. (2006) sur les cellules de la crête neurale cardiaque Cx43KO ; Rhee 

et al. (2009)  sur les cellules épicardiques ; Behrens et al. (2010) sur des cellules HeLa et les 

EPC (endothelial progenitor cells) ; Crespin et al. (2010) sur des cellules cancéreuse LN18 

human glioma cells ; Francis et al. (2011) sur des cellules MEFs (Mouse Embryonic 

fibroblasts) et des fibroblastes 3T3 ; Liu et al. (2012) sur les cellules neuronales … 

D’après ces études, l’expression et/ou la surexpression de la Cx43 stimulerait significativement 

la vitesse de migration des cellules in vitro. Il est par ailleurs à noter que la délétion de Cx43 

non seulement réduit significativement la vitesse de migration, mais affecte de manière négative 

la directionalité des cellules et l’organisation du cytosquelette. Une déficience en Cx43 serait 

en effet responsable de défauts au niveau de la polarité des cellules qui migrent. Des essais in 

vitro ont montré que ces cellules perdent leur polarisation à cause d’une perte d’orientation des 

microtubules et du centre organisateur des microtubules (MTOC) en direction du sens de la 

migration. Dans ces cellules, la désorganisation du cytosquelette de microtubules et la réduction 

de microtubules stabilisés, affecterait dramatiquement la morphologie des cellules qui exhibent 

des protrusions en nombre significativement élevé par rapport aux cellules ayant un mouvement 

polarisé (Matsuuchi et Naus, 2013 ; Kameritch et al., 2012 ; Francis et al., 2011 ; Rhee et 

al., 2009). 

 Les mécanismes par lesquelles les connexines impactent la migration cellulaire, restent mal 

connus. Mais de plus en plus d’études tendent à démontrer que la fonction de communication 

intercellulaire cellulaire attribuée aux gaps jonctions n’est pas responsable des effets observés. 

Des études basées sur la construction de formes de connexines mutées au niveau de sites 

nécessaires à la fonction de perméabilité, tendent à montrer qu’une perte de perméabilité 

n’affecte pas la capacité des cellules à migrer. En revanche, des mutations engendrant une perte 

d’adhésion via les Gjs entre les cellules qui migrent, impactent significativement et 

négativement la migration cellulaire (Francis et al., 2011 ; Kameritsh et al., 2011, Elias et al. 

2007 et 2010). Ceci est surtout vrai pour la Cx43, dont l’extrémité C-terminale est connue pour 

ses nombreux sites d’interactions avec différents partenaires protéiques, dont les protéines du 
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cytosquelette (Saidi Brikci-Nigassa et al., 2012 ; Solan et Lampe, 2009b ; Dai et al., 2007 ; 

Giepmans et al., 2001) 

Toutefois la communication intercellulaire est spécialement importante lors de la migration 

pour les cellules qui migrent collectivement, comme c’est le cas au cours de l’embryogénèse et 

le cancer. Dans ces amas, le Ca++ se propage parmi les cellules via les gap jonctions afin de 

coordonner leur migration. Cela se produit notamment dans les cellules du muscle lisse. Pour 

les cellules neuronales, la propagation d’ATP à travers les hémicanaux, aurait également un 

impact sur leur migration en coordonnant le signal par le Ca++ (Kameritsch et al., 2012) 

III-2 Role du C-ter de Cx43 dans la migration cellulaire 

Plusieurs études ont tenté de démontrer l’impact du C-ter de connexine 43 sur la migration 

cellulaire. Ces études sont basées sur différentes approches expérimentales: 

- Une troncation du C-ter qui affecterait la migration de manière négative (Crespin 

et al., 2010 ; Cina et al., 2009).  

- Une sur-expression du C-ter qui stimulerait la migration cellulaire (Liu et al., 2012 ; 

Behrens et al., 2010 ;  Crespin et al., 2010 ;). 

- Des modifications du C-ter qui modifieraient la migration cellulaire en modifiant 

les interactions des connexines avec des protéines essentielles à la migration 

(Francis et al., 2011 ; Cina et al., 2009 ; Rhee et al., 2009) 

Cina et al. (2009), avaient démontré in vivo que l’expression de Cx43 dans des cellules KO 

pouvait relancer la migration radiale des neurones embryonnaires, mais qu’une forme tronquée 

du peptide 259-382, correspondant à une partie du C-ter en était incapable (figure 8).  

De même, Elias et al. (2010), ont observé in vitro, un échec d’un variant Cx43 dépourvu du 

peptide 246-382 à relancer le passage de la migration tangentielle à la migration radiale, alors 

que la forme longueur complète permettait le switch dans des cellules ou la Cx43 avait été 

inhibée par interférence. 

D’autre part, Behrens et al. (2010), ont montré que l’expression du peptide 259-382 

correspondant au C-ter de Cx43 dans les cellules HeLa était suffisant pour stimuler la migration 

des cellules ; le peptide 243-382 dans des cellules de gliome dans l’étude de Crespin et al., 

(2010). 

Ces études indiquent donc un rôle indéniablement important de l’extrémité C-ter de Cx43 dans 

la migration cellulaire, une implication qui pourrait vraisemblablement faire intervenir 

l’interaction Cx43-tubuline/microtubules. En effet, les travaux de Rhee et al. (2009) et de 
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Francis et al. (2011) ont montré que des variants de Cx43 ou le peptide 234-243 a été enlevé, 

reproduisent les mêmes effets observés avec l’inactivation ou l’inhibition de l’expression de 

Cx43 à savoir, réduction de la vitesse de migration ainsi qu’une perte de directionalité des 

cellules. Cette perte de polarisation est due à un échec d’orientation du MTOC vers le sens de 

la migration ainsi qu’une désorganisation du cytosquelette de microtubules (figure 9). 

Ces travaux laissent clairement supposer que l’extrémité C-terminale de Cx43 est nécessaire ou 

du moins importante pour le réarrangement du cytosquelette, mécanisme nécessaire au 

mouvement des cellules.  
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Figure 10: Impact de Cx43 sur la vitesse de la migration cellulaire ainsi que sur la 

polarisation des cellules, démontré par l’approche du « wound healing » (Francis et al., 

2011) 

A. Les cellules MEF sauvages migrent et remplissent le gap après 7h, tandis que les cellules Cx43KO n’arrivent pas à réparer 

la plaie dans le meme laps de temps. Les cellules ont été traquées (n=42 pour chaque lot) :  leurs mouvements indiquent une 

perte de directionalité des cellules KO comparées aux cellules sauvages.B. Les cellules NIH3T3 ont été transfectées par des 

plasmides GFP, GFP-Cx43 et GFP-Cx43dT (Δ234-243). Après blessure sur des monocouches à confluence, les cellules GFP 

et GFP-Cx43 migrent à la meme vitesse pour combler le scratch tandis que les cellules GFP-Cx43dT montrent une réduction 

de la vitesse de migration accompagnée d’une perte de directionalité des cellules en migration. 
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III-3 Role de la phosphorylation de Cx43 et son C-ter dans la migration cellulaire 

Bien que les mécanismes par lesquels la Cx43 et/ou son C-ter impactent la migration cellulaire, 

restent encore mal connus, certains travaux semblent indiquer que la phosphorylation serait un 

de ces mécanismes (Behrens et al. 2010 ; Solan et Lampe, 2009b ; Richards et al., 2004) 

Des études sur la cicatrisation du derme, indiquent que l’expression de Cx43 et sa 

phosphorylation sont importantes dans la migration et la différenciation des cellules. Bien 

qu’elle soit prédominante dans les kératinocytes et les fibroblastes, l’expression de Cx43 dans 

les différentes couches du derme varie de réduite dans les zones en prolifération, à élevée dans 

les zones en différenciation. Une réduction de la communication intercellulaire via les GJ serait 

nécessaire à la migration normale des cellules aux bords de la blessure. La phosphorylation de 

Cx43 par les PKC au niveau du résidu S368 réduit la perméabilité du canal et/ou change ses 

propriétés et régule ainsi la cicatrisation du derme en réduisant la communication entre les 

cellules qui migrent, probablement en inhibant le passage de signaux nécessaires à la 

différenciation des cellules. Ainsi, dans le derme en cicatrisation, la phosphorylation de Cx43 

au niveau de S368 permet une régulation temporelle et spatiale de la migration cellulaire par 

régulation de la communication intercellulaire (Solan et Lampe, 2009b ; Richards et al., 

2004) (figure 10).    

D’autres kinases pourraient être impliquées dans la régulation de la migration cellulaire. Les 

travaux de Behrens et al. (2010), indiquent que la p38MAPK, connue pour son rôle dans 

l’organisation du cytosquelette d’actine et la migration induite par les facteurs de croissance, 

est fortement activée dans les cellules HeLa exprimant la Cx43 ou des formes tronquées 

correspondant au C-ter. Par ailleurs, une inhibition de cette enzyme réduit significativement la 

migration de ces mêmes cellules. 
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Figure 11: Schéma représentant l'expression de Cx43 et sa phosphorylation au niveau de la 

peau humaine dans des conditions normales et dans des conditions de blessure (Solan et 

Lampe, 2009b) 

Expression de Cx43 (notée en vert) dans la peau non lésée est principalement observée dans 

les couches supérieures plus différenciées. Lors d'une lésion, l'expression de Cx43 chute très 

près de la plaie et se redistribue dans les couches inférieures éloignées de la plaie. Les cellules 

basales près de la plaie expriment Cx43 qui est fortement phosphorylée au niveau de S368 

(indiqué en orange) formant un compartiment de communication distincte. La phosphorylation 

de Cx43 par l’enzyme kinase PKC régule de manière spatiale et temporelle les CGJ lors de la 

réparation de la plaie dans le derme humain en créant des compartiments de communication 

dans la région de la plaie afin de réguler la migration et la différenciation des cellules.  
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IV- La connexine Cx43 et le cancer 

De nombreuses études sur le cancer ont montré l’implication des connexines et les jonctions 

communicantes dans le développement et la progression de cette pathologie. En effet, ces 

protéines interviennent dans la régulation de la prolifération tumorale, l’apoptose et les 

métastases. La dérégulation de leur expression est associée a la carcinogenèse du poumon, sein, 

ovaire, prostate, foie, estomac, colon, pancréas, cerveau, peau…(Fu et al., 2020; Leithe et al., 

2018 ;  Tabernero et al., 2016 ; Qiu et al., 2015 ; Ryszawy et al., 2014 ; Sun et al., 2012; 

Langlois et al., 2010; Xu et al., 2008 ; Mesnil, 2004)  

En raison de son ubiquité, la connexine Cx43 a fait l’objet de nombreuses études sur le cancer.  

Il en ressort un role de suppresseur de tumeur qui serait associé a son expression dans les 

tumeurs (Mesnil, 2004). En effet, dans les cellules cancéreuses du pancréas, son expression 

engendre une inhibition de croissance et augmente le taux d’apoptose (Sun et al., 2012). Des 

effets similaires ont été observés dans le cancer de la peau (Langlois et al., 2010), le 

glioblastome (Tabernero et al., 2016) ainsi que le cancer colorectal (Kanczuga-Koda et al., 

2010). Qiu et al. (2015) ont montré que le traitement de cellules dérivées de lignées du cancer 

humain de l’ovaire par le facteur de croissance TGFβ, stimule l’expression de Cx43 et réduit 

ainsi la prolifération cellulaire induite par le facteur EGF. Dans le cancer du poumon, cette 

connexine régule le cycle cellulaire. Elle s’exprime simultanément avec la E-cadhérine, et la 

réduction de leur expression est significativement liée à la différenciation et la progression du 

cancer. En revanche, la réexpression de Cx43 restaure le niveau de la E-cadhérine ce qui entrave 

la prolifération des cellules cancéreuses (Xu et al., 2008). 

Par ailleurs, il a été observé une réduction du pouvoir tumorigénique lorsque les cellules 

tumorales sont transfectées par les connexines (Mesnil, 2004). Par exemple, une surexpression 

de Cx43 dans des cellules derivées de lignées du cancer humain du sein, supprime l’expression 

de gènes impliqués dans la résistance au traitement tels que BRCP, Txr-1, α tubulin et β tubulin, 

favorisant ainsi l’expression de gènes de l’apoptose tels que TSP-1 et Bcl-2. Il en résulte 

l’induction de l’apoptose et une élimination des clusters clonaux (Fu et al., 2020). 

De plus, il a été observé une augmentation de la sensibilité des cellules cancéreuses aux 

traitements chimiothérapie lorsque l’expression de Cx43 augmente et une résistance au 

traitement lorsque son expression est réduite. C’est le cas par exemple de la chimiothérapie 

gemcitabine dans le cancer du pancréas et TNFα dans le cancer de la prostate. Cependant, le 

blocage des gap jonctions n’altère pas les effets apoptotiques du traitement (Sun et al., 2012). 
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Il est établi que dans les premiers stades du cancer, l’expression de Cx43 diminue dans plusieurs 

types de cancers avec une perte de la communication jonctionnelle, altérant ainsi le passage de 

signaux antimitotiques ainsi que l’adhésion entre les cellules (Leithe et al., 2018; Grek et al., 

2015 ; Mesnil, 2004) ; toutefois, son expression augmente dans les tumeurs capables de 

métastaser. C’est le cas des cellules du mélanome ou Cx43 joue un role crucial dans la 

communication entre les cellules ayant acquis la capacité d’extravasation et les cellules 

endothéliales (Villares et al., 2011). La réexpression de Cx43 a été également observée dans 

certains compartiments de tumeurs primaires de la prostate. Cette réexpressions accompagne la 

formation du front invasif du cancer, ce qui explique la présence abondante de connexines dans 

les tumeurs secondaires de prostate. Par ailleurs, une corrélation a été établie entre 

l’augmentation de l’expression de Cx43 et le pouvoir a métastaser dans le cancer de l’os 

(Ryszawy et al., 2014). Dans le cancer du sein, l’expression de Cx43 augmente dans les 

métastases, ce qui suggère un role de cette protéine dans l’extravasation et la colonisation des 

tissus (Grek et al., 2015). Dans le cancer de l’ovaire, le facteur de croissance TGFβ stimule 

l’expression de Cx43, qui est réduite au début de la maladie, et stimule ainsi la migration des 

cellules cancéreuses (Qiu et al., 2015 et 2016). 

Il apparait donc clairement que l’expression de la connexine 43 joue un role majeur dans la 

carcinogenèse et la régulation de la prolifération tumorale. Toutefois les mécanismes par 

lesquelles les connexines entrainent leurs effets suppresseurs de tumeurs et/ou stimulent le 

potentiel des cellules a métastaser demeurent mal connus. Cependant, les études réalisées ces 

dernières années tendent a montrer que le role des connexines dans les cancers, et en particulier 

celui de la Cx43 n’est pas attribué seulement a son activité de communication jonctionnelle. En 

effet, il a été démontré que la suppression tumorale induite par Cx43 dans les cellules du 

glioblastome n’est pas associée a un gain de communication mais plutôt a la localisation 

cytoplasmique de Cx43 (Mesnil, 2004). Dans le cancer du pancréas, la Cx43 transloque a la 

mitochondrie avec la gemcitabine et interagit avec Bax pour réguler l’apoptose dans les cellules 

cancéreuses (Sun et al., 2012). L’étude de Qiu et al. (2016) a montré que le traitement de 

cellules dérivées de lignées humaines du cancer de l’ovaire avec le carbenoxolone, un inhibiteur 

des gaps jonctions, n’altère pas la prolifération induite par le facteur EGF qui augmente 

l’expression de Cx43, confirmant ainsi l’implication de Cx43 dans le cancer indépendamment 

de la fonction canal. 

Les connexines pourraient jouer leur role de suppresseur de tumeur par interaction avec les 

protéines qui régulent la carcinogenèse. C’est le cas du cancer de la peau. Il a été démontré que 

Cx43 interagit via son extremité C terminale avec la caveoline-1 dans les kératinocytes du rat, 
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et ces deux molécules co-localisent dans les cellules de l’épiderme humain. Cette interaction 

est deregulée au cours de la transformation, ce qui suggere que la propriété suppresseur de 

tumeur de Cx43 nécessite son interaction avec la caveoline-1 (Langlois et al., 2010). Dans le 

glioblastome, Cx43 interagit avec le proto-oncogène Src via son C-ter. Cette interaction 

entraine des modifications allostériques de la structure de Cx43 et par conséquent son 

interaction avec d’autres partenaires protéiques ce qui affecterait les fonctions de Cx43 dans la 

prolifération et la migration et inhibe les effets oncogéniques de Src (Tabernero et al., 2016). 

Quant aux cancers causés par le papillomavirus dont le cancer cervical, des études ont montré 

que le virus entraine la perte des GJ de Cx43 par l’interaction de l’onco-protéine E6 avec la 

Cx43 (Leithe et al., 2018 ; Sun et al., 2012) 

Par ailleurs, Dubina et al. (2002) ont décrit un certain nombre de mutations au niveau de Cx43 

associées au cancer du colon. Les mutations de connexines associées aux maladies héréditaires 

ou somatiques sont généralement des mésappariements ponctuels qui altèrent différents 

domaines de la protéine, tandis que les mutations associées au cancer sont des mutations par 

décalage de cadre de lecture et sont toutes localisées au niveau de l’extrémité C-ter. Elles sont 

retrouvées uniquement dans les formes invasives. La progression de la néoplasie colorectale est 

également associée à une perte progressive des jonctions fonctionnelles et une localisation 

cytoplasmique de Cx43 et Cx32. Ce sont les aberrations de localisation, causées par des 

mutations des deux connexines qui sont associées à la différentiation du cancer colorectal. En 

effet, les connexines mutées engendrent leurs effets anti-apoptotiques indépendamment des 

gaps jonctions. Cx43 par exemple, inhibe l’expression de gènes qui codent pour des facteurs 

d’apoptose tels que Bcl2 dans le cancer du sein (Kanczuga-Koda et al., 2010).  

De plus, le C-ter de Cx43 peut être exprimé seul dans le noyau de différents types cellulaires. 

Cette localisation nucléaire permet a la connexine 43 d’effectuer la régulation de l’expression 

de gènes dont ceux qui codent des micro ARNs jouant un role dans la prolifération cellulaire. 

D’ailleurs la co-expression de Cx43 et miR-125b est observée dans les stades précoces du 

cancer du sein. D’autre part, lorsque des cellules derivées du cancer humain du sein sont 

transfectées avec le C-ter de Cx43, une diminution du taux de miR-125b et une inhibition de la 

prolifération cellulaire sont observés. (Maqbool et al., 2015). En plus, Cx43 est retrouvée dans 

le stroma durant la progression du cancer du sein, ce qui permet la régulation de l’invasion et 

la metastase par des interactions entre les cellules tumorales et le stroma (Grek et al., 2015). 

Cx43 interagit directement avec la β tubuline dans les cellules dérivées du cancer humain du 

sein ; cette interaction pourrait médier la résistance de ces cellules au paclitaxel selon les auteurs 

(Fu et al., 2020) 
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En raison de toutes ces observations, les connexines et en particulier Cx43, sont apparues 

comme des cibles thérapeutiques idéales dans le traitement du cancer.  Des expériences menées 

par Grek et al. (2015) sur la thérapie du cancer du sein, ont testé l’effet de ACT-1, un peptide 

mimant le C-ter de Cx43 et conçu pour inhiber l’interaction Cx43-ZO1. Le peptide permet la 

stabilisation des gaps jonctions et réduit leur turn over. Cette augmentation de la communication 

cellulaire perturbe la prolifération et induit l’apoptose dans les cellules cancéreuses, mais pas 

dans les cellules normales. Ce traitement entraine aussi un effet Bystander (diffusion de 

médicaments cytotoxiques et l’amplification de l’effet thérapeutique de la chimiothérapie) 

lorsque le traitement avec le peptide ACT1 est combiné au tamoxifen ou au lapatinib. 

Lamouille et al. (2017) ont également développé un peptide, le JM2 correspondant au C-ter de 

Cx43 pour entrer en compétition avec Cx43 pour l’interaction avec les microtubules. Il en 

resulte le blocage de cette interaction ce qui améliore la sensibilité des cellules du glioblastome 

a un traitement chimiothérapie. 
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I- MATERIELS ET METHODES 

Afin de répondre à notre problématique, nous avons suivi le protocole expérimental suivant :  

1- Construction des différents plasmides portant les gènes codants pour la connexine 43 

sous sa forme sauvage (longueur complète), ainsi que les formes mutantes (ayant 

chacune un site cible converti en alanine) et les formes tronquées (peptides 

correspondants a une partie du C-ter) 

Les sites cibles sélectionnés appartiennent au C-ter de Cx43. Il s’agit d’acides aminés :  

-  Phospohorylables (Y247, S262 et S368). Selon la bibliographie, la phosphorylation du résidu 

serine en position 368 est impliquée dans la régulation par les PKC de la migration cellulaire 

(Richards et al., 2004). Quant à la serine 262, c’est une cible potentielle des MAPK (Leithe et 

al., 2018;  Sirnes et al., 2009;  Doble et al., 2004), une autre voie de signalisation impliquée 

dans la regulation de la migration cellulaire (Behrens et al., 2010). Enfin, la tyrosine en position 

247, est phosphorylee par l’enzyme Src, une phosphorylation qui abolirait l’interaction Cx43-

tubuline/microtubules 

- Sites impliqués dans l’interaction Cx43-tubuline/microtubules, il s’agit de Y247 mais 

également de l’arginine en position 239 (R239), un autre site important pour cette interaction 

selon les résultats de la RMN (Saidi Brikci-Nigassa et al., 2012) .  

La conversion de ces sites en alanine, abolira la phosphorylation, et/ou l’interaction Cx43 

tubuline-microtubules. Ces mutations nous permettent donc l’exploration du role de ces résidus 

et de ces voies de signalisation, ainsi que l’interaction étudiée sur le phénotype analysé à savoir 

la migration et la polarisation cellulaires. 

2- Les différents plasmides sont exprimés dans trois types cellulaires différents par 

transfection : 

- Cellules HeLa : Cellules immortalisées dérivées de métastases de cancer du col de l’utérus et 

prélevées sur une patiente américaine Henrietta Lacks (Lucey et al., 2009 ; Verma et Hansch,  

2006). Ces cellules n’expriment pas les connexines (Elfgang et al., 1995 ; Eckert et al., 1993), 

et de ce fait constituent un modèle expérimental de choix, puisqu’elles permettent de tester les 

effets des différentes mutations en absence de l’interférence ou mécanisme de compensation 

par la connexine sauvage endogène. 

- Cellules MDCK (Madin-Darby Canine Kidney) : Cellules dérivées de lignée de cellules 

épithéliales du tube rénal, prélevées sur un chien Cocker Spaniel adulte par Madin et Darby 

(Harada et al., 2019 ; Tsai et al., 2019). Ces cellules expriment la Cx43 (Berthoud et al., 

1992)  
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-  Cellules NRK (Normal Rat Kidney) : Cellules épithéliales dérivées de cellules du rein de rat 

Rattus norvegicus (Wang et al., 2018 ; Lu et al., 2014). Ces cellules expriment la Cx43 (Li et 

al., 2014; Berthoud et al., 2001; Fernandez-Cobo et al., 2001) 

Les cellules MDCK et NRK permettent donc d’explorer l’implication de Cx43 dans la 

migration et la polarisation cellulaires par l’approche de la surexpression. Cette approche 

expérimentale constitue un puissant outil dans l’analyse des voies biologiques. En effet, la 

surexpression peut provoquer une perturbation du phénotype, comme cela a été observé dans 

les aneuploïdies et l’amplification de gènes dans les cancers. La surexpression des clones dans 

les modèles cellulaires peuvent engendrer des effets sur le phénotype par mécanisme de 

compétition (Prelich, 2012) et nous renseigner sur l’implication des mutations dans le 

mécanisme étudié. 

Il en est de même pour les protéines tronquées, qui peuvent entrer en compétition avec le C-ter 

de la connexine endogène sur l’interaction avec les protéines partenaires comme les kinases et 

la tubuline/microtubules.  

Les deux peptides utilisés correspondent aux séquences qui comportent le site d’interaction a 

la tubuline :  

- La forme longue Ct-228 s’étendant du résidu L228 au résidu I382 décrite par Giepmans 

et al. (2001) et qui est ancrée dans la membrane 

- La forme courte soluble Ct-234 allant du résidu K234 au résidu I382 décrite par Saidi 

Brikci-Nigassa et al. (2012) 

3- Grace à la microscopie à fluorescence, l’expression des différents plasmides est 

analysée et la localisation des différents isoformes au sein de la cellule déterminée, afin 

de vérifier si les différentes mutations affectent le cycle de vie de la Cx43 (son 

oligomérisation au sein du connexon, son transport vers la membrane plasmique et sa 

capacité à former des gap jonctions au niveau des plaques) 

4- La perméabilité des canaux de gap jonction est également testée afin de déterminer le 

rôle des différentes mutations dans la fonction canal d’une part, et d’autre part pour voir 

si les effets observés sur la migration sont imputables a une perte de communication 

intercellulaire ou indépendants de la fonction de perméabilité. 

5- L’impact des différentes mutations sur l’organisation du cytosquelette (actine et 

microtubule) est analysé par un marquage. 

6- Enfin la migration cellulaire (vitesse et orientation des cellules) est analysée par vidéo 

microscopie en temps réel, pour chaque type cellulaire et pour les différentes isoformes 

de connexine 43.  
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Objectifs de l’étude : Déterminer l’impact de Cx43 sur la migration cellulaire et voir si : 

- Ces effets changent d’un type cellulaire à l’autre 

- Cette activité est dépendante ou indépendante de l’activité canal 

- Le rôle de Cx43 dans la migration et la polarisation cellulaires, est lié ou non à 

l’interaction tubuline/microtubules 

- Cette activité est médiée par le C-ter 

- Cette activité est régulée par la phosphorylation de résidus au niveau du C-ter 

 

1- Construction des plasmides 

Les différentes constructions ont été créés afin de sur-exprimer la Cx43 sauvage, différents 

variants mutants de la protéine complète, ainsi que des versions tronquées de la protéine 

correspondants au domaine C-ter de Cx43 (figures 12 et 13), dans les cellules HeLa, MDCK et 

NRK. 

La connexine 43 utilisée dans cette étude est une connexine de souris. L’alignement des 

séquences de la protéine humaine et murine a révélé 97% d’homologie entre les deux 

séquences. 

L’ADN codant pour la protéine Mus musculus Cx43 (Gap junction alpha1longueur complète 

1-382 acides aminés) a été commandé à OriGene (USA). Le plasmide sans tag « pCMV6-XL5 » 

a été sous cloné dans un plasmide avec GFP (green fluorescent protein) : le plasmide 

« pEGFPC-3 » (Clontech, USA) 

Toutes les constructions (variants mutants ou tronqués) ont été générées en utilisant le plasmide 

pEGFPC-3 Cx43wt comme modèle.  

Toutes les constructions ont été séquencées avant leur utilisation dans les expériences de 

surexpression. Le séquençage est réalisé par Beckman Coulter Genomics (Royaume Uni) 

Toutes les amorces sont conçues par Oligo Sigma-Aldrich 

a- Plasmide Cx43 wt (wild type) portant la séquence complète de l’ADN codant la protéine 

sauvage (1-382 acides aminés) (figure 12) a été cloné entre les sites de restriction BglII et 

EcoRI, en utilisant les amorces suivantes : 

5’ CGCGGTACCAGATCTCATGGGTGACTGGAGCGCCTTGGGGAAGCTG 3’ (sens) et 

 5’ CGCGAATTCTTATTATTAAATCTCCAGGTCATCAGGCCGAGGTCT GCTGC 3’ (anti-

sens). 

Le clonage a été réalisé selon la stratégie classique, qui se déroule selon les étapes suivantes : 
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- Amplification de l’ADN par PCR en y introduisant les sites de restriction servant à 

l’intégrer dans le plasmide pEGFPC-3 grâce aux amorces. 

- Vérification des produits de PCR par électrophorèse : les produits de PCR sont mis 

à migrer sur un gel d’agarose à 1% afin de vérifier le succès de la réaction 

d’amplification (présence de l’ADN insert), mais également afin de vérifier que la 

taille de cet ADN correspond à la taille de l’ADN insert attendu (ADN à amplifier 

de manière spécifique) 

-  Purification du produit de PCR par la méthode Phénol/chloroforme 

- Digestion du produit de PCR (insert) avec les enzymes de restriction adéquates : 

Une double digestion avec les enzymes de restriction coupant spécifiquement les 

sites introduits dans l’insert est réalisée afin de générer les extrémités cohésives 

complémentaires aux extrémités du vecteur destiné à intégrer cet ADN. 

- Purification du produit de digestion sur colonne avec le kit MinEluteReaction 

Cleanup quit (Quiagen) 

- Digestion du plasmide par les mêmes enzymes : Une double digestion avec les 

enzymes de restriction coupant spécifiquement les sites introduits dans l’insert et 

présents au niveau du polylinker du plasmide est réalisée afin de générer les 

extrémités cohésives complémentaires aux extrémités digérées de l’insert. 

- Purification sur gel du produit de digestion  

- Vérification du succès de la digestion par électrophorèse : Afin de vérifier que le 

plasmide et l’insert ont été digérés avec les deux enzymes de clonage, une migration 

sur gel d’agarose des deux échantillons digérés (chacun dans un puits) est realisée.  

- Ligation insert-plasmide : Cette réaction permet de lier l’insert digéré au plasmide 

digéré de manière covalente et ainsi générer l’ADN recombinant, c’est-à-dire le 

plasmide portant l’ADN codant la protéine d’intérêt. 

- Vérification du succès de la ligation par électrophorèse : Cette étape permet de 

vérifier que l’insert est intégré au niveau du plasmide, en faisant migrer le produit 

de ligation sur gel d’agarose à 1%. L’absence de fragments d’ADN dont la taille 

correspond à celle de l’insert et/ ou du plasmide vide, et la présence de molécules 

d’ADN de taille équivalente à celle de la taille du plasmide + taille de l’insert, 

témoignent du succès de la ligation. 

- Transformation de bactéries compétentes : Cette étape permet d’introduire l’ADN 

recombinant dans des cellules bactériennes compétentes afin de l’amplifier. 
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- Miniprep ou Midipreps : Cette opération permet d’extraire de l’ADN de clones 

sélectionnés au hasard (une dizaine par boite) sur la boite ensemencée avec les 

bactéries compétentes transformées avec l’ADN recombinant. 

- Screening pour sélectionner les clones transformés avec l’ADN recombinant : Cette 

étape permet de rechercher des clones ayant intégré le plasmide portant l’ADN 

insert. Ce criblage se fait par digestion et PCR sur les ADN extraits minipreps. 

Les produits de digestion et de PCR sont soumis à une électrophorèse.  

 Si le plasmide renferme l’ADN insert, l’amplification par les amorces 

spécifiques permettra d’obtenir un ADN de taille correspondante à l’insert. 

  La digestion permettra de séparer le plasmide et l’insert, ce qui se traduira sur 

le gel par présence d’une bande correspondant au plasmide linéarisé et une bande 

correspondante à l’ADN insert. 

- Séquençage des plasmides  

- Maxipreps à partir de la souche transformée par l’ADN recombinant séquencé. 

b- Variants mutants : La conversion en Alanine des résidus : Arginine en position 239, Tyrosine 

en position 247 et Sérines en position 262 et 368, a été réalisée par mutagénèse dirigée en 

utilisant le kit Quick change II XL site directed mutagenesis (Stratagene, USA) en suivant les 

instructions du protocole fourni par le fabriquant. 

Les mutations ont été générées une à une en utilisant la construction Cx43wt comme matrice. 

Les ADN mutés ont été introduits chacun dans un plasmide pEGFPC-3 donnant naissance aux 

4 constructions suivantes : Cx43R239A, Cx43Y247A, Cx43S262A et Cx43S368A (figure 12) 

Les substitutions en alanine (A) des différents résidus sélectionnés pour l’étude ont été 

introduites grâce aux amorces suivantes (les sites mutés sont en gras et soulignés) : 

Mutant R239A 5’GGGCGTTAAGGATGCCGTGAAGGGAAGAAG3’; 

Mutant Y247A 5’GAAGCGATCCTGCCCACGCCACCACCGG3’;  

Mutant S262A 5’CCAAAGACTGCGGAGCCCCAAAATATGCTTACTT3’;  

Mutant S368A 5’CCAGCAGAGCCGCCAGCCGCGCCAGC 3’. 
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Figure 12: Représentations schématiques de Cx43 et ses isoformes mutées 

 

c- Les formes tronquées : Plasmides portant l’ADN codant des peptides correspondant à des 

parties de l’extrémité C-terminale de Cx43 (figure 13) :  

 Ct- 228 englobant le peptide L228-I382 

 Ct- 234 englobant le peptide K234-I382 

Ces peptides ont été générées par PCR à partir du plasmide pEGFPC-3 Cx43wt et en utilisant 

les amorces suivantes 

Ct-228   5’CGCAGATCTCTCTTCTATGTCTTCTTCAAGGGCG 3’, 

Ct- 234   5’CGCAGATCTAAGGGCGTTAAGGATCGCGTGAAG3’.  

L’amorce anti-sens utilisée pour les deux constructions est:  

5’CGCGGATCCTTAAATCTCCAGGTCATCAGGCCG3’  

Ces ADN ont été clonés dans des plasmides à RFP (Red Fluorescent protein) le plasmide                        

pRFP-C1 (Clontech, USA) entre les sites de restriction BglII et BamHI 

 Forme tronquée adressée à la membrane (Ct-234M)  

Afin d’adresser le peptide Cx43Ct-234 à la membrane plasmique, il a été fusionné à un peptide 

signal CD2 (figure 13). Cette stratégie est inspirée des travaux de Holmfeldt et al. (2003). Les 

auteurs ont réalisé des constructions chimériques CD2, en fusionnant les ADN codant les 
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protéines régulatrices de microtubules op18/stathmin, SCG10 et RB3 (qui toutes forment des 

complexes ternaires avec les hétérodimères de tubuline), à l’ADN codant la région 

extracellulaire et transmembranaire de la protéine CD2 (T lymphocyte specific cell surface 

protein) afin  de permettre la séquestration des microtubules à la membrane plasmique. Ils ont 

ensuite transfecté des cellules humaines K562 de lignées cellulaires de leucémies avec les 

vecteurs codant les différentes protéines chimériques. Les sections confocales ont montré que 

les chimères, détectées avec l’anticorps anti-CD2, étaient fortement exprimées à la surface des 

cellules (figure 14).  

L’ADN codant la fraction CD2(Cy6) de rat permettant le ciblage des protéines à la membrane 

plasmique, a été obtenu à partir du plasmide « PH 113 » fourni par Gullberg M (Holmfeldt et 

al., 2003). Ce plasmide porte l’ADN codant la protéine chimérique suivante : pBS-CD2(Cy6)-

Op18-d4-55-F. 

  

 

Figure 13: Représentations schématiques des peptides C-ter de Cx43  
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Figure 14: Séquestration des microtubules dans la membrane plasmique lorsque les 

protéines régulatrices de microtubules Op18/stathmine, SCG10 et RB3 sont fusionnées au 

peptide CD2 des lymphocytes T (Holmfeldt et al., 2003) 

 

Pour réaliser la construction Ct-234M (figure 13), la stratégie est la suivante :  

PCR(1) : Permet d’obtenir l’ADN codant le peptide CD2 utilisant le plasmide PH113 comme 

matrice  

PCR(2) : Permet d’obtenir l’ADN codant la protéine RFP fusionnée au peptide Ct-234 en 

utilisant le plasmide pEGFP-Cx43Ct-234 comme matrice  

PCR(3) : Permet la fusion des produits de la PCR(1) et la PCR(2) en utilisant l’enzyme Phusion 

High Fidelity DNA Polymerase (Thermoscientific) 

La ligation se fait par Topoblunt (Invitrogen) et permet ainsi d’obtenir la construction Ct-234M 

(M pour membranaire) : CD26-RFP-Ct-234 

2- Techniques de clonage 

a- PCR : La PCR permet l’amplification de l’ADN d’intérêt de manière spécifique grâce 

au couple d’amorces qui sont conçues de manière à garantir une hybridation spécifique 

avec l’ADN matrice.  
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Pour cela il faut confectionner des oligonucléotides complémentaires à l’ADN matrice et de 

taille suffisante pour être spécifiques, mais elles doivent également être riches en cytosine et 

guanine, avec une température de fusion Tm suffisamment élevée. Les Tm des deux amorces 

doivent être proches. Ces propriétés physiques sont calculées grâce à des logiciels conçus à cet 

effet. 

Dans le cas d’un clonage par PCR, il s’agit également d’introduire au niveau des extrémités de 

la séquence d’intérêt des sites de restriction adaptés pour permettre le clonage entre ces sites 

dans le vecteur d’expression.  

 Milieu réactionnel 

La réaction de PCR est réalisée dans un volume de 50µL contenant 100ng d’ADN matrice, 

2,5µL d’oligo sens à 10µM, 2,5µL d’oligo anti-sens à 10µM, un mélange en excès des 4 

nucléotides à raison de 0,8µL de dNTPs à 25mM,  1µL de Taq polymérase (Taq Dream ou Taq 

High fidelity selon la taille de l’ADN à amplifier afin de limiter les erreurs), 5µL de tampon 

10X et compléter le milieu avec de l’eau.  

La solution est ensuite mise dans le thermocycler et soumise au programme adéquat pendant 

30 cycles (5 min à 94°, 15sec à 94°, 55° pendant 30 sec, 72° pendant 1min30sec et enfin 5min 

à 72°).  

b- Purification de l’ADN  par la méthode phénol/chloroforme : Cette technique se déroule 

comme suit : Vortexer un mélange de 50µL de produit PCR+150µL de TE+200µL de 

phénol/chloroforme. Centrifuger la solution à 10.000rpm pendant 5min à température 

ambiante. 

Prélever la couche supérieure du surnageant et y ajouter 200µL de chloroforme puis vortexer. 

Ensuite centrifuger 15sec à 10.000rpm à température ambiante. 

Prélever la couche supérieure du surnageant et y ajouter 25µL de soduim d’acétate 3M pH 5,2. 

Ensuite ajouter 100µL d’éthanol à 100% (conservé à -20°), puis 1µL de glycogène. Mélanger 

et incuber toute la nuit à -20°. Le lendemain, centrifuger 30min à 4° à une vitesse de 12000 

rpm. Laver le culot avec de l’éthanol 70% (conservé à -20°), sécher le culot et resupendre dans 

20µL d’eau. On obtient ainsi un produit de PCR pur débarrassé de tous les autres constituants 

du milieu réactionnel. 
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c- Purification sur gel de l’ADN : Cette technique permet de purifier l’ADN après 

migration sur un gel d’agarose. 

Le gel est ensuite exposé à une lampe UV pour identifier la bande d’intérêt, c’est-à-dire la bande 

correspondant à l’ADN d’intérêt. La bande est excisée et récupérée dans un tube eppendorf, 

pesée puis le gel est fondu dans un bain-Marie. La purification est réalisée selon le protocole 

du kit Gel Purification de Fermentas. 

d- Digestion : La digestion de l’ADN d’intérêt ainsi que du plasmide par les enzymes de 

restrictions permet de générer les extrémités cohésives complémentaires permettant 

l’assemblage du vecteur et de l’ADN d’intérêt. Mais la digestion est également utilisée 

pour le criblage des ADN amplifiés, ou extraits à partir des clones à la recherche de 

l’ADN d’intérêt. 

Les ADN à digérer sont soumis à l’action des enzymes de restriction adéquates dans les 

conditions optimales d’activité des enzymes indiquées par le fabricant et en présence du tampon 

recommandé. 

e- Ligation : Permet de lier l’ADN d’intérêt au vecteur de manière covalente. 

Cette réaction est réalisée dans un volume de 20µL du milieu contenant une quantité équivalente 

de l’insert et du plasmide, le tampon et bien sur la ligase T4. La réaction se fait à température 

ambiante pendant 1h. 

En cas d’échec de la ligation, on augmente la ration insert/ vecteur. 

f- Electrophorèse : Permet de séparer et identifier les molécules d’ADN selon leurs tailles 

par rapport à des marqueurs de taille qui servent de référence (1kb DNA ladder 

Invitrogen et 100pb DNA ladder Invitrogen).  

Cette technique permet de vérifier le succès ou l’échec d’une PCR, d’une digestion ou d’une 

ligation en vérifiant le nombre des fragments et leurs tailles 

Elle consiste à faire migrer la solution contenant les molécules d’ADN sur un gel d’agarose à 

1,5% obtenu en mélangeant 1,5 g d’agarose dans 100mL de tampon TBE. Le mélange est 

chauffé dans le microonde pour faire fondre l’agarose. Laisser le mélange refroidir un peu puis 

rajouter de BET ; déverser dans la cuve ou le peigne adéquat a été placé pour obtenir les puits 

de taille souhaitée. Plonger le gel dans le bac à électrophorèse ; puis déposer les échantillons 

dans les puits en parallèle aux marqueurs de tailles adéquats. La migration se fait à 200V durant 

15 à 30 min. Au bout de 15min vérifier sous lumière UV si la migration désirée a eu lieu pour 

ne pas prolonger inutilement le temps de migration. 



VOLET 1  MATERIELS ET METHODES 

50 
 

g- Transformation : Permet d’introduire l’ADN recombinant (vecteur + ADN) dans des 

cellules bactériennes compétentes afin de permettre son amplification par culture des 

bactéries. La technique utilisée repose sur le choc thermique. Elle consiste à soumettre 

les bactéries à des changements de températures brusques ayant pour but de créer des 

pores permettant le passage des vecteurs à travers la membrane plasmique. Les souches 

utilisées sont des souches commercialisées DH5 dérivées d’Escherichia coli et 

conservées à -80° 

Le protocole de transformation est le suivant : mélanger 100ng d’ADN à 50µL de solution de 

bactéries. Le tube contenant le mélange est gardé 30min dans un bac à glace, puis placé 45 sec 

à 1min dans un bain-Marie à 42°. Ensuite le tube est remis dans la glace pendant 2min. Après 

avoir provoqué ainsi le choc thermique, laisser les bactéries à température ambiante puis les 

incuber 1h à 37° avec agitation dans 950µL de LB (milieu de culture liquide lysogeny broth ou 

bouillon lysogène). Après l’incubation centrifuger puis enlever 100µL de surnageant et 

dissoudre le culot dans le volume restant. 

Enfin, plater les bactéries dans une boite d’agar contenant l’antibiotique adéquat à 50µg/mL 

(selon le plasmide utilisé, la kanamycine dans le cas du pGEFP). Incuber les bactéries à 37° 

toute la nuit. 

h- Minipreps (Quiagen miniprep kit) : Permet d’extraire l’ADN recombinant d’un volume 

de 5mL de culture bactérienne de la souche bactérienne criblée. 

L’extraction se déroule selon le protocole fourni par le fabricant sur le culot obtenu après 

centrifugation de la culture bactérienne (incubée pendant une nuit à 37° sous agitation) à 

6000T/min pendant 15min à 4°. 

i- Midipreps (Quiagen miniprep kit) : Permet d’extraire l’ADN recombinant d’un volume 

de 50mL de culture bactérienne de la souche bactérienne criblée. 

j- Maxipreps (EndoFree plasmids kits, Quiagen) : Permet d’extraire l’ADN recombinant 

d’un volume de 200mL de culture bactérienne de la souche bactérienne transformée par 

l’ADN recombinant. 

k- Conservation des souches : La souche bactérienne renfermant l’ADN recombinant 

d’intérêt est conservée à partir de la culture 
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3- Méthodes de culture cellulaire 

Les cellules sont cultivées dans du milieu Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) 

supplémentée avec 5% de sérum fœtal bovin (FBS), 2 mM de L-glutamine et 1% de 

streptomycine dans une atmosphère humidifiée à 5% de CO2 et à une température de 37°C. 

Les différentes techniques nécessaires à la réalisation des cultures cellulaires et l’entretien des 

lignées cellulaires sont détaillées ci-dessous. 

a- Décongélation d’une lignée cellulaire 

Les cellules conservées à -80° dans de l’azote liquide sont décongelées dans un bain-marie à 

37°.  L’ampoule contenant une suspension de cellules est retirée de la cryoconservation et 

transférée rapidement dans le bain-marie. Aussitôt décongelée, la suspension est transférée dans 

un tube Falcon contenant 4ml de milieu complet FM (Full Meduim) : préchauffé à 37°. Les 

cellules sont centrifugées à 1000 tours/min pendant 5min afin d’éliminer le DMSO. Le culot 

est ensuite resuspendu dans un milieu complet préchauffé DMEM à 5% de FBS.  

Les cellules sont ensuite platées dans un tube de 25cm2 et mises en incubation à 37° et 5% CO2. 

Le bouchon est dévissé d’un tour pour permettre une oxygénation de la culture. 

Les manipulations doivent s’effectuer dans des conditions d’asepsie sous PSM. 

b- Entretien de la lignée cellulaire 

La suspension décongelée ne peut être utilisée pour des manipes qu’après un à deux repiquages. 

Les cellules prolifèrent en monocouche et adhèrent à leur support par leur matrice 

extracellulaire. Lorsqu’elles arrivent à confluence, leur multiplication s’arrête. C’est pourquoi, 

elles doivent être décollées pour pouvoir être transférées dans un nouveau récipient à 

confluence inférieure. Cette opération est appelée « passage » des cellules ou « repiquage », un 

moyen de maintenir la lignée cellulaire pendant plusieurs générations.   

Le tapis cellulaire est décollé par « trypsinisation ». Cette étape consiste à utiliser l’activité 

enzymatique d’une protéase « la trypsine » pour détacher les cellules de leur support, selon le 

protocole suivant :  

Avant de procéder à la trypsinisation l’état des cellules et le taux de confluence sont vérifiés 

par microscopie. Les étapes suivantes se déroulent dans des conditions d’asepsie rigoureuses 

sous PSM. 

 Retirer le milieu de culture 

 Laver le tapis cellulaire avec du PBS préchauffé à 37° 
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 Retirer le PBS et ajouter 1ml (dans un flacon de 25 cm2) de trypsine à 0,25% et laisser 

agir pendant 5à 8 minutes à l’étuve. L’état de décollement des cellules peut être vérifié 

au microscope. 

 Aussitôt que le décollement total des cellules se produit, rajouter 5ml de milieu de 

culture pour arrêter l’action de la trypsine. 

 Centrifuger pendant 5min à 1000T/min 

 Resuspendre le culot dans 5ml de milieu de culture. Bien mélanger et disperser les 

cellules par des aspirations / refoulements à la pipette.   

 Prélever un volume de suspension dans un tube à hémolyse, y ajouter le même volume 

de bleu de Trypan et procéder au comptage des cellules sur une lame de Malassez 

Le but de la numération des cellules est de calculer le volume de suspension à prélever afin 

d’obtenir la confluence voulue au bout d’une période précise, selon le récipient utilisé et la 

vitesse de croissance de la lignée cellulaire.  

 Ajouter le volume de milieu de culture calculé en fonction du volume de la suspension 

et le récipient utilisé. 

Si le but du repiquage est seulement d’entretenir la culture, la numération n’est pas nécessaire.  

Les cultures doivent être observées au microscope tous les deux jours afin de vérifier l’état des 

cellules et le taux de confluence. 

c- Transfection des cellules 

L’introduction des plasmides dans les cellules sélectionnées pour cette étude est réalisée soit 

par transfection classique utilisant un liposome : la lipofectamine et/ou, soit par choc électrique 

selon le Kit AMAXA  

- Transfection avec Lipofectamine TM2000 (Invitrogen, USA) 

La transfection est réalisée sur milieu optiMEM dépourvu de sérum et d’antibiotique. Les doses 

utilisées (ADN et lipofectamine) sont adaptées selon le type cellulaire et le récipient utilisés, en 

tenant compte des recommandations du fabricant. 

Le protocole de transfection est comme suit : 

 Dans un premier temps, préparer séparément deux mélanges : ADN+optiMEM et 

lipofectamine+optiMEM  

 Après 5min d’incubation à température ambiante, mélanger les deux solutions et laisser 

agir pendant 20min à température ambiante. Ce temps est nécessaire pour l’inclusion de 

l’ADN dans les liposomes. 
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 Entre temps changer le milieu de culture dans lequel baignent les cellules et le remplacer 

soit avec l’optiMEM ou DMEM sans antibiotique et sans sérum. 

 Ensuite ajouter le mélange lipofectamine/ADN aux cellules et laisser incuber pendant 

4h à l’étuve 37° et 5%CO2. 

 Ensuite retirer ce milieu et le remplacer par du DMEM supplémenté de 10% de FBS, 

puis remettre les cellules dans l’étuve et laisser incuber 24h avant l’observation 

microscopique et/ou autres manipulations.  

- Nucléotransfection par le kit Amaxa Nucleofector (Lonza) : Cette méthode de 

transfection repose sur l’application d’un choc électrique permettant la création 

transitoire de pores à la surface de la membrane plasmique. L’électroporation permet 

d’améliorer le rendement de la transfection, néanmoins, elle fragilise les cellules et 

augmente leur taux de mortalité.  

Le protocole utilisé est fourni par le fabriquant.  

4- Méthodes d’immunofluorescence 

Pour toute réaction d’immunofluorescence, les cellules sont d’abord préparées, selon le 

protocole suivant :  

a- Fixation des cellules 

Les cellules sont fixées afin de les immobiliser tout en conservant leur architecture et en les 

protégeant contre les contaminations microbiennes, en vue de les préparer pour les 

immunofluorescences et/ou l’analyse au microscope. La méthode utilisée est soit la fixation 

PFA soit la fixation Méthanol. Ces agents fixant permettent de dénaturer les protéines et ainsi 

stopper les processus des dégradations afin de conserver les cellules aussi longtemps que 

possible. 

La fixation au PFA 4% consiste à immerger les cellules dans une solution de PFA diluée dans 

du PBS sucrose à 4%. 

Les cellules sont au préalable cultivées dans des plaques à 4 puits dans 250µl de milieu/puits. 

Le milieu est aspiré et remplacé par la solution de PFA préchauffée à 37°.Cette opération doit 

se dérouler sous une sorbonne en raison de la toxicité des vapeurs de PFA. Après 15 à 30 

minutes d’incubation à température ambiante, la PFA est aspirée sous une sorbonne à l’aide 

d’un pipetmain, et les cellules fixées lavées avec du PBS.  

A ce stade, les cellules peuvent être conservées dans la chambre froide à 4° dans du PBS en vue 

d’une analyse microscopique ou un immuno-marquages ultérieurs.  
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b- Perméabilisation des cellules 

Cette opération permet d’une part de rendre les membranes des cellules perméables à 

l’anticoprs grâce à l’action du triton 0,1% contenu dans la solution de blocage (50 mM 

Tris-HCl, 150 mM NaCl, 0.1% triton X-100, 2% BSA, pH 7.5). 

D’autre part, elle permet la saturation des sites non spécifiques de la protéine à marquer, grâce 

à l’action du BSA 2% (Bovine Serum Albumin) contenu dans cette même solution. 

Les cellules fixées sont débarrassées du PBS et noyées dans 250µl de tampon de blocage 

pendant 1h à 37°. A ce stade, les cellules ne peuvent pas être conservées pour un immuno-

marquage ultérieur. Le protocole doit se poursuivre. 

c- Immuno-marquages 

Les échantillons ainsi préparés peuvent être soumis à l’immuno-marquage selon le même 

protocole que voici : 

 L’anticorps primaire AC Iaire est dilué dans le tampon de blocage. Il s’agit de l’AC 

spécifique. 

 Marquage anti Cx43 : AC polyclonal de lapin anti Cx43 (Abcam) dirigé contre le 

peptide A367-I382 appartenant au domaine C-ter de Cx43. Il est utilisé à une dilution 

de 1/1500 

 Marquage anti-tubuline : AC monoclonal de souris anti-α-tubulin E7, dilué à 1/1200. 

 Marquage anti du MTOC (marquage anti gamma tubulin) :  

 Marquage anti-actin  

 Les cellules perméabilisées sont débarrassées du tampon de blocage qui est remplacé 

par la solution de l’AC Iaire, puis incubées tout une nuit à 4° sous agitation. Les plaques 

sont couvertes de papier aluminium. 

 Apres cette étape, les cellules sont lavées 2 à 3 fois avec du PBS sous agitation pendant 

15minutes. 

 Apres le lavage, les cellules sont traitées avec la solution de l’AC secondaire (AC IIaire)   

dilué dans le tampon de blocage. Elles sont incubées à température ambiante pendant 

1h. Les plaques sont recouvertes de papier d’aluminuim. 

L’AC IIaire est l’AC marqué avec un fluorochrome, il doit être issu de la même espèce que 

l’AC Iaire : 

 AC IIaire anti-goat rabbit IgG (Alexa fluor 594) dilué à 1/2500 (Invitrogen, USA) 

 AC IIaire anti-goat mouse IgG (Alexa fluor 594) dilué à 1/2500 (Invitrogen, USA) 
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 AC IIaire anti-goat rabbit IgG (Alexa fluor 488) dilué à 1/2500 (Invitrogen, USA) 

 AC IIaire anti-goat mouse IgG (Alexa fluor 488) dilué à 1/2500 (Invitrogen, USA) 

 AC IIaire anti-goat mouse IgG (Alexa fluor 350) dilué à 1/500 (Invitrogen, USA) 

 La dernière étape du marquage, consiste à laver les cellules avec du PBS sous agitation. 

 Montage : Les échantillons marqués sont enfin prêts pour l’analyse microscopique. Pour 

cela, ils doivent être montés entre lame et lamelle. 

 Micrsocopie 

5- Méthodes de l’étude de la perméabilité cellulaire 

L’étude de l’impact des différentes constructions (Cx43 mutées ou tronquées) sur la 

fonctionnalité des CGJ, a été réalisée par une méthode inspirée de la technique « de parachute » 

ou « préchargement » (Preloading assay) de Goldberg et al. (1995) (figure 15)   

La perméabilité des canaux est testée par passage du colorant de cellules donneuses 

préalablement chargées vers des cellules receveuses mises en co-culture après le chargement. 

Cette méthode consiste à utiliser la calcéine am (Molecular probes, USA), un colorant cellulaire 

infiltrant. Dans les cellules vivantes, cette molécule non fluorescente est convertie en une 

molécule fluorescente après hydrolyse de l’ester d’acétoxyméthyle par les estérases 

intracellulaires 

Le principe de cette technique repose sur la co-culture de cellules « donneuses » préalablement 

chargées par le colorant, avec des cellules « receveuses » non chargées. La propagation du 

colorant dans la co-culture est une preuve de passage du colorant des cellules donneuses aux 

cellules receveuses et donc témoigne de la fonctionnalité des CGJ. 

Cependant, s’est posé le problème de la coloration ; d’une part toutes les constructions longueur 

complète donnaient des protéines chimériques vertes, et la calcéine am donne également une 

fluorescence verte. D’autre part, les lignées cellulaires sont transfectées de manière transitoire ; 

et donc il ya coexistence de cellules transfectées et cellules non transfectées dans les cultures. 

Ces dernières expriment des connexines endogènes intactes et donc des CGJ fonctionnels. De 

ce fait, il devient impossible de distinguer après passage du colorant, les cellules transfectées 

des cellules non transfectées.  

Pour remédier à ce problème de lecture : 

- Ont été utilisées comme cellules donneuses, celles issues de cultures transfectées, et 

comme cellules receveuses celles issues de cultures non transfectées  
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- Les cellules n’ont été chargées par la calcéine qu’après vérification du taux de 

transfection (un taux de 80% de cellules transfectées est estimé satisfaisant pour mener 

l’expérience) 

- Le mélange des deux populations de cellules dans a été réalisé dans un ratio 1 : 10. De 

cette manière, c’est le taux de cellules fluorescentes dans la co-culture qui renseigne sur 

l’impact ou non des sur la perméabilité des CGJ. 

L’expérience est menée dans des conditions d’asepsie, selon le protocole expérimental 

suivant (figure 15) : 

a- La solution de caléine am est utilisée à une concentration de 0,5µM  

b- Les cellules donneuses et receveuses sont platées séparément dans deux boites de 

35mm2
. 

c- Les cellules donneuses sont préalablement transfectées et ne seront utilisées que 24h 

après la transfection.  

d- Les cellules transfectées à confluence sont chargées par le colorant en remplaçant le 

milieu de culture par 2ml de milieu optiMEM contenant la calcéine am.  

e- Après 30min d’incubation dans l’étuve à 37° et 5% CO2, le milieu est aspiré et les 

cellules abondamment lavées avec du PBS préchauffé. 

f- Elles sont ensuite trypsinisées et resupendues dans 1ml de milieu DMEM à10% de FBS. 

100µl de cette suspension est prélevée pour servir de cellules donneuses. 

g- Les cellules non transfectées à confluence sont également trypsinisées et resuspendues 

dans 1ml de milieu DMEM à10% de sérum. 

h- Les cellules chargées sont mélangées aux cellules non chargées (100µl : 1ml) 

i- La co-culture est platée dans une boite de 35mm2 et incubée à 37° et 5%CO2 pendant 

3h à 6h, le temps que les cellules adhèrent au support et le colorant puisse se propager 

entre elles. 

j- Observation au microscope à fluorescence. 
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Figure 15 : Technique d’étude de la perméabilité cellulaire des gap jonctions inspirée de la 

technique du « Parachute » (Preloading assay) (Goldberg et al., 1995) 

6- Méthodes de l’étude de la migration cellulaire 

Les cultures celluaires pour cette analyse sont réalisées sur des boites de boites de « Ibidi 

culture-insert ». Il s’agit de boites de 35mm de diamètre à surface traitée adaptée à la migration 

cellulaire, au milieu de laquelle se trouve un insert en silicone détachable à deux puits d’inserts 

en silicone collé sur une surface de culture cellulaire, et qui fournit deux réservoirs de culture 

séparées par une paroi épaisse de 500 µm. Les cellules sont cultivées dans les deux réservoirs 

puis l'insert est détaché. Il en résulte deux surfaces de cellules définies avec précision, qui sont 

séparées par une zone qui est exactement de la même largeur que la paroi de séparation. Cet 

espace stable, propre, bien défini et sans cellules constitue la « blessure » (figure 16). 

L’expérience est menée selon le protocole expérimental suivant (figure 16) :  

a- Les cellules sont d’abord transfectées après 24h d’incubation à 37° et 5% de CO2 et 

mises en culture dans des boites de 35mm 
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b- Les cellules sont trypsinisées et mises en culture dans les puits de l’insert Ibidi. Les 

cellules sont d’abord comptées afin d’obtenir une confluence à 90% après 24h 

d’incubation dans les deux puits. 

c- L’insert est détaché délicatement à l’aide d’une pince, les cellules lavées puis :  

d- Placées sous vidéo microscopie pendant 24h à 48h dans des conditions de culture 37° 

et 5%CO2 

e- Incubées pendant 5h à 37° et 5% CO2 afin de permettre leur migration. Elles sont ensuite 

fixées pour les différents immuno-marquages. 

7- Analyse des images et vidéos 

L’analyse des images a été réalisée par le logiciel Image J (Schneider et al., 2012). 

Concernant les videos time-lapse, le suivi des trajectoires des cellules individuelles migrant, a 

été réalisé par le Manual Tracking plugin de Image j, un logiciel qui permet à l'utilisateur de 

quantifier le mouvement des objets entre les images d'une pile temporelle. Il permet de 

récupérer dans un tableau les coordonnées XY et XYZ. Les données ainsi récoltées, ont été 

utilisées pour quantifier le mouvement des cellules grace à un logiciel d’analyse de la migration, 

Chemotaxis and Migration Tool 2.0 de Ibidi. 

8- Analyse statistique 

Pour analyser la migration cellulaire et determiner l’impact des différentes mutations et des 

peptides C-ter, nous avons comparé pour chaque type cellulaire, les différents paramètres 

quantifiés pour chaque isoforme, en utilisant le test de Tukey. Ce test de comparaisons 

multiples, est utilisé pour savoir s’il existe ou non une différence significative entre plusieurs 

groupes de moyennes. 
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Figure 16: Protocole expérimental pour l’étude de la migration cellulaire par la technique 

du « Wound healing » (Réparation de la plaie) 
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9- Recherche de signature moléculaire spécifique 

Afin de rechercher la présence potentielle de peptides signal qui permettent l’adressage des  

Cx43C-ter à la membrane plasmique/noyau,  nous avons consulté les programmes et les 

serveurs suivants pour la prédiction de peptides signal, des sites de clivage et de localisation 

subcellulaire: 

Phobuis: Une topologie transmembranaire combinée à un prédicteur de peptide signal 

(http://phobius.sbc.su.se/); PrediSi: Prédiction de peptides signal (http://www.predisi.de/); 

WOLF PSORT: Outil avancé de prédiction de protéines de localisation subcellulaire 

(http://www.genscript.com/wolf-psort.html); SignalP 4.0 serveur (Petersen et al., 2011); Cible 

P (Emanuelsson et al., 2000) et CELLO (Yu et al., 2006) 
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II- RESULTAS 

1- Expression et localisation des mutants Cx43 longueur complète des peptides C-ter dans 

les cellules HeLa, MDCK et NRK 

Le taux d’expression et la localisation de Cx43 sauvage, des formes mutantes longueur 

complète, ainsi que des formes tronquées ; ont été analysés sur trois types cellulaires. L’examen 

est basé sur l’observation au microscope de l’intensité de la fluorescence GFP/RFP. 

Au début de l’expérimentation, les cellules HeLa ont été choisies comme modèle cellulaire pour 

étudier l’impact des mutations de Cx43 sur l’assemblage, le transport et les fonctions de cette 

connexine. En effet, les cellules HeLa n’expriment ni Cx43 ni aucune autre connexine, et donc 

ne forment pas des GJ (Elfgang et al., 1995 ; Eckert et al., 1993). Ceci facilite l’interprétation 

des résultats, puisque l’absence de connexines endogènes normales, exclue l’intervention 

potentielle de mécanismes de compensation capables d’annuler les effets des mutations 

étudiées. 

Pour cette même raison, nous avons réalisé l’immuno-marquage de Cx43 dans les cellules HeLa 

qui en sont dépourvues, afin de confirmer que le signal de fluorescence observé correspondait 

bel et bien aux formes surexprimées. L’anticorps anti Cx43 utilisé à cette fin, reconnait un 

épitope situé sur l’extrémité C-terminale de Cx43 s’étendant du résidu 367 au résidu 382. 

Les résultats ont montré que même si la connexine 43 avait une localisation intracellulaire dans 

les cellules HeLa, sa présence au niveau de la membrane plasmique est extrêmement limitée 

(figure 17). Cette observation suggère que le transport des connexons de Cx43 vers la 

membrane et/ou la formation des GJ sont très limités dans ce type cellulaire. 

Pour cette raison, les expérimentations ont été poursuivies dans deux autres types cellulaires, 

qui expriment plusieurs connexines dont la Cx43, MDCK et NRK (figure 18) 
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Figure 17: Localisation de Cx43wt et les différentes formes mutantes ainsi que les peptides 

tronqués dérivés du C-ter de Cx43 dans les cellules HeLa 

A. Pour la protéine Cx43wt, la co-localisation de la protéine taguée avec la GFP et la protéine 

surexprimée révélée par l’anticorps anti-Cx43, certifie que le signal fluorescence GFP 

correspond à la protéine surexprimée Cx43wt comme le montre la figure. B.Le signal GFP a 

montré une localisation intracellulaire pour les protéines Cx43 longueur complète et les 

peptides C-terminaux, avec une faible localisation membranaire, sauf pour la forme Ct-234 qui 

présente une localisation intranucléaire prédominante. 
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Figure 18: Expression et localisation de la protéine Cx43wt dans les cellules HeLa et les 

cellules NRK 

Dans les cellules HeLa, le signal fluorescence GFP apparait principalement au niveau du 

cytoplasme et près du noyau et très faiblement au niveau de la membrane plasmique.En 

revanche, les cellules NRK présentent un marquage périnucléaire faible mais un signal 

membranaire très marqué. 

 

Les conversions alanine ne semblent pas affecter le transport des néo-connexons et la formation 

des PGJ. En effet, tous les mutants exhibent la même distribution que la forme sauvage, c’est à 

dire une localisation périnucléaire faible et une localisation membranaire marquée. 

Dans ces types cellulaires, les formes longueur complète, sauvage et mutées, exhibent une 

localisation périnucléaire et membranaire (figures 17 et 19). Ce profil correspond probablement 

à la présence de ces isoformes dans l’appareil de Golgi et au niveau des plaques de GJ. Ces 

observations, concordent avec le fait que les connexines 43 sont assemblées dans l’appareil de 

Golgi en connexons puis délivrées à la membrane plasmique pour la formation de GJ avec les 

cellules adjacentes et éventuellement des hémicanaux. 

Par ailleurs, il semble que la conversion en alanine de résidus phosphorylables (Y247, S262 et 

S368), potentiellement impliqués dans le transport des connexons et/ou la formation de GJ n’a 

aucun impact sur ces processus. En effet, aucune différence concernant l’expression et la 

localisation de ces isoformes dans les différents types cellulaires n’est observée (figure 19)  

Il semblerait aussi que les mutations au niveau de sites potentiellement impliqués dans 

l’interaction Cx43/tubuline/microtubules, n’impactent pas l’adressage à la membrane des 

mutants R239A et Y247A, qui présentent exactement le même profil d’expression et de 

localisation observés pour la forme sauvage et les autres mutants (figure 19). 
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Cependant, pour les peptides Ct-228 et Ct-234, qui ne diffèrent que par six acides aminés 

hydrophobes au niveau de leur séquence, le profil de distribution est spécifique pour chaque 

peptide. En effet, la forme longue est capable de migrer vers la membrane et s’y localiser, tandis 

que la forme courte est caractérisée par la prédominance de sa localisation au niveau du noyau 

(figure 20). 

 

Figure 19: Distribution et localisation des protéines Cx43wt et ses formes mutantes longueur 

complète dans les cellules NRK 

La fluorescence GFP très marquée au niveau de la membrane plasmique et l’interface 

intercellulaire, indique que tous les isoformes mutants Cx43 longueur complète sont capables 

de se déplacer de l’appareil de Golgi à la membrane plasmique et former des PGJ. Tous les 

mutants exhibent la même distribution que la forme sauvage, c’est à dire une localisation 

périnucléaire faible et une localisation membranaire marquée. 
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Figure 20: Distribution et localisation des deux peptides dérivés du domaine C-ter de Cx43 

dans les cellules HeLa et les cellules NRK 

Le peptide Cx43C-ter long, Ct-228, se retrouve à la membrane plasmique, tandis que le peptide 

court Ct-234, est principalement présent dans le noyau et le cytosol.  

2- Impact de la Cx43wt, des variants mutants et des formes tronquées sur la perméabilité 

des gap jonctions 

Afin de tester la perméabilité des GJ, la méthode de pré-chargement « Preloading assay » ou 

technique dite du « Parachute » a été utilisée. Le but de cette manipe est d’investiguer l’impact 

de l’expression des différents isoformes sur la fonctionnalité des canaux, en particulier ceux 

dont les résidus mutés correspondent à des sites phosphorylables connus pour leur rôle dans la 

régulation de la perméabilité des canaux de GJ.  

Cette technique permet de visualiser la propagation de colorant parmi les cellules de la co-

culture. Elle consiste à mélanger dans une même boite deux populations de cellules : cellules 

« donneuses » préalablement chargées par la calcéine AM avec des cellules dites « receveuses » 

Le passage du colorant vert via les GJ atteste de la perméabilité et donc la fonctionnalité des 

canaux de GJ. 
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Dans le protocole suivi, les deux populations de cellules sont préalablement transfectées lorsque 

la manipe est réalisée sur des cellules HeLa. Comme il été déjà évoqué plus haut, ces cellules 

sont dépourvues de GJ et de ce fait la propagation du colorant ne peut être observée. C’est 

pourquoi, la Cx43wt a été surexprimée dans ces cellules afin qu’elles puissent former des 

canaux potentiellement fonctionnels. Pour tester l’impact des différents isoformes, les cellules 

donneuses sont transfectées avec la forme sauvage et les cellules receveuses avec le mutant 

étudié. 

Pour les cellules NRK et MDCK, seules les cellules receveuses sont transfectées par les 

différents isoformes testés puisque ces cellules expriment naturellement les connexines et donc 

forment des GJ fonctionnels.   

Après 24h de transfection, les cellules donneuses sont chargées avec la calcéine am, puis        

mises en co-culture 30min plus tard avec les cellules receveuses, dans un ratio de 1/10. Après 

3h à 6h d’incubation, on procède à l’observation au vidéo microscope des cellules vivantes pour 

évaluer la propagation du colorant parmi les deux populations de cellules. 

Comme attendu, les résultats ont montré que les cellules HeLa n’échangent pas de colorant 

entre elles ou avec les cellules NRK et/ou MDCK (figure 21), même quand elles sur-expriment 

la forme Cx43 sauvage.  

Cependant, une propagation du colorant est observée parmi les cellules qui expriment les 

connexines endogènes, aussi bien celles qui sur-expriment la forme Cx43 sauvage que celles 

qui sur-expriment les formes mutantes (tableau1). Il semblerait que la conversion de sites 

phosphorylables en alanine n’affecte pas la fonctionnalité des GJ dans les cellules NRK et 

MDCK, comme en atteste le passage du colorant entre les cellules de co-cultures homogènes 

(NRK/NRK et MDC/MDCK) et/ou hétérogènes NRK/MDCK. A l’inverse, la sur-expression 

des peptides C-ter semble perturber la perméabilité des canaux en empêchant le passage du 

colorant entre les cellules en contact (figure 22 et tableau 1). 
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Figure 21: Test de la fonctionnalité des gap jonctions par la méthode du “Parachute” 

(Preloading assay) sur les cellules HeLa et NRK transfectées par le plasmide Cx43wt 

Les cellules sont transfectées avec le plasmide Cx43wt. Après 24h d’incubation, les cellules 

réceptrices sont co-cultivées avec les cellules donneuses avec un ratio de 1:10. Les cellules 

donneuses sont préalablement chargées avec la calceine am avant d’etre mélangées avec les 

cellules réceptrices. A. Le colorant ne se propage pas des cellules donneuses aux cellules 

réceptrices (flèches dans les images calceine) ce qui indique que les GJ ne sont pas 

fonctionnelles chez les cellules HeLa. B. Le passage du colorant entre les cellules NRK est 

évident et témoigne de la perméabilité et donc la fonctionnalité des CGJ au niveau de ces 

cellules. 
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Figure 22: Test de la fonctionnalité des gap jonctions par la méthode du “Parachute” 

(Preloading assay) sur les cellules NRK transfectées par les plasmides codant les peptides 

tronqués C-ter 

Les cellules donneuses non-transfectées et préchargées par la calceine am (en vert sur les 

images de superposition) sont mélangées avec des cellules transfectées (en rouge sur les images 

de la superposition). La surexpression des peptides Cx43 C-ter, aussi bien la forme longue 

Cx43-Ct228 (A) que la forme courte (B) bloque la propagation du colorant inhibant ainsi la 

perméabilité des CGJ.  
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Tableau 1: La communication intercellulaire via les gap jonctions de Cx43 dans les cellules 

NRK (testée par la méthode de préchargement) 

Cellules réceptrices Transfert de Calceine 

Non transfecteés +++ 

Cx43wt +++ 

Cx43Y247A +++ 

Cx43R239A +++ 

Cx43S262A +++ 

Cx43S262A +++ 

Cx43CT-228 - 

Cx43CT-234 - 

 

Sont reportés sur le tableau les résultats du passage de colorant de cellules donneuses (non 

transfectées et préchargées par la calceine am) aux cellules receveuses (transfectées avec les 

différents isoformes) dans des co-cultures homogènes de cellules NRK. 

 

3- Effets de la Cx43wt, des variants mutants et des formes tronquées sur l’organisation 

du réseau de microtubules 

Comme il a été déjà mentionné, les résidus de la queue C-terminale concernés par cette étude, 

sont impliqués dans la migration cellulaire et/ou l’interaction spécifique de Cx43 avec les 

microtubules/tubuline. Selon l’étude réalisée par Saidi Brikci-Nigassa et al.(2012), les deux 

résidus R239 et Y247 jouent un rôle critique dans cette interaction. 

En convertissant ces sites en alanine, nous pensions abolir cette interaction et éventuellement 

perturber l’organisation du réseau de microtubules. Cependant, les résultats de marquage de la 

α-tubuline, ont montré que ni les isoformes mutés longueur complète, ni les peptides tronqués 

n’exercent un effet négatif sur l’organisation du cytosquelette de microtubules (figures 23 et 

24). 
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Figure 23: Effets des mutations R239A et Y247A de Cx43 sur l’organisation du réseau de 

microtubules dans les cellules NRK 

Le marquage des microtubules (rouge) des cellules transfectées (vert) avec les plasmides 

Cx43wt (A), Cx43R239A (B) et Cx43Y247A (C) montre que la conversion en alanine des 

résidus impliqués dans l’interaction de Cx43 avec la  tubuline/microtubules, ne modifie pas  

l’organisation générale du cytosquelette de microtubules. 
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Figure 24: Effets de la sur-expression des peptides C-ter sur l’organisation du réseau de 

microtubules dans les cellules NRK 

Le marquage des microtubules (rouge) des cellules transfectées (vert) avec les plasmides Ct-

228 (A) et Ct-234 (B) montre que la sur-expression des peptides correspondant au domaine C-

ter de Cx43 ne modifie pas l’organisation générale du cytosquelette de microtubules. 

4- Effets de la Cx43wt, des variants mutants et des formes tronquées sur la migration 

cellulaire  

Afin d’analyser l’impact de Cx43 et/ou son C-ter, sur la migration et la polarisation cellulaires, 

nous avons surexprimé les différents plasmides dans trois modèles cellulaires pour chaque 

construction, puis, nous avons effectué l’essai du « wound healing » ou «essai de la 

cicatrisation » qui consiste à créer une blessure sur une monocouche de cellules confluentes, 

puis de suivre la migration des cellules qui envahissent le gap ainsi crée, par vidéo microscopie 

en temps réel. Cette approche est inspirée de la cicatrisation des blessures in vivo. Elle consiste 

à créer une lésion dans un tapis cellulaire afin d’inciter les cellules à migrer et proliférer pour 

combler le vide en mimant le processus de cicatrisation.  
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Cette blessure peut être crée manuellement en rayant la monocouche de cellules par le bout 

d’un cône, ce qui a l’inconvénient de générer des gaps de diamètres différents à chaque essai, 

et surtout de stresser les cellules aux bords de la blessure et parfois détacher les cellules de la 

boite ou elles sont cultivées. Afin de palier a ces contraintes qui peuvent interférer avec les 

paramètres de la migration et empêcher la reproductibilité du test, nous avons mené nos essais 

sur les boites Ibidi spécialement conçues pour ce type de test et qui permettent de créer un gap 

de même largeur, qui sera comblé par les cellules qui migrent. 

Cette migration est alors suivie par vidéo microscopie en temps réel dans des conditions 

physiologiquement adaptées (température de 37°, 4% de CO2 et humidité). Une photo est prise 

chaque 15minutes sur une durée minimale de 24, maximale de 72h. 

Trois vidéos sont réalisées pour chaque isoforme dans chaque type cellulaire. Toutefois, toutes 

les vidéos n’ont pas pu etre exploitées en raison de probèmes techniques. Comme par exemple 

des dérèglements de la caméra qui interrompent le suivi de la migration. Par ailleurs, la 

transfection étant transitoire, le signal GFP ou RFP peut s’éteindre ce qui rend impossible la 

traque les cellules. 

L’analyse des vidéos ainsi obtenues par le logiciel Image J et plus précisément le logiciel 

« Manual tracking », permet de suivre une cellule depuis le début de la migration jusqu’à 

l’interruption de la vidéo, juste en cliquant sur la cellule en déplacement. Pour chaque vidéo, 

un minimum de 20 cellules sont ainsi traquées pour les cultures ou le pourcentage de 

transfection est faible, plus de 60 cellules pour les cultures avec un pourcentage de transfection 

moyen ou élevé. Les coordonnées des cellules ainsi traquées sont ensuite soumises à un 

programme Ibidi d’analyse de la migration « Chemotaxis and Migration tool ». Pour chaque 

cellule des mesures quantitatives de la migration sont ainsi obtenues, permettant la 

quantification de la migration par la vitesse, le déplacement et la directionalité du mouvement. 

Les moyennes de ces mesures ont servi aux comparaisons multiples par le test de Tukey qui 

nous a permis de comparer entre la migration des cellules en fonction des différents types 

cellulaires et des différents isoformes de Cx43 étudiés.  

Les résultats de l’analyse statistique par le test de Tukey ont révélé une hétérogénéité entre les 

différents types cellulaires quant à l’impact des différents isoformes sur les paramètres de la 

migration (annexes 1, 2 et 3). Les résultats des différentes comparaisons effectuées sont 

résumés sur les tableaux 2 et 3. 

Les résultats ci-dessous, sont présentés en fonction de trois angles différents ; en effet, nous les 

avons comparés : 
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Tableau 2: Impact de Cx43 et ses isoformes sur les paramètres de la migration cellulaire (témoin : cellules non transfectées) 

Paramètres 

 

 

isoformes Cx43 

 

HeLa MDCK NRK 

 

D 

 

CM 

 

DE 

 

DA 

 

V 

 

D 

 

CM 

 

DE 

 

DA 

 

V 

 

D 

 

CM 

 

DE 

 

DA 
 

V 

Cx43wt - NS - - - - NS - NS - - NS + + + 

Cx43R239A / / / / / - NS - + - - NS + + + 

Cx43Y247A - - - + NS   / / / / - NS + + + 

Cx43S262A / / / / / - NS - + - - NS + + + 

Cx43S368A / / / / / - NS - + - - NS - NS - 

Ct-228 - NS - - NS - NS - - - - NS + + + 

Ct-234 - - - + - - NS - + - - NS + + + 

Ct-234M / / / / / - NS NS + - - NS + + + 

 

 

Tableau 3: Impact de Cx43 et ses isoformes sur les paramètres de la migration cellulaire (témoin : cellules sur-exprimant la Cx43wt) 

Paramètres 

 

 

isoformes Cx43 

 

HeLa MDCK NRK 

 

D 

 

CM 

 

DE 

 

DA 

 

V 

 

D 

 

CM 

 

DE 

 

DA 

 

V 

 

D 

 

CM 

 

DE 

 

DA 
 

V 

Cx43R239A / / / / / - NS NS NS + NS NS - NS NS 

Cx43Y247A + - + + + / / / / / NS NS - NS + 

Cx43S262A / / / / / + NS NS NS + NS NS - NS - 

Cx43S368A / / / / / - NS NS + + - NS - - - 

Ct-228 NS NS + + + NS NS - NS NS + NS + - + 

Ct-234 NS - + + + NS NS + + + + NS + + + 

Ct-234M / / / / / NS NS + + + NS NS + + + 

 

NS : Effet non significatif ;   - : Réduction significative ; + : Augmentation significative 

D : Directionalité ; CM : Centre de Masse ; DE : Distance Euclidienne ; DA : Distance Accumulée ; V : Vitesse
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- Par rapport au type cellulaire : Afin de voir si les différentes mutations et les C-ter 

impactent la migration de la même manière quel que soit le type cellulaire considéré, ou 

si les voies de signalisations diffèrent d’un type cellulaire a l’autre 

- Par isoforme : Afin de voir la ou les voies de signalisations impliquées dans la régulation 

de la migration cellulaire par Cx43 et son C-ter  

-  Par rapport à chaque paramètre analysé : Cet angle nous permet de voir comment les 

différentes mutations ainsi que les C-ter impactent la migration (vitesse ou directionalité 

ou les deux) 

1- Par paramètre   

a- Directionalité 

Quel que soit le type cellulaire, on remarque que les cellules transfectées migrent de manière 

désorientée comparées aux cellules témoin aussi bien celles qui expriment la Cx43 endogène 

(MDCK et NRK) que celles qui en sont dépourvues (HeLa) (tableau 2)  

Lorsqu’on compare les effets des différents variants à celui de la forme sauvage, on constate 

quelques disparités entre les différents types cellulaires. En effet, la directionalité des cellules 

HeLa qui sur-expriment la forme mutée au niveau de Y247 sont significativement mieux 

orientées dans leur déplacement que les cellules qui expriment la protéine normale. Pour les 

cellules MDCK, c’est le variant muté au niveau de la serine 262 qui augmente significativement 

la directionalité des cellules par rapport à la protéine normale. Quant aux cellules NRK, leur 

directionalité est significativement stimulée par l’expression des peptides C-ter aussi bien la 

forme longue que la forme courte (tableau 3)  

b- Déviation du centre de masse 

Le centre de masse (CM) est très important ; la trajectoire d'un corps qui meut est en fait celle 

de son centre de masse. Concernant ce paramètre, les résultats de l’analyse statistique indiquent 

qu’il n’y a pas de différence significative entre les cellules quel que soit l’isoforme Cx43 

qu’elles expriment, aussi bien pour les cellules MDCK que les cellules NRK (tableau 2). 

En revanche, pour les cellules HeLa, on note une différence significative entre, d’une part, les 

cellules qui expriment le variant Cx43Y247 et le peptide Ct-234, et d’autre part, les cellules 

témoin, aussi bien celles qui sont dépourvues de la connexine 43 (tableau 2) que celles qui 

expriment cette protéine (tableau 3).  

c- Vitesse 

Tous les isoformes testés dans les cellules MDCK réduisent significativement sa vitesse de 

migration, tandis qu’elles stimulent significativement la vitesse des cellules NRK. Seule la 
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mutation du site phosphorylable serine 368 impacte négativement la vitesse des cellules NRK 

au cours de leur déplacement (tableau2). Pour les cellules HeLa, la forme sauvage et le Ct-234 

impactent la vitesse de migration des cellules en diminuant significativement leur vitesse par 

rapport aux cellules non transfectées (tableau 2).  

Si on compare les effets des isoformes par rapport aux cellules qui expriment la Cx43 sauvage, 

les résultats varient aussi d’un type cellulaire à un autre. En effet, dans les cellules HeLa, la 

vitesse de migration des cellules est significativement augmentée par le variant Cx43Y247A, 

et les C-ter court et long. Tandis que dans les cellules MDCK, tous les isoformes testés 

accélèrent le mouvement des cellules par rapport à la Cx43 complète et normale à l’exception 

du peptide Ct-228. Pour les cellules NRK, les mutations des sites serines, diminuent 

significativement la vitesse de migration, tandis que les autres isoformes l’augmentent par 

rapport à la Cx43 sauvage (tableau 3)  

d- Distance  

La mesure de la distance euclidienne (DE) et de la distance accumulée (DA) sont utiles pour 

déterminer la trajectoire des cellules. La DE représente la distance parcourue si la trajectoire 

entre le point de départ et le point d’arrivée était rectiligne, tandis que la DA représente la 

distance réellement parcourue par les cellules, et donc renseigne sur le mode de déplacement 

des cellules et son orientation. La directionalité des cellules est en effet, déterminée par le 

rapport DE/DA 

 Lorsque les cellules désorientées se déplacent dans différentes directions, leur distance 

accumulée est nettement plus élevée que si elles suivaient une trajectoire rectiligne, comme 

c’est le cas pour un mouvement orienté. 

L’analyse de la migration par la distance réellement parcourue, indique que les cellules HeLa 

accumulent une distance de déplacement significativement plus élevée lorsqu’elles sur-

expriment le variant Cx43Y247A et le Ct-234. Pour les cellules MDCK, tous les isoformes 

testés augmentent la distance à l’exception du Ct-228 qui la diminue significativement et la 

forme sauvage qui n’impacte pas ce paramètre. Enfin, pour les cellules NRK, tous les isoformes 

augmentent significativement cette mesure, mis a part le variant Cx43S368A dont la 

surexpression n’engendre aucun effet significatif (tableau 2)  

Si on prend les cellules sur-exprimant la Cx43wt comme témoin, les résultats fluctuent 

considérablement, mais on constate que pour les 3 types cellulaires, la distance parcourue 

augmente significativement par la surexpression des C-ter (tableau 3) 
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2- Par type cellulaire  

a- HeLa                                                                                                               

L’expression de Cx43 ou de l’un de ses isoformes testés module significativement la 

migration des cellules. Globalement, les effets observés indiquent que Cx43 sous sa forme 

sauvage, mutante ou tronquée impacte négativement les paramètres de migration. En effet, 

l’expression de Cx43 dans les cellules HeLa diminue significativement leur directionalité 

(pour l’ensemble des variants testés) et leur vitesse (Cx43wt et Ct-234). La forme mutée au 

niveau deY247, ainsi que le Ct-234, impactent significativement la trajectoire de 

déplacement des cellules en augmentant la distance accumulée et en diminuant la distance 

euclidienne (tableau 2). Comparées aux cellules qui sur-expriment la Cx43 sauvage, les 

formes tronquées augmentent significativement la vitesse de migration des cellules. Quant 

à la mutation Y247A, elle améliore aussi bien la directionalité des cellules qu’elle augmente 

leur vitesse de déplacement (tableau3) 

b- MDCK  

 La surexpression de Cx43 ou de ses mutants ou de ses C-ter seuls dans les cellules MDCK, 

désoriente significativement les cellules en migration comparées aux cellules qui 

n’expriment que la connexine endogène. Les mêmes effets sont observés quant à la vitesse 

de migration (tableau 2). Toutefois les variants testés, a l’exception du Ct-228, accélèrent 

la migration des cellules, comparées à celles qui sur-expriment Cx43 sauvage ; et la 

mutation S262A améliore significativement la directionalité des cellules (tableau 3)  

c- NRK  

Les cellules NRK en migration sont significativement désorientées lorsqu’elles sur-

expriment Cx43 ou l’un de ses isoformes longs ou tronqués. Cependant, la vitesse de 

migration est significativement augmentée, à l’exception de Cx43S368A, dont l’expression 

dans les cellules NRK les ralentit significativement (tableau 2). Par ailleurs, le mutant 

Cx43Y247 augmente significativement la vitesse de migration des cellules par rapport à 

celles qui sur-expriment Cx43wt. Le même effet est obtenu lorsque les cellules expriment 

un des peptides C-ter seul. En revanche, les mutations des sites serines 262 et 368, réduisent 

significativement la vitesse des cellules. En ce qui concerne la directionalité, les cellules 

sur-exprimant les C-ter sont significativement plus orientées par rapport aux cellules 

exprimant la Cx43wt, alors que l’effet inverse est observé pour le mutant S368A (tableau 

3). 
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3- Par isoforme 

a- Cx43wt  

Les résultats de l’analyse de la migration indiquent que l’expression de Cx43 sous sa forme 

sauvage module la migration des cellules différemment selon le type cellulaire. Tandis 

qu’elle stimule la vitesse de migration des cellules NRK, elle réduit significativement la 

vitesse des cellules HeLa et des cellules MDCK. Toutefois, son expression réduit 

significativement la migration, quel que soit le type cellulaire testé (tableau 2). 

b- Cx43R239A  

D’après les résultats, la mutation R239A réduit significativement la directionalité des 

cellules MDCK et NRK, mais augmente significativement la vitesse de ces dernières, alors 

qu’elle réduit significativement la vitesse des premières (tableau 2). Comparé à la Cx43 

sauvage, ce mutant impacte la migration des cellules MDCK en augmentant 

significativement leur vitesse de migration et en réduisant leur directionalité (tableau3) 

c- Cx43Y247  

Les effets de la mutation Y247A se manifestent par une réduction significative de la 

directionalité des cellules HeLa et NRK, et une accélération significative de la migration de 

ces dernières (tableau 2). Comparé à la forme sauvage, ce variant améliore la directionalité 

des cellules HeLa, et stimule la vitesse des cellules HeLa et NRK (tableau 3) 

d- Cx43S262  

L’analyse des résultats indiquent que la mutation S262A impacte également la migration en 

modulant quelques paramètres dans les deux types cellulaires testés. En effet, elle diminue 

la directionalité des cellules MDCK et NRK par rapport aux cellules témoins ; en revanche, 

elle augmente significativement la vitesse des cellules NRK et ralentit les cellules MDCK 

(tableau 2).  En comparaison avec les cellules transfectées par la forme sauvage de Cx43, 

on observe une augmentation de la directionalité des cellules MDCK accompagnée d’une 

accélération du mouvement des cellules. Pour les cellules NRK, la vitesse est réduite 

(tableau 3). 

e- Cx43S368  

L’abolition du site phosphorylable S368, impacte significativement les cellules MDCK et 

NRK, en réduisant aussi bien leur directionalité que leur vitesse de migration (tableau 2). 

Par rapport à la connexine sauvage, le mutant réduit significativement la directionalité des 
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cellules NRK et MDCK. Pour la vitesse, on note une réduction significative dans les cellules 

NRK et une stimulation significative dans les cellules MDCK (tableau 3). 

f- Cx43C-ter  

L’expression des peptides de Cx43 dans les différents types cellulaires analysés, montrent 

que l’expression du C-ter de Cx43, seul, impacte significativement la migration des cellules 

en modulant les différents paramètres quantifiés.  

 Ct-228 : La forme longue Ct-228 réduit significativement la directionalité des trois 

types cellulaires. Il est sans effet sur la vitesse des cellules HeLa, mais accélère la 

migration des cellules NRK et ralentit celle des cellules MDCK (tableau 2). En 

comparaison avec la protéine sauvage, l’expression du C-ter long dans les cellules HeLa 

stimule significativement leur vitesse de migration. Dans les cellules NRK, son 

expression stimule aussi bien la vitesse que la directionalité des cellules par rapport à la 

Cx43wt (tableau 3).  

 Ct-234 : L’expression de ce peptide réduit la directionalité des trois types cellulaires 

testés. Il en est de même pour la vitesse, dans les cellules HeLa et MDCK;  par contre 

il stimule la vitesse de migration des cellules NRK (tableau 2). Par rapport à la forme 

sauvage, il stimule la vitesse de migration des trois types cellulaires, et même la 

directionalité des cellules NRK (tableau 3) 

 Ct-234M : Le C-ter court qui est adressé à la membrane impacte la migration des 

cellules MDCK et NRK de la même manière que les autres peptides tronqués, c’est-à-

dire en réduisant la directionalité des cellules NRK et MDCK et en augmentant la vitesse 

des cellules NRK et en réduisant celle des cellules MDCK (tableau 2). Par rapport à 

Cx43wt, le Ct-234 à localisation membranaire, comme le Ct-234 à localisation 

nucléaire, stimule la vitesse de migration des cellules MDCK et NRK (tableau 3).  
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III- DISCUSSION 

Parmi les 21 connexines identifiées chez l’homme, la Cx43 est la connexine la plus 

abondamment exprimée dans de nombreux tissus et types cellulaires (Hervé, 2012 ; Marquez-

Rozado et al., 2012 ; Solan et Lampe, 2009b). Cette connexine ubiquitaire, aurait la demi-vie 

la plus courte, 1à 3h seulement et moins de 2h au niveau de la membrane plasmique (Smyth et 

Shaw, 2012). Cela implique qu’elle est constamment renouvelée afin d’assurer sa disponibilité 

au niveau des plaques de gap jonction et de maintenir le bon fonctionnement des canaux, 

indispensables à de nombreuses fonctions physiologiques dont le développement 

embryonnaire, le couplage des cellules nerveuses et cardiaques, la prolifération cellulaire, 

l’apoptose et la migration cellulaire…(Kotini et Mayor, 2015 ; Solan et Lampe, 2014; Zhang 

et Shaw, 2014 ; Matsuuchi et Naus, 2013)  

Le premier volet de notre étude est consacré à l’étude de l’impact de Cx43 sur la migration 

cellulaire.  En effet, de plus en plus d’études attribuent aux connexines et surtout la connexine 

43 un role crucial dans ce processus fondamental dans de nombreuses fonctions biologiques 

telles que l’immunité, l’angiogenèse, la cicatrisation du derme…(Lilly et al., 2016; Sutcliffe 

et al., 2015; Wright et al., 2009) mais aussi dans certains mécanismes physiopathologiques 

notamment la croissance des tumeurs et les métastases (Sun et al., 2018 et 2012 ; Tabernero 

et al., 2016; Mesnil, 2004). La plupart de ces études s’accordent sur le fait que cet impact est 

dû à la fonction d’adhésion médiée par cette protéine ainsi que des processus intracellulaires, 

plutôt qu’a la fonction de perméabilité cellulaire assurée par les connexines au sein de la gap 

jonction au niveau de la membrane plasmique (Kameritsch et al., 2012). 

C’est pourquoi, avant de rapporter les résultats relatifs à l’impact de Cx43 sauvage et ses 

isoformes mutés et tronqués sur la migration cellulaire, nous avons d’abord exploré l’impact 

des mutations étudiées sur la localisation des différents isoformes et leur aptitude à former des 

canaux de gap jonction fonctionnels. Nous avons également testé la fonctionnalité des gap 

jonctions lorsque les peptides sont sur-exprimés dans les différents modèles cellulaires. Le but 

est de distinguer les effets de Cx43 dépendants et indépendants de la fonction canal, sur la 

migration cellulaire. D’autant plus que certains sites mutés, notamment les Y247, S368 et S262 

sont connus pour leur role dans la régulation de la fonction de perméabilité cellulaire par 

mécanisme de phosphorylation (Matsuuchi et Naus, 2013 ; Solan et Lampe, 2009a ; Solan 

et al., 2003).  

En effet, des changements de l’expression et la localisation de Cx43 sont particulièrement 

observés au cours du cycle cellulaire. L’occurrence de ces évènements est étroitement associée 

à des changements de son profil de phosphorylation. En effet, l’activation de différentes kinases 
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serait un mécanisme majeur de la régulation de la biologie des connexines (Zhang et Shaw, 

2014 ; Solan et Lampe ; 2009 ; Lauf et al., 2002). Ces anomalies sont souvent dues à des 

mutations ponctuelles qui affectent le transport et/ou l’assemblage des connexons ainsi que la 

fonction canal assurée par les GJ. Les effets dépendent du site de mutation et du type d’isoforme 

de connexine concerné. Dans la plupart des cas, ces mutations entrainent le blocage du transport 

des connexons vers la membrane plasmique et leur accumulation dans l’appareil de Golgi et/ou 

du réticulum endoplasmique (Gilleron et al., 2012). 

Les mutations les mieux décrites sont celles qui touchent le gène GJA1 qui code pour la 

connexine 43 et qui sont responsables du syndrome ODDD (Boyden et al., 2015 ; Paznekas 

et al., 2009). D’ailleurs, des aberrations de l’expression des connexines et leur transport sont 

souvent associées à des pathologies telles que les maladies cardiaques, des pathologies liées à 

la myéline, la cataracte congénitale, la surdité et la carcinogénèse… (Ye et al., 2015 ; Wingard 

et Zhao, 2015 ; Laird, 2014 ; Molica et al., 2014 ; Zhang et Shaw, 2014 ; Marquez-Rosado 

et al., 2012 ; Berthoud et Beyer, 2009). Par ailleurs, de plus en plus d’études ont reporté des 

corrélations entre les aberrations de localisation des connexines et différents types de cancers 

et tumeurs (Gilleron et al., 2012 ; Kanczuga-Koda et al., 2010). Ces anomalies en seraient 

même une principale caractéristique, et seraient dues à des altérations de la phosphorylation des 

connexines et/ou leur interaction avec leurs partenaires protéiques (Gilleron et al., 2012 ; 

Omori et al., 2007 ; Pointis et al., 2007). 

Dans la première partie de cette étude, nous avons tenté d’établir l’impact des substitutions 

alanine de résidus qui sont soit sujets à des évènements de phosphorylation (Y247, S262 et 

S368) soit impliqués dans l’interaction spécifique de cette connexine avec la 

tubuline/microtubule (R239 et Y247), sur le transport, la localisation et la capacité de la Cx43 

à former des GJ fonctionnels. L’ensemble de ces sites sont potentiellement impliqués dans la 

migration cellulaire via différentes voies de signalisation (Saidi Brikci-Nigassa et al., 2012 ; 

Behrens et al., 2010 ; Richards et al., 2004). 

Les résultats de notre étude, montrent qu’aucun des sites mutés n’exerce un impact négatif aussi 

bien sur la biologie de la Cx43 et sa localisation que sur sa capacité à assurer le role de 

communication intercellulaire via les canaux de GJ. Pourtant des études ont montré que des 

conversions de résidus sérine appartenant à l’extremité C-terminale (C-ter) de Cx43 en alanine, 

entrainaient des altérations de la communication intercellulaire (Lampe et al., 2000). 

Il a été démontré que la phosphorylation de Cx43 au niveau des résidus S262 et S368 se 

produisait de manière directe ou indirecte sous l’effet d’activateurs de PKC et aurait une 

pertinence fonctionnelle. En effet, des données de la littérature, ont montré que le 
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fonctionnement du canal de GJ serait régulé par la phosphorylation de S368 par les PKC (Laird, 

2014; Hervé, 2012, Solan et Lampe, 2009a; Richards et al., 2004). D’une part la réduction 

de la communication cellulaire via les GJ serait liée à une réduction de la phosphorylation de 

S368 par les PKC. D’autre part, la sélectivité du canal serait également sous la dépendance de 

cet évènement (Lilly et al., 2016; Sutcliffe et al., 2015; Wright et al., 2009; Richards et al., 

2004). La phosphorylation de S368 par les PKC serait également impliquée dans l’ischémie, 

puisqu’elle confère au coeur préconditionné une protection contre les dégâts que pourrait 

provoquer une attaque prolongée (Ek-Vitorin et al., 2018 ; Marquez-Rosado et al., 2012). 

Concernant la serine 262, sa phosphorylation exerce selon des données de la littérature, des 

effets sur le couplage métabolique et la communication cellulaire via les GJ. Des études sur les 

myocytes, ont indiqué une augmentation de la perméabilité cellulaire via les GJ dans les cellules 

qui sur-expriment Cx43S262A comparées à Cx43S262D ou la forme sauvage (Doble et al., 

2004) . La phosphorylation du résidu S262 serait également impliquée dans la communication 

via l’hemicanal en réduisant son ouverture (Laird, 2014 ; Mylvaganam et al., 2014; Gilleron 

et al., 2012; Hervé, 2012). Cet évènement de phosphorylation serait aussi un mécanisme 

permettant la régulation de l’inhibition de la croissance cellulaire et la synthèse de l’ADN dans 

les cardiomyocytes primaires chez le rat (Doble et al., 2004). 

Par ailleurs, des données expérimentales, ont rapporté un effet des activateurs de kinases sur la 

localisation de Cx43. En effet, des activateurs de PKA favoriseraient la présence de Cx43 au 

niveau des plaques de GJ tandis que des activateurs de MAPK et PKC causeraient son 

internalisation. Des changements de distribution de Cx43 à la fin de la division cellulaire 

seraient également régulés par des évènements de phosphorylation (Boassa et al., 2010) 

Toutefois, des données de la littérature semblent indiquer que la formation des canaux de GJ 

n’est pas dépendante de la phosphorylation des connexines, puisque des formes tronquées ou 

dépourvues de sites phosphorylables peuvent toujours former des canaux de GJ. En effet, des 

expériences avec des protéines de Cx43 tronquées du peptide 258-382, ont montré que cet 

isoforme est capable de former des GJ fonctionnelles, néanmoins avec un taux moins élevé 

comparé au type sauvage. La phosphorylation semble donc etre plutot un moyen pour réguler 

la fonction des canaux et/ou le taux de leur assemblage ainsi que leur dégradation (Jhonson et 

al., 2012) . 

Ceci pourrait expliquer en partie nos résultats. En effet, bien que les résidus S262 et S368 soient 

activement phosphorylés au niveau de la connexine Cx43 durant son cycle de vie, leur 

substitution en alanine n’a affecté ni l’expression de la protéine ni sa localisation ni l’adressage 



VOLET 1  DISCUSSION 

82 
 

des connexons à la membrane et la formation de canaux de GJ fonctionnels dans les modèles 

cellulaires utilises pour cette étude (HeLa, NRK et MDCK). 

Concernant les cellules HeLa, nous avons observé une faible présence de la connexine 43 aussi 

bien sauvage que mutée au niveau de la membrane, ce qui semble indiquer un déficit de la 

cellule dans l’adressage des connexines a la membrane et la formation des GJ. Il faut rappeler 

que les cellules HeLa sont dérivées de cellules cancéreuses et n’expriment pas les GJ endogènes 

(Elfgang et al., 1995 ; Eckert et al., 1993). Nous pensons que l’absence de machinerie et de 

partenaires protéiques nécessaires au transport des connexons et à la formation des GJ dans ce 

type cellulaire, serait en grande partie responsable de ce résultat. De plus, nous avons observé 

que même dans les  cellules HeLa transfectées par  la forme sauvage de Cx43, il n’y a pas de 

passage du colorant, ce qui indique probablement que les rares GJ formés ne sont pas 

fonctionnelles.  

Cependant dans les cellules NRK et MDCK qui expriment les connexines endogènes dont la 

Cx43, nous avons observé au niveau de la membrane plasmique la présence abondante des 

isoformes transfectés. Nous pensons qu’un mécanisme de compensation pourrait aussi 

expliquer en partie la différence d’expression des connexines 43 à la surface des cellules HeLa 

et NRK/MDCK. En effet, les connexines s’assemblent en structures hexamériques appelées 

connexons (Hervé, 2012 ; Solan et Lampe, 2009b ; Laird, 2006). Et nous n’avons aucune 

idée sur la manière dont ces sous unités sont phosphorylées au sein de cette structure. De plus, 

il est bien connu que les connexines peuvent oligomériser avec des connexines de même 

isoforme ou des isoformes différents (Hervé, 2012 ; Laird, 2006). Donc il est fort probable 

que dans les expériences de surexpression dans les cellules NRK et MDCK, les connexons 

soient composés de connexines endogènes et de connexines transfectées. Cette combinaison 

hétéromérique ne semble pas altérer le transport des connexons et la formation des GJ. Il est 

possible que les protéines normales endogènes compensent les défauts des isoformes mutés 

surexprimés dans ces cellules. Il se pourrait aussi que le signal correspondant à la 

phosphorylation de quelques sous unités soit suffisant pour assurer le transport des connexons 

et leur livraison au niveau des plaques de GJ.   

De tels mécanismes de compensation ont déjà été décrits dans le cas d’une perte de connexine 

ou de mutations dans des cellules qui co-expriment deux ou plusieurs isoformes de connexines 

(Laird, 2006). 

En ce qui concerne le résidu Y247 cible des Src-kinases, sa substitution en alanine n’impacte 

ni la localisation de Cx43 ni la fonctionnalité des GJ. D’après la littérature, la phosphorylation 

du résidu Y247, permet la régulation de la fonction canal en réduisant la communication 
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cellulaire via les GJ (Solan et Lampe, 2009a). Ce résidu est également impliqué dans 

l’interaction de Cx43 avec la tubuline/ microtubule, avec le résidu R239, comme il a été 

démontré par RMN. Les auteurs ont également que la phosphorylation de Y247 abolissait cette 

interaction (Saidi Brikci-Nigassa et al., 2012). Ce résultat concorde avec des données 

antérieures de la littérature qui ont montré que des mutations phospho-mimétiques du C-ter 

étaient associées à des changements structuraux du peptide. Selon les auteurs, ces changements 

permettent le gain ou la perte de sites d’interaction des connexines avec leurs partenaires 

protéiques (Saidi Brikci-Nigassa et al., 2012 ; Solan et Lampe, 2009b). 

Pour rappel, la Cx43 est la seule connexine connue à ce jour comme interagissant avec le réseau 

de microtubules (Leithe et al., 2018). Des études ont montré que le transport des connexons de 

Cx43 de l’appareil de Golgi vers la membrane plasmique se faisait le long des microtubules 

(Leithe et al., 2018 ; Smyth et Shaw, 2012 ; Lauf et al., 2002). C’est pourquoi nous avons 

vérifié si la substitution de ces sites en alanine ne perturbait pas cette interaction et 

éventuellement l’adressage des connexons de Cx43 a la membrane. 

Nos résultats indiquent que ces mutations n’affectent pas le transport des connexons et la 

formation des gap jonctions. D’une part, il est possible que les connexines endogènes 

oligomérisées avec la connexine transefectéé au sein du même connexon, assurent le maintien 

de cette interaction entre le connexon et le cytosquelette de microtubules, ce qui permet de 

masquer les effets négatifs engendrés par les mutations. D’autre part, il est probable que meme 

si l’interaction est perturbée, elle n’affecte pas le transport des néo-connexons de l’appareil de 

Golgi à la membrane, parce qu’elle ne lui est pas indispensable du fait que les connexons sont 

transportés dans des vésicules. D’ailleurs, des études ont montré que le traitement de cellules 

avec le nocodazole, un agent qui désorganise le réseau de microtubules, n’affecte pas le 

transport des néo-connexons. Néanmoins, ce traitement diminue significativement le nombre 

de vésicules transportées (Gilleron et al., 2012). On peut également supposer, que cette voie 

ne soit pas l’unique voie empruntée par les vésicules pour atteindre la membrane plasmique. Il 

s’est avéré en effet, que le réseau d’actine serait aussi important que le réseau de microtubule 

pour le transport de Cx43 dans les cardiomyocytes (Smyth et Shaw, 2012).  

Bien que les mutations générées n’ont entrainé aucun des effets suspectés, la substitution S368A 

a engendré un impact très surprenant. En effet, les cellules NRK sur-exprimant la connexine 

mutée Cx43S368A sont significativement plus grandes que les cellules exprimant la forme 

sauvage (résultats en annexe) ou les autres isoformes. De plus les cellules transfectées avec la 

Cx43S368A expriment à la surface de la membrane la connexine mutée avec une densité 

significativement plus élevée comparée à la forme sauvage et/ou les autres isoformes, d’après 
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le signal de la GFP. Une corrélation entre l’expression de Cx43 et la morphologie des cellules 

a été rapportée par la littérature. En effet, une étude sur l’impact de Cx43 sur la migration des 

cellules, a montré que des cellules epithéliales du sein MCF-10A, Cx43 KO, apparaissaient plus 

larges et plus étalées, avec une forme irrégulière. Selon les auteurs, ces changements de la forme 

et la taille des cellules, seraient liés des réarrangements du cytosquelette, affectés par 

l’expression de Cx43 (Matsuuchi et Naus, 2013). Ce n’est pas le cas pour notre étude, puisque 

les résultats des marquages aussi bien du cytosquelette de tubuline/microtubules que celui de 

l’actine, indiquent que l’organisation des deux réseaux n’est pas affectée par la mutation de 

S368.  

Comme nous l’avons déjà cité, nous avons également testé les effets de la sur-expression de 

peptides correspondants au domaine C-terminal de Cx43 : un C-ter long (Ct-228) et une version 

courte qui commence au niveau du résidu K234 (Ct-234) et qui est dépourvue par conséquent 

de la séquence hydrophobe (LFYVFF) qui rend le peptide insoluble en solution. Les deux 

versions se terminent de manière similaire au niveau de l’extrémité C-ter (résidu 382) et 

comportent le motif nécessaire à l’interaction avec la tubuline/microtubules. 

Curieusement, la localisation des deux peptides tronqués de Cx43 au sein des cellules ou ils 

sont surexprimés n’est pas similaire. La forme courte (234-382) est présente de manière 

prédominante dans le noyau et absente de la membrane plasmique, tandis que la forme longue 

(228-382) présente une distribution cytosolique et membranaire.  

La différence entre ces deux isoformes, réside au niveau d’une séquence de 6 acides aminés 

hydrophobes. Nous avons donc essayé de vérifier la possibilité que les 6résidus en question 

puissent influencer la localisation des peptides. Pour ce faire, nous avons soumis la séquence 

des deux peptides étudiés à des logiciels permettant l’identification de signaux expliquant une 

localisation nucléaire ou subcellulaire particulière. 

Les résultats ont montré que les deux peptides, de par leur poids moléculaire (13kDa) pourraient 

passer à travers les pores de la membrane nucléaire. D’autre part, aucun peptide signal n’est 

détecté au niveau des deux peptides pour expliquer l’adressage de la forme longue à la 

membrane plasmique. 

Il est évident que cette différence de localisation n’est pas due au hasard, et serait certainement 

liée à une différence fonctionnelle entre les deux formes. De tels isoformes tronqués de 

connexines ont déjà été rapportés par la littérature (Salat-Canela et al., 2015 et 14 ; Ul-

Hussain et al.,  2014 et 2008 a et b) . Des données d’expériences de western-blot ont en effet 

révélé la coexistence avec la connexine longueur complète, de peptides correspondants à des 

formes tronquées de connexines et qui ne seraient pas des produits de protéolyse. En effet, il a 
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été démontré que ces connexines tronquées sont traduites à partir d’ARNm codant la protéine 

longueur complète (Salat-Canela et al., 2015). Par ailleurs, plusieurs études ont décrit des 

peptides libres de différentes tailles, correspondant au domaine C-ter de Cx43 et Cx55,5, avec 

une localisation nucléaire dans des cellules de mammifères et différents organes de poissons 

zèbre (Salat-Canela et al., 2015 ; Ul-Hussain et al., 2008 a et b). Un fragment Cx43 de 20kDa 

serait vraisemblablement présent avec la Cx43 longueur complète dans la plupart des cellules 

exprimant abondamment la Cx43, notamment les cellules humaines épithéliales primaires, les 

cellules mésenchymateuses, les kératinocytes et les fibroblastes (Salat-Canela et al., 2014 ; 

Smyth et Shaw, 2013) . Ce fragment serait produit en réponse à des stimuli tels que l’hypoxie 

et l’ischémie dans le cerveau de rat et de souris (Ul-Hussain et al., 2014) .  Selon la littérature, 

le fragment Cx43 20kDa, joue un role dans le controle de la croissance cellulaire et la 

prolifération, probablement en modulant la transcription des gènes (Joshi-Mukherjee et al., 

2007 ; Kardami et al., 2007 ; Dang et al., 2003). Les auteurs suggèrent également que ce 

fragment jouerait un role dans des mécanismes impliquant la Cx43 dans la carcinogénèse 

(Joshi-Mukherjee et al., 2007). Ce court peptide serait également impliqué dans l’adressage 

de la protéine Cx43 longueur complète à la membrane plasmique. Ces fragments seraient des 

protéines chaperonnes. En effet, leur localisation subcellulaire suit la voie empruntée par les 

vésicules transportant les connexons, mais ils n’ont jamais été observés à la surface de la 

membrane plasmique (Sorgen et al., 2018 ; Smyth et Shaw, 2013). 

A partir de ces données, il apparait clairement que les peptides correspondant au domaine C-ter 

de connexines, en particulier les fragments de Cx43, exercent des effets biologiques 

indépendants de la fonction canal. 

D’un autre coté, nos résultats ont montré un impact négatif de la surexpression des deux 

peptides C-ter étudiés sur la communication intercellulaire via les GJ dans les cellules NRK. 

En effet, l’analyse de la perméabilité cellulaire a révélé un effet compétitif des deux isoformes 

sur la fonctionnalité du canal de GJ.  

Il faut noter que le C-ter de Cx43 est impliqué dans la régulation de la perméabilité 

intercellulaire, puisque des formes Cx43 tronquées de la majeure partie C-terminale forment 

des canaux fonctionnels, mais présentent des perméabilités différentes (Lampe et Lau, 2004). 

On pourrait penser qu’une perturbation de la phosphorylation des connexines endogènes soit à 

l’origine des effets observés sur la perméabilité des canaux. Par ailleurs et comme nous le 

savons, l’oligomérisation ainsi que le transport des connexons à la membrane, sont régulés par 

un mécanisme de phosphorylation des résidus situés sur la partie C-ter de la connexine. Etant 

donné que le Ct-228 est pourvu de tous les résidus phosphorylables, nous pensons que ce 
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fragment pourrait oligomériser avec les connexines endogènes, longueur complète et accéder 

au sein du connexon à la membrane plasmique. Une fois la jonction lacunaire formée, nous 

supposons que le peptide tronqué pourrait adopter une conformation spatiale lui permettant de 

bloquer l’ouverture du canal. Cependant, il est étonnant que le Ct-234 engendre le même effet 

sur la perméabilité cellulaire, bien que sa localisation soit exclusivement nucléaire. Des 

investigations plus poussées seraient nécessaires pour expliquer ces résultats. 

La deuxième partie de ce premier volet, est consacrée à l’analyse des effets des différentes 

versions de Cx43 sur la migration cellulaire. 

Pour rappel, nous avons testé chaque isoforme à part dans chacun des trois modèles cellulaires 

sélectionnés pour cette étude. Rappelons que nous avons mené nos expérimentations sur les 

cellules HeLa qui n’expriment pas les gap jonctions de connexine et les cellules MDCK et NRK 

qui en revanche expriment les connexines dont Cx43. 

Nous avons donc opté pour deux approches expérimentales pour explorer le role de Cx43 dans 

la migration cellulaire : 

1- Exprimer la protéine sauvage dans un système cellulaire qui en est dépourvu afin de 

voir si la protéine stimule ou ralentit la migration. Ensuite explorer les mécanismes sous-

jacents (phosphorylation et/ou interaction avec le cytosquelette) en exprimant un a un 

chacun des isoformes mutés au niveau d’un site critique pour la voie de signalisation 

étudiée (Src, PKC, MAPK, interaction Cx43-tubuline/microtubules). Enfin, tester 

l’effet du C-ter seul dans la stimulation ou le ralentissement de la migration. Le but est 

de déterminer l’importance du C-ter dans ce processus physiologique et 

physiopathologique crucial pour l’organisme. Par ailleurs, voir si le C-ter est capable à 

lui seul d’assurer les effets de Cx43 sur la migration cellulaire, et ce indépendamment 

de la fonction de perméabilité intercellulaire assurée par les GJ absents dans ce modèle 

cellulaire comme nous l’avons mentionné. 

2- Sur-exprimer ces mêmes isoformes longueur complète et tronqués dans des systèmes 

cellulaires exprimant les connexines endogènes dont Cx43, et explorer les effets 

négatifs ou positifs sur la migration cellulaire. Cette approche permet de mettre en 

évidence les différentes voies de signalisation impliquées par phénomène de 

compétition entre la connexine endogène et les isoformes transfectés.  
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 Ces deux approches complémentaires, nous ont révélé une hétérogénéité entre les différents 

types cellulaires quant à l’impact des différents isoformes sur les paramètres de la migration. 

Dans tous les cas, il apparait clairement que la Cx43 sous sa forme sauvage, mutée ou tronquée 

exerce un effet sur la migration en modulant positivement ou négativement, soit la vitesse et/ou 

la distance de déplacement et/ou la directionalité des cellules. 

D’ailleurs, de nombreuses études sur l’impact de Cx43 sur la migration cellulaire, ont conclu à 

un role majeur de son expression sur la régulation de ce processus (Matsuuchi et Naus,  2013 ; 

Kameritsh et al., 2012). En effet, d’une part, une stimulation de la migration est associée a la 

sur-expression de cette protéine dans des types cellulaires qui en sont dépourvues comme les 

cellules HeLa (Behrens et al., 2010); et d’autre part, une inhibition de la migration est observée 

lorsque Cx43 est inactivée et/ou déletée dans des types cellulaires qui expriment naturellement 

cette protéine (Liu et al., 2012 ; Francis et al., 2011; Behrens et al., 2010; Cina et al., 2009 ; 

Xu et al., 2006 ; Richards et al., 2004).  

Ces observations ont été rapportées dans differents types cellulaires et par différentes approches 

expérimentales. Par exemple, Behrens et al. (2010) ont observé une réduction significative de 

la migration des cellules EPC (Endothelial Progenitor Cells) dont le gène Cx43 est inactivé par 

Si RNA. Ces cellules qui expriment uniquement la Cx43, jouent un role très important dans 

l’angiogenèse. Par ailleurs, des essais sur des cellules CNCs (Cardiac Neural Crest Cells), 

dérivées de souris transgéniques sur-exprimant Cx43, ont montré une stimulation de la 

migration et de la directionalité des cellules (Xu et al., 2006)  

D’un autre coté, des expériences in vivo (Liu et al., 2012 ; Cina et al., 2009) et in vitro (Rhee 

et al. 2009 ; Xu et al., 2006), ont rapporté des anomalies du développement du néocortex, ainsi 

que des déficiences cardiaques et coronaires chez les souris invalidées pour le gène Cx43, 

entrainant leur mort après la naissance. Des anomalies de la migration des cellules neuronales 

et des cellules épicardiques, des souris Cx43 KO (knock-out), seraient responsables des effets 

observés chez les embryons. Cette réduction de motilité durant l’embryogenèse serait associée 

a une reduction significative de la directionalité des cellules, selon les auteurs (Cina et al., 

2009 ; Rhee et al. 2009 ; Xu et al., 2006). 

Toutefois, il faut noter que les effets de la connexine 43 sur la migration diffèrent dans d’autres 

types cellulaires, comme c’est le cas pour les kératinocytes, ou une augmentation de 

l’expression de cette protéine serait associée à une réduction de la migration des cellules. En 

effet, l’application en cas de blessure, de Cx43 anti-sens accélère la migration des cellules et 

améliore ainsi la cicatrisation du derme (Montgomery et al., 2018 ; Pollok et al., 2011 ; Wrigt 

et al., 2009 ; Richards et al.,2004).  

https://sciprofiles.com/profile/431244
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Concernant nos résultats, il apparait que l’expression du plasmide Cx43wt ralentit 

significativement la migration des cellules HeLa et MDCK. Paradoxalement, la surexpression 

de Cx43 stimule la vitesse des cellules NRK de manière significative. Il en est de même pour 

les formes tronquées. En effet, les trois variants du C-ter stimulent significativement la 

migration de ce type cellulaire, aussi bien par comparaison aux cellules exprimant uniquement 

la forme endogène que les cellules sur-exprimant la protéine Cx43. Cependant, dans les cellules 

MDCK et HeLa, les C-ter courts et long accélèrent la migration des cellules par rapport à celles 

qui sur-expriment Cx43wt. Toutefois, la migration des cellules non transfectées est plus rapide. 

Ces résultats laissent supposer que la régulation de la migration cellulaire par Cx43 implique 

des résidus du C-ter, et s’accordent avec les données de la littérature. En effet, des études in 

vivo (Cina et al., 2009) et in vitro (Elias et al., 2010) sur des neurones de souris, ont confirmé 

l’importance du C-ter de Cx43 dans la régulation de la migration cellulaire. L’approche 

expérimentale dans ces deux études consiste à exprimer des variants de Cx43 délétés de leur C-

ter dans les cellules dont le gène Cx43 a été désactivé par knock-out ou par interférence. Il s’agit 

des protéines Cx43 tronquées, délétées du peptide 259-382 (Cina et al., 2009) et du peptide 

246-382 (Elias et al., 2010). Les résultats ont montré dans les deux cas un échec de la 

restauration de la migration.  

D’autre part, Behrens et al. (2010) ont montré, en sur-exprimant une protéine tronquée de Cx43 

correspondant au peptide (257-382), que le C-ter de Cx43 exprimé seul dans les cellules HeLa 

engendrait les effets stimulateurs observés lorsque Cx43 longueur complète est exprimée dans 

ce type cellulaire. Par ailleurs, la surexpression de l’extrémité N-terminale de Cx43 seule dans 

les cellules HeLa ne stimule pas la migration des cellules (Behrens et al., 2010). Le même 

constat est rapporté par une étude de Crespin et al. (2010) dans un autre type de cellules 

cancéreuses. Les auteurs ont observé une stimulation de la migration des cellules LN18 de 

gliome humain, lorsqu’elles sur-expriment une Cx43 tronquée seule, le peptide (243-382). 

Toutefois, les mêmes auteurs ont observé un effet similaire lorsqu’un variant de Cx43 délété 

du C-ter est exprimé dans ces cellules. Ces résultats, qui semblent contradictoires, laissent 

supposer qu’il existe au moins deux voies de signalisation différentes pour réguler la migration 

cellulaire via la Cx43.  

 

D’après la littérature, la régulation de la migration cellulaire, via le C-ter, implique également 

l’interaction de Cx43 avec le reseau de microtubules. Les microtubules ont en effet, un role 

important dans le contrôle de la polarisation et la migration cellulaires. Ils sont hautement 

dynamiques dans les cellules en migration. Par ailleurs, l’alignement correct du MTOC (Centre 
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d’Organisation des MicroTubules), est prérequis pour un mouvement orienté durant la 

migration cellulaire. L’interaction de Cx43 avec la tubuline/microtubules semble essentielle à 

la polarisation et la migration cellulaires. D’après la littérature, les déficiences de la migration 

cellulaire observées lorsque Cx43 est inhibée ou inactivée seraient associées à une déficience 

de l’orientation des cellules et une déstabilisation du cytosquelette de (Matsuuchi et Naus, 

2013 ; Kameritsh et al., 2012 ; Francis et al., 2011 ; Rhee et al., 2009) 

Ce type d’observation a été rapporté par les travaux de Francis et al. (2011). Les auteurs ont 

analysé la migration de cellules MEFs (Mice Embryonic Fibroblasts) dérivées de souris 

Cx43KO, en culture, après un essai de migration par wound healing. Ils ont observé une 

déficience de polarisation des cellules associée à une déstabilisation du réseau de microtubules 

et une désorganisation du MTOC et donc incapacité des cellules à orienter leur déplacement en 

direction de la blessure. Des effets similaires sont observés pour les fibroblastes NHI3T3, les 

cellules de la crête neuronale, les cellules MEFs et les cellules épicardiques, Cx43 KO, 

transfectées par des variants Cx43 déletées du domaine (234-243) du C-ter nécessaire a 

l’interaction Cx43/tubuline-microtubuline (Francis et al., 2011 ; Rhee et al., 2009). 

En ce qui concerne notre étude, les résultats obtenus bien qu’en faveur d’un effet de cette 

interaction sur la migration cellulaire, ne semblent pas indiquer qu’elle stimule ce processus. 

En effet, les variants mutants de Cx43 au niveau des résidus Y247 et R239, stimulent la vitesse 

de migration des cellules NRK par rapport aux cellules non transfectées. Le Cx43Y247A, 

accélère la migration aussi bien des cellules HeLa que des cellules NRK, comparées aux 

cellules qui sur-expriment Cx43 sauvage. Il est à rappeler que ces deux sites ont été identifiés 

comme nécessaires a l’interaction Cx43-tubuline/microtubules (Saidi Birkci-Nigassa et al., 

2012) et donc leur mutation est censée abolir l’interaction. Toutefois, il faut noter que la 

phosphorylation de Y247 abolit l’interaction (Saidi Birkci-Nigassa et al., 2012), on peut donc 

croire que la conversion de ce site en alanine, empêche cette réaction et donc l’interaction est 

maintenue dans les cellules transfectées. Par ailleurs, il ne faut pas oublier que l’expression de 

la Cx43 endogène peut compenser les effets des variants transfectés. 

Bien que ces deux mutations n’affectent pas négativement la vitesse de migration, elles 

perturbent significativement la directionalité des cellules comme en témoigne les autres 

paramètres. Les résultats indiquent pour les trois types cellulaires testés, une déficience 

significative de la directionalité par rapport aux cellules non transfectées. Ces résultats 

corroborent les données de la littérature. Toutefois, il est necessaire de souligner que l’ensemble 

des variants surexprimés, dans les trois types cellulaires reduisent significativement la 

directionalité des cellules. Mais il également important d’indiquer que l’isoforme Cx43Y247A, 
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améliore la directionalité des cellules HeLa par rapport a la forme sauvage, et que les C-ter 

court et long, améliorent l’orientation des cellules NRK comparés a la forme sauvage. 

Il semble bien, que l’interaction de Cx43 avec la tubuline/microtubules soit une des voies de 

signalisation par lesquelles Cx43 module la migration cellulaire et plus particulièrement 

l’orientation du mouvement de déplacement.  

Nos résultats indiquent que la Cx43, n’exerce pas ses effets sur la migration uniquement via les 

gap jonctions. De nombreuses études soutiennent que la régulation de la migration par Cx43 

est indépendante de la fonction canal (Francis et al., 2011 ; Kameritsh et al., 2011, Elias et 

al. 2007 et 2010). En effet, des expériences sur des cellules en culture (Francis et al., 2011 ; 

Elias et al., 2010 et 2007),  ont montré que des mutations touchant des sites nécessaires a 

l’ouverture du canal de gap jonctions, n’altèrent pas la migration des cellules.  

Il en est de même pour notre étude, puisque la surexpression dans des cellules NRK des peptides 

C-ter altère la communication intercellulaire, mais stimule la vitesse de la migration des cellules 

comme nous l’avons déjà indiqué. Cependant, là aussi il ne faut pas oublier que les cellules 

NRK expriment la Cx43 endogène, qui peut compenser les effets de la surexpression des C-ter 

sur la communication intercellulaire. 

D’après Liu et al. (2012), le C-ter de Cx43 aussi bien que la fonction canal contribuent au 

processus de migration des cellules neuronales.  

La communication intercellulaire serait spécialement importante pour les cellules qui migrent 

collectivement comme c’est le cas de l’embryogenèse ou le cancer. Dans ces amas, le calcuim 

se propage pour coordonner la migration (Kameritsh et al., 2012). Il en est de même pour les 

cellules du derme, puisque la cicatrisation est régulée activement par la phosphorylation par les 

PKC de la serine S368 (Richards et al., 2004), un résidu impliqué dans la modulation de la 

permeabilité des gap jonctions et la conductance du canal (Marquez-Rosado et al., 2012 ; 

Solan et Lampe, 2009a et b; Lampe et al., 2000). Par ailleurs, le blocage de la communication 

intercellulaire par des peptides mimétiques, améliore la cicatrisation en stimulant la migration 

des fibroblastes et des kératinocytes au cours de la cicatrisation chez les diabétiques (Wright 

et al., 2009).  

La phosphorylation de S368 aurait un impact sur la migration des cellules NRK et MDCK, 

puisque sa conversion en alanine, réduit significativement la vitesse et la directionalité des 

cellules, comme l’indiquent nos résultats. 

La phosphorylation du C-ter de Cx43 serait un processus important dans la régulation de la 

migration. D’après la littérature, outre la phosphorylation par les PKC au niveau du derme, la 

phosphorylation par la p38MAPK serait impliquée dans la migration cellulaire. En effet, 



VOLET 1  DISCUSSION 

91 
 

Behrens et al. (2010), ont noté une association entre une augmentation de l’activité de cette 

enzyme et la stimulation de la migration dans les cellules HeLa transfectées par la Cx43 ou 

uniquement le C-ter de cette protéine. Par ailleurs, les auteurs, ont observé une déficience de la 

migration de ces mêmes cellules lorsqu’elles sont traitées par un inhibiteur spécifique de la p38 

MAPK. Cette voie de signalisation serait indépendante de la fonction canal, puisque le C-ter 

(257-382) testé ne forme pas le canal.  

Afin de tester l’impact de cette voie de signalisation, nous avons converti la serine 262 en 

alanine, un des sites phosphorylables par les MAPK. Les résultats indiquent que cette mutation 

affecte la vitesse de migration des cellules NRK  et MDCK, négativement pour le premier type 

cellulaire, positivement pour le second. Les effets s’inversent lorsqu’on compare l’impact de 

cette mutation par rapport a la Cx43 sauvage.  

Quoique nous ne soyons pas en mesure d’expliquer ces résultats, nous pouvons néanmoins 

conclure à un role indéniable de Cx43 sur la migration et la polarisation cellulaires. Il est évident 

que des résidus du C-ter soient impliqués dans cette régulation via différentes voies de 

signalisation dont la phosphorylation et l’interaction Cx43-tubuline/ microtubules. 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

VOLET 2 

Repositionnement de médicaments  

pour cibler Cx43 dans la thérapie du cancer 

Etude in silico 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  



 

93 
 

En raison de leur implication aussi bien dans la suppression des tumeurs que leur progression, 

les connexines et en particulier Cx43, sont apparues comme des cibles thérapeutiques 

intéressantes dans le traitement du cancer.  En effet, le blocage de Cx43 et des gaps jonctions 

de Cx43 peut être une stratégie pertinente dans la thérapie du cancer, puisque le gain de la 

communication jonctionnelle et la réexpression de Cx43 dans les stades avancées du cancer 

stimulent l’extravasation et les métastases (Grek et al., 2015 ; Ryszawy et al., 2014 ; Villares 

et al., 2011) 

Les peptides conçus pour bloquer les hémicanaux et les gap jonctions sont disponibles, et ont 

été testés dans différentes pathologies. Ces traitements se sont révélés très prometteurs pour 

réduire l’inflammation et assurer la neuroprotection dans le cas de lésions de la rétine (Huang 

et al., 2018 ; Guo et al., 2016 ), l’amélioration de la cicatrisation de la cornée (Chen et al., 

2009), la réduction de l’activité hémicanal excessive dans le cas de l’ischémie/reperfusion dans 

le cœur et le cerveau (Cotter et al., 2019; Freitas-Andrade et al.,  2019 ; Schulz  et al., 2015 ; 

Iyyathurai et al., 2013 ; Hawat et al., 2010), l’atténuation de l’hypersensibilité à la douleur 

(Tonkin et al., 2018), la cicatrisation du derme chez les diabétiques (Montgomery et al., 2018; 

Grek et al., 2015 ; Pollok et al., 2011; Wright et al., 2009). 

Concernant les cancers, un traitement avec le peptide ACT1, s’est avéré efficace pour 

augmenter la communication cellulaire entrainant une perturbation de la prolifération et une 

induction de l’apoptose dans les cellules cancéreuses du sein, mais pas dans les cellules 

normales. Ce traitement entraine aussi un effet Bystander lorsque le traitement avec le peptide 

ACT1 est combiné au tamoxifen ou au lapatinib (Grek et al., 2015) . Lamouille et al. (2017) 

ont également développé un peptide, le JM2 pour entrer en compétition avec Cx43 pour 

l’interaction avec les microtubules et améliorer la sensibilité des cellules du glioblastome à un 

traitement chimiothérapie. 

Il serait intéressant d’utiliser une autre approche thérapeutique, appelée repositionnement des 

médicaments, pour identifier des molécules déjà connues et utilisées pour cibler la Cx43. Cette 

approche a l’avantage d’être moins couteuse et plus rapide (Naveja et al., 2016) . Elle est 

actuellement considérée comme une alternative pour trouver de nouvelles utilisations de 

médicaments anciens/existants/ disponibles, pour traiter d'autres maladies en dehors des 

indications préétablies (Senger et al., 2020)  

La notion de repositionnement exclut toute modification structurelle du médicament. Au lieu 

de cela, le repositionnement utilise dans une nouvelle indication, soit les propriétés biologiques 

pour lesquelles le médicament a déjà été approuvé (éventuellement selon une formulation 
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différente, à une nouvelle dose ou via une nouvelle voie d’administration), soit les propriétés 

secondaires d’un médicament qui sont donc ses effets indésirables (Jourdan et al., 2020) 

Le repositionnement des médicaments utilise couramment les outils bio-informatiques du 

docking moléculaire (Vijesh et al., 2011). Cet outil est devenu de plus en plus important dans 

la recherche pharmaceutique (Meng et al., 2011). 

Le deuxième volet de cette thèse s’inscrit dans ce contexte. Il s’agit d’une une étude in silico, 

visant à rechercher parmi les médicaments approuvés par la Food Drug Administration (FDA), 

des molécules susceptibles de cibler la Cx43 dans le cadre de la lutte contre le cancer.
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I- MATERIELS ET METHODES 

1- Recherche du récepteur et des ligands 

Le récepteur correspond à la structure du domaine Cx43 C-terminal lié à la tubuline (ID PDB : 

2LL2) disponible au niveau du site de la banque de données sur les protéines (www.rcsb.org).  

Il s’agit du peptide K26D, un peptide de 26 acides aminés s'étendant de K234 à D259 de 

l'extrémité C terminale de Cx43, et capable d'interagir avec tubuline/microtubules, comme 

démontré par Saidi Brikci-Nigassa et al. (2012) par des expériences de RMN (figure 25) 

 

 

Figure 25 : Représentation schématique de la Cx43 humaine et du peptide K26D dérivé du 

domaine de liaison Cx43 à la tubuline (Saidi Brikci-Nigassa et al., 2012) 

Concernant les ligands, nous avons utilisé la base de données DrugBank, section des petites 

molécules (https://www.drugbank.ca/about) pour obtenir tous les médicaments approuvés 

par la FDA (Wishart et al., 2018). Des structures non uniques ont été supprimées au cours du 

processus et 1615 composés ont été sélectionnés.  

2- Screening virtuel  

Nous avons utilisé l'outil Pyrx pour le dépistage virtuel (Dallakyan et Olson, 2015 ; Trott et 

Olson, 2010). Les fichiers pdbqt d'entrée pour Autodock Vina et les étapes de minimisation ont 

été générés par l'outil Pyrx. Enfin, pour cribler les composés choisis par rapport à la cible, nous 

avons utilisé le programme AutoDock Vina. Pour chaque molécule, un total des huit meilleures 

poses a été retenu de la course d'amarrage. Les interactions 2D ont été réalisées dans Biovia 

Discovery Studio.  

3- Simulation de dynamique moléculaire 

Pour d'autres évaluations, les médicaments les plus intéressants ont été choisis pour la 

simulation de la dynamique moléculaire. Les simulations DM ont été réalisées à l'aide du 

progiciel GROMACS 5.1.5 (Best et al., 2012). Le champ de force CHARMM 36 a été utilisé 

pour les complexes. Nous avons utilisé le serveur SWISSPARAM pour la préparation des 

coordonnées et de la topologie des ligands. L'étude a appliqué des quantités appropriées d'ions 

http://www.rcsb.org/
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chlorure et de sodium à toutes les boîtes de simulation pour neutraliser le système. La condition 

aux limites périodiques (PBC) a été appliquée le long de chaque axe de boîte de simulation, et 

le modèle d'eau SP3 a également été utilisé pour la solvatation du système (Nosé, 1984) dans 

chaque système de simulation. Les simulations DM ont été effectuées via une interaction 

électrostatique à courte portée ainsi qu'une distance de coupure de 1,2 nm pour l'interaction de 

van der Waals. L'interaction électrostatique à longue portée a été calculée par l’algorithme 

Particle Mesh Ewald (PME). L'algorithme de descente la plus raide a rempli la minimisation 

d'énergie de tous les systèmes, puis l'ensemble NVT pour 500 ps a équilibré tous les systèmes. 

Ensuite, l'ensemble NPT a progressivement dirigé l'équilibrage de chaque système et la 

température de l'algorithme Nose-Hoover (Hoover, 1985 ; Nosé, 1984) a été conservée à une 

température de 310 K. Lors de l'équilibrage du NPT, le barostat de Parrinello-Rahman 

(Parrinello et Rahman, 1981) a maintenu les pressions à 1 bar. La simulation DM (dynamique 

moléculaire) a été réalisée pour les complexes en 100 ns.



VOLET 2         RESULTATS 

97 
 

II- RESULTATS 

1- Docking moléculaire 

L'analyse de l’amarrage a fourni plusieurs configurations qui ont été notées pour déterminer les 

modes de liaison favorables. Les composés retenus sont représentés dans le tableau 4 

 

Tableau 4 : Composés retenus après analyse de l'amarrage moléculaire 

Ligands 

 

Code zinc ΔG (kcal/ml) Poids moleculaire 

(g/mol) 

 

  Lumacaftor 

 

  

64033452 

   

-8,8 

 

 

452,4 

 

  Nilotinib 

 

 

6716957 

 

-8,7 

 

529,5 

 

 

 Ponatinib 

 

 

36701290 

 

-8,5 

 

532,6 

  

 Lomitapide 

 

 

  27990463 

 

-8,2 

 

693,7 

ΔG : Energie libre de Gibbs 

Les codes varient pour la même molécule d’une base de données à une autre. Le code zinc 

correspond au code unique de la molécule sélectionnée dans le site utilisé 

(https://zinc.docking.org) 

Les interactions entre les acides aminés du peptide Cx43 et les composés retenus ont ensuite 

été déterminées à l'aide du visualiseur Discovery studio 

Les résultats ont montré que les molécules avec des énergies de liaison fortes, se lient 

habituellement aux résidus Val7, His15, Ala16 and Lys25 (figure 26) 
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Figure 26 : Interactions des composés sélectionnés avec le domaine C-terminal de Cx43 

 

La figure 26 révèle également que tous les composés présentent des interactions hydrophobes 

élevées avec les acides aminés du domaine Cx43 C-terminal, qui contribuent probablement aux 

scores d'énergie élevés observés. Ceci est en partie en relation avec les cycles aromatiques dans 

la structure des composés étudiés.  

Les interactions se produisant entre les acides aminés du récepteur peptidique et les composés 

retenus ont été ensuite déterminées à l'aide du visualiseur Discovery studio 

2- Simulations de dynamique moléculaire  

Les simulations de dynamique moléculaire (DM) sont des méthodes in silico permettant 

d’obtenir des données dynamiques à une résolution spatiale atomique (Kumar et al., 2020 ; 
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Benson et Daggett, 2012). C'est pourquoi, les composés retenus ont été soumis à ces 

simulations pendant 100 ns pour analyser la stabilité des complexes.  

La RMSD (Root Mean Square Deviation) plot est habituellement utilisée pour comprendre la 

stabilité du complexe (figure 27). Elle représente la déviation des coordonnées atomimques du 

carbone alpha. De très grandes valeurs indiquent que les structures sont différentes. 

 

Le peptide en complexe avec le Nilotinib (bleu) a montré la RMSD la plus stable, autour de 0,4 

nm, au cours des 100 ns de simulation. Le complexe Ponatinib est également stable autour de 

0,4 nm mais une légère augmentation a été observée après une simulation de 70 ns tandis que 

les valeurs RMSD pour les complexes Lumacaftor et Lomitapide ont montré une forte 

fluctuation, ce qui indique que ces complexes subissent des changements de conformation 

(Figure 27).  

Figure 27: Graphiques RMSD  

Pour le domaine Cx43 C-terminal (noir), le domaine Cx43 C-terminal-Lomitapide (rouge), le 

domaine Cx43 C-terminal-Ponatinib (vert), le domaine Cx43 C-terminal- Nilotinib (bleu) et 

le domaine Cx43 C-terminal -Lumacaftor (orange)  
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Le rayon de giration (Rg) est calculé pour déterminer la compacité du système au cours du 

temps. Des valeurs faibles indiquent une plus grande stabilité tandis que des valeurs Rg élevées 

expliquent une faible compacité. Comme il apparaît sur la figure 28, les complexes Lomitapide 

et Lumacaftor présentent des valeurs Rg élevées indiquant une faible stabilité. Le complexe 

Ponatinib montre une stabilité plus élevée jusqu'à 65 ns, et des valeurs plus élevées sont 

observées jusqu'à 100 ns révélant moins de stabilité. D'autre part, le complexe Nilotinib a donné 

des valeurs de Rg (environ 0,75 nm) indiquant la plus grande compacité du système et donc 

une stabilité accrue.  

 

 

Figure 28: Graphiques Rg 

Pour le domaine Cx43 C-terminal (noir), le domaine Cx43 C-terminal-Lomitapide (vert), le 

domaine Cx43 C-terminal-Ponatinib (rouge), le domaine Cx43 C-terminal- Nilotinib (bleu) et 

Cx43 domaine C-terminal-Lumacaftor 
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La liaison hydrogène joue un rôle essentiel dans la détermination de la force de liaison entre les 

composés et le domaine Cx43 C-terminal. Durant tout le temps de la simulation, le Nilotinib 

(bleu) exhibe un nombre de liaisons hydrogène variant entre 2 et 4, tandis que le Ponatinib a 

montré un nombre plus élevé de liaisons hydrogène entre 25 et 65 ns qui a significativement 

diminué entre 65 et 100 ns (figure 29). Ceci est conforme aux changements observés dans la 

RMSD (figure 27). Les deux autres complexes ont montré des schémas de tracé similaires avec 

un faible nombre de liaisons hydrogène le long de la simulation, ce qui est également conforme 

aux tracés RMSD Rg (figure 28)  

 

Figure 29: Graphiques des liaisons hydrogènes 

Pour le domaine Cx43 C-terminal-Lomitapide (rouge), le domaine Cx43 C-terminal-Ponatinib 

(vert), le domaine Cx43 C-terminal- Nilotinib (bleu) et le domaine Cx43 C-terminal-

Lumacaftor (orange)  
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III- DISCUSSION 

Les connexines en particulier la connexine ubiquitaire Cx43 jouent un role important dans les 

processus de tumorigénèse et cancérogenèse. Il est donc naturel et intéressant de concevoir des 

médicaments ciblant ces protéines, dans le traitement des nombreux cancers impliquant les 

connexines. 

Il est par ailleurs judicieux d’utiliser l’approche du repositionnement des médicaments à cette 

fin.  Ce processus qui consiste à trouver, pour les médicaments existants, de nouvelles 

indications pharmacologiques et thérapeutiques, est devenu depuis les années 2000, une activité 

de l’industrie pharmaceutique à part entière (Jourdan et al., 2020). Plusieurs médicaments ont 

été repositionnés avec succès, le plus célèbre d’entre eux étant le Viagra. En 1998, Pfizer 

commercialisa le sildenafil, un vasodilatateur pulmonaire, pour la dysfonction erectile sous la 

marque Viagra (Novac, 2003 ; Humbert et al., 2002) 

Le repositionnement des médicaments utilise de plus en plus les programmes bio-informatiques 

de docking et simulation moléculaires. Ces outils de plus en plus innovants et performants 

permettent de prédire des interactions qu’il serait couteux et fastidieux de tester au laboratoire. 

Ils permettent en effet d’orienter la recherche et d’économiser un temps précieux (Warren et 

al., 2006). 

Grace à cette approche expérimentale, nous avons identifié plus de 1600 molécules 

médicamenteuses, approuvées par la FDA et susceptibles de cibler Cx43 pour une éventuelle 

utilisation thérapeutique dans le cancer. 

Nous n’en avons sélectionné que quatre en raison de leur forte énergie de liaison, leur 

disponibilité et leurs effets indésirables minimes. Les quatre molécules sélectionnées 

appartiennent à différentes classes de médicaments  

Le Lumafactor, est utilisé dans le traitement de la mucoviscidose, chez les patients 

homozygotes pour la délétion Phe en position 508 du récepteur CFTR. Cet acide benzoïque est 

utilisé en association avec l'ivacaftor et agit en améliorant le transport des protéines CFTR vers 

la membrane cellulaire (Connett, 2019; Talamo Guevera et McColley, 2017; Deeks, 2016). 

Le Lomitapide est un inhibiteur microsomal de la protéine de transfert des triglycérides utilisé 

chez les patients homozygotes atteints d'hypercholestérolémie familiale (Cuchel et al., 2013). 

Bien que largement utilisé pour traiter l'hypercholestérolémie, le Lomitapide a récemment 

montré une activité anti-SARS-CoV-2 sur les tests antiviraux CPE traditionnels (score = - 9,96 

kcal/mol). De plus, le Lomitapide a également été prédit pour inhiber la protéine Spike avec un 

score d'amarrage de -9,26 kcal / mol, suggérant un potentiel multi-cibles (Yin et al., 2020). 
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Cette molécule appartient à la classe des composés organiques appelés fluorènes (Cuchel et 

al., 2013). Le Lomitapide fait également partie des classes des benzamides, fluorènes et 

pipéridines (Yasu et al., 2018 ; Cuchel et al., 2013). Quant au Ponatinib et au Nilotinib, ils 

appartiennent tous deux à la classe des inhibiteurs de tyrosine kinase, et tous deux sont utilisés 

dans le traitement de la leucémie myéloïde chronique (Lunghi et al., 2021; Price et al., 2013 ;  

Haouala et al., 2011) . Le Ponatinib est couramment indiqué pour le traitement de la leucémie 

myéloïde chronique (LMC), dans chaque phase de la maladie résistante au Dasatinib et au 

Nilotinib (Cortes et al., 2018 ; Massaro et al., 2018). Plusieurs essais ont montré que ce 

médicament a une activité inhibitrice contre la kinase BCR-ABL1 et plusieurs mutations ABL1. 

Également connu sous le nom d'AP24534, ce benzamide peut cibler de nombreuses tyrosine 

kinases impliquées dans des cancers autres que la LMC et la LAL (leucémie aigue 

lymphoblastique), notamment le cancer du foie, le glioblastome, le carcinome de la thyroïde et 

les tumeurs stromales gastro-intestinales (Tan et al., 2019). Cependant, il est à noter que ce 

médicament est associé à des risques cardiovasculaires graves et dose-dépendants (Cortes et 

al., 2018 ; Massaro et al., 2018). Un essai clinique de phase I en 2006, a montré que le 

Nilotinib, également connu sous le nom d'AMN107, était relativement sûr et offrait des 

avantages thérapeutiques importants dans les cas de LMC qui se sont révélés résistants au 

traitement par Imatinib (Gleevec), un autre inhibiteur de tyrosine kinase utilisé comme premier 

traitement en ligne de la LMC (Sacha et Saglio, 2018 ; Pagan et al., 2016 a et b; Haouala et 

al., 2011). Chimiquement, il s'agit d'un dérivé d'aminopyrimidine, qui réduit le taux de 

transcription BCL-ABL (≤ 10 % en 3 mois) ainsi que le risque de transformation en stades 

avancés de LMC. Cependant, le Nilotinib doit être utilisé avec prudence chez les patients 

présentant des risques cardiovasculaires (Sacha et Saglio, 2018). À faibles doses, le Nilotinib 

pénètre la barrière hémato-encéphalique entraînant une réduction du stress oxydatif et une 

protection des neurones, il augmente également les niveaux de dopamine et améliore les 

résultats cognitifs et moteurs dans les modèles de la maladie de Parkinson et de la maladie 

d'Alzheimer (Pagan et al., 2016 a et b).  

Le screening moléculaire ne constitue qu’une étape préliminaire dans le processus de 

repositionnement. En effet, les logiciels d’amarrage moleculaire sont utiles pour étudier 

l’interaction des principes actifs des médicaments, souvent de petites molécules (ligands) avec 

la cible biologique d’intérêt, généralement protéique (récepteur), afin d’influencer le 

mécanisme dans lequel cette protéine est impliquée (Warren et al., 2006)  

 Des analyses de simulation de dynamique moléculaire sont ensuite nécessaires pour étudier la 

stabilité du complexe récepteur-ligand.  Les résultats de la RMSD et la Rg, ainsi que l’étude 
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des liaisons hydrogène, suggèrent que le domaine Cx43 C-terminal en complexe avec le 

Lomitapide et le Lumacaftor est peu stable durant la simulation, tandis que le Ponatinib montre 

une stabilité plus élevée pendant les 65 premières ns de la simulation. Le complexe Nilotinib 

est clairement le meilleur composé, selon les valeurs RMSD et Rg pendant toute la simulation. 

Il est donc le meilleur candidat comme médicament potentiel ciblant Cx43. 
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CONCLUSION GENERALE 

Cette thèse a été construite sur deux axes de recherche. Le premier est une étude in vitro, réalisée 

sur des cellules en culture, le deuxieme est une étude in silico, réalisée par les outils bio-

informatiques de l’amarrage et la simulation moléculaires. 

Le premier axe constitue la partie principale de notre recherche, et vise a déterminer 

l’implication du C-ter de Cx43 dans la migration et la polarisation cellulaires.   

L’extrémité C- terminale de Cx43 est critique pour la régulation du transport, l’adressage à la 

membrane plasmique et la formation des gap jonctions. Cette régulation s’effectue 

principalement par la phosphorylation des résidus serine, threonine et tyrosine du C-ter. Ce 

dernier est également le siège d’interaction de la Cx43 avec les kinases ainsi que plusieurs de 

ses partenaires protéiques dont les protéines du cytosquelette. La Cx43 est la seule connexine 

capable d’interagir avec le cytosquelette de microtubules. Cette interaction serait selon la 

literature impliquée dans la migration des cellules, notamment au cours de l’embryogénèse, 

ainsi que dans le cancer. D’autres voies de signalisation impliquant le C-ter de Cx43 impactent 

la migration cellulaire. Selon la littérature, cet impact n’est pas toujours associé et/ou influencé 

par la fonction de perméabilité et communication intercellulaire assurée par les connexines au 

sein des gap jonctions. 

Afin d’explorer le role de la phosphorylation de Cx43 et son interaction avec le réseau de 

microtubules, dans le processus de migration et polarisation cellulaires, nous avons sélectionné 

au niveau du C-ter 4 sites à muter.  Il s’agit des résidus serines en position 262 et 368, la tyrosine 

en position 247 et l’arginine en position 239. Trois de ces sites sont phosphorylables et deux 

seraient impliqués dans l’interaction Cx43-tubuline/ microtubules. Nous avons ensuite réalisé 

des constructions plasmidiques contenant chacune un de ces sites mutés. Le choix de ces sites 

est basé sur des données de la littérature qui supposent que ces résidus seraient associés au 

processus de migration cellulaire régulé par la connexine 43.  

D’autre part, et afin d’explorer l’importance de l’extremité C-terminale dans la migration, nous 

avons realisé des constructions plasmidiques codant pour le C-ter seul. Deux peptides de 

longueurs differentes ont été générés ainsi: le peptide s’étendant du résidu 234-364, et le peptide 

s’étendant du residu 228-364. 

Ces plasmides sont ensuite introduits dans des cellules en culture pour tester leurs effets sur la 

perméabilité cellulaire, l’organisation du cytosquelette de microtubule, et les paramétres de la 
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migration cellulaire. Trois types cellulaires ont été selectionnés pour mener cette etude in vitro, 

les cellules HeLa déprouvues de connexines, les cellules NRK et MDCK exprimant la Cx43. 

Les résultats ont montré que globalement la sur-expression des différents isoformes, aussi bien 

les formes longues et mutées de la connexine, que les formes courtes, ne désorganisent pas le 

réseau de microtubules. En revanche la perméabilé cellulaire est altérée  dans les cellules NRK, 

lorsque les peptides correspondant au C-ter de Cx43 sont sur-exprimées, malgré la presence de 

la connexine endogène.  

Par ailleurs, la localisation des deux peptides correspodant au C-ter de Cx43, varie. En effet, la 

forme courte se retrouve dans le noyau alors que la forme longue est adressée à la membrane 

plasmique.   

Concernant la migration et la polarisation cellulaires, les résultats ont montré des effets 

variables selon la sur-expression des différents isoformes de Cx43, longs, mutés et courts, mais 

aussi selon le type cellulaire testé, et le parametre analysé. 

Il s’avère de maniere générale, que la sur-expression de Cx43 et ses différents variants, altèrent 

la polarisation cellulaire au cours de la migration, quelque soit le type cellulaire testé. 

En ce qui concerne la vitesse de migration, la sur-expression de la Cx43 sauvage, mutée ou 

tronquée dans les cellules NRK accélère le déplacement des cellules a l’exception de la 

mutation au niveau de S368. La conversion de ce site phosphorylable en alanine, bien que 

n’affectant pas la permeabilité cellulaire, réduit significativement la migration des cellules. 

Pardoxalement, les C-ter qui bloquent les gap jonctions augmentent la vitesse des cellules. 

L’effet inverse est obtenu pour les cellules MDCK, puisque la sur-expression de Cx43 et ses 

isoformes réduit significativement la vitesse des cellules. Ces disparités pourraient etre dues 

aux autres connexines qui sont exprimés dans ces deux types cellulaires, et qui interfèrent avec 

la Cx43 pour réguler la migration cellulaire. 

Il est donc clair que Cx43 module les paramètres de la migration de différentes manières, 

impliquant certainement différentes voies de signalisation, dont la phosphorylation et 

l’interaction avec la tubuline/micrtoubules. Cette regulation pourrait etre independante de la 

perméabilité intercellulaire via les gap jonctions. 

Il est cependant necessaire de prendre ces résultats avec precaution, car d’une part, les tests de 

migration se sont revelés tres laborieux sur les cellules HeLa et peu concluants, etant donné 

qu’il a été impossible de tester tous les variants et que le taux de transfection n’etait pas tres 

satisfaisant. D’autre part, les cellules MDCK et NRK expriment la Cx43 endogène dans 

différentes proportions et dans différentes combinaisons avec les autres connexines, notamment 

au niveau des gap jonctions. 
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Pour des études ultérieures, il serait necessaire de procéder à des transfections stables. Il serait 

également plus approprié de tester les effets des differents isoformes sur des modèles cellulaires 

n’exprimant pas la Cx43 et mieux adaptés aux tests de migration (meilleure adhesion) comme 

les fibroblastes NHI3T3. Il serait judicieux d'étudier les effets des substitutions Ser-Glu qui 

imitent la phosphorylation de la sérine et comparer les résultats à ceux que nous avons obtenus 

dans cette étude. Il serait également pertinent de tester les doubles mutations et même 

l’ensemble des mutations simultanément, car il est évident que la régulation de la migration via 

la Cx43 implique plusieurs voies de signalisation. 

Par ailleurs, et étant donné qu’aucun peptide Cx43 C-terminal n'a été rapporté par la littérature, 

comme pouvant être adressée à la membrane plasmique, il est important de s’y intéresser de 

près. En effet, il serait intéressant d’identifier les sites phosphorylés au cours de son transport a 

la membrane, et d'étudier les changements de conformation lors de ces événements de 

phosphorylation, aussi bien au sein du connexon et/ou gap jonction, que lorsqu’il est seul. Ceci 

pourrait aider a comprendre les effets compétitifs du Cx34Ct-228 observés dans le présent 

travail et sa capacité à s'adresser à la membrane plasmique.  

Le deuxième axe de cette recherche s’est intéressé à l’utilisation de Cx43 comme cible 

thérapeutique dans les cancers impliquant cette protéine. En effet, le rétablissement de la 

communication via les gap jonctions ainsi qu’une sur-expression de Cx43 seraient associées à 

la progression de nombreux cancers. 

Pour cette partie de l’étude nous avons tenté un repositionnement de médicaments approuvés 

par la FDA, en utilisant les outils de l’amarrage et de la simulation moléculaires. Le docking a 

permis de ressortir plus de 1600 molecules capables d’interagir avec Cx43, avec des affinités 

de liaison variables. Nous en avons sélectionné quatre, appartenant a différentes classes 

thérapeutiques, puis nous les avons soumises à des tests de simulation de la dynamique 

moléculaire afin de déterminer les interactions les plus stables. Les résultats de ces analyses ont 

permis de sélectionner le Nilotinib, un inhibiteur de tyrosine kinase utilisé dans le traitement 

des LMC, comme étant le meilleur candidat pour le ciblage de Cx43. Le Nilotinib pourrait donc 

etre repositonné dans le traitement d’autres cancers impliquant Cx43. 

Il est clair que les connexines en particulier la connexine 43, jouent un role crucial dans la vie 

cellulaire, aussi bien dans les conditions physiologiques normales que dans les conditions 

pathologiques. Leur étude est donc pertinente dans le cadre de nombreuses pathologies en 

dehors du cancer, ainsi que leur utilisation comme cible thérapeutique.  
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Il serait intéressant de tester par les techniques d’amarrage et simulation de la dynamique 

cellulaires, l’interaction du Nilotinib avec d’autres connexines impliquées dans le cancer, autre 

que la Cx43, afin de pouvoir le repositionner dans une plus large gamme de cancers. 

 Toutefois, le repositionnement des médicaments est une approche simple et rapide mais pas 

suffisante, elle doit donc être complétée par des études in vitro. Il est nécessaire de confirmer 

cette interaction, dans des cellules cancéreuses, par des techniques de biologie moléculaire 

d’une part, et d’autre part confirmer les effets potentiellement inhibiteurs sur la progression des 

cancers impliquant Cx43. 

Il est intéressant également d’explorer les effets de cette interaction sur la migration des cellules 

en culture exprimant Cx43, et des cellules cancéreuses impliquant cette même protéine. 
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ANNEXES  

Analyse des résultats de la quantification de la migration cellulaire par le test de Tukey 

Annexe 1 : Comparaison des différents paramètres entre les différents isoformes dans 

les cellules NRK 

 Directionalité (D) 

One-way ANOVA: DC; DCx43; DR239; DY247; DS262; DS368; DCt228; DCt234; 
DCt234m  
 
Source   DF       SS      MS      F      P 

Factor    8   4,2671  0,5334  24,57  0,000 

Error   491  10,6572  0,0217 

Total   499  14,9243 

 

Grouping Information Using Tukey Method 

 

          N    Mean  Grouping 

DC       60  0,7876  A 

DCt228   62  0,7626  A B 

DCt234   58  0,7229  A B C 

DR239    54  0,6997    B C 

DCt234m  52  0,6964    B C 

DY247    64  0,6745      C 

DCx43    58  0,6670      C 

DS262    30  0,6621    B C 

DS368    62  0,4605        D 

 

Means that do not share a letter are significantly different. 

 

One-way ANOVA: DC; DCt228; DCt234  
 
Source   DF      SS      MS     F      P 

Factor    2  0,1250  0,0625  4,22  0,016 

Error   177  2,6234  0,0148 

Total   179  2,7484 

 

Grouping Information Using Tukey Method 

 

         N    Mean  Grouping 

DC      60  0,7876  A 

DCt228  62  0,7626  A B 

DCt234  58  0,7229    B 

 

Means that do not share a letter are significantly different. 

 

One-way ANOVA: DC; DCx43; DS368  
 
Source   DF      SS      MS      F      P 

Factor    2  3,3444  1,6722  61,35  0,000 

Error   177  4,8243  0,0273 

Total   179  8,1688 

 

Grouping Information Using Tukey Method 

 

        N    Mean  Grouping 

DC     60  0,7876  A 

DCx43  58  0,6670    B 

DS368  62  0,4605      C 

 

One-way ANOVA: DC; DCx43  
 
Source   DF      SS      MS      F      P 
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Factor    1  0,4284  0,4284  22,63  0,000 

Error   116  2,1956  0,0189 

Total   117  2,6240 

Grouping Information Using Tukey Method 

 

        N    Mean  Grouping 

DC     60  0,7876  A 

DCx43  58  0,6670    B 

 

One-way ANOVA: DC; DCx43; DR239; DY247; DS262; DS368  
 
Source   DF       SS      MS      F      P 

Factor    5   3,5421  0,7084  26,87  0,000 

Error   322   8,4893  0,0264 

Total   327  12,0314 

Grouping Information Using Tukey Method 

 

        N    Mean  Grouping 

DC     60  0,7876  A 

DR239  54  0,6997    B 

DY247  64  0,6745    B 

DCx43  58  0,6670    B 

DS262  30  0,6621    B 

DS368  62  0,4605      C 

 

Means that do not share a letter are significantly different. 

 

One-way ANOVA: DC; DCx43; DCt228; DCt234; DCt234m  
 
Source   DF      SS      MS     F      P 

Factor    4  0,5556  0,1389  9,07  0,000 

Error   285  4,3635  0,0153 

Total   289  4,9191 

 

Grouping Information Using Tukey Method 

 

          N    Mean  Grouping 

DC       60  0,7876  A 

DCt228   62  0,7626  A B 

DCt234   58  0,7229    B C 

DCt234m  52  0,6964      C 

DCx43    58  0,6670      C 

 

Means that do not share a letter are significantly different. 

 

One-way ANOVA: DCt234; DCt234m  
 
Source   DF      SS      MS     F      P 

Factor    1  0,0193  0,0193  1,32  0,253 

Error   108  1,5778  0,0146 

Total   109  1,5970 

 

Grouping Information Using Tukey Method 

 

          N    Mean  Grouping 

DCt234   58  0,7229  A 

DCt234m  52  0,6964  A 

 

Grouping Information Using Tukey Method 

 

 Centre de masse (CM) 

 
One-way ANOVA: CMC; CMCx43; CMR239; CMY247; CMS262; CMS368; CMCt228; ...  

 
Source   DF       SS     MS     F      P 
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Factor    8    48429   6054  0,47  0,880 

Error   491  6378485  12991 

Total   499  6426914 

 

Grouping Information Using Tukey Method 

 

           N   Mean  Grouping 

CMC       60  196,2  A 

CMS368    62  188,2  A 

CMS262    30  184,4  A 

CMCt234   58  173,1  A 

CMR239    54  172,9  A 

CMCt234m  52  172,0  A 

CMY247    64  170,9  A 

CMCx43    58  170,0  A 

CMCt228   62  165,1  A 

 

Means that do not share a letter are significantly different. 

 

 Distance accumulée (DA) 

 
One-way ANOVA: DAC; DACx43; DAR239; DAY247; DAS262; DAS368; DACt228; ...  

 
Source   DF       SS      MS      F      P 

Factor    8  1161156  145145  31,81  0,000 

Error   491  2240117    4562 

Total   499  3401273 

 

Grouping Information Using Tukey Method 

 

           N    Mean  Grouping 

DACt234m  52  270,88  A 

DACt234   58  232,24  A B 

DACx43    58  216,76    B C 

DAS262    30  204,64    B C 

DAR239    54  188,87      C 

DACt228   62  188,03      C 

DAY247    64  181,97      C 

DAC       60  124,43        D 

DAS368    62  108,76        D 

Means that do not share a letter are significantly different. 

 

One-way ANOVA: DAC; DACx43  
 
Source   DF       SS      MS      F      P 

Factor    1   251462  251462  27,56  0,000 

Error   116  1058366    9124 

Total   117  1309829 

 

Grouping Information Using Tukey Method 

 

         N    Mean  Grouping 

DACx43  58  216,76  A 

DAC     60  124,43    B 

 

Means that do not share a letter are significantly different. 

 

One-way ANOVA: DACx43; DAR239; DAY247; DAS262; DAS368  
 
Source   DF       SS      MS      F      P 

Factor    4   412431  103108  16,73  0,000 

Error   263  1621162    6164 

Total   267  2033593 

 

Grouping Information Using Tukey Method 
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         N    Mean  Grouping 

DACx43  58  216,76  A 

DAS262  30  204,64  A 

DAR239  54  188,87  A 

DAY247  64  181,97  A 

DAS368  62  108,76    B 

 

One-way ANOVA: DACx43; DACt228; DACt234; DACt234m  
 
Source   DF       SS     MS      F      P 

Factor    3   201161  67054  10,33  0,000 

Error   226  1466941   6491 

Total   229  1668102 

 

Grouping Information Using Tukey Method 

 

           N    Mean  Grouping 

DACt234m  52  270,88  A 

DACt234   58  232,24  A B 

DACx43    58  216,76    B C 

DACt228   62  188,03      C 

 

Means that do not share a letter are significantly different. 

 

One-way ANOVA: DEC; DECx43; DER239; DEY247; DES262; DES368; DECt228; ...  
 
Source   DF       SS     MS      F      P 

Factor    8   726113  90764  39,62  0,000 

Error   506  1159076   2291 

Total   514  1885189 

 

Grouping Information Using Tukey Method 

 

           N    Mean  Grouping 

DECt234m  52  187,21  A 

DECt234   58  167,13  A B 

DECt228   62  142,65    B C 

DECx43    58  139,63    B C D 

DES262    30  133,32      C D 

DER239    54  128,25      C D 

DEY247    79  114,74        D E 

DEC       60   97,38          E 

DES368    62   51,44            F 

 

Means that do not share a letter are significantly different. 

 

 

 Distance euclidienne (DE) 

 
One-way ANOVA: DECx43; DER239; DEY247; DES262; DES368  
 
Source   DF       SS     MS      F      P 

Factor    4   299493  74873  27,60  0,000 

Error   278   754112   2713 

Total   282  1053605 

 

Grouping Information Using Tukey Method 

 

         N    Mean  Grouping 

DECx43  58  139,63  A 

DES262  30  133,32  A B 

DER239  54  128,25  A B 

DEY247  79  114,74    B 

DES368  62   51,44      C 

 

Means that do not share a letter are significantly different. 
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One-way ANOVA: DECx43; DECt228; DECt234; DECt234m  
 
Source   DF      SS     MS     F      P 

Factor    3   83385  27795  9,10  0,000 

Error   226  690556   3056 

Total   229  773940 

 

Grouping Information Using Tukey Method 

 

           N    Mean  Grouping 

DECt234m  52  187,21  A 

DECt234   58  167,13  A B 

DECt228   62  142,65    B C 

DECx43    58  139,63      C 

 

Means that do not share a letter are significantly different. 

 

 

 Vitesse (V) 

 
One-way ANOVA: VC; VCx43; VR239; VY247; VS262; VS368; VCt228; VCt234; VCt234m  
 
Source   DF       SS       MS      F      P 

Factor    8  0,39866  0,04983  38,83  0,000 

Error   506  0,64936  0,00128 

Total   514  1,04802 

 

Grouping Information Using Tukey Method 

 

          N     Mean  Grouping 

VCt234   58  0,14041  A 

VCt234m  52  0,13496  A 

VY247    79  0,13303  A 

VCt228   62  0,12818  A B 

VCx43    58  0,12177  A B 

VR239    54  0,11333    B 

VS262    30  0,10497    B C 

VC       60  0,08578      C 

VS368    62  0,05167        D 

 
One-way ANOVA: VCx43; VR239; VY247; VS262; VS368  
 
Source   DF       SS       MS      F      P 

Factor    4  0,25807  0,06452  37,83  0,000 

Error   278  0,47415  0,00171 

Total   282  0,73222 

 

Grouping Information Using Tukey Method 

 

        N     Mean  Grouping 

VY247  79  0,13303  A 

VCx43  58  0,12177  A B 

VR239  54  0,11333  A B 

VS262  30  0,10497    B 

VS368  62  0,05167      C 

 

Means that do not share a letter are significantly different. 

 

One-way ANOVA: VCx43; VCt228; VCt234; VCt234m  
 
Source   DF       SS       MS     F      P 

Factor    3  0,01138  0,00379  2,98  0,032 

Error   226  0,28718  0,00127 

Total   229  0,29856 
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 Grouping Information Using Tukey Method 
 

          N     Mean  Grouping 

VCt234   58  0,14041  A 

VCt234m  52  0,13496  A B 

VCt228   62  0,12818  A B 

VCx43    58  0,12177    B 

 

Means that do not share a letter are significantly different. 

 

Annexe 2 : Comparaison des différents paramètres entre les différents isoformes dans 

les cellules HeLa 

 Directionalité (D) 

One-way ANOVA: Dc; DGFP; Dcx43; Dy247; Dct228; Dct234  
 
Source   DF       SS      MS      F      P 

Factor    5   3,7919  0,7584  23,32  0,000 

Error   326  10,6020  0,0325 

Total   331  14,3940 

 

Grouping Information Using Tukey Method 

 

         N    Mean  Grouping 

Dc      70  0,5950  A 

DGFP    60  0,5189  A B 

Dy247   22  0,4437    B C 

Dct228  66  0,3690      C 

Dct234  26  0,3535      C 

Dcx43   88  0,3224      C 

 

Means that do not share a letter are significantly different. 

 

 Centre de masse (CM) 

 
One-way ANOVA: CMc; CMGFP; CMcx43; CMy247; CMct228; CMct234  
 
Source   DF       SS     MS     F      P 

Factor    5   200203  40041  4,42  0,001 

Error   326  2952487   9057 

Total   331  3152690 

 
Grouping Information Using Tukey Method 

 

          N    Mean  Grouping 

CMct228  66  203,87  A 

CMcx43   88  197,62  A 

CMc      70  188,67  A 

CMct234  26  171,56  A B 

CMy247   22  166,11  A B 

CMGFP    60  134,43    B 

 

Means that do not share a letter are significantly different. 

 

 

 Distance accumulée (DA) 

 
One-way ANOVA: Dac; DAGFP; DAcx43; DAy247; DAct228; DAct234  
 
Source   DF      SS     MS      F      P 

Factor    5  241724  48345  46,13  0,000 

Error   326  341654   1048 

Total   331  583378 



ANNEXES 

 
 

 
Grouping Information Using Tukey Method 

 

          N    Mean  Grouping 

DAGFP    60  151,00  A 

DAct234  26  110,70    B 

DAy247   22   96,39    B C 

Dac      70   88,15      C 

DAct228  66   87,31      C D 

DAcx43   88   73,07        D 

 

Means that do not share a letter are significantly different. 

 

 Distance euclidienne (DE) 

 
One-way ANOVA: Dec; DEGFP; DEcx43; DEy247; DEct228; DEct234  
 
Source   DF      SS     MS      F      P 

Factor    5  119567  23913  54,90  0,000 

Error   326  142011    436 

Total   331  261578 

 

Grouping Information Using Tukey Method 

 

          N   Mean  Grouping 

DEGFP    60  75,83  A 

Dec      70  52,46    B 

DEy247   22  43,02    B C 

DEct234  26  36,40      C 

DEct228  66  31,85      C 

DEcx43   88  21,85        D 

 

Means that do not share a letter are significantly different. 

 

 Vitesse (V) 

 
One-way ANOVA: Vc; VGFP; Vcx43; Vy247; Vct228; Vct234  
 
Source   DF        SS        MS      F      P 

Factor    5  0,145746  0,029149  33,07  0,000 

Error   324  0,285573  0,000881 

Total   329  0,431319 

 
Grouping Information Using Tukey Method 

 

         N     Mean  Grouping 

VGFP    60  0,10596  A 

Vy247   22  0,10146  A B 

Vc      70  0,09808  A B 

Vct228  65  0,09247  A B 

Vct234  25  0,08099    B 

Vcx43   88  0,05173      C 

 

Means that do not share a letter are significantly different. 

 

Annexe 3 : Comparaison des différents paramètres entre les différents isoformes dans 

les cellules MDCK 

 Directionalité (D) 

One-way ANOVA: Dc; Dcx43; Dr239; Ds262; Ds368; Dct228; Dct234; Dct234m  
 
Source   DF       SS      MS      F      P 

Factor    7   4,4366  0,6338  21,03  0,000 
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Error   314   9,4637  0,0301 

Total   321  13,9003 

 

Grouping Information Using Tukey Method 

 

           N    Mean  Grouping 

Dc        21  0,8418  A 

Ds262     30  0,5608    B 

Dct234m   20  0,5094    B C 

Dcx43     20  0,4676    B C D 

Dct234   102  0,4245      C D 

Dct228    58  0,4062      C D 

Dr239     26  0,3807      C D 

Ds368     45  0,3474        D 

 

Means that do not share a letter are significantly different. 

 

One-way ANOVA: Dc; Dcx43; Dr239; Ds262; Ds368  
 
Source   DF      SS      MS      F      P 

Factor    4  3,9838  0,9960  42,55  0,000 

Error   137  3,2067  0,0234 

Total   141  7,1905 

 

Grouping Information Using Tukey Method 

 

        N    Mean  Grouping 

Dc     21  0,8418  A 

Ds262  30  0,5608    B 

Dcx43  20  0,4676    B C 

Dr239  26  0,3807      C D 

Ds368  45  0,3474        D 

 

Means that do not share a letter are significantly different. 

 

One-way ANOVA: Dc; Dcx43; Dct228; Dct234; Dct234m  
 
Source   DF       SS      MS      F      P 

Factor    4   3,3810  0,8452  26,29  0,000 

Error   216   6,9455  0,0322 

Total   220  10,3265 

 

Grouping Information Using Tukey Method 

 

           N    Mean  Grouping 

Dc        21  0,8418  A 

Dct234m   20  0,5094    B 

Dcx43     20  0,4676    B 

Dct234   102  0,4245    B 

Dct228    58  0,4062    B 

 

Means that do not share a letter are significantly different. 

 

 Centre de masse (CM) 

One-way ANOVA: CMc; CMcx43; CMr239; CMs262; CMs368; CMct228; CMct234; 
CMct234m  
 
Source   DF       SS     MS     F      P 

Factor    7   242241  34606  3,05  0,004 

Error   314  3564616  11352 

Total   321  3806857 

 

Grouping Information Using Tukey Method 

 

            N   Mean  Grouping 

CMct234m   20  211,0  A 
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CMs368     45  197,6  A 

CMct234   102  195,7  A 

CMcx43     20  180,0  A 

CMs262     30  177,1  A 

CMr239     26  155,7  A 

CMct228    58  136,2  A 

CMc        21  125,1  A 

 

Means that do not share a letter are significantly different. 

 

One-way ANOVA: CMc; CMcx43; CMr239; CMs262; CMs368  
 
Source   DF       SS     MS     F      P 

Factor    4    84513  21128  1,59  0,181 

Error   137  1825124  13322 

Total   141  1909637 

 

Grouping Information Using Tukey Method 

 

         N   Mean  Grouping 

CMs368  45  197,6  A 

CMcx43  20  180,0  A 

CMs262  30  177,1  A 

CMr239  26  155,7  A 

CMc     21  125,1  A 

 

Means that do not share a letter are significantly different. 

 

One-way ANOVA: CMc; CMcx43; CMct228; CMct234; CMct234m  
 
Source   DF       SS     MS     F      P 

Factor    4   208985  52246  5,19  0,001 

Error   216  2175609  10072 

Total   220  2384595 

 

Grouping Information Using Tukey Method 

 

            N   Mean  Grouping 

CMct234m   20  211,0  A 

CMct234   102  195,7  A 

CMcx43     20  180,0  A B 

CMct228    58  136,2    B 

CMc        21  125,1  A B 

 

Means that do not share a letter are significantly different. 

 

 Distance accumulée (DA) 

 
One-way ANOVA: Dac; DAcx43; DAr239; DAs262; DAs368; DAct228; DAct234; 
DAct234m  
 
Source   DF       SS     MS      F      P 

Factor    7   555365  79338  16,49  0,000 

Error   314  1510494   4810 

Total   321  2065860 

 Grouping Information Using Tukey Method 
 

            N    Mean  Grouping 

DAs368     45  232,82  A 

DAct234m   20  203,24  A B 

DAct234   102  187,97    B 

DAr239     26  161,39    B C 

DAs262     30  154,71    B C D 

Dac        21  121,28      C D 

DAcx43     20  114,52      C D 

DAct228    58  110,53        D 
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Means that do not share a letter are significantly different. 

 

One-way ANOVA: Dac; DAcx43; DAr239; DAs262; DAs368  
 
Source   DF       SS     MS     F      P 

Factor    4   297911  74478  9,88  0,000 

Error   137  1032559   7537 

Total   141  1330470 

 

Grouping Information Using Tukey Method 

 

         N    Mean  Grouping 

DAs368  45  232,82  A 

DAr239  26  161,39    B 

DAs262  30  154,71    B 

Dac     21  121,28    B 

DAcx43  20  114,52    B 

 

Means that do not share a letter are significantly different. 

 

One-way ANOVA: Dac; DAcx43; DAct228; DAct234; DAct234m  
 
Source   DF      SS     MS      F      P 

Factor    4  328559  82140  32,37  0,000 

Error   216  548115   2538 

Total   220  876674 

 

Grouping Information Using Tukey Method 

 

            N    Mean  Grouping 

DAct234m   20  203,24  A 

DAct234   102  187,97  A 

Dac        21  121,28    B 

DAcx43     20  114,52    B 

DAct228    58  110,53    B 

 

Means that do not share a letter are significantly different. 

 

 Distance euclidienne (DE) 

 
One-way ANOVA: Dec; DEcx43; DEr239; DEs262; DEs368; DEct228; DEct234; 
DEct234m  
 
Source   DF      SS     MS     F      P 

Factor    7  117908  16844  8,69  0,000 

Error   314  608647   1938 

Total   321  726555 

 
Grouping Information Using Tukey Method 

 

            N    Mean  Grouping 

Dec        21  102,02  A 

DEct234m   20  101,83  A 

DEs368     45   90,64  A B 

DEs262     30   89,55  A B C 

DEct234   102   75,27  A B C 

DEr239     26   59,11    B C D 

DEcx43     20   54,59      C D 

DEct228    58   43,84        D 

 

Means that do not share a letter are significantly different. 

 

One-way ANOVA: Dec; DEcx43; DEr239; DEs262; DEs368  
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Source   DF      SS     MS     F      P 

Factor    4   42059  10515  3,54  0,009 

Error   137  407256   2973 

Total   141  449316 

 

Grouping Information Using Tukey Method 

 

         N    Mean  Grouping 

Dec     21  102,02  A 

DEs368  45   90,64  A B 

DEs262  30   89,55  A B 

DEr239  26   59,11  A B 

DEcx43  20   54,59    B 

 

Means that do not share a letter are significantly different. 

 

One-way ANOVA: Dec; DEcx43; DEct228; DEct234; DEct234m  
 
Source   DF      SS     MS      F      P 

Factor    4   89064  22266  19,41  0,000 

Error   216  247773   1147 

Total   220  336837 

 

Grouping Information Using Tukey Method 

 

            N    Mean  Grouping 

Dec        21  102,02  A 

DEct234m   20  101,83  A 

DEct234   102   75,27    B 

DEcx43     20   54,59    B C 

DEct228    58   43,84      C 

 

Means that do not share a letter are significantly different. 

 

 Vitesse (V) 

 
One-way ANOVA: Vc; Vcx43; Vr239; Vs262; Vs368; Vct228; Vct234; Vct234m  
 
Source   DF        SS        MS      F      P 

Factor    7  0,090713  0,012959  19,96  0,000 

Error   314  0,203859  0,000649 

Total   321  0,294571 

 

Grouping Information Using Tukey Method 

 

           N     Mean  Grouping 

Vc        21  0,11551  A 

Vct234m   20  0,09542  A B 

Vs368     45  0,08870    B 

Vct234   102  0,08673    B 

Vs262     30  0,07934    B C 

Vr239     26  0,07472    B C 

Vcx43     20  0,05873      C D 

Vct228    58  0,05320        D 

 

Means that do not share a letter are significantly different. 

 

One-way ANOVA: Vc; Vcx43; Vr239; Vs262; Vs368  
 
Source   DF        SS        MS      F      P 

Factor    4  0,037508  0,009377  12,46  0,000 

Error   137  0,103089  0,000752 

Total   141  0,140597 

 

Grouping Information Using Tukey Method 
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        N     Mean  Grouping 

Vc     21  0,11551  A 

Vs368  45  0,08870    B 

Vs262  30  0,07934    B C 

Vr239  26  0,07472    B C 

Vcx43  20  0,05873      C 

 

Means that do not share a letter are significantly different. 

 

One-way ANOVA: Vc; Vcx43; Vct228; Vct234; Vct234m  
 
Source   DF        SS        MS      F      P 

Factor    4  0,086309  0,021577  35,88  0,000 

Error   216  0,129910  0,000601 

Total   220  0,216219 

 

Grouping Information Using Tukey Method 

 

           N     Mean  Grouping 

Vc        21  0,11551  A 

Vct234m   20  0,09542  A B 

Vct234   102  0,08673    B 

Vcx43     20  0,05873      C 

Vct228    58  0,05320      C 

 

Means that do not share a letter are significantly different. 
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Annexe 4 : Effet de l’isoforme Cx43S368A sur la taille des cellules 

 

 

Impact de la mutation S368A sur la morphologie et la taille des cellules NRK.  

(A) Les cellules NRK transfectées par la construction Cx43S368A sont significativement plus 

grandes que les cellules NRK transfectées par le plasmide Cx43wt. (B) Quantification de la 

taille des cellules avec ROI manager (logiciel ImageJ) à partir d'images de microscopie vidéo. 

Pour chaque variant une trentaine de cellules transfectées ont été analysées et la moyenne de 

chaque paramètre comparée à celle du type sauvage une par une. Les données sont présentées 

sous forme de moyenne ± SEM. La signification a été déterminée par ANOVA unidirectionnelle, 

le post-test de Dunnett. *p<0,05, **p <0,01, ***p <0,005, ****p <0,0001, ns, non significatif 

 

 



 

 
 

Résumé 

Cx43 est une protéine membranaire ubiquitaire de la famille des connexines, les protéines qui 

forment les gap jonctions, structures assurant la communication intercellulaire. Au sein des 

canaux lacunaires et/ou indépendamment de cette fonction, les connexines et en particulier 

Cx43 régule plusieurs processus dont la migration cellulaire et la cancérogenèse.  

Le but de cette recherche est d’étudier in vitro, l’impact de Cx43 et en particulier son extrémité 

C-terminale sur la migration et la polarisation cellulaire. Elle vise également par une étude in 

silico, à repositionner des médicaments dans le cadre de l’utilisation de cette protéine comme 

cible thérapeutique dans le traitement des cancers impliquant Cx43. 

Les résultats révèlent un effet indéniable et très hétérogène de Cx43 sur la migration et la 

polarisation cellulaire. Les effets varient selon les types cellulaires testés, les variants Cx43 

étudiés et les paramètres analysés. Cx43 impacte la migration via des évènements de 

phosphorylation et éventuellement l’interaction de Cx43 avec la tubuline/microtubules  

En ce qui concerne les résultats de l’amarrage et de la simulation moléculaires, il apparait que 

parmi les molécules étudiées, le Nilotinib s’impose comme un candidat potentiel pour cibler le 

C-ter de Cx43 dans la thérapie du cancer.  

Mots clés : Cx43, extrémité C-terminale, gap jonctions, tubuline/microtubules, 

phosphorylation, migration, cancer, repositionnement des médicaments, docking moléculaire 

 

Summary 

Cx43 is a ubiquitous membrane protein from the connexin family, the proteins that form gap 

junctions, structures ensuring intercellular communication. Within the lacunar channel and / or 

independently of this function, the connexins and in particular Cx43 regulate several processes 

including cell migration and cancerogenesis.  

The aim of this research is to study in vitro, the impact of Cx43 and in particular its C-terminal 

extremity on cell migration and polarization. It also aims, through an in silico study, to 

reposition drugs in the context of the use of this protein as a therapeutic target in the treatment 

of cancers involving Cx43. The results reveal an undeniable and very heterogeneous effect of 

Cx43 on cell migration and polarization. The effects vary according to the cell types tested, the 

Cx43 variants studied and the parameters analyzed. Cx43 impacts migration via 

phosphorylation events and eventually the interaction of Cx43 with tubulin / microtubules 

Regarding the results of docking and molecular simulation, it appears that among the molecules 

studied, Nilotinib is emerging as a potential candidate to target Cx43 C-ter in cancer therapy. 

 

Key words: Cx43, C-terminal extremity, gap junctions, tubulin / microtubules, phosphorylation, 

migration, cancer, drug repositioning, molecular docking 

 

 ²  ملخص

عبارة عن بروتين غشائي متواجد في معظم الخلايا، منتمي لعائلة الكنكسين، وهي بروتينات تشكل وصلات  43كنكسين 

ه الوظيفة ، تنظم الكنكسين وعلى فجوة وهياكل تضمن الاتصال بين الخلايا. داخل قنوات الفجوة و / أو بشكل مستقل عن هذ

 .العديد من الوظائف بما في ذلك تهجرة الخلايا والتسرطن 43وجه الخصوص كنكسين 

طرفي على هجرة الخلايا واستقطابها. كما  -C في المختبر وخاصة الذيل 43الهدف من هذا البحث هو دراسة تأثير كنكسين 

وإستعمال الأدوية في سياق استخدام هذا البروتين كهدف علاجي في علاج تهدف ، من خلال دراسة بالسيليكو ، إلى إعادة 

 . السرطانات

على هجرة الخلايا والاستقطاب. تختلف التأثيرات وفقاً لأنواع  43تكشف النتائج عن تأثير بارز وغير متجانس لـ كنكسين 

على الهجرة  43ت التي تم تحليلها. يؤثر كنكسين التي تمت دراستها والمعلما 43الخلايا التي تم اختبارها ومتغيرات كنكسين 

 عبر أحداث الفسفرة وربما تفاعلها مع التوبولين / الميكروتوبولين

فيما يتعلق بنتائج الالتحام والمحاكاة الجزيئية ، يبدو أنه من بين الجزيئات التي تمت دراستها ، يبرز النيلوتنيب كمرشح 

 .لاج السرطانفي ع  43ذيل كنكسين C محتمل لاستهداف



 

 
 

، وصلات الفجوة ، التوبولين / الميكروتوبولين ، الفسفرة ، الهجرة C ، ذيل 43الكلمات الرئيسية: الكلمات الرئيسية: كنكسين 
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