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Implications de Cx43 dans les tumeurs gliales humaines :
Approches in situ et in vitro

La communication intercellulaire par les jonctions gap (CIJG) a été proposée
comme | dun des ® ®ments i mpliqu®s dans | a can
en ®vidence, dans | es ann®es 1960. Ai nsi | 6i n
structural de base de la CIJG, a été décrite comme étant capable de « normaliser » le
phénotype de cellules cancéreuses.

Notre étude de la connexine 43 (Cx43), par tissue micro array, dans des tumeurs
gliales humaines (59 échantillons) a montré une délocalisatonetune perte de | 6e>
de | a prot®ine. La siptauratli iom®ts®raovg Rne®i ¢ ®mpi |l net xr
certaines cellules du tissu tumoral montrent un signal avec une localisation aberrante dans
le cytoplasme ou dans le noyau.

Certains travaux ayant suggéré que Cx43 pourrait « normaliser » le phénotype
tumoral par une action indépendante de la CIJG, Cx43 ou des formes tronquées de la
protéine ont été exprimées par des vecteurs rétroviraux dans des lignées de tumeurs
gliales humaines. Les résult at s obtenus ont sugg®r ® que | de
permettait pas de réduire le potentiel prolifératif des cellules tumorales lorsque celles-ci
sont maintenues en monocouche. En revanche, la capacité des cellules a proliférer sans

ancrage estrédui t e par | 6expression de Cx43 mais aus
protéine ne permettant pas la CIJG. De plus, les cellules exprimant Cx43, entiere ou
tronqu®e, apparaissent dou®es dbébune plus gran:

En conclusion, Cx43 semble jouer un rbéle complexe dans la progression des
tumeurs gliales humaines, celle-ci apparaissant avec des localisations aberrantes dont
| 6effet demeure inconnu. Léexpression de |l a C
facteur de bon pronostic, car si les cellules montrent une diminution de leur prolifération
dans un environnement défavorable, elles semblent, en revanche, plus aptes a migrer, ce
qui permettrait | 6invasion du tissu environna

Mots-clés :
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Involvement of Cx43 in human gliomas:
in situ and in vitro approaches

The possible involvement of Gap-Junctional Intercellular Communication (GJIC) in
carcinogenesis has been hypothesized in the 1960s. Later, the expression of connexins,
the molecul ar basis of GJI C, has been shown
tumor cells.

Our study, using the tissue micro array approach, was focused on connexin 43
(Cx43) expression in human gliomas (59 tumor samples). We showed that the expression
of Cx43 protein was altered and, in several cases, especially in grade-IV gliomas, Cx43
was lost. Nonetheless, due to tumor heterogeneity, a complex pattern of expression was
revealed: Cx43 exhibited aberrant staining, that means a translocation into the cytoplasm
possibly in the nucleus.

Several works suggested that Cx43 could « normalize » tumor cells by a GJIC-
independent mechanism. We investigated the role played by Cx43 and different truncated
forms of the protein, unable to restore GJIC, in human glioma cell lines. Our data showed
that Cx43 expression did not induce any change on cell proliferation when cell lines were
maintained in monolayer cultures. On the contrary, the cells trandusced by Cx43 constructs
(full-length or truncated) grew less in soft agar assay. In parallel, it appeared that all the
Cx43 constructs increased motility.

To conclude, Cx43 seems to play a complex role in human glioma progression. Its
expression and localization are altered, but the underlying mechanisms remain unknown.
Even if Cx43 seems to be altered in gliomas, a maintained expression of the protein could
not be correlated with a good prognosis since their motility is increased by Cx43
expression.

Key-words:
gap junctions, connexins, tumor classification, tumor migration, gliomas.
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Introduction : cancer et connexines

Réle essentiel de la communication jonctionnelledans| 6 hom®o st asi e tissu

Les premi res pistes en faveur de | 6exi st
cellules en contact ont été proposées dans les années 1950-1960. En 1952, il est montré
que certaines r®gions membr ansaiprogager deocowantp | u s
dans |l es fibres de Pur ki nj @uisdlasymapse électfigieestd ma n n
identifiée dans le systeme nerveux [Furshpan EJ et Potter DD, 1959]. L 6 e x i strexus e de
dans divers tissus excitables ou non est ensuite décrite, proposant que les cellules en
contact soientc apabl es d o6 ® ighaaxnéperiguedeat shimigues [Dewey MM et
Barr L, 1964].

En 1966, Loewenstein définit la structure portant la communication jonctionnelle :
« chaque unité jonctionnelle consiste en une paire do®l| ®haatentest me m|
perméables alignésau ni veau de contacts dnsulaiteuqli permete s et
ligblation vis-a-v i s du mil i eu extracellulaire. Léag
jonctionnelles permet la communication intercellulaire. Les unités jonctionnelles ainsi
formées laissent circuler des molécules hydrophiles directemente nt r e | 6i nt ®r i eur
en contact» [Loewenstein WR, 1966]. Cette hypothése de structure est alors
particulierement originale carnes e basant pas sur | e mod | e dbo
éléments lipidiques de la membrane. La notion de canal membranaire constitué de
protéines, confortant | 6hyponteh sseer ad ep eholpedviRgesgBledi n ,
et Nicholson GL, 1972].

A

La multiplication des modéles étudiés conduit a | 6i denti ficati on
communicantes dans la plupart des types cellulaires chez les Invertébrés comme chez les
Vertébrés [Barbe MT et al., 2006]. 1 s 0 aes Strucauregipermettent la propagation
depotenti els dobéaction et | 6®change de nombreuse:
a 1000 Da directement entre les cellules en contact. Ces facteurs synchronisent des
cellules couplées et transmettent des informations (probablement des molécules
antimitotiques). Les connexines (Cx), support moléculaire de base de la communication
jonctionnelle chez les Vertébrés, apparaissent ainsic o mme | 6un des ®I ®men
du maintien de | 6 hloewerstein VIR 1989].t i ssul air e

11
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Figure 1: Hypot h se de | 6i mplication des jonctions conm
réplication cellulaire
Lohypoth se ®mise par W. R. Loewenstein sugg re que | a
concentration i ntteuade erbissanteacytoplasmidué gcaerclefvart). A, B. La diffusion, par
| 6i nter m®di ai re des jonctions communicantes, de ce fac
cellules voisines | 6emp°cherait d 6 ancentratiam euie nécessa@r@ma c hac
| i nduction de | eur r®plication : Aé¢tenBn@emBmeegundcellule«®d | ul es
(cellule rouge) serait capable de prolif®rer tant que

concentration seuil donnée dans le cytoplasme. Malgré la diffusion du facteur depuis la cellule mére «R» vers
les cellules filles (cellules blanches), ces cellules seraient capables de proliférer tant que cette concentration
demeure élevée. Le nombre de cellul es passerait @Gaunstade ® paunatteintira uhestade
stationnaire E pour lequel la concentration intracellulaire du facteur de croissance est insuffisante, par effet de
dilution, pour stimuler la prolifération de ce groupe de cellules.

D 6peés Mesnil M, 2004.
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Contrdle de la croissance : Perte de la communication jonctionnelle assurée par les

connexines dans les cellules cancéreuses

Alors méme que Loewenstein décrit une structure hypothétique des jonctions
communicantes, il propose déja que celles-ci pourraient jouer un réle dans la régulation de

la prolifération cellulaire et par conséquent dans son déréglement. Dans un modeéle

simplifi® ®mis " partir d, eles |orictiogspocormntunicardes d e L
auraient la capacité de délimiter des territoires au sein desquels des signaux de régulation

de Il a prolif®ration cellulaire pourraient di
signaux empécherait la réplication cellulaire, la concentration-s e u i | nodé®t ant p a

(Figure 1). Au contraire, les cellules tumorales auraient perdu cette capacité de
communi quer ou ne pourraient communi qguer qu
| 6hom®ostasie m nerait ducompogemahtReelylaire letraoume s at i
prolifération anarchique. Les preuves dOéune absence de comi
les cellules tumorales ont été apportées par différentes études portant sur des échantillons

tumor aux, des cultures primaires ou des | igne
fluorescents et la mesure de courant dans des tumeurs solides provenant de patients ou
induites chez I 6ani mal tradui saient une ab
[Loewenstein WR et Kanno Y, 1966 ; Loewenstein WR et Kanno Y, 1967]. Dans des

cultures primaires ou dans des lignées, les résultats étaient similaires [Borek C et al.,

1972] . De pl us, | es l i gn®es i sol ®es sur des
jonctionnelle étaient celles identifiées comme étant cancéreuses [Azarnia R et al., 1974]. Il

faut néanmoins noter que ces résultats expérimentaux étaient parfois contredits par
déautres, certaines | i gn@fis dénuées deccanmnu@cat®ru s e s
jonctionnelle [Gilula NB et al., 197 2] , ce qui | ai ssai't pr ®s ag
communication jonctionnelle dans le développement tumoral était plus complexe que le

modéle décrit par Loewenstein.

Les études menées dans les décennies suivantes ont apporté des nouvelles
informations relatives a la structure des jonctions communicantes, référencant ainsi vingt et
une connexines diff®rentes chez | 6Homme. 1 e
présentaient une perméabilité sélective en fonction de la nature des connexines les
constituant et pouvaient étre régulés par des partenaires protéiques, différents états de
phosphorylation, ou certains ions. En outre, plus récemment, de nouvelles protéines
constitutives, | es pannexines, ont ®t ® i denti
gue les connexines pourraient également jouer un role, indépendamment de la formation

de canaux intercellulaires et de leur fonction de couplage [pour revue, Laird DW, 2006].

13



Figure 2 : Immunodétection de la Cx32
La Cx32 est détectée dans du foie normal (A), chez un patient atteintd 6 u n e  h B)petadans tinecardinome

hépatique (C et D). La protéine, détectée au niveau de la membrane plasmique (A), est délocalisée (D) ou
absente (C) dans le tissu cancéreux.

Déapr s Nakashima Y et al ., 2004.
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Certains éléments ont parfois permis de mieux cerner des points restés inexplicables pour

Loewenstein, alors que doébautres sont venus co

Quelques exemples de cancers ou les connexines pourraient jouer un réle

Afin de mieux comprendre le lien qui pouvait exister entre la communication
jonctionnelle, | 6expression des connexines et I
études ont été réalisées in vitro, sur des modeles animaux ou sur du tissu tumoral

provenant de patients [Tableau I].

La perte de la communication jonctionnelle pourrait étre un événement précoce

a pr

dans | e d®vel oppement tumor al . Ainsi, des r

pr ®sentent une diminution de | 6expression

adjacent sain [Saito T et al., 1997 ; Saito T et al., 2001]. Un autre argument consiste en
| 6hyper m®t hyl ation des ilots CpG dans | e

aussi dans le tissu apparaissant comme sain du rein de patient atteint de carcinomes
rénaux. Léalt ®r ati on 32 defmicaing unge-sequis au développement
tumoral [Yano T et al., 2004]. Il apparait que, lors de la progression tumorale, certaines
connexines normalement exprimées par le tissu présentent des localisations aberrantes ou
une perte dobeaskipraemeiadcrz6dcCde | 6expr es ouderda
Cx32 devenue cytoplasmique dans les carcinomes hépatiques [Figure 2 ; Krutovskikh V et
al., 1994]. Ce type ddabsgdemwsatiieconsens doédun rtle
tumeur joué par les connexines. Mais un autre phénoméne observé consiste en
| 6expression de n o nornelerheats absentes manx ilen #ssu non
pathologique. Ainsi, la Cx43, non exprimée dans le foie dans des conditions normales,
apparait dans certains cancers hépatiques [Wilgenbus KK et al., 1992; Oyamada M et al.,

1990]. Cette nouvelle expression et sa localisation cytoplasmique ne coincideraient pas

de s

prom

pot

pour autant avec une capacité a communiquer des cellules tumorales. C6est ®gal eme

cas de la Cx26 dans certains cancers du sein. Celle-ci présenterait une expression
augmentée mais délocalisée dans le cytoplasme pour 50% des cas, ne permettant donc
pas la communication jonctionnelle [Jamieson S et al.,, 1998]. Une nouvelle question

soulevée consiste alors a se demander dans quelle mesure la communication

intercellulaire serait capable de contréler la prolifération cellulaire. Dans ce contexte,

| 6expression de connexines s p®addépaendpmmreestdeld e ur

communication jonctionnelle sontaut ant doé ®| ®ment s ~ prendre en
Dans | e cadre de ce travail de th se, notr
la Cx43 dans des tumeurs gliales humaines. L

essentiell ement po ress®ndelamprotéire, uneiperte deda Ca43 étanp
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associée a des tumeurs malignes [Huang RP et al., 1999 ; Soroceanu L et al., 2001 ; Pu P
et al., 2004].
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Organe/  Pathologie Etude CJ Expression des Cx Réf.
tissu détectée en IHC oudC sauf mention contraire
(entre parenthése)
Vessie Cellules normales LC + Cx26 et Cx43 (Northern) [1]
/ EHc m RIEyad fS8& OdAf (dNBa
Tumeurs invasives Tissu NT Cx26 diffuse 22%
Tissu NT Cx26 hétérogéne41%
Tissu NT Cx26 importante 27%
Urothélium normal Tissu NT Cx26au niveau de la membrane basale [2]
Cancer LC - / EHc @ 6! whYo
Tumeurs non invasives Tissu NT Expression diffuse de Cx288%
Tissu NT t SNIS KSGSNRISYS RAB%wt QSEL
Tissu NT t SNIS AYLRNIFIYGS RB®%E QSEL
Cerveau Epilepsie CP Forte’ Cx43 (intense) [3]
Astrocytomes de bas grade CP Modérée’ Cx43 (modérée)
Glioblastome multiforme CP Faibl® /Eno@ O0FlIA06fS SELINBA&AA2YD
Gliomes de bas grade (I et Il)  Tissu NT Cx43 intense [4][5]
Gliomes de haut grade (l11) Tissu NT Cx43 faible
Gliomes de haut gde (1V) Tissu NT Cx43 quasindétectable
Sein Normal Tissu NT Cx264) [6]
Cx43 dans les cellules myoépithéliales
Lésions bénignes Tissu NT Cx43 dans les cellules myoépithéliales
Carcinomes ductales Tissu NT Cx43 dans les cellules myoépithidm
Carcinomes lobulaires Tissu NT Cx26() Cx43()
Carcinomes mucoides Tissu NT Cx43
Carcinomes invasifs Tissu NT / EHcmo Oed2L) FaYAaljdS KSGsS
Cx43 (dans les cellules stromales 10@pression
hétérogene et localisation intracellulaire dans les cellule
tumorales 52%)
Normal Tissu NT Cx43 (+) [7]
Carcinomes ductales infiltrés ~ Tissu NT Cx434)
ou non
Carcinomes infiltrés ou non Tissu NT Cx439)
Carcinomes LC NT Cx43 {) dans 4/6 lignées (ARN et protéine)
Col utérin Normal Tissu NT Cx43 (+) [8]
Régions dysplasiques Tissu NT /| Eno @
Endométre  Normal Tissu NT Cx26 et Cx32 [9][10]
Hypaplasie Tissu NT Cx26 et Cx3faible ou négatif dans 73 a 80% des cas
expression cytoplasmique dans 20 a 27% des €x43
faible
Cancer Tissu NT Cx26 et Cx3faible ou négatif dans 76 a 79% des cas,
diffus dans 15 a 18% des cas, normal dans 69cas
Cx43 faible
Téte et Carcinomes a cellules CP NT / Eom®m@ 6 YAONEBLI NNIF &0 [11]
cou squameuses
Larynx Normal Tissu NT Cx26, Cx30, Cx43 [12]
Carcinomes a cellules Tissu NT Cx26, Cx32, Cxé8pression hétérogene
sguameuses
Foie Normal Tissu +° Cx32(+) Cx26(+) Cx43( [13]
Carcinome hépatocellulaire Tissu Q° Cx32cy® LX F AYAljdzSE / Enc @z [13][14]
[15]
Poumon Normal Tissu NT Cx43(+) Cx33(Cx26{) [14]
Carcinome a petites cellules  Tissu NT / Eno@ -0 Elolwc m
Normal CP +9 Cx43 [16]
Carcinome LC Q° / EnoQ
Carcinome non & petites Tissu NT / Eno@ - EoHO [35]
cellules
cP Absenté
LC Absenté
s a2 LK I Normal Tissu NT Cx26 Cx43 [14][18]
[19]
Carcinome a cellules Tissu NT /| Ent@noa [14]
sguameuses
Ovaire Normal CP Forte’ Cx43 (Cx26, Cx32, Cx37 et Cx40 non détectées) [20]
Tissu NT Cx43 cytoplasmique et ponctiforme [20][21]
Cx26 {) Cx32+)
Adénocarcinomes LC Absente ou Cx43 absente [21]
faible” Cx43 (Northern et western, ICC 59%)
Adénocarcinomes ovariens Tissu NT ''wbY / Enorm [22]
endométrioides
Cystadenocarcinomeggux Tissu NT / EnoQ@omdr: LIPGKa6G A T O / Eoné [20][21]
Prostate Normal Tissu NT Cx26() Cx32{) Cx43(+) [14]

17



Tumeurs bénignes Tissu NT Cx26(NT) Cx32(NT) Cx43(+) [22]

Cancer Tissu NT / EHCObC0O / EOHObCO /EnoQ [23]
Normal Tissu NT Cx32 auxantacts intercellulaires [24]
Tumeurs Tissu NT Cx32 et Cx43 aux contacts intercellulaires (tumeurs

RAFFSNBYyOASSauvs Oedz2Lix I &
(tumeurs indifférenciées)

Normal Tissu NT Cx43 pole basalCx32 pole apical [25][26]
Hyperplaie prostatique Tissu /| Eoum / Enom
bénigne
Cancer Tissu NT Cx43() 65%; Cx32{) 38%; Cx43() Cx32) 28%
Tumeurs peu différenciées Cx43{) 90%; Cx32( 60%
Normal LC + ARNmM pour Cx32 et Cx40 [27]
Tumeurs malignes LC -ab Cx43
Nontumorigéniques LC b Cx43 [28]
Tumeurs malignes LC K Cx43
Normal CP + Cx43 [29]
Tumeurs LC + / Eno@ 6Y2RA-Faubtiorinell® y LJ2 & {
Peau Normal Tissu NT Cx43 [30]
Carcinome des cellules basale Tissu NT / Eno@6YAONR&O2LIAS St SO0GNER
Carcinome a cellules
squametses
Carcinome des cellules basale Tissu NT / Enb@Hncrm £ fF LISNALIKSNRS
Testicule Tissu NT Cx43 Cx26( [31]
Infiltré par un carcinome Tissu NT Cx43¢)
Infiltré par un séminome Tissu NT Cx26 cytoplasmique
Thyroide Normale Tissu NT JG freezefracture) [32]
Adénome oncocytique Tissu NT Pas de JG
Carcinome oncocytique Tissu NT Pas de JG
Carcinome papillaire Tissu NT JG freezefracture)

Tableau |: Expression et fonction des connexines dans des échantillons humains sains ou
tumoraux

8CJ testée en scrape loading. ; ®CJ testée en FRAP (Fluorescence Recovery After Photobleaching) ; “Test de
communication réalisé avec du Jaune de Lucifer sur des exéreses chirurgicales ; dMicroinjection de Jaune de
Lucifer ; “Estimation de la CJ par électroporation.

CJ = Communication Jonctionnelle ; NT = non testé ; IHC = Immunohistochimie ; ICC = Immunocytochimie ; LC
= Lignées cellulaires ; CP = Cultures Primaires.

[1] Grossman HB et al. (1994) ; [2] Gee J et al. (2003) ; [3] Soroceanu L et al. (2001) ; [4] Huang RP et al.
(1999) ; [5] Pu P et al. (2004) ; [6] Jamieson S et al. (1998) ; [7] Laird DW et al. (1999); [8] King TJ et al. (2000)
; [9] Saito T et al. (1997) ; [10] Saito T et al. (2001); [11] Al Moustafa AE et al. (2002) ; [12] Schneider B et al.
(2002) ; [13] Krutovskikh V et al. (1994) ; [14] Wilgenbus KK et al. (1992) ; [15] Oyamada M et al. (1990) ; [16]
Cesen-Cummings K et al. (1998) ; [17] Tomai E et al. (1999) ; [18] Loncarek J et al. (2003); [19] Oyamada Y et
al. (1994); [20] Hanna EA et al. (1999); [21] Umhauer S et al. (2000); [22] Zhai Y et al. (2002) ; [23] Tsai H et al.
(1996) ; [24] Mehta PP et al. (1999) ; [25] Habermann H et al. (2001) ; [26] Habermann H et al. (2002) ; [27]
Mehta PP et al. (1996) ; [28] Carruba G et al. (2002) ; [29] Hossain MZ et al. (1999) ; [30] Tada J et al. (1997) ;
[31] Brehm R et al. (2002) ; [32] Cochand-Priollet B et al. (1998).

Modi fi ® ddédapr s Mesnil et al., 2005.
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Clinique Imagerie Anatomie et cytologie
pathologique
Maux de téte
Epilepsie
Hémiplégie
T @
Aphasie ®
2
Augmentation de la 5
pression intracranienne
Nausées
Vomissements
Désordres cognitifs
Figure3: Approche multidisciplinaire conduisant au di
Certains signes cliniques caract ®r i 4,tIRHM} peevent cordsire aune ®s =~
intervention chirurgical e pour isshsipeélewes ensistalen ene @pproche . LOa
histologique (2) et en | 6utilisation de,GFAP).t ains marqueurs cellu

Images pour un oligodendrogliome de grade Il provenant de Daumas-Duport et al., 1997.
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Les tumeurs gliales
Geénéralités

Par leur localisation et le s complications ,glesGtarelredu en g ¢
systéme nerveux central et tout particulierement les tumeurs cérébrales sont souvent

doéi ssue fatal e.

Parmi celles-ci, les tumeurs gliales, ou gliomes, sont les tumeurs cérébrales

primitives | es pl us fr ®quentes chez | 6adulte. Ce so
cérébral, contr ai r e nsetypes tumoradxd quiuse rdéveloppent en dehors du
parenchyme pour ensuite | 6envahir.
Diagnostic

L6®t abli ssement ddéun di a g rbmle tfait cappgb @ wme u n e

approche multidisciplinaire (Figure 3). Les signes cliniques laissant supposer | 6 e X i st e n
ddbune tumeur c¢c®r ®brale sont | e plus souvent d
pression intracranienne, des déficits neurologiques ou des troubles cognitifs [Behin A et al.,

2003] . Ces sympt! mes sont souvent | a r ®sul t
tumorale qui compriment | es structures avoisi
les cellules tumorales. Néanmoins, ces signes clinigues ne sont pas suffisants pour établir

un diagnostic précis. Aussi , l e recours ° | 6l magerie par

trés largement répandu. Cette approche permet de mieux cerner le site de la tumeur

potentielle et de distinguer les Iési o n s n®opl asi ques. Si l 6hypo
retenue, un examen anatomopathologique &est r(
débune ex®r se chirurgicale. Cette approche hi
donn®es de | 6i nrtagdedr®tea ploiurr urenpreonostic et wune

Epidémiologie, incidence, pronostic

Les études les plus étendues portant sur les tumeurs du systéme nerveux central
ont été réalisées a différentes périodes aux Etats-Unis par la Clinique Mayo, la American
Society of Cancer, [DeAngelis LM, 2001] et le Central Brain Tumor Registry of the United
States (CBTRUS). La premiére étude consistait en une approche rétrospective des cas de
tumeurs cérébrales entre 1950 et 1989. Les travaux du CBTRUS font la synthése des

résultats collectés a travers dix-neuf états américains entre 1998 et 2002. D6 apr s ce s
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Age Tumeur la plus répandue Deuxiéme type de tumeur le plus répandu

0-4 Médulloblastome Astrocytome pilocytique

5-14 Astrocytome pilocytique Médulloblastane

1519 Astrocytome pilocytique ¢ dzYSdzNJ RS f QKe L2 LIKeaas
3544 Méningiome Tumeur de la gaine nerveuse

45-85+ Méningiome Glioblastome

Tableau Il : Tumeurs du systéme nerveux central les plus répandues aux Etats-Unis, selon
lescl asses dé6©ge,-200BTRUS 1998
Mo di f i ® wwwichtg.orgseports.

—4€— Toutes tumeurs
5 0 V. primitives confondues

i
—=— Gliomes
40
/ —X— Méningiomes
30

Tumeursde la

X
e queue de cheval
2 0 / X
_, Tumeursdela
‘glande pituitaire
10 X
& P S —eo— Lymphones
B
0 ——x—.—x—sxeg/éﬁ—

N O B b 0y B [ B x

Incldence pour 100000 personnes par an

Figure 4: I ncidence des tumeurs du syst me nerveux

Etats-Unis, CBTRUS 1998-2002
Mo di f i ® wwwichtig.orgseports.
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http://www.cbtrus.org/reports
http://www.cbtrus.org/reports

d o n n ®iacidencel des tumeurs du systéme nerveux central a ainsi été estimée a 14,8
pour 100 000 par an avec une répartition égale entre les tumeurs bénignes et les tumeurs
malignes [CBTRUS : Primary Brain tumors in the United States, statistical report, 2005-
2006]. L6i nci dence des t maligges rds cegvaall rtein tekcluans les
lymphomes, les leucémies, les tumeurs de la glande pinéale et du bulbe olfactif) est de
| 6ordre de 6008 paur aO@obapr s | e s Sdrneeilland®,e s r G
Epidemiology, and End Results program (SEER). La prévalence® des tumeurs du systéme
nerveux central est estimée a 130,8 pour 100 000, les tumeurs bénignes ayant une
prévalence de 97,5 pour 100000 contre 29,5 pour 100 000 pour les tumeurs malignes et

38pourl00000 pour | es tumeurs doé6®volution incert

Les tumeurs malignes du systéme nerveux central ont été la cause de 12 760
décés aux Etats-Unis en 2005. La survie, cing ans apres le diagnostic, est variable en
fonction de | 6©ge auquel $SEER prdgrmam & délereninédpowa g N 0 S
| 6ensemble des tumeurs du syst me nearcimggansx C en
de 64,8% pour les 0-19 ans, 47,9% pour les 20-44 ans, 23,1% pour les 45-54 ans, ce
pourcentage descendant rapidement en-dessous de 10% pour les patients de 55 ans et
plus. Ce pronostic pourrait étre associé aux types de tumeurs développées selon les
di ff®rent es Tablecusllseergurad). ©ge (

En France, il nbexi ste pas encore de regqgi
publiée en 2007, et portant sur des données recueillies entre 2004 et 2006, constitue les
pr®mices de | 6®t ablissementLedadb,un20@®a@li.stlhdei faia
tumeurs du cerveau en France serait ainsi de 14,3 pour 100 000, ce qui rejoint les données

américaines.

! Incidence nombre de nouveaux cas diagnostiqués.
2 prévalence nombre de cas répertoriége la maladie & un moment donné et sur une période de temps définie.
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Tumeur du tissu neuroépithélial
Tumeurs astrocytaires
Astrocytome diffus
Astrocytome fibrillaire
Astrocytome protoplasnigue
Astrocytome gémistocytique
Astrocytome anaplasique
Glioblastome
Glioblastome a cellules géantes
Gliosarcome
Astrocytome pilocytique
Xanthoastrocytome pléomorphique
Astrocytome subépendymaire a cellules
géantes
Tumeurs oligodendrogliales
Oligodendrotjiome
Oligodendrogliome anaplasique
Gliomes mixtes
Oligoastrocytome
Oligoastrocytome anaplasique
Tumeurs épendymaires
Ependymome
Ependymome anaplasique
Ependymome mixopapillaire
Subépendymome
Tumeurs des plexus choroides
Papillome des plexus choroides
Cacinome des plexus choroides

¢dzYSdzZNE At ALfSa RQ2NARIAY

Astroblastome
Gliomatesis cerebri
Gliome choroide du fll®ventricule
Tumeurs neuronales et neurogliales
Gangliocytome
Gangliocytome dysplasique du cervelet
Astrocytome/gangliogliome desmaique
infantile
Tumeur neuroépithéliale dysembryoplasique

Tumeurs neuroblastiques
Neuroblastome olfactif
Neuroépithéliome olfactif

Tumeurs du parenchyme pinéal
Pinéocytome
Pinéoblastome

Tumeurs embryonnaires
Médulloépithéliome
Ependymoblastome
Médulloblastome
Tumeur neuroectodermique supratentorielle
primitive

Neuroblastome
Ganglioneuroblastome

Tumeurs des nerfs périphériques

Schwannomes

Périneuriomes

Tumeurs maliges de la gaine nerveuse périphérique

Tumeurs des méninges

Tumeurs des cellules méningiothéliales ou méningiom
Tumeurs mésenchymateuses non méningothéliales
Lésions mélanocytiques primaires

¢dzySdz2NE RQKA&aG23SysasS Ay

Lymphomes et néoplasmes hémapoiétiques

Tumeurs des cellules germinales
Germinome

Carcinome embryonnaire
Choriosarcome

Tératome

Tumeur de la région sellaire
Craniopharyngiome
Tumeurs des cellules granulaires

Gangliogliome anaplasique Métastases
Neurocytome central
Liponeurocytome cérébelleux
Paragangliome
Tableau Il : Classification des tumeurs cérébrales, Organisation Mondiale de la Santé

2000
Simplifi®e doéapr s Kl ei

hues P et Cavanee WK, 2000.
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Caractérisation des tumeurs gliales

La caractérisation des tumeurs cérébrales repose, a la fois, sur des critéres

histologiques et sur leur topographie [Philippon J, 2004].

Classification des tumeurs gliales

En 1926, Cushing et Bailey publient la premiere classification des tumeurs
cérébrales. Celle-ci repose sur la théorie des restes embryonnaires : les tumeurs
auraient pour origine des cellules embryonnaires arrétées a différents stades de
développement [Bailey P et Cushing H, 1926]. Cette premiére classification introduit le
concept déohistopronostic, oY% | 6®t at pl us di f

meilleure survie des patients.

En 1949, Kernohan est N | 6origine de 1l a th®c
cérébrales [Kernohan JW et al., 1949]. La tumeur proviendrait alors de la
dédifférenciation de cellules normales du cerveau. Il divise ainsi les tumeurs en
différents grades (notion de grading) représentatif de la malignité tumorale. Ce grading
repose sur | 6observation de c rilgpourcentagetde! s que
cellul es indi ff®renci ®es, | 6®t endue de I a n

vasculaire et le degré de polymorphisme.

Classification de 1 60Organisation Mondiale de |

Bien que contradictoires, ces deux th®orie
de | a classification des tumeurs c®r ®brales |
(OMS). Ainsi, la premiere cl assi ficati on de | 6 OMS, en 197

histopronostique conférée a chaque type histologique (Cushing et Bailey) et de celle
associteal 6anaplasie (Kernohan). desl &ID8832600f i cat i
et 2007) ont permis une actualisation et parfois la définition de nouveaux types

tumoraux. La classification qui a été utilisée au cours de ce travail de thése est la
classification publiée en 2000 [Tableau lll, Kleihues P et Cavanee WK, 2000]. D6 apr s

cette classification, on distingue les tumeurs des tissus neuroépithéliaux, les tumeurs

des nerfs périphériques, les tumeurs des méninges, les lymphomes et néoplasmes
hématopoiétiques, les tumeurs des cellules germinales, les tumeurs de la région

sellaire et les métastases.

Parmi les tumeurs des tissus neuroépithéliaux, tumeurs les plus fréquentes
(Figure 5), on distingue différents types de tumeurs en fonction du type cellulaire
déorigine suppos®. Les tumeurs neuronal es d®ri
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\ glioblastomes
20%
lymphomes.

3% \

tumeurs de la gaine
nerveuse _\

% astrocytomes

Yant"

épendymomes
2%

craniopharyngiomes__
1%

tumeursde la glandej

pituitaire
0% oligodendrogliomes
4%
medulloblastomes
méningiomes/ 2%

30%

Figure 5 : Répartition des tumeurs du systéme nerveux central en fonction du diagnostic
histologique aux Etats-Unis, CBTRUS 1998-2002

Modi fi ® ddédapr s www.cbtrus.org/reports.

Astrocytomes Différenciation  Densité Atypies Activité Nécrose Prolifération
cellulaire nucléaires mitoti que vasculaire

Astrocytomes diffus Haut degré de Modérée Occasionnelles Absente ou Absente  Absente

de grade It différenciation 1 mitose

- Fibrillaires

- Gémistocytiques
- Protoplasmiques

(rare)
Astrocytomes Anaplasie focale ~ Augmentée Présentes Présente Absente  Absente
anaplasiques ou dispersée diffusément ou
de grade lll focalement
Glioblastome Faible Elevée Marquées Marquée Présente Présente
de grade IV
Tableau IV : Astrocytomes diffus, classification de | 6 OMS

Déapr s Kleihues P et Cavanee WK, 2000.

Oligodendrogliome Différenciatio  Densité Atypies Activité Nécrose Prolifératio
s et gliomes n cellulaire nucléaires mitotique n vasculaire
Oligodendrogliomes  Bien différencié  Modérée Possibément Absente ou Absente ou  Non
de grade Il marquées occasionnelle  peu proéminente
conséquent
e
Oligoastrocytomes Bien différencié  Faible ou ? Absente ou Absente Absente
de grade Il modérée faible
Oligodendrogliomes  Anaplasie focale Eventuellemen Eventuellemen Eventuellemen Possible Possible
anaplasique ou diffuse t augmentée t marquées t forte
de grade lll
Oligoastrocytomes ? Eventuellemen Eventuellemen Eventuellemen Possible Possible
anaplasique t forte t présentes t forte
de grade Il|
TableauV: Ol i godendrogli omes et gliomes mixtes, cl ass

Débapr s Kleihues P et Cavanee WK, 2000.
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neurobl astiques medranal, etp le® dumeuss e gliales dériveraient

déoastrocytes ou doéol i godendr ocenterg splusieutse s t un
composantes tumorales qui pourraient provenirtr
oligodendrocytaire (oligoastrocytome) ou do

(gangliogliome).

Dans |l e cadre de ce travai lusgliblds@éfiniebe s bes
selonl es crit res histologiqgues de | 6 OMS. En ef |
est peu reproductible du fait de la difficulté de distinguer la nature des cellules
tumor al es par absence de mar q upasi compfeide b | e et
| 6h®t ®r o g®n®i t ® -Brangeo D el BouvigerFG, @5].eNéanmoins, la
classification de | 60MS est | a seule r ®f ®r enc ¢

résultats obtenus entre différents centres de recherche.

Les tumeurs glialess ont ¢l ass®es en quatre grades dbé
| 6 OKSbleau IV et Tableau V). Le grade | correspond ° | 6as
sbagit déune tumeur p®diatrique relativement
cas dans le cervelet. Le grade Il correspond aux tumeurs astrocytaires diffuses, aux
oligodendrogliomes et aux oligoastrocytomes sans prolifération anaplasique. Le grade
Il est associé aux tumeurs astrocytaires diffuses, aux oligodendrogliomes et aux
oligoastrocytomes avec prolifération anaplasique. Le grade IV est caractéristique du

glioblastome.

Classification de | 6 h ! Sninte-Anhe

La classificati ocAnne d®&dd wplid apdoeSrd id0li@bt eusdseesn tdi
bi opsies ®tag®es st ®r ®ot e&xCeq trawaax ontopermi® de® e s
définir la structure spatiale des gliomes (infiltrants purs, solides purs ou mixtes), de
préciser le mode de croissance des gliomes et de redéfinir les critéres diagnostiques
des oligodendrogliomes. Par ailleurs, la corrélation entre histologie et imagerie permet
déappr®cier | a repr ®sent at-DuporttC®tald £8997a,p]r ® v e mer

La classificat i o#fAnne distingug hréispcatégaries pSraiilest e
gliomes infiltrants : les oligo-dendrogliomes ou oligo-astrocytomes de grade A ou B et

les glioblastomes. Les oligodendrogliomes peuvent étre purement infiltrants ou de

structure mixte. Dans | e cas de forme infiltr:
pour les tumeurs localisées au niveau de la substance blanche du f ai t de |1 8i nc
déune gliose astrocytaire. Pour cette raison,

sont alors considérées comme des astrocytomes.
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faux du cerveau

foramen ovale

trou occipital

tente du cervelet

Vue oblique antéro-supérieure Vue supérieure

Figure 6: Repéres anatomiques permettant la détermination de la localisation des

tumeurs cérébrales

La faux du cerveau est une cloison médio-sagittale séparant les deux hémisphéres cérébraux. Elle est
située dans la scissure interhémisphérique. La tente du cervelet est une cloison transversale séparant le

volume intracranien en deux étages supra-tentoriel et sous-tentoriel.
Déapr <.invadrw

télencéphale

lobe occipital
4,4%

33%

reste du cerveau
20,7%

cervelet
4,4%
moelle épiniére et
queue de cheval
3,9%
tronc cérébral
4,0%

lobe frontal nerfs craniens
241% reste du SNC 0,7%
0.2%

Figure 7: Reépartition topographique des tumeurs gliales dans le systéme

central, CBTRUS 1998-2002
Modi fi ® ddéapr rgsepotsyw. cbtrus. o

nerveux
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Le grading des oligodendr ogAlnincemeess ts erhioxnt el 6hud
combine histologie et neuroradiologie. Il repose sur deux critéres : | 6hyperpl asi e
cellules endothéliales et la prise de contraste en imagerie. Le grade A est caractérisé

par | 6absence doéhyperplasie endoth®liale et de
alors estimée a 11 ans. Le grade B comporte une hyperplasie endothéliale et/ou une

prise de contraste. La survie médiane est alors de 3,5 ans.

Les probl mes pos®s par | a cl| as s i-Annecrel@dventon de

principal ement de son incompatibilit® avec | &

tumeurs et de sa non-reconnaissance par la communauté scientifique internationale.

Ainsi, | deres pardlléle du &BTRWS report e t de | 6®t uedtal.,the Bauch
di ff®rence notabl e est observ®e guant " I 61
déapr s |l e registre am®ritraram- zioney ed@1f 2%t pad:

plusrépanduede | a cl assi fi cat-Amepades anatontopathélogistds Sai nt «

francais.
Topographie

La prise en compte de I a Il ocalisation des
i mportante pour | 6®t abl i ssement dly 2004i. @ nost i c
distingue principalement les tumeurs supra-tentorielles des tumeurs infra-tentorielles
(Figure 6). Les tumeurs supra-tentorielles, situées au-dessus de la tente du cervelet,
correspondent aux tumeurs des lobes cérébraux, aux tumeurs hémisphériques
profondes (tumeurs du centre ovale, des noyaux gris centraux ou des ventricules
latéraux) au aux tumeurs hémisphériques médianes (tumeurs du corps calleux, de la
région sellaire, du 1I°™ ventricule et de la région pinéale). Les tumeurs infra-tentorielles
sont des tumeurs de la ligne médiane (tumeur du vermis ou du IV®™ ventricule), des
lobes cérébelleux, du tronc cérébral et des tumeurs extra-axiales antérieures ou

latérales.

Certaines tumeurs se situent en-dehors des régions supra-tentorielle et infra-
tent ori el |l e. Il sbdagit des tumeur s dutertodet amen o
et la fosse postérieure et des tumeurs du trou-occipital qui siégent entre la fosse
postérieure et le canal rachidien. Il convient également de distinguer les tumeurs
intraparenchymateuses, qui se développent au sein du névraxe, des tumeurs
extraparenchymateuses qui se développent a partir de régions particulieres (organes
intracraniens, méninges). Il existe ainsi une corrélation étroite entre le siége de

développementde | a tumeur et | d6histologie qui y est
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Figure 8 : Les six étapes fondamentales de la cancérogeneése selon Hanahan et Weinberg

Modi fi ® ddédapr s Hanahan D et Weinberg

RA,

2000.
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tumeurs gliales se développeront principalement dans la région supra-tentorielle, au
niveau du lobe frontal ou du lobe temporal dans 44% des cas (Figure 7).

A I 6origine des tumeurs gliales

Le d®vel oppement des tumeur s gliales dev
d®vel oppe mestydes tdrraux tel que décrit par Hanahan et Weinberg [Figure
8, Hanahan D et Weinberg RA,2000] . Ainsi, | a carcinogen se r®
par des cellules normales de six propriétés fondamentales: (1) | 6i nda®pendanc
des facteurs d e croissance, (2) l 6insensibilit® aux
cellul aire, (3) I a capacit® de sbéaffranchir d
(5) I a capacit® de stimuler | 6angiogemntse, (6
et de métastaser. Il est toutefois notable, que si les tumeurs cérébrales sont
généralement trés invasives, elles présentent cette caractéristique particuliere de ne
pas ou peu métastaser au niveau somatique [Saad AG et al., 2007].

Une fois ces consid®r ati ons pos®es, l e type cellul a
gliales reste encor e controver s®. En effet),
deuxiéme moitié du XX°™ siécle était celle de la dédifférenciation de cellules normales
(t h®or i e deéfehduaparaKprhohan), de nalivelles études viennent rappeler

la théorie des restes embryonnaires chére a Cushing et Bailey.

Théorie de la dédifférenciation cellulaire

Déoapr s | e mo dgehése décet pdr lHanahanmtoNeinberg, le type
cellulaiiredbor i gine serait |l es cellules du tissu o%
plaidant en cette faveur ont été donnéspar des analyses dbéanat omopa
|l esquell es, au sein doéun m° me , des @lEénogpeso s pr ol
intermédiaires étaient visibles entre le phénotype normal des cellules du tissu et le
ph®notype tumoral. En outre, | 6anaa metee du g®
différentes étapes de mutations. Dans le cadre des tumeurs gliales, une succession
déal t ®r atiguesn statistgu@medtt associées a leur progression vers des
phénotypes malins a été proposé sans pour autant que la cause en soit identifiée
[Figure 9, Kleihues P et Cavanee WK, 2000 ; Behin A et al., 2003].

Dans les astrocytomes de bas grade, les altérations précoces concernent la
surexpression de PDGF (Platelet-Derived Growth Factor) et de son récepteur

(PDGFR), ce qui conduit 7 une bmaawvatoeduaut ocr i ne
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Oligodendroglioma
LOH 1p/19q Oligodendroglioma grade |1

= grade Il
50-70% D e G = (chemosensitive)

Oligodendrocyte

Astrocyte® Oligodendroglioma

P16/ grade |l

CDKN2A # ; {chemoresistant)

0k, *, P16/ =

PDGER ‘., CDKNZA B =
PTEN ‘d (30%) -
(20%) LOH 10q
(50%)
TP 53 *
LOH 10q ‘s EGFR
(50%) Astrocytoma “e ?
(80%) grade |l ’ , (20%)
e L
EGFR P16/CDKN2A (50%) b:
(40%) RB (205%) Y
CDK4 (10%) Astrocytorna #,
grade |l
v Oligodendroglioma
P S— grade IV
b LOH 10g (GBMO)
= — (80%)

Astrocytoma grade IV

Astrocytorma grade IV -
it g (secondary gliohlastoma)

(primary glioblastoma)

Figure 9 : Altérations génétiques impliquées dans la progression des gliomes

LOH = perte d;08B8 t=&iloblastogeomultiferme ; GBMO = Glioblastome multiforme avec

contingent oligodendrocytaire. En orange, les altérations génétiques du contréle du cycle cellulaire. TP53

(p53) = mutation ; RB = mutation ; P16/CDKN2A = délétion homozygote ; CDK4 = amplification. En vert,

les altérations génétiques affectant les voies de signalisation. EGFR = amplification ; PDGFR =

surexpression ; PTEN = mutation. En bl e urleschrensosomesri/189cet 1@ h ®t ®r oz y
Débapr s Behin A et al , 2003.

31



géne codant p5 3 . PDGFR &est un r ®cepteur tyrosine Kki

| i nduction de | a probableméntgraanigiatomdesgiomesuDaasi r e et
la mesureoup53a pour fonction déarr°ter | e cycle ce
r®parer | 6 ADN, ou do6i ncidcanstanees défines sopihactisationd ans d-

risque de promouvoir des divisions anormales des cellules et faciliter ainsi la
transformation anaplasique. Les astrocytomes malins secondaires sont le plus souvent

observés chez des patients jeunes. En plus de mutations de p53, les cellules tumorales
peuvent accumul er dobautres al td@rlaavwiedanRb g®n®t i
(protéine du Rétinoblastome), comme des délétionsde pl6ou | dampl i ficati on
(Cycline-Dependent Kinase 4) conduisant ainsi a une absence de contrdle du passage

Gl/s.

Les astrocytomes malins primaires apparaissent généralement chez le patient
agé. Dans ces tumeurs, une amplification (40% des cas) et une surexpression (>50%
des cas) du r ®(Epitpheliat @Growth Factorp 961 Bbservées. De plus, le
r®cepteur ” | 6EGF subit souvent des r®arran
constitutivement actif, EGFRvIIl. Au contraire, les mutations de p53 sont rares. |l
sembl e ®galement que | es gliobl ast pradackonmul t i f
endog ne dOEGF Tatandé o M@iFtg ( Qy faverisamt aihshene or U

boucle autocrine de stimulation de la proliféer at i on et de | i nvasion.

Des pertes doéh®t ®r o0z ylgnytdu ehrommosame MG somt | e br
constatées dans 80 a 90% des glioblastomes. Plusieurs génes candidats ont été
identifiés dans cette région dont PTEN/MMAC (Phosphatase and TENsine homology /
Mutated in Multiple Advanced Cancers) qui se retrouve muté dans 20 a 30% des

tumeurs malignes et DMBT1 (Delated in Malignant Brain Tumors 1).

Dans |l es oligodendrogli omes, | 6al t ®r ati on
des chromosomes 1p et 19g. Aucun g ne néa pour | 6i nstant ®t
altération. Les tumeurs gliales mixtes peuvent présenter des altérations caractéristiques
des tumeurs astrocytaires ou des tumeurs oligodendrocytaires, ce qui traduit la

pr®sence ddédau moi ns rduzdifférentcsonti ngents t umo

Les mutations observées dans les tumeurs gliales ne sont pas caractéristiques
de ce type de canceraucatn jdesqués Plr ®memt s
| 6®t abl i ssement déune classification mol ®c u

classificat i ons bas®es sur | 6histologie combin®e ou
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Astrocyte  Neurone Oligodendrocyte /'\ N o _ -7 Cellules tumorales :
* capacité proliférative limitée
Masse tumorale * ressemblance phénotypique
hétérogéne avec les cellules normales du cerveau

Figure 10 : Théorie des cellules souches cancéreuses comme origine des tumeurs gliales
Le schéma ci-dessus présente un parallele entre le comportement normal des cellules souches neurales et
celui des cellules souches cancéreuses. CSN = cellule souche neurale ; CSNT = cellule souche neurale

tumorale.

Modi fi ® ddéapr s Singh SK et al., 2004.
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Théorie des cellules souches cancéreuses

Chez | e nmeaubépentyinaire degtumeurs gliales obtenues par injection
transplacentaire de N-éthyl-N-nitrosourée avait été proposée dans les années 1970.
Des populations de cellules « souches » pauvrement différenciées dans les zones de
tumorigenése et les lésions pré-malignes avaient également été décrites [Lantos PL et
Pilkington GJ, 1979 ; Pilkington GJ et Lantos PL, 1979]. Depuis 2003, la perspective de

| 6identification du type cellulaire dbéorigine
| 6att ent i cllulesssouchesl|dites camcéreuses [Singh SK, 20037 . Déaut
publications ont rapi dement sui vi, rel ayant
pourraient ®merger débune population cellulair

souches neurales ou certains précurseurs exprimant un marqueur membranaire CD133

[Hemmati HD et al., 2003 ; Galli R et al., 2004 ; Singh SK et al., 2004b ; Bao S et al.,

2006, Pilkington GJ, 2005]. Ces cellules souches cancéreuses correspondraient a des

cellules présentes dans la tume u r gui ser ai e nrenoutiemetitees ddaut
capables de produire | 6ensembl e dedgigweeld, ]l ul es
Clarke MF et al., 2006]. Plusieurs marqueurs de cellules souches ont été mis en

évidence dans des tumeurs cérébrales pédiatrigues [Hemmati HD et al., 2003]: CD133,

Musashi-1, Sox2 (facteur de transcription précoce des cellules souches neurales) et

Bmi-1 (g ne i mpl i qu @enodwvellesent letd la proliération des cellules

souches). Les voies de signalisation qui régulen t | -i@reouvellement des cellules

souches pourraient étre altérées dans les cellules souches cancéreuses. Il en

résulterait alors une expansion continue de la population de cellules souches

cancéreuses auto-renouvelées et la formation de tumeurs. Méme s i |l 6origine
tumeurs cérébrales reste a déterminer, certaines voies de signalisation sont

communes aux tumeurs du systeme nerveux central et aux cellules souches neurales

(Wnt et Shh dans les médullobastomes et les gliomes, PTEN dans les gliomes et peut-

étre Notch [Reya T et al., 2001 ; Pardal R et al., 2003]. Les marqueurs antigéniques des

cellules souchesi denti fi ®s | us q()da negiime®@s exprimée dansg last

cellules indifférenciées du cerveau en développement. Aprés la naissance, |l nbest

pr ®sent gudau niveau de | a ermdotnébum sasaulgire.Wlent r i c !
peut étre retrouvé dans des cellules indifférenciées ou en prolifération dans les modéles

de gliome induits par | 6 ®t hy | n [Jang @ stoal,r2@808] et dans des tumeurs

cérébrales pédiatriques [Almgvist PM et al., 2002]. (2) CD44 est exprimé par les

astrocytes normaux, néoplasiques ou de la glie réactionnelle et surexprimée dans les

tumeurs du systéme nerveux central. Une expression de CD44 corrélée a un niveau

faible ou absent de CD24 constituerait un moyen de tri en cytométrie des cellules
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Figure 11 : Modeéle de la cancérogeneése (initiation, promotion et progression) appliquée

aux cellules souches et implication des jonctions communicantes
Cx = Connexine ; CJ = Communication Jonctionnelle via les jonctions gap.

Modi fi® ddéapr s Trosko JE, 2007.

non différenciée
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souches cancéreuses [Al-Hajj M et Clarke MF, 2004]. (3) CD133, initialement décrit

comme marqueur des cellules souches hématopoiétiques [Miraglia S et al., 1997]. |l

sbagit ®galement dobéun marqueur dBNstalc200.ul es s
Des cellules CD133-positives, exprimant aussi la nestine, sont capables de générer des
neurospheéres en culture et de se différencier en cellules ayant le méme phénotype que

les cellules tumorales du patient. In vivo, des xénogreffes de cent cellules CD133-

positives induisent des tumeurs chez des souris immunodéprimées contrairement aux

cellules CD133-négatives [Singh SK et al., 2003 ; Singh SK et al., 2004a]. Dans le
développement du cancer exposé par Hanahan et Weinberg en 2000, les cellules
souches ndappar ai s sdéanteuné¢ origine spossible niese cellules
cancéreuses. Face aux six propriétés fondamentalesqu 6i | s avaient d
(indépendance vis-a-vis des facteurs de croissance, insensibilité aux signaux inhibiteurs

de | a prolif®ration, absence ddbapopt ose, pot
| 6angiogen se, envahissement du tisegemislanviron
théorie des cellules souches [Market CL et al., 1968 ; Pierce GB et al., 1974 ; Potter VR

et al., 1978] et a proposé un pré-requis aux mécanismes de la cancérogenése décrite

par Hanahan et Weinberg. En partant du fait gue | es cel
pouvaient étre des cellules souches pluripotentes ou leurs progéniteurs précoces, il
considecreque | 6i mmdrat ssltiitm@al ati on de | 6angsontgen se
des propriétés intrinséques des cellules souches et que, par conséquent, ce sont des
propri ® ®s qui ndauront pas besoin dé°tre ac
[Trosko JE, 2003]. Ainsi, les premieres étapes du cancer consisteraient en

| 6®chappement des <cellules souches aues proce
phasesclassiques déinitiation, de spmrespexttes PiotHCt de pr
et Dragan YP, 1991]. L6 i n i tsérait tlorooume perte de la capacité des cellules a se

diviser de fagon asymétrique pour suivre des divisions symétriques. Lorsque, suite a

des mécanismes épigénétiques, cette cellule souche capable de se diviser
symeétriquement ne percevrait plus les signaux inhibiteurs de la prolifération libérés par

son environnement,| a phase de promotion serait alors a
mutations supplémentaires permettrait la progression tumorale. Un autre point commun

entre |l es cellules souches et certaines cellu
communication jonctionnelle. Ainsi, des cellules souches qui se seraient affranchies des

facteurs extracellulaires inhibant la prolifération cellulaire seraient également
insensibles ~ do®ventuels facteurs pouvant pa
[Trosko JE, 2007]. Selon cette hypothése, les cellules cancéreuses exprimant des

connexines pourr ai ent provenir ddéun processus de ca

progéniteurs ayant encore la capacité de proliférer (Figure 11).

36



Homme Souris

Protéine Géne Protéine Gene
Cx43 GJAL Cx43 Gjal
Cx46 GJA3 Cx43 Gja3
Cx37 GJA4 Cx37 Gjad
Cx40 GJAS Cx40 Gja5

GJA6P Cx33 Gja6
Cx50 GJA8 Cx50 Gja8
Cx59 GJA9 (GJA10)
Cx62 GJA10 Cx57 Gjal0
Cx32 GJB1 Cx32 Gjbl
Cx26 GJB2 Cx26 Gjb2
Cx31 GJB3 Cx31 Gjb3
Cx30.3 GJB4 Cx30.3 Gjb4
Cx31.1 GJB5 Cx31.1 Gjb5
Cx30 GJB6 Cx30 Gjb6
Cx25 GJB7
Cx45 GJC1 GJAY) Cx45 Gjcl (Gja7)
Cx47 GJC2 (GJAL2) Cxa7 Gjc2 (Gjal12)
Cx30.2 GJC3 (GJE1) Cx29 Gjc3 (Gjel)

GJC3P1
Cx36 GJD2 (GJA9) Cx36 Gjd2 (Gja9)
Cx31.9 GJD3 (GJC1) Cx30.2 Gjd3 (Gjcl1)
Cx40.1 GJD4 Cx39 Gjd4
Cx23 GJE1 Cx23 Gjel

Tableau VI: Membres de la famille des connexines humaines et orthologues chez la

souris

Déapr s |l a nouvell e c | asWoikihg Graug dncConnegim GepeoNoRenclapurea s, | e ¢
(coordonn® par GM Kidder). pogs@qpmpdunr appogttmént daesti @mnan
| 6ancien nom du g ne apparait entre parenth ses.
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Les connexines et la communication intercellulaire jonctionnelle

La communication intercellulaire directe entre les cytoplasmes de cellules
adjacentes est assurée par les jonctions communicantes. Ces structures, formées par
| 6agr ®gati on de c an aconstituent la plagiua @nctionnallie.deé modfs
de base structural des canaux est une protéine membranaire dont on distingue

plusieurs types : les connexines [Laird DW, 2006].

Les connexines,membresd 6une famille multig®nique
Historique et nomenclature

La premiére séquence codante de connexine a été identifiee en 1986. Il sbagit
alors de | a scongaxieerresgonsable uenl@ communication jonctionnelle
dans le foie murin [Kumar NM et Gilula NB, 1986] et humain [Paul DL et al., 1986].
Rapidement, une autre connexine estisoltedans | e c1T ur deECrtmhgeur |
1987] et une autre, différente de celle décrite antérieurement dans le foie [Zhang JT et
Nicholson BJ; 1989]. Afin de distinguer ces différentes connexines, une nomenclature
est proposée. Elle repose sur le poids moléculaire estimé de ces protéines. La premiere
connexine identifiée dans le foie est alors nommée Connexine 32 (Cx32, 32kD) alors
gue lasecondeestl a Cx26 (26 kD). Quant ° celelpteed d ®c o u\
le nom de Cx43 (43 kD).

Une autre nomenclature, moins utilisée, est basée sur les homologies de
s®quence et dbdorganisation des gistinguer tdie¢ conne
groupes: U b, U0 et degxouspes dont l 6un constituerai
[Eastman SD et al., 2005]. La nouvelle version de cette nomenclature proposée par le
Working Group on Connexin Gene Nomenclature tient compte de ces cing groupes en
distinguant les génes GJ A, B, C, D et E (Tableau VI).

Les membres de la famille

La famille des connexines identifi ®esvinggthez | 6
et un membres. Il semblerait que le nombre de connexines fonctionnelles chez les
vertébrés soit de dix-neuf ° vingt et un selon |l es esp ce
génes orthologues® agrandit considérablement la famille avec trois cent trois membres
retrouvés dans des espécesaussi di ver ses que | e chi maumndez ®, | 6@

chien, le poulet, le xénope ou le poisson-zébre [Cruciani V et Mikalsen SO, 2006].

® Les orthologues sont des genes considérésv comme identiqyes me}is retrouvés gans différentes espAéces. IJs sont aAdistinguer des
LI NI f 23dz8a ljdzA a2y RS& Bdefénasdans mEBaNBesiede. A 34 dzS5a RQdzyS Tl YAt
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1a 1b 2

Figure 12 : Splicing alternatif de cinq genes de connexines chez la souris

Les structures présentées ont été obtenues en cartographiantles c¢cl ones 56 du g®nome de
« Genomic BLAST ». Les exons sont représentés par des rectangles avec un numéro correspondant a
|l 6exon 1, 2 ou 3 selon les g nes de connexine. Les s®qu
gue les séquences non codantes sont en gris clair.
Déapr s Anderson CL, 2005.
Rat Rat C. Elegans
Connexine 43 (Cx43) Pannexine 1{Panx 1) Innexine 3 {INX3)
Figure 13 : Analyse comparée de la topologie des connexines, des pannexines et des
innexines
Exemple de la connexine 43 (Cx43) et la pannexine 1 (Panxl) identifiteschez | e rat et de | 6inne
(INX3) chez C. elegans. Les résidus cystéine (cys) sont représentés en jaune.
Modi fi ® déapr s Barbe MT et al ., 2006 .
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Structure des génes de connexine et régulation transcriptionnelle

La structure des genes de connexines a été présentée comme relativement simple

dans la mesure ou un géne code pour une protéine (Figure 12). Le premier modéle
propos® ®tai't celUTIR dduound ra@agi oe Sdar | dexon
codante et de | a r®gi on 3o0ndihRdepdonneée®recentesur | 6 e
semblent suggérer que cette structure pourrait étre plus complexe avec une région

56UTR pouv aasplicingaulbtieer nuant i f et dbéautres (Cx31. 3,
codante est portée par deux exons [Oyamada M, 2005 ; Sohl G et Willecke K, 2003].

Léexpression de <certains g nes de connexi
méthylation des ilots CpG de leur promoteur. Ainsi, la méthylation du promoteur de la
Cx26 dans des lignées de cancers pulmonaires humains pourrait expliqguer la perte
déoexpression de |l a Cx26 [Chen Y, 2005] ou ce
rénaux [Yano T et al., 2004].

Dans un modéele artificiel, une région (-158pb a +209pb) a été identifiée dans le
promoteur de la Cx43 comme un élément de réponse aux caroténoides [Bertram JS,
2004 ; Bertram JS et Vine AL, 2005]. La fixation sur cette séquence induit une
augmentation de la synthése de Cx43 et de la formation de plaques de communication

intercellulaire.

Topologie des connexines

Les connexines auraient toutes une structure similaire avec quatre domaines
transmembranaires. Elles présentent deux boucles extracellulaires et une boucle
intracellulaire, les segments amino- et carboxy-t er mi naux ®t ant <cytopl as
des propri ®t ®s dobéappag tomnexmesest la présknae dé awomsi | | e d
résidus cystéines sur chacune des boucles extracellulaires (Figure 13). Les connexines
les plus étudiées pour leurs structures sont la Cx43, la Cx32 et la Cx26 [Milks LC,

1988 ; Zhang JT et Nicholson BJ, 1994], la structure des autres connexines ayant été
extrapolées par analogie avec la structure primaire des connexines plus amplement

étudiées.
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Figure 14 : Assemblage des connexines dans les plagues jonctionnelles
Les connexines 43 et 45 sont ici utilisées comme exemples de la famille des connexines. Elles présentent
les quatre domaines transmembranaires caractéristiques, deux boucles extracellulaires (E1 et E2) et trois
segments intracellulaires (extrémité Amino-Terminale, boucle Intracellulaire et extrémité Carboxy-
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jonctionnelle, les connexons de deux cellules en contact forme un canal intercellulaire fonctionnelle.
Chaque connexon peut étre formé de plusieurs connexines, ce qui donne quatorze possibilités

déassembl

age

d a ndessud. 60m x distingule eainsic des connexons homomériques ou

hérétomériques. Chaque canal peut étre formé de deux connexons identiques ou différents, ce qui conduit
a des canaux homotypiques ou hétérotypiques.

Modi fi ®s

déapr s Laird DW,

2006 .
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Les nouveaux membres de la famille
Les innexines

Les innexines ont été identifiées chez les Invertébrés comme des structures
ayant un role équivalent a celui joué par les connexines chez les Vertébrés. Elles
assurent la communication directe entre cellules en contact. Leur séquence codante ne
présente pasd 6anal ogi e av e c mdisdesr topologien estxidemigue avec
quatre domaines transmembranaires et la présence de deux résidus cystéines sur

chacune des boucles extracellulaires [Figure 13, Phelan P, 2005].

Les pannexines

Léutilisation en PCR dbéamorces d®g®n®r ®e s
déinnexines a abouti " I 6identi fintdedcanaux des p.
transmembranaires ressemblant aux innexines et aux connexines [Figure 13, Panchin
Y et al., 2000]. Leur nom (« pan ») provient du fait que des orthologues sont retrouvés
aussi bien chez les Vertébrés que chezles | nvert ®br ®s comiehckezlal 6 Ho mm

souris, trois séquences présentant des analogies avec les innexines ont été identifiées,

les pannexines 1, 2 et 3 (Panxl, Panx2, Panx3). LOARNmM de | a Panxl est
dans tout | 6or ga maitpglunéortementd asn sa plpea rcanatlesetlel es g

muscl e squel ettiqgues c h dans lé Gydtenmemreerveux aenn s | gu
d®vel oppement . LOARNmM de | a Panx2 noest d®tec

La Panx3 ne serait présente que faiblement dans le systeme nerveux, le cartillage et la

peau c he z la souris, alorsseulgee ucdhezxpidE® Mmen
envisagée par des approches in silico [Baranova A et al., 2004; Bruzzone R et al.,

2003 ; Litvin O et al., 2006].

Les connexines, éléments structurels des jonctions communicantes
Connexines, pannexines et canaux jonctionnels

Les connexines sont le motif de base des jonctions communicantes. Elles
s 6 @mldent en hexameres pour former un canal transmembranaire, le connexon.
Léapposition de deux connexonss fegrmeounecanaln t de
intercellulaire fonctionnel (Figure 14).Les connexons peuvent °tre C
type de connexine ou de plusieurs en fonction des différents types exprimés dans la
cellule. On distingue donc des connexons homomériques ou des connexons
hétéromériques. Des connexons hétéromériques constitués de Cx26 et de Cx32 ont

ainsi été décrits dans le foie de rat et de souris [Sosinsky G, 1995]. De plus, les
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Figure 15: Structure de |l a plaque |jderrattrn wmiorosedpiee dans
électronique

A: Structure pentalaminaire caract®ristique deicsha pl aque
est réduit & un « gap » de 20 A (g) au niveau de la zone jonctionnelle (x 250 000). B : Sections tangentielle

() et quasi-tangentielle )6 de | a plaque jonctionnelle. Au niveau de
au lanthane permet la délimitation de structures hexagonales. Chaque sous-uni t ® pr ®sente un
opaque et une périphérie de 30 240 A. Ladistance entre | e cifur de deux structu

| 6ordre de 9;Ckncart:x420@®1.0 000
Débapr s Revel JP et Karnovsky MJ, 1967.

43



connexons des cellules en contact peuvent étre constitués des mémes connexines ou

de différents types, ce qui conduit a des canaux homotypiques ou hétérotypiques.

Si, en t h®or i e, de tr s nombr euses
néanmoins que toutes les possibilités ne sont pas retrouvées. Par exemple, dans un
modele in vitro ou la Cx43 et la Cx26 sont co-exprimées, il apparait que chacune des
connexines peut former des canaux fonct
de |l a Cx26 nbest Jead., 2004 Cotirelh GTeet urcIMn2eAd5].

Depuis quelques années, il a été proposé que des canaux intercellulaires
jonctionnels pourraient également étre formés de pannexines [Bruzzone R et al., 2003 ;
Baranova A et al., 2004 ; Barbe MT et al., 2006]. Ainsi, la pannexine 1 (Panx1) peut
former des canaux homotypiques quand elle est exprimée dans des ovocytes de
xénope [Bruzzone R et al., 2003] ou dans une lignée cellulaire de mammifére [Vanden

Abeele F et al., 2006]. Les pannexines 2 et 3, en revanche, ne semblent pas capables

conf i

onnel

de former des canaux homotypi qudeda Panglretdei onnel

|l a Panx2 dans des structures h®t ®r om®r i

| 6expressi on de sdémoaterdansidennembreax tisBus Ritvin O et al.,

ques

20067, il nodest pas apparu, j utdoqctiohriels gans®s e nt

des modéles ou ces protéines sont constitutivement présentes [Dahl G et Locovei S,
2006 ; Huang Y et al., 2007].

Structure de la plague jonctionnelle

En 1967, Revel et Karnovsky avaient observé la plague jonctionnelle en

microscopie élect r oni que dans | e c¢ciTur dgapjuncion.etld | s | a

décrivent comme une structure pentalaminaire, ce qui la distingue des tight junctions

(Figure 15) . Sur des coupes tangentielles,

el | e

structures hexagonales. Quelques années plust ar d, dbautres travaux

ces structures hexagonal es correspondent

connexines, formant un canal, le connexon [Goodenough DA, 1974; Goodenough DA,

1975 ; Caspar DL et al., 1977; Makowski L et al., 1977] . Le ciur opaque

microscopie électronique correspond au pore du canal.

Perméabilité sélective des canaux intercellulaires

Outre la capacité a propager des signaux électriques comme, par exemple,
dans les myocytes cardiaques [Delmar M, 2003], les jonctions communicantes

autorisent le passage de nombreuses molécules cytoplasmiques. Les premiéres
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Figure 16 : lllustration de la sélectivité transjonctionnelle des canaux constitués de
connexines
Les canaux jonctionnels peuvent étre perméables a de petites molécules (A), a des molécules de taille

supérieure mais présentant une configuration permettant néanmoins leur passage (B) ou a une
combinaison des deux cas précédents (C). Il reste important de noter que la charge des molécules
considérées peut étre un élément modifiant la perméabilité des canaux jonctionnels vis-a-vis de ces
molécules et que les molécules dont le poids moléculaire excede 1000 Da ne peuvent généralement pas
transiter.

Débapr s L2a06.rd DW,
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approches mettant en évidence la diffusion de molécules directement de cytoplasme a
cytoplasme utilisaient des marqueurs fluorescents ou radioactifs associés a des résidus
peptidiques [Lowenstein WR, 1979]. Le pore du canal a un diamétre estimé a 12A, ce
qui permet le passage de molécules de poids moléculaire inférieur a 1000 Da (Figure
16). Depuis les premieres études, différentes connexines ont été identifiées et la
sélectivité des canaux semble dépendre a la fois des connexines les constituant et de

|l 6environnement (mol ®cul aire et i1ionique) de |

0Oy

La sélectivité des canaux constitués de Cx26, Cx32, Cx43 et Cx26 et Cx32 en
association a été la plus largement étudiée. En ce qui concerne les autres connexines,
les données sont sporadiques. Parmi les molécules pouvant circuler par les canaux
jonctionnel s, Il e cal ci uidentifiés. €ett® pefm@abilité edte s pr e
mai ntenant reconsid®rer du fait de | 6identifi

de pannexines, structure inconnue au moment de la réalisation de ces études [Harris

AL, 2007]. La fonctionnalit® doh®mi canaux pour
de calcium provenant du milieu extracellulaire et non de la cellule couplée, considérée

initialement comme ®t ant l a source de <calcium. Déautr
di ffuser " travers | es canaux jonctionnel s, (
| 6 ADP, | 6 AMP, | 6 AMPcC, | MAD+G bERains acide® aathi®és o s i n e,

(aspartate, glutamate), des peptides de taille inférieure a dix résidus, la prostaglandine
E2 et le glucose. Les canaux constitués de Cx43 présenteraient une perméabilité plus
grande ° | 6AMPc et au G&Ex6 ogdedcx40 [KanaporicGatst i t u ®:
al., 2008]. Des ARN, bien que présentant a priori un poids moléculaire plus élevé, ont
récemment été ajoutés a la listes des molécules pouvant transiter via les canaux

jonctionnels [Valiunas V et al., 2005].

Les hémicanaux de connexines et de pannexines

Parce que les connexons ménagent un large pore relativement peu sélectif, le
concept m° me doéh®micanal | ai ssai't supposer de
survie cellulaire si ceux-ci permettaient un échange direct entre les milieux intra- et
extracellulaires. Des hémicanaux fonctionnels ont pourtant été décrits par des études
électrophysiologiques sur les cellules horizontales de la rétine de poisson-chat dés
1992 [Devries SH et Schwartz EA, 1992].

Dbautres ®tudes ont ensuite suivi, montr al
était suffisamment bréve et contrdlée, alors leur existence pouvait étre envisagée. Leur
mise en évidence a ainsi été réalisée grace a des études immunocytochimiques et par

la capture de colorants a partir du milieu extracellulaire [Hofer A et Dermietzel R, 1998].
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Figure 17 : Partenaires protéiques potentiels de la Cx43 jouant un réle dans la régulation
de la communication jonctionnelle et dans la stabilité de la plaque

Modi fi ® dédapr s Laird DW, 2006 .
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Les hémicanaux constitués de Cx43 per met tr ai ent la | ib®ration
[Stout CE et al.,, 2002] et de glutathion [Rana S et Dringen R, 2007] a partir des

astrocytes. Il apparait que ces canaux pourraient étre activés dans certaines conditions

non physiologiques.vdcayntse ude mo®&ndpmpee,dblobexpres
peut conduire ° la formation doéh®micanaux qui
concentrations de calcium, aboutissent a la mort cellulaire [Paul DL et al.,, 1991].
Léexpression de | a CxiBnlasspce®al syndranme te Clomston mut at
dans des cellules HeLa conduit a la formation de canaux jonctionnels mais également

ddoh®mi canaux permettant | a | i let®al.,a2004p Des d 6 ATP
hémicanaux de Cx43 pourraient également étre impliqués lor s de | 86i sch®mi e
ouverture prolong®e dans des <cultures dbéastr
[Contreras JE et al., 2002].

La Panx1l forme des h®micanaux dahkheal] 6ovocy
2003] . Du fait de | @< dapsrle systédme mervele cergral,nlan e X i n
possibilit® déh®mi canaux constitu®s de pann
maintenant proposée [Spray DC et al., 2006]. Des canaux de large conductance ont été
décrits comme étant activés lors de la mort cellulaire induite par la voie de signalisation
associée au récepteur purinergique P2X7. La co-expression des récepteurs P2X7 et de
la Panx1 dans des ovocytes de xénope a permis de reproduire le phénomene de mort
cellulaire associ ® "~ une nbdesteduled delm@mmafdre. on d o A
Ceci suggere que des hémicanaux constitués de Panxl pourrait étre le support
moléculaire de cette conductance [Pelegrin P et Surprenant A, 2006; Locovei S et al.,

2007].

R®gul ation de | 6®t at doouvaresteudeshérdiearaux anaux i r

L6 ®t a tvertuded des canaux jonctionnels est régulé grace a différents
m®cani smes tels que des phosphorylations de |
(Figure 17), le pH intracellulaire, le taux intracellulaire de calcium, certaines hormones

ou |l 6environnement | ipidique.

La phosphorylation de la Cx43 par la casein kinase 1 permet ainsi le maintien de
la Cx43 © |l a membrane. En pr®sence dbéinhibitel
dans le cytoplasme [Cooper CD et Lampe PD, 200 2] . Léaugmentati or
communication jonctionnelle induite par les canaux potassiques passerait également
par un phénomene de phosphorylation par la voie de la calmoduline kinase dans les

astrocytes de la moelle épiniére [De Pina-Benadou MH et al., 2001].
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Figure 18 : Cycle de vie des connexines
Les ARNM de connexines sont traduits dans |l e r®ticul um
protéine, elles sont prises en charge par la voie de dégradation associée au réticulum endoplasmique.
Autrement, la plupart déentre elles poursuivent l eur ct
ell es sont ol i gom®ri s®es, puis atteignent Il e compartim
pléomorphes ou des intermédiair e s de transport emm nent |l es connexon
pl asmique avec | 6ai de des microtubul es. Les connexon
|l 6environnement extracellulaire sous | a forme de canaux
joncti onnell es pour ®tablir des canaux intercellulaires a
conjonction avec des mol ®cul es ddéadh®rence, | es cadh®r

sbouvrent et permettent |sthiGueh Bengnibreuwses protéirestpartehaees des yt op |l a
connexines ont été identifiées et joueraient un role dans la stabilisation de la plaque et dans la régulation
des canaux. Les plaques jonctionnelles ou des fragments de celles-ci sont internalisés sous la forme de
doubl e membrane (jonctions annul aires OuU connexosome)

exister 0% |l es connexons doéun m°me canal seraient s®parl
|l 6endocytose. Les j onct isées sont alarartraitées ipar &8 liysesomes outparden a |
protéasome.

Modi fi ® ddéapr s Laird DW, 2006.
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Les jonctions communicantes sont régulées par le pH intracellulaire,
| augmentation de |l a concentration en proton
conductance jonctionnelle [Spray D et al., 2006] . Léaugmentation de
intracellulaire de calcium conduit également & une fermeture des canaux [Rose B et al.,
1977]. La régulation de la communication jonctionnelle par le calcium serait médiée par
une i nteraction de | a cal moduline avec | es proe
carboxyle au moins pour la Cx36 murine [Burr GS et al.,, 2005]. La communication
jonctionnelle pourrait aussi °tre r®gul ®e par
et al., 2004].

En plus de ces voies de signalisation intracellulaires, la communication
jonctionnelle pourrait étre régulée par la présence de cholestérol a proximité des
canaux. Certaines connexines (Cx43, Cx36) sont ainsi retrouvées de facon privilégiée
dans les lipid rafts contenant la cavéoline, protéine pouvant interagir avec les
connexines. Dans la mesure ou ces zones spécialisées de la membrane sont la
localisation privilégiée de certaines kinases (dontc-s r ¢ ) , il semble que |06
lipidique soit important dans la régulation fonctionnelle des jonctions communicantes
[Cascio M, 2005 ; Champeil-Potakar G, 2006]. Les lipopolysaccharides en association
avec le bFGF inhiberaient la communication jonctionnelle mais activeraient la libération
d6 ATP p ar icahaaxsde koRmaxines dans un modele de gliome murin ou
| 6 expr es sx4deast fodcée [de HuysCE et al., 2007].

Parmi les autres facteurs pouvant activer les hémicanaux constitués de
connexines, on notera une concentration extracellulaire faible en calcium [Cotrina ML et
al., 1998 ; Hofer A et Dermietzel R, 1998] ou la présence de radicaux libres lors de
| 6i sch®mi eJE[elCab, 2003; Retaanal MA et al., 2006]. On notera également
que les hémicanaux de pannexines semblent insensibles au calcium extracellulaire
[Bruzzone R et al., 2005].

Trafficking et turn-over des connexines

\

Les connexines sont synthétisées a partir des ribosomes, insérées dans la
membrane du reticulum, puis adressées a la membrane plasmique sous forme de
connexons a partir du réticulum endoplasmigue en suivant la voie de sécrétion
classique (Figure 18). Des approches sur cellules isolées ont montré que les différentes

connexines sont assemblées en connexons, probablement & partir de structures

o
(@)

dimériques ou trimériques [Ahmad S et al., 1999] . 1 semble que |
connexines en connexon soit dépendante de la calmoduline [Ahmad S et al., 2001].

Lors de leur adressage vers la membrane plasmique, les connexons sont fermés afin
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Partenaires protéiques de la Cx43 murie Méthodes Acides aminés impliqués
Z01 WB, DH, PD, IP, IF 379382
v-Src PD, IP, P 247, 265

265

274¢283
c-Src PD, IP, P 265

265
Protéine Kinase A P 364, 365, 368, 369, 373
Protéine Kinase C P, IP, IF 368, 372
Protéine Kinase G P 257 (rat)
MAP Kinase P 255, 279, 282
Cdc2 P 255
CK1 P, IP 325, 328, 330
RPTP IP 265
i -Caténine IP
h-Caténine ME
Cadhérine ME
p120 IF
NOV/CNN IF
Cavéoline PD, IP, IF, CS
h/i -tubuline, microtubules PD, IF, ME, CS 234c262

Tableau VIl : partenaires protéiques identifiés pour la Cx43 murine
CS = Co-Sédimentation ; DH = Double-Hybride ; IP = Immuno-Précipitation; IF = Immuno-Fluorescence;

ME = Immunodétection en Microscopie Electronique ; P = état de Phosphorylation ; PD = GST Pull-Down ;
WB = Western Blot.
Modi fi ® ddéapr s Giepmans B, 2004.



dbassurer |l e maintien des concentrations i oni

organites de |l a voie doéadressage.

Af i n de mi e u X d ®t er mi ndeessagec adesn ooanexines £H ®t a b | i
comment la plaque jonctionnelle se forme, des protéines « taggées » ont été utilisées :
aequorine chémiluminescente, protéines autofluorescentes GFP (green fluorescent
protein) et ses variants, insertion de résidus tétracystéine [Martin PE et al., 1998 ;
Jordan K et al., 1999 ; Martin PE et al., 2001 ; Gaietta G et al., 2002]. Des techniques
de microscopie sur cellules vivantes ont ainsi permis de suivre les déplacements des
connexines tout au | ong d asinséaéesvwdans la mambrandr e s s a g
plasmique. Les connexons parviennent a la membrane via des vésicules de sécrétion.
Léinsertion des connexons dans I a membr ane
relativement vastes puis ils se déplacent vers la plaque jonctionnelle. Elle est ainsi
renouvel ®e ° partir de sa p®riph®rie et cO0est
connexons les plus anciens sont internalisés pour recyclage ou dégradation par les
voies lysosomiales ou du protéasome [Gaietta G et al.,, 2002]. Ces phénomeénes
dynamiques sont relativement rapides dans la mesure ou lademi-vi e déune conney
est estim®e dbébune heure -~ u NRF etdGoadencaughlD&AN | e s 1
1981 ; Laird DW et al., 1991 ; Laird DW, 1996 ; Saffitz JE et al., 2008 ; Jiang JX et al.,
1993].

Régulation du trafficking et stabilité de la plague jonctionnelle

Les connexines sont associées a de nombreuses protéines du cytosquelette
favorisant le trafficking des connexines et la stabilité de la plaque jonctionnelle (Figure
17, Tableau VII).

Léinteraction avec |les tubulines U et b de
la membrane [Giepsman BN et al.,, 2001]. La drébrine, décrite comme partenaire
prot® que de |l a Cx43 dans | e cerveau assurerai
et serait nécessaire a la stabilisation de la plaque jonctionnelle [Butkevich E et al.,
2004]. ZO-1 et ZO-2 sont des protéines initialement décrites comme constitutives des
tight junctions. Il est apparu que ZO-1 interagissait également avec plusieurs
connexines et que ZO-2 interagit au moins avec la Cx43; ZO-1 est préférentiellement
associé a la Cx43 lorsque les cellules sont quiescentes, ce qui suggeére un rble dans la
stabilisation de la plaque jonctionnelle [Singh D et al., 2005]. ZO-1 pourrait également
intervenir dans | dadressage de I|lasenbla&re ™ | a m
associé a la Cx43 a la périphérie de la plaque jonctionnelle [Hunter AW et al., 2005]. De

plus, |l orsque | a Cx 4 3-1, sadoedisatiorpseraitpriviégicedans ®e ~  Z (
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Figure 19 : Nouveau modeéele de nexus associant jonctions communicantes, jonctions
adhérentes et « tight junctions »
Ces trois types de jonctions sont retrouvés a proximité les unes des autres dans les cellules épithéliales ce
qui suggérent une activité coordonnée.

Modi fi ® ddédapr s Laird DW, 2006 .
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les lipid rafts, ou elle pourrait étre associée a la cavéoline et hyperphosphorylée, ce qui
conduirait & son internalisation [Laing JG et al., 2005 ; Schubert AL et al., 2005]. De
pl us en pl us de prot ®i nes associ ®es - ddéaut
également avec les connexines. C6 e st ai nsi l e cas de 1 6occl u
protéines appartenant aux tight junctions, qui peuvent étre co-immunoprécipitées avec
la Cx32 [Kojima T et al.,, 1999 ; Kojima T et al.,, 2001]. Ces différentes structures

pourraient ainsi se stabiliser entre elles (Figure 19).

Certaines protéines ont également été identifiées du fait de leur interaction avec
Il a Cx43. Cbdest ablatsld CIP8®(CxdAideradting ptei 150 et 85).
En | 6absence de ces prot ®i nes gtall,2005CAkdy@mas er ai t
M et al., 2005]. Certains membres de la famille des sémaphorines ont également été
proposés comme régulateurs de la Cx43. Ainsi, lorsque SEMA3F est inhibée par
si RNA, la Cx43 est plus faiblement expri m®e
épithéliale de foie de rat (IAR20) et une interaction a été montrée entre les deux
protéines par la technique de double-hybride [Kawasaki Y et al., 2007]. De plus,
SEMASA pourrait moduler la migration des cellules cardiaques issues de la créte
neurale par un mécanisme impliquant des protéines du cytosquelette et passant par la
Cx43 [Xu X et al., 2006].
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Connexine

Distribution tissulaire

Cx43

Cx46
Cx37

Cx40
Cx50
Cx32

Cx26

Cx31
Cx30.3
Cx31.1

Cx30

Cx45

Cx36

.fradz20eiSax O02NySSs LSldzx 2axr NBAyas 3t yRS
antérieure, parathyroides, thyroide, pancréas, surrénales, testicules, ovaires, myométre, endoth
cristallin, cerveau, macrophagesdu conjonctif.

Cristallin, coeur, gaine nerveuse.

/ SNIi AySa OStfdzZ Sa
poumons.

Endothélium, blastocytes, systéeme de conduction cardiaque, ovairespllestes corticaux, reins, poumons.
Cristallin, cornée.

Foie, cerveau, gaine nerveuse, thyroide, reins, intestins, poumons, rate, testicules, glande mam
pancréas, glandes salivaires.

Foie, pancréas, kératinocytes, intestin, glangméale, cochlée, hypophyse antérieure, parathyroid:
thyroide, reins, poumons, rate, estomac, testicules, cerveau, glandes mammaires, utérus, glandes saliv
Kératinocytes, blastocytes, reins, testicules, yeux.

Blastocytes, kératinocyg reins.

Kératinocytes, épithéliums stratifiés, testicules.

Poumons, estomac, cerveau, utérus, peau, cristallin.

/ d2dz2NE oflad20eiGS8asx LRdzy2yas {SNIdayz0eidsSasx LISt
Rétine, cerveau.

SLIAGKSEAFf S&asY (1SNIiGAy20ei(¢

Tableau VIII : Distribution tissulaire des connexines humaines

Tissu Type cellulaire Tissu Type cellulaire
/ dzdzNJ Cardiomyocytes Oviducte Cellules épithéliales
Cellules musculaires lisses Cellules musculaires lisses
Cavité buccale Kératinocytes Glande Cellules épithéliales
mammaie
Pulpe dentaire Odontoblastes Poumon Cellules épithéliales alvéolaires
Cellules pulpeuses
Fibroblastes péridontaires
Glande salivaire Cellules myoépithéliales Trachée Cellules musculaires lisses
s a2 LKl 38 Cellules épithéliales Os Ostéoblastes
Ostéoclastes
Ostéocytes
Duodénum Cellules musculaires lisses Cartilage Chondrocytes
Intestin gréle Cellules musculaires lisses Rein Cellules vasculaires
Cellules de Cajal Cellules glomérulaires
Colon Cellules musculaires lisses Vesie Cellules musculaires lisses
Cellules interstitielles suburothéliales
Pancréas /| St fdzA S& i Rdz LI y ON Rétine Cellules gliales
Hypophyse | St fdz S& RS f QK& L} L Thymus Cellules épithéliales
postérieure
Glande Moelle osseuse  Cellules stromales
parathyroide

Glande thyroide

Glande surrénale
Peau

Muscle
Cerveau

Cellules épithéliales Ganglions Cellules dendritiques folliculaires
lymphatiques
Rate Cellules dendritiques folliculaires
Kératinocytes Amygdale Cellules épithélials
Fibroblastes
Myoblastes Ovaire Cellules de la granulosa
Astrocytes Testicule Cellules de Sertoli
Cellules des leptoméninges Cellules de Leydig
Cellules épendymaires
Utérus Cellules du myomeétre

Tableau IX : Distribution de la Cx43

Déapr s

Laird DW,

2006 .
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Distribution tissulaire des connexines

Les connexines ont été décrites dans la plupart des types cellulaires de
| 6organi sme ° I 6 e x cdespptaquettes, dibse spernfat®zoides ietedss,

cellules musculaires squelettiques matures (Tableau VIII).

Dansun m° me type <cellulaire, il ndest pas ra
connexines difféerentes. D6 apr s d msitroRellaseciepsuvent se retrouver dans
la méme plaque jonctionnelle (avec des connexons homomériques ou hétéromériques)
ou au contraire former des plaques jonctionne
connexines [Falk MM, 2000]. La Cx43 est la plus ubiquitaire des connexines. Elle est
ainsi retrouvée dans trente cing types cellulaires différents [Tableau [X, Laird DW,
2006. Dbautres connexines en revanche ne sont €
restreint de types cellulaires, ce quisuggéreunréles p®c i fi que ° chacune d
La d®ficience dobéune c on ntapursnéte pallige, gapnsice cag, i t don

par une autre connexine exprimée dans le méme type cellulaire.

Fonctions des connexines
Connexines, développement, différenciation et cicatrisation

Par leur capacité a conduire des signaux intracellulaires directement entre les
cellules en contact, les jonctions communicantes ont rapidement été proposées comme

étant une structure importante dans le développement et la différenciation cellulaire.

Ainsi, lors du développement embryonnaire, les jonctions communicantes
permettraient de délimiter des sous-divisions fonctionnelles dans des régions ou des
organes en devenir faisant circuler des signaux morphogénes entre certaines cellules
(Figure 20). La communication jonctionnelle via la Cx43 semble étre impliquée dans la
mise en place de la symétrie axiale du corps chez le xénope ou le poulet [Levin M et
Mercola M, 1999 ; Wei CJ et al., 2004]. En revanche, ce modéle ne semble pas étre
retrouv® chez l es mammi f res. Dans | es mo d |
doh®t ®r ot axi el 6absablke de Cx43 ou sa surexpr
anomalies morphologiques [Reaume AG et al., 1995 ; Ewart JL et al., 1997].

Un role de la Cx43 a été mis en évidence dans le développement de la créte
neur ale et des <cel |l ul eisarde [pluamgaGy tet aln 4998 b alm c e
WE et al., 2002 ; Wei CJ et al., 2004] ainsi que dans la folliculogenése ovarienne
[ Kidder GM et Mh a wi AA, 2002] . Déautres conn
comme indispensables au développement et a la maturation de certains types
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Figure 20 : Compartimentation du mésoderme dans un embryon de poulet

Suite h | 6injection de Jaune de Luci f e-ci diftusen\sa les n e cel | |
jonctions communicantes dans les cellules du mésoderme mais pas dans les cellules épithéliales (Ep)
adjacent es. Les triangles indiquent | a | i:mOue. entre ®pit
Déapr s Serras F et al., 1993.
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Figure 21 : Cx43 et différenciation cardiaque
Une i mmunod®tection est r®alis®e sur des coupesl)de tiss!
et chez un adulte de douze mois (2). La distribution au niveau des disques intercalaires est
particuli rement virsiebldé@sumed ®g@ge adul te. Ba

Débapr s King TJ et Lampe PD, 2005.

Figure 22 : Role de la Cx43 dans la cicatrisation
Une immunodétection de la Cx43 est réalisée sur des coupes sériées de peau humaine avant et aprés
Iésion.

let2.laCx43 est d®tect®e au niveau de | 6®pi derme dans | e t
phosphorylation (1) ou uniguement sous sa forme phosphorylée sur la sérine 368 (2).
3 et 4. Vingt guatre heures apr s une | ®s mi¥énLa CldasoBx 43 nodes

toutes ses formes de phosphorylation semble plus faible
la Cx43 phosphoryl ®e sur | a s®rine 368 pr®sente une exp
contact de la lame basale (4). Le site de blessure est représenté par le triangle noir.

Fleche : lame basale. C = couche cornée ; E = épiderme ;D=d er me . Bar r8Oun.6 ®c hel | e

Modi fi ® ddapr s King TJ et Lampe PD, 2005.
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