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Abréviations  

ADNc : Acide DésoxiriboNucléique complémentaire 

ADP : Adénosine DiPhosphate 

AM : AcétoxyMéthylester 

AMPc : Adénosine MonoPhopsphate cyclique 

AP-1 : Activator Protein 1 

ARN : Acide RiboNucléique 

ARNm : Acide RiboNucléique messager 

ATF4 : Activating Transcriptor Factor 4 

ATP : Adénosine TriPhosphate 

     

2M : Béta-2-Microglobuline 

BMP : Bone Morphogenic Protein 

BMU : Basic Multicellular Unit  

BSA : Bovin Serum Albumin 

BSP : Bone SialoProtein 

     

Ca2+ : ion Calcium  

Cbfa1 : Core binding factor alpha 1 

CD : Cluster de Différenciation 

CIJG : Communication Intercellulaire par Jonction Gap 

CIP : Cocktail d’Inhibiteurs de Protéases 

Cl- : ion Chlorure 

CMTX : maladie de Charcot-Marie-Tooth liée au chromosome X 

CO2 : Dioxygène 

CRE : cAMP Responsive Element 

Ct: Cycle Threshold 

CTGF: Connective Tissue Growth Factor 

Cx: Connexine 

CXCR4 : C-X-C chemokine Receptor 4 
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CxRE : Connexin Response Element 

     

Da: Dalton 

DC-STAMP: Dendritic Cell Specific TrasMembrane Protein  

DHT: DiHydroTestostérone 

DiIC18(3): 1,1 -dioctadecyl-3,3,3 ,3 -tetramethylindocarbocyanine perchlorate  

DKK1: DicKKopf-related protein 1 

Dlx-5: Distal-less homeobox 5 

DMEM: Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium 

DMSO: DiMéthylSulfOxyde 

dNTP: désoxy Nucléotide TriPhosphate 

DO: Densité Optique 

DTT: DiThioThreitol 

      

ECL: Enhanced ChemiLuminescence 

EDTA: EthyleneDiamine Tetraacetic Acid 

EGF: Epidermal Growth Factor 

EMT: Epithelial Mesenchymal Transition 

ERK: Extracellular signal-Regulated Kinase 

ESL-1: E-Selectin Ligand 1 

ET-1: Endothéline 1 

     

FGF: Fibroblast Growth Factor 

FGFBP1: Fibroblast Growth factor Binding Protein 1 

FITC: Fluorescein IsoThioCyanate 

     

g: gravité 

GAPDH: GlycérAldéhyde 3-Phosphate DéHydrogénase 

Gap-FRAP: Gap Fluorescence Recovery After Photobleaching 

GDF15: Growth/Differenciation Factor 15 

GFP: Green Fluorescent Protein 

GMPc: Guanosine MonoPhosphate cyclique 



Abréviations

8 

GTP: Guanosine TriPhosphate 

     

h: heure 

hCG: Human Chorionic Gonadotropin 

HEK: Human Embryonic Kidney 

HEPES: acide 4-(2-hydroxyéthyl)-1-pipérazine ethane sulfonique 

HIF-1: Hipoxia Inductible Factor 1 

HPLC: High-Performance Liquid Chromatography 

HUVEC: Human Umbilical Vein Endothelial Cell 

      

IGF: Insuline-like Growth Factor 

IL: Interleukine 

INF : Interféron gamma 

Inx: Innexine 

IP3: Inositol 1,4,5-triPhosphate 

     

K+: ion potassium 

KCl: Chlorure de potassium 

kDa: kiloDalton 

KO: Knock Out 

     

LNCaP: Lymph Node Cancer Prostate 

LTR: Long Terminal Repeat 

     

MAGUK: Membrane-Associated GUanylate Kinase 

MAPK: Mitogen-Activated Protein Kinase 

M-CSF: Macrophage Colony-Stimulating Factor 

MDP: Méthylène DiPhosphate 

μg: microgramme 

μL: microLitre 

μm: micromètre 

Mg : Magnésium 
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mg: milligramme 

miRNA : microRNA 

mL : milliLitre 

mm: millimètre 

mM : milliMolaire 

min : minute 

MMP: Matrix MétalloProtéinase 

Msx2: Homeobox msh like 2 

      

Na+ : ion sodium 

NaCl : Chlorure de sodium 

NaH2PO4 : Monosodium phosphate 

nM : nanoMolaire 

NOG: Noggin 

NOV: Nephroblastoma overexpressed 

     

OCN : OstéoCalciNe 

ODDD : OculoDentoDigital Displasia 

OPG : OstéoProtéGérine 

OPN : OstéoPontine 

     

PAL : Phosphatase ALcaline 

Panx : Pannexine 

PAR-1 : Protease-Activated Receptor 1 

PBS: Phosphate Buffer Saline 

PC-3: Prostate Cancer 3 

PCR: Polymerase Chain Reaction 

PDGF: Platelet-Derivated Growth Factor 

PDZ : PSD-95, disc-large et ZO-1 

PET : PolyEthylene Terephthalate 

PGE2 : Prostaglandine 2 

PKA : Protéine Kinase A 

PKC : Protéine Kinase C 
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PLAT: Tissu type PLasminogene Activator 

PLAU: Urokinase type PLasminogene Activator 

PSA : Prostate Specific Antigen 

PSGL-1: P-selectin glycoprotein ligand-1 

PTH : ParaTHormone 

PTHrP : ParaThyroid-Hormone-related Peptide 

      

RANKL: Receptor Activator of Nuclear factor NF-kB Ligand 

RB: Retinoblastoma Protein 

RE: Réticulum Endoplasmique 

RIPA: RadioImmunoPrecipitation Assay 

RT-qPCR: Real Time quantitative Polymerase Chain Reaction 

      

SDF-1: Stromal cell-Derivated Factor 1 

SDS: Sodium Dodecyl Sulfate 

sec: secondes 

SIBLING: Small Integrin Binding LIgand N-linked Glycoprotein 

siRNA: small interference RNA 

Skp2: S-phase Kinase associated Protein 2 

SP-1: Specific Protein 1 

SP-3: Specific Protein 3 

SPECT-CT: Single Photon Emission Computed Tomography- X ray Computed Tomography 

Src: Sarcoma Tyrosine kinase 

SVF: Sérum de Veau Foetal 

      

TBS : Tris Buffer Saline 

Tc : Tecnétium 

TGF  : Transforming Growth Factor béta 

TNF  : Tumor Necrosis Factor alpha 

TRAMP: Transgenic Adenocarcinoma Mouse Prostate 

TRAP: Tartrate-Resistant Acid Phosphatase 

TSP1: ThromboSPondine 1 
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UNG: Uracil N-Glycosylase 

uPA: Urokinase-type Plasminogen Activator 

UTR: UnTranslated Region 

      

V: Volt 

VDR: Vitamin D Receptor 

VEGF: Vascular Endothelial Growth Factor 

VEGFR2: Vascular Endothelial Growth Factor Receptor 2 

      

ZO: Zonula Occludens 
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Historique 

I. Chapitre 1 : Connexines et communication intercellulaire 

jonctionnelle. 

1. Les connexines : une famille multigénique. 

1.1. Historique.  

En 1936, Hober a été le premier à émettre l’hypothèse de l’existence de canaux 

intercellulaires, permettant le passage de molécules hydrophiles de part et d’autre de la 

membrane plasmique (Hober, 1936).  Mais, ce fut en 1952 que Weidmann a mis en évidence 

la présence de zones de moindre résistance électrique dans des cellules cardiaques 

(Weidmann, 1952). Par la suite, des études électrophysiologiques effectuées en 1959 par 

Furshpan et Potter ont permis de découvrir la présence de synapses électriques impliquées 

dans la transmission de signaux électriques chez les crustacés (Furshpan, 1959). Quelques 

années plus tard, des études en microscopie électronique ont montré que ces zones de faible 

résistance électrique correspondaient à des zones d’apposition membranaire. La présence 

d’autres transferts membranaires de même nature dans différents tissus non excitables a été 

également démontrée dans des epithelia (Loewenstein et al., 1965) ou dans le foie de souris. 

Mais ce n’est qu’en 1967 que les structures impliquées dans ces phénomènes ont été 

identifiées grâce à l’observation de coupes ultrafines de myocarde de souris mettant en 

évidence la présence d’un espace extracellulaire de 2 à 3 nm compris entre les deux 

membranes plasmiques d’où le terme de Gap Junction ou Jonction Gap (gap signifiant 

espace) (Revel and Karnovsky, 1967). 

Ce n’est qu’en 1975 que le terme de jonction communicante émergea en référence à la 

fonction de ces structures (Simionescu et al.,1975). 

1.2. Nomenclature.  

En 1986, la première séquence codante de connexine (Cx) a été identifiée. Il s’agit 

alors de la séquence d’une connexine présente dans le foie murin (Kumar and Gilula, 1986) et 



Souris Humain

Connexine
Masse 

moléculaire 
(kDa)

Classe Connexine Masse 
moléculaire Classe

hCx25 25,892 N.D

mCx26 26,411 hCx26 26,200

mCx29 28,981 N.D hCx30,2 30,313

mCx30 30,366 hCx30 30,396

mCx30,3 30,388 hCx30,3 30,419

mCx31 30,901 hCx31 30,817

mCx31,1 31,394 hCx31,1 31,088

mCx30,2 30,219 hCx31,9 31,933

mCx32 32,003 hCx32 32,024

mCx33 32,860

mCx36 36,085 N.D hCx36 36,248 N.D

mCx37 37,596 hCx37 37,413

mpCx40 40,413 hCx40 40,380

mCx39 39,996 N.D hCx40,1 40,140 N.D

mCx43 43,004 hCx43 43,008

mCx45 45,665 hCx45 45,482

mCx43 46,302 hCx46 46,655

mCx47 46,603 hCx47 47,427

mCx50 49,597 hCx50 48,173

hCx58 58,842 N.D

mCx57 57,114 hCx62 61,871

Tableau 1 : Comparatif des connexines murines et humaines.

(Modifié d’après Willecke et al., 2002)
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Cx36, Cx39 Cx45

Structure classique d’un gène codant 
pour les connexines

Epissage au niveau de la 
région codante

Epissage plus complexe

Figure 1 : Exemple de mécanismes d’épissage alternatif de gènes de connexines, cas du gène de la Cx36, 
de la Cx39 et de la Cx45.

(Modifiée d’après Söhl et Willecke., 2003)



Historique

14 

humain (Paul, 1986). Puis, rapidement, d’autres connexines sont isolées dans le cœur de 

rongeur ou dans le foie. 

Devant la découverte de nombreuses connexines, dans le but de les distinguer, une 

nomenclature est imposée. Pour cela, la nomenclature utilisée fait référence à la masse 

moléculaire prédite à partir de l’ADNc précédée du préfixe Cx. Ainsi, la première connexine 

découverte dans le foie de souris a été nommée Cx32 (32 kDa) alors que la seconde est la 

Cx26 (26 kDa). Concernant celle découverte dans le cœur, elle prend le nom de Cx43 (43 

kDa). 

Si des connexines présentent des masses moléculaires très voisines, la différence entre 

elles va se faire par l’ajout d’un chiffre décimal. De plus, la discrimination entre des 

connexines homologues entre espèces va être réalisée par l’ajout en préfixe de la lettre 

correspondant à l’espèce. 

Une autre nomenclature, moins utilisée, repose sur la phylogénie des connexines. En 

effet, des analyses de structure des gènes codant pour les connexines ont mis en évidence de 

fortes similitudes. Les connexines dériveraient d’une seule séquence originale, ayant subi des 

duplications amenant à l’apparition de trois sous-groupes nommés , , . Dans cette 

nomenclature, chaque connexine est représentée par Cx suivi de la sous-classe et du numéro 

d’ordre de découverte. Par exemple la Cx32, découverte la première et appartenant au sous-

groupe , sera nommée Cx 1 (Tableau 1). 

De ce fait, les connexines appartiennent à une famille multigénique de vingt et un 

membres chez l’Homme. La plupart des gènes codant les connexines montrent une structure 

similaire présentant environ 40% d’homologie entre eux : un premier exon contenant 

l’extrémité 5’ non traduite (5’ UTR) suivi d’un intron de longueur variable et enfin un exon 

contenant le reste de la partie 5’ UTR, la séquence codante ainsi que l’extrémité 3’UTR. Il 

existe quelques exceptions correspondant, par exemple, à différentes régions 5’ UTR qui 

peuvent être épissées ou à la région codante qui peut être interrompue par des introns 

notamment pour la Cx36 ou encore la Cx45 (Condorelli et al., 1998; Sohl and Willecke, 

2003) (Figure 1). 

1.3. Les autres membres apparentés. 

Pendant longtemps, la structure et la fonction des jonctions communicantes n’ont été 

étudiées que chez les vertébrés. Hors, il s’avère que des structures analogues sont présentes



Cystéines présentes sur les 
boucles extracellulaires

Innexine Pannexine Connexine

Figure 2 : Représentation schématique de la structure des innexines, des pannexines et des connexines avec
la localisation des cystéines au niveau des boucles extracellulaires.

EL1: boucle extracellulaire 1; EL2: boucle extracellulaire 2; CL: boucle intracellulaire

(D’après D’hondt et al., 2009)
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également chez les invertébrés et sont dénommées innexines (Inx) pour rappeler leur 

distribution (invertébrés) et leur rôle dans la communication intercellulaire analogue à celui 

des connexines des vertébrés. 

  Les premières innexines ont été mises en évidence chez la drosophile (26 gènes) et 

Caenorhabditis elegans (8 gènes) (Curtin et al., 1999; Phelan et al., 1998) et sont également 

présentes chez d’autres invertébrés (Phelan and Starich, 2001). Certaines d’entre elles auraient 

la capacité de former des jonctions communicantes comme par exemple Inx1, Inx2 (Stebbings 

et al., 2000) qui participeraient à la morphogénèse des tissus épithéliaux chez la drosophile 

(Phelan, 2005). 

Il existe des homologues d’innexines dans le génome des vertébrés nommées 

pannexines (Pan) (Baranova et al., 2004; Panchin et al., 2000). Trois gènes humains panx1, 

panx2 et panx3 ont été identifiés. Bien qu’il n’y ait pas de similarité de séquences en acides 

aminés entre les innexines/pannexines et les connexines, elles possèdent la même structure 

(Figure 2). En effet, chacune possède quatre domaines transmembranaires avec des domaines 

N- et C-terminaux intracellulaires. Mais les innexines et les pannexines diffèrent des 

connexines notamment par le nombre de cystéines présentes au niveau des boucles 

extracellulaires. En effet, les connexines en possèdent trois alors que les innexines et les 

pannexines en ont deux. Elles ont également la capacité de former des innexons/pannexons, 

hexamères d’innexines/pannexines, pour générer la formation de la jonction communicante et 

des hémi-canaux. 

Concernant les pannexines, il s’est avéré que la Panx2 est généralement localisée dans 

le système nerveux central (Penuela et al., 2008) et favoriserait la différenciation des 

progéniteurs neuronaux en neurones (Swayne et al., 2010) alors que la Panx1 est ubiquitaire. 

La fonctionnalité de la Panx1 a été testée sur des ovocytes de Xénope mettant en évidence une 

conductance plus faible que celle des connexines (Bruzzone et al., 2003). Elle exercerait un 

rôle de suppresseur de tumeur, notamment dans les cellules de gliomes de rat C6 (Lai et al., 

2007). Récemment, il a été montré que la Panx1 pourrait être exprimée par les myocytes 

cardiaques et la formation des jonctions communicantes serait activée par la libération de 

calcium du réticulum sarcoplasmique (Billaud et al., 2011; Kienitz et al., 2011). Quant à la 

Panx3, elle aurait un rôle dans les processus de différenciation des chondrocytes, des



I

Membrane 
plasmique

Milieu 
extracellulaire

Cytoplasme

Figure 3 : Topologie d’une connexine.

Les domaines N et C terminaux sont localisés dans le cytoplasme. Une boucle intracellulaire I ainsi que les deux
boucles extracellulaire E1 et E2 font la liaison entre les 4 domaines transmembranaires. Sur chaque boucle
extracellulaire, 3 cystéines sont présentes, permettant la formation de pont disulfure.
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kératinocytes ou encore des ostéoblastes (Bond et al., 2011; Celetti et al., 2010; Iwamoto et 

al., 2010).  

Les connexines, les innexines ainsi que les pannexines appartiennent donc à une 

super-famille. 

2. Topologie des Connexines. 

A partir de 1987, l’organisation topologique des connexines a commencé à être 

étudiée par l’utilisation de techniques biochimiques combinant des protéolyses limitées et des 

anticorps dirigés contre les cibles spécifiques (Zimmer et al., 1987). Grâce à cette approche, 

différentes études ont pu être effectuées sur d’autres types de connexines comme la Cx26, la 

Cx43 ou la Cx32 (Goodenough et al., 1988; Milks et al., 1988; Zhang and Nicholson, 1994). 

Ceci a permis de mettre en évidence que toutes les connexines présentaient une topologie 

commune avec des domaines plus ou moins conservés (Figure 3) :  

• Tout d’abord, elles sont caractérisées par quatre domaines transmembranaires 

hydrophobes fortement conservés, avec une conformation en hélice-

correspondant à M1, M2, M3 et M4 et formés de vingt acides aminés. Par 

l’analyse de la séquence protéique, il s’avère que le domaine transmembranaire 

M3 semble former le pore lorsque les connexines s’assemblent entre elles. En 

effet, ce domaine possède de nombreux aminés hydrophiles qui formeraient la 

lumière du pore (Milks et al., 1988).  

• Les séquences amino- et carboxy terminales sont intracellulaires. Les extrémités 

NH2 présentent des séquences très conservées avec approximativement vingt 

acides aminés alors que les domaines C-terminaux diffèrent en séquence et en 

longueur, ce qui explique les variations de poids moléculaire des différentes 

connexines. La Cx43, par exemple, possède cent cinquante six acides aminés alors 

que la Cx26 ne possède que seize acides aminés (Evans et al., 2006).  La partie C-

terminale est également le site potentiel de nombreuses phosphorylations (Saez et 

al., 1998) comme il a été montré pour la Cx43 (Laird et al., 1991; Musil et al., 

1990), la Cx26 faisant figure d’exception.  

• Elles possèdent également deux boucles extracellulaires nommées E1 et E2 

possédant respectivement trente et un et trente quatre acides aminés ainsi qu’une 

boucle intracellulaire I, très conservées. Chaque boucle extracellulaire possède 



Connexine Localisation dans les différents tissus

Cx23 Pas exprimé

Cx25 Génome humain

Cx26 Glande mammaire, peau, cochlée, foie, endométrium, cellule gliale, épithélium 
respiratoire, tubules séminifères, pancréas 

Cx30 Peau, cerveau, cochlée, épithélium respiratoire, glande exocrine

Cx31,3 Oligodendrocytes, muscle squelettique, foie, pancréas, rein

Cx30,3 Peau

Cx31 Peau, épithélium respiratoire, cochlée, placenta

Cx31,1 Peau

Cx31,9 Cerveau, coeur

Cx32 Foie, peau, cellules de schwann, oligodendrocytes, endomètre, cellules 
glandulaires

Cx33 Testicule

Cx36 Rétine, cellules béta  pancréatiques,  neurones du système nerveux central

Cx37 Muscle lisse vasculaire, endothélium, ovaires, peau

Cx40 Peau, système nerveux, endothélium, cœur

Cx40,1 Localisé dans aucun tissu (juste présent dans le génome humain)

Cx43

Connexine la plus exprimée, présentes dans 34 tissus différents et 46 types 
cellulaires: blastocystes, peau, cornée, fibroblastes, ostéoblastes, reins, glandes 
mammaires, cellules musculaires cardiaques, cellules épithéliales pulmonaires, 

kératinocytes, hypophyse antérieure, parathyroïdes, thyroïde, pancréas, 
surrénales, testicules, ovaires, myomètre, muscle lisse, cellules endothéliales, 

cristallin, astrocytes, cellules épithéliales rénales tubulaires, macrophages, tissu 
conjonctif, placenta

Cx45 Cellules épithéliales pancréatiques, cœur, neurone, oligodendrocytes, 
astrocytes, système vasculaire, peau, ostéoblastes, rétine, utérus

Cx46 Cristallin, épithélium alvéolaire

Cx47 Cerveau, moelle épinière, oligodendrocytes

Cx50 Cristallin

Cx58 Localisé dans aucun tissu (juste présent dans le génome humain)

Cx62 Cellules horizontales de la rétine

Tableau 2 : Distribution tissulaire des connexines chez l’Homme.

(Modifié d’après Rackauskas et al., 2010)
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trois cystéines, localisées dans des séquences pratiquement invariables, 

responsables de la formation de ponts disulfures interboucles et intracaténaires 

(Dupont et al., 1989; John and Revel, 1991; Rahman et al., 1993).  

Jusqu’à aujourd’hui, aucune connexine découverte n’a fait exception concernant son 

organisation topologique. 

3.  Distribution tissulaire. 

Les connexines sont exprimées dans tous les tissus, exceptés dans le muscle 

squelettique adulte, les érythrocytes et les spermatozoïdes matures. Certaines connexines ont 

une répartition étendue alors que d’autres sont restreintes à un ou deux tissus. Comme 

exemple, la Cx30.3 n’est présente qu’au niveau de la peau ou la Cx33 exprimée seulement 

dans les testicules, alors que la Cx26 ou la Cx45 ont des répartitions plus larges. La connexine 

exprimée de manière ubiquitaire est la Cx43 qui est présente dans 34 tissus et 46 types 

cellulaires (Tableau 2). 

Il s’avère également qu’un même tissu puisse exprimer plusieurs types de connexines 

localisées dans la même plaque jonctionnelle, c’est le cas pour les hépatocytes qui expriment 

la Cx26 et la Cx32 (Nicholson et al., 1987) ou dans des plaques jonctionnelles distinctes 

comme la  Cx32 et la  Cx43  au niveau des thyrocytes (Guerrier et al., 1995). De plus, il peut 

exister un profil d’expression spatio-temporelle des connexines dans un même tissu ou type 

cellulaire. Par exemple, il a été montré que la Cx40 était fortement exprimée durant la période 

fœtale dans le cœur des souris avec une diminution d’expression après la naissance. Cette 

même connexine a également une variation d’expression entre le ventricule droit et le 

ventricule gauche (Van Kempen et al., 1996). 

4. Jonctions communicantes. 

4.1. Structure du canal jonctionnel. 

Les jonctions communicantes permettent l’échange intercellulaire de molécules de 

taille inférieure à 1 kDa telles que des nutriments, des métabolites, des ions, des seconds 

messagers (Loewenstein, 1981). Cet échange se nomme Communication Intercellulaire par 

Jonctions Gap (CIJG). Des analyses de microscopie électronique et des études en diffraction 



Figure 4 : Structure du canal jonctionnel.

A) Structure d’une plaque jonctionnelle observée en microcopie électronique. B) Conception moléculaire des
canaux jonctionnels. En haut, représentation permettant de visualiser la rotation à 30 entre deux connexons qui
s’apparient. Deux sous-unités d’un connexon en bleu sont au-dessus d’une sous-unité de connexon en rouge. En
bas, assemblage des deux connexons. Les zones grisées désignent des pièces de la structure qui sont les plus
incertaines, en particulier l’organisation entre l’assemblage transmembranaire et l'espace extracellulaire.

(D’après Yeager et Harris 2007)

A

B

(D’après Goodenough et Paul, 2009)
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Connexon Homomérique Homomérique Hétéromérique

Canal Homotypique Hétérotypique Hétérotypique

Figure 5 : Illustration des possibilités d’association des connexines au sein d’un connexon et des
connexons au sein d’un canal jonctionnel.

(Modifiée d’après Laird, 2006)



Figure 6 : Le cycle de vie des connexines.

Après avoir été traduites, les connexines sont insérées dans la membrane du réticulum endoplasmique. Si elles
sont correctement repliées, elles seront épargnées par le système de contrôle qualité ERAD (ER Associated
Degradation) et l’oligomérisation pourra se terminer au sein du trans-Golgi. Des vésicules de transport
pourront ensuite délivrer les connexons à la membrane via les microtubules. Puis, les connexons pourront
fonctionner en tant qu’hémicanaux ou diffuser latéralement dans des sites spécifiques afin de s’apparier avec
des connexons présents à la membrane plasmique de la cellule adjacente. Les nouveaux canaux jonctionnels
seront localisés à la périphérie de la plaque jonctionnelle alors que les plus anciens seront au centre. Un
fragment ou la totalité de la plaque jonctionnelle est ensuite internalisé dans une structure à double membrane
appelée connexosome où la dégradation est effectuée dans les lysosomes ou dans les protéasomes.

(D’après Laird, 2006)
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optique ont permis de comprendre l’organisation structurale du canal jonctionnel (Unger et 

al., 1999; Yeager and Nicholson, 1996) (Figure 4). En effet, la formation de ces canaux est 

due à l’assemblage de six connexines d’une même cellule donnant naissance à un connexon. 

Deux cellules adjacentes vont former un canal jonctionnel par l’interaction de deux 

connexons. L’interaction optimale entre deux connexons est possible par un décalage de 30° 

d’un connexon par rapport à l’autre autour de l’axe central du canal (Perkins et al., 1998; 

Unger et al., 1997). De plus, l’appariement des connexons fait également intervenir les 

boucles extracellulaires E1 et E2 qui s’organisent en feuillets  antiparallèles de manière à 

délimiter le domaine intercellulaire (Foote et al., 1998) (Figure 4B). 

4.2. Compatibilité entre connexines. 

L’assemblage de six connexines identiques génère un connexon homomérique alors 

qu’un connexon hétéromérique correspond à l’assemblage d’au moins deux connexines 

différentes. De même, l’assemblage de deux connexons identiques va correspondre à la 

formation de canaux jonctionnels homotypiques alors qu’un canal jonctionnel hétérotypique 

correspond à la formation de connexons différents (Kumar and Gilula, 1996) (Figure 5). 

Différentes combinaisons peuvent être possibles, par exemple, l’interaction entre la 

Cx26 et la Cx32 dans le foie (Diez et al., 1999) ou la Cx43 et la Cx46 dans la rétine (Hoang et 

al., 2010). Il s’avère que la formation de canaux hétéromériques ou homomériques modifient 

la perméabilité sélective du canal. En effet, il a été montré que des canaux homomériques 

pour la Cx26 ou la Cx32 étaient moins perméables à l’AMPc que des canaux hétéromériques 

Cx26/Cx32 (Ayad et al., 2006). 

Des études de co-expression de connexines dans des cellules de mammifères ou dans 

des ovocytes de Xénope ont permis d’approfondir les connaissances sur l’interaction entre les 

connexines. Il a été montré, par exemple, que la Cx43 ne forme pas de canaux hétéromériques 

avec la Cx26 (Gemel et al., 2004). 

Il semble que les connexines aient la possibilité de s’associer lorsqu’elles 

appartiennent à la même sous classe (White et al., 1995). 

4.3. Turn-over des connexines. 

Les connexines ont une demi-vie moyenne de 1.5 à 5 heures (Beardslee et al., 1998; 

Fallon and Goodenough, 1981; Laing and Beyer, 1995; Laird et al., 1991) et sont pré-

programmées pour être continuellement synthétisées puis dégradées (Figure 6). 
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La majorité des connexines suivent la voie classique de sécrétion. En effet, elles sont 

traduites dans le réticulum endoplasmique et pour la majorité, l’oligomérisation y est 

effectuée (Ahmad et al., 1999; Falk et al., 1994). L’oligomérisation des connexines est un 

évènement progressif commençant tout d’abord dans le réticulum endoplasmique, puis dans le 

compartiment intermédiaire (ERGIC), pour se terminer dans l’appareil de Golgi. Mais pour la 

Cx43 et la Cx46, elles ont été trouvées sous forme monomérique au niveau du trans-Golgi 

(Koval et al., 1997; Musil and Goodenough, 1993).  Bien que les connexines ne soient pas 

glycosylées, il se pourrait qu’elles soient sous la protection de protéines chaperonnes jusqu’à 

ce qu’elles atteignent leur état stable et définitif. De plus, le fait qu’elles possèdent des 

cystéines au sein de leurs domaines extracellulaires suggèrent qu’elles soient sous la 

surveillance de protéines disulfides isomérases (John and Revel, 1991). Quant à la Cx26, elle 

semble emprunter une voie particulière et plus rapide. En effet, elle irait directement du 

réticulum endoplasmique vers la membrane plasmique (Ahmad and Evans, 2002; Zhang et 

al., 1996a). 

Une fois sorties du réseau golgien, les connexines, oligomérisées sous forme de 

connexons, utiliseraient différentes voies de transport avant d’être acheminées à la membrane 

plasmique. Certaines études font ressortir le rôle des microtubules (Johnson et al., 2002; 

Thomas et al., 2001b) même si leur intervention n’est pas clairement définie. Une fois insérés 

dans la membrane plasmique, les connexons diffuseraient librement dans la bicouche 

lipidique avec l’aide de la N-cadhérine et la E-cadhérine, protéines jouant un rôle dans 

l’adhérence cellulaire (Govindarajan et al., 2010; Jongen et al., 1991; Meyer et al., 1992; Wei 

et al., 2005). Les connexons sont insérés dans la membrane sous forme d’hémicanaux et 

rencontrent au hasard un connexon d’une cellule voisine et diffusent sous forme de canal 

entier jusqu’à la zone jonctionnelle. Ceci a pu être mis en évidence grâce à l’utilisation de Cx-

GFP qui ont permis de montrer la présence de connexines dans des zones non jonctionnelles 

(Gaietta et al., 2002; Li et al., 1996).  

Il a été montré par l’utilisation de la Cx43 marquée par la GFP et la technique de gap-

FRAP que les canaux jonctionnels nouvellement formés étaient localisés à la périphérie de la 

plaque jonctionnelle, alors que les plus anciens se situaient au centre (Lauf et al., 2002).  

L’internalisation des jonctions communicantes a été très étudiée. Il a été montré tout 

d’abord par microscopie électronique la formation d’une structure vésiculaire à double 

membrane appelé jonction annulaire. Il a été proposé que cette vésicule possèdait une partie
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ou l’ensemble de la jonction communicante lors de l’internalisation (Archard and Denys, 

1979; Marquart, 1977; Sasaki and Garant, 1986). Aujourd’hui le terme de jonction annulaire 

est remplacé par « connexosome ». En fait, par des études en immunogold et en 

immunofluorescence, il s’est avéré que cette structure originale était enrichie en connexines 

(Jordan et al., 2001; Murray et al., 1997; Nagy et al., 1997).  

La dégradation des connexines et des jonctions communicantes semble suivre le même 

procédé que celui utilisé pour des protéines transmembranaires finissant leur parcours au 

niveau du lysosome. Mais, certaines études ont montré que l’utilisation d’inhibiteurs de 

protéasomes ou des cellules déficientes en ubiquitine-E1 retardait la dégradation de la Cx43 

(Laing and Beyer, 1995). Il semblerait que la Cx43 soit mono-ubiquitinylée, servant de signal 

d’internalisation contrairement à la poly-ubiquitinylation, permettant l’adressage directement 

au niveau du protéasome (Leithe and Rivedal, 2004). La dégradation des connexines peut 

donc faire intervenir deux systèmes. Celui faisant intervenir les lysosomes semble être la voie 

privilégiée pour les connexines présentes à la membrane plasmique alors que celui faisant 

intervenir les protéasomes participerait à la dégradation rapide des connexines déficientes 

présentes au niveau du réticulum endoplasmique (VanSlyke and Musil, 2005). 

4.4. La perméabilité jonctionnelle.  

De nombreuses études ont montré que les propriétés de couplage des canaux 

jonctionnels variaient suivant le type de connexines exprimé par les cellules en contact. 

Toutes les connexines n’ont pas les mêmes niveaux de conductance et également le même 

type de régulation. L’utilisation de traceurs fluorescents a permis d’estimer un diamètre du 

pore qui serait compris entre 1.6 et 2 nm chez les mammifères et également de mettre en 

évidence que les canaux jonctionnels sont spécifiquement perméables à certaines molécules 

selon les connexines qui le composent. Ceci va donc dépendre de la taille, de la forme mais 

aussi de la charge des molécules concernées (Dermietzel et al., 1990; Elfgang et al., 1995; 

Loewenstein, 1981; Steinberg et al., 1994; Veenstra, 1996; Veenstra, 2001). En effet, il a été 

montré par exemple que les canaux formés de la Cx32 étaient plus perméables à l’adénosine 

qu’au glutamate ou que ceux formés de la Cx43 étaient plus perméables à l’ATP qu’au 

glutamate (Goldberg et al., 2002).  

Donc, parmi les molécules hydrophiles capables de passer à travers les jonctions 

communicantes ayant des tailles inférieures à 1 kDa se trouvent les seconds messagers tels
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que les nucléotides cycliques AMPc et GMPc mais également les ions Ca2+, Na+, Cl-, K+. 

D’autres métabolites tels que les nucléotides ATP, ADP et GTP peuvent également y transiter 

(voir pour revue (Goodenough and Paul, 2009)). Il s’avère également que des siRNA ainsi 

que des miRNA peuvent passer au travers des jonctions communicantes (Lim et al., 2011; 

Wolvetang et al., 2007). 

4.5. Partenaires protéiques des connexines. 

Les protéines partenaires des connexines peuventt jouer un rôle primordial dans la 

régulation de la communication intercellulaire et dans la stabilité des jonctions 

communicantes. De nombreuses protéines interagissent avec les connexines : 

• Les protéines membranaires associées aux jonctions serrées telles que les 

occludines et les protéines appartenant à la famille des guanylates kinases 

associées à la membrane (MAGUK) telles que ZO-1 et ZO-2. ZO-1 se lie à de 

nombreuses connexines telles que la Cx43, la Cx32, la Cx45, la Cx46, la Cx50 

(Giepmans et al., 2001c; Kojima et al., 2001; Nielsen et al., 2003; Singh and 

Lampe, 2003) et participe à la stabilité des jonctions communicantes. De plus, 

certains domaines de ZO-1 pourraient permettre de faire le lien entre les 

connexines et certaines kinases et phosphatases. Les connexines pourraient se lier 

au domaine PDZ de ZO-1. En effet, si le domaine PDZ est muté, une diminution 

de l’interaction entre la Cx45 et ZO-1 est observée (Kausalya et al., 2001). ZO-1 

interviendrait également dans l’adressage de la Cx43 à la membrane plasmique. En 

effet, le blocage de l’interaction ZO-1/Cx43 dans les cellules Hela et les 

cardiomyocytes modifie le turnover des jonctions communicantes (Hunter et al., 

2005). 

• Les protéines ayant un rôle dans l’adhérence des cellules : il s’avère que ces 

protéines, les caténines ainsi que la N-cadhérine et la E-cadhérine participeraient à 

la bonne conformation des jonctions communicantes. En effet, des cellules 

cancéreuses de l’utérus exprimant faiblement la E-cadhérine présentent une faible 

communication intercellulaire et la surexpression de la E-cadhérine augmente la 

présence de la Cx43 à la membrane co-localisée avec la E-cadhérine (Jongen et al., 

1991). De plus, leur implication dans la transduction de signaux pourrait suggérer 

un rôle dans la régulation du couplage intercellulaire. 



(D’après Laird, 2006)

Figure 7 : Les différents partenaires de la Cx43 au niveau de son domaine C-terminal.

NOV: Nephroblastoma OVerexpressed; CIP85: Connexin43 Interacting Protein 85
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• Les enzymes : la majorité des connexines ont des domaines de phosphorylation au 

niveau de leur domaine C-terminal suggérant une interaction avec des protéines 

kinases. Les kinases v- et c-Src, PKC, PKA ainsi que les MAP kinases participent 

à la phosphorylation des connexines jouant ainsi un rôle dans l’état d’ouverture 

des canaux jonctionnels. 

• D’autres protéines peuvent également se lier aux connexines : les cavéolines 

interagiraient avec la Cx43 au niveau des radeaux lipidiques (Schubert et al., 

2002). Elles participeraient à l’adressage de la Cx43 à la membrane plasmique. 

Comme décrit précédemment les ubiquitines en se fixant aux connexines 

participeraient à la dégradation des jonctions communicantes. Enfin, dans les 

cellules cos-7, il a été montré que les - et -tubulines pourraient interagir avec 

l’extrémité carboxyle de la Cx43 tandis que les microtubules se fixeraient à un 

motif présent dans le quatrième domaine transmembranaire (Giepmans et al., 

2001b; Giepmans et al., 2001c). 

Dans ce paragraphe ont été citées de manière non exhaustive les protéines les plus 

connues interagissant avec les connexines. Les principales protéines partenaires de la Cx43 

sont représentées dans la figure 7. 

4.6. Régulation de la communication jonctionnelle. 

Aujourd’hui le nombre de facteurs connus pour modifier la CIJG est très vaste. Cette 

régulation peut se faire à différents niveaux, transcriptionnels, traductionnels, post-

traductionnels ou directement sur l’ouverture des canaux jonctionnels. 

4.6.1. Régulation de l’expression des connexines. 

La majorité des connexines possèdent dans la structure de leur gène un promoteur P1 

localisé à 300 paires de bases environ de l’exon1. A l’intérieur de cette région existent de 

nombreux sites de fixation pour des facteurs de transcription qui varient en fonction du 

modèle cellulaire et du type de connexines étudié. SP1 est un facteur de transcription 

important pour la régulation de la transcription de nombreux gènes codant pour des 

connexines, telles que la Cx26, la Cx32, la Cx40 et la Cx43 (Bai et al., 1993; Echetebu et al., 

1999; Teunissen et al., 2002; Tu et al., 1998). Concernant le gène codant pour la Cx43, il 

existe quatre sites possibles de fixation pour SP1 et SP3 (Teunissen et al., 2003). Un autre
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facteur classique de transcription AP-1, composé de deux protéines jun et fos, peut également 

influencer la transcription des gènes codant pour les connexines. Un ou plusieurs sites de 

fixation pour ce facteur ont été identifiés dans le gène codant pour la Cx43 chez l’Homme, la 

souris et le rat (Oyamada et al., 2005). Il a été montré qu’AP-1 permettait d’augmenter 

notamment l’expression de la Cx43 des cellules musculaires lisses utérines (Geimonen et al., 

1996). 

D’autres facteurs peuvent évidemment moduler l’expression des connexines. L’AMPc 

est connu pour moduler la CIJG mais également la formation des jonctions communicantes. 

Elle permet une redistribution rapide de la Cx43 dans la membrane cellulaire mais également 

de stimuler l’expression de gène codant pour la Cx43. En effet, l’hCG (human Chorionic 

Gonadotropin) en augmentant les taux intracellulaires d’AMPc, induit l’expression de cette 

même connexine dans les cytotrophoblastes (Cronier et al., 1994; Cronier et al., 1997). De 

plus, elle induit la transcription du gène codant la Cx43 dans des cellules d’hépatomes (Mehta 

et al., 1992).  

Des hormones modulent également l’expression des gènes de connexines. En effet, 

des études ont montré une augmentation des taux d’ARNm et du niveau de protéines codant 

pour la Cx43 dans l’utérus avant la parturition. Le gène de la Cx43 dans le myomètre est sous 

le contrôle des hormones stéroïdiennes : les œstrogènes augmentent son expression alors que 

la progestérone la diminue (Petrocelli and Lye, 1993). De plus, les hormones thyroïdiennes 

ainsi que la PTH (ParaTHormone) sont capables d’augmenter le niveau d’expression de la 

Cx43. La PTH induit également une augmentation de l’activité du promoteur de la Cx43 dans 

des lignées cellulaires d’ostéosarcomes de rat (Mitchell and Lye, 2001). Néanmoins, il 

apparaît que le gène codant la Cx43 possède dans la partie proximale de son promoteur la 

séquence CRE (cAMP Responsive Element) où l’AMPc peut se fixer pour activer 

l’expression de gènes sous l’effet, par exemple, de la PTH ou des prostaglandines (Civitelli et 

al., 1994; Civitelli et al., 1998; Yu et al., 1994). 

Le contrôle transcriptionnel apparaît donc être un facteur important pour réguler 

l’expression des connexines. 
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4.6.2. Modulation de l’état d’ouverture des canaux jonctionnels. 

4.6.2.1. La sensibilité au calcium. 

 La fermeture des canaux par les ions calciques joue un rôle important dans la 

protection des cellules lors des dépolarisations membranaires. La sensibilité des jonctions 

communicantes varie en fonction du type de connexines et également du type cellulaire. Les 

connexons peuvent laisser transiter cet ion lorsque les concentrations ne dépassent pas 200 

nM mais lorsque les valeurs sont supérieures, cela induit une fermeture des canaux (Cotrina et 

al., 1998; Peracchia, 2004). Un effet direct de cet ion sur les connexines supposerait 

l’existence de sites spécifiques de très hautes affinités pour le Ca2+. Mais certaines études 

suggèrent, par l’utilisation de bloqueurs, l’implication de la calmoduline, protéine liant le 

Ca2+. Le Ca2+ se fixe sur cette protéine entraînant un changement de conformation lui 

permettant par la suite de se lier aux canaux. Une telle interaction a été démontrée pour de 

nombreuses connexines telles que la Cx43, la Cx37 (Sotkis et al., 2001) la Cx38, la Cx32, la 

Cx44 et la Cx50 (Peracchia et al., 1996; Peracchia et al., 2000; Zhang et al., 2006). 

4.6.2.2. L’effet du voltage.  

La sensibilité au voltage est particulièrement importante pour le couplage 

intercellulaire entre les cellules excitables. La conductance jonctionnelle peut être sensible au 

potentiel de membrane ou au potentiel transjonctionnel correspondant à la différence de 

potentiel de part et d’autre de la membrane jonctionnelle. Les canaux formés de Cx43 sont 

relativement moins sensibles au changement de voltage, à la différence des canaux constitués 

de la Cx45. Des études menées sur la Cx26 et la Cx32 ont montré que les acides aminés de la 

partie N-terminale déterminent l’ouverture du canal. Ainsi pour la Cx43 ou la Cx45, les 

canaux se ferment pour des potentiels négatifs, à l’inverse de la Cx26 ou la Cx30 qui se 

ferment pour des valeurs positives (Rackauskas et al., 2010).  

4.6.2.3. L’effet du pH.  

L’acidification du milieu intracellulaire diminue la communication par les jonctions 

communicantes mais la sensibilité au pH intracellulaire varie d’une connexine à l’autre. En 

effet, la Cx43 et la Cx32 sont moins sensibles au pH intracellulaire que la Cx50 et la Cx57. 

Après surexpression de la Cx32 dans l’ovocyte de Xénope, un pH de 6.5 est nécessaire pour
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faire baisser sa conductance de 50% tandis que pour la Cx50, un pH de 7.2 suffit (Liu et al., 

1993; Palacios-Prado et al., 2009). La protonation directe ou indirecte des canaux reste encore 

à être élucidée. En effet, quelques études seulement montrent un effet direct des protons sur la 

fermeture des canaux jonctionnels. Une fermeture des canaux formés de la Cx46 exprimés 

dans des ovocytes de Xénope est observée rapidement après une exposition à des pH acides 

(Trexler et al., 1999). Mais la plupart des études concluent que les protons affecteraient 

l’ouverture des canaux indirectement par protonation d’intermédiaires tel que la taurine 

(Harris, 2001; Morley et al., 1996). 

4.6.2.4. L’état de la phosphorylation.  

La plupart des connexines sont des phosphoprotéines hormis la Cx26 qui possède un 

domaine C-terminal trop court. Il est possible d’identifier un grand nombre de sites potentiels 

de phosphorylation par les protéines kinases, comme le plus souvent sur la partie C-terminale 

qui contient de multiples résidus thréonine, tyrosine et sérine. L’activation des protéines 

kinases ou phosphatases modifie la communication cellulaire en modulant le temps moyen 

d’ouverture du canal ainsi que sa probabilité d’ouverture. De plus, la phosphorylation modifie 

la charge nette de la partie C-terminale qui à son tour peut moduler la sensibilité du canal au 

voltage et au pH (Rackauskas et al., 2010). Ainsi, l’activation de la PKA augmente l’insertion 

de la Cx43 à la membrane plasmique alors que la phosphorylation par la PKC ou les MAP 

kinases activent son internalisation (Lampe and Lau, 2000; TenBroek et al., 2001). La 

phosphorylation des connexines par la PKA est souvent associée à une activation du canal 

contrairement à la phosphorylation par la PKC. La PKA étant une enzyme régulée par 

l’AMPc, une augmentation des taux d’AMPc conduit à une augmentation de la CIJG pour la 

Cx35, la Cx36 (Kothmann et al., 2007), la Cx43 (Atkinson et al., 1995; Matsumura et al., 

2006; Ponsioen et al., 2007; TenBroek et al., 2001) et la Cx50 (Liu et al., 2011). La 

diminution de la CIJG suite à la phosphorylation par la PKC a été montré pour la Cx32, la 

Cx26, la Cx40 et la Cx43 ; (voir pour revue : (Goodenough and Paul, 2009)).  

D’autres protéines kinases peuvent également moduler l’activité des connexines. 

Ainsi, la phosphorylation de la Cx43 par la tyrosine kinase Src inhibe l’interaction entre la 

Cx43 et ZO-1 dans des cardiomyocytes amenant à une diminution de la communication 

jonctionnelle (Toyofuku et al., 2001). 
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Figure 8 : Les différents sites de phosphorylation de la partie C-terminale de la Cx43.

Les sites de phosphorylation marqués en vert permettent une augmentation de la communication jonctionnelle
alors que les sites de phosphorylation, marqués en rouge, diminuent la communication jonctionnelle.

(D’après Pahujaa, 2007)
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Les kinases c- et v-Src sont associées à une diminution de la communication intercellulaire 

lorsqu’elles phosphorylent la Cx43 (Filson et al., 1990; Giepmans et al., 2001a; Loo et al., 

1995; Toyofuku et al., 1999). De plus, l’activation de la voie des MAP kinases par divers 

facteurs de croissance tels que l’EGF (Epidermal Growth Factor) et le FGF (Fibroblast 

Growth Factor) conduit à une interruption de la communication intercellulaire par 

phosphorylation de la Cx43 alors que l’activation de Rhoa accroit la communication 

jonctionnelle médiée également par la Cx43 (Derangeon et al., 2008; Saez et al., 2005). Enfin, 

les kinases dépendantes des cyclines ainsi que les récepteurs aux facteurs de croissance à 

activité tyrosine kinase peuvent elles aussi phosphoryler les connexines ; (voir pour 

revue :(Lampe and Lau, 2004). Les principaux sites de phosphorylation de la Cx43 sur son 

domaine C-terminal sont représentés figure 8. 

5. Fonction physiologique de la communication jonctionnelle. 

La diversité des connexines ainsi que leur répartition dans l’organisme et la variété de 

leur régulation suggèrent qu’elles participent à des fonctions physiologiques très variées. En 

effet, dans les tissus excitables, les jonctions communicantes par l’échange d’ions participent 

à la synchronisation des activités électriques et à la propagation du potentiel d’action. Elles 

permettent donc la transmission de l’influx nerveux par les synapses électriques ou encore la 

synchronisation des contractions cardiaques (Duffy et al., 2006; White and Bruzzone, 2000). 

Dans les tissus non excitables, elles interviennent par exemple dans la nutrition des tissus 

faiblement vascularisés tels que le cristallin ou encore dans la propagation de vagues 

calciques dans des épithélia sécréteurs (Clair et al., 2001; Goodenough, 1992). 

La CIJG joue également un rôle dans le maintien de l’homéostasie tissulaire, le 

contrôle de la prolifération, la migration la différenciation cellulaire. Quelques exemples des 

fonctions du couplage jonctionnel vont être décrits ci-après.  

5.1. Les jonctions communicantes au cours du développement.  

Les jonctions communicantes ont un rôle important dans le développement et la 

morphogenèse des organes. En effet, il a été montré un couplage jonctionnel au sein des 

cellules du blastoderme de poulet correspondant à la membrane primitive de l’embryon 

(Sheridan, 1966). De plus, l’introduction d’anticorps spécifiques de connexines lors du 

développement de souris induit un défaut dans le développement (Becker and Davies, 1995).
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Il s’est avéré que le gène codant pour la Cx43 est exprimé dès le stade deux cellules chez la 

souris. Au stade huit cellules, d’autres types de connexines apparaissent telles que la Cx30.3, 

la Cx31, la Cx31.1, la Cx40, la Cx43 et la Cx45 (Davies et al., 1996). La communication 

jonctionnelle aurait un rôle lors de la pré-implantation de l’embryon (Houghton, 2005) et 

serait également impliquée dans l’asymétrie droite-gauche correspondant à la localisation et à 

la géométrie des organes (Levin, 2005). Certains auteurs considèrent également que les 

jonctions communicantes participent à la mise en place de gradients morphogénétiques en 

compartimentant l’embryon (Lo and Gilula, 1979; Risek and Gilula, 1991). Ce principe a été 

étudié chez le Xénope où la Cx38 est remplacée lors des phases de la neurulation par la Cx32, 

la Cx43 et la Cx43.4 qui seront présentes dans les futures structures neuronales (Landesman 

et al., 2003). 

Par ailleurs, lors de la formation du placenta humain, la fusion des cytotrophoblastes 

en syncytiotrophoblaste, permettant les échanges entre la mère et le fœtus, nécessite la 

présence d’une communication jonctionnelle fonctionnelle (Cronier et al., 2003). 

La place importante des connexines lors de la morphogenèse suggère qu’un défaut de 

la communication jonctionnelle peut amener à des malformations importantes dans le 

développement. Par exemple, les souris invalidées pour le gène codant pour la Cx43 

présentent des malformations cardiaques létales lors de la naissance ainsi que des 

malformations osseuses. Ces malformations cardiaques seraient dues à un défaut de migration 

des cellules de la crête neurale (Reaume et al., 1995).  

De même, les souris à la fois Cx43+/- et Cx37-/- présentent des malformations des 

vaisseaux lymphatiques accompagnées de lymphoedème (accumulation de liquide 

lymphatique dans les tissus conjonctifs) et de chylothorax (fuite de la lymphe vers l’espace 

pleural). Les souris meurent quelques semaines après la naissance (Kanady et al., 2011). De 

plus, la présence de la Cx26 au niveau des cellules de l’ectoderme participe au développement 

des capillaires lymphatiques. Des souris invalidées pour le gène codant la Cx26 meurent entre 

le 16ème et le 18ème de gestation dû à de sévères lymphoedèmes (Dicke et al., 2011). 
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5.2. Les jonctions communicantes et la différenciation cellulaire.  

Les connexines sont présentes dans la plupart des tissus de l’organisme. La 

distribution des connexines reflète les fonctions multiples auxquelles elles peuvent participer. 

Elles possèdent ainsi un rôle prépondérant dans la différenciation de nombreux tissus tels que 

l’os, le muscle, la peau.  

Pour cette dernière, il a été montré un changement d’expreesion de connexines durant 

la formation de l’épiderme. Chez les rongeurs, l’épiderme exprime tout d’abord au stade fœtal 

principalement la Cx43 et la Cx45. Au fur et à mesure de la différenciation du tissu, une 

augmentation d’expression de la Cx26 et de la Cx31 est observée au détriment de la Cx43 ; 

voir pour revue : (Richard, 2000). Concernant l’épiderme humain, deux types de connexines 

sont exprimés, la Cx26 et la Cx43. Le nombre de jonctions communicantes varie en fonction 

des couches de l’épiderme et au cours de la différenciation des kératinocytes. Le couplage 

semble donc être corrélé à la différenciation des kératinocytes (Arita et al., 2002). 

D’autres types cellulaires permettent également de montrer l’importance du couplage 

jonctionnel dans le processus de différenciation. En effet, les cellules musculaires 

squelettiques non différenciées présentent un fort couplage. Puis, lors de la différenciation des 

cellules musculaires myoblastiques en myotubes, le couplage jonctionnel est diminué. En 

effet l’inhibition du couplage altère l’expression de facteurs myogéniques tels que la 

myogénine. De plus, la surexpression de la Cx43 dans des rabdomyosarcomes permet de 

rétablir la fusion et la différenciation des cellules musculaires (Constantin and Cronier, 2000; 

Mege et al., 1994; Proulx et al., 1997). 

La fusion des trophoblastes lors de leur différenciation en syncytiotrophoblaste 

nécessite également un couplage fonctionnel (Cronier et al., 1994). L’utilisation d’une 

stratégie antisens contre la Cx43, connexine prédominante des trophoblastes, diminue le 

couplage entre les cellules, provoquant une diminution de la capacité des trophoblastes à 

fusionner (Frendo et al., 2003). 

Enfin, la communication jonctionnelle a également un rôle fondamental durant la 

différenciation ostéoblastique. Dans ce modèle cellulaire sont exprimées trois connexines : la 

Cx43, la Cx45 et la Cx46. Il a été montré par l’utilisation de nucléotides antisens contre la
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Cx43, l’apparition d’une malformation des membres (Minkoff et al., 1999). Les souris 

invalidées pour le gène codant la Cx43 présentent des retards d’ossification au niveau cranio-

facial, des côtes, des vertèbres et des membres (Lecanda et al., 2000). 

5.3. Les jonctions communicantes et la prolifération cellulaire. 

De nombreuses études se sont intéressées au rôle de la communication jonctionnelle 

durant le processus de prolifération cellulaire. Le niveau d’expression des connexines varie 

lors des différentes phases du cycle cellulaire. Tout d’abord, il a été montré une augmentation 

transitoire de la communication jonctionnelle dans des hépatocytes lors de la phase G1 du 

cycle cellulaire suivie d’une diminution drastique lors de la phase S (Fladmark et al., 1997). 

De plus, pour des cellules du néocortex de souris, l’expression de la Cx43 augmente lors de la 

phase S et diminue lors de la phase G2. Cela correspond à un couplage important lors de la 

phase de synthèse de l’ADN avec une diminution du couplage lors de la phase de mitose 

(Bittman and LoTurco, 1999). La plupart des études montrent une relation inverse entre la 

prolifération cellulaire et le couplage jonctionnel. Par exemple, pour les cellules de Sertoli, 

durant la période néonatale, la Cx43 apparaît être essentielle pour le contrôle de la 

prolifération. En effet, la Cx43 participerait à la régulation du nombre de cellules germinales  

afin d’éviter une prolifération anarchique (Gilleron et al., 2009).  

Les connexines semblent également moduler la prolifération cellulaire grâce à 

l’interaction avec certains facteurs. En effet, la -caténine en interagissant avec la Cx43 ne 

pourra pas jouer son rôle de facteur de transcription afin d’induire la prolifération des cellules 

(Ai et al., 2000). D’autres études suggèrent que les connexines pourraient jouer un rôle direct 

sur l’expression des gènes. Par exemple, dans des cellules HEK293, il a été montré que la co-

expression de la N-cadhérine avec la Cx43 diminuait la prolifération cellulaire associée à une 

augmentation de l’expression de p21, un inhibiteur de la protéine kinase cdc2 (Kamei et al., 

2003). 

D’autre part, l’interruption de la CIJG est associée à une croissance anormale dans le 

processus de carcinogenèse. En effet, certaines cellules épithéliales néoplasiques présentent 

une diminution d’expression de connexines associée à une diminution du couplage 

jonctionnel. La ré-expression de la Cx32 et de la Cx43 dans des cellules de carcinome 

hépatique s’accompagne d’une augmentation du niveau d’expression de la protéine p27 aux
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propriétés anti-oncogéniques (King and Bertram, 2005; Koffler et al., 2000). Cette 

augmentation d’expression de p27 semble être accompagnée d’un accroissement de la 

dégradation de Skp2 une protéine participant à la régulation de l’ubiquitination de p27 (Zhang 

et al., 2003d). De plus, la ré-expression de connexines induit parfois une phase G du cycle 

cellulaire plus longue, c’est le cas de la Cx43 dans des cellules d’ostéosarcomes ou encore de 

la Cx31.1 dans des cellules tumorales pulmonaires (Zhang et al., 2011; Zhang et al., 2001). 

Enfin, de nombreuses études montrent une corrélation positive entre la CIJG et 

l’activité apoptotique des cellules. Les jonctions communicantes permettraient le transfert de 

signaux impliqués dans les processus de mort cellulaire programmée, favorisant ainsi l’entrée 

ou non en apoptose (Ripps, 2002). En effet, l’utilisation d’un inhibiteur de la communication 

tel que l’acide 18- -glycyrrhétinique peut prévenir l’apoptose (de Pina-Benabou et al., 2005; 

Decrock et al., 2009). De plus, la surexpression de la Cx43 dans les cellules cancéreuses 

prostatiques LNCaP accroîit la sensibilité apoptotique au TNF  (Wang et al., 2007a). Mais, 

en fonction du type de connexine et du type de modèle étudié, il s’avère que la CIJG puisse 

diminuer lors de l’apoptose ou la bloquer. En effet, l’induction de l’apoptose dans des cellules 

épithéliales de foie de lapin provoque une diminution de la CIJG liée à une 

hyperphosphorylation de la Cx43 (Prochazka et al., 2007). De plus, la Cx43 inhibe l’apoptose 

des ostéoblastes et des ostéocytes induit par les bisphosphonates (Plotkin et al., 2008). 

Concernant, les cellules bêta du pancréas, l’expression de la Cx36 est diminuée en présence 

de TNF  et d’INF  favorisant l’apoptose (Allagnat, 2011). 

Le rôle de la communication jonctionnelle dans les processus de différenciation 

cellulaire et dans le développement peut être illustré par l’étude de souris invalidées pour les 

connexines ou par l’étude de pathologies humaines liées à des mutations de connexines. 

5.4. Fonctions d’hémicanaux des connexines. 

La formation des connexons a lieu depuis le réticulum endoplasmique jusqu’au Golgi. 

Comme décrit précédemment, les connexons s’insèrent ensuite dans la membrane plasmique 

au niveau de zones non jonctionnelles. L’existence de connexons seuls dans ce type de zones 

a fait émerger une nouvelle notion : l’existence de connexons qui pourraient servir de canaux 

transmembranaires avant la formation des jonctions communicantes. Le rôle de ces canaux
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serait la libération de petites molécules comme l’ATP ou le glutamate et le passage de 

courants ioniques : voir pour revue (Saez et al., 2010). 

 La présence d’hémicanaux a été montrée tout d’abord sur des cellules rétiniennes 

cultivées seules qui étaient capables de générer un courant en l’absence de Ca2+ dans le milieu 

extracellulaire, permettant ainsi de mettre en évidence l’ouverture temporaire de ces canaux 

sous certaines conditions (DeVries and Schwartz, 1992). En effet, l’ouverture de ces canaux 

serait bloquée par la présence de cations divalents dans le milieu extracellulaire mais 

également par des potentiels transmembranaires hyperpolarisants (Ebihara, 2003). Ces deux 

conditions agissent en synergie pour prévenir l’ouverture des canaux dans les conditions 

physiologiques. Il a été montré que pour des concentrations externes calciques très faibles, les 

hémicanaux formés de Cx43 dans les astrocytes s’ouvraient, libérant notamment du glutamate 

et de l’ATP. La libération de glutamate à de faibles concentrations calciques apparaît 

notamment lors d’ischémies du cerveau (Harris and Symon, 1984; Stout et al., 2002; Ye et al., 

2003). Cette libération d’ATP par les astrocytes serait responsable de la propagation de 

vagues calciques de cellules à cellules (Stout et al., 2002). Cela permettrait aux cellules qui 

communiquent très peu de propager les vagues calciques en réponse à des stimuli ou à du 

stress. Les hémicanaux formés par la Cx43 exprimés par les ostéocytes permettraient aussi de 

transmettre les stimuli de la mécano-transduction participant aux échanges entre les cellules 

de l’os pour la formation osseuse (Burra et al., 2010; Cherian et al., 2005). 

L’ouverture des hémicanaux formés par la Cx43 est également sensible à la 

phosphorylation. La déphosphorylation par la phosphatase alcaline favorise l’état d’ouverture 

alors que la phosphorylation par les MAP kinases favorise l’état fermé (Kim et al., 1999). 

De plus, sur des myocytes ventriculaires, des hémicanaux formés de Cx43 semblent 

être activés lors d’ischémies cardiaques permettant des efflux d’ions K+ et Na+ et générant 

ainsi des arythmies (Johansen et al., 2011; Kondo et al., 2000). En plus de former des 

hémicanaux, il semble que la Cx43 soit transloquée dans la membrane interne de 

mitochondries des cardiomyocytes pour y jouer un rôle protecteur (Halestrap, 2006; Miro-

Casas et al., 2009).  

Lors d’une élévation de la concentration du calcium intracellulaire dans les cellules 

Hela, il a été montré une augmentation de l’activité des hémicanaux formés de Cx43 

(Schalper et al., 2008). Il a également été mis en évidence également que la présence d’oxyde
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nitrique (monoxyde d’azote) activait l’ouverture des hémicanaux formés par la Cx43 au 

niveau des astrocytes (Retamal et al., 2006). Enfin, un stress des fibroblastes de rein ralentit la 

dégradation des hémicanaux (VanSlyke and Musil, 2005). Ces quelques exemples mettent en 

évidence que ces canaux sont activés que sous certaines conditions et non en conditions 

restreintes où ils restent fermés. Leur perméabilité aux métabolites jouerait donc un rôle dans 

le fonctionnement cellulaire prinicapelement en conditions pathologiques. 

Les pannexines peuvent également former des hémicanaux comme la Panx3 qui 

participe à la libération de l’ATP lors de la différenciation des ostéoblastes (Ishikawa et al., 

2011). Quant à la Panx1, elle est responsable de la mort des neurones après hypoxie par 

libération d’ATP (Orellana et al., 2011). 

La caractérisation des hémicanaux doit être effectuée de manière très rigoureuse afin 

de ne pas aboutir à des interprétations erronées car leur fonctionnement, étudié en culture 

cellulaire, peut interférer avec celui d’autres canaux membranaires (Bader and Weingart, 

2006; Spray et al., 2006). 

5.5. Apport de l’étude des souris invalidées pour les connexines. 

Les invalidations des gènes de la Cx26, de la Cx43 et de la Cx45 conduisent à la mort 

soit in utero pour la Cx26 et la Cx45 soit périnatale pour la Cx43. Les souris invalidées pour 

la Cx26 présentent un retard de croissance dû à un défaut de transfert de nutriments vers le 

foetus, tels que le glucose, entre les différentes couches de syncytiotrophoblastes dans le 

placenta (Gabriels and Paul, 1998). Les souris invalidées pour la Cx45 présentent, quant à 

elles, des anomalies cardiaques (Kruger et al., 2000; Kumai et al., 2000). Concernant 

l’invalidation pour la Cx43, les souriceaux meurent à cause d’une malformation cardiaque 

sévère. Cette malformation est provoquée par un défaut de migration des cellules de la crête 

neurale lors du développement (Reaume et al., 1995; Yancey et al., 1992). Les souriceaux 

présentent également une diminution de la taille des gonades, un défaut de l’hématopoïèse et 

des retards d’ossifications cranofaciaux (Lecanda et al., 2000; Lo et al., 1997; Montecino-

Rodriguez et al., 2000). 
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Toutes les invalidations de gènes de connexines n’entraînent pas forcément la mort des 

souriceaux. En effet, les souris invalidées pour la Cx32 ont une apparence normale (Nelles et 

al., 1996). L’analyse histologique révèle la présence d’une neuropathie périphérique mais la 

conduction nerveuse n’est que faiblement altérée (Anzini et al., 1997). Mais, ces souris 

présentent de sévères anomalies hépatiques où la libération du glucose depuis les stocks de 

glycogène est diminuée de 78% (Nelles et al., 1996). En plus des problèmes de mobilisation 

du glucose, les souris sont plus susceptibles de développer des cancers hépatiques (Temme et 

al., 1997). 

Les souris invalidées pour les gènes codant pour la Cx46 et la Cx50 développent des 

cataractes mais les caractéristiques de la croissance du cristallin ainsi que la morphologie 

varient. Pour les souris invalidées pour le gène codant pour la Cx46, une protéolyse aberrante 

est observée pour des protéines du cristallin, telles que la -cristalline, les rendant ainsi 

insolubles. Dans ce cas, le développement de la cataracte est progressif. Mais pour les souris 

invalidées pour le gène de la Cx50, la cataracte est plus précoce et rapide après la naissance et 

est accompagnée d’une diminution de la taille du cristallin (Gong et al., 1997; Simon and 

Goodenough, 1998).  

Les souris invalidées pour les connexines ont permis d’étudier plus facilement 

certaines pathologies humaines. 

5.6. Physiopathologies liées à un dysfonctionnement des jonctions communi-
cantes. 

Des études portant sur des mutations humaines ou sur des souris invalidées pour 

certaines connexines ont permis de comprendre la fonction physiologique des jonctions 

communicantes.  

La maladie de Charcot-Marie-Tooth portée par le chromosome X (CMTX) est une 

neuropathie résultant d’une démyélinisation progressive suivie d’une dégénération des nerfs 

périphériques. Dans cette pathologie, 270 mutations différentes ont été démontrées sur le gène 

codant pour la Cx32 aboutissant à l’absence de jonctions communicantes ou à l’altération de 

leurs propriétés fonctionnelles. L’absence de ces jonctions communicantes induit la 

dégénérescence des cellules de Schwann par déficit d’apports en nutriments (Bergoffen et al., 

1993; Krutovskikh and Yamasaki, 2000; VanSlyke et al., 2000; Zhou and Griffin, 2003). 
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Il a été montré que des mutations sur quatre connexines différentes (la Cx26, la Cx30, 

la Cx30.3 et la Cx31) peuvent engendrer une perte auditive neurosensorielle. En effet, il 

existe une centaine de mutations présentes sur la Cx26 provoquant des surdités. La Cx26 

interviendrait en particulier au niveau l’organe de Corti en participant au recyclage du 

potassium (Inoshita et al., 2008; Kikuchi et al., 2000). Comme pour la maladie de Charcot-

Marie-Tooth, les mutations se répartissent sur l’ensemble du gène codant la connexine 

(Gerido and White, 2004; Laird, 2006). En plus des problèmes de surdités, les mutations de la 

Cx26 peuvent être parfois associées à des kératodermies palmo-plantaires caractérisées par 

des lésions hyperkératosiques des paumes et des plantes d’où l’hypertrophie de la couche 

cornée de l’épiderme (Richard, 2005). Les mutations de la Cx26 peuvent être classées en deux 

catégories : soit la connexine est présente à la membrane mais n’est pas fonctionnelle 

(mutation R75W, G59A), soit elle est séquestrée dans un organite (mutation D66H) (Cohen-

Salmon et al., 2002; Kudo et al., 2003; Maestrini et al., 1999). 

D’autres mutations sont associées à des cataractes. La Cx43, la Cx46 et la Cx50 sont 

exprimées dans le cristallin permettant d’interconnecter les cellules fibreuses et de maintenir 

l’homéostasie tissulaire de cet organe très faiblement vascularisé (White, 2002). Des 

mutations ponctuelles, particulièrement dans les boucles extracellulaires et les domaines 

transmembranaires de la Cx50 et de la Cx46 ont été identifiées comme responsables de 

cataractes héréditaires (Xia et al., 2006).    

Une autre pathologie, nommée dysplasie occulodentodigitale (ODDD), est liée à une 

mutation autosomique dominante sur le gène codant la Cx43 (Paznekas et al., 2003). Les 

patients atteints par cette pathologie présentent une syndactylie, des malformations 

craniofaciales, des pertes d’auditions, des défauts du cristallin, de la cornée mais n’ont pas un 

pronostic vital défavorable (Loddenkemper et al., 2002; Paznekas et al., 2003).  

II. Chapitre 2: Le cancer. 

1. Généralités.   

En France, le cancer est la première cause de mortalité juste devant les maladies 

cardiovasculaires. En 2010, environ 350 000 nouveaux cas ont été détectés, se répartissant en



(Modifiée d’après Bertram, 2001)
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Figure 9 : Activation métabolique d’un composé le diméthylnitrosamine et la formation d’un adduit de
l’ADN.

L’activation métabolique par le cytochrome P450 dans le foie du diméthylnitrosamine résulte de la formation
d’un adduit de l’ADN, CH3

+, qui en se liant à la guanine, va donner naissance à la O6-méthylguanine. Au lieu de
trois liaisons hydrogènes réalisées avec la cytosine, deux liaisons vont être effectuées avec la thymidine. Lors de
la prochaine réplication, l’adénine remplacera la O6-méthylguanine donnant naissance à une mutation
ponctuelle.
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203 000 cas chez l’homme et 154 000 cas chez la femme. Pour cette même année, 156 000 

personnes sont décédées d’un cancer représentant environ 33% des causes de mortalité. 

Chez l’homme, le cancer de la prostate est le plus fréquemment détecté avec 71 500 

nouveaux cas en 2010, suivi par le cancer du poumon (27 000 cas) et le cancer colorectal 

(21 000 cas). En termes de mortalité, le cancer de la prostate (8 800 décès) se situe après le 

cancer du poumon (21 100 décès) et le cancer colorectal (9 200 décès). 

Chez la femme, les trois cancers les plus fréquents sont celui du sein (52 500 cas), le 

cancer colorectal (19 000 cas) et le cancer du poumon (10 000 cas). Le cancer du sein se situe 

en tête de la mortalité, avec 11 300 décès en 2010, mais le taux de mortalité diminue en 

France depuis près de 15 ans. 

La carcinogenèse est un terme général qui indique le développement d’une néoplasie 

correspondant à une prolifération cellulaire accrue. Ce processus est induit par différents 

facteurs chimiques, biologiques, physiques et génétiques. Le temps entre le premier contact 

avec l’agent carcinogène et le développement de lésions néoplasiques peut être très long. 

Durant cette période, des études ont montré qu’il y avait deux étapes distinctes : l’initiation et 

la promotion. Lorsque la tumeur s’est développée, s’en suit une autre étape, correspondant à 

la progression tumorale bien décrite par Foulds dès 1954.  

1.1. Initiation et promotion. 

L’initiation, qui est la première étape dans le développement d’une tumeur, correspond 

à un changement irréversible et permanent d’une cellule (Boutwell, 1964). En effet, elle 

correspond à l’apparition de mutations sur l’ADN générées par des initiateurs. Ces mutations 

peuvent soit survenir spontanément à la suite d'erreurs de réplication ou de recombinaison, 

soit être induites par des agents génotoxiques physiques, chimiques ou viraux. Les initiateurs, 

une fois présents dans l’organisme, vont être métabolisés par les enzymes, leur permettant de 

se lier de manière covalente à l’ADN. Les conséquences de ces mutations seront d'autant plus 

importantes qu'elles surviendront sur des gènes impliqués plus spécifiquement dans les 

processus de régulation, de croissance et de différenciation cellulaires tels que les proto-

oncogènes et les gènes suppresseurs de tumeurs (Vogelstein and Kinzler, 1993; Yuspa, 1994), 

mais aussi d'autres gènes cibles comme ceux responsables des systèmes de surveillance et de 

réparation des dommages induits à l'ADN. Un exemple est décrit dans la figure 9 où le



Figure 10 : Schéma représentant les différentes caractéristiques acquises par les cellules après mutations
génétiques.

(D’après Hanahan et Weinberg, 2011)
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cytochrome P450 dans le foie va métaboliser le diméthylnitrosamine générant un adduit de 

l’ADN et créant ainsi une mutation ponctuelle. 

D’autres facteurs peuvent générer des mutations. Les radiations ionisantes peuvent 

causer des dommages au niveau de l’ADN en induisant des cassures simple ou double brins 

alors que les ultraviolets induisent des réactions chimiques au niveau de l’ADN (Hall and 

Angele, 1999). 

L’équipe de Cahill est arrivé à la conclusion que les cellules peuvent acquérir au 

minimum cinq mutations pour se transformer en cellules cancéreuses (Cahill et al., 1999).  

Ces événements mutationnels constituent une étape précoce mais critique puisqu'ils 

provoquent un changement irréversible d'une cellule normale en une cellule au patrimoine 

génétique définitivement modifié ou cellule initiée. Les mutations de gènes peuvent modifier 

des voies importantes (Figure 10) :  

• Le développement d’une indépendance aux facteurs impliqués dans la régulation 

de la prolifération cellulaire : les cellules cancéreuses acquièrent la capacité de 

proliférer de manière anarchique par la production accrue de facteurs de croissance 

se fixant sur leur récepteur, résultant d’une stimulation autocrine. Il a été montré 

que des cellules de gliomes ou de sarcomes augmentaient leur expression en 

PDGF (Westermark, 1995). Elles peuvent également augmenter l’expression des 

récepteurs à la membrane plasmique tels que les récepteurs à l’EGF ou au PDGF 

(Pedraza-Farina, 2006). Un des proto-oncogènes le plus étudié est ras. Il a été 

retrouvé suractivé dans par exemple 90% des cancers pancréatiques ou dans 50 % 

des cancers du côlon (Bos, 1989) et déclenche une cascade de signalisation 

modulant la prolifération cellulaire suite à l’activation des récepteurs 

membranaires aux facteurs de croissance. 

• Le développement d’un état réfractaire aux signaux inhibant la prolifération : les 

deux protéines les plus étudiées sont la protéine RB (Retinoblastoma protein) et la 

protéine p53. Cette dernière est appelée gardienne du génome car elle est activée 

lors de lésions de l’ADN et possède la capacité d’interrompre le cycle cellulaire 

pour permettre une réparation de l’ADN ou d’induire l’apoptose des cellules. 

L’inhibition de contact est également supprimée dans les cellules cancéreuses 

générant une prolifération anarchique (Hanahan and Weinberg, 2011). 
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Figure 11 : Quelques exemples d’altérations génétiques dans le cancer.

Le cancer est caractérisé par une succession de mutations de gènes et par une expansion clonale des mutants.
Les mutations inactivent des gènes suppresseurs de tumeurs participant à la régulation de la croissance ou de
l’apoptose (p53, RB) et activent des pro-oncogènes (Ras, myc). La stimulation des télomérases permet aux
cellules de proliférer indéfiniment.

EGFR: Epidermal Growth Factor Receptor protein , GF: Growth Factor, GFR: Growth Factor Receptor, TF:
Transcription Factor, MAPK: MAP Kinase, RB: Retinoblastoma protein.

(Modifiée d’après Dixon et Kopras, 2004)
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• Le développement d’une résistance à l’apoptose : des mutations peuvent 

également s’effectuer sur des gènes codant pour des protéines anti-apoptotiques 

telles que Bcl-2. Cette protéine va inhiber l’activation de protéine pro-apoptotiques 

telles que Bax ou Bak empêchant la libération du cytochrome c dans le cytoplasme 

(un des éléments clefs du déclenchement de l’apoptose)(Adams and Cory, 2007).  

• Le développement d’une capacité de réplication illimitée due à une activation des 

télomérases : ces enzymes permettent de conserver la longueur du chromosome en 

ajoutant une structure spécifique à chaque extrémité : le télomère (Blasco, 2005; 

Shay and Wright, 2000) et ainsi de permettre aux cellules de se répliquer 

indéfiniment. 

Quelques exemples d’altérations génétiques dans le cancer sont résumés figure 11. 

L’étape de promotion va permettre d’amplifier la cellule mutée et de donner naissance 

à plusieurs cellules ayant ces mutations. Cette étape peut être continuellement modulée par 

des facteurs environnementaux. L’expansion clonale des cellules initiées est dépendante de 

l'influence de mécanismes épigénétiques, favorisant la prolifération cellulaire (Foster, 1997) 

ou capables d'altérer les communications intercellulaires (Yamasaki et al., 1995). Les 

promoteurs n’ont aucun effet quand les cellules n’ont pas été préalablement soumises à un 

initiateur. A la différence des initiateurs, ils ne lient pas de manière covalente à l’ADN mais 

agissent sur les récepteurs des cellules afin d’activer les cascades de signalisation permettant 

d’initier la prolifération cellulaire. La plupart des promoteurs sont spécifiques d’un tissu. 

Cependant, le risque de la croissance tumorale due aux promoteurs est dépendant de la durée 

d’exposition et de la dose (Bailleul et al., 1989).

Une différence fondamentale distingue l'étape d'initiation de l'étape de promotion : la 

réversibilité. L'étape d'initiation est déclenchée par un événement irréversible ce qui n'est pas 

le cas pour la promotion dont l'évolution peut être réversible. 

Les cellules cancéreuses vont de plus en plus proliférer et ceci sera accompagné de 

remaniements d'ordre génétique comprenant des mutations géniques additionnelles ainsi que 

des réarrangements accompagnés ou non de pertes de séquences ou de matériel au niveau des 

gènes ou des chromosomes.  
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Figure 12 : Les différentes étapes du processus métastatique.

1) Lorsque les cellules cancéreuses de la tumeur primaire subissent des pressions trop importantes (hypoxie,
manque de nutriments), elles vont sécréter des facteurs angiogéniques. 2) En réponse, les cellules endothéliales
vont proliférer, migrer pour rejoindre la tumeur primaire. 3) Les cellules endothéliales vont former un nouveau
réseau vasculaire au sein de la tumeur primaire. 4) Les cellules tumorales peuvent par la suite migrer et passer au
travers de l’endothélium vasculaire pour rejoindre la circulation sanguine. 5) Lorsque les cellules tumorales
arrivent au niveau des capillaires sanguins, elles peuvent se lier aux cellules endothéliales et réaliser le processus
d’extravasation. 6) Les cellules tumorales ayant survécu au stress sanguin vont pouvoir coloniser un nouveau tissu.
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Ces événements vont progressivement entraîner une instabilité génétique majeure aboutissant 

à des changements phénotypiques des cellules tumorales : 

• Hétérogénéité de la taille des cellules.  

• Anomalie du noyau : il est volumineux, avec des nucléoles visibles et la présence 

d’une hyperploïdie. 

• Anomalie cytoplasmique avec augmentation du rapport cytoplasme/noyau. 

• Anomalie de la membrane cytoplasmique : perte de l’inhibition de contact et 

modification des antigènes de surface. 

Ceci aura pour conséquence l'expansion de clones cellulaires malins amenant à 

l’apparition de tumeurs primaires (Melnick et al., 1993). 

1.2. La progression tumorale : développement de métastases. 

La progression tumorale est souvent associée au développement de métastases 

correspondant à la colonisation des cellules tumorales dans un autre organe. Néanmoins 

certaines cellules cancéreuses, comme par exemple, les cellules de gliome, peuvent induire 

l’angiogenèse et envahir le tissu environnant responsable du décès du patient (Buckner et al., 

2007). 

Le développement de métastases reste la cause de 90% des décès pour la majorité des 

cancers. Le processus métastatique est enclenché lorsque les cellules cancéreuses subissent 

des pressions trop importantes. En effet, dans le microenvironnement tumoral des facteurs 

peuvent limiter le développement tumoral tels que des espèces réactives oxygénées, la faible 

quantité de nutriments ou d’oxygène ainsi que la présence du système immunitaire. Par 

exemple, l’hypoxie représente une pression de sélection importante qui empêche les cellules 

de se développer. En réponses à cela, les cellules cancéreuses expriment un facteur de 

transcription HIF-1 (Hipoxia Inductible Factor 1) qui va activer des gènes participant à 

l’angiogenèse et au métabolisme anaérobique. Un des facteurs dont l’expression est régulée 

par HIF-1 est le VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor). Ainsi, le VEGF, une fois 

sécrété, va pouvoir aller se fixer sur ses récepteurs exprimés par les cellules endothéliales 

vasculaires (Carmeliet, 2005; Ferrara, 2009). Le VEGFR2, majoritairement exprimé par les 

cellules endothéliales vasculaires, est fonctionnellement le plus important et permet la 

prolifération, l’invasion, la migration, la survie et l’activation de ces cellules ainsi que 

l’augmentation de la perméabilité des vaisseaux (Mac Gabhann and Popel, 2008). Cette 

néovascularisation va d’une part entretenir la tumeur primaire et d’autre part permettre aux



Polarité 
apicale/basolatéral Morphologie Assymétrie

Adhérence 
cellulaire 

/inhibition de 
contact

Caractéristiques 
Physiques

Motilité cellulaire 
et invasion

Jonctions serrées 
(TJ), Desmosomes
(D), jonctions gap 

(G), Jonctions 
adhérentes (AJ)

Jonctions 
intercellulaires

Adhérence et 
transitoirement 

jonction gap

E-cadhérine, 
cytokératine

Marqueurs 
moléculaires

N-cadhérine, 
vimentine, 

Métalloprotéinases
(MMP)

Microtubules 
longitudinaux

Organisation du 
cytosquelette

Filipodes, fibres de 
stress, microtubules 

en fuseau

(Modifiée d’après Christiansen et Rajasekaran, 2006)

Figure 13 : Récapitulatif de la transition épithélio-mésenchymateuse : les différences morphologiques,
moléculaires et phénotypiques entre les cellules épithéliales et les cellules tumorales invasives.

MT: Microtubules, ECM: Extracellular Matrix.
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cellules de métastaser (Figure 12). La lymphangiogénèse, correspondant au développement de 

novo de capillaires lymphatiques, est également un mécanisme impliqué dans les métastases 

localisées au niveau des ganglions lymphatiques. Les capillaires intercellulaires sont 

beaucoup plus lâches que l’endothélium sanguin, facilitant ainsi le passage des cellules 

tumorales à l’intérieur du vaisseau. 

Dans la plupart des carcinomes, les cellules cancéreuses deviennent malignes et 

invasives en perdant l’expression de marqueurs de différenciation épithéliaux au profit de 

marqueurs de cellules mésenchymateuses (Figure 13). Ce processus est appelé transition 

épithelio-mésenchymateuse (EMT) et a d’abord été identifié durant les différentes étapes du 

développement embryonnaire et également lors de la fibrose des organes tels que le cœur, le 

poumon et les intestins (Burdsal et al., 1993; Zeisberg et al., 2007a; Zeisberg et al., 2007b). 

Les altérations génétiques et épigéniques décrites précédemment participent également à ce 

processus. Cette transition est une étape majeure pour permettre aux cellules cancéreuses de 

métastaser. Les mécanismes moléculaires de l’EMT impliqués sont nombreux et variés. Un 

des marqueurs moléculaires des cellules épithéliales est la E-cadhérine. Cette protéine 

transmembranaire est localisée dans les jonctions adhérentes et au niveau de la membrane 

basale, jouant un rôle important dans les interactions cellules-cellules. Les cellules 

mésenchymateuses n’expriment pas la E-cadhérine et sont caractérisées par des capacités 

d’adhérence plus faibles. Pour les cellules cancéreuses, la perte d’expression de la E-

cadhérine augmenterait donc leur capacité d’invasion (Behrens et al., 1989). De plus, par 

l’absence de jonctions serrées, les cellules cancéreuses perdent leur polarité apicale et 

basolatérale et ont une morphologie plus allongée facilitant leur motilité. Leurs filopodes sont 

enrichis en intégrines permettant d’interagir avec les matrices extracellulaires pour faciliter 

leur migration (Anderson and Van Itallie, 1995; Li et al., 2005). Parmi les intégrines 

impliquées se trouvent notamment les intégrines v 3 et 3 1 participant principalement à 

l’adhérence des cellules dans les vaisseaux sanguins (Felding-Habermann et al., 2001; Wang 

et al., 2004). Des protéinases, telles que les métalloprotéinases (MMP), permettant la 

dégradation de la matrice extracellulaire, voient également leur expression augmenter. Les 

principales MMP impliquées dans ces processus sont les MMP-2, MMP-9, MMP-13 et MMP-

14 (Kessenbrock et al., 2010) et leur expression varient en fonction du type de matrice à 

dégrader. Par exemple la MMP-13 et la MMP-14 sont des collagènases, la MMP-13 est très 

exprimée dans les cellules tumorales métastasant dans l’os (Mak et al., 2010). 
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D’autres marqueurs sont caractéristiques d’une EMT tels que la vimentine, la -

actinine, la -filamine et la sécrétion de fibronectine et des précurseurs de collagène. 

L’augmentation de l’expression de ces molécules facilite la formation de pseudopodes et le 

remodelage du cytosquelette (LaGamba et al., 2005). De nombreuses kinases telles que Src, 

Ras et les MAP kinases ont également un rôle important (Christiansen and Rajasekaran, 

2006). En effet, l’activation de Src accroît l’agressivité et l’invasion des cellules et participe à 

la dégradation de la E-cadhérine (Palacios et al., 2005). Des facteurs de croissance tels que le 

TGF-  qui en se liant à son récepteur génère des cascades de signalisation dépendante de la 

protéine Ras et Smad qui permettra l’activation de gènes impliquées dans l’EMT (Derynck 

and Zhang, 2003; Xie et al., 2004). Les protéines G monomériques de la famille Rho, 

constituant un sous-ensemble de la superfamille des GTPases Ras, sont également impliquées 

dans l’EMT. Par exemple, Rhoc et Rhoa sont impliquées dans la migration et l’invasion des 

cellules cancéreuses prostatiques PC-3 alors que Rac1 favorise la diapédèse (Sequeira et al., 

2008). 

Grâce à cette EMT, les cellules cancéreuses acquièrent la capacité de s’insinuer entre 

les cellules endothéliales pour rejoindre la circulation sanguine et détruire la membrane basale 

et les matrices extracellulaires grâce à la sécrétion de MMPs. Ce processus est appelé 

intravasation. Une fois dans la circulation sanguine, les cellules cancéreuses doivent supporter 

des dommages physiques liés aux forces hémodynamiques et à l’attaque du système 

immunitaire. Pour survivre, elles peuvent se lier aux plaquettes sanguines qui leur serviront de 

bouclier (Nash et al., 2002). Lorsqu’elles arrivent au niveau des capillaires, les cellules 

invasives adhèrent avec l’endothélium ce qui stimule la rétractation des cellules endothéliales 

permettant aux cellules cancéreuses de le traverser (Auerbach et al., 1987; Tsuji et al., 2006). 

Ce processus est appelé l’extravasation. Enfin, elles vont adhérer à la membrane basale via les 

intégrines et la dégrader grâce aux MMPs pour développer une nouvelle tumeur appelée 

micrométastase ne dépassant pas 2 mm de diamètre. Par la suite, les cellules vont proliférer et 

s’adapter au site secondaire générant des macrométastases (Brooks et al., 2010). 

Cette description des différents mécanismes impliqués dans la carcinogénèse est très 

simplifiée. Le cancer est une pathologie très complexe dont les facteurs impliqués varient 

d’un cancer à l’autre ne permettant pas de faire une généralisation. 



Figure 14 : Représentation et localisation de la prostate.

A) Représentation de l’appareil génital masculin. B) Coupe histologique de prostate humaine. La double flèche
jaune correspond à l’épithélium glandulaire, l’astérix jaune correspond aux faisceaux musculaires lisses et l’astérix
bleu détermine une lumière de la glande prostatique.

(Image modifiée issue du site de l’Université 
médicale de la Caroline du sud)
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2. Cancer de la prostate. 

2.1. La prostate. 

La prostate appartient au système génital masculin comprenant aussi les deux 

testicules, la verge, les canaux déférents, les vésicules séminales et l’urètre (Figure 14A). La 

principale fonction de la prostate est de participer à la production du liquide séminal, une 

partie des constituants du sperme. Le développement de la prostate se fait principalement sous 

l’influence de la testostérone sécrétée principalement par les cellules de Leydig présentes au 

niveau du testicule. La testostérone est la pro-hormone précurseur de la dihydrotestostérone 

(DHT) qui est la principale hormone active au niveau prostatique. 

La prostate est composée d’un épithélium glandulaire et d’un stroma fibromusculaire 

(Figure 14B). L’épithélium glandulaire est le lieu privilégié pour l’apparition des carcinomes. 

Tout d’abord la couche basale est constituée de cellules souches et d’une population de 

cellules engagées dans une voie de différenciation présentant un phénotype intermédiaire 

entre les cellules souches et les cellules totalement différenciées. Ces cellules se répartissent 

entre des cellules intermédiaires basales et des cellules intermédiaires sécrétrices en fonction 

de leur état de différenciation. Les cellules souches n’expriment pas le récepteur aux 

androgènes et sont responsables de la régénération de l’épithélium glandulaire prostatique 

suite à la privation androgénique. La couche luminale est composée de cellules épithéliales 

totalement différenciées. Les cellules sécrétrices produisent les composants du liquide 

prostatique, expriment le récepteur aux androgènes et engendrent la sécrétion d’une protéase, 

la PSA (Prostate Specific Antigen) de manière androgéno-dépendante. Les cellules 

neuroendocriniennes, quant à elles, sécrètent de la chromogranine et de la sérotonine (Rizzo et 

al., 2005). 

Le stroma est composé de fibroblastes, de cellules musculaires lisses, de cellules 

dendritiques, de cellules nerveuses et de lymphocytes. Les cellules stromales, les cellules 

musculaires lisses et les macrophages expriment toutes le récepteur aux androgènes. 

La communication entre le stroma et l’épithélium prostatique est très importante pour 

la régulation de la croissance, le développement et la réponse aux hormones de la prostate 
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(Feldman and Feldman, 2001). En effet, des signaux paracrines sont envoyés par les cellules 

stromales pour induire la différenciation et la spécificité des cellules épithéliales. De même, 

les cellules épithéliales sécrètent des facteurs de croissance tels que l’IGF-I et l’IGF-II 

favorisant la prolifération des cellules stromales sous-jacentes.  

2.2. Epidémiologie du cancer de la prostate. 

Le cancer de la prostate est le premier cancer en termes d’incidence en France et la 

deuxième cause de décès (après le cancer du poumon) chez l’homme. Il est la quatrième cause 

de décès par cancer pour l’ensemble de la population. L’incidence la plus élevée est observée 

aux Etats-Unis et au Canada et la plus basse pour les pays asiatiques. Les pays d’Europe se 

situent à un taux intermédiaire. En France, l’incidence est de 56,4 nouveaux cas pour 100 000 

personnes. 

Ce cancer est rare avant 50 ans mais son incidence croît fortement et plus de 75% des 

nouveaux cas sont diagnostiqués après 65 ans. Le cancer de la prostate est par conséquent un 

problème de santé publique important dans les pays développés où l’espérance de vie est la 

plus longue. 

2.3. Le dépistage du cancer de la prostate. 

Le cancer de la prostate aux premiers stades de la maladie est très souvent 

asymptomatique. Les signes cliniques d’une obstruction urinaire généralement tardive sont 

provoqués par l’évolution locale de la maladie. Les principales manifestations sont 

généralement urinaires avec une gêne à l’écoulement urinaire, une infection urinaire, une 

hématurie ou une dilatation des cavités urinaires supérieures dues à la compression de 

l’uretère. 

Le dépistage se fait principalement par le toucher rectal, examen réalisé chez l’homme 

de plus de 50 ans. Au cours de cet examen, le praticien est à la recherche d’une induration, 

signe potentiel d’un cancer. Cependant, cette induration de la prostate peut être aussi la 

conséquence de phénomènes non cancéreux.  

A cette fin, l’examen clinique est combiné à un dosage de la PSA (Prostate Specific 

Antigen), le marqueur actuellement le plus utilisé. Le taux de PSA dépend de plusieurs 

facteurs que sont le volume de la prostate, la masse tumorale mais aussi la différenciation
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prostatique. En effet, un taux de PSA faible peut correspondre à une prostate normale tout 

comme à une néoplasie prostatique très différenciée donc très agressive, d’où l’importance 

d’associer le dosage de la PSA aux examens cliniques. La valeur seuil de la PSA au-dessus de 

laquelle des biopsies prostatiques sont indiquées est de 4 ng/mL.  

Les deux autres marqueurs de la progression tumorale utilisés sont la phosphatase 

acide prostatique et la kallicréine humaine de type 2 dont l’élévation serait associée à la 

présence d’un cancer prostatique très agressif. 

2.4. Les stades évolutifs du cancer de la prostate et les traitements. 

Le diagnostic d’un cancer de la prostate est toujours confirmé par un examen 

histologique de biopsies prostatiques. Ces biopsies permettent de le localiser et de pouvoir 

définir son type histologique ainsi que le score de Gleason. Ce score a été élaboré dans les 

années 1960 par Donald F Gleason et est basé sur la structure histologique du réarrangement 

des cellules cancéreuses après coloration à l’éosine/hématoxyline. Ce score histologique va de 

2 à 10, correspondant à une tumeur de plus en plus indifférenciée et agressive. Le classement 

clinique, quant à lui, est calculé en fonction du TNM (Tumeur, Nodule, Métastases) indiquant 

le degré d'extension du cancer au niveau des tissus avoisinants. De plus, cette classification 

oriente le choix du traitement du cancer de la prostate. Elle est divisée en différents stades : 

• Le stade T1 correspond à des cancers non palpables et non visibles à l’imagerie ou 

lors de biopsies de prostate réalisées à la suite d’une augmentation du taux de PSA 

découverte au cours d’un examen de dépistage. On distingue le stade T1a quand la 

tumeur représente moins de 5 % du tissu de résection et le stade T1b quand elle 

représente plus de 5 % du tissu de résection. Le dernier stade T1c est identifié par 

biopsie sur élévation de la PSA. 

• Le stade T2 correspond à des tumeurs confinées à la glande prostatique mais 

macroscopiquement identifiables et parfois palpables. Le stade T2a est déterminé 

quand un lobe est atteint alors que le stade T2b correspond à une atteinte des deux 

lobes. 

• Le stade T3 - 4 correspond au cancer ayant franchi la capsule prostatique T3a ou 

ayant envahi la vésicule séminale T3b. A ce stade, l’exérèse de la prostate n’est 

plus suffisante. 

• Le stade T4 correspond à une propagation du cancer aux structures adjacentes 

telles que la vessie, l’urètre ou le rectum. 



Figure 15 : Voies de synthèse des androgènes dans les tissus et les glandes surrénales dans le cas d’un
cancer de la prostate résistant à la castration (CRPC).

Chez des patients atteints d’un cancer de la prostate résistant à la castration, les récepteurs aux androgènes sont
susceptibles d'être activés par les androgènes convertis à partir des androgènes de la surrénale ou synthétisés par
voie intratumorale de novo. Malgré la castration, les androgènes, la déhydroépiandrostérone (DHEA) et
l'androstènedione, sont synthétisés par la 17,20-lyase dans les glandes surrénales, d'où ils peuvent être
transportés vers les tissus cancéreux prostatiques résistants et convertis en testostérone et en dihydrotestostérone
(DHT). La DHEA et l'androstènedione peuvent également être synthétisées à partir du cholestérol au sein de la
tumeur et être converties en testostérone et en DHT par la voie de novo. La testostérone et la DHT peuvent alors
stimuler les récepteurs aux androgènes qui à leur tour conduisent à l'activation des gènes. La 17,20-lyase activée
est essentielle pour la biosynthèse des androgènes.

3B-HSD: déshydrogénase; 17B-HSD: 17 bêta hydroxystéroïde deshydrogénase ; SRD5A: réductase 5 ; E1:
estrone; E2: estradiol; CYP19A1: aromatase.

(D’après Yamaoka et al., 2010)
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      Le stade N est caractérisé par l’envahissement des ganglions lymphatiques. 

• Le stade M correspond à l’apparition de métastases à distance ou non, localisées 

principalement dans l’os, site privilégié du cancer de la prostate. 

En fonction du stade d’avancement du cancer, les praticiens vont adapter leur 

traitement. La prostatectomie totale consiste à enlever toute la prostate, et les vésicules 

séminales qui sont des glandes accessoires appendues à la prostate. L’intervention est réalisée 

quand le cancer est restreint à la prostate. 

La radiothérapie utilise des rayons à haute énergie et des particules (électrons, protons) 

pour détruire les cellules cancéreuses lorsque les cellules ont atteint les tissus voisins.  

Le traitement hormonal est utilisé chez les patients dont le cancer s'étend au-delà des 

limites de la prostate, ou a récidivé après un traitement initial. Ce traitement va permettre de 

diminuer le taux des androgènes comme la testostérone. Ceci est effectué soit par castration 

chirurgicale, soit par recours à des anti-androgènes. 

Enfin, la chimiothérapie est utilisée dans le cancer de la prostate quand celui-ci a 

évolué et qu'il ne répond plus au traitement hormonal (échappement hormonal). Elle réduit la 

croissance tumorale et peut diminuer les douleurs liées au cancer. En effet, lors de la privation 

des cellules aux androgènes, les cellules cancéreuses peuvent s’adapter à ce nouvel 

environnement et devenir résistantes aux hormones (Figure 15). De nombreuses études se 

sont intéressées à ce phénomène et des hypothèses ont émergé. La première suppose que les 

récepteurs aux androgènes des cellules cancéreuses prostatiques seraient hypersensibles et une 

faible concentration en androgènes suffirait à les activer pour permettre la prolifération des 

cellules. Cet effet pourrait être lié à une mutation du gène codant pour l’enzyme 5 -réductase 

responsable de la transformation de la testostérone en DHT la rendant plus active (Pienta and 

Bradley, 2006). De plus, des études portant sur des lignées cellulaires cancéreuses 

prostatiques ont étudié l’expression des récepteurs aux androgènes. Il s’avère qu’il existe 

différents variants de ce type de récepteur en fonction de la lignée étudiée et qu’ils seraient 

activés sans présence d’androgènes ; voir pour revue : (Dutt and Gao, 2009). D’autres facteurs 

peuvent activer la voie du récepteur aux androgènes tels que les interleukines (IL) 4 et 6. 

L’activation de la voie dépendante du récepteur aux androgènes serait liée à Stat3 (Chen et al., 

2000; Hobisch et al., 1998).  

La deuxième suggère que les cellules tumorales prostatiques peuvent également 

convertir des androgènes produits par la glande surrénale ou réaliser une synthèse de novo à 

partir du cholestérol. En effet, l’expression d’enzymes stéroïdiennes exprimées normalement



Figure 16 :  Localisations chromosomiques des gènes de prédisposition du cancer de la prostate.

(D’après Fournier et al., 2007)
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dans les testicules ou les glandes surrénales est augmentée dans les cellules cancéreuses 

prostatiques. Ceci a été mis en évidence notamment pour la 17 HSD5 qui permet la 

transformation de la DHEA en 5-androstenediol, précurseur de la testostérone (Mohler et al., 

2004; Montgomery et al., 2008; Stanbrough et al., 2006). Ceci permettrait d’activer des gènes 

régulés par les récepteurs aux androgènes. 

2.5. Facteurs de risque. 

Il existe des formes dites familiales comportant au moins deux cas de cancer de la 

prostate dans 20% des cas environ (Valeri et al., 1999). Parmi ces formes familiales, certaines 

sont liées à l’exposition des membres de la famille à un carcinogène commun, alors que 

d’autres sont véritablement des formes héréditaires. Cette transmission héréditaire peut se 

faire selon un mode autosomique dominant mais aussi sur un mode lié au sexe. Dans les 

années 1990, des gènes de prédisposition du cancer de la prostate ont été mis en évidence tels 

que le gène nommé PCaP situé dans la région télomérique du bras long du chromosome 1 

(1q42.2-43) (Berthon et al., 1998) et depuis de nouveaux loci ont été trouvés sur d’autres 

chromosomes (Fournier et al., 2004) (Figure 16).  

Par ailleurs, les facteurs hormonaux ont été également suspectés. En effet, en 1940, les 

travaux d’Huggins et Clark ont permis de comprendre l’implication des androgènes dans la 

progression tumorale du cancer de la prostate (Huggins and Clark, 1940). Une des fonctions 

importantes du récepteur aux androgènes est d’activer l’expression de gènes cibles qui 

contrôlent la différenciation et la prolifération des cellules prostatiques. La présence de 

testostérone métabolisée en DHT par la prostate stimule la prolifération cellulaire lors du 

développement du cancer de la prostate. A l’opposé, l’activation du récepteur  des 

œstrogènes régulerait négativement les récepteurs des androgènes (Fournier et al., 2004).  

De nombreuses études ont également évalué l’implication des facteurs de croissance. 

Ainsi, le FGF produit par les fibroblastes prostatiques a été le premier facteur de croissance 

mis en évidence dans le cancer de la prostate (Jacobs et al., 1988). L’expression de l’ARNm 

du FGFb est plus élevée dans l’adénome que dans la prostate normale (Mori et al., 1990), de 

même pour le TGF . Il existe 4 gènes codant pour les récepteurs au FGF dont deux qui 

subissent des épissages alternatifs impliqués dans le passage de l’hormonosensibilité à 

l’hormonorésistance (Yan et al., 1992).  
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Concernant le TGF , son expression est augmentée après castration chez le rat 

(Kyprianou and Isaacs, 1988). Il participerait à l’apoptose des cellules épithéliales et 

inhiberait les effets de l’EGF dont l’expression est fortement augmentée dans les cellules 

cancéreuses prostatiques (Fowler et al., 1988; Kyprianou et al., 1990). Mais l’implication de 

l’EGF dans le cancer de la prostate reste encore très controversée. 

3. Connexines et cancer. 

Pendant de nombreuses années, les connexines ont été considérées uniquement comme 

des suppresseurs de tumeur liés à un défaut d’expression. Mais, depuis quelques années, de 

nouvelles données ont émergé suggérant un rôle beaucoup plus complexe des connexines 

dans la progression tumorale. 

3.1. Connexines et tumeur primaire. 

En 1966, Loewenstein et Kanno ont suggéré l’implication des connexines dans la 

tumorigénèse (Loewenstein and Kanno, 1966). De nombreuses études se sont alors 

intéressées à leur rôle au niveau de la tumeur primaire. Il s’avère que l’expression des 

connexines est diminuée dans les lignées cancéreuses dérivant de tumeur, accompagnée 

parfois d’une délocalisation cytoplasmique. Ceci a été mis en évidence par exemple dans des 

carcinomes mammaires chez le chien. L’analyse de l’expression de la Cx26 et la Cx43 a 

permis de montrer par immunohistochimie une diminution d’expression de ces connexines 

accompagnée d’une délocalisation dans le cytoplasme lorsque les cellules épithéliales 

mammaires devenaient cancéreuses (Torres et al., 2005). Des analyses de tumeurs issues de 

cancer de l’estomac chez l’homme ont également montré une corrélation inverse entre le 

niveau d’expression de la Cx32 et la prolifération cellulaire par le marquage des coupes au 

Ki67, un marqueur de prolifération. La Cx32 est localisée dans la membrane pour les cellules 

épithéliales normales alors qu’elle présente une localisation cytoplasmique dans les cellules 

cancéreuses de l’estomac. De plus, le marquage du Ki67 est plus intense dans les cellules 

cancéreuses (Jee et al., 2011). 

Certains promoteurs de tumeur influencent la CIJG soit en agissant sur les promoteurs 

de tumeur comme le phénobarbital qui diminue le niveau d’expression de la Cx32 dans des 

hépatocytes (Mesnil et al., 1993), soit en agissant sur l’internalisation des connexines comme 

le polychlorobiphényle (Krutovskikh et al., 1995). De plus, les oncogènes qui permettent la 
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croissance de la tumeur primaire inhibent la communication jonctionnelle en diminuant 

l’expression des canaux à la membrane.  

La régulation de la croissance est un des rôles attribués à la CIJG. Le rôle principal de 

la CIJG est de permettre l’échange de molécules entre les cellules afin de participer à la 

régulation de l’homéostasie tissulaire. Ainsi, la diminution de la CIJG permet aux cellules 

cancéreuses d’échapper par exemple aux signaux apoptotiques et de pouvoir proliférer de 

manière anarchique. La surexpression de la Cx43 a permis de diminuer la prolifération 

cellulaire de nombreuses lignées cancéreuses. En effet, il a été montré une diminution de la 

prolifération de lignées de glioblastomes  in vitro et in vivo suite à l’injection des cellules dans 

des souris Nude (Huang et al., 1998b). Ce même effet a été également montré dans des 

cellules cancéreuses mammaires suite à la surexpression de la Cx26 et la Cx43. Mais les 

auteurs ont également montré que l’impact de la surexpression des connexines sur la 

prolifération tumorale ne passerait pas forcément par l’établissement de la CIJG. Suite à la 

surexpression da la Cx43 dans la lignée cancéreuse mammaire MDA-MB-231, cette 

connexine reste localisée dans le cytoplasme (Qin et al., 2002).  

De plus, il a été montré que la surexpression de mutants de la Cx26 au niveau du 

troisième domaine transmembranaire ou de la boucle extracellulaire E1 (R143W et C60F) 

diminuait la prolifération des cellules Hela sans rétablissement de la CIJG (Duflot-Dancer et 

al., 1997). D’autres études ont essayé de comprendre comment les connexines pouvaient 

moduler la croissance tumorale sans CIJG fonctionnelle. La transfection de la partie C-

terminale de la Cx43 ou de la Cx43 entière induit dans les deux cas une diminution de la 

prolifération dans des lignées d’ostéosarcomes (Zhang et al., 2003c). La partie C-terminale de 

la Cx43 induit également une diminution de la prolifération des cellules Hela et semble être 

retrouvée dans le noyau de ces cellules (Dang et al., 2003) en agissant probablement sur la 

régulation de certains gènes ayant un rôle dans la prolifération cellulaire. 

De ce fait, de nombreuses études se sont intéressées au rôle des connexines dans le 

contrôle de la signalisation cellulaire. La surexpression de la Cx43 dans des cellules 

cancéreuses pulmonaires induit une prolongation de la phase G1 du cycle cellulaire par une 

augmentation du niveau d’expression de p27 et une diminution de la cycline D1 (Koffler et 

al., 2000). De plus, la surexpression de cette même connexine dans des cellules C6 de gliomes 

provoque une augmentation de l’expression du facteur NOV, une protéine connue pour 

diminuer la prolifération cellulaire.  
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Par ailleurs, les connexines peuvent également moduler l’expression d’oncogènes. La 

réintroduction de la Cx32 dans une lignée de cellules tumorales rénales inhibe l’activité de 

Her-2 une glycoprotéine impliquée dans la prolifération cellulaire (Fujimoto et al., 2004). 

Une diminution de l’expression de connexines semble donc être nécessaire à 

l’expansion clonale des cellules cancéreuses. 

3.2. Connexines et progression tumorale.  

Depuis quelques années, il apparaît que les connexines semblent aussi avoir un rôle 

plus complexe dans le processus tumoral et notamment durant la progression tumorale. 

Tout d’abord, il s’avère que les connexines participent à la migration et à l’adhérence 

des cellules dans des situations non pathologiques. En effet, les souris invalidées pour le gène 

codant la Cx43 présentent des défaillances cardiaques dues à un défaut de migration des 

cellules de la crête neurale lors du développement (Reaume et al., 1995; Xu et al., 2006). De 

plus, il a été montré que si l’interaction entre la N-cadhérine et la Cx43 était perturbée dans 

les cellules NIH3T3 alors celles-ci avaient des difficultés à migrer (Wei et al., 2005). Il 

s’avère également que l’établissement d’une CIJG avec les cellules endothéliales facilitait 

l’extravasation des leucocytes et des monocytes (Eugenin et al., 2003). Enfin l’interaction des 

connexines avec des protéines des jonctions serrées laisse penser qu’elles participeraient 

également à l’adhérence cellulaire. 

Dès 1990, Brauner et Hulser ont mis en évidence que des cellules tumorales 

établissant une communication intercellulaire (C6, EMT6/Ro) envahissaient plus rapidement 

des fragments de cœur que des cellules tumorales non communicantes (Hela) (Brauner and 

Hulser, 1990).  

La capacité d’invasion des cellules de gliomes C6 est également augmentée suite à la 

surexpression de la Cx43 et serait associée à l’établissement d’une CIJG fonctionnelle avec 

les astrocytes (Oliveira et al., 2005). L’augmentation des capacités invasives de ces cellules 

est également liée à une augmentation de la sécrétion de la MMP-2 et de la MMP-9 

participant à la dégradation de la matrice extracellulaire (Zhang et al., 2003b). De plus, des 

analyses de tumeurs mammaires issues de tumeurs primaires ou de métastases dans les 

ganglions lymphatiques ont montré une augmentation d’expression de la Cx26 et de la Cx43



Figure 17 : Immunolocalisation de la Cx43 à l’interface entre des cellules tumorales mammaires et des
cellules endothéliales en co-culture.

Les cellules tumorales mammaires ont été transfectées avec la GFP afin de les différencier des cellules
endothéliales. La flèche cible un marquage ponctiforme de la Cx43 entre les cellules tumorales et les cellules
endothéliales.

Barre d’échelle: 10 μm.

(D’après Elzarrad et al., 2008)
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dans les cellules cancéreuses ayant envahi le ganglion lymphatique (Kanczuga-Koda et al., 

2006). Ce type d’observation a été également retrouvé sur des tumeurs de l’estomac 

caractérisé par une perte d’expression de la Cx43 dans les tumeurs primaires suivies d’une 

réexpression dans les cellules ayant métastasé dans les ganglions lymphatiques (Tang et al., 

2010). Enfin, il a été montré que des lignées tumorales de mélanomes ayant métastaser dans 

le coussinet chez la souris, présentaient une augmentation d’expression de la Cx26 (Ito et al., 

2004). 

Néanmoins, il apparaît que, dans certains cas, la localisation cytoplasmique de 

certaines connexines soit un indicateur d’un comportement invasif des cellules cancéreuses. 

En effet, la Cx32 accroît la motilité et l’invasion des cellules cancéreuses hépatiques HUH7 

lorqu’elle est présente dans le cytoplasme (Li et al., 2007).   

Récemment, de nouvelles données tendent à montrer que les connexines sont 

impliquées dans les processus invasifs et métastatiques. Les connexines semblent intervenir 

lors des processus de migration et d’invasion des cellules, mais également lors de l’interaction 

avec les cellules endothéliales et du développement de la métastase. Les exemples suivants 

permettent d’illustrer le rôle potentiel des connexines dans ces phénomènes tardifs. 

La surexpression de la Cx43 dans une lignée cancéreuse mammaire permet 

l’augmentation de l’adhérence de ces cellules sur l’endothélium pulmonaire induisant une 

augmentation de l’expression de cette même connexine par les cellules endothéliales. Cette 

interaction permettrait aux cellules cancéreuses, par la suite, de pouvoir sortir de la circulation 

sanguine par le phénomène de diapédèse afin de générer des métastases (Elzarrad et al., 2008) 

(Figure 17). L’interaction directe entre les cellules endothéliales et cancéreuses via les 

connexines  a été également montrée pour des cellules de mélanomes et de gliomes (Saito-

Katsuragi et al., 2007; Zhang et al., 2003a). Par ailleurs, la transfection de la Cx43 dans des 

cellules tumorales mammaires permettrait d’établir un couplage hétérocellulaire avec les 

cellules endothéliales et d’accroître la diapédèse (Pollmann et al., 2005). 

En plus de l’impact sur l’extravasation, cette communication hétérocellulaire pourrait 

jouer un rôle bien en amont durant l’angiogenèse. En effet, les cellules C6 de gliomes 

surexprimant la Cx43, co-cultivées avec des cellules vasculaires endothéliales humaines 

(HUVEC), augmentent les capacités de ces dernières à former un réseau capillaire. Dans ce 

modèle, l’établissement de la CIJG est un facteur important accompagné d’une augmentation 

de la sécrétion de VEGF (Zhang et al., 2003a).  
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Les cellules endothéliales sont connues pour exprimer la Cx37, la Cx40 et la Cx43 ce 

qui signifie qu’elles peuvent établir une CIJG avec les cellules cancéreuses qui expriment des 

connexines capables de former des jonctions communicantes avec ces dernières (Cronier et 

al., 2009).  

Enfin, d’autres études mettent en évidence que les connexines ralentissent le processus 

métastatiques des cellules cancéreuses. Ainsi, une étude portant sur la lignée cancéreuse 

mammaire Hs578T a montré que la diminution d’expression de la Cx43 augmentait les 

capacités invasives et migratoires de ces cellules. Ce phénomène était accompagné d’une 

diminution d’expression d’un facteur anti-angiogénique, la thrombospondine-1 alors que 

l’expression du VEGF était augmentée (Shao et al., 2005). La surexpression de la Cx43 dans 

des lignées tumorales pulmonaires diminue leur capacité invasive associée à une diminution 

d’expression de la MMP-2 et une augmentation de la localisation membranaire de la E-

cadhérine (Xu et al., 2008; Zhao et al., 2011). La Cx43 et la Cx26 diminuent également la 

migration, l’invasion et l’adhérence des cellules tumorales mammaires ainsi que le 

développement de métastases dans le poumons (McLachlan et al., 2006; Momiyama et al., 

2003; Plante et al., 2011).  

Il est difficile de déterminer si les connexines favorisent ou non le processus tumoral. 

Il semble que leurs impacts dépendent du type de la tumeur et de son conteste 

environnemental. 

3.3. Connexine et cancer de la prostate. 

Les cellules épithéliales de la prostate expriment la Cx43 ainsi que la Cx32. La Cx43 

est plutôt localisée à la membrane des cellules basales alors que la Cx32 est exprimée par les 

cellules épithéliales luminales. L’expression de la Cx43 serait régulée par les androgènes. En 

effet, la castration chez le rat induit une apoptose des cellules prostatiques accompagnée 

d’une augmentation d’expression de la Cx43 alors que la réintroduction de la 

dihydrotestostérone (DHT) abolit cet effet (Huynh et al., 2001). 

Des études ont permis de déterminer l’expression des connexines lors du 

développement du cancer de la prostate. Pour cela, des marquages immunohistochimiques ont 

été effectués sur des extraits de prostate saine, sur des hyperplasies bénignes de la prostate et



(D’après Tsai et al., 1996)

Figure 18 : Immunomarquage de la Cx43 sur des coupes de prostate d’un patient sain (gauche)
et d’un patient atteint d’un carcinome de la prostate au stade 4 (droite).

La Cx43 a une organisation ordonnée dans le tissu sain par rapport au tissu tumoral. A noter
également une diminution de l’intensité du marquage de la Cx43 indiquant une diminution
d’expression de la Cx43 dans le tissu tumoral.

(x20) (x20)
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sur des tumeurs prostatiques. Il s’avère que la Cx32 et la Cx43 sont exprimées dans les deux 

premiers cas, mais leur expression est fortement diminuée dans les tumeurs (Figure 18). Plus 

les cellules tumorales prostatiques de la tumeur primaire sont dédifférenciées et moins elles 

expriment les connexines (Habermann et al., 2002; Tsai et al., 1996). De plus, l’équipe de 

Mehta, en 1999 a montré une diminution d’expression de la Cx32 et de la Cx43 accompagnée 

d’une délocalisation dans le cytoplasme. Ils ont surexprimé également la Cx43 dans la lignée 

cellulaire LNCaP induisant une diminution de la prolifération de ces cellules (Mehta et al., 

1999). 

Des études se sont intéressées à l’impact des connexines sur l’action d’agents 

pharmacologiques influençant le phénotype des cellules cancéreuses prostatiques. Tout 

d’abord, il a été montré que la surexpression de la Cx43 dans la lignée cellulaire PC-3 

(cellules très invasives) ne modifiait pas leur croissance mais les rendait plus sensibles au 

docetaxel, un alcaloïde anticancéreux. Cet effet était caractérisé par une augmentation de 

l’apoptose liée principalement à une diminution d’expression de Bcl-2 et une augmentation de 

l’activité de la caspase-3 (Fukushima et al., 2007). De plus, une équipe en 2007 s’est 

intéressée à la sensibilité des cellules cancéreuses prostatiques LNCaP au TNF . Suite à la 

surexpression, la Cx43 est localisée à la membrane et est fonctionnelle, rendant les cellules 

LNCaP plus sensibles au TNF . Ils ont remarqué que l’augmentation de l’apoptose 

s’accompagne d’une augmentation d’activation de la caspase 8 (Wang et al., 2007a). 

Hormis les effets de la Cx43 sur la survie cellulaire, aucune étude n’a été entreprise 

sur les propriétés agressives des cellules cancéreuses prostatiques.  

III. Chapitre 3 : Métastases osseuses.  

1. Physiologie osseuse : le remodelage osseux. 

Le tissu osseux est un tissu conjonctif spécialisé puisqu’il est minéralisé. Il est 

composé d’une matrice organique constituée principalement de collagène de type 1, de 

protéines non collagéniques et d’une fraction minérale formée de cristaux d’hydroxyapatite 

Ca5(PO4)3(OH). Il assure quatre fonctions essentielles :  

• Une fonction mécanique assurant le support du poids de l’organisme et le 

mouvement. 



Figure 19 : Schéma représentant la structure macroscopique d’un os long.

A) Vue antérieure avec coupe frontale montrant l’intérieur de l’extrémité proximale. B) Vue tridimensionnelle
grossie de l’os spongieux et de l’os compact de l’épiphyse de A). C) Coupe transversale grossie de la diaphyse
de A). La surface externe de la diaphyse est recouverte de périoste alors que la surface articulaire de l’épiphyse
est recouverte de cartilage hyalin. D) Schéma d’un ostéon grossi de C). Les lignes obliques représentent
l’orientation des fibres de collagène à l’intérieur de la matrice osseuse.

A B

C

D

(Adapté de Marieb, 2005)
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• Une fontion de protection des organes essentiels (tissus mous) 

• Une fonction métabolique liée à sa capacité de stocker le calcium et le phosphate. 

• Une fonction de synthèse et de renouvellement de toutes les cellules sanguines par 

l’hématopoïèse localisée dans la moelle osseuse.  

Macroscopiquement, le squelette adulte comprend de l’os cortical ou compact et de 

l’os spongieux ou trabéculaire (Figure 19A et B). L’os cortical, essentiellement localisé dans 

les os longs, est composé de zones cylindriques appelées ostéons ou système de Havers. 

Chaque ostéon est constitué de lamelles de collagène organisées de manière concentrique 

délimitant un canal central qui permet le passage des vaisseaux sanguins et des fibres 

nerveuses appelé canal de Havers. Des canalicules permettent de relier les canaux de Havers 

entre eux (Figure 19B et C).  

L’os trabéculaire ne possède pas de structure de type ostéon mais présente des 

lamelles de collagène irrégulières. Ces travées délimitent des espaces contenant la moelle 

osseuse et, dans lesquelles, les ostéocytes y sont localisés.  

1.1. Les principaux acteurs et fonctionnement du remodelage osseux. 

Deux types d’ossification vont permettre la formation du tissu osseux : l’ossification 

endochondrale et l’ossification intramembraneuse. 

L’ossification endochondrale responsable de la formation des os longs est caractérisée 

par la différenciation des cellules souches mésenchymateuses en chondrocytes produisant un 

cartilage hyalin qui va être progressivement remplacé par une matrice ostéoïde sécrétée par 

les ostéoblastes. Quant à l’ossification intramembraneuse, préférentielle au niveau des os 

plats, elle correspond à l’apposition d’une matrice extracellulaire sécrétée par les ostéoblastes 

sous forme d’une membrane progressivement minéralisée.  

 Chez l’adulte, les os, qu’ils soient longs ou plats, sont soumis à un remodelage à 

hauteur de 10% par an. Ce remodelage est assuré par deux types cellulaires : les ostéoclastes 

qui résorbent la matrice osseuse et les ostéoblastes qui synthétisent une nouvelle matrice. 

L’équilibre entre destruction et formation osseuse est régulé par de nombreux facteurs locaux 

et systémiques agissant principalement sur les cellules mésenchymateuses. 

Dans une structure définie appelée BMU (Basic Multicellular Unit), le cycle du 

remodelage débute par une phase de résorption durant laquelle les ostéoclastes vont digérer la



Figure 20 : Représentation schématique du cycle de remodelage osseux.

Le cycle du remodelage osseux débute tout d’abord par une phase d’activation et de différenciation des
ostéoclastes (grâce notamment au RANKL: Receptor Activator of Nuclear factor NF-kB Ligand). Les
ostéoclastes fusionnent, donnant naissance à une cellule géante multinucléée qui pourra résorber la matrice
osseuse. Puis, les ostéoclastes se détachent et meurent par apoptose, correspondant à la phase d’inversion.
Ensuite, les précurseurs des ostéoblastes se différencient en ostéoblastes qui synthétisent une nouvelle matrice
osseuse en comblant la lacune de résorption. A la fin, les ostéoblastes deviennent des cellules bordantes,
subissant un phénomène d’apoptose ou se laissant inclure dans la matrice en devenant des ostéocytes.

OPG: Ostéoprotégérine

ACTIVATION

RESORPTION

SYNTHESE

(Modifié d’après Rosen, 2011)

INVERSION
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matrice osseuse. Les ostéoclastes vont se détacher et rentrer en apoptose correspondant à la 

phase d’inversion. Enfin, les précurseurs mésenchymateux des ostéoblastes vont se 

différencier en ostéoblastes matures qui vont synthétiser et déposer une nouvelle matrice 

comblant la lacune de résorption. Une partie des ostéoblastes va subir un phénomène 

d’apoptose et une autre partie sera incluse dans la matrice pour devenir des ostéocytes (Figure 

20). 

   

Les ostéoclastes, responsables de la résorption osseuse, dérivent de cellules souches 

hématopoïétiques de la lignée monocytaire. Après une phase de prolifération, les précurseurs 

des ostéoclastes vont fusionner pour donner des ostéoclastes matures correspondant à des 

cellules géantes multinucléées. De nombreuses molécules sont impliquées dans la fusion des 

ostéoclastes comme par exemple une protéine à sept domaines transmembranaires DC-

STAMP (Dendritic Cell Specific Transmembrane Protein) ou encore le CD44 (de Vries et al., 

2005; Iwasaki et al., 2008). La membrane plasmique de ces cellules présente une bordure en 

brosse apicale en contact avec la matrice osseuse à résorber. Afin de pouvoir s’arrimer et se 

déplacer le long de la surface du tissu osseux, ils possèdent des structures dynamiques 

appelées podosomes (Jurdic et al., 2006; Teitelbaum, 2000). En effet, les intégrines v 3 

présentes dans les podosomes seraient importantes pour l’adhérence, la motilité et l’activation 

des ostéoclastes (Zou and Teitelbaum, 2010). Ainsi, l’ostéoclaste fonctionne de manière 

cyclique alternant des phases migratoires et des phases de résorption actives. 

Lorsque les ostéoclastes ont développé leur bordure en brosse, l’acidification du 

milieu va pouvoir être effectuée par l’activation d’une ATPase protonique pour solubiliser les 

cristaux d’hydroxyapatite. De plus, des enzymes lysosomiales et des MMP vont être sécrétées 

et ainsi dégrader la matrice osseuse. Les résidus de collagène formés par la dégradation vont 

être soit phagocytés, soit transportés par les ostéoclastes pour être libérés au niveau 

basolatéral. Lorsque la lacune de résorption est formée, les ostéoclastes entrent dans une 

phase d’apoptose et disparaissent pour être remplacés pendant la phase d’inversion par les 

ostéoblastes (Fernandez-Tresguerres-Hernandez-Gil et al., 2006). 

La fonction principale de l’ostéoblaste est donc de synthétiser et de minéraliser la 

matrice osseuse composée principalement de collagène de type 1. Ils synthétisent également 

un grand nombre de protéines matricielles (ostéocalcine, ostéopontine…) qui représentent 

50% des protéines non collagéniques de l’os, à savoir des molécules d’adhérence, des 

protéoglycanes et des facteurs de croissance. Les ostéoblastes s’organisent généralement sous



Figure 21: Représentation schématique de la multipotence des cellules souches mésenchymateuses.

La différenciation vers un type de cellules nécessite l’expression de facteurs de transcription spécifiques. La
différenciation ostéoblastique nécessite l’expression de Cbfa1/Runx2 alors que l’expression de Sox9 induit la
voie chondroblastique. L’expression de PPAR 2 induit la différenciation adipocytaire alors que le facteur de
transcription Myo D permet de générer des myoblastes.

(D’après Marie et al., 2001)
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(D’après Marie et al., 2001)

Figure 22 : Schéma représentant les principaux marqueurs exprimés au cours de la différenciation
ostéoblastique.

La différenciation des ostéoblastes est caractérisée par l’expression de gènes ostéoblastiques précoces (PTH-R:
récepteur de la PTH; ALP: phosphatase alcaline; COLL-1: collagène de type 1; OP: ostéopontine) ou tardifs
(BSP: sialoprotéine osseuse; OC: ostéocalcine)

---- : faible expression ; —: forte expression
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forme d’amas le long de la surface osseuse et dérivent de cellules souches mésenchymateuses 

multipotentes qui ont la capacité de se différencier en ostéoblastes, adipocytes, chondrocytes, 

myoblastes ou fibroblastes (Bianco et al., 2001) (Figure 21). 

Après une phase de prolifération, les ostéoblastes produisent rapidement une matrice 

ostéoïde par dépôt de collagène suivie de sa minéralisation par fixation d’hydroxyapatite 

formée d’ions calciques et phosphates. Lorsque la matrice est complètement minéralisée, la 

plupart des ostéoblastes disparaissent par apoptose mais certains peuvent rester piégés en état 

de quiescence dans la matrice nouvellement synthétisées et deviennent des ostéocytes. Plus 

les ostéocytes évoluent et plus ils perdent l’expression de marqueurs ostéoblastiques dont 

l’ostéocalcine et le collagène de type 1 et participeraient à la mécano-transduction lors d’un 

stress mécanique (Rochefort et al., 2010). Les ostéocytes finiront par être phagocytés puis 

digérés par les ostéoclastes lors des cycles de remodelages successifs (Elmardi et al., 1990). 

La synthèse des protéines de l’os, effectuée par les ostéoblastes, se produit de manière 

séquentielle. En effet, lors des stades les plus précoces, au cours du dépôt de la matrice 

ostéoïde, les cellules pré-ostéoblastiques expriment des protéines associées à la production de 

cette matrice telles que le collagène de type 1, la fibronectine ou l’ostéopontine. Une 

augmentation de l’activité de la phosphatase alcaline est également observée. Cette enzyme 

permet de dégrader les pyrophosphates inorganique, eux-mêmes inhibiteurs de la 

calcification, afin d’augmenter les taux de phosphate nécessaires à la minéralisation pour la 

formation des cristaux d’hydroxyapatite. Quant aux ostéoblastes différenciés, ils expriment 

des facteurs plus tardifs tels que l’ostéocalcine ou encore la sialoprotéine osseuse (BSP) 

(Figure 22). L’ostéocalcine est la protéine majoritaire sécrétée par les ostéoblastes et fait 

partie de la famille des gla-protéines car elle possède trois résidus d’acide -

carboxyglutamique permettant la fixation de calcium. De ce fait, elle participe à la fixation et 

à la stabilisation des cristaux d’hydroxyapatite (Neve et al., 2011). L’ostéopontine ainsi que la 

sialoprotéine osseuse sont également exprimées par les ostéoblastes matures. Ces deux 

protéines sont des glycoprotéines matricielles regroupées sous le terme de SIBLING (Small 

Integrin Binding Ligand N-linked Glycoprotein). Elles participeraient à l’adhérence des 

cellules osseuses à la matrice (Aubin et al., 1995; Ihara et al., 2001). 

Une étroite coopération entre ces différents types cellulaires apparaît essentielle lors 

du cycle du remodelage osseux. 
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1.2. Régulation de la différenciation ostéoclastique 

Les ostéoclastes ont une origine commune avec les monocytes/macrophages. La 

spécification des pro-monocytes en ostéoclastes se fait sous l’influence de facteurs de 

transcription et de facteurs de croissance dont les principaux sont au nombre de trois : M-CSF 

(Macrophage Colony-Stimulating Factor), RANKL (Receptor Activator of Nuclear Factor 

NF-kB Ligand) et son antagoniste l’ostéoprotégérine (OPG). 

 RANKL, une cytokine apparentée à la famille des TNF , est une protéine liée à la 

membrane cellulaire exprimée dans de nombreux types cellulaires comme les cellules 

endothéliales et les lymphocytes T. Dans l’os, ce facteur est synthétisé par les cellules 

mésenchymateuses et les ostéoblastes. Il va pouvoir stimuler la différenciation des 

ostéoclastes en se fixant sur son récepteur RANK présent à la membrane plasmique des 

précurseurs ostéoclastiques et permettre ainsi la fusion des ostéoclastes et l’inhibition de 

l’apoptose de ces cellules. De plus, l’ostéoblaste mature sécrète également l’ostéoprotégérine, 

antagoniste soluble du RANKL, appartenant lui aussi à la famille des TNF . C’est un 

récepteur leurre puisqu’en se fixant au RANKL il bloque la différenciation des ostéoclastes 

(Simonet et al., 1997; Thomas et al., 2001a). In vivo, des souris déficientes en 

ostéoprotégérine, développent une ostéoporose sévère alors que les souris la surexprimant 

développent une ostéopétrose (Bucay et al., 1998). 

Enfin, les ostéoblastes peuvent sécréter le M-CSF qui est un facteur se fixant sur son 

récepteur c-fms exprimé à la membrane des précurseurs ostéoclastiques, permettant ainsi 

d’induire leur prolifération et leur différenciation. C’est pourquoi les souris déficientes en M-

CSF présentent un phénotype ostéopétrotique (Dai et al., 2002; Hibbs et al., 2007). 

Des hormones et des facteurs locaux agissent également sur la différenciation 

ostéoclastique. En effet des cytokines inflammatoires telles que l’IL-1 et le TNF  augmentent 

la résorption osseuse en stimulant l’expression du M-CSF et du RANKL par les ostéoblastes. 

alors que le TGF  et l’IFN  augmentent l’expression de l’OPG (Perez-Sayans et al., 2010). 
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1.3. Régulation de la différenciation ostéoblastique. 

La formation osseuse est principalement dépendante du nombre d’ostéoblastes 

différenciés et de la différenciation ostéoblastique est sous le contrôle de facteurs de 

transcription, d’interactions cellulaires et matricielles et de facteurs systémiques et locaux. 

1.3.1. Les facteurs de transcription.  

Cbfa1/Runx2 est un facteur essentiel de l’engagement et de la différenciation des 

ostéoblastes. Ce facteur peut réguler l’expression de nombreux gènes spécifiques des 

ostéoblastes tels que la chaine 1 du collagène de type 1, l’ostéocalcine ou encore 

l’ostéopontine en se fixant sur une séquence spécifique appelée OSE2 (de Crombrugghe et al., 

2001; Ducy et al., 1999). Il a été montré que des souris déficientes en Cbfa1/Runx2 

présentaient une activité de la phosphatase alcaline très faible alors que l’expression de 

l’ostéocalcine n’était plus détectable. De plus, les ostéoblastes en culture n’ont plus la 

capacité de minéraliser (Lian et al., 2006). 

Osterix est un autre facteur important. Ce facteur de transcription possède un motif en 

doigt de zinc et est spécifiquement exprimé par les ostéoblastes. Cette structure lui permet de 

se fixer sur des séquences d’ADN riches en G-C pouvant se lier au promoteur de la chaine 1 

du collagène de type 1, l’ostéonectine ou l’ostéopontine (Nakashima et al., 2002). La 

transcription du gène codant pour Osterix est régulée positivement par Cbfa1/Runx2 

permettant l’évolution des précurseurs ostéoblastiques en ostéoblastes immatures. En effet, 

des souris déficientes en Osterix présentent des défauts de formation osseuse sans 

modification du niveau d’expression de Runx2 (Koga et al., 2005). 

D’autres facteurs peuvent également participer à la différenciation ostéoblastique tels 

qu’AP-1, ATF4 (Activating Transcriptor Factor 4), Dlx-5 (Distal-less homeobox), Msx2 

(homeobox msh-like 2). Concernant AP-1, il s’est avéré que c-Fos régulait la prolifération et 

l’expression génique des ostéoblastes (Grigoriadis et al., 1995; Machwate et al., 1995). Quant 

à ATF4, il interagit avec Cbfa1/Runx2 pour réguler la transcription du gène codant pour 

l’ostéocalcine (Gaur et al., 2005). Enfin, Dlx-5 en association avec Msx2 contrôle 

l’expression de la sialoprotéine osseuse  et de l’ostéocalcine (Lian et al., 2006; Marie, 2001b). 
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1.3.2. Les facteurs solubles locaux.  

Plusieurs facteurs de croissance sont d’importants régulateurs de recrutement, de la 

différentiation et de la fonction de l’ostéoblaste. Ils vont favoriser l’expression par les 

ostéoblastes de plusieurs cytokines. Les facteurs les plus importants sont ceux produits par les 

ostéoblastes et qui s’incorporent dans la matrice osseuse et seront libérés lors de la résorption 

osseuse, c’est-à-dire les IGFs, le TGFβ, les BMPs, et le FGF.  

L’IGF1 active la prolifération ostéoblastique et la synthèse de collagène de type I in 

vitro et la formation osseuse in vivo (Koch et al., 2005; Radcliff et al., 2005).  

Le TGFβ est un facteur local fondamental dans le contrôle de l’ostéogenèse. Il stimule 

la formation osseuse, la prolifération des précurseurs ostéoblastiques ainsi que la production 

de collagène de type I et de l’ostéopontine. Il diminue également la dégradation de la matrice 

en inhibant l’activité de la collagénase et a un effet anti-apoptotique sur les ostéoblastes. En 

dehors de ses effets anaboliques, le TGFβ contrôle la différenciation ostéoclastique en 

augmentant la production de l’ostéoprotégérine par les cellules stromales et les ostéoblastes 

(Erlebacher and Derynck, 1996; Manolagas, 2000). 

Certaines BMPs ont des propriétés ostéoinductives in vivo. Les BMPs (2 à 7) 

appartiennent à la famille des polypeptides TGFβ et sont produites par les ostéoblastes jouant 

un rôle fondamental dans le contrôle de la formation osseuse (développement embryonnaire, 

cicatrisation des fractures osseuses). Les BMPs agissent en augmentant l’expression de 

Cbfa1/Runx2 dans les précurseurs ostéoblastiques et en stimulant l’expression des gènes 

ostéoblastiques tels que la phosphatase alcaline, le collagène de type I, l’ostéocalcine dans les 

ostéoblastes. Dans l’os, l’une des plus importantes BMPs, est la BMP2 qui active 

Cbfa1/Runx2 alors que la BMP3 inhibe la différenciation des cellules ostéoprogénitrices 

induites par la BMP2  (Harada and Rodan, 2003; Yamaguchi et al., 2000). 

Les FGFs sont également des régulateurs importants de la prolifération, de la fonction 

et de l’apoptose des ostéoblastes. Ils stimulent la formation osseuse étant donné que toute 

invalidation de leurs gènes chez la souris conduit à une ostéopénie (Montero et al., 2000). Par 

exemple, il a été montré que FGF2 avait un effet protecteur contre l’apoptose des ostéoblastes
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humains issus de calvaria. De plus, il favorise la production d’ostéocalcine ou la 

minéralisation de la matrice par les ostéoblastes (Debiais et al., 1998; Debiais et al., 2004).  

Enfin, les cytokines jouent un rôle important dans le remodelage osseux. L’IL11 

stimule la formation d’ostéoblastes à partir des cellules souches mésenchymateuses. L’action 

d’IL11 sur les os s’effectue en augmentant l’action de la BMP-2 sur les ostéoblastes et en 

stimulant leur différenciation et leur prolifération (Sims et al., 2005). De plus, les ostéoblastes 

et leurs précurseurs produisent également des cytokines inflammatoires comme l’IL1. Cette 

cytokine inhibe la formation osseuse par les ostéoblastes en diminuant l’expression de la 

phosphatase alcaline (Zhang et al., 1996b). 

Ainsi, il apparaît clairement que l’ostéoformation est sous le contrôle de facteurs 

agissant au niveau de l’engagement des cellules mésenchymateuses vers la voie 

ostéoblastique, de la prolifération des préostéoblastes ou de la différenciation en ostéoblastes. 

1.3.3. Les facteurs solubles systémiques.  

Les hormones les plus importantes contrôlant l’ostéoformation sont l’hormone 

parathyroïdienne (PTH), les stéroïdes sexuels en particulier les œstrogènes, les 

glucocorticoïdes et la vitamine D. 

La PTH sécrétée par les parathyroïdes, régule la calcémie et le métabolisme osseux. 

Son action s’exerce sur les os, les reins et les intestins. La sécrétion de la PTH est étroitement 

régulée par la concentration sérique en calcium ionisé. Ainsi, une diminution de la calcémie 

provoque une augmentation de la PTH en quelques secondes et inversement une 

augmentation de la calcémie induit une diminution de la sécrétion de la PTH. 

In vivo, l’administration intermittente de la PTH stimule la formation osseuse, tandis 

qu’une administration continue stimule plutôt la résorption du tissu osseux. In vitro, elle 

induit un arrêt du cycle cellulaire des ostéoblastes en phase G1 et stimule leur différenciation 

(Kim et al., 2003; Qin et al., 2005). L’effet majeur de la PTH sur la différenciation des 

ostéoblastes passe par sa fixation sur son récepteur PTHR1 et l’activation des facteurs de 

transcription AP-1 et Runx2 grâce à la PKA (Nakao et al., 2009; Swarthout et al., 2002; Zhou 

et al., 2011). Il s’avère également que la PTH augmente l’expression d’IGF1 qui augmenterait
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les effets de la PTH sur la formation osseuse (Linkhart and Mohan, 1989; McCarthy et al., 

1989; Wang et al., 2007b). 

La vitamine D est rapidement stockée dans le tissu adipeux (réserve mobilisable 

plusieurs mois) ou est métabolisée. Elle est impliquée dans l’homéostasie du calcium et du 

phosphate et stimule l’absorption intestinale du calcium et du phosphate. La métabolisation de 

la vitamine D se fait en deux étapes. La première se fait dans le foie où elle subit une 

hydroxylation en position 25. La deuxième se fait dans le rein où elle est hydroxylée en 

position 1 par une hydroxylase. Les taux de 1,25 (OH)2 vitamine D sont maintenus stables par 

le contrôle de l’activité de l’hydroxylase par la PTH.  

Au niveau de l’os, elle active la différenciation et la maturation des ostéoblastes en 

présence de PTH. A doses physiologiques, l’effet est anabolique et les ostéoblastes sécrètent 

la matrice osseuse. A doses importantes, l’effet est inverse. Elle régule aussi l’homéostasie 

calcique en agissant sur la parathyroïde, où elle induit une suppression de la prolifération des 

cellules parathyroïdiennes qui sécrètent la PTH. 

La 1,25 (OH)2 vitamine D agit par l’intermédiaire d’un récepteur à la vitamine D 

(VDR) nucléaire. L’invalidation du gène codant pour VDR, chez la souris, induit une 

diminution de la formation osseuse. A l’inverse, sa surexpression favorise la formation de l’os 

à partir du périoste. Elle stimule également l’expression de gènes ostéoblastiques comme 

l’ostéopontine et l’ostéocalcine, ce dernier effet impliquant Cbfa1 (St-Arnaud, 2008; 

Yoshizawa et al., 1997). Elle stimule également l’expression de RANKL par les ostéoblastes 

pour favoriser l’ostéoclastogenèse (Kearns et al., 2008; Thomas et al., 2001a). Ainsi, il 

semblerait que la 1,25 (OH)2 vitamine D participerait d’une part au maintien des taux 

calciques dans le sang et d’autre part à la formation osseuse (Anderson and Atkins, 2008). 

Les stéroïdes et notamment les œstrogènes sont avant tout des inhibiteurs de la 

résorption osseuse. Les œstrogènes exercent des effets directs et indirects importants sur les 

ostéoblastes (Parikka et al., 2005). Les ostéoblastes expriment les récepteurs de type α et β

(Wiren et al., 2002). Le rôle de ces récepteurs dans le contrôle de l’ostéogenèse reste 

cependant à établir. In vitro, les œstrogènes augmentent la prolifération et la différentiation 

des ostéoblastes ainsi que la prolifération des précurseurs via une augmentation de la 

production de facteurs locaux tels que le TGF et l’IGF. Les ostéoporoses liées à une carence 

oestrogénique post-ménopausique démontrent clairement l’importance de la régulation de la
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différenciation ostéoblastique par les œstrogènes (Leung et al., 2004; Venken et al., 2005). 

Les œstrogènes ont en plus des effets anti-apoptotiques sur les ostéoblastes. 

Un effet similaire a été également observé pour la testostérone qui participe à la 

formation osseuse en augmentant la prolifération des ostéoblastes (Maus et al., 2008). De 

plus, pour des hommes âgés, un traitement à la testostérone semble diminuer la perte osseuse 

liée à l’âge (van den Beld et al., 2000).  

  

Les glucocorticoïdes, à des doses importantes, ont des effets cataboliques sur l’os en 

inhibant la synthèse d’IGF-1 par les ostéoblastes et en diminuant l’expression de la BMP2 et 

de Cbfa1 (Manolagas, 2000). Cependant, il a été montré qu’à des doses physiologiques, ils 

pourraient favoriser la différenciation ostéoblastique (Fernandez-Tresguerres-Hernandez-Gil 

et al., 2006). 

1.3.4. Les interactions cellulaires. 

En plus des facteurs cités précédemment, des interactions cellulaires sont capables de 

moduler la différenciation ostéoblastique. De nombreuses protéines sont impliquées telles que 

les cadhérines, les connexines et les intégrines. 

Les cadhérines qui participent à l’adhérence cellule/cellule sont exprimées par les 

progéniteurs ostéoblastiques et sont présentes tout au long de la différenciation. En effet, 

l’expression de la R-cadherine/cadherine4 est rapidement perdue et est remplacée par la 

cadhérine-11 et la N-cadhérine. Différentes études ont montré que le blocage de l’expression 

de la N-cadhérine empêchait la différenciation des ostéoblastes. En effet, la N-cadhérine 

favoriserait la différenciation ostéoblastique en induisant l’expression de Cbfa1/Runx2 

(Cheng et al., 2000; Ferrari et al., 2000). La cadhérine-11 est très spécifique de l’os même si 

elle a été retrouvée faiblement exprimée dans le cerveau, les poumons et les testicules. Elle est 

également importante pour la différenciation des ostéoblastes puisque des souris invalidées 

pour cette cadhérine présentent des défauts de minéralisation au niveau craniofacial. Elle 

pourrait participer à la migration des ostéoblastes aux sites d’ossification lors de leur 

différenciation (Kawaguchi et al., 2001a; Kawaguchi et al., 2001b). 

Les intégrines sont les principales protéines assurant l’adhérence des cellules à la 

matrice extracellulaire. Des études ont montré que les sous-unités 1 à 6, v, 1, 3 et 5



Figure 23 : Effet de la délétion du gène de la Cx43 sur le développement axial chez la souris.

Les photographies a, b et c représentent une vue latérale des vertèbres du thorax colorées au rouge d’alizarine
(tissu osseux) et au bleu alcian (tissu cartilagineux) à différents jours de vie embryonnaire (E15.5 et E16.5)
chez la souris homozygotes Cx43+/+ ou Cx43-/-. Ces photographies illustrent le retard d’ossification au niveau
des vertèbres et les déformations costales suite à l’absence d’expression de la Cx43. Les photographies d et e
représentent une vue dorsale des embryons homozygotes Cx43+/+ ou Cx43-/- colorés au rouge d’alizarine
permettant de visualiser un retard d’ossification de la région cranio-faciale après 18.5 jours de vie
embryonnaire.

(D’après Lecanda et al., 2000)
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étaient exprimées à différents stades de la différenciation des ostéoblastes. En plus de 

participer à l’adhérence des ostéoblastes, elles peuvent également activer des facteurs de 

transcription tels qu’AP-1 et favoriser ainsi la prolifération des cellules. De plus, des souris 

exprimant un dominant négatif de la sous-unité 1 présentent une forte réduction de la 

formation osseuse (Cowles et al., 2000; Siebers et al., 2005).  

Dans le contexte de notre étude, il est important de considérer le rôle des connexines 

dans la différenciation des ostéoblastes. 

1.4. La communicaton jonctionnelle et le tissu osseux. 

Les jonctions communicantes ont été identifiées au niveau des ostéoblastes, des 

ostéocytes et également des ostéoclastes par microscopie électronique (Doty, 1981; Stanka, 

1975). Les ostéoblastes expriment principalement la Cx43 et faiblement la Cx45. Ils 

expriment également la Cx46 mais elle présente un défaut d’adressage et reste piégée dans le 

Golgi (Civitelli et al., 1993; Donahue et al., 1995; Koval et al., 1997). La Cx43 dans les 

ostéoclastes participerait à la fusion des cellules. En effet, le blocage de la communication 

jonctionnelle empêche la fusion des ostéoclastes et diminue donc leur capacité de résorption 

de la matrice osseuse (Ilvesaro et al., 2001; Ilvesaro et al., 2000). 

  

Les études génétiques chez l’homme et la souris ont permis de comprendre 

l’importance de la Cx43 dans le développement et le renouvellement osseux. En effet, les 

souris invalidées pour la Cx43 présentent des défauts d’ossification intramembraneuse et 

endochondrale liées à des malformations craniofaciales et à des défauts de minéralisation 

(Lecanda et al., 2000) (Figure 23). Les ostéoblastes issus des calvaria de ces souris ont une 

capacité de différenciation réduite avec des problèmes de minéralisation accompagnés d’une 

diminution d’expression d’ostéocalcine, du collagène de type 1 et de la sialoprotéine osseuse. 

De plus, les souris hétérozygotes pour la Cx43 présentent également des retards d’ossification 

et l’étude des ostéoblastes montrent une diminution de l’activité de la phosphatase alcaline et 

également une diminution d’expression de l’ostéocalcine (Geneau et al., 2010). D’autres 

études ont porté sur des stratégies antisens ou la surexpression de la Cx45 dans des lignées 

ostéoblastiques confirmant l’implication de la Cx43 dans la différenciation ostéoblastique. La 

Cx45 semble diminuer les capacités de la Cx43 et affecter le phénotype des ostéoblastes 

(Lecanda et al., 1998). La modulation de l’expression de l’ostéocalcine ou du collagène de



Facteurs extracellulaires 
(facteurs de croissance, 

stimuli mécaniques)

Facteurs extracellulaires 
(facteurs de croissance, 

stimuli mécaniques)

Un récepteur effectue la 
réponse primaire

Les jonctions 
communicantes permettent 

une réponse secondaire

La réponse secondaire n’est 
pas réalisée

Un récepteur effectue la 
réponse primaire

Figure 24 : Hypothèse du mécanisme d’action de la Cx43 dans le contrôle des gènes associés à la
différenciation comme l’ostéocalcine.

Des facteurs extracellulaires tels que les facteurs de croissance ou des stimuli mécaniques induisent la libération
de seconds messagers (par exemple, IP3, AMPc, Ca2+), conduisant à une réponse primaire cellulaire. Cette
réponse est indépendante des jonctions communicantes. En présence de la communication jonctionnelle due à la
présence de la Cx43, la propagation intercellulaire de seconds messagers peut être effectuée, activant la cascade
de signalisation ERK, conduisant à une réponse secondaire dans la seconde cellule. Ces signaux activent SP1, le
transactivateur du gène codant l’ostéocalcine, qui se lient au domaine CxRE, conduisant à une transcription
robuste (TXN). Lorsque la communication est perturbée, la réponse cellulaire est atténuée, en raison de l'échec
de propagation des signaux entre les cellules.

(Modifiée d’après Stains et Civitelli, 2005)
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type 1 semblerait liée à l’activation du facteur de transcription Sp1, celui-ci est régulé par les 

signaux transmis à travers les canaux formés de Cx43, se liant au domaine CxRE (Connexin 

Response Element) sur le promoteur de leur gène. Dans les cellules couplées, Sp1 se lierait à 

des régions riches en CT présentes dans les promoteurs de ces gènes. A l’inverse, lorsque la 

communication est rompue, le rapport Sp1/Sp3 diminuerait. Le  recrutement de Sp3 

entraînerait une diminution de la transcription de ces gènes (Stains and Civitelli, 2005) 

(Figure 24).  

  

De plus, une mutation du gène codant pour la Cx43 est associée à une maladie chez 

l’homme, décrite précédemment, appelée ODDD (dysplasie occulodentodigitale). Cette 

pathologie est caractérisée par des malformations des membres et des anomalies au niveau du 

crâne et des dents (Paznekas et al., 2003).  

  

Des études, sur des lignées ostéoblastiques, ont également pu mettre en évidence que 

la Cx43 permettait de potentialiser les effets de la PTH. En effet, une inhibition de la 

communication jonctionnelle dans ces cellules altère la réponse des ostéoblastes à la PTH. 

Les souris dont l’expression de la Cx43 est diminuée dans les ostéoblastes présentent des 

retards d’ossification et les effets de la PTH sont bloqués par l’absence de la Cx43. De plus, 

un des effets de la PTH est d’augmenter l’expression de la Cx43 (Chung et al., 2006; Massas 

and Benayahu, 1998; Schiller et al., 2001; Schiller et al., 1992). 

Par ailleurs, la Cx43 régule les effets d’autres facteurs tels que l’endothéline 1 (ET-1). 

En effet, l’ET-1 accroît la prolifération et ralentit la différenciation des ostéoblastes Cx43+/+ 

alors que son effet est aboli lorsque les ostéoblastes ont une diminution d’expression de la 

Cx43. Ainsi, la Cx43 semble importante pour que l’ET-1 puisse influencer le phénotype des 

ostéoblastes (Geneau et al., 2010; Niger et al., 2008). 

Une autre fonction de la communication jonctionnelle est de transmettre des signaux 

mécaniques, correspondant à la mécanotransduction, générés parmi les ostéocytes et les 

ostéoblastes (Alford et al., 2003; Saunders et al., 2001; Ziambaras et al., 1998). Il a été montré 

qu’un stress mécanique augmentait l’expression de la Cx43 et de la CIJG. De même, 

l’inhibition de la communication jonctionnelle dépendante de la Cx43 par l’utilisation d’une 

stratégie antisens entraîne une diminution de la libération de prostaglandine de type E2



Tumeur primaire Incidence post mortem des 
métastases osseuse (%)

Sein 73

Prostate 68

Thyroïde 42

Poumon 36

Rein 35

Mélanome 35

Tractus gastrointestinal 5

Ovaires 0.1

(Modifié d’après Suva et al., 2011)

Tableau 3 : Incidence des métastases osseuses dans différents types de cancer.
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normalement induite lors d’un stress mécanique. Dans les conditions physiologiques, la PGE2 

module à son tour l’expression de la Cx43 (Saunders et al., 2003). 

Parmi les différents mécanismes de propagation, les jonctions communicantes peuvent 

également générer des vagues calciques entre les ostéoblastes. Ce mode de propagation par 

les jonctions communicantes fait intervenir un influx de calcium par l’intermédiaire de canaux 

voltage dépendants de type L. C’est alors la diffusion d’IP3 ou d’autres seconds messagers 

qui vont être à l’origine de la transmission de ce signal calcique (Jorgensen et al., 1997; 

Jorgensen et al., 2000; Jorgensen et al., 2003). 

Des études ont également suggéré un rôle de la Cx43 non lié à la communication 

jonctionnelle mais à sa fonction d’hémicanal. En effet, les effets des bisphosphonates connus 

pour inhiber l’apoptose des ostéoblastes seraient dépendants de la Cx43 mais pas de la 

communication jonctionnelle. Cet impact serait dû à la formation d’hémicanaux dont 

l’activation déclencherait une cascade d’activation passant par ERK (Plotkin et al., 2002). 

Enfin, il a été montré que la Cx43 était importante pour établir une communication 

hétérocellulaire entre les progéniteurs ostéoblastiques et les cellules endothéliales (HUVEC). 

En effet, un contact direct entre ces deux types cellulaires accroît la différenciation des 

ostéoblastes caractérisée par une augmentation de l’activité de la phosphatase alcaline et de la 

synthèse du collagène de type 1. De plus, les cellules expriment la Cx43 et l’effet est aboli 

après l’utilisation du 18 -glycyrrhétinique, un inhibiteur de la communication intercellulaire 

(Guillotin et al., 2004; Santos et al., 2009; Villars et al., 2002). 

2. Les métastases osseuses. 

2.1. Généralités. 

Les métastases constituent une complication fréquente de certains cancers. L’os est le 

site privilégié du développement de métastases des cancers humains les plus fréquents tels 

que les cancers du poumon, du sein et de la prostate. Les métastases osseuses se développent 

chez 15 à 30% des individus atteints d’un cancer du poumon et dans 80% des cas de cancer 

du sein ou de la prostate au stade avancé (Tableau 3). 

 Elles constituent un réel problème dans l’évolution du cancer car elles sont souvent 

incurables et leur apparition affecte le pronostic vital et détériore la qualité de vie des patients.



Historique

66 

En effet, elles peuvent être responsables de violentes douleurs, de fractures osseuses, de 

compressions médullaires et d’importantes perturbations du métabolisme phosphocalcique. 

Le traitement local des métastases osseuses est principalement de nature palliative. La 

radiothérapie est le moyen le plus efficace pour calmer les douleurs osseuses liées aux 

métastases osseuses. Elle entraîne une diminution des douleurs dans 85 à 90% des cas. Le but 

du traitement est de réduire les douleurs afin d’améliorer la qualité de vie et de diminuer la 

prolifération des cellules tumorales métastatiques. Les traitements actuels des métastases 

osseuses sont imparfaits et souvent d’une efficacité limitée dans le temps. D’autres stratégies 

émergent pour lutter contre les effets osseux des métastases. En effet, les bisphosphonates 

prévenant la résorption osseuse en bloquant l’activité des ostéoclastes sont très utilisés. Ils 

peuvent également réduire la croissance des cellules tumorales prostatiques et diminuent le 

risque de complications osseuses. Il faut savoir que les anticorps contre le RANKL inhibent la 

formation des ostéoclastes alors que les anticorps anti-Runx2 préviennent la différenciation 

des ostéoblastes (Clezardin and Teti, 2007; Dunstan et al., 2007; Santini et al., 2010).  

De nombreuses études se sont intéressées aux métastases osseuses afin de savoir 

pourquoi l’os est un site privilégié. Dès 1889, Stephen Paget émet l’hypothèse du « seed and 

soil », autrement dit « la graine et le sol ». Il suggère ainsi que certaines tumeurs « les 

graines » possèdent une affinité spécifique pour métastaser dans certains organes particuliers, 

qu’il qualifie de « sol ». Il pose l’hypothèse d’une compatibilité entre « la graine et le sol » 

qui détermine si les cellules tumorales vont former ou non des métastases dans un site 

spécifique. Plus tard, en 1928 James Ewing proposa une théorie alternative pour expliquer la 

prévalence des métastases dans certains sites particuliers. Il suggère que les cellules tumorales 

sont capables de se développer dans un site distant de la tumeur primaire car les cellules y 

sont transportées de manière privilégiée par le réseau vasculaire et lymphatique (Ewing, 

1928).  

Le microenvironnement osseux, décrit précédemment, comprend de nombreux types 

cellulaires et est très riche en divers facteurs tels que les facteurs de croissance.  

Les cellules mésenchymateuses de la moelle osseuse peuvent se différencier en 

adipocytes, chondrocytes, fibroblastes et ostéoblastes. Les adipocytes sécrètent des facteurs 

tels que l’IL-6, le TNF , ou la leptine qui stimule la résorption osseuse et inhibe la 

prolifération des ostéoblastes. Les facteurs sécrétés par les adipocytes sont également 

impliqués dans la prolifération, l’invasion et l’angiogénèse des cellules tumorales mammaires
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(Iyengar et al., 2003; Maurin et al., 2000). Les fibroblastes, quant à eux, contribuent 

également aux métastases osseuses du cancer du sein par exemple en sécrétant de la MMP-2 

inactive. Cette MMP, une fois activée par les cellules cancéreuses permettra de dégrader la 

matrice extracellulaire et de participer à la migration des cellules (Saad et al., 2002).  

La présence des cellules hématopoïétiques au sein de la moelle osseuse semble 

également attractive pour les cellules cancéreuses. En effet, ces cellules peuvent se 

différencier notamment en plaquettes, érythrocytes ou en lymphocytes T. Les plaquettes 

permettent aux cellules cancéreuses d’adhérer et d’échapper au système immunitaire dans les 

vaisseaux sanguins (Palumbo et al., 2005). Quant aux lymphocytes T, une activation 

importante de la résorption engendre une forte libération dans le milieu extracellulaire du 

TGF-  qui inhibe la prolifération et l’activité de ces cellules, permettant une fois de plus aux 

cellules cancéreuses d’échapper à la surveillance du système immunitaire (Bussard et al., 

2008; Fournier et al., 2006). De plus, les macrophages associés aux tumeurs (TAM) sont 

originaires de cellules monocytaires. Ils vont jouer un double rôle, inhibiteur et activateur de 

l’évolution tumorale. Même si leur activation va tuer de nombreuses cellules tumorales, ils 

sécrètent malgré tout des facteurs de croissance, des cytokines et des protéases qui participent 

à la croissance tumorale. Par exemple, la sécrétion d’IL-10 permet de supprimer la réponse 

cytotoxique des lymphocytes T en réponse à la présence des cellules tumorales dans l’os 

(Brigati et al., 2002; Schoppmann et al., 2002).  

De plus, les ostéoblastes sécrètent de nombreux facteurs qui seront ensuite piégés dans 

la matrice osseuse. Durant la phase de résorption, ces facteurs incluant le TGF , le PDGF, ou 

encore les BMPs vont être libérés et vont être soit activés par le faible pH généré par les 

ostéoclastes, soit par la présence de protéases présentes dans le microenvironnement 

(Clezardin and Teti, 2007). 

   

Un cercle vicieux est établi lors de la formation des métastases osseuses consistant à la 

perturbation du microenvironnement osseux initié par les cellules tumorales qui produisent 

divers facteurs. Mais il s’avère que les cellules cancéreuses ayant métastasé dans la moelle 

osseuse peuvent rester dans une phase de dormance pendant des années. Cela semble 

expliquer le fait que les patients ayant subi une exérèse de la prostate ou de la glande 

mammaire après la détection d’une tumeur primaire, développent des années après des 

métastases osseuses (Cameron et al., 2000; Karrison et al., 1999). Les ostéoblastes ont un rôle 

fondamental dans la phase de quiescence à long terme des cellules souches hématopoïétiques



Figure 25 : Schéma représentant le cercle vicieux des métastases ostéolytiques du cancer du sein.

A) Le microenvironnement osseux en condition normale lors du renouvellement osseux. Les cellules
mésenchymateuses se différencient en ostéoblastes via Runx2 pour permettre la synthèse de matrice osseuse.
La dégradation de la matrice osseuse est effectuée par les ostéoclastes dérivant des cellules hématopoïétiques
grâce notamment au M-CSF (Macrophage-Colony Stimulating Factor) et à RANKL (Receptor Activator for
NFkb) produit par les ostéoblastes. Les ostéoblastes contrôlent la dégradation de la matrice osseuse par la
sécrétion d’un antagoniste l’OPG (ostéoprotégérine). B) Les cellules cancéreuses mammaires sécrètent PTHr-P
(ParaThyroid Hormone related Peptide), des cytokines (IL-6, IL-1) et des facteurs de croissance qui inhibent
l’activité des ostéoblastes et qui activent les ostéoclastes. Le ratio RANKL/OPG augmente, activant les
ostéoclastes et favorisant la résorption. Ici, les bisphosphonates représentent un des traitements utilisés
induisant l’apoptose des ostéoclastes.

(D’après Chen et al., 2010)

NORMAL METASTASE LYTIQUE
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et ceci par des interactions cellulaires dus à la N-cadhérine. De ce fait, des hypothèses ont 

émergé sur l’implication des ostéoblastes exprimant la N-cadhérine dans la phase de 

quiescence des cellules tumorales métastatiques. Mais à l’heure actuelle, peu de données 

existent sur cet état de dormance des cellules tumorales (Clezardin and Teti, 2007). 

2.2. Catégories de métastases osseuses. 

 Il existe deux catégories de métastases : ostéoblastiques ou ostéolytiques. Les 

métastases ostéoblastiques ou ostéocondensantes sont caractérisées par une activité accrue des 

ostéoblastes qui se traduit par une augmentation de la densité osseuse. Les lésions 

ostéolytiques, quant à elles, résultent d’une résorption de l’os due à une stimulation accrue des 

ostéoclastes. Néanmoins, des métastases mixtes peuvent être observées chez les patients, 

possédant les deux types de lésions.  

2.2.1. Métastases ostéolytiques.  

Forme la plus commune des métastases, la lésion dominante est lytique et destructrice 

bien que des formations osseuses locales puissent être également observées. Les lésions 

ostéolytiques sont principalement localisées au niveau du crâne et des extrémités proximales 

des os longs. In vivo, des études ont montré que l’ostéolyse était due à une stimulation des 

ostéoclastes et une diminution de l’activité des ostéoblastes (Figure 25). Les cellules 

tumorales produisent des facteurs qui stimulent, directement ou indirectement, l’activité 

résorbante des ostéoclastes. Tout d’abord, le PTHrP (ParaThyroid-Hormone-related Peptide) 

est très exprimé dans les métastases osseuses du cancer du sein. En effet, l’utilisation d’un 

anticorps neutralisant le PTHrP prévient les métastases osseuses induites chez la souris 

(Powell et al., 1991; Southby et al., 1990). Le PTHrP se fixerait au récepteur PTH-R1 et 

induirait l’expression du RANKL par les ostéoblastes. De plus, l’IL-6, une interleukine très 

exprimée dans les cancers du rein, de la vessie et du sein est également un facteur stimulant la 

formation des ostéoclastes et potentialiserait les effets de PTHrP (de la Mata et al., 1995; 

Kurihara et al., 1990).  

La voie Wnt participe à la différenciation des ostéoblastes lorsque ce facteur se fixe 

sur ses récepteurs LRP-5/6 présents sur la membrane plasmique des ostéoblastes. Dickkopf-

related Protein1 (DKK1) est un antagoniste soluble de la voie Wnt qui en se liant au récepteur 

réduit l’activité des ostéoblastes et augmente le ratio RANKL/OPG permettant d’accroître



Figure 26 : Schéma représentant le cercle vicieux des métastases ostéoblastiques du cancer de la prostate.

A) Les cellules cancéreuses prostatiques sécrètent des facteurs de croissance ostéogéniques, activant les
ostéoblastes pour déposer la matrice osseuse. B) Les ostéoblastes sécrètent une série de facteurs
supplémentaires tels que l’IGF (Insulin like Growth Factor), le FGF (Fibroblast Growth factor), le TGF
(Transforming Growth Factor). C) Les cellules cancéreuses sont attirées par ces facteurs qui favorisent
également leur prolifération.

(D’après Ibrahim et al., 2010)
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l’activité des ostéoclastes. Ainsi, dans la lignée cancéreuse prostatique PC-3 connue pour 

développer des métastases ostéolytiques, il a été montré que l’inhibition de l’expression de 

DKK1 amène les cellules PC-3 à développer des métastases de type ostéoblastique (Hall et 

al., 2005; Kawano and Kypta, 2003; Spencer et al., 2006). Par ailleurs, des taux élevés de 

DKK1 dans le sang est associé à la présence de lésions ostéolytiques chez des patients atteints 

de myélome multiple (Tian et al., 2003) 

D’autres facteurs sécrétés par les cellules cancéreuses mammaires peuvent également 

stimuler l’activité des ostéoclastes tels que l’IL-8, l’IL-11, CTGF (Connective Tissue Growth 

Factor, impliqué dans la régulation de la prolifération cellulaire) ou la MMP-1 (Garcia et al., 

2008). 

De plus, la résorption de l’os aboutit à la libération dans le microenvironnement de 

facteurs de croissance tels que le TGF , le FGF, l’IGF et la BMP-2. Il a été montré que la 

libération du TGF  du microenvironnement osseux active et stimule la production de PTHrP 

par les cellules cancéreuses mammaires. Les ostéoclastes sont ensuite activés et résorbent l’os 

correspondant à l’établissement d’un cercle vicieux (Yin et al., 1999). De plus, la sécrétion du 

TGF  inhibe la prolifération des lymphocytes T et des cellules NK (Natural Killer) diminuant 

l’activité du système immunitaire (Fournier et al., 2006).  

2.2.2. Métastases ostéoblastiques. 

 Le cancer de la prostate est le cancer prédominant pour ce type de métastases et 15 à 

20% des cancers mammaires développent ce type de lésions. Les lésions ostéoblastiques sont 

principalement retrouvées sur le squelette axial au niveau des vertèbres et du bassin où les 

cellules cancéreuses sécrètent des facteurs favorisant le développement de métastases 

ostéocondensantes (Figure 26).  

L’ET-1 est un médiateur important des métastases ostéoblastiques (Guise et al., 2003). 

Son expression est fortement augmentée dans le sérum de patients souffrant de lésions 

ostéoblastiques et des souris invalidées pour le gène codant pour l’ET-1 présentent des 

hypoplasies des os du visage (Kurihara et al., 1994; Yin et al., 2003). Les cellules cancéreuses 

prostatiques expriment l’ET-1 ainsi que son récepteur ETA suggérant des effets autocrines et 

paracrines. Il participe notamment à l’inhibition de la motilité des ostéoclastes et de la
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résorption osseuse et augmente la prolifération des ostéoblastes (Alam et al., 1992; Geneau et 

al., 2010). 

Des protéases ont également été impliquées dans les métastases de type ostéoblastique 

telles que l’Activateur du Plasminogène de type urokinase (uPA) et la PSA. En effet, la 

surproduction de l’uPA par les cellules cancéreuses prostatiques accroît le développement de 

métastases osseuses et l’utilisation d’une stratégie antisens de l’uPA dans les cellules 

cancéreuses prostatiques diminue le nombre de métastases osseuses (Achbarou et al., 1994; 

Rabbani et al., 1990). Concernant la PSA, elle peut cliver le PTHrP empêchant d’activer les 

ostéoclastes et donc de diminuer la résorption osseuse. Elle peut également activer le TGF

qui est un facteur de croissance pour les ostéoblastes (Killian et al., 1993; Yin et al., 2005). 

Enfin, les BMPs appartenant à la superfamille du TGF  induisent la formation osseuse 

en stimulant la différenciation ostéoblastique par l’activation de Runx2. Les cellules 

cancéreuses prostatiques expriment la BMP-4, la BMP-6 et la BMP-7 favorisant ainsi la 

formation osseuse (Brubaker et al., 2004; Ide et al., 1997). 

2.3. Ostéomimétisme. 

Lorsque des cellules tumorales sont présentes au niveau osseux, un phénomène 

d’ostéomimétisme peut parfois être observé. Les cellules tumorales acquièrent alors les 

propriétés des cellules osseuses, leur permettant d’améliorer leur adhérence, leur prolifération 

et leur survie dans le microenvironnement osseux. Après le développement de métastases 

osseuses par injection intracardiaque chez la souris, il a été montré que des cellules 

cancéreuses mammaires B02 présentaient des variations d’expression de certains gènes par 

rapport aux cellules non métastatiques. Il a été montré une augmentation de l’expression d’un 

facteur de croissance ostéogénique le FGF13, une glycoprotéine fortement exprimée dans l’os 

et participant à la survie et à la maturation des ostéoblastes nommée ostéonectine. La 

cadhérine-11, très exprimée par les ostéoblastes, est elle aussi fortement exprimée dans les 

cellules B02 après le développement de métastases osseuses. Elle faciliterait l’interaction des 

cellules cancéreuses avec les ostéoblastes afin de permettre la croissance tumorale 

(Bellahcene et al., 2007; Garcia et al., 2008). Des facteurs peuvent également être réprimés 

comme la thrombospondine 1 (TSP1) qui est un inhibiteur de la minéralisation ou encore 

noggin (NOG) qui se lie à la BMP-2, la BMP-4, la BMP-6 et la BMP-7 empêchant la liaison à
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leur récepteur diminuant ainsi la différenciation ostéoblastique (Aspenberg et al., 2001; 

Zimmerman et al., 1996). La Cx43 a été aussi décrite comme une protéine favorisant le 

développement de métastases osseuses et permettant aux cellules cancéreuses de s’adapter à 

l’environnement osseux (voir paragraphe ci-dessous) (Bellahcene et al., 2007; Clezardin and 

Teti, 2007). 

La cathepsine K est une protéase lysosomale fortement exprimée par les ostéoclastes 

et participe à la résorption osseuse en agissant sur la matrice extracellulaire. Les cellules 

cancéreuses prostatiques et mammaires augmentent l’expression de cette protéase afin de 

dégrader le collagène de type 1, un processus important pour l’expansion des cellules 

tumorales une fois dans l’os (Brubaker et al., 2003; Le Gall et al., 2007). 

De plus il a été montré une augmentation de l’expression de protéines présentes dans 

la matrice osseuse telles que l’ostéocalcine, l’ostéopontine et la sialoprotéine osseuse II dans 

le cancer de la prostate et du sein. En effet, la diminution d’expression de l’ostéopontine et de 

la sialoprotéine osseuse II dans la lignée cancéreuse mammaire MDA-MB- 231 réduit la 

formation de métastases osseuses après injection chez la souris (Adwan et al., 2004; Campo 

McKnight et al., 2006; Desai et al., 2007; Huang et al., 2005). 

2.4. Les métastases osseuses du cancer de la prostate. 

Les cellules cancéreuses prostatiques métastasent à distance dans le foie, les poumons, 

les ganglions lymphatiques et le cerveau, mais le site métastatique principal est le tissu 

osseux. En effet, dans 80% des cas, les hommes mourant d’un cancer de la prostate ont des 

métastases localisées dans l’os. Elles sont généralement caractérisées par des lésions de type 

ostéoblastiques avec des lésions lytiques sous-jacentes (Keller, 2002). Des analyses 

histopathologiques de métastases osseuses ont montré la présence d’ostéoblastes localisés à 

côté des cellules cancéreuses prostatiques. Ces lésions sont caractérisées par une 

augmentation de la masse osseuse accompagnée d’un dépôt important de matrice ostéoïde 

(Charhon et al., 1983; Cook and Watson, 1968). De plus, les patients atteints de métastases 

osseuses du cancer de la prostate ont des taux élevés dans leur sérum de marqueurs 

spécifiques de la différenciation ostéoblastique tels que la phosphatase alcaline ou le 

protocollagène de type 1 (Jung et al., 2004).  
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2.4.1. Facteurs exprimés par les cellules cancéreuses prostatiques 

Les cellules cancéreuses prostatiques, lors du processus métastatique, vont exprimer 

des facteurs facilitant le développement de métastases osseuses.  

Tout d’abord, elles subissent le processus EMT, décrit précédemment, caractérisé par 

une perte d’expression de la E-cadhérine et de la -caténine associée à une augmentation 

d’expression de la N-cadhérine pour permettre l’invasion et le développement de métastases 

osseuses. Une fois arrivées dans le tissu osseux cible, il a été montré que les cellules 

cancéreuses prostatiques avaient la capacité d’effectuer la transformation inverse (MET) et 

donc augmenter leur expression en E-cadhérine et en -caténine (Saha et al., 2008; Tran et al., 

1999; Umbas et al., 1994).  

De plus, il a été montré que les cellules cancéreuses prostatiques, dans la circulation 

sanguine, présentaient une affinité préférentielle pour les cellules endothéliales vasculaires 

osseuses facilitant ainsi leur sortie vers le tissu osseux. En effet, les cellules cancéreuses 

prostatiques telles que les cellules PC-3, LNCaP ou DU145 se lient préférentiellement aux 

cellules endothéliales de la moelle osseuse par rapport à des cellules endothéliales du rein, de 

la peau ou des poumons (Cooper et al., 2000; Lehr and Pienta, 1998). Il s’avère que la PSA 

peut avoir un rôle dans le ciblage des cellules cancéreuses prostatiques pour les cellules 

endothéliales vasculaires de l’os. En effet, les cellules C4-2B transfectées avec un siRNA 

contre la PSA voient diminuer leur adhérence sur les cellules endothéliales de la moelle 

osseuse. La PSA permettrait de digérer les composants de l’endothélium de la moelle osseuse 

pour augmenter l’adhérence et le passage des cellules cancéreuses prostatiques (Romanov et 

al., 2004). Cette interaction pourrait être également potentialisée par la présence de l’E-

selectine, glycoprotéine à un seul domaine transmembranaire, exprimée par les cellules 

endothéliales vasculaires. Les cellules cancéreuses prostatiques, telles que les cellules PC-3, 

métastasant dans l’os, expriment le ligand spécifique de l’E-sélectine des cellules 

endothéliales de la moelle osseuse correspondant à PSGL-1 (P-selectin glycoprotein ligand-

1). Au contraire, les lignées DU145 ou encore les cellules LNCaP qui ne métastasent pas dans 

l’os, expriment un autre type de ligand ESL-1 (E-Selectin Ligand 1) (Dimitroff et al., 2005; 

Dimitroff et al., 2004) . 
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Les métalloprotéinases MMP-2 et MMP-9 peuvent être utilisées comme des 

marqueurs de pronostic pour étudier l’évolution du cancer de la prostate. En effet, des 

concentrations importantes de MMP-2 et MMP-9 dans le sang des patients ayant des 

métastases osseuses ont été mises en évidence (Zhong et al., 2008). D’autres MMPs sont 

également impliquées telles que la MMP-12 ou la MMP-13. En effet, les cellules PC-3 co-

cultivées avec des cellules de la moelle osseuse présentent une augmentation d’expression de 

la MMP-12 et ceci a été également montré in vivo suite à l’injection intra-tibiale de ces 

mêmes cellules. De plus, l’utilisation d’ARN antisens contre la MMP-12 dans les cellules PC-

3 diminue les capacités invasives de ces cellules caractérisées notamment par une diminution 

de la dégradation du collagène de type 1 (Nabha et al., 2008). Concernant la MMP-13, son 

expression est augmentée dans les cellules PC-3 et les biopsies de cancer de la prostate ont 

également montré une corrélation entre la présence de métastases osseuses et le niveau 

d’expression de la MMP-13 (Daja et al., 2003; Escaff et al., 2010). 

Une autre protéase impliquée dans la dégradation de la matrice extracellulaire a 

également été impliquée dans les métastases du cancer de la prostate. En effet, l’utilisation 

d’anticorps dirigés contre l’uPA diminue l’activation de la MMP-2 et la MMP-9 dans les 

cellules DU145 et PC-3 (Festuccia et al., 1998). De plus, l’utilisation d’ARN antisens contre 

l’uPA dans les cellules PC-3 diminue l’implantation suite à des injections intra-fémorales 

associées à une diminution de la destruction osseuse (Dong et al., 2008). Il pourrait également 

stimuler la prolifération des ostéoblastes en hydrolysant les protéines liées à l’IGF afin 

d’augmenter le taux d’IGF libre ou de cliver et d’activer le TGF  régulant la différenciation 

des ostéoblastes (Killian et al., 1993; Logothetis and Lin, 2005). 

De plus, les cellules cancéreuses prostatiques métastasant dans l’os expriment 

fortement PAR-1 (Protease-activated receptor 1) un récepteur activé par la thrombine. En 

effet, PAR-1 participe à l’adhérence, à la migration et à la sécrétion des MMPs par les cellules 

cancéreuses prostatiques (Cooper et al., 2003; Lafleur et al., 2001). 

L’expression des intégrines ou des cadhérines est également importante pour permettre 

l’adhérence des cellules sur de nouvelles matrices extracellulaires ou de nouveaux types 

cellulaires. Les cellules cancéreuses prostatiques exprimant v 3 telles que les cellules PC-3 

semblent adhérer plus facilement sur des boites de culture recouvertes de vitronectine ou 

d’ostéopontine, composant de l’os (Zheng et al., 1999; Zheng et al., 2000). Il a été également



Formation osseuse Résorption de la 
matrice osseuse

(1) Galectine1 (8) RANKL

(2) BMP-2 (8) IL1

(2) BMP-4 (2) Cathepsin K

(3) BMP-6 (2) TNF

(4) Phosphatase alcaline (9) DKK1

(4) Pro-collagène 1 (10) TGF

(5) ET-1 6) PTHrP

(11) uPA

(12) PSA

(7) Sialoprotéine osseuse

(2) Ostéoprotégérine

(Modifié d’après Edlund et al., 2004)

Tableau 4 : Facteurs pouvant être sécrétés par les cellules cancéreuses prostatiques et stimulant la
formation osseuse ou la résorption osseuse.

(1) Andersen et al., 2003; (2) Lee et al., 2003; (3) Autzen et al., 1998; (4) De la Piedra et al., 2003; (5) Guise et
al., 2003; (6) Dougherty et al.,1999; (7) Waltregny et al., 2000; (8) Brown et al., 2001; (9) Hall et al., 2005; (10)
Jin et al., 2011; (11) Achbarou et al., 1994; (12) Yin et al., 2005

BMP: Bone Morphogenic Protein; ET-1: Endothéline 1; uPA: Urokinase-type Plasminogen Activator; PSA:
Prostate Specific Antigen; RANKL: Receptor Activator of Nuclear factor NF-kB Ligand; IL1: Interleukine 1;
TNF : Tumor Necrosis Factor alpha; DKK1: DicKKopf-related protein 1; TGF : Transforming Growth Factor
béta; PTHrP: ParaThyroid-Hormone-related Peptide
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montré que les intégrines 2 1 augmentaient l’adhérence aux collagène de type 1. Ces deux 

types d’intégrines semblent importants aux cellules cancéreuses prostatiques pour pouvoir 

adhérer sur les matrices osseuses. De plus, ces intégrines sont aussi exprimées par les 

ostéoclastes.  

D’une manière intéressante, la cadhérine-11 est très exprimée dans les cellules 

cancéreuses prostatiques ayant métastasé dans l’os mais n’est pas détectable dans les cellules 

ayant métastasé dans les autres organes. De plus, la diminution d’expression de cette 

cadhérine dans les cellules PC-3 réduit l’incidence des tumeurs osseuses après injection intra-

cardiaque alors que la surexpression dans une lignée qui l’exprime faiblement, C4-2B4, 

accroîit leur capacité d’invasion et de migration et également l’interaction avec les 

ostéoblastes (Bussemakers et al., 2000; Chu et al., 2008; Huang et al., 2010).  

  

Les cellules cancéreuses prostatiques ayant un fort pouvoir métastatique peuvent 

également exprimer Runx2. Une étude a comparé les cellules PC-3 (très invasives) et les 

cellules LNCaP (peu invasives) et a montré une nette corrélation entre le niveau d’expression 

de Runx2 et l’agressivité des cellules. Les cellules PC-3 expriment fortement ce facteur et la 

diminution d’expression de Runx2 dans ces cellules, par une stratégie antisens, engendre une 

diminution de l’invasion et de la survie des cellules in vivo dans le tissu osseux (Akech et al., 

2010).  

Enfin, les cellules cancéreuses prostatiques sécrètent des facteurs qui influencent le 

remodelage osseux en agissant sur les ostéoblastes. Le TGF 2 est abondamment exprimé par 

les cellules PC-3 et la concentration sérique en TGF  est plus importante chez les patients 

ayant des métastases osseuses (Logothetis and Lin, 2005; Shariat et al., 2001). D’autres 

facteurs cités précédemment tels que l’ET-1, les BMPs, et l’IGF sont également sécrétés par 

les cellules cancéreuses prostatiques et peuvent activer les ostéoblastes. 

Le récapitulatif des facteurs sécrétés par les cellules cancéreuses prostatiques 

influençant le microenvironnement osseux est répertorié dans le tableau 4. 

2.4.2. Facteurs présents dans le microenvironnement osseux. 

Des facteurs présents dans le microenvironnement osseux peuvent influencer les 

cellules cancéreuses prostatiques. 



(D’après Bellahcène et al., 2007)

Métastase osseuseTumeur primaire

Figure 27 : Ré-expression de la Cx43 dans les métastases osseuses du cancer du sein.

Immunomarquage de la Cx43 sur des coupes de tissus de patients atteints d’un cancer du sein. La photographie
de gauche correspond à la tumeur primaire alors que la photographie de droite correspond à la métastase osseuse,
montrant une augmentation de l’expression de la Cx43 dans les cellules tumorales après métastase dans l’os.
(grossissement: x400).



Historique

75 

Tout d’abord, la résorption de la matrice osseuse libère des facteurs tels que l’IL-6, le TGF

et l’IGF-1 qui agissent aussi bien sur la prolifération des ostéoblastes et des cellules 

cancéreuses prostatiques (Edlund et al., 2004). De plus, la formation de l’os permet la 

sécrétion de facteurs qui favorisent la migration et l’invasion des cellules cancéreuses 

prostatiques. En effet, l’ostéonectine accroît la migration et l’invasion des cellules PC-3 et 

DU145 alors que la sialoprotéine osseuse augmente le potentiel métastatique des cellules 

cancéreuses prostatiques (Jacob et al., 1999; Rosol, 2000). 

  

Les chimiokines (cytokines chimioattractantes) sont une famille de petites protéines, 

majoritairement solubles, de 8-14 kDa. Le tissu osseux contient des chimiokines qui attirent 

les cellules cancéreuses prostatiques. Ainsi, le facteur SDF-1 est très élevé dans les métastases 

osseuses et se fixerait sur son récepteur CXCR4 très fortement exprimé dans les cellules 

tumorales prostatiques. De plus, il a été montré in vivo une diminution des métastases 

osseuses par injection intra-cardiaque des cellules PC-3 suite à l’utilisation d’anticorps 

neutralisant CXCR4 (Arya et al., 2004; Sun et al., 2005). 

  

Le milieu conditionné issu de moelle osseuse accroît la prolifération des cellules 

DU145 et PC-3 alors qu’il n’a aucun effet sur d’autres types de cellules cancéreuses telles que 

CAK-1 (carcinome de rein métastasant dans la peau) ou encore Calu 1 (carcinome de poumon 

métastasant dans la plèvre) (Chackal-Roy et al., 1989).  

2.4.3. Connexines et métastases osseuses. 

A l’heure actuelle, peu d’études ont porté sur le rôle des connexines et principalement 

de la Cx43 dans le développement des métastases osseuses. Quelques données nous laissent à 

penser qu’elles pourraient avoir un impact non négligeable. En effet, l’analyse 

transcriptomique de deux lignées tumorales mammaires a montré que la lignée B02, ayant une 

affinité plus importante pour l’os que la lignée MDA-MB-231, avait une augmentation 

d’expression en ARNm de la Cx43. Pour compléter l’étude, l’analyse du niveau d’expression 

protéique de la Cx43 a permis de confirmer cette augmentation d’expression dans la lignée 

métastasant dans l’os. De plus, l’analyse de tumeurs primaires mammaires et de métastases 

osseuses a révélé, de nouveau par immunohistochimie, une expression plus importante de la 

Cx43 dans les cellules tumorales ayant métastasé dans l’os (Figure 27). La présence de la
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Cx43 permettrait aux cellules tumorales d’effectuer le processus d’ostéomimétisme 

(Bellahcene et al., 2007; Clezardin and Teti, 2007; Garcia et al., 2008). 

In vivo, il a été démontré l’établissement d’une communication hétérocellulaire entre 

les cellules tumorales mammaires et les cellules d’une lignée ostéoblastique dont la 

fonctionnalité serait supérieure à la communication homocellulaire entre les cellules 

tumorales. Cette communication hétérocellulaire pourrait être effectuée par la Cx43 (Kapoor 

et al., 2004). 
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Objectif de l’étude. 

Le cancer de la prostate est la deuxième cause de décès par cancer chez l’homme 

associé dans 80% des cas à des métastases osseuses de type ostéoblastique. De nombreuses 

études se sont donc focalisées sur la compréhension de ce ciblage osseux préférentiel pour les 

cellules tumorales prostatiques. Ainsi, différentes hypothèses décrites précédemment ont 

émergé sans en comprendre réellement les mécanismes.   

Par ailleurs, l’impact de la Cx43 sur la différenciation des ostéoblastes a été étudié 

précédemment au sein du laboratoire, permettant de mettre en évidence un rôle fondamental 

de cette connexine lors de l’ostéogenèse. En effet, des souris hétérozygotes pour la Cx43 

présentent un retard d’ossification principalement au niveau craniofacial associé à un 

ralentissement de la différenciation ostéoblastique (Geneau et al., 2007; Geneau et al., 2010; 

Niger et al., 2008).  

Les cellules épithéliales prostatiques normales expriment la Cx43. Cependant, il 

s’avère qu’au cours de la transformation tumorale, les cellules perdent l’expression de cette 

connexine et/ou présentent une délocalisation cytoplasmique. D’un point de vue général, de 

nombreuses études se sont tout d’abord intéressées au rôle des connexines au sein de la 

tumeur primaire mettant en évidence un effet antiprolifératif. Mais, lors d’études plus 

récentes, il s’est avéré que les connexines avaient un rôle plus controversé lors de la 

progression tumorale et notamment lors du développement de métastases. En effet, elles 

semblent participer à la progression tumorale en augmentant l’invasion des cellules favorisant 

ainsi la diapédèse et le développement de métastases osseuses. De plus, une ré-expression de 

la Cx43 a été montrée dans des cellules tumorales mammaires après métastases dans l’os 

permettant aux cellules de s’adapter au contexte osseux en développant un phénomène 

d’ostéomimétisme.   

Le but de ce travail a donc été d’étudier l’impact de la ré-introduction de la Cx43 dans 

des lignées cancéreuses prostatiques ayant des caractéristiques métastatiques différentes : les 

cellules LNCaP peu invasives et les cellules PC-3 très agressives. Dans un premier temps, 

l’objectif du travail a été de caractériser le phénotype des cellules cancéreuses prostatiques 

suite à la surexpression de la Cx43. Pour cela, nous avons tout d’abord validé la surexpression 

de la Cx43 puis étudié leur potentiel métastatique in vitro. 
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Dans un second temps, nous nous sommes intéressés au développement de tumeurs 

osseuses afin de déterminer si la Cx43 accroît in vivo l’agressivité des cellules cancéreuses 

prostatiques. De plus, nous avons initié l’étude de la dissémination des cellules cancéreuses 

afin de déterminer si la Cx43 accroît leur propension à métastaser dans le tissu osseux. 

Dans un troisième temps, nous avons étudié en co-culture l’interaction entre les 

cellules cancéreuses prostatiques et les cellules ostéoblastiques afin d’évaluer in vitro l’impact 

de la Cx43. La prolifération et la capacité de différenciation ostéoblastique ont ainsi été 

quantifiées en présence ou en absence de contact hétérocellulaire.  

Enfin, nous avons amorcé l’étude de l’expression de la cadhérine-11. Cette cadhérine, 

exprimée par les ostéoblastes, est aussi corrélée à la progression tumorale des cellules 

cancéreuses prostatiques. Sachant que l’expression des connexines a pu être associée à celle 

des cadhérines dans différents modèles physiologiques ou pathologiques, l’hypothèse d’une 

modulation de la cadhérine-11 suite à la surexpression de la Cx43 a été envisagée dans le 

contexte des métastases osseuses. 
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Matériels et Méthodes. 

I. Culture cellulaire. 

Les lignées cellulaires utilisées proviennent de tumeurs de patients atteints d’un cancer 

de la prostate avec métastases. Les principales caractéristiques des deux lignées cellulaires, 

les cellules PC-3 et les cellules LNCaP, ont été répertoriées dans le tableau 5.  

1.  Entretien des cellules. 

Les cultures cellulaires ont été maintenues sous atmosphère humide dans un 

incubateur à 37°C, 5% de CO2, 95% d’air. Elles ont été cultivées sous une hotte à flux 

laminaire et le milieu de culture est du DMEM (Invitrogen, Cergy Pontoise, France) 

contenant du glucose à 4,5 g/L supplémenté avec du SVF à 10%, L-glutamine à 580 mg/L 

(Invitrogen), pénicilline à 100 IU/mL et streptomycine à 100 μg/mL (Lonza, Levallois-Perret, 

France) et sans rouge de phénol. Le repiquage des cellules a été effectué lorsqu’elles sont à 

confluence cellulaire. Pour cela, les cellules ont été décrochées à l’aide de trypsine-EDTA 

(Lonza). Une fois décrochées, les cellules ont été remises en suspension dans le milieu de 

culture afin de stopper l’action de la trypsine et le tout a été centrifugé pendant 10 min à 300 

g. Le culot a été remis en suspension avec du milieu de culture et les cellules ont été 

réensemencées dans différents supports et à différentes concentrations selon le type 

d’expérience à réaliser. 

2.  Congélation et décongélation. 

Pour la congélation, suite au décrochage des cellules par la trypsine-EDTA, les 

cellules ont été mises en suspension dans du milieu de culture, puis centrifugées 10 min à 300 

g. Puis, 1.106 cellules ont été reprises dans 1 mL de milieu de culture contenant 10% de 

DMSO pour assurer la cryoprotection et sont introduites dans des cryotubes. Les cryotubes 

ont ensuite été placés dans une boîte de congélation spéciale à -80°C toute la nuit. Cette boîte 

permet une congélation progressive des cellules en faisant baisser la température des 

cryotubes d’un degré par minute. Les cryotubes peuvent être ensuite transférés dans l’azote 

liquide (-196°C) le lendemain pour une conservation de longue durée. 



Lignées cellulaires PC-3 LNCaP

Classification 

Adénocarcinome de 
grade IV isolé au 

niveau d’une métastase 
osseuse

Carcinome prostatique 
isolé à partir d’une 

métastase au niveau du 
nœud lymphatique 
supra-claviculaire

Provenance Patient âgé de 62 ans Patient âgé de 50 ans

Caractéristiques Triploïdie 

Hypotétraploïdie, positive 
pour les récepteurs aux 

androgènes et 
oestrogènes

Références Kaighn et al., 1979             Horoszewick et al., 1983

Tableau 5 : Caractéristiques principales des lignées cancéreuses prostatiques PC-3 et LNCaP.
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Figure 28 : Schéma du plasmide pMSCVpuro.

Le plasmide contient un promoteur 5’Long terminal repeat (5’LTR) en amont du gène permettant la
production de particules rétrovirales ( +) et du site multiple de clonage (MCS) dans lequel est insérée la
construction d’intérêt. Le gène de résistance à la puromycine est placé sous le contrôle d’un promoteur CMV.

D’après clontech.com. 
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La décongélation se fait rapidement en plongeant le cryotube dans le bain-marie à 

37°C. Les cellules décongelées ont été immédiatement versées dans un tube contenant 10 mL 

de milieu de culture afin de réduire la toxicité du DMSO. Les cellules ont été ensuite 

centrifugées pendant 10 min à 300 g. Le culot a été remis en suspension avec 5 mL de milieu 

de culture et les cellules ont été ensemencées dans un flacon de 25cm2 à bouchon ventilé. 

3. Obtention des lignées cancéreuses prostatiques surexprimant la Cx43. 

Brièvement, afin d’obtenir les lignées cellulaires surexprimant la Cx43, les cellules ont 

été infectées par des particules rétrovirales. La lignée cellulaire packaging 293GPG, utilisée 

pour produire des vecteurs viraux, a été transfectée avec le plasmide pMSCVpuro natif 

(cellules mock) ou avec le plasmide contenant la séquence codante de la Cx43 humaine 

(cellules Cx43) (Figure 28). Ce plasmide contient le gène de résistance à la puromycine en 

aval du promoteur de la phosphoglycérate kinase murine. Le promoteur placé en amont du 

site multiple de clonage est un promoteur LTR (5’ Long Terminal Repeat) devant induire un 

haut niveau d’expression dans les cellules mammaires. L’ADNc codant la Cx43 compte 1149 

nucléotides. 

II. Culture primaire d’ostéoblastes de calvaria. 

La culture primaire d’ostéoblastes de calvaria a été effectuée à partir de cellules 

isolées de calottes crâniennes prélevées sur des souriceaux de 3 à 4 jours. Après décapitation, 

une incision a été réalisée sur le sommet du crâne afin de dégager la voûte crânienne et de la 

prélever. Les calvaria ont ensuite subi différentes digestions enzymatiques séquentielles à 

37°C sous légère agitation :  

• La première digestion de 5 min a été effectuée avec un mélange composé de 

trypsine à 0,05% (Sigma) et d’EDTA à 0,15% (dilué dans une solution contenant 

137 mM NaCl ; 2,7 mM KCl ; 3 mM Na2HPO4 ; pH=7,2). Le surnageant obtenu, 

contenant du périoste et des cellules de type ostéoclastiques, est éliminé. 

• La deuxième digestion a été faite 5 min avec de la collagénase de type II (1 

mg/mL, Sigma) et le surnageant composé essentiellement de cellules 

ostéoclastiques a été également rejeté. 

• Les trois dernières digestions ont été faites, 5 min chacune, avec la collagénase de 

type II mais le surnageant a été récupéré puis additionné de 15% de SVF afin 

d’arrêter l’activité de la collagénase. 



Insert ayant des 
pores de 0.4 μm

Ostéoblastes

PC-3 ou LNCaP 
(mock ou Cx43)

Ostéoblastes

PC-3 ou LNCaP (mock 
ou Cx43)

Plaque de culture 6 puits

Concentration (nombre de 
cellules/mL)

OB: 2.5x104

Cellules cancéreuses prostatiques : 
1x104

Volume déposé (mL)
OB: 2

Cellules cancéreuses prostatiques : 0.5 

Configuration avec contact Configuration sans contact

Figure 29 : Représentation schématique des configurations utilisées pour les co-cultures. 

Dans la configuration sans contact les cellules cancéreuses prostatiques sont séparées des ostéoblastes par un 
insert dont la membrane possède des pores ayant une taille de 0.4 μm.

Tableau 6 : Récapitulatif des ensemencements effectués pour l’étude de la prolifération et de la 
différenciation des ostéoblastes en co-culture.
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Les différents surnageants ont été rassemblés et filtrés sur une toile à bluter afin 

d’éliminer les débris et les fibres de collagène puis centrifugés à 300 g pendant 10 min à 

température ambiante. Les ostéoblastes ont été remis en suspension dans leur milieu de 

prolifération correspondant à du DMEM, supplémenté avec 20% SVF, L-glutamine à 580 

mg/L (Invitrogen), pénicilline à 100 IU/mL et streptomycine à 100 μg/mL et ensemencés dans 

des flacons de culture de 25 cm2 à 1,5.105 cellules/mL avant d’être placés dans un incubateur 

à 37°C, 5% de CO2, 95% d’air. 

   

Afin d’étudier l’impact des cellules cancéreuses prostatiques sur le phénotype des 

ostéoblastes, des co-cultures avec ou sans contact ont été réalisées (Figure 29). Pour cela, au 

bout de 5 jours de culture, les ostéoblastes à confluence ont été décrochés avec 0,05% de 

trypsine et de l’EDTA à 0,15% dilués du PBS. Les ostéoblastes ont été ensuite centrifugés 10 

min à 300 g à température ambiante puis ensemencés à 2,5.104 cellules/mL soit dans leur 

milieu de prolifération, soit dans leur milieu de différenciation composé de SVF à 10%, -

glycérophosphate à 10 mM, L-glutamine à 580 mg/L (Invitrogen), pénicilline à 100 IU/mL et 

streptomycine à 100 μg/mL (Tableau 6). 

Lorsque les ostéoblastes ont adhéré, les cellules cancéreuses prostatiques surexprimant 

ou non la Cx43 ont été décrochées à l’aide de trypsine-EDTA (Lonza) puis centrifugées 10 

min à 300 g à température ambiante. Les cellules ont ensuite été ensemencées à 1.104

cellules/mL soit dans le milieu de prolifération soit dans le milieu de différenciation des 

ostéoblastes, faisant un ratio de 1/10 en faveur des ostéoblastes. Dans la configuration sans 

contact, les cellules cancéreuses prostatiques ont été ensemencées sur des inserts contenant 

une membrane en PET (Polyethylene Terephthalate ; BD Biosciences) d’une taille de pore de 

0.4 μm empêchant le passage des cellules au travers de la membrane mais laissant diffuser les 

facteurs solubles. 

III. RT-PCR quantitative. 

1. Extraction des ARN totaux. 

Afin d’évaluer le niveau d’expression des ARNm codant pour la Cx43, la Cx45, la 

Cx26, OCN, Cbfa1, OPN, OPG et le RANKL, les cellules ont été ensemencées dans des 

boîtes de Pétri de 35 mm de diamètre. Par la suite, l’extraction des ARN totaux a été effectuée
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à différents temps grâce au kit SV total RNA isolation (Promega, Madison, Etats-Unis) où 

175 μL de RNA lysis buffer est ajouté afin de lyser les cellules. Après avoir récupéré les 

ARNm sur la colonne du kit puis digéré l’ADN par la DNAse1 du kit, les ARNm ont été 

élués avec 50 μL d’eau sans nucléases et peuvent être conservés à -80°C. 

Les échantillons ont été déposés avec du Bleu de Bromophénol sur un gel d’agarose de 

1% afin de vérifier la présence et la pureté des ARN. 

2. Transcription inverse. 

La transcription inverse se fait à partir des ARN totaux précédemment extraits. La 

technique appliquée est basée sur l’utilisation d’hexamères de six nucléotidiques aléatoires 

qui vont se fixer sur l’ARN afin d’effectuer la synthèse d’ADNc. Pour amorcer l’hybridation 

et éliminer les structures secondaires, les hexamères (Invitrogen) ont été mis en présence des 

ARN pendant 5 min à 70°C puis à 4°C pendant 3 min. Par la suite, le prémix composé de 4 

μL de tampon 5X, 1 μL de DTT (Dithiothreitol), 1 μL de dNTPs (10 mM, Promega) et 1 μL 

de l’enzyme SuperScriptII (transcriptase inverse) ont été ajoutés à 12,3 μL d’ARN. 

   

Les échantillons ont été ensuite mis dans un thermocycleur et traités selon le 

programme suivant :  

• 25°C pendant 10 min pour activer l’enzyme. 

• 42°C pendant 50 min pour avoir un fonctionnement optimal de l’enzyme et 

réaliser l’élongation du brin d’ADNc. 

• 95°C pendant 15 min pour permettre la séparation de l’ARN de l’ADNc 

néosynthétisé. 

Les ADNc peuvent être conservés à -20°C. 

3.  La PCR quantitative en temps réel. 

La réaction d’amplification a été faite dans une plaque 96 puits, permettant de faire 

une PCR sur plusieurs échantillons en même temps. La quantification de produit amplifié à 

chaque cycle a été faite par détection de la fluorescence grâce à l’appareil GeneAmp7500 Fast 

(Applied Biosystems), relié à un ordinateur qui a soumis la plaque à : 

• 50°C pendant 2 min pour activer l’UNG ampérase. 

• 95°C pendant 10 min pour la dénaturation des brins d’ADNc. 



Gène Spécificité 
des espèces

Orientation 
des amorces Séquence des amorces (5’ > 3’) Taille 

amplicon

GAPDH
NM_002046 -

Sens GGCTCTCCAGAACATCATCCCTGC
269pb

Antisens GGGTGTCGCTGTTGAAGTCAGAGG

Cx43
NM_000165 -

Sens GCTGGTGGTGTCCTTGGTGTC
215pb

Antisens CAGGAGGAGACATAGGCGAGAGG

Cx26
NM_004004 -

Sens TGGTGAGGTTGTGTAAGAGTTGGTG
240pb

Antisens TGAAGAGGACGGTGAGCCAGATC

Cx32
NM_000166 -

Sens GTCATCTTCATCTTCAGAATCATGG
243pb

Antisens CCGTAGCATTTTCTTCTCTATGTGT

Cx45
NM_005497 -

Sens TCCTTGTCCTCATAAGATAGACTGC
218pb

Antisens ATGGTGTATTCCAAGTGAAAGGATA

GAPDH
NM_008084 Souris

Sens AGCATCTCCCTCACAATTTCCA
102pb

Antisens GTGCAGCGAACTTTATTGATGGTAT

Cx43
NM_010288 Souris

Sens TCCACCACTTTGGCGTGCCG
121pb

Antisens CTCCGGCCGTGGAGTAGGCT

ALP
NM_007431 Souris

Sens TCGCTATCTGCCTTGCCTGTA
102pb

Antisens AAGAGAGAAACCTGCTGGCCA

OCN
NM_007541 Souris

Sens CTGGCTGCGCTCTGTCTCT
82pb

Antisens CCTGCTTGGACATGAAGGC

OPN
NM_009263 Souris

Sens CGATGTCATCCCTGTTGCC
81pb

Antisens TGACTTGACTCATGGCTGCC

Cbfa1
NM_009820 Souris

Sens AAACATCTCCACACCATTAGAGGTT
78pb

Antisens GTCAGTCAGTGCCTTTCCTCC

RANKL
NM_011613.3 Souris

Sens TGGAAGGCTCATGGTTGGAT
74pb

Antisens CATTGATGGTGAGGTGTGCAA

OPG
NM_008764.3 Souris

Sens TGTGTGTCCCTTGCCCTGACCA
131pb

Antisens ACACTCGGTTGTGGGTGCGG

Tableau 7 : Récapitulatif des couples d’amorces utilisés en PCR quantitative en temps réel.
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• 40 cycles pendant 2h30 (90°C pendant 15 sec pour la dénaturation, 60°C pendant 1 

min pour les phases d’hybridation et d’élongation).

L’analyse de la courbe de fusion (augmentation progressive de la température à partir 

de 60°C jusqu’à 95°C toutes les 30 sec) a été réalisée en fin de chaque expérience afin de 

vérifier qu’un produit unique par paire d’amorces a été amplifié. 

Le volume final de mélange réactionnel est de 20 μL par puits contenant 5 μL 

d’ADNc (dilués au préalable au 1/10ème) et 15 μL de Mix : 4,8 μL eau, 0,1 μL de chaque 

amorce à 25 mM, 10 μL de SYBRGREEN PCR Master Mix (Applied Biosystems) contenant 

l’agent intercalant fluorescent, la Taq polymérase, les dNTPs ainsi que les sels. 

4. Analyse des résultats. 

A partir des courbes de fluorescence, il est possible de connaître le cycle 

correspondant à l’amplification détectable du matériel génétique : Ct (cycle threshold ou cycle 

seuil). Préalablement, une normalisation du gène d’intérêt par rapport à un gène endogène de 

référence dont l’expression reste constante est réalisée. Le gène de référence utilisé est celui 

de la protéine GAPDH. La normalisation se fait en calculant la différence des Ct telle que Ct 

= Ct gène intérêt-Ct gène de référence, pour en déduire l’expression relative du gène d’intérêt 

par rapport au gène de référence : % GAPDH = 2- Ct x 100. Ce calcul a été effectué pour 

chacune des conditions et des gènes d’intérêt utilisés lors des analyses. Afin de comparer 

l’expression du gène d’intérêt dans différentes conditions, la valeur relative de 1 (ou 100%) a 

été attribuée à la condition contrôle et les valeurs relatives des autres conditions ont été 

calculées en référence de celle-ci.  

5.  Validation des amorces murines. 

Afin d’étudier l’impact en co-cultures des cellules cancéreuses prostatiques sur la 

différenciation des ostéoblastes murins et principalement sur l’expression génique de certains 

marqueurs ostéoblastiques, l’utilisation d’amorces spécifiques murines a été nécessaire. Pour 

cela, chaque couple d’amorces, cité dans le tableau 7, a été testé. 



mOB
ADNc

hOB 
ADNc

Gel d’agarose 

Amplification qPCR 

Amplification qPCR 

A

B

C

Courbe de fusion

Analyse de la 
spécificité 

murine sur Blast

Séquençage

Figure 30 : Résultats obtenus pour la validation des amorces spécifiques murines par PCR quantitative en
temps réel. Exemple pour mCbfa1.

A) Courbe de fusion (gauche) et courbe d’amplification (droite) obtenue avec les matrices murines et humaines.
B) Vérification de l’amplification linéaire par dilution des matrices murines au 1/10ème, 1/100ème, 1/1000ème. La
droite, correspondant au Ct (cycle threshold ou cycle seuil) en fonction du log10 des dilutions, doit avoir une
pente se situant entre 3.1 et 3.4. C) Vérification des amplicons, obtenus suite à l’amplification, par migration sur
gel d’agarose 2% et séquençage sur Blast.
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Plusieurs paramètres ont été vérifiés : 

• Une PCR quantitative en temps réel a été effectuée avec des ADNc issus 

d’ostéoblastes murins et humains afin de vérifier que le couple d’amorces amplifie 

uniquement la matrice spécifique (Figure 30A).  

• Afin de vérifier l’efficacité de l’amplification linéaire (Figure 30B), des dilutions 

successives au 1/10ème des matrices ont été effectuées et chaque matrice a été 

amplifiée par PCR quantitative en temps réel. Sachant qu’à chaque cycle, la 

quantité d’ADN est doublée, cela signifie que pour une dilution au 1/10ème, 2n=10 

donc n=3.3. La droite, correspondant au Ct en fonction du log10 des dilutions, doit 

avoir une pente se situant entre 3,1 et 3,4. 

• Il a fallu vérifier la spécificité de l’amplification grâce à la courbe de fusion et à 

une analyse par électrophorèse des amplicons sur gel d’agarose à 2% (Figure 

30C). La bande obtenue est extraite, puis l’ADN a été extrait à l’aide du kit 

QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen). Pour cela, le gel contenant la bande 

correspondant aux amplicons a été découpé et le tout a été suspendu dans le 

tampon QG du kit puis chauffé 10 min à 50°C afin de le solubiliser. Après 

plusieurs centrifugations et lavage à l’éthanol, les amplicons ont été élués dans 50 

μL d’eau milliQ. La réaction de séquence a été effectuée selon la méthode de 

Sanger avec des DDnucléotides fluorescents et le kit BigDye® Terminator v3.1 

(Applied Biosystems). Pour ce faire, 2 μL d’amplicons ont été ajoutés à 1 μL 

d’amorce à 1,6 μM, 2 μL du kit BigDye® Terminator v3.1 et 5 μL d’eau. Le 

séquençage a été analysé à l’aide du séquenceur 3130 Genetic Analyser (Applied 

Biosystems) et les séquences obtenues ont été vérifiées dans la base de données 

Blast. 

IV. Western blot. 

Les cellules cancéreuses prostatiques ont été ensemencées dans des boîtes de Pétri de 

60 mm de diamètre à 3.104 cellules/mL. Les cellules, 3 à 4 jours après avoir atteint la 

confluence, ont été rincées 3 fois dans du tampon PBS (150 mM NaCl, 1 mM KH2PO4, 5 mM 

Na2HPO4, pH=7,4) sur glace. Elles ont ensuite été lysées dans du tampon de lyse (RIPA : 50 

mM Tris HCl, 150 mM NaCl, 5 mM EDTA, 0,05% NP40, 0,5% DOC, 1% Triton X100, 

0.01% SDS, pH=7,4) auquel est ajouté un cocktail d’inhibiteurs de protéase (Sigma). Les 

échantillons ont été soniqués (3 fois, 5 sec) et la concentration protéique a été dosée par une



Anticorps primaires Dilution Anticorps secondaires Dilution

Anti-Cx43 monoclonal de 
souris (Transduction 

Laboratories, Lexington, KY).

1/1000 dilué dans 
TBS-tween 0,1% 

BSA 2% 
Anticorps couplés à la 
péroxydase (Goat Anti 

Mouse) (Dako, 
Glostrup, Danemark) 

1/5000 dilué 
dans TBS-tween 
0,1% BSA 2% 

Anti-Cx26 monoclonal de 
souris (Invitrogen)

1/500 dilué dans 
TBS-tween 0,1% 

BSA 2% 

Anti-Cadhérine 11 monoclonal 
de souris (Invitrogen)

1/1000 dilué dans 
TBS-tween 0,1% 

BSA 2% 

Tableau 8 : Liste d’anticorps utilisés pour le western blot.
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méthode colorimétrique améliorée de la technique de Lowry (Lowry et al., 1951) à l’aide du 

kit Biorad DC protein assay.  La coloration obtenue a été mesurée à 750 nm. 

  

La séparation des protéines est faite sur gel de polyacrylamide en présence de SDS en 

conditions dénaturantes, en fonction de leur poids moléculaire. Les protéines ont été 

dénaturées pendant 6 min à 90°C dans du tampon de charge Laëmmli (tampon 5X : 10% 

sucrose, 10% SDS 10%, 20% B-mercaptoéthanol, 5% Bleu de Bromophénol, 480 mM Tris 

HCl). Puis les protéines totales (5 ou 50 μg) ont été soumises à une séparation 

électrophorétique à 100 V pendant 2h15 dans du tampon de migration (20 mM Tris HCl, 190 

mM Glycine, 0,1% SDS). Elles ont ensuite été transférées sur une membrane de nitrocellulose 

(GE healthcare Amersham Hybond ECL) et le transfert a été fait à 100V pendant 1h à 4°C 

dans du tampon de transfert (20% méthanol, 190 mM Glycine, 20 mM Tris HCl). 

   

Le transfert a été vérifié par la coloration réversible de la membrane au rouge ponceau 

qui est ensuite rincée au TBS tween-20 (0,1%). Par la suite, les sites non spécifiques de la 

membrane ont été saturés pendant 1h30 à température ambiante dans du TBS tween-20 

(0,1%) contenant 5% de lait écrémé. La membrane a été incubée toute la nuit, à 4°C, en 

présence d’un anticorps dirigé contre la protéine d’intérêt (Tableau 8) ou contre la GAPDH 

(1/5000ème) (Dako, Glostrup, Danemark) qui est la protéine de référence. 

   

Le lendemain, la membrane a été rincée dans du TBS tween-20 (0,1%) pour éliminer 

l’excès d’anticorps primaire avant d’être incubée avec l’anticorps secondaire couplé à la 

péroxidase reconnaissant l’anticorps primaire (Tableau 8). L’incubation avec l’anticorps 

secondaire a été faite 1h à température ambiante. La membrane a été de nouveau rincée avant 

la révélation des protéines avec le kit de détection SuperSignal West Pico Chemoluminescent 

Substrate (Thermo Scientific, Rockford, Etats-Unis) dont le signal est détecté sur des films 

photographiques (GE healthcare Amersham Hyperfilm ECL). Enfin, l’analyse 

densitométrique a été effectuée à l’aide du logiciel Image J.  

V. Mesure de la communication jonctionnelle. 

Afin d’évaluer la communication jonctionnelle, deux techniques ont été employées : 

• la technique de précharge qui est une méthode qualitative. 

• la technique de Gap-FRAP qui est une méthode quantitative. 



DiLC18(3)

Cellules donneuses

Calcéine/AM

20 min de charge

Cellules donneuses déposées sur 
les cellules receveuses

Après 4h, observation au 
microscope confocal

Communication Pas de 
Communication

Figure 31 : Représentation schématique du principe de la méthode de précharge.

Les cellules donneuses sont chargées 20 min en présence de 5 μM de calcéine (diffusible) et de 10 μM de
DiLC18(3) (marqueur membranaire). Mille cellules donneuses sont déposées sur les cellules receveuses
cultivées à confluence. L’observation de la diffusion ou non de la calcéine des cellules donneuses aux cellules
receveuses est effectuée 4h après au microscope confocal.
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Des sondes fluorescentes ont été utilisées dans les deux cas et doivent présenter 

certaines caractéristiques. D’une part, elles doivent être hydrophiles une fois qu’elles ont 

pénétré à l’intérieur de la cellule et doivent être de faible poids moléculaire (< 1000 Da) pour 

passer à travers les jonctions communicantes. D’autre part, elles doivent être détectables à 

faible concentration, ne pas avoir d’activités biologiques, rester stables lors de la phase 

d’acquisition et avoir une perméabilité membranaire réduite. 

1.  La technique de précharge (méthode qualitative). 

La technique de précharge (Figure 31) permet de mettre en évidence une 

communication homo ou hétérocellulaire. Concernant l’étude de la communication 

homocellulaire, les cellules cancéreuses prostatiques ont été ensemencées dans des boites de 

Pétri de 35 mm de diamètre à 3.104 cellules/mL. Après 4 jours de culture, lorsque les cellules 

ont atteint la confluence, une partie des cellules, appelées cellules donneuses, a été incubée 

pendant 20 min avec du Tyrode (NaCl 144 mM ; KCl 5,4 mM ; CaCl2 2,5 mM ; NaH2PO4 0,3 

mM ; Hepes 5 mM ; Glucose 5,6 mM ; pH 7,4) contenant 10 μM de DiIC18(3) (1,1 -

dioctadecyl-3,3,3 ,3 -tetramethylindocarbocyanine perchlorate, Invitrogen) et 5 μM de 

calcéine/AM (Sigma). Le DilC18(3) est un marqueur membranaire qui permet d’identifier les 

cellules donneuses, alors que la calcéine/AM, après clivage de son domaine hydrophobe AM 

(Acétoxyméthylester) par des estérases cytoplasmiques, peut diffuser au travers des jonctions 

communicantes du fait de son faible poids moléculaire (622 Da).  

Après avoir été rincées avec du Tyrode, les cellules donneuses ont ensuite été 

décrochées à l’aide de trypsine-EDTA puis 1000 d’entre elles ont été déposées sur les cellules 

receveuses. Quatre heures plus tard, les cellules ont été observées au microscope confocal (FV 

1000 Olympus IX-81, Tokyo, Japon), objectif x40 à immersion à l’huile. La calcéine est 

excitée à 488 nm et émet à 515 nm alors que le DilC18(3) est excité à 543 nm et émet à 565 

nm. Si les cellules ont établi une communication cellulaire, la calcéine sera transmise de la 

cellule donneuse aux cellules receveuses. 

Pour étudier la communication hétérocellulaire, les cellules cancéreuses prostatiques 

sont les cellules donneuses qui ont été déposées sur les ostéoblastes. Quatre jours avant le 

dépôt des cellules cancéreuses prostatiques, les ostéoblastes ont été ensemencés à 2,5.104

cellules/mL dans le milieu de différenciation. 
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Figure 32 : Principe de la méthode du gap-FRAP.

Les cellules cancéreuses prostatiques sont chargées 10 min avec une sonde fluorescente hydrophobe la 6-
carboxyfluorescéine diacétate. Les estérases intracellulaires vont cliver la partie hydrophobe la piégeant ainsi dans
les cellules. Grâce au photoblanchiment d’une cellule par un flash lumineux, il sera possible de visualiser le retour
de fluorescence (A) à travers les jonctions communicantes. De plus, ce retour suit une constante de temps
exponentielle indiquée en (B). Le niveau de fluorescence peut être quantifié d’une part en terme de pourcentage
de cellules couplées et d’autre part en calculant une constante de perméabilité relative. Une linéarisation de
l’équation précédente (C) permet d’obtenir cette constante de perméabilité relative, k.
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2.  La technique du Gap-FRAP : Fluorescence Recovery After Photobleaching 

(méthode quantitative). 

La fonctionnalité de la communication jonctionnelle peut être également évaluée par 

l’étude de la cinétique du retour de fluorescence d’une cellule fluorescente vers une cellule 

photoblanchie (Wade et al., 1986). Le photoblanchiment correspond à la perte totale de 

fluorescence d’un fluorochrome suite à une exposition lumineuse de forte intensité. Si la 

cellule photoblanchie est connectée aux cellules adjacentes par l’intermédiaire des jonctions 

communicantes, un retour exponentiel de la fluorescence en provenance de ces cellules va 

pouvoir être observé (Figure 32A). Ce retour de fluorescence peut être effectué par des ponts 

cytoplasmiques et les canaux jonctionnels. Afin de distinguer les deux retours, une constante 

de perméabilité relative est définie et les constantes mesurées pour les ponts cytoplasmiques 

atteignent généralement des valeurs supérieures ou égales à 2. De plus, le retour de 

fluorescence effectué par les canaux jonctionnels est bloqué par l’utilisation de bloqueurs de 

la communication. 

Les cellules cancéreuses prostatiques ont été ensemencées dans une boîte de Pétri de 

35 mm de diamètre sur lamelles de verre. A 70% de confluence, les cellules ont été rincées 

avec du Tyrode puis incubées pendant 10 min à température ambiante avec du Tyrode 

contenant la forme lipophile de la sonde fluorescente correspondant à 6-carboxyfluorescéine 

diacétate à 7 μg/mL (Sigma) dans 0,25% de DMSO. Cette sonde est excitée à 488 nm et émet 

à 530 nm. Après plusieurs rinçages pour éliminer l’excédent de sondes, les cellules chargées 

ont été observées en microcopie confocale (FV 1000 Olympus IX-81, Tokyo, Japon) sur un 

support maintenu à 37°C. Une cellule a été sélectionnée puis photoblanchie en appliquant une 

stimulation Laser de forte intensité à l’aide d’un Laser à 405 nm. Le niveau de fluorescence 

émit à 530 nm a été enregistré toutes les 15 sec pendant 5 min. Le niveau de fluorescence non 

photoblanchie a été également enregistré (cellule contrôle) afin d’estimer et de normaliser la 

perte de fluorescence lié à l’enregistrement (Figure 32B). Quand les cellules photoblanchies 

sont connectées avec les cellules adjacentes, il est possible de mesurer une constante k de 

perméabilité relative à partir de la courbe de retour de fluorescence et de l’équation suivante : 

(Fi-Ft)/(Fi-F0)=e-kt où Fi, Ft et F0 correspondent aux intensités de fluorescence mesurées 

respectivement avant le photoblanchiment, au temps t et t=0 juste après le photoblanchiment 

(Figure 32C). 



Matériels et Méthodes.

89 

VI. Mesure de l’adhérence aux protéines matricielles. 

La mesure de l’adhérence aux protéines matricielles a été effectuée selon le protocole 

décrit par (Kusy et al., 2005). Pour ce faire, les puits d’une chambre de culture Lab-tek®

(Nunc, Rochester, Etats-Unis) ont été traités avec 100 μL de PBS contenant soit 0,5 μg/mL de 

fibronectine, de vitronectine (Sigma), ou de collagène de type 1 (BD Bioscience) pendant 1 h 

à 37°C. Les puits correspondant aux conditions contrôles ont été traités avec du PBS seul. 

Puis les matrices et les sites non spécifiques ont été saturés par l’ajout de PBS 3% BSA 

pendant 1h à 37°C. En parallèle, les cellules cancéreuses prostatiques surexprimant ou non la 

Cx43 ont été décrochées à l’aide d’un tampon riche en EDTA (EDTA 8 mM ; NaCl 150 mM ; 

KCl 6 mM ; Glucose 6 mM ; NaHCO3 4,5 mM ; pH=8.2) sans enzyme pour ne pas lyser les 

protéines participant à l’adhérence des cellules. Après décrochage, les cellules ont été 

centrifugées pendant 10 min à 300 g. Après avoir ôté la solution de saturation, 3000 cellules 

ont été déposées par puits et laissées 2h à 37°C. Enfin, les cellules n’ayant pas adhéré ont été 

aspirées et les cellules ayant adhéré aux protéines matricielles ont été fixées pendant 10 min 

avec 1 % de formaldéhyde et colorées 10 min au Crystal violet (0,1%). Après plusieurs 

rinçages et séchage, chaque puits a été photographié au grossissement x10 et le nombre de 

cellules adhérentes a été déterminé à l’aide du logiciel ImageJ. 

VII. Mesure de l’invasion. 

Afin d’évaluer les capacités d’invasion des cellules cancéreuses prostatiques, des 

chambres d’invasion (ou chambre de Boyden) pour plaque 24 puits ont été utilisées. Ces 

chambres d’invasion sont des inserts contenant une membrane en PET (BD Biosciences) 

d’une taille de pore de 8 μm permettant le passage des cellules au travers de la membrane. Les 

chambres ont été recouvertes avec une matrice contenant des protéines de membrane basale et 

de matrice extracellulaire correspondant à 25 μL de Matrigel® (BD Biosciences) à 1 mg/mL 

(dilué dans le milieu de culture des cellules sans SVF) et laissé à polymériser 4h à 

température ambiante. 

Les cellules ont été décrochées à l’aide de la solution enrichie en EDTA et sans 

enzyme, puis 5.104 d’entre elles ont été déposées dans l’insert avec 200 μL de milieu de 

culture à 0,5% de SVF. Les inserts ont été ensuite posés dans les puits contenant 500 μL de 

milieu de culture avec ou sans SVF à 10%. Le SVF jouera le rôle de chimioattractant.  



Cellules non invasives

Cellules invasives

Insert avec membrane 
ayant une taille de pore 

de 8 μm

Couche de Matrigel®

Après 24 h

Figure 33 : Représentation schématique du principe de l’invasion en chambre de Boyden.

Les cellules sont déposées sur une membrane ayant des pores de diamètre 8 μm recouverte de Matrigel® à 1
mg/mL. Puis 24h après, les cellules invasives présentes sur la face interne de la membrane sont fixées, puis
colorées à l’éosine/hématoxyline et comptées.
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De plus, pour déterminer le rôle des MMP dans l’invasion des cellules cancéreuses, un 

traitement au GM6001 (Calbiochem, Gibbstown, New Jersey), un inhibiteur de l’activité des 

MMPs, a été effectué. Pour cela, les cellules ont été ensemencées avec 10 μM de GM6001 

dans le milieu de culture contenant 0,5% de SVF. Etant donné que le GM6001 est dilué dans 

du DMSO, un traitement au DMSO a été effectué. Les inserts ont été posés dans les puits 

contenant 500 μL de milieu de culture avec 10% de SVF contenant soit du GM6001 ou du 

DMSO. 

Au bout de 24h, les cellules sur la face supérieure correspondant aux cellules non 

invasives ainsi que le Matrigel® ont été enlevés à l’aide d’un coton-tige. Les cellules 

invasives, présentes sur la face inférieure de l’insert, ont été rincées et fixées 10 min avec du 

méthanol froid. Après plusieurs rinçages, les cellules ont été colorées 20 min à température 

ambiante avec une solution d’hématoxyline de Harris permettant la coloration des noyaux des 

cellules. Les cellules ont été de nouveau rincées et colorées 20 min à température ambiante 

avec 0,5% d’éosine afin d’identifier le cytoplasme (Figure 33). 

Après plusieurs rinçages à l’eau distillée, la membrane a été découpée puis déposée et 

fixée sur une lame avec un milieu de montage : le Mowiol. Pour chaque insert, 4 

photographies, permettant de cibler l’ensemble de la membrane, ont été prises au microscope 

optique à l’objectif x10, puis le nombre de cellules a été déterminé à l’aide du logiciel ImageJ. 

VIII. Analyse de la viabilité cellulaire. 

L’analyse de la viabilité cellulaire a été déterminée selon deux protocoles : le test au 

bleu de méthylène et le test XTT. 

1. Test au bleu de méthylène. 

La mesure de la viabilité cellulaire a été déterminée par un protocole adapté de Oliver 

en 1989 (Oliver et al., 1989). Les cellules cancéreuses prostatiques ont été ensemencées dans 

des plaques 6 puits à 3.104 cellules/mL (2 mL/puits). Puis les 7 jours suivants, les cellules ont 

été rincées 3 fois avec du PBS pH=7,4 puis fixées 10 min à température ambiante avec du 

glutaraldéhyde à 0,5%. Les cellules fixées ont été ensuite incubées pendant 1h en présence de 

bleu de méthylène à 1%, dilué dans du tampon borate pH=8,5, capable de se fixer aux 

molécules chargées négativement (acide nucléique, certaines protéines). 
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Après rinçage et séchage, le bleu de méthylène incorporé dans les cellules a été extrait 

avec d’une solution d’HCl à 0,1 N. La densité optique (DO) des surnageants obtenus est 

mesurée par spectrophotométrie à une longueur d’onde de 620 nm. Une relation linéaire a 

permis ensuite de convertir les DO mesurées en nombre de cellules : 1 unité de DO 

correspond à 33.103 cellules, 28.103 cellules et 50.103 cellules respectivement pour les 

cellules PC-3, les cellules LNCaP et les ostéoblastes (les tests de correspondance ont été 

réalisés au laboratoire). 

2.  Test XTT. 

C’est un test colorimétrique basé sur la capacité des cellules à métaboliser le sel de 

tétrazolium 2,3-bis-(2-methoxy-4-nitro-5-sulphenyl)-(2H)-tetrazolium-5-carboxanilide : XTT 

(jaune) en formazan (orange). Cette réaction est réalisée par les déshydrogénases 

mitochondriales des cellules et la coloration est donc proportionnelle au nombre de cellules 

vivantes.  

   

Les cellules cancéreuses prostatiques ont été ensemencées dans des plaques 96 puits, à 

raison de 3.103 cellules par puits dans 100 μL de milieu de culture. Le test a été effectué du 

jour de l’ensemencement jusqu’au 7ème jour de culture. Pour cela, 25 μL d’une solution 

d’XTT (Roche Diagnostics, Mannheim, Allemagne) ont été ajoutés dans chaque puits, puis 

les cellules ont été placées à 37°C pendant 4h. Après l’incubation, la DO du surnageant de 

chaque puits est lue à l’aide d’un spectrophotomètre pour microplaque (PerkinElmer, 

Berthold) à une longueur d’onde de 490 nm. 

IX. Test d’apoptose par marquage à l’annexine V. 

L’annexine V est une protéine calcium-dépendante présentant une très forte affinité 

pour la charge négative des phospholipides et plus spécifiquement pour la phosphatidylsérine. 

En effet, la phosphatidylsérine est localisée dans le feuillet interne de la membrane plasmique 

mais lorsque les cellules rentrent en apoptose, elle passe dans le feuillet lipidique externe.  

  

L’apoptose des cellules cancéreuses prostatiques a été analysée après 4 jours de 

culture selon la procédure du fournisseur (kit annexine V, BD Bioscience). Au préalable les 

cellules ont été ensemencées dans des boîtes de Pétri de 60 mm de diamètre à 3.104

cellules/mL (6 mL final) dans leur milieu de culture.  



Anticorps primaires Dilution Anticorps secondaires Dilution

Anti-Cx43 monoclonal de 
souris (Transduction 

Laboratories, Lexington, KY).

1/250 dilué dans PBS 
triton 1% BSA 1% GAMalexa488 (Goat 

Anti Mouse) 
(Molecular probes)

1/1000 dilué 
dans PBS triton 

1% BSA 1% Anti-Cadhérine 11 monoclonal 
de souris (Invitrogen)

1/50 dilué dans PBS 
triton 1% BSA 1% 

Tableau 9 : Liste d’anticorps utilisés lors de l’immunocytochimie.
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Les cellules flottantes ainsi que les cellules adhérentes (après avoir été décrochées 

avec le tampon enrichi en EDTA) ont été centrifugées pendant 10 min à 300 g. Les cellules 

contenues dans le culot ont été remises en suspension dans du PBS pH=7.4 froid pour éviter 

aux cellules de s’agréger. Les cellules ont été ensuite soumises à une centrifugation de 10 min 

à 300 g. Ce type de lavage a été effectué deux fois. 

A la fin du troisième lavage, 5.105 cellules ont été suspendues dans 100 μL d’une 

solution appelée tampon annexine (140 mM NaCl ; 2,5 mM CaCl2 ; 10 mM Hepes ; 

pH=7,4) dont 1 μL d’annexine V couplée à la fluorescéine est ajouté pendant 10 min à 

température ambiante et à l’obscurité. A la fin de l’incubation, 400 μL de tampon annexine 

ont été ajoutés ainsi que l’iodure de propidium à 2,5 μg/mL. Enfin, les cellules ont été 

analysées par cytométrie en flux à l’aide d’un FACSCanto-II en utilisant le logiciel 

FACSDiva-II à raison de 3.104 évènements (BD Biosciences). 

X. Immunocytochimie de la Cx43 et de la cadhérine-11. 

La technique utilisée est celle de l’immunomarquage indirect où l’anticorps primaire 

reconnaît l’antigène contre lequel il est dirigé. Plusieurs anticorps primaires peuvent se fixer 

sur l’antigène. Puis, l’anticorps primaire est lui-même reconnu par un anticorps secondaire 

couplé à un fluorochrome ce qui va permettre d’amplifier le signal. Cette technique permet 

donc la détection et la localisation de protéines d’intérêt au sein d’une cellule. 

   

Pour ce faire, les lignées cancéreuses prostatiques ont été ensemencées à 3.104

cellules/mL sur lamelle de verre de diamètre 14 mm dans des plaques 12 puits (1,5 mL final). 

Lorsque elles ont atteint la confluence, les cellules ont été rincées au PBS avant d’être fixées 

pendant 9 min avec de l’acétone froid. Après rinçage, l’étape de perméabilisation et de 

saturation des sites non spécifiques a été effectuée pendant 1h à température ambiante avec du 

triton X100 à 1% et de la BSA à 1% dilués dans du PBS. 

La révélation des protéines d’intérêt a été faite par incubation des cellules avec 

l’anticorps primaire pendant une nuit à 4°C en chambre humide afin d’éviter l’évaporation. 

Après trois rinçages de 5 min chacun pour éliminer l’excédent d’anticorps, les cellules ont été 

incubées avec l’anticorps secondaire couplé à un fluorochrome Alexa Fluor® 488 ou 635 

(Invitrogen) pendant 1h à température ambiante en chambre humide et à l’obscurité (Tableau
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9). Pour l’observation, les lamelles ont été montées sur lame avec du milieu de montage 

Mowiol. L’observation a été effectuée en microscopie confocale à fluorescence (FV 1000 

Olympus IX-81, Tokyo, Japon). A chaque expérience, un contrôle négatif pour lequel 

l’anticorps primaire a été omis afin de vérifier que l’anticorps secondaire ne se fixe pas à la 

préparation de manière non spécifique. 

XI. Analyse protéomique du « sécrétome ». 

Le terme « sécrétome » est utilisé pour décrire l’étude globale de l’ensemble des 

protéines sécrétées par une cellule, un tissu ou un organisme. Cette technique a été effectuée 

au sein du laboratoire du Pr. Christian Naus à l’Université British Columbia de Vancouver 

afin de comparer la sécrétion protéique des cellules surexprimant la Cx43 et des cellules 

transfectées avec le vecteur vide. 

   

Pour cela les cellules ont été cultivées dans deux boîtes de Pétri de 15 cm de diamètre 

(Nunc) contenant chacune 20 mL de DMEM 10% SVF jusqu’à atteindre 80% de confluence. 

Les cultures ont été ensuite rincées deux fois au DMEM sans sérum et maintenues dans ce 

même milieu pendant 24h. Puis, les milieux dits « conditionnés » ont été récupérés, traités 

avec un cocktail inhibiteur de protéases et centrifugés pour éliminer les débris cellulaires. Puis 

les protéines ont été précipitées et récupérées dans un tampon de digestion contenant de la 

trypsine afin d’obtenir des fragments peptidiques. 

Les échantillons ont été marqués par les isotopes légers (pour les protéines sécrétées 

par les cellules contrôles) et lourds (pour les protéines sécrétées par les cellules surexprimant 

la Cx43) du formaldéhyde et analysés par HPLC sur colonne C18 couplée au spectromètre de 

masse (High resolution linear trapping quadrupole-OrbitrapXL, Thermo Fisher) et au logiciel 

Xcalibur. Les spectres obtenus ont été identifiés à l’aide du logiciel Mascot v.2.2 (Matrix 

Science) et la quantification des ratios a été faite en utilisant MSQuant (Mortensen et al., 

2010).  

XII. Mesure de l’activité de la phosphatase alcaline (PAL). 

La mesure de l’activité de la phosphatase alcaline a été effectuée après deux jours de 

co-culture. Le protocole est effectué selon la méthode décrite par Majeska et Rodan (Majeska 

and Rodan, 1982). En effet, la phosphatase alcaline hydrolyse du p-nitrophényl-phosphate en



p-nitrophényl-phosphate p-nitrophénol

Figure 34 : Transformation du p-nitrophényl-phosphate en p-nitrophénol par la phosphatase alcaline.
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p-nitrophénol et en phosphate inorganique en présence d’eau selon l’équation présentée figure 

34. 

Pour cela, les cellules ont été rincées plusieurs fois avec du PBS pH=7,4 froid puis 

récupérées avec un racleur et mises sur glace pour conserver les protéines. Elles ont ensuite 

été incubées 30 min à 37°C avec la solution substrat correspondant à une capsule de p-

nitrophényl-phosphate (5 mg, Sigma) dilué dans 1,25 mL de tampon alcalin (1,5 M 2 

amino2methylpropanol1 pH=10,3 ; 1,5 mM MgCl2) supplémenté de 1,25 mL de triton X100. 

La réaction enzymatique a été arrêtée sur glace par l’ajout de 1 mL de NaOH à 0,1 N. Le P-

nitrophénol formé présentant une absorbance à 410 nm, l’augmentation d’absorbance à cette 

longueur d’onde est proportionnelle à l’activité de la phosphatase alcaline. Ainsi, l’activité de 

la phosphatase alcaline a été mesurée en utilisant la formule suivante :  

Apal(UI/L) = (Abs./30min x 1000 x TV) / (  x LP x SV) 

Abs./30min = absorbance mesurée à 30 min 

1000 = facteur permettant de convertir les unités par mL en unités par L. 

TV = volume total réactionnel (soit 1,15 mL) 

 = coefficient d’asborbance du P-nitrophénol à 410 nm (18,45) 

LP = trajet optique (1 cm) 

SV = volume de l’échantillon (0,1 mL) 

En parallèle le dosage des protéines a été effectué par une méthode colorimétrique 

améliorée de la technique de Lowry (Lowry et al., 1951) à l’aide du kit Biorad DC protein 

assay. Ceci a permis d’exprimer l’activité de la phosphatase alcaline en unité internationale 

par litre et par microgramme de protéine.  

XIII.  Etude in vivo. 

Cette étude a été réalisée au Centre d’Imagerie du Petit Animal d’Orléans (UPS 44 

TAAM). Les souris utilisées sont des souris mâles Balbc-nude (Charles River, Wilmington, 

MA) de 7 semaines. Elles sont immunodéficientes du fait qu’elles n’aient pas de thymus et 

sont donc incapables de produire des lymphocytes T.
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Les souris ont été hébergées dans une cage, à une température de 20 ± 2°C avec un 

cycle lumière-obscurité de 12/12 heures. Durant toute l’expérience, les souris avaient libre 

accès à la nourriture (Rongeurs Reproduction RM3 autoclavable bouchon végétal, SDS) ainsi 

qu’à des biberons remplis d’eau.   

Les souris ont été pesées toutes les semaines puis tous les 2 jours. Lorsque leur état 

général ou leur poids avait diminué de plus de 20%, elles ont été sacrifiées par élongation 

conformément aux règles de bonnes pratiques éthiques. 

1. Injection intra-tibiale des cellules PC-3 et LNCaP surexprimant ou non la 

Cx43. 

Afin d’étudier l’impact de la Cx43 dans le développement de tumeurs osseuses des 

cellules cancéreuses prostatiques, des injections intra-tibiales ont été effectuées.  

Pour cela, les cellules ont été décrochées avec de la trypsine/EDTA (Lonza) puis 

centrifugées pendant 10 min à 300 g. Après avoir enlevé le surnageant, les cellules ont été 

remises en suspension dans du PBS à hauteur de 6.105 cellules/ 5 μL.  

Après avoir anesthésié les souris par voie chimique (100 mg/kg kétamine et 10 mg/kg 

xylazine, Sigma), 6.105 cellules cancéreuses prostatiques ont été injectées à l’aide d’une 

seringue Hamilton préalablement lavée avec de l’alcool à 70% et de l’eau pour préparation 

injectable. L’aiguille a été enfoncée par mouvements rotationnels environ de 3 mm afin d’être 

localisée dans la tête du tibia droit au niveau de l’os spongieux, lieu de l’hématopoïèse, 

favorisant ainsi l’apparition de métastases. Le tibia gauche a reçu en contrôle, une injection 

avec du PBS. Afin de contrôler la position correcte de l’aiguille, une imagerie radiographique 

2D (Faxitron) a été effectuée. 

  

Afin d’étudier le développement des tumeurs osseuses, deux types d’analyse ont été 

effectués : au 20ème et 40ème jour après l’injection pour les cellules LNCaP mock et les cellules 

LNCaP Cx43 et au 12ème, 20ème et 30ème jour pour les cellules PC-3 mock et les cellules PC-3 

Cx43 : 



Site d’injection des cellules 
cancéreuses prostatiques

A

B

Figure 35 : Exemple de radiographie 2D et 3D obtenue lors de l’injection intra-tibiale.

A) Radiographie 2D permettant de localiser la seringue Hamilton avant l’injection des cellules cancéreuses
prostatiques surexprimant ou non la Cx43 dans la tête du tibia. B) Radiographie 3D permettant de calculer le
volume osseux du tibia. Des régions d’intérêt ont été tracées sur chaque plan de coupe transversale (2) entre les 2
repères rouge (1) (tête du tibia et la zone d’interaction entre le tibia et le péroné). Une fois la région d’intérêt
tracée (3), une reconstitution du volume de celle-ci a été réalisée, en isosurface et en appliquant un seuillage (4).

1

2 3

4



Matériels et Méthodes.

96 

• Une imagerie tomodensitométrique X (CT120, General Electric) : les animaux ont 

été anesthésiés par un mélange air/isoflurane 2% (Aerrane, Baxter) pour toute la 

durée de l’examen. Afin d’obtenir des données quantitatives, des volumes 

d’intérêts ont été tracés pour chaque tibia (traités et témoins) depuis la tête du tibia 

jusqu’à la jonction entre le tibia et le péroné. Une fois la région d’intérêt tracée, 

une reconstitution du volume de celle-ci a été réalisée, en isosurface et en 

appliquant un seuillage. Une valeur de volume osseux du tibia en mm3 a pu ensuite 

être obtenue (Figure 35).  

• Une Imagerie tomoscintigraphique SPECT/CT (NanoSPECT/CT, Bioscan) : les 

souris ont été également anesthésiées avec de l’isoflurane à 2%. Cette imagerie est 

basée sur l’utilisation du Méthylène diphosphonate (MDP) marqué au Tc99m. Le 

MDP a la capacité de se fixer sur les cristaux d’hydroxyapatite au niveau de l’os 

spongieux et ainsi il sera possible de localiser les sites d’ostéogénèse 

(hyperfixation). Les paramètres utilisés lors de l’acquisition en SPECT sont 24 

projections avec un temps d’exposition de 50 sec par projection. Les souris ont été 

imagées en moyenne 60 min après l’injection du radiotraceur. La quantité de 

radioactivité présente dans les tibias a été déterminée grâce au logiciel 

InVivoScope (Bioscan) après avoir dessiné un volume d’intérêt contenant la 

radioactivité du tibia et de l’articulation du genou. 

2. Injection intra-cardiaque des cellules PC-3 surexprimant ou non la Cx43.  

Afin de suivre l’évolution des cellules PC-3 mock ou Cx43 après injection, les cellules 

ont été préalablement transfectées avec un plasmide exprimant le gène luc2 codant pour la 

luciférase sous la dépendance du promoteur fort CMV. Brièvement, la transfection du 

plasmide pGL4.50 (CMV/luc2/hygro) (Figure 36) a été effectuée grâce à l’agent transfectant 

FuGENE® HD (Roche) en suivant les recommandations du fournisseur en utilisant la ration 4 

μl de l’agent transfectant pour 1 μg de plasmide. Vingt quatre heures après la transfection, la 

sélection à l’hygromycine a commencé à une concentration de 200 μg/mL et la dose a été 

diminuée progressivement jusqu’a atteindre 50 μg/mL 15 jours après la transfection. 

L’efficacité de la transfection a été testée tout au long de la sélection et également quelques 

jours avant l’injection intracardiaque avec le kit Luciferase Assay System (Promega) et le 

luminomètre Glomax® 20/20 (Promega). 



Figure 36 : Schéma du plasmide pGL4.50[luc 2/CMV/Hygro].

Le gène luc2 codant pour la luciférase est sous la dépendance du promoteur fort CMV. Il y a également un
gène de résistance à l’hygromycine sous la dépendance du promoteur SV40.
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Le jour de l’injection intracardiaque, les cellules ont été décrochées avec de la 

trypsine/EDTA (Lonza), puis centrifugées pendant 10 min à 300 g. Après avoir enlevé le 

surnageant, les cellules ont été remises en suspension dans du PBS à hauteur de 1,125.107

cellules/mL. 

    

Les souris ont été anesthésiées avec de l’isoflurane à 4% et maintenues sous anesthésie 

lors de l’injection à 2% d’isoflurane. Ensuite, après avoir placé la souris en décubitus dorsal, 

100 μL de cellules sont prélevés avec une seringue de 1 mL possédant une aiguille 27G et ont 

été injectés dans le ventricule gauche. Afin de contrôler l’efficacité de l’injection, une 

imagerie de bioluminescence de la souris a été réalisée dans les 20 min suivant l’injection. 

L’injection a été considérée comme réussie si la quantification du rapport thorax/Corps entier 

est inférieure à 0.6. 

L’imagerie de bioluminescence a été réalisée une fois par semaine pendant 5 semaines 

par injection intrapéritonéale de la luciférine (2 mg pour 100 μL, Proméga) avec un appareil 

Ivis®Lumina (Caliper Life sciences, USA) avec un temps d’acquisition de 1 à 5 min.  

XIV. Tests statistiques. 

Les résultats obtenus ont été exprimés en moyenne de n expérimentations ± erreur 

standard de la moyenne (S.E.M, standard error of the mean). Les analyses statistiques ont été 

réalisées par un test Anova à une entrée suivi d’un test post-hoc de Tukey pour les PCR 

quantitatives en temps réel. L’autre test statistique utilisé a été le test de Student (t) non 

apparié pour les autres expériences. 

Pour ces deux tests statistiques, les valeurs ont été considérées comme significatives 

pour une valeur de P<0,05* ; P<0,01** ; P<0,001***. 

Les analyses statistiques ont été effectuées à l’aide de la version 4.0 du logiciel 

GraphPad Prism pour le système d’exploitation Windows (GraphPad Software). 
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Résultats. 

Deux lignées cancéreuses prostatiques, les cellules PC-3 et les cellules LNCaP, ont 

permis d’étudier l’impact de la surexpression de la Cx43 sur leur potentiel métastatique et sur 

le développement de métastases osseuses. Ces deux types cellulaires ont des caractéristiques 

métastatiques différentes : les cellules PC-3 sont très invasives et sont issues d’un 

adénocarcinome de grade IV isolé au niveau d’une métastase osseuse alors que les cellules 

LNCaP sont moins agressives et sont issues d’un carcinome isolé à partir d’une métastase au 

niveau d’un ganglion lymphatique. Leur morphologie est de type fusiforme (Figure 37). 

I. Caractérisation des lignées cancéreuses prostatiques suite à la 

surexpression de la Cx43. 

1. Validation de la surexpression de la Cx43 dans les cellules PC-3 et les cellules 

LNCaP. 

La surexpression de la Cx43 dans les lignées cancéreuses prostatiques a été effectuée 

par une infection rétrovirale afin d’obtenir une transfection stable donnant naissance aux 

cellules PC-3 Cx43 et LNCaP Cx43. En parallèle, des cellules ont été transfectées avec le 

plasmide natif permettant de générer les cellules mock. La sélection des cellules a été 

effectuée pendant 10 jours par l’ajout de 0,5 μg/mL de puromycine dans leur milieu de 

culture. Au-delà, les cellules ont été amplifiées et congelées.  

L’efficacité de la surexpression de la Cx43 a été étudiée par RT-qPCR pour évaluer le 

niveau d’expression d’ARN messager et par western blot pour évaluer le niveau d’expression 

protéique de la Cx43. Ainsi, une augmentation d’un facteur 25,21 ± 5.9 et de 43,86 ± 4,74 du 

niveau d’ARNm par rapport aux cellules mock est observée respectivement pour les cellules 

PC-3 et les cellules LNCaP (Figure 38A). Concernant le niveau protéique, une augmentation 

de 3,3 fois et de 4 fois par rapport aux cellules mock est observée respectivement pour les 

cellules PC-3 et les cellules LNCaP (niveau d’expression de la Cx43 par rapport à la 

GAPDH : PC-3 mock : 0,31 ± 0,007 U.A ; PC-3 Cx43 : 1,032 ± 0,17 U.A ; LNCaP mock : 

0,21 ± 0,04 U.A ; LNCaP Cx43 : 0,84 ± 0,19 U.A ; Figure 38B et C). De plus, les niveaux de 

Cx43 sont similaires entre les cellules mock et les cellules natives non transfectées. Comme



Figure 37 : Photographie en contraste de phase des cellules cancéreuses prostatiques surexprimant ou non 
la Cx43.

Les images représentent les cellules PC-3 et LNCaP surexprimant ou non la Cx43 en contraste de phase au
grossissement (x40).

PC-3 mock PC-3 Cx43

LNCaP mock LNCaP Cx43
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Figure 38 : Validation de la surexpression de la Cx43 par infection rétrovirale.

A) Niveaux d’expression de l’ARNm de la Cx43 quantifié par RT-qPCR. Les histogrammes représentent les
valeurs relatives normalisées à 100% par rapport aux cellules mock. Chaque barre représente la valeur moyenne

SEM, n=3. L’analyse statistique est effectuée par un test Anova à une entrée suivi par un test post-hoc de
Tukey. **P<0,01 et ***P<0,001. B) Exemple de Western blot de la Cx43 obtenu pour les cellules PC-3 mock et
Cx43 et les cellules LNCaP mock et Cx43. C) Analyse densitométrique du niveau d’expression protéique de la
Cx43. Les histogrammes représentent les valeurs relatives de l’expression protéique de la Cx43 par rapport à la
protéine de référence la GAPDH. Chaque barre représente la valeur moyenne SEM, n=4. L’analyse statistique
est effectuée par un test de Student t pour des valeurs non appariées. *P<0,05 et **P<0,01.

Pour les histogrammes, les barres blanches correspondent aux cellules mock et les barres noires aux cellules
Cx43.

C
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Figure 39 : Etude du niveau d’expression de la Cx26 et de la Cx45 dans les lignées cancéreuses 
prostatiques transfectées par la Cx43.

A) Niveau d’expression de l’ARNm de la Cx45. Les histogrammes représentent les valeurs relatives
normalisées à 100% par rapport aux cellules mock. Chaque barre représente la valeur moyenne SEM, n=3. B)
Niveau d’expression de l’ARNm de la Cx26. Les histogrammes représentent les valeurs relatives normalisées à
100% par rapport aux cellules mock. Chaque barre représente la valeur moyenne SEM, n=3. C) Exemple de
Western blot de la Cx26 obtenu pour les cellules PC-3 mock et Cx43 et les cellules LNCaP mock et Cx43.

L’analyse statistique est effectuée par un test Anova à une entrée suivi par un test post-hoc de Tukey. Les
populations étudiées ne sont pas significativement différentes. Les barres blanches correspondent aux cellules
mock et les barres noires aux cellules Cx43.
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PC-3 Cx43

PC-3 mock

LNCaP mock

LNCaP Cx43

Cx43 IP Superposition

Figure 40 : Immunolocalisation de la Cx43 dans les cellules cancéreuses prostatiques.

L’immunolocalisation a été effectuée dans les cellules PC-3 mock et Cx43 ainsi que dans les cellules LNCaP
mock et Cx43. Les noyaux sont marqués à l’iodure de propidium. La superposition des images permet de
visualiser le marquage de la Cx43 et de l’iodure de propidium.

Les flèches blanches permettent de cibler la Cx43 dans le cytoplasme pour les cellules PC-3 Cx43 et à la
membrane pour les cellules LNCaP Cx43. Les carrés blancs ciblent les zones agrandies de deux fois pour
visualiser la Cx43. Concernant les cellules PC-3 mock et les cellules LNCaP mock aucun marquage de la Cx43
n’a été observé.

Barre d’échelle: 100 μm.
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attendu, l’infection rétrovirale utilisant le plasmide pMSCVpuro n’engendre qu’une 

augmentation modérée du niveau d’expression de la Cx43. 

Sachant que les cellules épithéliales saines prostatiques expriment la Cx43 et la Cx32 

et qu’il a été montré par RT-qPCR que les cellules PC-3 et les cellules LNCaP expriment 

aussi la Cx45 et la Cx26 (Saladino et al., 2002; Tate et al., 2006), il a été nécessaire de vérifier 

que la surexpression de la Cx43 ne modifiait pas l’expression de ces connexines. Ainsi, des 

expériences de RT-qPCR ont permis de vérifier que le niveau d’expression de la Cx45 et de la 

Cx26 était inchangé suite à la surexpression de la Cx43 aussi bien dans les cellules PC-3 que 

dans les cellules LNCaP (Figure 39A et B). De plus, aucune variation du niveau protéique de 

la Cx26 n’a pu être mise en évidence dans nos conditions expérimentales (Figure 39C). Enfin, 

la Cx32 n’a pu être détectée dans les deux lignées considérées aussi bien pour les cellules 

mock que pour les cellules surexprimant la Cx43.  

De ce fait, la surexpression de la Cx43 dans les cellules PC-3 et les cellules LNCaP 

n’entraîne aucune modification d’expression de la Cx26, la Cx32 et la Cx45. Donc aucune 

compensation ne semble se mettre en place entre les membres de cette famille multigénique. 

Il est à noter que l’étude portant sur l’impact de la Cx43 sur les potentiels 

métastatiques des lignées cancéreuses prostatiques avait commencé avec trois lignées 

comprenant les cellules PC-3, les cellules LNCaP et les cellules DU145. Mais la dernière 

lignée présentait, suite à la surexpression, des niveaux d’expression de la Cx43 beaucoup trop 

élevés. En effet, le niveau d’ARNm était augmenté de 240 fois et le niveau protéique de plus 

de 10 fois par rapport aux cellules mock. De plus, les cellules DU145 Cx43 étaient très 

fragiles lors de la mise en culture puisqu’elles présentaient une perte d’adhérence. Donc, au 

vu de l’augmentation trop importante du niveau d’expression de la Cx43 dans les cellules 

DU145, la suite de l’étude n’a pas porté sur ces cellules. 

Par la suite, la localisation cellulaire par immunocytochimie de la Cx43 au sein des 

cellules cancéreuses prostatiques a permis d’observer une localisation différente entre les 

cellules PC-3 Cx43 et les cellules LNCaP Cx43. En effet, la Cx43 présente un marquage 

cytoplasmique pour les cellules PC-3 Cx43 alors que pour les cellules LNCaP Cx43, elle est 

localisée principalement à la membrane plasmique caractérisé par un marquage ponctiforme. 

En revanche, aucun immunomarquage n’a pu être mis en évidence dans les cellules mock 

(Figure 40). 



PC-3 Cx43

PC-3 mock

LNCaP mock

LNCaP Cx43

Dil Calcéine
Superposition (avec 

contraste de phase)

Figure 41 : Etude du couplage homocellulaire des lignées cancéreuses prostatiques par la technique de
précharge.

Les cellules donneuses sont chargées avec un marqueur membranaire correspondant au Dil (10 μm) et avec la
molécule diffusible à travers les jonctions communicantes correspondant à la calcéine (5μm). Les cellules sont
ensuite déposées 4h sur le même type cellulaire à confluence. Une diffusion de la calcéine aux cellules receveuses
est observable seulement pour les cellules LNCaP Cx43.

Laf flèche cible la diffusion de la calcéine aux cellules adjacentes. Barre d’échelle: 100 μm.
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Figure 42 : Etude du couplage homocellulaire des lignées cancéreuses prostatiques par la technique de
gap-FRAP.

A) Exemple d’image de la distribution de la fluorescence dans les cellules LNCaP Cx43. Prebleach: image
obtenue avant l’extinction de la fluorescence; t=0 : image au temps d’extinction de la fluorescence; t=5 : image
obtenue 5 min après l’extinction de la fluorescence. Les cellules ont été chargées avec 7 μg/mL de 6-
carboxyfluorescéine diacétate. Polygone 1: cellule testée; polygone 2: cellule témoin. B) Exemple représentatif
de courbes de retour de fluorescence normalisées, exprimées en pourcentage de la fluorescence initiale
(prebleach) en fonction du temps. Les cellules LNCaP mock n’ont pas de retour exponentiel au contraire des
cellules LNCaP Cx43. C) Mesure du pourcentage de cellules couplées accompagnée de la mesure de la
constante k, n=25 pour les cellules PC-3 mock et Cx43 ainsi que pour les cellules LNCaP mock, n=66 pour les
cellules LNCaP Cx43.

Barre d’échelle: 100 μm.
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Enfin, le couplage jonctionnel a été étudié par la méthode de gap-FRAP et la méthode 

de précharge mettant en évidence un couplage fonctionnel seulement pour les cellules LNCaP 

Cx43. En effet, grâce à la méthode de précharge, il a été observé une diffusion de la calcéine 

de la cellule donneuse aux cellules receveuses juste pour les cellules LNCaP Cx43. 

Concernant les cellules mock et les cellules PC-3 Cx43, la cellule donneuse marquée par le 

DiL n’établit pas de communication cellulaire avec les cellules adjacentes car aucun transfert 

de la calcéine n’a pu être observé (Figure 41).  

De plus, la quantification du couplage jonctionnel par la méthode de gap-FRAP a 

permis de confirmer l’absence de communication intercellulaire par les jonctions 

communicantes pour les cellules PC-3 et LNCaP mock et les cellules PC-3 Cx43. Mais pour 

les cellules LNCaP Cx43, un retour de la fluorescence a été observé pour 13% des cellules 

testées avec une constante de retour de fluorescence k de 0.225 ± 0.04 min-1 (Figure 42).  

Par conséquent, pour les cellules LNCaP Cx43, non seulement la Cx43 est présente à 

la membrane plasmique mais elle est également fonctionnelle, permettant d’établir un 

couplage homocellulaire. 

Il est à noter que la surexpression de la Cx43 perdure dans le temps et ce même après 

dix passages en trypsine. Mais dans nos conditions expérimentales, les cellules n’ont pas été 

utilisées au-delà de dix passages. 

2. Conséquences phénotypiques de la surexpression de la Cx43 dans les cellules 

cancéreuses prostatiques. 

Tout d’abord, l’impact de la surexpression de la Cx43 sur la prolifération des lignées 

cancéreuses prostatiques a été étudié par la technique de coloration au bleu de méthylène 

permettant d’évaluer le nombre de cellules vivantes et ce pendant plusieurs jours (du jour de 

l’ensemencement jusqu’au 6ème jour de culture). Il s’avère que la surexpression de la Cx43 

dans les cellules PC-3 diminue de moitié le nombre de cellules à partir du 2ème jour de culture 

(PC-3 mock : 65,9.103 ± 2,988.103 cellules ; PC-3 Cx43 : 30,74.103 ± 5,024.103 cellules). De 

plus, cette diminution significative de la prolifération est également observée les jours 

suivants. En effet, au 4ème et au 5ème jour de culture, le nombre de cellules est diminué 

respectivement de 58% et de 37% par rapport aux cellules PC-3 mock (4ème jour : PC-3 

mock : 228,2.103 ± 3,7.103 cellules ; PC-3 Cx43 : 98,26.103 ± 17,4.103 cellules ; 5ème jour : 

PC-3 mock : 386,4.103 ± 11,59.103 cellules ; PC-3 Cx43 : 246,1.103 ± 5,15.103 cellules). 
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Figure 43 : Effet de la surexpression de la Cx43 sur la prolifération des cellules cancéreuses prostatiques.

A) Etude de la prolifération des cellules PC-3 mock et Cx43 (gauche) et des cellules LNCaP mock et Cx43
(droite) par la coloration au bleu de méthylène. Les courbes représentent le nombre de cellules en fonction du
temps, n=4 en triplicat. B) Etude de la prolifération des cellules PC-3 mock et Cx43 (gauche) et des cellules
LNCaP mock et Cx43 (droite) par le test colorimétrique XTT. Les courbes représentent la densité optique (DO:
490 nm) mesurée en fonction du temps. La DO est proportionnelle au nombre de cellules, n=4 en triplicat.

L’analyse statistique est effectuée par un test de Student t pour des valeurs non appariées. ***P<0,001.
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Figure 44 : Effet de la surexpression de la Cx43 sur l’apoptose spontanée des cellules cancéreuses 
prostatiques. 

A) Exemple du marquage à l’iodure de propidium et à l’annexineV obtenu après analyse en cytométrie de flux
pour les cellules PC-3 mock et Cx43 ainsi que pour les cellules LNCaP mock et Cx43. B) Pourcentage de
cellules apoptotiques correspondant aux cellules annexineV positives, après 4 jours de culture. Chaque barre
représente la valeur moyenne SEM, n=4.

Pour l’histogramme, les barres blanches correspondent aux cellules mock et les barres noires aux cellules Cx43.
L’analyse statistique est effectuée par un test de Student t pour des valeurs non appariées. Les populations
étudiées ne sont pas significativement différentes.
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Concernant les cellules LNCaP, aucune modification de la prolifération n’a été 

mesurée entre les cellules LNCaP mock et les cellules LNCaP Cx43 même après 5 jours de 

culture (Figure 43A).  

Afin de valider les résultats obtenus sur la prolifération par le test au bleu de 

méthylène, un test basé sur l’activité mitochondriale des cellules a été utilisé permettant de 

mettre en évidence une diminution de la coloration liée à une diminution du nombre de 

cellules pour les cellules PC-3 Cx43 par rapport aux cellules PC-3 mock à partir du 3ème jour 

de culture. Cette diminution est moins importante que celle obtenue par le test au bleu de 

méthylène. Cela permet de confirmer que la surexpression de la Cx43 dans les cellules PC-3 

diminue la prolifération des cellules alors qu’elle n’a aucun effet pour les cellules LNCaP 

(Figure 43B).  

Cependant, la diminution du nombre de cellules pour les cellules PC-3 Cx43 pourrait 

être liée non pas à une diminution de la prolifération mais à une augmentation de l’apoptose. 

Pour cela, l’utilisation de l’annexineV couplée au FITC (Fluorescein IsoThioCyanate) a 

permis de marquer en vert les cellules apoptotiques et de mesurer l’apoptose spontanée des 

cellules cancéreuses prostatiques. En effet, dans une cellule non-apoptotique, les 

phosphatidylsérines membranaires sont situées sur la face interne de la membrane plasmique. 

Mais dès qu'une cellule entre en apoptose, elles sont délocalisées et exprimées des deux côtés 

de la membrane. L'annexine ayant une forte affinité pour ces phosphatidylsérines va aller se 

fixer sur celles présentes sur le feuillet externe et marquer les cellules apoptotiques.  

De plus, l’utilisation combinée d’iodure de propidium permet de différencier les 

cellules nécrotiques des cellules apoptotiques. De ce fait, après marquage des cellules et 

passage dans le cytomètre en flux, les cellules apoptotiques à prendre en compte sont 

marquées par l’annexineV. Le simple marquage à l’iodure de propidium correspond à de la 

nécrose cellulaire ou à quelques débris cellulaires. Donc, les cellules marquées à l’annexineV 

vont correspondre à l’addition de la zone Q2 et de la zone Q4 représentées sur la figure 44A.  

Cela a permis d’observer que la surexpression de la Cx43 dans les cellules PC-3 et les 

cellules LNCaP ne modifie pas l’apoptose spontanée des cellules correspondant à un niveau 

basal de 4% de la population totale (Figure 44B). A noter que l’étude sur l’apoptose a été 

effectuée après 4 jours de culture, correspondant au temps où la diminution du nombre de 

cellules était la plus importante pour les cellules PC-3 Cx43. 
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Figure 45 : Effet de la surexpression de la Cx43 sur les capacités d’adhérence des cellules cancéreuses 
prostatiques.

A) Nombre de cellules PC-3 mock et Cx43 ayant adhéré en fonction de la matrice extracellulaire. Les
photographies sont réprésentatives des cellules adhérentes colorées au crystal violet. B) Nombre de cellules
LNCaP mock et Cx43 ayant adhéré en fonction de la matrice extracellulaire. Les photographies sont
réprésentatives des cellules adhérentes colorées au crystal violet.

Les différentes matrices utilisées sont la vitronectine, la fibronectine et le collagène de type 1 à 0,5 μg/mL; le PBS
étant un contrôle. Chaque barre représente la valeur moyenne SEM, n=4 en triplicat.

Les barres blanches correspondent aux cellules mock et les barres noires aux cellules Cx43. L’analyse statistique
est effectuée par un test de Student t pour des valeurs non appariées. *P<0,05 ; **P<0,01.
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Figure 46 : Effet de la surexpression de la Cx43 sur les capacités invasives des cellules cancéreuses 
prostatiques.

A) Nombre de cellules PC-3 mock et Cx43 ayant traversé le Matrigel®. Au centre, le SVF est considéré comme
chimioattractant. A droite, traitement avec un inhibiteur de l’activité des MMPs: GM6001 (10 μM). Les
photographies sont représentatives des cellules colorées à l’éosine/hématoxyline ayant envahi sur la face inférieure
de l’insert (x10). B) Nombre de cellules LNCaP mock et Cx43 ayant traversé le Matrigel®. Au centre, le SVF est
considéré comme chimioattractant. A droite, traitement avec un inhibiteur de l’activité des MMPs: GM6001 (10
μM). Les photographies sont représentatives des cellules colorées à l’éosine/hématoxyline ayant envahi sur la face
inférieure de l’insert (x10).

Chaque barre représente la valeur moyenne SEM, n=4 en triplicat pour le test avec le gradient de SVF et n=2 en
triplicat pour le traitement au GM6001.

Les barres blanches correspondent aux cellules mock et les barres noires aux cellules Cx43. L’analyse statistique est
effectuée par un test de Student t pour des valeurs non appariées. *P<0,05 ; **P<0,01.
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Ainsi, la surexpression de la Cx43 entraîne une diminution de la prolifération pour les 

cellules PC-3 Cx43 sans modification de l’apoptose.

  

Par la suite, les capacités d’adhérence et d’invasion des cellules cancéreuses 

prostatiques ont été évaluées. L’adhérence des cellules a été testée sur trois protéines 

constitutives de la matrice extracellulaire : la vitronectine, la fibronectine ainsi que le 

collagène de type 1 (0,5 μg/mL) exprimés notamment dans le tissu osseux. Tout d’abord, les 

cellules PC-3 mock sont plus adhérentes que les cellules LNCaP mock. Par ailleurs, 

l’adhérence des différentes cellules est augmentée sur la fibronectine et le collagène de type 1 

par rapport à la condition témoin sans protéine matricielle (puits traités au PBS). De plus, les 

cellules PC-3 Cx43 présentent une diminution significative de l’adhérence de 45% sur la 

vitronectine et de 18% sur la fibronectine ainsi que sur la condition témoin par rapport aux 

cellules PC-3 mock. Concernant l’adhérence sur le collagène de type 1, aucune variation n’a 

été observée pour les cellules PC-3 Cx43 (Figure 45A). A l’inverse, l’adhérence est 

augmentée pour les cellules LNCaP Cx43 par rapport aux cellules LNCaP mock et cet effet 

est observé pour toutes les protéines matricielles. En effet, l’adhérence est augmentée de 

74,9% sur la vitronectine, de 41% sur la fibronectine et de 18% sur le collagène de type 1 

(Figure 45B).  

Les expériences effectuées en chambre de Boyden avec 25 μg de Matrigel® ont 

permis de mesurer les capacités invasives des cellules cancéreuses prostatiques. Dans ces 

conditions expérimentales, un gradient de SVF a été utilisé. En effet, dans la condition avec 

SVF, les cellules sont déposées sur le Matrigel® avec 0,5% de SVF et sous l’insert le milieu 

de culture contient 10% de SVF alors que pour la condition sans SVF, le gradient n’existe 

pas. Ceci a permis de mettre en évidence que les cellules cancéreuses prostatiques, quelque 

soit leur génotype, déclenchent l’invasion lorsqu’elles sont attirées par un environnement plus 

propice.  

Concernant les cellules PC-3, l’invasion est augmentée de 8 fois pour les PC-3 mock 

et de 10 fois pour les cellules PC-3 Cx43 en présence du gradient de SVF. Mais l’invasion des 

cellules PC-3 Cx43 est réduite de 48% par rapport aux cellules PC-3 mock en présence du 

gradient de SVF (PC-3 mock : 282,1 ± 61,85 cellules ; PC-3 Cx43 : 149,1 ± 24,48 cellules ; 

Figure 46A). Pour les cellules LNCaP, le gradient de SVF agit sur leurs capacités invasives 

avec une augmentation de 3,8 fois pour les cellules LNCaP mock et de 15,9 fois pour les 

cellules LNCaP Cx43. A l’inverse des cellules PC-3, la surexpression de la Cx43 accroît les 

capacités invasives des cellules LNCaP en présence du gradient de SVF de 136% par rapport
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Figure 47 : Analyse comparative des protéines sécrétées des cellules cancéreuses prostatiques.

A) En haut, répartition quantitative en secteurs des protéines communes aux cellules PC-3 mock et PC-3 Cx43,
inchangées ou modifiées par la transfection. En bas, histogramme représentant les ratio (protéines des cellules
PC-3 Cx43/protéines des cellules PC-3 mock). B) En haut, répartition quantitative en secteurs des protéines
communes aux cellules LNCaP mock et LNCaP Cx43, inchangées ou modifiées par la transfection. En bas,
histogramme représentant les ratio (protéines des cellules LNCaP Cx43/protéines des cellules LNCaP mock).

Le ratio>1 correspond aux protéines dont la sécrétion est augmentée par la surexpression de la Cx43. Le ratio<1
correspond aux protéines dont la sécrétion est diminuée par la surexpression de la Cx43.

Chaque barre représente la valeur moyenne SEM, n=3.
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aux cellules LNCaP mock (LNCaP mock : 74,5 ± 10,71 cellules ; LNCaP Cx43 : 175,5 ± 42,4 

cellules ; Figure 46B). 

 Un traitement au GM6001, un inhibiteur de l’activité de la MMP1, la MMP2, la 

MMP3, la MMP8 et la MMP9, a permis de mettre en évidence que les cellules cancéreuses 

prostatiques utilisaient les MMPs pour digérer le Matrigel®. En effet, une diminution de 62% 

et de 57% est observée respectivement pour les cellules traitées PC-3 mock et PC-3 Cx43 par 

rapport aux cellules non traitées (PC-3 mock : 344,8 ± 50,43 cellules ; PC-3 Mock GM6001 : 

131,32 ± 32,08 cellules ; PC-3 Cx43 : 195 ± 54,46 cellules ; PC-3 Cx43 GM6001 : 83 ± 19,47 

cellules). Concernant les cellules LNCaP, une diminution de 33% et de 46% est observée 

respectivement pour les cellules traitées LNCaP mock et LNCaP Cx43 par rapport aux 

cellules non traitées (LNCaP mock : 94 ± 5,177 cellules ; LNCaP Mock GM6001 : 63 ± 12,07 

cellules ; LNCaP Cx43 : 154,6 ± 16,02 cellules ; LNCaP Cx43 GM6001 : 82,83 ± 11,59 

cellules).  

Finalement, la surexpression de la Cx43 a un impact différent sur le phénotype des 

cellules cancéreuses prostatiques avec une diminution des capacités d’adhérence et d’invasion 

pour les cellules PC-3 Cx43 et une augmentation pour les cellules LNCaP Cx43.  

Afin de compléter la caractérisation phénotypique des cellules cancéreuses 

prostatiques surexprimant ou non la Cx43, une analyse des protéines sécrétées ou sécrétome a 

été réalisée. Avant de procéder à une étude comparative entre les cellules mock et les cellules 

Cx43, une étude d’identification de toutes les protéines pour chaque type cellulaire a été 

effectuée. Cette analyse comparative a été difficile à cause du nombre de protéines identifiées 

(>500 protéines/lignées) et de la variabilité lors de la reproduction de l’expérience. Cette 

analyse du sécrétome a été abandonnée au profit d’une étude quantitative et comparative des 

protéines uniquement exprimées dans les cellules mock et les cellules Cx43. Le plus 

prometteur a été de faire une détermination quantitative uniquement des protéines exprimées à 

la fois dans les cellules mock et les cellules Cx43.  

Tout d’abord, le nombre de protéines sécrétées dont l’expression est modifiée par la 

surexpression de la Cx43 est plus important pour les cellules LNCaP où 31 facteurs présentent 

une expression altérée pour 17 concernant les cellules PC-3. Parmi les facteurs d’intérêt se 

trouvent les protéines participant à la signalisation cellulaire, les protéines présentes dans la 

matrice extracellulaire et celles présentes dans l’environnement osseux (Figure 47).  



Symbole
des 

protéines
Nom PC-3 LNCaP Fonction Référence

Signalisation cellulaire

IGFBP6 IGF-binding protein 6 down up Expression et demi vie  dans les cas de 
cancer du pancréas Xu et al., 2009

NOV protein NOV homolog  
(IGFBP9) up

Rôle de NOV dans la de la croissance des 
cellules de gliomes et du potentiel 

tumorigénique. Facteur ayant un impact 
négatif sur la prolifération

Gellhaus., 2010
Sin et al., 2008

PTX3 Pentraxin-related 
protein up

 d’expression dans le sérum de patient 
atteint d’un cancer du poumon et dans le 

cancer de la prostate

Diamandis et al., 2011
Ravenna et al., 2009

FST follistatin up d’expression dans le cas de cancer de la 
prostate avec métastase osseuse

Tumminello et al.,
2010

Angiogenèse

THSBS1 thrombospondin-1 up
adhérence et invasion des cellules 

cancéreuses mammaires et est un facteur 
anti-angiogénique

John et al., 2010
Gustavsson et al., 

2010
Goel et al., 2009

Protéines de la matrice extracellulaire

DAG1 Dystroglycan up down  d’expression dans le cancer de la prostate 
et dans le cancer du rein 

Henry et al., 2001
Sgambato et al., 2007

MMP1 Matrix 
metalloproteinases 1 up down Impliquée dans l’invasion des cellules du 

cancer de l’estomac et de la prostate

Yoneda et al., 2010
Lein et al.,1998
Bao et al., 2010

PLAU Urokinase-type 
plasminogen activator up down

Clivage du plasminogène pour avoir la 
forme active, plasmine. Il participe à 
l’invasion des cellules cancéreuses 

prostatiques

Helenius et al., 2006
Almasi et al., 2011

LAMC2 Laminin subunit 
gamma 2 up

Participe à la migration et à l’organisation 
des cellules. de son expression dans les 

cellules cancéreuses prostatiques 
résistantes aux androgènes

Edwards et al., 2003

MMP13 Matrix 
metalloproteinases 13 up Son expression est associée avec les hauts 

grades du cancer de la prostate Morgia et al., 2005

PLAT Tissue-type 
plasminogen activator up

Impliquée dans la migration des cellules et 
la migration des cellules cancéreuses du 

pancréas
Diaz et al., 2002

LCN2 Neutrophil gelatinase-
associated lipocalin down  d’expression quand les cellules tumorales 

mammaires métastasent
Wang et al., 2011
Bauer et al., 2008

TIMP2 metalloproteinase 
inhibitor 2 down

TIMP2 diminue la prolifération et 
l’angiogenèse in vivo et le développement 

de métastases

Mendes et al., 2007
Trudel et al., 2008

Environnement osseux

FGFBP1 fibroblast growth 
factor-binding protein 1 up Associé à la densité minérale osseuse: Hoppman et al., 2010

GDF15 growth/differentiation 
factor 15 up  différenciation des ostéoclastes Vanhara et al., 2009

B2M Beta-2-microglobulin up Impliqué dans l’ostéomimétisme et 
augmente la prolifération des ostéoblastes

Mink  et al., 2010
Huang et al., 2008
Huang et al., 2006

BMP3 bone morphogenic 
protein 3 up

Inhibe la formation osseuse et est 
augmenté dans métastases osseuses 

lytiques

Bentley et al., 1992
Daluiski et al., 2001

LGALS1 galectin-1 up
Augmente l’activité de la PAL et diminue la 

sécrétion de l’ostéocalcine par les 
ostéoblastes

Andersen et al., 2003

Tableau 10 : Description des protéines sécrétées  d’intérêt dont l’expression est modifiée par la 
surexpression de la Cx43 dans les lignées  cancéreuses prostatiques.  

Up: augmentation de la sécrétion, Down: diminution de la sécrétion, suite à la surexpression de la Cx43.
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Concernant les cellules PC-3, la surexpression de la Cx43 entraîne une augmentation 

de sécrétion d’un facteur antimitotique NOV corrélant avec les résultats obtenus sur l’étude 

de la prolifération cellulaire. Néanmoins, quelques facteurs impliqués dans l’invasion voient 

aussi leur sécrétion augmentée avec la surexpression de la Cx43 comme par exemple la 

MMP1 (Matrix Metalloproteinase 1) ou PLAU (Urokinase-type Plasminogen Activator). 

Mais cette augmentation d’expression est très faible par rapport à celle du facteur NOV 

(Figure 47A). 

Pour les cellules LNCaP, la surexpression de la Cx43 augmente la sécrétion de 

protéines participant à l’invasion et à la migration des cellules telles que la MMP-13 et PLAT 

(Tissue-type plasminogen activator) et diminue l’expression d’inhibiteurs de 

métalloprotéinases comme TIMP2 (Metalloproteinase inhibitor 2) corrélant avec 

l’accroissement de l’invasion suite à la surexpression de la Cx43. De plus, une augmentation 

de la sécrétion de facteurs jouant un rôle dans l’ostéomimétisme ou étant impliqué dans le 

renouvellement osseux tels que la 2M (Beta-2-Microglobulin) et la BMP3 (Bone 

Morphogenic Protein 3) a été également observée (Figure 47B).  

Le tableau 10 permet de résumer les facteurs sécrétés d’intérêt modifiés par la 

surexpression de la Cx43. 

Même si certaines évolutions de facteurs sécrétés corrèlent avec le phénotype observé 

in vitro, il est difficile de conclure sur les variations d’expression des protéines et des analyses 

en western blot seront nécessaires pour confirmer ces résultats. 

II. Impact in vivo des lignées cancéreuses prostatiques surexprimant ou 

non la Cx43 sur le développement de métastases osseuses. 

1. Etude du développement de métastases osseuses suite à l’injection intra-tibiale 

des lignées cancéreuses surexprimant ou non la Cx43 chez la souris BALB/c 

Nude. 

Afin d’étudier le développement de tumeur dans le tissu osseux, les cellules tumorales 

prostatiques surexprimant ou non la Cx43 ont été injectées dans la tête du tibia de souris 

BALB/c-Nude à hauteur de 6.105 cellules dans 5 μL de PBS. A partir de là, deux types 

d’analyse ont été effectuées. Tout d’abord, une analyse de tomodensitométrie suivie d’une 

reconstruction en 3D ont été utilisées pour suivre l’intégrité du squelette, son niveau de
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Figure 48 : Développement de métastases osseuses suite à l’injection intra-tibiale des lignées cancéreuses  
prostatiques surexprimant ou non la Cx43 chez la souris BALB/c-Nude. 

A) Exemple de photographies de pattes et d’images obtenues par tomodensitométrie et par tomoscintigraphie
suite au développement de tumeur osseuse après injection intra-tibiale de 6.105 cellules PC-3 mock et Cx43 et
des cellules LNCaP mock et Cx43. Les flèches indiquent la destruction de l’os après le développement de la
tumeur ostéolytique. B) Photographie à J40 d’une souris injectée dans la patte droite avec les cellules LNCaP
Cx43 et dans la patte gauche avec les cellules LNCaP mock. C) Histogramme de l’incidence tumorale pour les
cellules PC-3 mock et Cx43 et les cellules LNCaP mock et Cx43. D) Pourcentage du volume osseux résiduel par
rapport au contrôle (injection PBS) après développement de la tumeur pour les cellules PC-3 mock et Cx43 et les
cellules LNCaP mock et Cx43. E) Pourcentage d’activité du MDP-Tc99m par rapport au contrôle (injection
PBS) après développement de la tumeur à 31 jours pour l’injection avec les cellules PC-3 mock et Cx43 et à 40
jours pour l’injection avec les cellules LNCaP mock et Cx43.

Chaque barre représente la valeur moyenne SEM, n=3. Les barres blanches correspondent aux cellules mock et
les barres noires aux cellules Cx43. L’analyse statistique est effectuée par un test de Student t pour des valeurs
non appariées: **P<0,01.
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minéralisation et donc de déterminer si la tumeur est de nature ostéolytique ou ostéoblastique. 

Afin de compléter ces données, une analyse de tomoscintigraphie par fixation du MDP-

Tc99m va permettre d’une part de confirmer la présence de sites d’ostéogenèse et d’autre part 

de déterminer le développement d’éventuels sites secondaires d’ostéogenèse. Chaque analyse 

a été effectuée sur trois temps pour les cellules PC-3 mock et Cx43 (12ème, 20ème et 31ème 

jours) et sur deux temps pour les cellules LNCaP mock et Cx43 (20ème et 40ème jours). En 

effet, pour les cellules PC-3 le développement de la tumeur était plus rapide que pour les 

cellules LNCaP avec un sacrifice des souris à 31 jours pour les souris injectées avec les 

cellules PC-3 et à 40 jours pour celles injectées avec les cellules LNCaP. Il est à noter que le 

développement tumoral commence à être détecté à partir du 20ème jour (Figure 48A). 

La première analyse de l’incidence tumorale n’a mis en évidence aucune différence 

entre les souris injectées avec les cellules PC-3 mock et celles injectées avec les cellules PC-3 

Cx43. En effet, dans les deux conditions, il y a eu 100% de prise tumorale. A l’inverse pour 

les injections avec les cellules LNCaP, une différence significative de l’incidence a été 

observée avec une augmentation de l’incidence de 4 fois pour les cellules LNCaP Cx43 par 

rapport aux cellules LNCaP mock. En effet, dans 22% des cas les souris injectées avec les 

cellules LNCaP mock développent des tumeurs alors que les souris injectées avec les LNCaP 

Cx43 développent des tumeurs dans 84% des cas (Figure 48C). Une souris a eu une double 

injection : les cellules LNCaP mock dans la patte gauche et les cellules LNCaP Cx43 dans la 

patte droite. Au bout de 40 jours, seules les cellules LNCaP Cx43 développent une tumeur 

(Figure 48B).  

Les tumeurs se développant dans chaque condition ont un diamètre de 1 cm environ et 

ne présentent pas de différences morphologiques. 

La deuxième analyse faite par tomodensitométrie a permis de déterminer la nature de 

la tumeur. Il s’avère que, dans toutes les conditions, la tumeur qui se développe est de type 

ostéolytique caractérisée par une dégradation très nette de l’os à 31 jours pour les souris 

injectées avec les cellules PC-3 mock ou Cx43 et de 40 jours pour les souris injectées avec les 

cellules LNCaP mock ou Cx43. Grâce à une reconstruction en 3D, une mesure du volume 

osseux du tibia a pu être effectuée. Cela a permis de mettre en évidence que la perte osseuse 

était la même pour les souris injectées avec les cellules PC3 mock ou Cx43 (47% de perte 

osseuse). Mais, pour les souris injectées avec les cellules LNCaP, une perte osseuse plus 

importante a été observée pour les cellules LNCaP Cx43 par rapport aux cellules LNCaP
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mock. En effet, les cellules LNCaP Cx43 présentes dans la tête du tibia entraînent une 

diminution du volume osseux de 60 % contre à peine 10% pour les cellules LNCaP mock 

(Figure 48D). 

Enfin la dernière analyse a permis de visualiser les sites d’ostéogenèse par fixation du 

MDP-Tc99m sur les cristaux d’hydroxyapatite au niveau de l’os spongieux. Pour chaque 

condition, quand la tumeur se développait, il a pu être observé une délocalisation du site 

d’ostéogenèse au niveau du péroné (jonction basse tibia-péroné) mais sans variation 

d’intensité de la fixation du MDP-Tc99m. Ainsi, l’activité ostéogénénique totale n’est pas 

altérée par la surexpression de la Cx43 dans les cellules cancéreuses prostatiques (Figure 

48E).  

Finalement, la surexpression de la Cx43 dans les cellules LNCaP accroît 

l’implantation et le développement de tumeurs dans l’os. 

2. Etude préliminaire de la dissémination des cellules PC-3 surexprimant ou non 

la Cx43 suite à l’injection intra-cardiaque chez la souris BALB/c Nude. 

Afin d’étudier l’impact de la Cx43 sur la dissémination des cellules PC-3, des 

injections intra-cardiaques ont été effectuées chez la souris BALB/c Nude. Préalablement, les 

cellules PC-3 mock ou Cx43 ont été transfectées avec un plasmide contenant le gène codant 

pour la luciférase afin de pouvoir localiser par la suite les cellules disséminées. Cette étude 

n’a été faite qu’une seule fois et les résultats obtenus sont préliminaires. Ainsi, 1,125.106

cellules dans 100 μL de PBS ont été injectées dans le ventricule gauche des souris. Afin de 

s’assurer que l’injection a été effectuée dans le ventricule gauche et non dans le ventricule 

droit, une injection de 2 mg luciférine a été faite 20 min après. Si la luminescence est 

localisée dans les poumons cela indique que l’injection des cellules a été effectuée dans le 

ventricule droit, mais si luminescence est répartie dans toute la souris alors l’injection intra-

cardiaque gauche est validée. Un exemple d’image obtenue après l’injection des cellules est 

représenté figure 49A. De plus, un rapport de la luminescence thorax/corps entier a permis 

d’éliminer de l’étude toutes les souris dont le rapport était supérieur à 0,6. Ainsi 2 souris sur 8 

ont été éliminées de l’étude pour les cellules PC-3 mock et 4 souris sur 7 pour les cellules PC-

3 Cx43.  
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Figure 49: Etude préliminaire de la dissémination des cellules PC-3 mock et Cx43 suite à l’injection intra-
cardiaque chez la souris BALB/c-Nude. 

A) Exemple d’images de bioluminescence obtenues juste après l’injection de 1,125.105 cellules tumorales
prostatiques transfectées avec un plasmide contenant le gène de la luciférase. La bioluminescence présente dans
le thorax correspond à une injection dans le ventricule droit, considérée comme ratée. La bioluminescence
répartie dans l’organisme correspond à une injection dans le ventricule gauche, considérée comme réussie. B)
Exemple d’images de bioluminescence obtenues à 7, 14, 21, 26 et 35 jours après l’injection intra-cardiaque des
cellules PC-3 mock et Cx43. C) Tableau répertoriant le pourcentage de souris PC-3 mock et Cx43 sacrifiées en
fonction du temps. D) Evolution du score métastatique osseux en fonction du temps. Les symboles représentent
la moyenne SEM des scores métastatiques, n=6 souris pour les cellules PC-3 mock et n=3 souris pour les
cellules PC-3 Cx43.
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Puis, l’imagerie de bioluminescence a été réalisée une fois par semaine environ 

pendant 5 semaines. En parallèle, les souris ont été pesées toutes les semaines puis plus 

régulièrement afin de ne pas dépasser une perte de poids de 20% ; au-delà les souris ont été 

euthanasiées. 

Tout d’abord, suite à une perte de poids supérieure à 20%, 3, 2 et 1 souris ont été 

sacrifiées respectivement à J26, J28 et J35 après injection des cellules PC-3 mock. Pour les 

souris injectées avec les cellules PC-3 Cx43, le sacrifice a été plus tardif. En effet, une souris 

a été sacrifiée au bout du 32ème jour et les deux restantes ont été sacrifiées le dernier jour de 

l’étude à J35 (Figure 49C). Puis, la dissémination des cellules étudiée au cours du temps a 

permis de mettre en évidence que les cellules métastasaient principalement dans le tissu 

osseux. Ensuite, notre intérêt s’est porté sur les pattes antérieures et postérieures ainsi que sur 

la mâchoire, sites principaux de foyers métastatiques. Afin d’estimer quantitativement le 

développement des métastases osseuses, un score métastatique a été donné pour chaque 

mesure d’activité de la luciférase au niveau de ces cinq sites métastatiques, ce score étant 

proportionnel à l’intensité de luminescence :  

• Un score de 0 correspond à l’absence de luminescence. 

• Un score de 1 correspond à une luminescence entre 0 et 0,2 photons/sec/cm2. 

• Un score de 2 correspond à une luminescence se situant entre 0,2 et 0,6      

photons/sec/cm2. 

• Un score de 3 correspond à une luminescence entre 0,6 et 0,8 photons/sec/cm2. 

Les images de bioluminescence ont été enregistrées en face ventrale et en face dorsale 

pour chaque souris en fonction du temps. De ce fait, un score a été donné à la fois pour la face 

ventrale et la face dorsale pour chaque site métastatique, les deux valeurs étant par la suite 

additionnée. Puis pour chaque souris, à un temps donné, les scores de l’ensemble des sites 

métastatiques ont été additionnés permettant d’obtenir un score par souris et pour chaque 

temps. Enfin, pour chaque condition mock ou Cx43 et pour un temps donné, la moyenne des 

scores a été calculée permettant d’établir une courbe du score métastatique en fonction du 

temps représentée sur la figure 49D. Ainsi, pour les souris PC-3 mock, le développement de 

métastases semble commencer 7 jours après l’injection alors que pour les souris PC-3 Cx43 

l’apparition de métastases semble plus tardive. De plus, l’évolution des métastases apparaît 

plus rapide et plus intense pour les souris PC-3 mock par rapport aux souris PC-3 Cx43. En
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Figure 50 : Etude du couplage hétérocellulaire entre les cellules cancéreuses prostatiques surexprimant ou
non la Cx43 et les ostéoblastes par la technique de précharge.

Les cellules cancéreuses prostatiques sont les cellules donneuses chargées avec un marqueur membranaire
correspondant au Dil (10 μM) et la molécule diffusible à travers les jonctions communicantes correspondant à la
calcéine (5 μM). Elles sont déposées sur les ostéoblastes.

Après 4h, une diffusion de la calcéine des cellules cancéreuses aux ostéoblastes est observable seulement pour les
cellules LNCaP Cx43.

Barre d’échelle: 100 μm.
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effet, le score métastatique est de 7 à la fin de l’expérimentation à J28 pour les souris PC-3 

mock alors qu’il n’ait que de 5 à J35 pour les souris PC-3 Cx43.  

La dissémination ainsi que le développement de métastases osseuses semblent plus 

rapide et plus importante pour les cellules PC-3 mock que pour les cellules PC-3 Cx43. La 

Cx43 semble donc diminuer la dissémination de ces cellules. 

III. Impact in vitro des lignées cancéreuses prostatiques surexprimant ou 

non la Cx43 sur le phénotype des ostéoblastes. 

Des co-cultures avec ou sans contact ont été effectuées entre les cellules cancéreuses 

prostatiques surexprimant ou non la Cx43 et des ostéoblastes, cellules clés de la formation 

osseuse. 

1. Evaluation de la communication hétérocellulaire. 

La technique de précharge a permis d’évaluer si les cellules cancéreuses prostatiques 

surexprimant ou non la Cx43 établissaient une communication hétérocellulaire avec les 

ostéoblastes après 4 jours de différenciation. Dans ces conditions, les ostéoblastes sont les 

cellules receveuses et les cellules cancéreuses prostatiques sont les cellules donneuses 

préalablement chargées avec 10 μM de Dil et 5 μM de calcéine (Figure 50). 

Tout d’abord, un contrôle a été effectué permettant de mettre en évidence une 

communication homocellulaire entre les ostéoblastes. En effet, il est possible de visualiser un 

transfert de la calcéine de l’ostéoblaste donneur aux ostéoblastes receveurs. Cette 

communication ostéoblastique a été préalablement caractérisée au sein du laboratoire (Geneau 

et al., 2010; Niger et al., 2008). 

Concernant la communication hétérocellulaire, elle n’a été mise en évidence que 

lorsque les ostéoblastes sont en contact avec les cellules LNCaP Cx43. Pour les cellules PC-3 

mock ou Cx43 ainsi que pour les cellules LNCaP mock, aucun transfert de la calcéine aux 

ostéoblastes n’a pu être observé. Donc, les cellules LNCaP Cx43 peuvent établir à la fois une 

communication homocellulaire (décrite précédemment) ainsi qu’une communication 

hétérocellulaire avec les ostéoblastes.   
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Figure 51 : Impact des cellules cancéreuses prostatiques surexprimant ou non la Cx43 sur la prolifération des 
ostéoblastes.

A) Schéma représentant le modèle de co-culture avec les deux configurations : contact et sans contact entre les cellules
cancéreuses prostatiques et les ostéoblastes. La photographie illustre la configuration avec contact et la flèche cible les
cellules cancéreuses prostatiques entourées par les ostéoblastes. B) Histogramme représentant le nombre
d’ostéoblastes mesuré par le test au bleu de méthylène après 4 jours de co-culture avec ou sans contact avec les
cellules PC-3 mock ou Cx43. C) Histogramme représentant le nombre d’ostéoblastes, mesuré par le test au bleu de
méthylène, après 4 jours de co-culture avec ou sans contact avec les cellules LNCaP mock ou Cx43.

Chaque barre représente la valeur moyenne SEM, n=4 en triplicat. Les barres grises correspondent à la configuration
où les ostéoblastes sont seuls, les barres rouges à la configuration avec contact et les barres vertes à la configuration
sans contact. L’analyse statistique est effectuée par un test de Student t non apparié. *P<0,05 ; **P<0,01; ***P<0,001.
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2. Impact des cellules cancéreuses prostatiques surexprimant ou non la Cx43 sur 

la prolifération des ostéoblastes.  

L’étude de la prolifération des ostéoblastes co-cultivés en contact ou non avec les 

cellules cancéreuses prostatiques a été effectuée après 4 jours de culture pour pouvoir se situer 

dans la phase exponentielle de croissance des ostéoblastes (Geneau et al., 2010).  

De plus, pour éviter de prendre en compte le nombre de cellules cancéreuses 

prostatiques dans la configuration en contact, il a été nécessaire d’évaluer la proportion des 

ostéoblastes par rapport aux cellules totales. Le jour de l’ensemencement, le ratio était de 1/10 

en faveur des ostéoblastes. Donc, pour chaque configuration en contact, les cellules ont été 

colorées à l’éosine/hématoxyline et un comptage des ostéoblastes et des cellules prostatiques 

a été effectué. Ainsi, il a été possible de définir un ratio permettant de déterminer la 

proportion des cellules cancéreuses prostatiques par rapport aux ostéoblastes après 4 jours de 

co-culture :  

• Dans la condition PC-3 mock en contact avec les ostéoblastes : le rapport des 

cellules est de 1/5 caractérisé par une prolifération plus importante des cellules 

PC-3 mock. 

• Dans les trois autres conditions (PC-3 Cx43/ostéoblastes, LNCaP 

mock/ostéoblastes, LNCaP Cx43/ostéoblastes) : le rapport reste inchangé. 

La coloration au bleu de méthylène a permis par la suite d’évaluer le nombre 

d’ostéoblastes dans les différentes conditions de co-culture. 

Pour la co-culture avec les cellules PC-3, une augmentation de la prolifération de 10% 

et de 18% a été observée respectivement pour les ostéoblastes co-cultivés en contact avec les 

cellules PC-3 mock et les cellules PC-3 Cx43 par rapport aux ostéoblastes cultivés seuls 

(Ostéoblastes seuls : 2,004.105 ± 1,03. 104 cellules). L’impact des cellules PC-3 Cx43 en 

contact sur la prolifération des ostéoblastes est légèrement plus important par rapport aux 

cellules PC-3 mock avec une augmentation de 8%. Concernant la configuration sans contact 

pour la co-culture avec les cellules PC-3 mock, les ostéoblastes ont une augmentation de la 

prolifération de 21% par rapport aux ostéoblastes cultivés seuls. Ainsi, les cellules PC-3 

accroissent la prolifération des ostéoblastes lorsqu’elles sont co-cultivées en contact avec un 

effet légèrement plus important pour les cellules PC-3 Cx43. Mais pour la configuration sans
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Figure 52 : Impact des cellules cancéreuses prostatiques surexprimant ou non la Cx43 sur l’activité de la 
phosphatase alcaline des ostéoblastes.

A) Histogramme représentant l’activité de la phosphatase alcaline (exprimée en UI/30min/L/μg de protéines) après
2 jours de co-culture avec ou sans contact avec les cellules PC-3 mock ou Cx43. B) Histogramme représentant
l’activité de la phosphatase alcaline (exprimée en UI/30min/L/μg de protéines) après 2 jours de co-culture avec ou
sans contact avec les cellules LNCaP mock ou Cx43.

Chaque barre représente la valeur moyenne SEM, n=4 en triplicat. Les barres grises correspondent à la
configuration où les ostéoblastes sont seuls, les barres rouges à la configuration avec contact et les barres vertes à la
configuration sans contact. L’analyse statistique est effectuée par un test de Student t pour des valeurs non
appariées. *P<0,05 ; **P<0,01; ***P<0,001.

A

B



Résultats.

115 

contact, seul les cellules PC-3 mock augmentent la prolifération des ostéoblastes (Figure 

51B). 

Concernant la co-culture avec les cellules LNCaP, la prolifération des ostéoblastes est 

augmentée quels que soient la configuration et le génotypage des cellules LNCaP par rapport 

à la condition où les ostéoblastes sont cultivés seuls (Ostéoblastes seuls : 1,6.105 ± 1,28.10 3 

cellules). Dans la configuration en contact, les cellules LNCaP mock augmentent de 10% la 

prolifération des ostéoblastes par rapport aux cellules LNCaP Cx43. A l’inverse, dans la 

configuration sans contact, les cellules LNCaP Cx43 ont un impact plus important avec une 

augmentation de 12% de la prolifération des ostéoblastes par rapport aux cellules LNCaP 

mock. Ainsi, la surexpression de la Cx43 dans les cellules LNCaP influence la prolifération 

des ostéoblastes caractérisée notamment par une diminution de la prolifération lorsque les 

cellules sont en contact direct (Figure 51C). 

3. Impact des cellules cancéreuses prostatiques surexprimant ou non la Cx43 sur 

la différenciation des ostéoblastes. 

3.1. Effet sur l’activité de la phosphatase alcaline. 

L’activité de la phosphatase alcaline a été mesurée dans les mêmes configurations de 

co-culture avec ou sans contact avec les cellules cancéreuses prostatiques surexprimant ou 

non la Cx43. Etant un critère précoce de la différenciation ostéoblastique, l’activité de la 

phosphatase alcaline a été effectuée après 2 jours de co-culture.  

Comme pour l’étude sur la prolifération des ostéoblastes, il a été nécessaire de 

s’affranchir des cellules cancéreuses prostatiques dans la condition en contact. D’une part, 

aucune activité de la phosphatase alcaline n’a été observée dans les cellules cancéreuses 

prostatiques. De plus, une évaluation de la quantité protéique des cellules cancéreuses 

prostatiques (cultivées seules) a permis de soustraire cette valeur de la quantité protéique 

totale obtenue dans la configuration en contact. 

Tout d’abord, les cellules PC-3 mock et les cellules PC-3 Cx43 augmentent l’activité 

de la phosphatase alcaline des ostéoblastes respectivement de 133% et de 98% lorsque les 

cellules sont co-cultivées en contact par rapport aux ostéoblastes cultivés seuls (activité 

phosphatase alcaline : 4,668 ± 0,419 UI/30min/L/μg de protéines). De plus, une augmentation
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Figure 53 : Impact des cellules cancéreuses prostatiques surexprimant ou non la Cx43  sur l’expression de 
l’ARNm de la phosphatase alcaline (PAL) dans les ostéoblastes.

A) Histogramme représentant l’expression normalisée de l’ARNm de la phosphatase alcaline mesurée par RT-
qPCR par rapport à la condition contrôle (ostéoblastes cultivés seuls) après 2, 4, et 10 jours de co-culture avec ou
sans contact avec les cellules PC-3 mock ou Cx43. B) Histogramme représentant l’expression normalisée de
l’ARNm de la phosphatase alcaline par rapport à la condition contrôle (ostéoblastes cultivés seuls) après 2, 4, et 10
jours de co-culture avec ou sans contact avec les cellules LNCaP mock ou Cx43.

Chaque barre représente la valeur moyenne SEM, n=4 pour chaque condition. Les barres grises correspondent à
la configuration où les ostéoblastes sont seuls, les barres rouges à la configuration avec contact et les barres vertes à
la configuration sans contact. L’analyse statistique est effectuée par un test Anova à une entrée suivi par un test
post-hoc de Tukey. *P<0,05 ; **P<0,01.
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de 38% de l’activité de la phosphatase alcaline a pu également être observée dans la 

configuration sans contact seulement lorsque les ostéoblastes sont co-cultivés avec les cellules 

PC-3 mock. L’impact des cellules PC-3 mock ou Cx43 sur l’activité de la phosphatase 

alcaline des ostéoblastes est plus important dans la configuration en contact (Figure 52A). 

Puis, le même profil a été également observé lors de la co-culture avec les cellules 

LNCaP. En effet, dans la configuration en contact, les cellules LNCaP mock ou Cx43 

accroissent l’activité de la phosphatase alcaline des ostéoblastes respectivement de 167% et 

de 86% par rapport aux ostéoblastes cultivés seuls (activité phosphatase alcaline : 4,183 ± 

0,420 UI/30min/L/μg de protéines). Une augmentation de 46% a été observée dans la 

configuration sans contact seulement pour la co-culture des ostéoblastes avec les cellules 

LNCaP mock. Comme pour les cellules PC-3, l’impact sur l’activité de la phophatase alcaline 

des ostéoblastes est plus important dans la configuration en contact (Figure 52B). 

Néanmoins, aucune différence significative n’a pu être observée entre la co-culture 

avec les cellules mock et les cellules Cx43 dans la configuration en contact, aussi bien pour 

les cellules PC-3 que pour les cellules LNCaP. 

3.2. Effet sur l’expression génique de marqueurs de différenciation ostéoblas-
tique. 

Cette étude a été effectuée dans les mêmes conditions que précédemment 

correspondant aux co-cultures avec ou sans contact entre les ostéoblastes et les cellules 

cancéreuses prostatiques surexprimant ou non la Cx43. De plus, l’analyse a été faite sur trois 

temps, à 2 jours (J2), 4 jours (J4) et 10 jours (J10) de différenciation pour observer l’évolution 

des marqueurs de différenciation.  

Pour s’affranchir des cellules cancéreuses prostatiques dans la configuration en 

contact, l’utilisation d’amorces spécifiques murines permet de cibler les ADNc murins des 

ostéoblastes. Enfin, sept marqueurs ont été étudiés : la phosphatase alcaline (PAL), la Cx43, 

le Cbfa1, l’ostéocalcine (OCN), l’ostéopontine (OPN), le RANKL et l’ostéoprotégérine 

(OPG). Les valeurs ont été normalisées par rapport à la condition où les ostéoblastes sont 

cultivés seuls. 

Concernant la phosphatase alcaline, il est intéressant de noter que son évolution à J2 

suit le même profil observé lors de la mesure de son activité. En effet, le taux d’expression de
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Figure 54 : Impact des cellules cancéreuses prostatiques surexprimant ou non la Cx43  sur l’expression de 
l’ARNm de la Cx43 dans les ostéoblastes.

A) Histogramme représentant l’expression normalisée de l’ARNm de la Cx43 mesurée par RT-qPCR par rapport à
la condition contrôle (ostéoblastes cultivés seuls) après 2, 4, et 10 jours de co-culture avec ou sans contact avec les
cellules PC-3 mock ou Cx43. B) Histogramme représentant l’expression normalisée de l’ARNm de la Cx43 par
rapport à la condition contrôle (ostéoblastes cultivés seuls) après 2, 4, et 10 jours de co-culture avec ou sans contact
avec les cellules LNCaP mock ou Cx43.

Chaque barre représente la valeur moyenne SEM, n=4 pour chaque condition. Les barres grises correspondent à
la configuration où les ostéoblastes sont seuls, les barres rouges à la configuration avec contact et les barres vertes à
la configuration sans contact. L’analyse statistique est effectuée par un test Anova à une entrée suivi par un test
post-hoc de Tukey. *P<0,05 ; **P<0,01; *** P<0,001.
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son ARNm est fortement augmenté lorsque les ostéoblastes sont co-cultivés en contact avec 

les cellules cancéreuses prostatiques mock ou Cx43. Pour la co-culture avec les cellules PC-3, 

une augmentation de 280% est observée pour les cellules PC-3 mock et également pour les 

cellules PC-3 Cx43 (Figure 53A). Mais l’impact des cellules LNCaP est plus important car le 

taux d’ARNm de la phosphatase alcaline dans les ostéoblastes est augmenté de 415% aussi 

bien en contact avec les cellules LNCaP mock et les cellules LNCaP Cx43 (Figure 53B).  

Durant la différenciation des ostéoblastes, les cellules PC-3 mock et Cx43 augmentent 

de 2,8 fois l’expression de l’ARNm de la phosphatase alcaline des ostéoblastes lorsqu’ils sont 

co-cultivés en contact, et ce pour J4 et J10. Les cellules LNCaP n’ont pas d’impact sur 

l’expression de la phosphatase alcaline à J4, mais à J10 elles stimulent de nouveau cette 

expression en contact mais de manière plus importante qu’à J2. En effet, une augmentation de 

27 fois et de 17 fois a été observée respectivement pour les cellules LNCaP mock et les 

cellules LNCaP Cx43. 

Donc les cellules cancéreuses prostatiques augmentent l’expression en ARNm de la 

phosphatase alcaline des ostéoblastes seulement lorsque les cellules sont co-cultivées en 

contact, à part à J4 pour les cellules LNCaP. 

La Cx43 impliquée dans la différenciation des ostéoblastes a été également étudiée. En 

effet, son expression en co-culture varie significativement après 4 jours de co-culture aussi 

bien avec les cellules PC-3 et les cellules LNCaP (Figure 54A et B). A J2, son expression 

n’est pas modifiée mais à J4 une diminution de 40% et de 46% est observée respectivement 

pour les co-cultures avec les cellules PC-3 et les cellules LNCaP. Cette diminution est 

observée pour les deux configurations testées : avec ou sans contact entre les cellules. Puis 

après 10 jours de différenciation, l’expression de la Cx43 est augmentée pour revenir à des 

niveaux comparables à ceux obtenus avec les ostéoblastes cultivés seuls. Mais, cette 

augmentation reste plus faible pour les ostéoblastes co-cultivés en contact avec les cellules 

PC-3.  

Trois marqueurs suivent le même type de profil d’expression lorsque les ostéoblastes 

sont co-cultivés avec les cellules cancéreuses prostatiques : il s’agit de l’ostéocalcine, 

l’ostéopontine et du Cbfa1. En effet, à J2 les cellules cancéreuses prostatiques ne modifient 

pas l’expression de ces facteurs quelle que soit la configuration étudiée sauf pour les cellules 

PC-3 dans la configuration en contact qui diminuent (de 20% à 40%) l’expression de 

l’ostéocalcine et de l’ostépontine (Figure 55, 56 et 57).  
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Figure 55 : Impact des cellules cancéreuses prostatiques surexprimant ou non la Cx43  sur l’expression de 
l’ARNm de Cbfa1 dans les ostéoblastes.

A) Histogramme représentant l’expression normalisée de l’ARNm de Cbfa1 mesurée par RT-qPCR par rapport à la
condition contrôle (ostéoblastes cultivés seuls) après 2, 4, et 10 jours de co-culture avec ou sans contact avec les
cellules PC-3 mock ou Cx43. B) Histogramme représentant l’expression normalisée de l’ARNm de Cbfa1 par
rapport à la condition contrôle (ostéoblastes cultivés seuls) après 2, 4, et 10 jours de co-culture avec ou sans contact
avec les cellules LNCaP mock ou Cx43.

Chaque barre représente la valeur moyenne SEM, n=4 pour chaque condition. Les barres grises correspondent à
la configuration où les ostéoblastes sont seuls, les barres rouges à la configuration avec contact et les barres vertes à
la configuration sans contact. L’analyse statistique est effectuée par un test Anova à une entrée suivi par un test
post-hoc de Tukey. *P<0,05; *** P<0,001.
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Figure 56 : Impact des cellules cancéreuses prostatiques surexxprimant ou non la Cx43  sur l’expression de 
l’ARNm de l’ostéocalcine (OCN) dans les ostéoblastes. 

A) Histogramme représentant l’expression normalisée de l’ARNm de l’ostéocalcine mesurée par RT-qPCR par
rapport à la condition contrôle (ostéoblastes cultivés seuls) après 2, 4, et 10 jours de co-culture avec ou sans contact
avec les cellules PC-3 mock ou Cx43. B) Histogramme représentant l’expression normalisée de l’ARNm de
l’ostéocalcine par rapport à la condition contrôle (ostéoblastes cultivés seuls) après 2, 4, et 10 jours de co-culture
avec ou sans contact avec les cellules LNCaP mock ou Cx43.

Chaque barre représente la valeur moyenne SEM, n=4 pour chaque condition. Les barres grises correspondent à
la configuration où les ostéoblastes sont seuls, les barres rouges à la configuration avec contact et les barres vertes à
la configuration sans contact. L’analyse statistique est effectuée par un test Anova à une entrée suivi par un test
post-hoc de Tukey. *P<0,05 ; **P<0,01; *** P<0,001.
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Figure 57 : Impact des cellules cancéreuses prostatiques surexprimant ou non la Cx43  sur l’expression de 
l’ARNm de l’ostéopontine (OPN) dans les ostéoblastes.

A) Histogramme représentant l’expression normalisée de l’ARNm de l’ostéopontine mesurée par RT-qPCR par
rapport à la condition contrôle (ostéoblastes cultivés seuls) après 2, 4, et 10 jours de co-culture avec ou sans contact
avec les cellules PC-3 mock ou Cx43. B) Histogramme représentant l’expression normalisée de l’ARNm de
l’ostéopontine par rapport à la condition contrôle (ostéoblastes cultivés seuls) après 2, 4, et 10 jours de co-culture
avec ou sans contact avec les cellules LNCaP mock ou Cx43.

Chaque barre représente la valeur moyenne SEM, n=4 pour chaque condition. Les barres grises correspondent à
la configuration où les ostéoblastes sont seuls, les barres rouges à la configuration avec contact et les barres vertes à
la configuration sans contact. L’analyse statistique est effectuée par un test Anova à une entrée suivi par un test
post-hoc de Tukey. *P<0,05 ; **P<0,01.
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A J4, il y a toujours un effet marqué de diminution des critères de différenciation quels 

que soient la configuration et le niveau d’expression de la Cx43. En effet, pour Cbfa1 une 

diminution de 70% et de 75% est observée respectivement pour la co-culture avec les cellules 

PC-3 et les cellules LNCaP (Figure 55). Concernant l’ostéocalcine, une diminution de 75% et 

de 85% est observée respectivement pour les cellules PC-3 et les cellules LNCaP (Figure 56). 

Enfin, pour l’ostéopontine une diminution de 65% et de 70% est observée respectivement 

pour la co-culture avec les cellules PC-3 et les cellules LNCaP (Figure 57). Donc au 

quatrième jour de co-culture, les cellules cancéreuses altèrent fortement la capacité de 

différenciation des ostéoblastes. 

Puis à J10, une augmentation de l’expression des critères a été observée uniquement 

en contact avec un impact significatif pour la co-culture avec les cellules LNCaP mais non 

significatif pour la co-culture avec les cellules PC-3. En effet pour Cbfa1, une augmentation 

significative de 348% est observée lorsque les ostéoblastes sont co-cultivés en contact avec 

les cellules LNCaP mock ou Cx43 (Figure 55B). Concernant l’ostéocalcine, une 

augmentation importante de 18 fois est observée pour la co-culture en contact avec les 

cellules LNCaP (Figure 56B). Enfin, une augmentation d’expression de l’ostéopontine de 

400% et de 520% est observée respectivement pour les ostéoblastes co-cultivés en contact 

avec les cellules PC-3 et les cellules LNCaP mock (Figure 57). Ainsi, l’augmentation 

d’expression de ces trois facteurs à 10 jours de différenciation est plus importante lorsque les 

ostéoblastes sont co-cultivés en contact avec les cellules LNCaP sans effet du niveau 

d’expression de la Cx43. 

Ainsi, les cellules cancéreuses prostatiques semblent diminuer les critères de 

différenciation avec un effet précoce pour l’ostéopontine, l’ostéocalcine et Cbfa-1 à quatre 

jours de co-culture. Néanmoins, le niveau de la Cx43 ne semble pas modifier cette capacité de 

diminution de la différenciation. 

Etant donné les résultats obtenus in vivo suite aux injections intra-tibiales démontrant 

des tumeurs ostéolytiques, il semblait important d’étudier deux facteurs exprimés par les 

ostéoblastes impliqués dans l’activation des ostéoclastes : le RANKL (activateur) et 

l’ostéoprotégérine (inhibiteur). Concernant le RANKL, son expression est augmentée lorsque 

les ostéoblastes sont co-cultivés en contact avec les cellules cancéreuses prostatiques 

surexprimant ou non la Cx43, à tous les temps étudiés (Figure 58). Pour la co-culture avec les 

cellules PC-3, l’augmentation en contact est statistiquement significative pour les cellules PC-
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Figure 58 : Impact des cellules cancéreuses prostatiques surexprimant ou non la Cx43  sur l’expression de 
l’ARNm de RANKL dans les ostéoblastes.

A) Histogramme représentant l’expression normalisée de l’ARNm de RANKL mesurée par RT-qPCR par rapport à
la condition contrôle (ostéoblastes cultivés seuls) après 2, 4, et 10 jours de co-culture avec ou sans contact avec les
cellules PC-3 mock ou Cx43. B) Histogramme représentant l’expression normalisée de l’ARNm de RANKL par
rapport à la condition contrôle (ostéoblastes cultivés seuls) après 2, 4, et 10 jours de co-culture avec ou sans contact
avec les cellules LNCaP mock ou Cx43.

Chaque barre représente la valeur moyenne SEM, n=4 pour chaque condition. Les barres grises correspondent à
la configuration où les ostéoblastes sont seuls, les barres rouges à la configuration avec contact et les barres vertes à
la configuration sans contact. L’analyse statistique est effectuée par un test Anova à une entrée suivi par un test
post-hoc de Tukey. *P<0,05 ; **P<0,01.

A

B

RANKL



Résultats.

120 

j2 j4 j10
0

20

40

60

80

100

120

140

160

180

***

***

***
***

Ex
pr

es
si

on
 n

or
m

al
is

ée
 A

R
N

m
 d

e 
O

PG
 (%

/O
B

 s
eu

l)

j2 j4 j10
0

25

50

75

100

125

150

**
**

***

***

***
***

**
**

*
**

Ex
pr

es
si

on
 n

or
m

al
is

ée
 A

R
N

m
 d

e 
O

PG
 (%

/O
B

 s
eu

l)

Co-culture PC-3/OB

Co-culture LNCaP/OB

OB
Mock
Cx43
Contact
Sans Contact

Figure 59 : Impact des cellules cancéreuses prostatiques surexprimant ou non la Cx43  sur l’expression de 
l’ARNm de l’ostéoprotégérine (OPG) dans les ostéoblastes.

A) Histogramme représentant l’expression normalisée de l’ARNm de l’ostéoprotégérine mesurée par RT-qPCR par
rapport à la condition contrôle (ostéoblastes cultivés seuls) après 2, 4, et 10 jours de co-culture avec ou sans contact
avec les cellules PC-3 mock ou Cx43. B) Histogramme représentant l’expression normalisée de l’ARNm de
l’ostéoprotégérine par rapport à la condition contrôle (ostéoblastes cultivés seuls) après 2, 4, et 10 jours de co-
culture avec ou sans contact avec les cellules LNCaP mock ou Cx43.

Chaque barre représente la valeur moyenne SEM, n=4 pour chaque condition. Les barres grises correspondent à
la configuration où les ostéoblastes sont seuls, les barres rouges à la configuration avec contact et les barres vertes à
la configuration sans contact. L’analyse statistique est effectuée par un test Anova à une entrée suivi par un test
post-hoc de Tukey. *P<0,05 ; **P<0,01; ***P<0,001.
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3 Cx43 (augmentation de 370% à J2, 557% à J4 et 380% à J10 ; Figure 58A). Pour la co-

culture avec les cellules LNCaP, l’augmentation d’expression de RANKL est observée à la 

fois pour les ostéoblastes co-cultivés avec les cellules LNCaP mock et les cellules LNCaP 

Cx43. En effet à J2, une augmentation de 315% est observée, alors qu’à J10 elle correspond à 

852% pour la co-culture avec les cellules LNCaP mock et de 766% avec les cellules LNCaP 

Cx43. Mais à J4, l’augmentation d’expression de RANKL n’est significative que pour la co-

culture avec les cellules LNCaP mock correspondant à un accroissement de 387,5% (Figure 

58B).  

Enfin, l’augmentation d’expression de RANKL est plus importante pour la co-culture 

avec les cellules LNCaP que pour les cellules PC-3 à J10. 

A l’inverse, les co-cultures avec les cellules cancéreuses prostatiques ont un effet 

inhibiteur sur l’expression de l’ostéoprotégérine. Cet effet est significatif quels que soient le 

temps étudié pour les cellules PC-3 et seulement au 4ème jour de co-culture pour les cellules 

LNCaP (diminution de 75%) (Figure 59). Mais à J2, une diminution significative de 60% est 

observée seulement dans la configuration en contact avec les cellules PC-3 alors qu’à J10, une 

diminution de 65% environ est mise en évidence dans les deux configurations étudiées 

(Figure 59A).  

Enfin, un calcul du ratio RANKL/OPG a permis d’observer que ce rapport était 

principalement modifié dans la configuration en contact. En effet, pour la co-culture avec les 

cellules PC-3, le rapport est augmenté respectivement de 10, 20 et de 8 fois après 2 jours, 4 

jours et 10 jours de différenciation. Il n’y a que pour le 4ème jour où le ratio est augmenté de 

10 fois dans la configuration sans contact. Concernant la co-culture avec les cellules LNCaP, 

le rapport RANKL/OPG suit le même type de variation. En effet, le rapport est augmenté 

dans la configuration en contact de 10, 20 et de 25 fois après 2 jours, 4 jours et 10 jours de 

différenciation. De plus, après 4 jours de différenciation, ce ratio est aussi augmenté de 10 

fois dans la configuration sans contact.  

Ainsi, les cellules cancéreuses prostatiques augmentent l’expression de RANKL des 

ostéoblastes principalement lorsque les cellules sont co-cultivées en contact. Parallèlement, 

elles diminuent l’expression de l’ostéoprotégérine.  

En résumé, les co-cultures des cellules cancéreuses prostatiques avec les ostéoblastes 

ont permis d’observer d’une part qu’elles influencent la différenciation ostéoblastique sans 

effet majeur du niveau d’expression de la Cx43 dans les lignées cancéreuses (Tableau 11). En 

effet, une diminution d’expression des marqueurs de différenciation tels que la Cx43,



Effet des cellules PC-3

Effet des cellules LNCaP

OPG

RANKL

Cbfa1

OPN

OCN

Cx43

PAL

Sans 
contactContactSans 

contactContactSans 
contactContact

J10J4J2

Tableau 11 : Récapitulatif des résultats obtenus en co-culture sur l’expression de marqueurs de
différenciation des ostéoblastes.

Une diminution des marqueurs de différenciation à J4 et une augmentation d’expression de RANKL sont
observées par rapport aux ostéoblastes cultivés seuls. La surexpression de la Cx43 dans les cellules PC-3 et les
cellules LNCaP ne modifient pas leur impact sur la différenciation ostéoblastique.
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l’ostéocalcine, l’ostéopontine, Cbfa1 est très importante au quatrième jour de différenciation 

dans les deux configurations étudiées. Pour certains de ces facteurs, leur expression est 

augmentée principalement dans la configuration en contact au 10ème jour de différenciation. 

L’expression de la phosphatase alcaline, quant à elle, est augmentée uniquement dans la 

configuration en contact. Enfin, l’expression des facteurs impliqués dans le contrôle de 

l’activation des ostéoclastes, RANKL et OPG, est également influencée par les co-cultures 

avec les cellules cancéreuses. En effet, l’expression de RANKL est augmentée seulement 

dans la configuration en contact pour tous les temps étudiés alors que l’expression de 

l’ostéoprotégérine est diminuée principalement au 4ème jour de différenciation pour la co-

culture avec les cellules LNCaP et à tous les temps pour la co-culture avec les cellules PC-3. 

Donc, la co-culture avec des cellules cancéreuses prostatiques ralentit les capacités de 

différenciation quelle que soit la configuration étudiée. De plus, elle semble activer les 

processus résorbant uniquement en cas de contact direct entre les cellules cancéreuses 

prostatiques et les ostéoblastes. 

IV. Etude préliminaire de l’expression de la cadhérine-11 dans les 

cellules cancéreuses prostatiques surexprimant ou non la Cx43. 

La cadhérine-11, fortement exprimée dans les ostéoblastes, participent aux métastases 

osseuses des cellules tumorales mammaires et prostatiques. Pour les cellules tumorales 

mammaires, la diminution de la Cx43 entraîne également une diminution d’expression de la 

cadhérine-11 et de leur potentiel métastatique (Chu et al., 2008; Li et al., 2008a). De plus, 

nous avons démontré que l’impact des cellules cancéreuses prostatiques sur la différenciation 

des ostéoblastes en co-culture avait un effet plus important dans la configuration en contact. 

Ainsi, il semble intéressant d’étudier l’expression de la cadhérine-11 dans les cellules PC-3 et 

les cellules LNCaP sur exprimant ou non la Cx43. 

La cadhérine-11 a été étudiée par RT-qPCR pour évaluer le niveau d’expression de 

l’ARN messager et par western blot pour évaluer le niveau d’expression protéique. Ainsi, 

l’expression de la cadhérine-11 semble être augmentée dans les cellules PC-3 Cx43 par 

rapport aux cellules PC-3 mock. En effet, par western blot, la bande obtenue à 110 kDa 

correspondant à la cadhérine-11 est plus intense pour les cellules PC-3 Cx43 (Figure 60B). 

Néanmoins, la variation du niveau d’expression de l’ARNm observée pour les cellules PC-3
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Figure 60 : Evaluation de l’expression et de la localisation de la cadhérine-11 dans les cellules cancéreuses
prostatiques surexprimant ou non la Cx43 .

A) Niveau d’expression de l’ARNm de la cadhérine-11. Les histogrammes représentent les valeurs relatives
normalisées à 100% par rapport aux cellules mock. Chaque barre représente la valeur moyenne SEM, n=3. Les
barres blanches correspondent aux cellules mock et les barres noires aux cellules Cx43. L’analyse statistique est
effectuée par un test Anova à une entrée suivi par un test post-hoc de Tukey. *P<0,05. B) Exemple de western
blot de la cadhérine-11 obtenu pour les cellules PC-3 mock et Cx43 et les cellules LNCaP mock et Cx43. C)
Immunolocalisation de la cadhérine-11 dans les cellules PC-3 mock et Cx43 et les cellules LNCaP mock et Cx43.
Les flèches blanches permettent de cibler l’immunomarquage de la cadhérine-11 principalement dans le
cytoplasme pour les cellules PC-3 mock et Cx43 et les cellules LNCaP mock. Le marquage pour les cellules
LNCaP Cx43 est très nettement localisé à la membrane plasmique.

Barre d’échelle: 100 μm.
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Cx43 n’est pas significative. Concernant les cellules LNCaP, l’effet inverse est observé. Une 

diminution de 39% d’expression de l’ARNm de la cadhérine-11 et de la protéine est observée 

pour les cellules LNCaP Cx43 (Figure 60A et B). 

  

De manière intéressante, l’immunolocalisation de la cadhérine-11 permet de montrer 

que le marquage de la protéine semble être principalement cytoplasmique pour les cellules 

PC-3 mock et Cx43 ainsi que pour les cellules LNCaP mock. Pour les cellules LNCaP Cx43, 

le marquage est nettement plus intense à la membrane plasmique qu’elles soient ou non en 

contact avec les cellules adjacentes (Figure 60C). 

Donc pour les cellules LNCaP Cx43, une diminution d’expression de la cadhérine-11 

est observée mais son immunomarquage semble être plus intense à la membrane plasmique. 
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Discussion. 

La surexpression de la Cx43 dans les cellules cancéreuses prostatiques ayant des 

caractéristiques métastatiques différentes a permis tout d’abord d’étudier l’impact de cette 

connexine sur le potentiel métastatique de ces cellules. Ainsi, il a été nécessaire de vérifier 

que la surexpression de la Cx43 n’entraînait pas la modification d’expression des autres 

connexines connues pour être exprimées dans la prostate telle que la Cx26, la Cx32 et la 

Cx45. Dans nos conditions expérimentales, aucune variation d’expression n’a été mise en 

évidence, permettant de conclure que les effets observés par la suite sont dus aux seules 

variations de la Cx43. 

  

Les résultats obtenus in vitro ont montré un impact différent de la surexpression de la 

Cx43 sur les cellules PC-3 et les cellules LNCaP. En effet, la Cx43 est localisée à la 

membrane et est fonctionnelle pour les cellules LNCaP Cx43 alors que pour les cellules PC-3, 

elle est restreinte au cytoplasme et ne permet pas d’établir de communication intercellulaire. 

Lors d’études antérieures, les équipes de Wang et de Govindarajan ont également surexprimé 

la Cx43 dans les cellules PC-3 et les cellules LNCaP. Ils ont observé des résultats similaires 

où la Cx43 était localisée dans le cytoplasme pour les cellules PC-3 alors que pour les cellules 

LNCaP, elle était membranaire et fonctionnelle (Govindarajan et al., 2002; Wang et al., 

2007a). Ainsi, la comparaison de nos résultats avec ces deux études précédentes a permis de 

valider notre modèle d’étude. Mais dans nos conditions, les niveaux de surexpression de la 

Cx43 diffèrent puisque l’augmentation est plus faible (environ de trois fois) restant à des 

niveaux physiologiques. Le niveau d’expression des transcrits de la Cx43 dans une lignée de 

cellules épithéliales normales immortalisées (RWPE) a été vérifié. Les niveaux d’ARNm sont 

effectivement comparables à ceux des cellules PC-3 et LNCaP Cx43 (ARNm de Cx43 en % 

de GAPDH : PC-3 Cx43 : 68% ; LNCaP Cx43 : 45% ; RWPE : 55,2%). 

L’impact de la Cx43 sur le phénotype des cellules cancéreuses prostatiques entraîne 

une diminution de la prolifération des cellules PC-3 sans modification de l’apoptose. A 

l’inverse pour les cellules LNCaP, la Cx43 membranaire n’a aucun effet sur la prolifération 

de ces cellules. Fukushima et al. avait également mis en évidence un ralentissement de la 

prolifération des cellules PC-3 suite à la surexpression de la Cx43 (Fukushima et al., 2007). 

Dans des conditions comparables, il a été montré que la transfection de la Cx43 mutée au
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niveau de la seconde boucle extracellulaire aboutissait à une localisation cytoplasmique de 

cette dernière accompagnée d’une diminution de la croissance des cellules tumorales du col 

de l’utérus et des cellules tumorales de la vessie (Krutovskikh et al., 2000; Olbina and 

Eckhart, 2003). D’autres études portant sur des cellules de gliomes T98G ont également 

montré que la Cx43 localisée dans le cytoplasme aboutissait à une diminution de la 

prolifération cellulaire (Huang et al., 1998b). Enfin, la surexpression de la Cx43 dans des 

cellules tumorales mammaires peut également entraîner une diminution de la prolifération 

indépendante du couplage intercellulaire tout comme pour les cellules PC-3 qui n’établissent 

pas de communication intercellulaire (Qin et al., 2002). Il reste à savoir comment la Cx43 

cytoplasmique peut influencer la prolifération des cellules PC-3. Certaines études suggèrent 

une action directe de la Cx43 sur l’expression de gènes grâce à son domaine C-terminal. En 

effet, la surexpression du domaine C-terminal de la Cx43 entraîne une diminution de la 

prolifération des cellules Hela ou des cellules neuro2a, avec une localisation nucléaire de ce 

domaine (Dang et al., 2003; Moorby and Patel, 2001). Certains suggèrent que le domaine C-

terminal de la Cx43 peut se scinder afin de migrer dans le noyau pour activer ou réprimer 

l’expression de gènes (Crespin et al., 2010). Enfin, Govindarajan et son équipe ont conclu que 

ce problème était peut être dû à un problème d’adressage de la Cx43 à la membrane. En effet, 

ils ont observé une localisation de la Cx43 dans des vésicules d’endocytose pour les cellules 

LNCaP alors que pour les cellules PC-3 aucune observation n’a été faite. Ils se sont intéressés 

également aux protéines impliquées dans l’adhérence cellulaire telles que l’ -caténine. Ils ont 

observé, suite à la surexpression de l’ -caténine, une augmentation de l’expression de la Cx43 

à la membrane plasmique pour les cellules PC-3 (Govindarajan et al., 2002). 

Mais pour les cellules LNCaP, il a été montré que la surexpression de la Cx43 

entraînait une diminution de la prolifération cellulaire (Govindarajan et al., 2002; Mehta et al., 

1999). Dans ces deux études, la surexpression de la Cx43 a été effectuée à l’aide d’un ADNc 

de rat alors que dans notre étude la surexpression a été faite avec la séquence humaine de la 

Cx43. Par la suite, ils ont établi des clones pour obtenir une lignée homogène de cellules 

LNCaP Cx43. Etant donné qu’une tumeur est caractérisée par son hétérogénéité cellulaire, 

dans notre étude, la totalité des cellules transfectées ont été utilisées afin d’éviter d’avoir un 

lot homogène de cellules. Ayant une autre approche de la surexpression de la Cx43, il ne 

semble pas surprenant d’obtenir des résultats différents de ceux obtenus dans d’autres études.  

Dans notre étude, la surexpression de la Cx43 ne semble pas modifier l’apoptose 

spontanée des cellules cancéreuses prostatiques. D’une manière intéressante, cette observation
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a été mise en évidence par l’équipe de Wang pour les cellules LNCaP. Les auteurs ont 

également montré que la Cx43 membranaire augmentait la sensibilité au TNF  induisant 

l’apoptose des cellules (Wang et al., 2007a). Néanmoins, dans les cellules épithéliales 

normales prostatiques de rat, il semble que le niveau d’expression de la Cx43 soit sensible aux 

androgènes. En effet, les rats castrés ont une augmentation d’expression de la Cx43 associée à 

une augmentation de l’apoptose des cellules épithéliales prostatiques. La ré-introduction 

d’androgènes permet de stimuler la prolifération des cellules épithéliales et de diminuer 

l’expression de la Cx43. Dans ce cas, la Cx43 favoriserait l’apoptose des cellules épithéliales 

prostatiques (Huynh et al., 2001). A l’inverse, la Cx26, après transfection, induit l’apoptose 

des cellules PC-3 et des cellules LNCaP (Tanaka and Grossman, 2004). Dans un modèle de 

cancer du foie, la Cx43 membranaire semble protéger les cellules de l’apoptose favorisant la 

survie cellulaire médiée par le benzopyrène (Tekpli et al., 2010). A l’inverse, pour une autre 

lignée de cancer hépatique, la Cx43 membranaire favorise l’apoptose des cellules SK-Hep-1 

(Liu et al., 2009). Ainsi, l’impact des connexines sur l’apoptose des cellules cancéreuses 

semble être dépendant du type cellulaire mais également de la connexine étudiée. 

La suite de l’étude porte sur l’analyse des capacités d’adhérence et d’invasion des 

cellules cancéreuses prostatiques après surexpression de la Cx43. Ainsi, l’adhérence et 

l’invasion des cellules PC-3 Cx43 sont diminuées alors que pour les cellules LNCaP, la Cx43 

accroît significativement ces capacités. L’augmentation de l’adhérence et de l’invasion des 

cellules LNCaP peut être liée à une augmentation du potentiel métastatique de ces cellules. En 

effet, lors des processus invasifs, les cellules cancéreuses doivent lyser la matrice 

extracellulaire et doivent également adhérer à la matrice extracellulaire pour générer une force 

de traction (Friedl and Wolf, 2008; Ilina and Friedl, 2009). De plus, l’adhérence de ces 

cellules est plus importante sur le collagène de type 1, matrice extracellulaire constitutive de 

l’os.  

De la même façon, il a été montré que la surexpression de la Cx43 dans des cellules de 

gliomes C6 était capable d’accroître leur capacité d’adhérence et d’invasion. La Cx43 dans les 

cellules C6, tout comme dans les cellules LNCaP, est localisée à la membrane plasmique et 

est responsable d’une communication fonctionnelle (Bates et al., 2007; Lin et al., 2002). 

D’autres études au laboratoire ont mis en évidence que les cellules de gliomes U251 

présentaient une diminution de l’invasion et de l’adhérence suite à l’utilisation d’une stratégie 

antisens contre la Cx43 (Strale et al., 2011). La surexpression de la Cx26 entraîne également 

l’augmentation de l’invasion de cellules de mélanomes BL6 et participe également à
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l’invasion des cellules tumorales mammaires (Ito et al., 2000; Naoi et al., 2007). Ainsi pour 

ces modèles, les connexines et notamment la Cx43 participent à l’invasion et à l’adhérence 

des cellules tumorales. Cependant, pour d’autres types cellulaires tels que des cellules 

tumorales pulmonaires, la surexpression de la Cx43 engendre l’effet inverse caractérisé par la 

diminution de l’invasion des cellules associée à une diminution d’expression de la MMP-2 

alors que la Cx43 est localisée à la membrane plasmique (Zhao et al., 2011). De même, la 

transfection de la Cx32 dans des cellules de gliomes n’augmente pas leurs capacités invasives 

(Fry et al., 2001). Concernant la localisation cytoplasmique des connexines, il s’avèrent que la 

Cx32 cytoplasmique dans cellules tumorales hépatiques  HuH7 entraîne une augmentation des 

capacités d’adhérence et d’invasion de ces cellules (Omori et al., 2007). Tout comme 

l’apoptose et la prolifération cellulaire, l’impact des connexines dans l’invasion et l’adhérence 

des cellules différe en fonction du modèle et du type de connexine étudiée.  

  

Les études in vitro faites sur l’impact de la Cx43 sur la prolifération et l’agressivité 

des cellules cancéreuses prostatiques ont pu être complétées par l’analyse des protéines 

sécrétées ou sécrétome faite en collaboration avec l’équipe du Docteur Naus à l’Université de 

British Columbia à Vancouver. Le terme de sécrétome a été utilisé par Tjalsma en 2000 pour 

décrire toutes les protéines libérées par une cellule ou un tissu à travers les différents 

mécanismes de sécrétion (Tjalsma et al., 2000). Ainsi, il a été possible d’établir un comparatif 

des protéines sécrétées entre les cellules mock et les cellules Cx43. De plus, une sélection des 

protéines a été effectuée afin de se focaliser sur celles participant à la progression tumorale ou 

celles présentes dans l’environnement osseux. Ainsi, la surexpression de la Cx43 dans les 

cellules LNCaP entraîne une modification plus importante du sécrétome. En effet, 31 

protéines contre 14 pour les cellules PC-3 ont une variation d’expression suite à la 

surexpression de la Cx43.  

Concernant les cellules PC-3 Cx43, une augmentation de sécrétion du facteur NOV a 

été observée. Il a été montré que la diminution d’expression de NOV par les cellules de 

mélanomes augmente leur capacité métastatique (Fukunaga-Kalabis et al., 2008). De plus, 

lorsque ce facteur est surexprimé dans des cellules de gliomes ou des cellules tumorales 

mammaires, la prolifération cellulaire est diminuée (Gupta et al., 2001; Sin et al., 2009).  

Ainsi, NOV diminue la prolifération cellulaire et la progression des cellules tumorales. Cette 

augmentation de la sécrétion de NOV permettrait d’expliquer en partie les résultats obtenus 

sur les cellules PC-3 Cx43 caractérisés par une diminution de la prolifération cellulaire et des 

capacités d’adhérence et d’invasion. Néanmoins, certaines protéines sécrétées impliquées
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dans l’invasion ont une augmentation d’expression telles que la MMP-1 ou PLAU. La MMP1 

est une protéine dégradant le collagène de type 1 alors que PLAU permet de dégrader la 

matrice extracellulaire. Les deux ont été retrouvés impliqués dans l’invasion des cellules 

cancéreuses prostatiques (Henry et al., 2001; Lein et al., 1998; Yoneda et al., 2010). Ceci peut 

être expliqué par le fait que techniquement les cellules sont privées de SVF pendant 24h avant 

le prélèvement du surnageant de culture. L’absence de sérum dans le milieu de culture 24h 

avant la récupération du surnageant peut affecter la prolifération cellulaire mais également la 

production de protéines ainsi que leur sécrétion (Hasan et al., 1999; Levin et al., 2010; Zander 

and Bemark, 2008). Enfin, deux facteurs présents dans l’environnement osseux présentent une 

augmentation de sécrétion suite à la surexpression de la Cx43 dans les cellules PC-3. Il s’agit 

de FGFBP1 (Fibroblast Growth Factor Binding Protein 1) qui participe à l’augmentation de la 

densité minérale osseuse et de GDF15 (Growth/Differentiation Factor 15) qui est associé à la 

diminution de la différenciation des ostéoclastes (Hoppman et al., 2010; Vanhara et al., 2009). 

Ces deux facteurs semblent donc favoriser la croissance osseuse à l’inverse des cellules PC-3 

connues pour développer des tumeurs lytiques. Est-ce que la Cx43 présente dans les cellules 

PC-3 diminue leur activité ostéolytique ? Récemment il a été montré que GDF15 diminuait 

l’invasion des cellules PC-3 en chambre de Boyden corrélant ainsi avec la diminution de 

l’invasion pour les cellules PC-3 Cx43 (Cheng et al., 2011). Ainsi, certains facteurs impliqués 

dans le ralentissement de la prolifération, dans l’invasion et dans le renouvellement osseux 

ont une sécrétion augmentée suite à la surexpression de la Cx43 dans les cellules PC-3. 

Concernant les cellules LNCaP, les facteurs d’intérêt modifiés par la surexpression de 

la Cx43 sont plus nombreux. De façon intéressante, certains facteurs comme PTX3 ou FST 

dont l’expression est augmentée dans le sérum de patient atteint d’un cancer de la prostate ont 

une sécrétion accrue pour les cellules LNCaP Cx43 (Diamandis et al., 2011; Ravenna et al., 

2009). De plus, la sécrétion de facteurs impliqués dans l’invasion cellulaire tels que la MMP-

13 (collagénase) et PLAT est augmentée dans les cellules LNCaP Cx43 par rapport aux 

cellules LNCaP mock alors qu’elle est diminuée pour un inhibiteur des métalloprotéinases tel 

que TIMP-2. Ces résultats sont donc en corrélation avec l’augmentation de l’invasion des 

cellules LNCaP Cx43 mesurée in vitro. Enfin des facteurs impliqués dans le remodelage 

osseux tels que la 2M, la BMP-3 ou encore LGALS1 voient leur sécrétion par les cellules 

LNCaP Cx43 augmenter. La 2M a été montré comme favorisant la progression tumorale des 

cellules cancéreuses prostatiques aussi bien dans les cellules PC-3 que dans les cellules 

LNCaP (Huang et al., 2006). Il s’avère que la 2M interagirait avec son récepteur présent à la 

membrane plasmique des cellules cancéreuses et accentuerait la transition épithélio-
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mésenchymateuse en augmentant l’expression de la vimentine et de la N-cadhérine (Josson et 

al., 2011). Ainsi pour les cellules LNCaP, la surexpression de la Cx43 semble augmenter la 

sécrétion d’un grand nombre de protéines participant à l’invasion et au remodelage osseux. 

L’analyse du sécrétome permet donc d’une part de confirmer les résultats obtenus in 

vitro sur l’impact de la Cx43 sur la prolifération ou l’invasion des cellules cancéreuses 

prostatiques et d’autre part de mettre en évidence que la Cx43 influence la sécrétion de 

protéines indépendamment de la communication intercellulaire pour les cellules PC-3. A 

l’inverse, pour les cellules LNCaP Cx43 la communication intercellulaire semble amplifier la 

sécrétion de facteurs agressifs et ostéolytiques. L’utilisation de bloqueurs de la 

communication tels que l'acide glycyrrhétinique ou encore les peptides mimétiques GAP27 

permettrait de confirmer ou non le rôle de la communication cellulaire dans la sécrétion de 

protéines.  

Il est à noter que l’analyse du sécrétome est une technique assez récente et très peu de 

données sur l’impact de la Cx43 sur la sécrétion de protéines sont disponibles dans la 

littérature.  

  

Globalement, la caractérisation des cellules cancéreuses prostatiques nous indique que 

la Cx43 accroît le potentiel métastatique des cellules LNCaP. A l’inverse pour les cellules 

PC-3, il apparaît que la Cx43 semble diminuer leur capacité métastatique. Dans ce contexte, il 

nous a donc paru intéressant de déterminer si la Cx43 modifiait l’impact osseux des cellules 

cancéreuses prostatiques in vivo. Ainsi, l’injection intra-tibiale a permis de confirmer que la 

surexpression de la Cx43 rendait les cellules LNCaP plus agressives. L’incidence tumorale 

ainsi que la perte du volume osseux sont plus importants pour les cellules LNCaP Cx43 que 

pour les cellules LNCaP mock. L’apparition de tumeurs ostéolytiques a été tout d’abord 

surprenante pour les cellules LNCaP qui ont été montrées comme ostéoblastiques dans 

d’autres études (Yonou et al., 2003; Yonou et al., 2004). Mais il s’avère que cette lignée peut 

être mixte c'est-à-dire, soit développer des lésions lytiques ou ostéoblastiques (Corey et al., 

2002). Dans nos conditions expérimentales, l’évolution lytique semble donc prédominer. La 

BMP-3 est un facteur connu pour inhiber la formation osseuse et est associé à la formation de 

métastases ostéolytiques (Bentley et al., 1992; Daluiski et al., 2001; Gamer et al., 2009). Dans 

notre étude, la sécrétion de ce facteur est augmentée après surexpression de la Cx43 dans les 

cellules LNCaP. Il pourrait participer à l’augmentation d’incidence des tumeurs lytiques 

lorsque les cellules LNCaP Cx43 sont injectées dans la tête du tibia des souris. 
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Les cellules PC-3 développent également des tumeurs ostéolytiques mais aucun effet 

de la Cx43 sur le développement des tumeurs n’a pu être observé. Il a été montré que 

l’injection intra-fémorale des cellules PC-3 entraîne également le développement de tumeurs 

ostéolytiques (Kaighn et al., 1979; Wu et al., 1998) associé à une forte présence des 

ostéoclastes à l’interface os/tumeur (Fizazi et al., 2003).   

De plus, les cellules PC-3 natives sont des cellules à la base très agressives dont la 

surexpression de la Cx43 modifie leur caractéristique in vitro mais pas in vivo après injection 

intra-tibiale. Il nous a donc semblé intéressant de déterminer si la Cx43 dans les cellules PC-3 

influençait leur dissémination au sein de l’organisme après injection intra-cardiaque chez la 

souris. Lors d’une étude préliminaire de bioluminescence, nous avons donc suivi la 

dissémination des cellules PC-3 marquées par la luciférase et évalué l’impact de la 

surexpression de la Cx43. Il apparaît que, dans nos conditions, la Cx43 semble diminuer le 

développement métastatique osseux des cellules PC-3. En effet, les souris PC-3 Cx43 

développent plus tardivement des métastases osseuses par rapport aux souris PC-3 mock 

nécessitant un sacrifice plus précoce de ces dernières. De plus, le site de métastase privilégié 

des cellules est clairement le tissu osseux, avec une préférence pour les pattes antérieures et 

postérieures ainsi que la mâchoire. Ainsi, il apparaît que la surexpression de la Cx43 

cytoplasmique diminue la dissémination et l’invasion des cellules PC-3 in vivo.  

L’injection intra-cardiaque des cellules LNCaP est à envisager même s’il a été montré 

dans une étude antérieure que les cellules natives n’entraînaient pas le développement de 

métastases osseuses (Wu et al., 1998). En effet, nos travaux montrent que la Cx43 accroit in 

vitro l’invasion et l’adhérence des cellules LNCaP et augmente in vivo l’incidence des 

tumeurs après injection intra-tibiale. De plus, il a été montré que l’expression de la Cx43 et de 

la Cx26 est augmentée dans les métastases des cellules cancéreuses prostatiques et 

mammaires. Elles participeraient d’une part à l’ostéomimétisme et d’autre part à la transition 

inverse de l’EMT pour permettre le développement de métastases (Bellahcene et al., 2007; 

Chao et al., 2011; Clezardin and Teti, 2007). Une autre étude a également montré que 

l’expression de la Cx43 était augmentée lors du développement de métastases dans les 

ganglions lymphatiques d’un cancer de l’estomac. Cette variation d’expression de la Cx43 

était associée à une re-expression de la E-cadhérine caractéristique de la transition inverse de 

l’EMT (Tang et al., 2011). Concernant le cancer du sein, la Cx43 semble être impliquée dans 

le développement de métastases des ganglions lymphatiques (Kanczuga-Koda et al., 2006). A 

l’inverse, des études plus récentes semblent indiquer que la Cx43 a un effet inhibiteur sur le 

développement de métastases pulmonaires (Li et al., 2008b; Plante et al., 2011). Enfin, dans
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des cellules de mélanome, la Cx43 est aussi associée à un phénotype métastatique agressif. En 

effet, la surexpression de PAR-1 (Protease-Activated Receptor-1), impliquée dans les 

métastases des cellules de mélanomes, entraîne une augmentation d’expression de la Cx43 et 

une diminution de PAR-1 réduit le développement de métastases ainsi que le niveau 

d’expression de la Cx43 (Villares et al., 2009). Le rôle de la Cx43 dans le développement des 

métastases semblent etre dépendant du type cellulaire mais également du foyer métastatique. 

Ainsi, il semble nécessaire d’évaluer son implication dans la dissémination des cellules 

LNCaP et de déterminer le site privilégié pour le développement des métastases. 

Il s’avère que l’interaction des cellules cancéreuses prostatiques avec le micro-

environnement osseux chez l’homme entraine majoritairement l’apparition de lésions 

ostéoblastiques caractérisées par l’augmentation de la formation osseuse et donc de la densité 

minérale osseuse. Cependant, des études cliniques ont montré une augmentation d’expression 

de marqueurs ostéoblastiques (phosphatase alcaline) mais également de marqueurs de la 

résorption osseuse (collagène de type 1) dans le sérum de patients atteints d’un cancer de la 

prostate avec métastases osseuses. De plus, en comparant ces sérums avec le sérum de 

patientes atteintes d’un cancer du sein avec métastases ostéolytiques, ils ont observé que les 

marqueurs de la résorption osseuse sont plus élevés dans le sérum de patients atteints d’un 

cancer de la prostate avec métastases ostéoblastiques (Demers et al., 2000; Demers et al., 

2003; Garnero et al., 2000). 

L’étape importante dans le développement des métastases osseuses de type 

ostéoblastique apparaît donc être tout d’abord la résorption de la matrice osseuse, mais le 

mécanisme reste encore peu connu.  

Pour comprendre l’impact de la Cx43 sur le développement de tumeurs osseuses 

constatées in vivo, des co-cultures avec ou sans contact ont été effectuées entre les cellules 

cancéreuses prostatiques surexprimant ou non la Cx43 et des ostéoblastes issus de calvarias 

de souris. La culture des ostéoblastes murins a été mise au point et validée précédemment au 

laboratoire (Geneau et al., 2007; Geneau et al., 2010).  

Avant l’analyse des co-cultures, il a été important de déterminer une possible 

communication hétérocellulaire entre les cellules cancéreuses prostatiques et les ostéoblastes. 

Ainsi les cellules LNCaP Cx43 peuvent établir des échanges par le transfert de molécules 

intercellulaires alors que pour les cellules PC-3, aucune communication directe n’existe avec 

les ostéoblastes. C’est la première fois qu’une communication hétérocellulaire par jonctions
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communicantes entre des cellules cancéreuses prostatiques et des ostéoblastes a été mise en 

évidence. Précédemment, il a été montré que des cellules tumorales mammaires pouvaient 

établir une communication hétérocellulaire avec les ostéoblastes. Il s’avère que la 

communication homocellulaire entre les cellules tumorales mammaires est plus faible que 

cette communication hétérocellulaire. Ainsi, les auteurs en ont conclu que l’établissement 

d’une communication hétérocellulaire était importante pour le développement de métastases 

osseuses (Donahue et al., 2003; Kapoor et al., 2004). Il nous a donc semblé intéressant 

d’évaluer si la communication hétérocellulaire influençait le phénotype des ostéoblastes par 

comparaison avec les cellules PC-3 qui n’établissent pas de communication hétérocellulaire.  

La co-culture avec les cellules cancéreuses prostatiques a mis en évidence une 

augmentation modérée de la prolifération des ostéoblastes (facteur de 1,25). En effet, des 

études précédentes avaient montré que des cellules cancéreuses prostatiques MDA PCa 2a, 

qui développent des lésions ostéoblastiques, augmentaient le nombre d’ostéoblastes de 3,5 

fois après 4 jours de co-culture sans contact direct. De plus, dans cette étude, l’impact des 

cellules PC-3 et des cellules LNCaP sur la prolifération des ostéoblastes avait également été 

étudié démontrant une absence d’effet pour la co-culture avec les cellules LNCaP et une 

légère diminution pour les cellules PC-3 (Yang et al., 2001). Une étude portant sur l’impact 

du milieu conditionné de cellules tumorales mammaires HT-39 sur la prolifération des 

ostéoblastes a montré que le milieu conditionné ne modifiait pas la prolifération des cellules. 

A l’inverse, elle diminue l’expression de marqueurs de différenciation ostéogénique. Ces 

cellules, comme la majorité des cellules tumorales mammaires, développent des tumeurs 

ostéolytiques (Bunyaratavej et al., 2000). Dans notre étude, l’augmentation de la prolifération 

des ostéoblastes étant très faible, cela semble être lié au fait que les cellules cancéreuses 

prostatiques développent des lésions ostéolytiques. Une prolifération accrue des ostéoblastes 

semble donc être importante pour le développement de lésions ostéocondensantes.  

De plus, il a été observé un effet de la surexpression de la Cx43 sur la prolifération des 

ostéoblastes. Tout d’abord, les cellules LNCaP Cx43 en contact augmentent plus faiblement 

la prolifération des ostéoblastes que les cellules LNCaP mock. Ceci pourrait s’expliquer par le 

fait que dans de nombreux cas, lorsque la connexine est présente à la membrane, elle diminue 

la prolifération des cellules (Herrero-Gonzalez et al., 2010; Huang et al., 2001; Lee and Rhee, 

2011; Seul et al., 2004; Xu et al., 2008). Même si la Cx43 ne modifie pas la prolifération des 

cellules LNCaP Cx43 par une communication homocellulaire, elle semble altérer la 

prolifération des ostéoblastes par une communication hétérocellulaire. Néanmoins, dans la
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configuration sans contact, l’effet inverse est observé mais est moins marqué. En effet, les 

cellules LNCaP Cx43 possédent un niveau d’expression de la 2M plus élevé que les cellules 

LNCaP mock. Cette 2M a été décrite précédemment comme activateur de la prolifération 

des ostéoblastes pouvant donc expliquer cette légère augmentation de la prolifération. 

Concernant la co-culture avec les cellules PC-3, la surexpression de la Cx43 augmente la 

prolifération des ostéoblastes dans la configuration en contact et n’a aucun effet dans la 

configuration sans contact. La Cx43 cytoplasmique semble empêcher aux cellules PC-3 de 

ralentir la prolifération cellulaire des ostéoblastes alors que la communication hétérocellulaire 

avec les cellules LNCaP semble la diminuer.  

  

Lors de l’étude de l’impact des cellules cancéreuses sur la différenciation 

ostéoblastique, il semble que la Cx43 ne modifie pas l’impact des cellules LNCaP et des 

cellules PC-3 sur le phénotype des ostéoblastes. De plus, il apparaît que les lignées 

cancéreuses prostatiques ralentissent la différenciation des ostéoblastes. En effet, la majorité 

des facteurs étudiés tels que l’ostéocalcine, l’ostéopontine, la Cx43 ainsi que Cbfa1 présente 

une diminution significative d’expression du 2ème au 4ème jour de co-culture accompagnée 

d’une augmentation d’expression le 10ème jour de co-culture. Seule la phosphatase alcaline 

montre une augmentation d’expression à tous les temps étudiés et dans la configuration en 

contact. Ce résultat a été également observé pour des cellules tumorales mammaires MDA-

MB-231 connues pour développer des lésions ostéolytiques. En effet, le milieu conditionné de 

ces cellules mis au contact des ostéoblastes entraîne une diminution d’expression de 

marqueurs ostéoblastiques tels que l’ostéocalcine, l’ostéonectine et la sialoprotéine osseuse 

(Mercer et al., 2004). Comme dans notre cas, des co-cultures avec ces mêmes cellules 

surexprimant la Cx43 et des ostéoblastes n’ont montré aucun impact de la Cx43 sur 

l’expression des marqueurs ostéogéniques par rapport aux co-cultures avec les cellules MDA-

MB-231 mock (McLachlan et al., 2007). De plus, LGALS1 (galectine-1) est un facteur qui a 

été mis en évidence lors de l’analyse du sécrétome et qui présente une augmentation 

d’expression suite à la surexpression de la Cx43 dans les cellules LNCaP. Ce facteur est 

impliqué dans l’augmentation de l’activité de la phosphatase alcaline ainsi que dans la 

diminution de l’expression de l’ostéocalcine par les ostéoblastes (Andersen et al., 2003). Ceci 

pourrait expliquer le fait que la phosphatase alcaline présente une augmentation d’expression 

alors que les autres facteurs voient leur expression diminuer. Néanmoins, aucun impact de la 

Cx43 lors de l’analyse de la différenciation des ostéoblastes en co-culture n’a été observé. 
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Des co-cultures entre des calvaria et les cellules PC-3 ont permis de montrer une 

diminution d’expression de marqueurs ostéogéniques tels que l’ostéocalcine, DKK1 et une 

augmentation d’expression de RANKL et de TRAP (Tartrate-Resistant Acid Phosphatase) 

dans les calvaria. Néanmoins, cette étude a été également effectuée avec les cellules LNCaP 

mettant en évidence un effet inverse avec une augmentation d’expression des marqueurs 

ostéogéniques et une diminution des facteurs activant la différenciation ostéoclastique 

(Nordstrand et al., 2009). Dans notre étude, les cellules LNCaP développent in vivo des 

tumeurs lytiques, ce qui est corroboré par l’absence d’augmentation de l’expression des 

facteurs ostéogéniques par les ostéoblastes. Il s’avère également que l’ostéocalcine et 

l’ostéopontine sont des facteurs impliqués dans la progression tumorale des cellules 

cancéreuses prostatiques et mammaires (Anborgh et al., 2011; Gardner et al., 2009). 

L’augmentation d’expression de ces facteurs par les ostéoblastes mesurée après dix jours de 

co-culture pourrait ainsi accroitre l’agressivité des cellules et permettre par la suite aux 

cellules de développer des tumeurs lytiques.  

Dans notre étude, il a été difficile de prolonger la différenciation des ostéoblastes au-

delà de dix jours. En effet, la mesure de la minéralisation après vingt et un jours de 

différenciation par la coloration au Von Kossa n’a pu être effectuée à cause de la lyse des 

ostéoblastes après 15 jours de co-culture. A ces stades tardifs, les cellules cancéreuses 

prostatiques dans la configuration en contact se développent, en dépit des ostéoblastes, 

recouvrant quasiment la totalité de la boîte de culture.  

Dans notre étude, une augmentation du ratio RANKL/Ostéoprotégérine a été 

démontrée in vitro avec un impact plus important dans la configuration en contact. D’autres 

études ont également montré que le milieu conditionné des cellules PC-3 pouvait diminuer la 

minéralisation des ostéoblastes MC3-T3 accompagnée d’une augmentation d’expression du 

RANKL et une diminution d’expression de l’ostéoprotégérine (Morrissey et al., 2010). De 

même, le ratio RANKL/Ostéoprotégérine est augmenté lors de l’ajout du milieu conditionné 

de cellules LNCaP sur des ostéoblastes MC3-T3 (Inoue et al., 2005).  

Ainsi, il se pourrait que les cellules cancéreuses prostatiques participent à l’activation 

des précurseurs ostéoclastiques en augmentant l’expression du RANKL par les ostéoblastes. Il 

a été montré que la co-culture des cellules PC-3 avec des ostéoblastes dans la configuration 

sans contact entraine une diminution de l’activité des ostéoblastes. Mais, la co-culture des 

cellules PC-3 avec des ostéoclastes RAW 264.7 accroît leur activité caractérisé par une 

augmentation de la cathepsine K et TRAP (Akech et al., 2010). Enfin, une étude a mis en
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évidence que les ostéoblastes en contact avec les cellules PC-3 augmentent l’expression de 

facteurs impliqués dans l’ostéoclastogenèse tels que l’IL-8 et l’IL-6. Par la suite, le milieu de 

cette co-culture mis en contact avec des ostéoclastes active leur différenciation. Dans cette 

étude, les ostéoblastes influencent donc les cellules PC-3 en augmentant l’agressivité de ces 

dernières (Shiirevnyamba et al., 2010). 

Les expériences de co-culture en 2D permettent d’étudier l’interaction entre deux 

types cellulaires. Néanmoins, le microenvironnement osseux comprenant différents types 

cellulaires (ostéoblastes, ostéoclastes, ostéocytes…) ainsi que des vaisseaux sanguins et des 

facteurs de croissance, est très important pour le développement de la tumeur, ceci n’est pas 

pris en compte dans le système de co-culture en 2D. Mais, de nouvelles études émergent 

utilisant des co-culutres en 3D qui impliquent au minimum trois types cellulaires et une 

matrice extracellulaire. Ainsi, il a été montré que la co-culture en 3D des cellules PC-3 en 

présence de cellules endothéliales et d’ostéoblastes augmentait la prolifération des cellules 

PC-3 mais plus lentement que pour la co-culture en 2D (Hsiao et al., 2009).  

A cause de l’absence d’effet de la Cx43 sur le ratio RANKL/OPG en configuration 

contact, il a semblé intéressant d’étudier d’autres molécules participant à l’adhérence 

cellulaire telles que la cadhérine-11. La cadhérine-11, très exprimée par les ostéoblastes, a été 

montrée dans de nombreuses études comme étant impliquée dans l’invasion et dans le 

développement de métastases osseuses des cellules tumorales mammaires et prostatiques. En 

effet, l’équipe de Pishvaian a mis en évidence que les cellules épithéliales mammaires 

n’exprimaient pas la cadhérine-11 alors que les cellules tumorales invasives l’exprimaient 

avec une localisation à la membrane plasmique (Pishvaian et al., 1999). De plus, elle permet 

une augmentation de l’adhérence, de l’invasion et du développement de lésions ostéolytiques 

des cellules tumorales mammaires (Feltes et al., 2002; Tamura et al., 2008). Concernant le 

cancer de la prostate, il s’avère également que l’expression de la cadhérine-11 est augmentée 

lorsque les cellules ont métastasé dans l’os (Tomita et al., 2000). De plus, une étude a établi 

une corrélation entre le niveau d’expression de la Cx43 et de la cadhérine-11 dans des cellules 

tumorales mammaires MDA-MET. Mais, dans cette étude, il s’avère que la surexpression de 

la Cx43 à la membrane plasmique diminue les capacités métastatiques des cellules tumorales 

accompagnées d’une diminution d’expression de la cadhérine-11 (Li et al., 2008a). Ainsi, 

nous nous sommes donc demandé si la surexpression de la Cx43 dans les cellules cancéreuses 

prostatiques pouvait entrainer une modification d’expression ou de la localisation de la
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cadhérine-11. De manière intéressante, la surexpression de la Cx43 dans les cellules LNCaP 

entraîne une localisation membranaire de la cadhérine-11 alors que pour les autres cellules, sa 

localisation est principalement cytoplasmique. Ainsi, cette localisation membranaire de la 

cadhérine-11 pourrait être un des mécanismes permettant d’expliquer l’augmentation 

d’aggressivité lytique des cellules LNCaP, mesurées dans nos conditions expérimentales. En 

effet, des études précédentes avaient montré que seules les cellules PC-3 exprimaient la 

cadhérine-11 et non des cellules LNCaP (Chu et al., 2008; Lee et al., 2010). Des études 

complémentaires seront nécessaires pour confirmer le lien entre la Cx43 et la cadhérine-11 et 

le mécanisme de réadressage constaté dans les cellules LNCaP.  
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Conclusion et perspectives. 

Les résultats portant sur la surexpression de la Cx43 dans des cellules cancéreuses 

prostatiques ont permis d’observer un impact différent sur le potentiel métastatique en 

fonction du type cellulaire étudié (Figure 61). Il s’avère que pour des cellules faiblement 

métastatiques, les cellules LNCaP, la présence de la Cx43 à la membrane plasmique semble 

accroître leur agressivité aussi bien in vitro avec l’analyse de l’adhérence et de l’invasion 

qu’in vivo suite aux injections intra-tibiales. En effet, le développement de tumeurs 

ostéolytiques est plus important par rapport aux cellules LNCaP mock. A l’inverse pour les 

cellules PC-3 très invasives, la Cx43 surexprimée dans le cytoplasme entraine une diminution 

des capacités invasives de ces cellules in vitro mais aussi in vivo avec un effet observé lors 

des injections intra-cardiaques (études préliminaires). Néanmoins, aucun effet directement lié 

à la surexpression de la Cx43 sur le phénotype des ostéoblastes n’a été observé à part une 

légère modification de la prolifération cellulaire. Les cellules cancéreuses prostatiques 

semblent ralentir la différenciation des ostéoblastes avec une augmentation d’expression de 

RANKL mais sans influence également de la Cx43. 

Il serait intéressant de pouvoir adresser la Cx43 à la membrane plasmique dans les 

cellules PC-3 afin d’évaluer si ces cellules ont une modification de leur potentiel 

métastatique. En effet, l’impact de la Cx43 dans les deux types cellulaires étudiés PC-3 et 

LNCaP est opposé. Donc, il se pourrait que la localisation de la Cx43 soit importante dans le 

processus métastatique des cellules cancéreuses prostatiques. Il a été observé suite à 

l’utilisation d’une forte concentration de calcium dans le milieu de culture une augmentation 

d’expression de la Cx43 à la membrane plasmique dans des cellules Hela. De plus, la 

surexpression de la E-cadhérine (dépendante du calcium) permet l’expression de la Cx43 à la 

membrane plasmique dans ces mêmes cellules (Jongen et al., 1991; Nambara et al., 2007). Il 

serait intéressant de tester la surexpression de la E-cadhérine dans les cellules PC-3 qui ont en 

perdu l’expression. L’expression des cadhérines semble importante pour la localisation et 

l’établissement de la communication intercellulaire. 

  

 La Cx43 présente dans le cytoplasme des cellules PC-3 entraîne une diminution de la 

prolifération. Il a été montré par l’utilisation de bloqueur de la communication intercellulaire, 

une diminution de la prolifération de cellules de foie caractérisée par une diminution
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Figure 61 : Schéma représentant l’impact de la Cx43 sur le potentiel métastatique et l’impact osseux des
cellules cancéreuses prostatiques.

La Cx43 diminue la prolifération ainsi que les capacités d’invasion et d’adhérence des cellules PC-3. Elle semble
participer également à la diminution de leur dissémination après injection intra-cardiaque. A l’inverse, pour les
cellules LNCaP (peu agressives), la surexpression de la Cx43 accroît leur capacité d’invasion et d’adhérence
ainsi que leur capacité à développer des métastases osseuses. Néanmoins les deux types cellulaires influencent la
différenciation ostéoblastique (Ralentissement de la différenciation et augmentation d’expression de facteurs
activant l’ostéoclastogenèse) sans impact de la Cx43.
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d’expression des cyclines D1, cyclines D2, cyclines D4 (Uyama et al., 2003). Une étude 

portant sur des fibroblastes de poumons a mis en évidence que la fermeture des jonctions 

communicantes était associée à une augmentation de l’arrêt du cycle cellulaire en phase G1/S 

accompagnée d’une expression de p53 (Gilleron et al., 2009). Le groupe de Zhang, quant à 

lui, a mis en évidence un rôle de la Cx43 ne passant pas nécessairement par l’établissement de 

la communication intercellulaire dans la régulation de la prolifération cellulaire. En effet, la 

surexpression de la Cx43 dans des cellules d’ostéosarcomes est associée à un arrêt du cycle 

cellulaire en phase G1/S et une diminution d’expression des cyclines 2 et 4 (Zhang et al., 

2001). Il serait donc intéressant d’étudier l’expression des cyclines afin de comprendre le rôle 

de la Cx43 dans le ralentissement de la prolifération des cellules PC-3.  

L’angiogenèse, étape importante dans l’invasion tumorale, peut être influencée par le 

niveau d’expression des connexines dans les cellules tumorales. En effet, l’expression de la 

Cx43 dans des cellules de gliomes augmente la tubulogenèse des cellules HUVEC et ce par 

une interaction directe (Zhang et al., 2003a). La surexpression de la Cx43 dans des cellules 

tumorales mammaires augmente le développement de micro-métastases après injection des 

cellules dans le poumon. Ceci serait facilité par l’augmentation de l’adhérence des cellules 

tumorales sur les cellules endothéliales vasculaires (Elzarrad et al., 2008). 

Il a été montré une communication hétérocellulaire entre les cellules endothéliales et 

des cellules tumorales mammaires permettant d’accroître la diapédèse (Pollmann et al., 2005). 

La communication hétérocellulaire est nécessaire aux cellules tumorales pour effectuer la 

diapédèse. De plus, il a été montré pour des cellules de mélanomes qu’une diminution 

d’expression de la Cx43 était associée à une diminution de l’adhérence sur les cellules 

endothéliales vasculaires (Villares et al., 2009). Ainsi, il serait intéressant d’effectuer des co-

cultures avec des cellules HUVEC afin de déterminer si les cellules cancéreuses prostatiques 

(principalement les cellules LNCaP Cx43) établissent une communication intercellulaire avec 

les cellules endothéliales afin d’approfondir la caractérisation sur leur potentiel métastatique.  

Comme décrit précédemment les jonctions communicantes ont un rôle dans le 

développement. En effet, il a été montré un rôle de la Cx26 et de la Cx43 dans la migration 

des neurones de la zone ventriculaire (Elias et al., 2007; Fushiki et al., 2003). De plus, la 

Cx43 a également une implication dans la migration des cellules de la crête neurale chez la 

souris (Huang et al., 1998a). Dans le cas de cancers, la Cx26 est associée à une augmentation 

de la migration des cellules de mélanome, tout comme la Cx32 dans les cellules cancéreuses
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du foie (les cellules HUH7) (Ito et al., 2006; Li et al., 2007).  Cela signifie que les connexines 

ont un rôle important dans la migration des cellules. Ainsi, par vidéo microscopie, il serait 

possible d’évaluer le rôle de la Cx43 dans la migration des cellules cancéreuses prostatiques. 

Pour compléter cette analyse, l’utilisation de bloqueurs de la communication tels que la 

carbenoxolone ou encore l’acide 18 -glycyrrhétinique permettrait de déterminer si l’effet 

observé est dépendant ou non de la communication jonctionnelle. De plus, il permettrait de 

déterminer si l’adhérence des cellules ainsi que l’invasion des cellules LNCaP Cx43 est régie 

par la communication intercellulaire ou si cela passe par un autre mécanisme. 

L’injection intra-cardiaque permet de suivre la dissémination des cellules cancéreuses 

prostatiques. Une injection orthotopique de ces mêmes cellules permettrait d’étudier le 

processus métastatique dans son ensemble. En effet, les cellules peuvent proliférer dans la 

prostate et seraient amenées à initier par la suite les processus de néoangiogenèse pour 

métastaser dans d’autres organes. Cette approche permettrait d’évaluer le rôle de la Cx43 dans 

le développement de la tumeur primaire et ensuite d’analyser le développement de métastases 

osseuses. Des injections orthotopiques des cellules PC-3 ou des cellules LNCaP ont été 

effectuées pour évaluer le développement de tumeur au sein de la prostate et également 

d’observer le développement des métastases. Les auteurs se sont rendus compte que les 

cellules PC-3 métastasaient principalement dans le tissu osseux tandis que les cellules LNCaP 

avaient une préférence pour les ganglions lymphatiques (Pettaway et al., 1996; Tsingotjidou 

et al., 2003; Wang et al., 1999). Ainsi, il serait intéressant d’étudier si les cellules LNCaP 

surexprimant la Cx43 ont une préférence plus marquée pour le tissu osseux par rapport aux 

cellules LNCaP mock. 

Il s’avère que les deux lignées cellulaires étudiées, après injection intra-tibiale chez la 

souris, permettent le développement de tumeurs ostéolytiques. Hors, dans la majorité des cas 

chez l’homme, les métastases osseuses du cancer de la prostate sont ostéocondensantes. Quel 

est le rôle de la Cx43 dans le développement de métastases ostéoblastiques ? Pour cela, la 

surexpression de la Cx43 dans des cellules connues pour développer des métastases 

ostéocondensantes telles que les cellules C4-2 permettrait d’évaluer le rôle de la Cx43 dans le 

potentiel métastatique de ce type de cellules. Cette étude permettrait également d’évaluer si la 

Cx43 dans les cellules C4-2 influence le phénotype des ostéoblastes dans la configuration en 

contact lors des expériences de co-culture. Les souris TRAMP (Transgenic Adenocarcinoma 

Mouse Prostate) est un modèle développé par l’équipe de Gingrich en 1996. Ces souris
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Figure 62 : Exemple d’une coupe de tumeur obtenue après injection intra-tibiale des cellules LNCaP Cx43
colorée à l’hématoxyline/éosine.

Le cadre noir permet de mettre en évidence l’infiltration des cellules tumorales entre les fibres musculaires
squelettiques (x11,25).
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dévéloppent des cancers de la prostate avec métastases pulmonaires et ganglionnaires 

(Gingrich et al., 1996). Il serait intéressant d’augmenter l’expression de la Cx43 et d’évaluer 

si par la suite les cellules cancéreuses prostatiques développent des métastases osseuses. 

Les tumeurs obtenues après injection intra-tibiale ont été colorées à 

l’hématoxyline/éosine permettant de mettre en évidence que les cellules tumorales étaient 

regroupées en masse uniforme avec infiltrations dans le muscle squelettique environnant 

(Figure 62). De plus, aucune zone nécrotique n’a pu être mise en évidence et les tumeurs ne 

présentent pas de différences morphologiques. Suite à ce travail préliminaire, il faudrait 

approfondir l’analyse histopathologiques des tumeurs. En effet, il serait intéressant de réaliser 

un marquage TRAP qui permettrait de déterminer si les cellules tumorales sont en contact 

direct ou non avec les ostéoclastes. En effet, il a été montré suite à l’analyse de tumeurs 

ostéolytiques dues à un cancer mammaire que les ostéoclastes étaient localisés à proximité de 

la tumeur (Nakamura et al., 2008). De même, après injection intra-tibiale des cellules PC-3, 

des coupes de tumeurs ont mis en évidence la présence d’ostéoblastes mais également 

d’ostéoclastes à l’interface os/tumeur (Akech et al., 2010; Shiirevnyamba et al., 2010). Des 

études ont mis en évidence une activation et une différenciation des ostéoclastes lorsqu’ils 

étaient co-cultivés avec les cellules PC-3 (Araujo et al., 2009; Mizutani et al., 2009). En effet, 

les cellules PC-3 ainsi que les cellules LNCaP expriment RANKL et peuvent donc activer la 

différenciation des ostéoclastes pour permettre la résorption de la matrice osseuse (Penno et 

al., 2009). De plus, il a été montré une augmentation d’expression de RANKL sur des coupes 

de tumeurs de la prostate de patients ayant métastasé dans l’os (Brown et al., 2001). Dans 

notre étude, un impact de la Cx43 sur le développement de tumeurs composées de cellules 

LNCaP a été observé. Néanmoins la co-culture entre les ostéoblastes et les cellules 

cancéreuses prostatiques n’a pas permis de mettre en évidence un impact de la Cx43 dans la 

différenciation des ostéoblastes.   

De plus, au vu des résultats obtenus sur l’augmentation d’expression de RANKL par 

les ostéoblastes en co-culture avec les cellules LNCaP et les cellules PC-3 ainsi que le 

développement de tumeurs lytiques in vivo, il semble intéressant d’effectuer des co-cultures 

entre les cellules cancéreuses prostatiques surexprimant ou non la Cx43 et des ostéoclastes. 

Ainsi, il sera possible de déterminer si la Cx43 dans les cellules PC-3 et les cellules LNCaP 

participent au dialogue avec les ostéoclastes. Une question reste donc à être élucidée : Le 

développement de tumeurs ostéolytiques passe t-il par une activation directe ou indirecte des 

ostéoclastes ou des ostéoblastes par les cellules tumorales prostatiques surexprimant la Cx43 ? 
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Enfin, dans notre étude, il a été montré que les cellules cancéreuses prostatiques 

influençaient le phénotype des ostéoblastes. Mais, il serait intéressant d’étudier le dialogue 

inverse et d’évaluer si les ostéoblastes modifient le phénotype des cellules cancéreuses 

prostatiques. De plus, la présence de la Cx43 dans les cellules cancéreuses prostatiques peut 

également influencer le dialogue entre les deux types cellulaires. Des études ont évalué 

l’impact du milieu conditionné de cellules stromales osseuses sur l’expression de 

l’ostéocalcine et de la sialoprotéine osseuse. Il s’est avéré que le milieu conditionné 

augmentait l’expression de ces deux protéines dans les cellules LNCaP et pouvait accroître 

leur prolifération (Huang et al., 2005; Li et al., 2010). Une étude a été effectuée sans 

androgènes permettant de mettre en évidence que l’environnement osseux suffit pour la 

prolifération et la progression des cellules LNCaP (Wang et al., 2009). De plus, les cellules 

stromales en contact avec les cellules PC-3 accroissent l’invasion de ces dernières à travers le 

collagène de type 1 et le milieu conditionné de moelle osseuse augmente la prolifération de 

ces mêmes cellules (Chackal-Roy et al., 1989; Nabha et al., 2008). 

Ainsi, dans notre étude, la Cx43 semble être impliquée dans le processus métastatique 

des cellules cancéreuses prostatiques et également dans le développement de métastases 

osseuses. Dans notre modèle d’étude, sa fonction semble être dépendante d’une part de 

l’agressivité initiale des cellules cancéreuses prostatiques et d’autre part de sa localisation 

cellulaire.  
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Effect of endothelin-1 on osteoblastic differentiation is modified
by the level of connexin43: comparative study on calvarial
osteoblastic cells isolated from Cx43+/−and Cx43+/+ mice
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Abstract Bone is a dynamic tissue that undergoes a precise
remodeling process involving resorptive osteoclastic cells
and bone-forming osteoblastic (OB) cells. The functional
imbalance of either of these cell types can lead to severe
skeletal diseases. The proliferation and differentiation of
OB cells play a major role in bone development and
turnover. These cellular processes are coordinated by
connexin43 (Cx43)-based gap-junctional intercellular com-
munication (GJIC) and by soluble factors such as
endothelin-1 (ET-1). We have used the Cx43 heterozygous
(Cx43+/−) murine model to study the possible cross-talk
between Cx43 and ET-1 in cultured calvarial OB cells. On
microcomputed tomographic analysis of 3-day-old pups,
Cx43+/− mice showed hypomineralized calvaria in compar-
ison with their Cx43+/+ littermates. Characterization of
cultured OB cells clearly demonstrated the effect of the
partial deletion of the Cx43 gene on its expression, on
GJIC, and subsequently on OB differentiation. In this

model, ET-1 (10−8M) lost its mitogenic action in Cx43+/−

OB cells compared with Cx43+/+ cells. Moreover, a
correlation between the inhibition of cell differentiation by
ET-1 and the decreased amount and function of Cx43 was
found in Cx43+/+ OB cells but not in their Cx43+/−

counterparts. Thus, as Cx43 is linked to OB differentiation,
our data indicate that this mitogenic ET-1 peptide has
pronounced effects on fully differentiated OB cells. With
respect to roles in mechanotransduction and OB differen-
tiation, Cx43 might modulate osteoblastic sensitivity to
soluble factors.

Keywords Connexin43 . Endothelin-1 . Osteoblast
differentiation . Intercellular communication . FRAP.Mouse

Introduction

Bone formation is a dynamic process arising from the
commitment, proliferation, and differentiation of various
specific cell lineages, but mainly through osteoclastic cells
and bone-forming osteoblastic (OB) cells. In adults, the
skeleton is constantly being remodeled with a delicate
balance between mineralized matrix deposition, carried out
by OB cells, and matrix resorption by osteoclastic cells.
Any disturbances to these processes can result in unsteady
bone mass and pathologies (Roodman and Windle 2005;
Raisz 2005). The proliferation and differentiation of OB
cells are regulated by a complex network of transcription
factors, systemic hormones, local growth factors, and
cytokines (Karsenty 2008; Malaval et al. 2005; Wang et
al. 2007). In addition to these factors, an essential role of
cell-cell interactions for the function and the differentiation
of OB cells has clearly been demonstrated in vitro and in
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vivo (Marie 2002; Lecanda et al. 2000). Among the
common adhesion/interacting molecules that are spatiotem-
porally expressed and synthesized in differentiating OB
cells, the connexins (Cx) form intercellular channels called
gap junctions, which permit the direct intercytoplasmic
passage of small molecules and ions (<1000 Da; Kumar
and Gilula 1996).

Connexins are transmembrane proteins encoded by a
multigenic family of at least 21 members in mammals.
Channels formed by distinct members of the Cx family
exhibit functional and regulational differences despite a
common structure (Willecke et al. 2002; Kumar and Gilula
1996). In OB cells, in vitro studies have demonstrated that
Cx43 is the predominant gap junction protein, with a lower
amount of Cx45 and Cx46 being restricted to the cytoplasm
(Civitelli et al. 1993; Donahue et al. 1995; Koval et al.
1997). An accumulating body of evidence has shown a
direct relationship between Cx43 synthesis, gap-junctional
intercellular communication (GJIC), and the differentiation
state of OB cells (Schiller et al. 2001; Upham et al. 2003)
leading to Cx43/GJIC-based alteration of differentiation or
mineralization processes.

Indeed, the inhibition of Cx43 gene expression by
antisense (Li et al. 2006) or Cx45 (Lecanda et al. 1998)
transfection induces the loss of coupling and downregula-
tion of OB markers such as osteocalcin and bone
sialoprotein. In contrast, an increase in the amount of
Cx43 by mechanical or hormonal treatments results in the
enhancement of GJIC and the expression of phenotypic OB
markers (Schiller et al. 1992; Ziambaras et al. 1998). Gap-
junction-sensitive effects are postulated to be linked to a
transcriptional control of specific OB genes by the recruitment
of Sp1/Sp3 transcription factors controlled by GJIC (Stains et
al. 2003). The clearest demonstrations of an essential role of
Cx43 in bone formation and turn-over have been given by
the Civitelli’s group revealing that Cx43 null mice exhibit
profound mineralization defects in the shape and minerali-
zation of skeletal elements derived from both intramembra-
neous and endochondral ossifications associated with a
general OB dysfunction in vitro (Lecanda et al. 2000; Chung
et al. 2006). At birth, however, many of the skeletal elements
appear ossified, indicating a delay of approximately 2 days
in skeletal ossification (Lecanda et al. 2000).

Recently, a conditional Cx43-ablated mouse model
based on the Cre/loxP system has been described in which
the perinatal lethality of Cx43−/− mice has been overcome
(Chung et al. 2006);based on results from histomorpho-
metric, histologic and in vitro techniques, Chung et al.
(2006) conclude that Cx43 is involved in the acquisition of
peak bone mass and in the modulation of bone anabolism
by recombinant parathyroid hormone (PTH). Another
murine model obtained by ENU-induced mutagenesis and
characterized by developmental abnormalities of the limbs,

teeth, face, and eyes has also shown a direct link between
the Cx43 gene (dominant negative mutation) and a decrease
of the bone mass and mechanical strength (Flenniken et al.
2005). This dominant mouse mutation exhibits many
clinical manifestations of patients with oculodentodigital
dysplasia (ODDD; Laird 2008). Together, these data have
confirmed that functional GJIC and Cx43 are imperative for
bone development and maintenance of the structure and
integrity of the skeletal system.

In addition to GJIC, soluble factors have been implicated in
the control of the differentiation and function of OB cells in
normal physiology and in pathological conditions. Among the
paracrine/autocrine factors present in the OB environment,
endothelin-1 (ET-1), a well-known 21-amino-acid peptide that
displays a multitude of biological functions has been
demonstrated to down-regulate the mineralization state of
mouse pre-osteoblast MC3T3-E1 cells (Hiruma et al. 1998).
Analyses of ET-1 knock-out mice have revealed an alteration
of proliferation and migration properties of osteogenic cells
(Kitano et al. 1998). ET-1 induces not only a mitogenic
effect, but also an inhibition of OB differentiation (Takuwa et
al. 1990; Hiruma et al. 1998; Kitten et al. 1997). Other lines
of evidence indicate a physiopathological role of ET-1 in
several diseases of human bones, such as Paget’s disease
(Tarquini et al. 1998; Pirzer et al. 2005) and prostate-cancer-
induced OB metastases (Jimeno and Carducci 2004).
Moreover, we have demonstrated, in a human cell line, that
the Cx43 level alters the ET-1 effects on OB differentiation
(Niger et al. 2008), as shown for other modulators such as
PTH (Donahue et al. 1995; Chung et al. 2006).

However, given the absence of mitogenic effect in our
previous cellular model (Niger et al. 2008), we have used
primary culture of OB cells from the calvaria of Cx43+/−

mice and from their littermates to study the influence of
Cx43 on the inhibiting action of ET-1. In addition, no data
are available from Cx43+/− mice regarding bone mineral
density (BMD) to allow this mouse to be considered as a
useful physiological model of intermediate phenotype.
Indeed, whereas the complete deletion of the Cx43 gene
in mice might be a fruitful model for studying the essential
properties of this connexin, it does not provide a realistic
model for the study of human diseases (Laird 2008). Since
patients rarely suffer from total Cx gene ablation, the
heterozygous murine model has been preferentially used.
The microcomputed tomographic analysis of entire animals
shows hypomineralized calvaria in heterozygous mice
compared with wild-type littermates, whereas no significant
differences have been recorded in ribs, teeth, or long bones.
The characterization of cultured Cx43+/− OB cells has
clearly demonstrated the incidence of the partial deletion in
GJIC and subsequently in early and late differentiation
criteria. Furthermore, ET-1 loses its mitogenic action in
Cx43+/− OB cells compared with Cx43+/+ OB cells, and this

104 Cell Tissue Res (2010) 340:103–115



effect is associated with a minimized inhibitory effect of the
peptide on the differentiation process. The inhibitory effect
of ET-1 on differentiation and the decreased Cx43 amount
and GJIC have been linked in Cx43+/+ OB cells but are
dissociated in Cx43+/− OB cells, suggesting an alternative
regulatory process.

Materials and methods

Animal model

Three-day-old genetically modified newborn mice (Gja1tm1Kdr;
The Jackson Laboratory, Bar Harbor, Me., USA) and their
wild-type counterparts were used. The mutation is attributable
to the insertion of a promoterless neomycin (Neo) gene into
exon 2 of the Cx43 gene (Reaume et al. 1995). As initially
described, mice homozygous for the Gja1tm1Kdr targeted
mutation die at birth (Reaume et al. 1995). Consequently,
the tails of killed heterozygous Cx43 mice (Cx43+/−) and
wild-type mice (Cx43+/+) were used for genotyping, and
their calvaria were kept in Dulbecco’s minimum essential
medium (DMEM; InVitrogen, Cergy-Pontoise, France)
supplemented with penicillin (100 IU/ml) and streptomycin
(100 μg/ml) at 4°C during genotyping. Genomic DNA was
extracted in TRIS-HCl buffer (50 mM, pH 8.0) containing
10 mM Na2EDTA, 0.5% SDS, and 2 mg/ml proteinase K
(Roche Diagnostics, Indianapolis, Ind., USA) for 2 h at 65°C.
DNAwas precipitated with a mix containing ethanol 95% and
143 mM sodium acetate and rinsed in a 70% ethanol solution.
The DNAwas then resuspended in a TRIS-EDTA buffer for
45 min at 65°C and was used as a template for
polymerase chain reaction (PCR) analysis. Cx43 and
Neo sequences were amplified with 50 mIU/μl Taq
polymerase (BioTaq Bioline, AbCys, Paris, France) and four
primers synthesized by Eurogentec (Liège, Belgium):
mCx43-forward, 5′-CCC-CAC-TCT-CAC-CTA-TGT-CTC-
C- 3′; mCx43-reverse, 5′-ACT-TTT-GCC-GCC-TAG-CT
A-TCC-C-3′; mNeo-forward, 5′-GGC-CAC-AGT-CGA-
TGA-ATC-CAG-3′; mNeo-reverse, 5′-TAT-CCA-TCA-
TGG-CTG-ATG-CAA-3′. After a preheating step at 94°C
for 2 min, 30 cycles were run, with denaturation at 94°C for
30 s, annealing at 55°C for 1 min, elongation at 72°C for
1 min, and a final extension at 72°C for 1 min. The Cx43-
forward and Cx43-reverse primers yielded a product of
520 bp, and the Neo primers yielded a product of 294 bp.
PCR products were then loaded onto a 1.5% agarose gel
containing ethidium bromide at 0.34 μM for electrophoresis.
Wild-type newborn mice were identified by the presence of a
single band at 520 bp, whereas heterozygous animals were
characterized by two bands at 520 bp and 294 bp.

All experimental procedures received approval from the
local Animal Care Committee and were conducted in

accordance with the guidelines of the European Union
(CEE 86-609).

Densitometry and microtomography analysis

For BMD analysis, 3-day-old mice of both genotypes were
killed and fixed in absolute ethanol at 4°C.Microcomputed X-
ray tomography was performed by using a micro-CT system
(Viva-CT 40, Scanco Medical, Bassersdorf, Switzerland).
Entire pups were scanned to visualize their skeleton structure,
but mineral densities were only analyzed in calvaria, femurs,
ribs, and teeth, which presented hypomineralization in Cx43
null mice (Lecanda et al. 2000). The acquisition parameters
were 15 μm voxel resolution, with the X-ray source at 45 kV
and a threshold of 190. Two-dimensional images were
acquired in 45 min, and reconstructed three-dimensional
images showed calcified bone as intense regions against a
uniform dark background.

Osteoblast isolation and culture

After genotyping, calvaria of each genotype were pooled and
digested sequentially under gentle agitation at 37°C by using a
three-step process (0.5% trypsin/1.5% EDTA solution for
5 min, 1 mg/ml collagenase II solution for 5 min, followed
by three 1 mg/ml collagenase digestions for 15 min). Cells
isolated by the last three digestions were combined as an
osteoblast population after discarding bone debris by filtration
(pore diameter: 37 μm). OB cells were then resuspended in
DMEM supplemented with 20% fetal bovine serum
(FBS), 580 mg/l glutamine, 100 IU/ml penicillin, and
100 μg/ml streptomycin and cultured in 25-cm2 flasks at
150×103 cells/ml at 37°C in a humidified environment
with 5% CO2 and 95% air. After 6 days of primary culture to
increase cell numbers, cells were trypsinized in a 0.1% trypsin/
0.3% EDTA solution, and secondary cultures were initiated in
order to perform specific analyses. Apart from exceptions
mentioned below, cells were resuspended in a differentiating
medium corresponding to DMEM supplemented with 10%
FBS, 580 mg/l glutamine, 100 IU/ml penicillin, 100 μg/ml
streptomycin, 50 μg/ml ascorbic acid, and 10 mM sodium β-
glycerophosphate and cultured at 25×103 cells/ml in 35-mm
plastic dishes at 37°C in a humidified environment with
5% CO2 and 95% air. At 4 h after seeding, the cells were
careful washed in phosphate-buffered saline (PBS), and
ET-1 (10−8M) was added to some cultures. Thereafter, the
media were renewed daily. All reagents were from Sigma
(St. Louis, Mo., USA).

Recording of [Ca2+]i transients

To demonstrate the presence of functional ET-1 receptors
on each cell genotype, variations in free intracellular
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calcium concentrations ([Ca2+]i) were measured with a
method involving the use of confocal microscopy (BioRad
MRC 1024, Hemel Hempstead, UK) after a short ET-1
perfusion (10−7M). The Ca2+ indicator Fluo-4 (Interchim,
Montluçon, France) was used, for which fluorescence
emission at 516 nm after excitation at 488 nm depends on
the intracellular Ca2+ level. Briefly, after 2 days at a density
of 50×103/ml, cells cultured on 30-mm glass coverslips
were loaded for 20 min in the dark in a Tyrode solution
(144 mM NaCl, 5.4 mM KCl, 2.5 mM CaCl2, 1 mM
MgCl2, 0.3 mM NaH2PO4, 5 mM HEPES, 5.6 mM
glucose, pH 7.4) containing the lipophilic form of the
dye, viz., Fluo-4/AM ester dissolved in 0.1% dimethylsulf-
oxide (DMSO), at a concentration of 2.7 μM. After the
unincorporated fluorogenic dye had been carefully washed
off, variations in [Ca2+]i with time were measured in
defined areas located approximately in the center of OB
cells. By means of a home-made gravity-based micro-
perfusion system, ET-1 and/or pharmacological agents were
applied rapidly by using a steamline flow directed from the
opening of a stainless steel capillary tube (internal diameter
50 μm) positioned in the bath onto the OB cells under
investigation. All experiments were conducted at room
temperature (20±1°C).

Alkaline phosphatase activity

Alkaline phosphatase (ALP) activity was determined
colorimetrically by using p-nitrophenylohosphate (pNPP;
Biotron Diagnostic, Hemet, Calif., USA) as the enzyme
substrate. After 2 days of culture, OB cells were scraped off
in a lysis buffer containing 10 mM TRIS-HCl , 2 mM
MgCl2, and 0.05% Triton X-100. Cell lysates were
sonicated and incubated in the presence of 16 mM pNPP
at 37°C (pH 10.2), and the enzymatic activity was
measured at 405 nm and normalized against total cellular
protein content determined by DC Protein Assay (Biorad,
Marnes-la-Coquette, France).

Mineralization assay

Von Kossa staining was used as a late criterion for OB
differentiation. After 3 weeks of culture, cells were fixed in 4%
neutral formalin solution for 10 min and rinsed with deionized
water. Then, a 5% silver nitrate solution was added for 60 min
in the dark. The extent of mineral deposits in the extracellular
matrix was revealed with UV light for 1 h and quantified by
using Visilog-6.3 software (Noesis, Les Ulis, France).

Real-time quantitative reverse transcription with PCR

Expression levels of Cx43 transcripts were assessed after
4 days of culture. Specific OB gene expression was

assessed after 2 days for ALP and after 2 to 10 days for
osteocalcin. Total RNA was isolated by using the Qiagen
RNeasy Plus MINI kit according to the instructions of the
manufacturer (Quiagen, Hilden, Germany). Plastic dishes
(35 mm) were harvested with 400 μl lysis buffer, and cell
lysis was performed by using a 2-s pulse with a probe
sonicator. RNA (5 μg) was reverse-transcribed by using an
Ambion RETROscript kit (Ambion, Huntingdon, UK). The
reactions were setup in duplicates in 20 μl total volume
with 5 pmol each primer, 10 μl 2× SYBRgreen Master Mix
(Applied Biosystems, Warrington, UK), and 1 μl template.
The PCR was performed (95°C for 10 min; 35 cycles of
95°C for 15 s; 60°C for 1 min), and a melt curve analysis
was carried out at the end of each experiment in order to
verify that a single product per primer pair was amplified.
The amplification and analysis were performed on an ABI
Prism 7900 Fast system (Applied Biosystems). Samples
were compared by using the relative CT method. We also
determined that a no reverse-transcriptase control reaction
yielded no amplification product. Specific primers for
Cx43, osteocalcin (OCN), ALP, and housekeeping genes
(ribosomal protein P0 and glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase [GAPDH]) were synthesized by Eurogen-
tec: mCx43-forward, 5′-GTG-CCG-GCT-TCA-CTT-TCA-
TTA-AG-3′; mCx43-reverse, 5′-CCA-AGG-CGC-TC
C-AGT-CA-3′; mOCN-forward, 5′-CTG-GCT-GCG-CTC-
TGT-CTC-T-3′; mOCN-reverse, 5′-CCT-GCT-TGG-AC
A-TGA-AGG-C-3′; mALP-forward 5′-GCC-CTC-CAG-
ATC-CTG-ACC-AA-3′; mALP-reverse 5′-GCA-GA
G-CTT-GCT-TGG-CCT-TA-3′; P0-forward 5′-ATG-CCC-
AGG-GAA-GAC-AGG-GC-3′ and P0-reverse 5′-CC
A-TCA-GCA-CCA-CAG-CCT-TC-3′; GAPDH-forward,
5′-TGC-ACC-ACC-AAC-TGC-TTA-GC-3′, GAPDH-
reverse 5′-GGC-ATG-GAC-TGT-GGT-CAT-GAG-3′.

Proliferation assay

Determination of cell proliferation was performed follow-
ing a procedure adapted from Oliver et al. (1989). After
being washed in PBS, OB cells were fixed in 0.5%
glutaraldehyde and stained with a 1% methylene blue
solution in borate buffer (pH 8.5) for 1 h. Then, cells were
rinsed in distilled water and dried at room temperature
overnight. Fixed methylene blue was removed by exposure
to 0.1 N HCl for 1 h, and the optical density (OD) of
supernatants was determined at 620 nm. Comparison with
cell number determined by counting gave a linear relation-
ship, and one OD unit corresponded to 50,000 cells.

Immunocytochemistry

To detect Cx43, cultured cells were rinsed with PBS, fixed
in 0.5% paraformaldehyde at room temperature for 30 min,
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and then washed three times in PBS. After incubation in a
blocking solution (1% bovine serum albumin and 1% Triton
X-100 in PBS) for 45 min, cells were washed three times in
PBS and monoclonal anti-Cx43 antibody (Transduction
Laboratories, Lexington, Ky., USA) diluted 1:100 was
applied for 1 h at room temperature. The second antibody
(Chemicon International, Temecula, Calif., USA) conjugat-
ed to fluorescein isothiocyanate (FITC) and nucleus counter-
stainer To-Pro-3 (Molecular Probes Europe, Leiden, The
Netherlands) were then applied at 1:100 and 1:1000,
respectively, and the samples were examined on a BioRad
MRC 1024 confocal microscope. All controls performed by
omitting the primary antibody were negative.

Immunoblot analysis

OB cells were washed with ice-cold PBS, scraped off, and
digested in PBS containing 0.5% sodium deoxycholate,
20% SDS, 0.1% Triton X-100, and protease inhibitor
cocktail (Sigma) at 4°C. The lysates were boiled for
3 min. Samples were then aliquoted and stored at−20°C
until use. Protein concentration was determined accord-
ing to Bradford’s method (BioRad) with bovine serum
albumin (BSA) as the standard. Proteins (50 μg) were
subjected to electrophoretic separation on 10%
polyacrylamide-SDS gel and transferred to nitrocellulose
membrane (Amersham Biosciences, UK). Membranes
were blocked by incubation in a saline solution (pH
8.0) containing 0.05% Tween 20 and 5% non-fat dry
milk for 1 h at room temperature. Blots were then
incubated overnight at 4°C with monoclonal antibodies
against mouse Cx43 diluted 1:1000 (Transduction Labo-
ratories) or against mouse Cx45 ddiluted 1:250 (gift from
Dr. E. Dupont, Imperial College, London, UK). The
corresponding antigen was detected after incubation with
an ALP-coupled secondary antibody diluted 1:10,000
(Promega, Madison, Wis., USA). Densitometric analyses
were performed by using Visilog-6 software.

Gap-FRAP technique

The degree of GJIC between OB cells was measured by
means of the gap-FRAP method (Wade et al. 1986) on a
confocal microscope (FV 1000 Olympus IX-81, Tokyo,
Japan). After being washed, cultured cells were loaded for
15 min at room temperature in Tyrode solution containing the
membrane-permeant molecule 6-carboxyfluorescein diacetate
(7 μg/ml in 0.25% DMSO; Sigma). The highly fluorescent
and membrane impermeable 6-carboxyfluorescein moiety is
released and accumulates within cells. After the excess
extracellular fluoregenic ester had been washed off to avoid
further loading, the fluorescence of some selected cells
adjacent to other cells was photobleached by applying strong

light pulses from an argon laser set at 405 nm. Digital images
of the fluorescent emission excited at 488 nm by weak laser
pulses were recorded at regular intervals for 9 min (each time
period: 30 s) and stored for subsequent analysis. In each
experiment, one labeled isolated cell was left unbleached as a
reference for the loss of fluorescence attributable to repeated
scanning and dye leakage. When the bleached cell was
interconnected by open gap junction channels to unbleached
contiguous cells, a fluorescence recovery following a slow
exponential time course was measured (Cronier et al. 1994).
An estimation of the relative permeability of the gap
junctions was given by the diffusion rate constant k
determined from recovery curves by using the following
equation: (Fi–Ft)/(Fi–F0)=e-kt where Fi, Ft, and F0 are
fluorescence intensities before bleaching, at time t, and at
t=0, respectively. The effects on GJIC were then assessed by
the comparison of this diffusion rate constant k (expressed in
min−1) under the various conditions.

Statistical analyses

All reported data are expressed as mean±SEM. One-way
analysis of variance followed by a Mann-Whitney U-test
was used to compare reverse transcription (RT)-quantitative
PCR (qPCR) values, whereas unpaired Student’s t-tests
were used for statistical comparison in other cases (P<0.05
was considered significant).

Results

Reduction of BMD in Cx43+/− mice

Three-day-old Cx43+/+ (n=8) and Cx43+/− (n=7) pups were
examined by microcomputed X-ray tomography, and three-
dimensional images from entire pups and cranial vaults
were generated. No obvious retarded ossification or stature
reduction was noticed between both genotypes in entire
animals (Fig. 1a, b). However, hypomineralized calvaria
were observed in heterozygous animals (Fig. 1d) with
larger sutures and less pronounced mineral areas in frontal
bones compared with Cx43+/+ littermates (Fig. 1c). More-
over, BMD measured in calvaria confirmed this signifi-
cantly reduced mineralization in Cx43+/− mice (Table 1). As
ODDD patients or Cx43 null mice present demineralisation
in ribs, teeth, or long bones, BMD were also investigated in
these bones in our murine model (Table 1). No significant
matrix mineralization differences in these skeletal sites
were measured between both genotypes. With this high
resolution and quantitative method, a reduced ossification
in Cx43+/− animals was demonstrated and led us to exploit
this model further in order to study the involvement of
Cx43 in the modulation of OB differentiation.
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Reduced differentiation and increased proliferation
in Cx43+/− OB cells

OB cells were extracted from the calvaria of 3-day-old pups
from both genotypes and cultured in the presence of 10%
FBS, 10 mM 2-glycerophosphate, and 50 μg/ml ascorbic
acid. After 3 days of culture, some large flattened OB cells
were observed in Cx43+/+ cultures, whereas near confluent
OB cells were obtained in Cx43+/− culture (Fig. 2a, b).
Moreover, after 4 days of culture, a characteristic punctate
Cx43 immunostaining was detected in Cx43+/+ OB mem-
branes and inside the cells, whereas this was reduced in the

plasma membranes of Cx43+/− OB cells (Fig. 2c, d). A
significant decrease in Cx43 gene expression was also
revealed by RT-qPCR analyses (47% reduction, see below)
and by Western blot analyses (20% reduction) in Cx43+/−

cells (Fig. 2e). In contrast, the Cx45 levels were similar,
whatever the genotype (data not shown). Next, gap junction
functionality was measured by the gap-FRAP method
(Fig. 2f–j). Coupled cells were characterized by an
exponential time course of fluorescence recovery from
neighboring cells into a photobleached tested cell (Fig. 2i).
A significant 60.3% reduction of functional communication
was measured in Cx43+/− OB cells compared with Cx43+/+

OB cells, as shown by the mean values of the diffusion rate
constant presented in Fig. 2j (0.141±0.017 min−1 for Cx43+/+

OB cells versus 0.056±0.014 min−1 for Cx43+/− OB cells). In
order to characterize our cellular model fully, we then
compared the ability of Cx43+/− and Cx43+/+ cells to
proliferate and differentiate in culture (Fig. 3). After 4 days
of culture, an increased proliferation rate was measured in
Cx43+/− cultures by means of the methylene blue assay
(+180% compared with Cx43+/+; Fig. 3a). Furthermore, after
2 days of culture, ALP activity representing an early criterion
of OB differentiation was significantly reduced in Cx43+/−

cells compared with the wild-type (2.404±0.056 IU/l/μg
proteins in Cx43+/+ OB cells versus 1.484±0.016 IU/l/μg
proteins in Cx43+/− OB cells; Fig. 3b), whereas the transcript
level was unaltered (Fig. 3c). Similarly, we found that the
mineralization potential of Cx43+/− OB cells was significantly
reduced compared with Cx43+/+ OB cells as revealed by the
OCN synthesis levels measured by RT-qPCR and by the
percentage of mineralized area following Von Kossa staining
(Fig. 3d, e).

Under our experimental conditions, OB cells isolated
from Cx43+/− mice exhibit an increased proliferation
potential together with a reduced differentiation capacity
compared with Cx43+/+ OB cells. Thus, the Cx43 hap-
loinsufficiency in murine OB cells induces a gene dosage
effect that could be of interest in the modulating context.

Alteration of ET-1 effects in Cx43+/− OB cells

The presence of ET-1 receptors was first physiologically
demonstrated by the perfusion of ET-1 (10−7M) in the vicinity

Fig. 1 Microcomputed X-ray tomography of 3-day-old Cx43+/−and
Cx43+/+ mice (voxel size: 15 μm; threshold: 190). a, b Reconstructed
three-dimensional images of entire pups of Cx43+/+ and Cx43+/− mice,
respectively. Calcified tissue is shown as intense regions against a
uniform dark background. Bars 5 mm. c, d Images of calvaria
representative of eight Cx43+/+ and seven Cx43+/− mice, respectively
(arrows larger sutures in Cx43+/− mice than in Cx43+/+ mice. Bars 1 mm

Table 1 Bone mineral densities (BMD) measured at various bone sites in Cx43+/+ and Cx43+/− newborn mice. BMD are expressed as milligrams
of hydroxyapatite per cubic centimeter. Data are means±SEM; numbers of experiments are indicated in brackets

Calvaria Femurs Lower incisors Ribs

Cx43+/+ mice 368.45±3.22 (8) 308.91±2.5 (6) 471.06±15.51 (8) 348.47±5 (6)

Cx43+/−mice 352.94±5.56* (7) 309.08±2.65 (8) 446.64±11.99 (5) 355.41±2.18 (5)

*P<0.05 vs. Cx43+/+ mice (Student’s t-test for unpaired data)
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of OB cells. Under our experimental conditions, the peptide
was effective in inducing a [Ca2+]i rise in the investigated cells
of both genotypes (Fig. 4a, b). Nevertheless, the ET-1-induced
[Ca2+]i increase was significantly lower (28% reduction) in
the Cx43+/− OB cells than in the Cx43+/+ OB cells (Fig. 4c).

These data confirmed that the mechanisms implicated in the
control of Ca2+ homeostasis were different between the two
genotypes, as previously demonstrated (Geneau et al. 2007).

The presence of ET-1 (10−8M) in the culture medium for
4 days significantly increased the proliferation rate of

Fig. 2 Gap-junctional properties of osteoblastic (OB) cells cultured in
differentiating medium. a, b Phase-contrast micrographs of Cx43+/+

and Cx43+/− OB cells, respectively, after 4 days of culture. c, d
Immunolocalization of Cx43 (green) and counterstaining of nuclei
(blue) after 4 days of culture. Strong Cx43 punctate staining was
observed in OB plasma membranes and in perinuclear regions in
Cx43+/+ cells (c). An reduction in membranous immunolocalization
was seen in cultured Cx43+/− OB cells (d). Bars 50 μm. e Levels of
Cx43 protein in Cx43+/+ and Cx43+/− OB cells. Cx43 immunoblotting
is significantly decreased in Cx43+/− OB cells. f–j Functional coupling
in Cx43+/+ and Cx43+/− OB cells after 4 days of culture as measured
by means of the gap-FRAP method. f–h Digital images of

fluorescence distribution in OB cells during Prebleach (Pre), just after
photobleach (0 min), and after fluorescence redistribution (10 min).
Polygon 1 represents the photobleached tested cell; Polygon 2 is an
unbleached control cell for correction of the loss of fluorescence
caused by repeated scanning and dye leakage. i Examples of corrected
recovery curves expressed as the percentage of prebleach value versus
time in Cx43+/+ (filled circles) and Cx43+/− (filled triangles) cells and
control cells (filled squares). j Diffusion rate constants k (gray) and
normalized Cx43 synthesis (black) for Cx43+/+ and Cx43+/− OB cells.
Numbers of investigated cells are indicated inside the bars. **P<0.01
(Student’s t-test for unpaired data)
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Cx43+/+ OB cells (28% increase), whereas this mitogenic
effect was not measured in Cx43+/− OB cells (Fig. 5a). In
contrast, ET-1 (10−8M) induced a significant reduction of
ALP activity in both Cx43+/+ and Cx43+/− OB cells, even if
the effect was more pronounced in Cx43+/+ cells (25% vs.
11% reduction for Cx43+/+ and Cx43+/− OB cells, respec-
tively; Fig. 5b). The inhibitory effect on OB differentiation

Fig. 3 Proliferation and differentiation status of Cx43+/+ and Cx43+/− OB
cells. a Proliferation rate assessed by means of methylene blue staining in
Cx43+/+ and Cx43+/− OB cells after 4 days of secondary culture in a 20%
fetal bovine serum medium. Data represent means±SEM of five distinct
experiments normalized versus the control condition (Cx43+/+ OB cells).
b Alkaline phosphatase (ALP) activity in Cx43+/+ and Cx43+/− OB cells
after 2 days of culture in differentiating medium. c Real-time reverse
transcription with quantitative polymerase chain reaction (RT-qPCR)
revealed no significant difference in ALP mRNA levels between Cx43+/+

and Cx43+/− OB cells after 2 days of culture in differentiating medium. d
Osteocalcin (OCN) mRNA level in Cx43+/− OB cells was significantly
reduced compared with Cx43+/+ OB cells when cells were cultured for
10 days in differentiating medium. RT-qPCR data correspond to the
means±SEM of two independent triplicate experiments. e Repre-
sentative photomicrographs of Von Kossa staining illustrating the
reduction of matrix mineralization in Cx43+/− OB cells compared
with control. The histogram corresponds to quantitative data from
five independent preparations and shows delayed mineralization
attributable to the partial deletion of Cx43 after 21 days of culture in
differentiating medium. Numbers of investigated cells are indicated
inside the bars in a–d and on top of the bars in e. *P<0.05,
**P<0.01 with Student’s t-test for unpaired data in a, b, e; Mann-
Whitney U-test in c, d (ns not significant)

Fig. 4 Presence of endothelin-1 (ET-1) receptors in cultured Cx43+/+

and Cx43+/− OB cells. a, b Recordings of [Ca2+]i variations in
response to a short ET-1 (ET1) perfusion (100 nM) in Cx43+/+ and
Cx43+/− OB cells, respectively, cultured for 2 days in differentiating
medium (arrowheads time of measurements for peak amplitudes
expressed in c). c Averaged data of the normalized fluorescence
intensity in Cx43+/+ and Cx43+/− OB cells (means±SEM). Numbers of
investigated cells are indicated inside the bars. ***P<0.001 (Student’s
t-test for unpaired data)
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was also demonstrated by means of RT-qPCR analyses of
OCN gene expression. This ET-1 effect was significant,
whatever the duration of culture (day 2 to day 10), reflecting
an inhibition rather than a time-lag in the differentiation
process (Fig.5c). Finally, Von Kossa staining revealed a
larger inhibitory effect of ET-1 (10−8M) on matrix mineral-
ization process in Cx43+/+ OB cells than in Cx43+/− OB cells
(90% and 50% reduction, respectively; Fig. 5d, e).

Moreover, in parallel to the reduction of the biochemical
differentiation markers, Cx43 transcripts levels were sig-
nificantly reduced in the presence of ET-1 (10−8M) as
revealed by quantitative RT-PCR (Fig. 6a). However,
Western blot analyses revealed a differential inhibitory
effect on the Cx43 protein amount. Indeed, ET-1 induced a
25% reduction of Cx43 synthesis in Cx43+/+ OB cells,
whereas no effect was measured in Cx43+/− OB cells

Fig. 5 Effects of ET-1 (10−8M) on proliferation and differentiation of
cultured Cx43+/+ and Cx43+/− OB cells. a Proliferation rate deter-
mined by means of methylene blue assay in Cx43+/+ and Cx43+/− OB
cells after 4 days of secondary culture with a 20% FBS medium in the
presence (ET1) or absence (C) of 10 nM ET-1. Data represent the
means±SEM of five distinct experiments normalized versus control
condition (Cx43+/+ OB cells in DMEM). b–e ET-1 effects on the level
or activity of OB differentiation markers. b Presence of 10 nM ET-1
for 2 days in the differentiating medium induced a significant
reduction of ALP activity in Cx43+/+ and Cx43+/− OB cells. c Real-
time PCR revealed a significant reduction of OCN mRNA levels when

OB cells were cultured for 2–10 days in the presence of 10−8M ET-1
compared with control medium. This inhibitory effect was observed,
whatever the genotype. Data correspond to the means±SEM of two
independent triplicate experiments. d Representative Von Kossa
staining in Cx43+/+ and Cx43+/− OB cells cultured in the presence
(ET1) or absence (control) of 10 nM ET-1. e Histogram of normalized
data measured after 21 days of culture in the presence of 10 nM ET-1
(ET1) or in control medium (C) for five independent Von Kossa
experiments. Numbers of investigated cells are indicated inside the
bars in a, b and on top of the bars in e. **P<0.01 (Student’s t-test for
unpaired data)
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(Fig. 6b, c). This inhibitory effect of ET-1 on Cx43 amount
in Cx43+/+ OB cells induced a 54% reduction in GJIC after
a long-term ET-1 treatment (10−8M), whereas no decrease
was measured in Cx43+/− cultures (Fig. 6d–f).

Discussion

The present findings in a murine model indicate that the
decreased level of Cx43 synthesis is linked to a reduced OB
differentiation state and to an increased proliferation rate. In
vitro analyses have shown that Cx43 haploinsufficiency in
OB cells induces a more than two-fold decrease in GJIC
leading to a significant reduction of both early and late OB
differentiation markers associated with an increased prolif-
eration rate. This link has been validated in vivo by using
microcomputed X-ray tomography analysis of 3-day-old
Cx43+/+ and Cx43+/− pups. Tomographic analysis has

allowed us to reveal the absence of a general defect in the
shape and mineralization of bones from both intramembra-
neous and endochondral ossification. However, contrary to
histological approaches, this quantitative method has
permitted the demonstration of a hypomineralization of
Cx43+/− calvaria. As previously shown (Guldberg et al.
2004), microcomputed X-ray tomography analysis is
particularly well suited to the efficient characterization of
skeletal phenotypes in transgenic mice models. This
reduction of mineralization might be attributable to an
alteration of the migratory potential of neural crest cells
from neural tubes to craniofacial ossification sites as
previously observed for Cx43-null mice (Lecanda et al.
2000; Stains and Civitelli 2005). Indeed, several studies of
transgenic Cx43 mice or neural tube explant cultures have
demonstrated that the directional motility of neural crest
cells is dependent on the precise level of Cx43 synthesis
(Huang et al. 1998; Xu et al. 2006). Nonetheless, our data

Fig. 6 Cx43 synthesis and
function in Cx43+/+ and Cx43+/−

OB cells cultured in the absence
(C) or the presence of 10−8M
ET-1 (ET1) in the differentiating
medium. a Real-time RT-PCR in
Cx43+/+ and Cx43+/− OB cells
after 4 days of culture revealed
an inhibitory action of ET-1
(10 nM) on Cx43 mRNA ex-
pression. b Representative Cx43
immunoblot illustrating the
differential inhibitory effect of
ET-1 (10 nM) between cultured
Cx43+/+ and Cx43+/− OB cells.
c Normalized Cx43 mRNA
amount confirmed a significant
ET-1 effect only in Cx43+/+ OB
cells. d, e Examples of corrected
recovery curves obtained by
means of gap-FRAP in Cx43+/+

and Cx43+/− OB cells, respec-
tively, illustrating the uncou-
pling action of 10 nM ET-1 after
4 days only in Cx43+/+ OB cells.
f Effect of long-term ET-1 treat-
ment on diffusion rate constants
k for Cx43+/+ and Cx43+/− OB
cells (C differentiating medium,
ET1 10 nM ET-1). Numbers of
investigated cells are indicated
inside the bars. **P<0.01
(Student’s t-test for unpaired
data)
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based on phenotypic characterization have demonstrated
that the OB potential of calvarial Cx43+/− cells was
reduced, accordingly to previous studies performed on
Cx43-null mice (Lecanda et al. 2000). However, in order to
ascertain the Cx43 effect on both intramembraneous and
endochondral ossifications, the characterization of OB cells
isolated from long bones of Cx43+/− can be performed.

By displaying an intermediate phenotype, Cx43+/− OB
cells are a useful model to study modulating effects of
peptides implicated in human diseases. Indeed, such
pathologies are rarely correlated to the total ablation of
the connexin gene. Recently, findings of more than 20
distinct point mutations in the Cx43 gene have been related
to the human disorder ODDD. These patients present
phenotypic features including craniofacial malformations.
Our data are also consistent with earlier studies of mouse
genetic models (Lecanda et al. 2000; Chung et al. 2006) or
cultured OB models with altered Cx43 gene expression
(Upham et al. 2003; Li et al. 2006; Civitelli 2008).

Moreover, the present results demonstrate that Cx43
haploinsufficiency minimizes the bone response to ET-1.
Contrary to Cx43+/+ OB cells, ET-1 is ineffective to
increase the proliferation rate of Cx43+/− cells. The peptide
is also partially able to reduce the differentiation state in
cultured Cx43+/− OB cells as confirmed by ALP activity
and the synthesis level of OCN. These results validate and
complete our previous study of the hFOB1.19 cell model
(Niger et al. 2008) since the mitogenic effect of this peptide
has been clearly shown on primary murine OB cells. Under
the present experimental conditions, ET-1 treatment signif-
icantly decreases Cx43 transcript and protein levels
together, leading to an uncoupling effect. Analogous
chronic ET-1 effects on the amount of Cx43 have been
described in other cellular models such as cortical astroglia
cells (Rozyczka et al. 2005), ovarian carcinoma cells
(Spinella et al. 2003), and human trophoblastic cells
(Cronier et al. 1999). In the last-mentioned, this uncoupling
effect is also linked to an impaired trophoblast differenti-
ation process. We should point out that other soluble factors
present in the bone microenvironment, such as PTH, have
been described to modulate Cx43 amount and function in
OB cells (Chung et al. 2006).

The first explanation for the impaired ET-1 effects in
Cx43+/− OB cells is an alteration in the synthesis profile of
the ET receptor subtypes. However, as we have previously
demonstrated in the same cellular model (Geneau et al.
2007), no significant differences have been measured by
means of RT-qPCR analysis between both genotypes.
Interestingly, the ETA receptor subtype was always present
at a higher level, whatever the genotype. Second, ET
receptors might be coupled to multiple transduction path-
ways, even if, in OB cells, previous work has clearly shown
that ET-1 mainly involves a protein kinase C (PKC)

transduction pathway (Matsuno et al. 1998; Tokuda et al.
2007; Geneau et al. 2007). Thus, an alteration in these
transduction pathways can also be postulated. As previous-
ly demonstrated, the activation of PKCγ stimulates its
interaction with Cx43 in lipid rafts resulting in a decreased
GJIC in bovine epithelial cells (Lin et al. 2003). Hence,
Cx43 haploinsufficiency might alter the putative interac-
tions of this gap-junctional protein with several isoforms of
PKC implicated in ET-1 transduction pathways and,
thereafter, cause the reduced impact of this peptide on
Cx43+/− OB cells. An alteration of GJIC attributable to a
reduced Cx43 level might also induce a displacement of the
different sets of transcription factors activated through the
ET-1 transduction pathway, such as the Sp1/Sp3 couple.
Indeed, a modulation of Sp1/Sp3 complex recruitment on
the OCN and collagen I α1 promoters has been described
when GJIC is perturbed (Stains et al. 2003). The disturbed
ET-1 effects might also be attributable to a functional
alteration of cellular mechanisms involved in calcium
homeostasis. In most cell types, the activation of a calcium
influx through plasma membrane channels has been reported
after ET-1 interaction with its specific receptors. In OB cells,
we have previously shown that nifedipine, a specific L-type
voltage-sensitive calcium channel blocker, is unable to
decrease the ET-1-induced calcium rise in Cx43+/− cells,
contrary to their wild-type littermates (Geneau et al. 2007).
Apart from ET-1, a similar modulation of the OB
differentiation process, following the level of Cx43 expres-
sion, synthesis, and function, has been described with
another osteogenic modulator; thus, the anabolic effect of
PTH treatment has been shown to be reduced in condition-
ally OB-deleted Col/Cre Cx43 mice (Chung et al. 2006).

In conclusion, the present study supports the view that
ET-1 has pronounced effects on fully differentiated OB
cells. The impact on bone mineralization attributable to
physiopathological soluble factors might then vary with the
OB phenotypic heterogeneity linked to the location in the
skeleton. Moreover, in addition to its roles in mechano-
transduction (Saunders et al. 2003) or in OB differentiation
control (Civitelli 2008), Cx43 can modulate OB sensitivity
to soluble factors. Further studies are needed to confirm the
hypothesis that fully differentiated OB cells are preferential
targets for soluble factors. The Cx-linked effects of ET-1
should be investigated during the terminal differentiation of
OB cells, especially in osteocyte cell lines such as MLO-
Y4, and the action of another soluble factor such as PTHrP
could also be considered.
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Abstract For decades, cancer was associated with gap-

junction defects. However, more recently it appeared that

the gap junction proteins (connexins) could be re-expressed

and participate to cancer cell dissemination during the late

stages of tumor progression. Since primary tumors of

prostate cancer (PCa) are known to be connexin deficient, it

was interesting to verify whether their bone-targeted met-

astatic behaviour could be influenced by the re-expression

of the connexin type (connexin43) which is originally

present in prostate tissue and highly expressed in bone

where it participates to the differentiation of osteoblastic

cells. Thus, we investigated the effect of the increased Cx43

expression, by retroviral infection, on the metastatic

behaviour of two well-characterized cell lines (PC-3 and

LNCaP) representing different stages of PCa progression. It

appeared that Cx43 differently behaved in those cell lines

and induced different phenotypes. In LNCaP, Cx43 was

functional, localized at the plasma membrane and its high

expression was correlated with a more aggressive pheno-

type both in vitro and in vivo. In particular, those Cx43-

expressing LNCaP cells exhibited a high incidence of

osteolytic metastases generated by bone xenografts in mice.

Interestingly, LNCaP cells were also able to decrease the

proliferation of cocultured osteoblastic cells. In contrast, the

increased expression of Cx43 in PC-3 cells led to an

unfunctional, cytoplasmic localization of the protein and

was correlated with a reduction of proliferation, adhesion

and invasion of the cells. In conclusion, the localization and

the functionality of Cx43 may govern the ability of PCa

cells to metastasize in bones.

Keywords Connexin43 � Prostate cancer �
Bone metastasis � Heterocellular communication

Abbreviations

lCT Micro-Computed Tomography

ALP Alkaline phosphatase

BMP3 Bone morphogenic protein-3

Cx43 Connexin43

DAG1 Dystroglycan-1

Gap-FRAP Gap-fluorescence recovery after

photobleaching

GJIC Gap junctional intercellular communication
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LGALS1 Galectin-1

MDP Methylene diphosphonate

MMP13 Matrix metalloproteinase-13

NOV/CCN3 Nephroblastoma overexpressed gene/

connective tissue growth factor3

OB Osteoblastic

OCN Osteocalcin

OPG Osteoprotegerin

OPN Osteopontin

PCa Prostate cancer

PLAT Plasminogen activator tissue-type

PTX-3 Pentraxin-related protein-3

RANKL Receptor activator of nuclear factor-kappaB

ligand

TIMP2 MetalloProteinase inhibitor-2

Introduction

Metastasis remains the main cause of morbidity and death

(90%) from solid tumors. It is thus important to elucidate

the molecular mechanisms which are responsible for tumor

cell mobility, homing and colonization of specific organ

sites [1]. However, despite the fact that cell interactions are

involved in those processes, only a few studies have

examined what could be the role of proteins implicated in

direct cellular interactions [2, 3]. Among possible candi-

dates, gap junction proteins, named connexins (Cxs), are

thought to enable cancer cells to adapt to different extra-

cellular environments [4, 5]. Members of a multigene

family, Cxs are involved in gap junctional intercellular

communication (GJIC) and coordinate cell activities during

development and differentiation [6]. Moreover, recent data

demonstrated alternative functions for Cxs as hemichan-

nels [7] or inducer of protein interactions [8]. Since loss of

tissue homeostasis frequently accompanies tumor growth,

gap junctions were suggested to be involved in carcino-

genesis [9]. Such an assumption has been then confirmed

by numerous data showing that cancer phenotype is indeed

associated with a decreased capacity of GJIC in cancer

cells both in vitro and in vivo [10–12]. In the context of

primary solid tumor, Cxs (particularly Cx43) presented

anti-proliferative effects in a wide range of cancer cell

types and were frequently classified as tumor suppressor

genes [13–15]. However, recent evidences suggest that the

role of Cxs is more complex in cancer since they could be

involved differently at different stages of tumor progres-

sion. For instance, Cx43 would play an active role in

migration of cancer cells [16] by increasing their adhesion

to the stroma. Moreover, they could also participate in

breast cancer cell spreading by establishing heterocellular

communication with vascular endothelial cells. This would

increase the diapedesis needed for cancer cells to metas-

tasize [17, 18]. Finally, as demonstrated for a human breast

carcinoma cell line metastasizing to bones, it appears that

heterocellular GJIC can occur with human osteoblastic

(OB) cells [19]. Interestingly, transcriptome analyses of

osteotropic breast cancer cells have revealed that Cx43 was

up-regulated in metastatic cells that are believed to acquire

bone cell-like properties (osteomimicry). This increased

Cx43 expression was confirmed by immunohistochemistry

in bone metastatic lesions from patients [20]. Then, Cxs

could play multiple roles depending on the stage of carci-

nogenesis [4, 5]. However, contrary to their involvement

in cell growth control, only few studies investigated so far

the function of Cxs during the last steps of tumor

progression.

Prostate cancer (PCa) is the most commonly diagnosed

cancer in males and 80% of patients with advanced disease

have bone metastasis mainly characterized by osteoblastic

lesions [21, 22]. As seen in the majority of cancers, alter-

ations in cellular interactions were demonstrated in PCa

cells [2, 3]. In normal differentiated epithelial prostatic

cells, Cx32 and Cx43 are the main Cxs expressed [23].

These Cxs were also localized at cell–cell contacts in

epithelial cells of well differentiated prostate tumors, but

presented either an alteration of expression or an impaired

trafficking as the tumors progressed to more invasive and

undifferentiated stages [23, 24]. In PCa cells, Cx43 was

also involved in sensitivity to pro-apoptotic agents [25] and

heterocellular coupling with fibroblasts controlling migra-

tion ability during invasion [26]. In bones, an essential role

was also attributed to Cx43, while its expression was

directly related to the differentiation state of osteogenic

cells [27] and to the mineralization process [28]. Alto-

gether, these data suggest that Cx43 may have a role in

heterotypic interactions between PCa and OB cells during

bone metastasis formation and/or progression.

In this study, after retroviral infection, we characterized

Cx43-induced phenotypic changes in two PCa cell lines

with different invasive characteristics (LNCaP and PC-3)

and compared their bone impact in vivo after intratibial

injection in Nude mice and in vitro after cocultures with

OB cells. We found that Cx43 localization and function

differ in those cell lines since GJIC is reestablished only in

Cx43-expressing LNCaP cells. Interestingly, these com-

municating LNCaP cells exhibit increased aggressive

characteristics whereas the more aggressive cells, PC-3,

present a reduction of their tumor phenotype after Cx43

overexpression (proliferation, adhesion and invasion). In

the bone xenograft model, Cx43 overexpression in LNCaP

cells also induces a significant rise in the incidence of

osteolytic metastasis that is associated with a PCa-induced

reduction of OB cells number in coculture.
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Materials and methods

Cell lines and stable transfection

LNCaP and PC-3 cell lines were purchased from ATCC

(CRL-1435 and CRL-1740, Manassas, VA) and were grown

in DMEM (Invitrogen, Cergy Pontoise, France) with high

glucose 4.5 g/l supplemented with 10% Fetal Bovine Serum

(FBS) (Lonza, Levallois-Perret, France), 100 IU/ml penicil-

lin and 100 lg/ml streptomycin (Lonza). PCa cells over-

expressingCx43 (PC-3 Cx43 or LNCaPCx43) were prepared

as previously described [29] by means of retroviral particles

containing humanCx43. Control cells were obtained using an

empty pMSCV-puro vector (PC-3 mock or LNCaP mock).

The stable Cx43 overexpression in the total cell population

was checked over 10 passages at RNA and protein levels.

Coculture with osteoblastic (OB) cells

OB cells were isolated from calvaria of 3–5 days-old mice

after sequential digestions as previously described [30].

After 6 days of primary culture in DMEM with 20% FBS,

OB cells were trypsinized in a 0.05% trypsin/0.15% EDTA

solution, seeded at 25 9 103 cells/ml in a differentiating

medium (DMEM supplemented with 10% FBS and 10 mM

sodium b-glycerophosphate) and cultured at 37�C. All

reagents were from Sigma (St. Louis, MO).

To study the impact of PCa cells (mock and Cx43) on OB

cells proliferation and differentiation, cocultures with or

without contact were carried out and compared to OB cells

cultured alone. The initial ratio was 1:10 in favor of OB cells

in both coculture conditions, but in the bilayer configuration

(no contact), OB cells were separated from PCa cells with a

cell culture insert (PET, 0.4 lm pore size, BD Biosciences,

Pont-de-Claix, France), as illustrated in Fig. 4b.

Real-time quantitative RT-PCR

RNA extraction, reverse transcription and RT-qPCR were

performed as previously detailed [31]. The primers are

described in supplemental Data, Table 1. Results are dis-

played in the relative expression (percentage) compared to

GAPDH expression and normalized relative to control

cells. Primer validation and species specificity were

checked using cDNA from human or mouse OB primary

culture (data not shown).

Immunoblotting

As previously described [30], 50 lg of proteins were sep-

arated on 12% polyacrylamide-SDS gel and electroblotted

on nitrocellulose membrane. Blots were probed overnight

at 4�C with monoclonal antibody against Cx43 (1/1,000;

Transduction Laboratories, Lexington, KY). Then, mem-

branes were incubated with goat anti-mouse HRP-conju-

gated antibody (1/5,000) for 1 h at room temperature

(Dako, Glostrup, Denmark). Bound antibodies were

detected using an enhanced-ECL kit as specified by the

manufacturer (ThermoScientific, Rockford, IL).

Immunocytochemistry

To detect Cx43, procedure was modified from Geneau

et al. [30] using cold acetone fixation (10 min) and pro-

pidium iodide for nuclear counterstaining. Samples were

observed on a confocal microscope (FV1000 Olympus IX-

81, Tokyo, Japan). All controls performed by omitting the

primary antibody were negative.

Proliferation and apoptotic assays

Proliferation assay was performed according to Geneau

et al. [30]. One OD unit corresponds to 5 9 104, 3.3 9 104

and 2.8 9 104 cells for OB, PC-3 and LNCaP respectively.

Results on PCa cells were also confirmed by XTT prolif-

eration kit (Roche Diagnostics, Mannheim, Germany).

Assessment of Cx43 impact on apoptosis was performed by

means of the FITC-annexinV apoptosis detection kit

according to recommendations of the manufacturer (BD

Biosciences). After incubation with propidium iodide and

FITC-conjugated annexinV, samples were analyzed on a

FACSCanto-II flow cytometer using the FACSDiva-II

software (BD Biosciences).

Adhesion and invasion assay

For adhesion assay, 39103 PCa cells were seeded on vi-

tronectin or fibronectin-coated (0.5 lg/ml) wells in

16-wells Lab-tek� chamber slide system (Nunc, Rochester,

NY). Cells were allowed to attach for 2 h in DMEM with

10% FBS and processed as reported in [32]. Cell invasion

through 25 lg Matrigel� (BD Biosciences) was assessed

using Boyden chambers with 8 lm pores (PET, BD Bio-

sciences). After 24 h incubation, cells on the upper surface

were removed and cells attached to the lower surface were

fixed, stained with eosin/haematoxylin. To ascertain the

implication of Cx43 in invasive properties, control exper-

iments were performed in the presence of 10 lM GM6001

(functional inhibitor of MMP1, 2, 3, 8 and 9; EMD

chemicals, Giggstown, NJ). For both techniques, cell

number was measured by means of ImageJ software.

Gap junction functionality

For qualitative GJIC evaluation, donor cells were labeled

with a diffusible fluorescent dye (5 lM calcein/AM,
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Sigma) together with a non-diffusible membrane marker

(10 lM DiL-C18(3), Invitrogen) as previously detailed

[33]. After washing, cells were trypsinized, resuspended in

culture medium and 103 fluorescent cells were laid on

recipient cells. The transfer of dye was visualized after 4 h

at 37�C on the Olympus confocal system.

The degree of homocellular GJIC between PCa cells

was also measured by means of the gap-FRAP (Fluores-

cence recovery after photobleaching) method [34]. Briefly,

cultured PCa cells were loaded with a diffusible fluorescent

tracer (7 lg/ml 6-carboxyfluorescein, Sigma) and the

fluorescence of investigated cells was dramatically

decreased by a laser beam (photobleaching at 405 nm) in

order to study the recovery by diffusion from adjacent cells

and to measure the diffusion rate constant k.

Secretome analysis

Proteins (1 mg) from the serum-free medium of PCa cells

were digested overnight with trypsin (1 lg/50 lg protein;

Promega, Madison, WI). After purification through C18

columns, resulting peptides were isotopically labeled by

peptide-level dimethylation induced by formaldehyde

treatment [35]. In order to compare quantitatively the pep-

tides according to their cell origin (mock and Cx43), two

isotopologs of formaldehyde (200 mM) were used (15 ll/
sample); a light one (CH2O) to label the peptides from

Cx43-PCa cells and a heavy deuterated one (CD2O) to label

the peptides from mock cells [35]. Labeled peptides were

analyzed as described [35] on a linear trapping quadrupole-

Orbitrap mass spectrometer with Xcalibur software (Ther-

moFisher). Fragments spectra were identified using Mascot

(v.2.2, Matrix Science) and quantitative ratios were

extracted using MSQuant (http://msquant.sourceforge.net/).

For each type of secreted protein, results are presented as

ratios of Cx43-transfected versus mock cells.

ALP activity

Intracellular alkaline phosphatase activity was measured by

colorimetry as described [36] and normalized against total

cellular protein content determined by DC Protein Assay

(BioRad, Marnes-la-Coquette, France).

Xenograft model and bone impact analyses

All these procedures were conducted in accordance with

the guidelines of the European Union (CEE 86-609) and

verified by the local Animal Care Committee. PCa cells

(6 9 105 in 5 ll PBS) were injected into the right tibia of

male Balb/c Nude mice (7 weeks old; Charles River Lab-

oratories, Wilmington, MA) under anesthesia (100 mg/kg

ketamine and 10 mg/kg xylazine, Sigma). The left tibia

received a control injection with PBS. After 20–40 days,

anesthetized mice were imaged by means of micro X-ray

computed tomography (lCT) with a CT 120 (GE Health-

care, France). 360 X-ray projections were collected in 1�
increments (80 kVp; 450 lA; 120 ms exposure time for

26 min total scan time). Projection images were recon-

structed into 3D volumes (10,243 voxels, 93 lm resolu-

tion) on a 4PCreconstruction cluster using a modified tent-

FDK conebeamalgorithm (GE Healthcare reconstruction

software). Three-dimensional data were processed and

rendered (isosurface/maximum intensity projections) using

MicroView (GE Healthcare). The procedure for bone vol-

ume measurement after tibia injection is detailed in sup-

plemental Data, Fig. 2.

Osteogenic sites were analyzed by Single Photon

Emission Computed Tomography (SPECT). [99mTc]-MDP

(Methylene Di Phosphonate) is a conventional bone scin-

tigraphic agent that selectively concentrates in bone thanks

to its chemical adsorption onto, and into, the crystalline

structure of hydroxyapatite. After 3–6 weeks, mice were

injected in the tail vein with [99mTc]-MDP with 18 MBq.

Images were recorded 60 min after injection of [99mTc]-

MDP. Mice were anesthetized with 1.5–2% isoflurane in

air and transferred to a Nano SPECT/CT (Bioscan,

Washington, DC). Image acquisition parameters were 24

projections and 30–60 s/image depending upon activity

injected in the animals. Dedicated software (InVivoScope)

was used to reconstruct 3D images and to quantify radio-

activity. Image analysis was qualitative (comparison with

lCT), and quantitative by drawing volumes of interest

around tumors in both legs, with results expressed as per-

centage of injected doses.

Statistical analysis

All reported data are expressed as mean ± SEM. One-way

analysis of variance followed by Tukey’s test was per-

formed for RT-qPCR, whereas Student’s t-test for unpaired

data was used in other cases. *P\ 0.05; **P\ 0.01;

***P\ 0.001.

Results

Cx43 leads to functional communication

only in LNCaP cells

Cx43 overexpression in PC-3 (PC-3 Cx43) and LNCaP

(LNCaP Cx43) cells was confirmed by RT-qPCR and

western blotting (Fig. 1a, b). Native and mock PC-3 and

LNCaP cells presented low level of Cx43 expression

(mRNA and protein level; Fig. 1a, b; not shown for native

cells) and no functional GJIC (Fig. 1d). Western blot
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analyses revealed that retroviral infection induced a stable

physiological increase of Cx43 by 3.09 ± 0.34 and

3.35 ± 0.57 fold over the endogenous expression in the

total population of PC-3 and LNCaP cells, respectively

(Fig. 1b). No compensation or alteration of expression was

demonstrated for other Cxs previously described in PCa

cells including Cx26, Cx32, Cx45 (Supplemental Data,

Fig. 1a). In terms of localization, LNCaP Cx43 cells

exhibited a characteristic punctuate immunostaining at

appositional membranes and inside cells whereas Cx43

immunofluorescence was restricted to the cytoplasmic

compartment in PC-3 Cx43 cells (Fig. 1c). This differential

localization of Cx43 leads to functional divergences as

confirmed by preloading and gap-FRAP experiments

showing GJIC only between LNCaP Cx43 cells (Fig. 1d

and supplemental Data, Fig. 1b). All data obtained for

LNCaP Cx43 correspond to a functional GJIC quantita-

tively similar to intercellular coupling of other epithelial or

normal cells in terms of permeability (diffusion rate con-

stant k = 0.225 ± 0.04 min-1) and of percentage of cou-

pled cells [30, 34].

Cx43 induces contrasting phenotypic changes

in LNCaP and PC-3 cells

The contribution of Cx43 expression level on tumoral

characteristics of PCa cells was analyzed in vitro after

overexpression in both cell lines. Cx43 decreases the pro-

liferation rate of PC-3 cells by half after 4 days of culture. In

contrast, no significant effects could be demonstrated during

a 1–6 days period for LNCaP cells (Fig. 2a). This effect on

cell number was not associated with increased apoptosis

since the viability of PCa cells was not affected by retroviral

infection in Cx43 and mock cells (Fig. 2b and supplemental

Data, Fig. 1c). The aggressive phenotype of PCa cells was

evaluated by means of adhesion to different matrix com-

ponents and by invasion ability in Boyden chambers

(Fig. 2c, d). As expected, PC-3 presented a more pro-

nounced adhesive and invasive properties than LNCaP cells

in our conditions. Interestingly, PC-3 Cx43 cells presented a

significant reduction of adhesion on vitronectin (-35%)

and fibronectin (-31%) as well as of the invasion ability

(-44%). On the contrary, the aggressiveness of LNCaP cells

was clearly increased after Cx43 overexpression. Indeed,

LNCaP Cx43 displayed an increased adhesion on vitronec-

tin and fibronectin compared to mock cells and were more

invasive through Matrigel� (?70% compared to mock

cells). In our experimental conditions, the significant effects

on invasive ability were not linked to migration properties

because of their abolition in the presence of GM6001, a

functional blocker of MMPs (supplemental Data, Fig. 1d).

To complete the characterization of PCa Cx43 cells, com-

parative proteomic approach was made for identifying

secreted molecules implicated in invasion or metastatic

processes (Fig. 2e, f). The layout of secreted molecules by

functional groups (Supplemental Data, Table 2) showed that

molecules implicated in collagen degradation (MMP13,

PLAT and TIMP2) exhibited variations in LNCaP Cx43

cells towards an invasive phenotype. Furthermore, in

LNCaP Cx43 cells (Fig. 2f), a high proportion of factors that

were already described in prostate cancer progression or

bone metastasis (PTX3, DAG-1, BMP3 and LGALS1)

presented the same hostile profile. Finally, consistently with

cell viability assays, PC-3 Cx43 cells presented an increased

expression of antimitotic factors like NOV (Fig. 2e). Alto-

gether, in vitro data indicate that aggressive properties of

PC-3 cells are reduced by Cx43 overexpression whereas

they are augmented in LNCaP cells.

Cx43 increases the aggressiveness of LNCaP

in the bone context

To evaluate the influence of Cx43 on the bone lesions due

to PCa cells, we generated intra-osseous xenografts of PCa

cells and followed in parallel the bone integrity and

remodeling by micro computed tomography (lCT) and

scintigraphy (SPECT-CT), respectively. After intratibial

injection of 6 9 105 cells, tumor incidence for LNCaP

Cx43 cells was greatly increased compared to mock cells

(85 vs 22%) while PC-3 cells induced tumor growth in

bone context whatever the genotype (Fig. 3a). However, no

difference in tumor size was measured between the PCa

cell types (1 cm diameter before euthanasia). When a

tumor developed, tomographic analysis demonstrated

osteolysis in all cases after 20 days (arrow heads in

Fig. 3b) requiring euthanasia as early as day 31 and day 40

for PC-3 and LNCaP cells respectively. Quantitative lCT
analysis allowed measuring the tibia bone volume (Sup-

plemental Data, Fig. 2b). No significant difference was

measured between PC-3 Cx43 and mock cells, but

enhanced osteolysis was demonstrated for LNCaP Cx43

compared to mock cells (Fig. 3c). For the osteogenic

aspect, no Cx43 effects on the number of mineralization

sites were revealed by means of SPECT-CT analyses

(Fig. 3b, d). Thus, in vivo data confirm that enhanced Cx43

expression and function in LNCaP cells induced an

increased metastatic ability leading to osteolytic lesions.

Cx43 could modify the PCa cell impact on OB

proliferation in vitro

Osteoblasts, the key cells of bone remodeling, also present

functional GJIC due to Cx43 expression [30]. Therefore,

the specific OB/PCa cell interaction was investigated in

vitro both in direct contact and in bilayer configuration.

Preloading assay demonstrated functional GJIC only
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between LNCaP Cx43 and OB cells (Fig. 4a). Cocultures

with two different configurations (Fig. 4b) were employed

at a ratio of 1:10 for PCa and OB cells, respectively. In the

contact configuration, PCa cells presented a clonal expan-

sion (Fig. 4b) leading to restricted areas of heterocellular

contact with OB cells. In these conditions, an evolution of

the PCa:OB cell ratio was determined only for PC-3 mock

cells (twofold increase) leading to appropriate correction

during proliferation assays. In the bilayer configuration,

only communication by soluble factors can occur.

In the contact configuration, Cx43 in PC-3 cells pro-

duced a slight increase of the OB cell number, whereas in

the bilayer configuration it was ineffective (Fig. 4c, top).

On the contrary, LNCaP Cx43 exhibited a positive effect

on OB cell number compared to mock cells in the bilayer

configuration (Fig. 4c, bottom). Importantly, these effects

were reversed in the contact configuration and especially, a

significant decrease of the proliferation rate was demon-

strated when OB cells could interact with communicating

LNCaP Cx43 (Fig. 4c, bottom). These data were consistent

Fig. 1 Cx43 presents different patterns of localization and function

in PCa cells. Stable retroviral Cx43 expression in PC-3 and LNCaP

cells was confirmed by RT-qPCR (a) and immunoblotting normalized

to GAPDH (b). c Cx43 immunolocalization (green) and counter-

staining of nuclei by Propidium Iodide (PI, red) demonstrated a

cytoplasmic localization for PC-3 Cx43 cells and a characteristic

punctuate immunostaining at cell–cell boundaries for LNCaP Cx43

cells. Enlarged images marked by the white boxes (Box) are shown on

the right. d Functional homocellular coupling between PCa cells

evaluated by gap-FRAP method. Top: Digital images of fluorescence

distribution in LNCaP Cx43 cells at different times: Prebleach, just

after photobleach (T = 0 min), and after fluorescence redistribution

(T = 5 min). Polygon1 represents the photobleached tested cell;

Polygon2 is an unbleached control cell for fluorescence correction.

Representative example of fluorescence recovery curves were

expressed as the percentage of prebleach value vs. time in LNCaP

mock (white circles), LNCaP Cx43 (black circles) and control

unbleached cell (black squares). Bottom: Percentage of coupled cells

with corresponding diffusion rate constants k determined from

recovery curves for LNCaP Cx43 (n[ 20). White and black bars
correspond to mock and Cx43-transfected cells respectively.

*P\ 0.05, **P\ 0.01, ***P\ 0.001. (c–d Scale bars = 100 lm;

for Box, scale bars = 20 lm)
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with a reduction of the bone–forming cell number when

Cx43 was overexpressed in LNCaP cells.

PCa cells in direct contact with OB cells increase their

osteoclastic potential

To examine the effect of the prostatic Cx43 level on the

OB differentiation potential, we analyzed the osteogenic

capacity of individual OB cells cocultured with PCa cells.

Commonly used differentiation markers like Cbfa-1,

osteocalcin (OCN), Cx43 and osteopontin (OPN) were

drastically decreased whatever the configuration and the

level of Cx43 expression in prostatic cells, as demonstrated

by RT-qPCR (Fig. 5 and supplemental Data, Fig. 3). Only

ALP expression and activity presented an increased profile

in the contact configuration. As bone resorption and

osteoclastic differentiation are tightly orchestrated via the

RANK/receptor activator of NF-kappaB ligand (RANKL)/

osteoprotegerin (OPG) system, we investigated these

osteoblastic criteria in presence of PCa cells. Significant

Fig. 2 Cx43 leads to different and opposite phenotypic changes in

PC-3 and LNCaP cells. a Proliferation rate was assessed by means of

methylene blue staining in PC-3 and LNCaP cells. Data represent

means ± SEM of 3 independent experiments performed in triplicate.

Proliferation status of mock (white circles) and Cx43-transfected

(black circles) were compared until 6 days. b Mean values of

apoptotic cells for each cell type after 4 days of culture. Bars
represent percentages of annexinV-positive cells from three indepen-

dent experiments. c Adhesion assay on fibronectin and vitronectin for

PC-3 (left) and LNCaP (right) transfected or not with Cx43. Controls

were performed with PBS. d Invasion assay on Matrigel�. For

adhesion and invasion assays data are presented as mean ± SEM of 4

different experiments performed in triplicate. e–f Secretome analysis

for PC-3 and LNCaP cells respectively. Top: Identified proteins were

gathered into 3 categories (stimulated, inhibited or unmodified by

Cx43 expression). Bottom: Comparative abundance of secreted

proteins detected in culture media of PC-3 (e) and LNCaP (f) cells
and presented according to the value of their ratio of Cx43:Mock for

secreted proteins present in 3 independent experiments. Arrows
underline the main secreted factors already implicated in prostate

cancer progression and bone metastasis. White and black bars
correspond to mock and Cx43-transfected cells respectively.

*P\ 0.05, **P\ 0.01, ***P\ 0.001
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variations were demonstrated only in contact configuration

with increased RANKL (Fig. 5). We also demonstrated

decreased OPG expression in presence of PCa cells what-

ever the configuration and the cell line (Supplemental Data,

Fig. 3). The absence of significant differences between

mock and transfected cells suggest a contact effect impli-

cating adhesion molecules without a direct involvement of

Cx43.

In summary, cocultures demonstrated that the presence

of PCa cells induce a drastic inhibition of the osteogenic

status of OB cells together with an increase of their oste-

olytic ability due to soluble factors and/or physical contact.

In this heterocellular context, Cx43 overexpression only

generates an alteration of the proliferation rate of OB cells.

However, contrary to the in vivo situation with bone

marrow, the in vitro approach focuses on the unique dia-

logue between mesenchymal and prostatic cells.

Discussion

Given the central role of Cx43 in bone physiology and its

altered expression in PCa primary tumors, we investigated

the role of this Cx in bone-targeted metastasis of PCa cells.

To do so, Cx43 expression was increased in two PCa cell

lines representing different stages of cancer progression

(PC-3 and LNCaP cells). Firstly, cellular characterization

revealed a differential distribution and functionality of

Cx43 in the two cell lines despite a similar increased level

of expression. Consistently with previous studies [24, 25],

Cx43 expression was restricted to cytoplasmic compart-

ments in PC-3 Cx43 cells whereas it was localized at the

plasma membrane in LNCaP Cx43 cells leading to the

restoration of GJIC. In vitro analyses demonstrated sig-

nificant differences between the cell lines in term of

adhesion, invasion, proliferation and secretome profile. As

Fig. 3 Effects of Cx43 expression on bone impact in vivo. a Tumor

incidence of PCa Cx43 cells compared to PCa mock cells after

intratibial injection in Nude mice. b Representative experiments of

lCT and SPECT-CT at days 20 and 31 for PC-3 cells and days 20 and

40 for LNCaP cells. Note the absence of tibia osteolysis with LNCaP

mock cells compared to large bone destruction with LNCaP Cx43

cells. Arrow heads represent osteolytic lesions in right tibiae. c Bone
volume of tibia injected with PCa cells compared to control with PBS

following the procedure detailed in supporting information Fig. 2.

Cx43 overexpression in LNCaP increased the development of

osteolytic tumor. d Analysis of osteogenic sites corresponding to

percentage of [99mTc]-MDP activity in tibia injected with PCa cells

compared to control. 3 mice were examined for PC-3 cells, 9 for

LNCaP mock and 13 for LNCaP Cx43. White and black bars

correspond to mock and Cx43-transfected cells respectively.

**P\ 0.01
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Fig. 4 Cx43 expression affects osteoblastic proliferation in coculture

conditions. a Demonstration of heterocellular coupling between OB

cells and PCa-Cx43 cells by preloading assay. Only LNCaP Cx43

established GJIC with OB cells as shown by calcein diffusion (green)
from donor cells tagged by DiL-C18(3) (red). b Left: Configuration of

cocultures in contact and in a bilayer condition (no contact). Right:
Phase-contrast photomicrograph of LNCaP Cx43 cells in contact with

OB cells after 4 days of coculture. Arrows point the islets of LNCaP

Cx43 cells. c OB cell number after 4 days of coculture with PC-3

(top) or LNCaP (bottom). Gray bars represent OB cells cultured alone

while white and black bars correspond to OB cells cocultured with

mock and Cx43-transfected PCa cells respectively. *P\ 0.05,

**P\ 0.01. (a–b, Scale bars = 50 lm)

Fig. 5 Effects of PCa cells on OB cell differentiation in vitro in the

contact and bilayer configurations. Impact of PCa cells on OB cell

differentiation status was evaluated by ALP activity after 2 days and

by RT-qPCR on Cbfa1, OCN and RANKL after 4 days of coculture.

Each bar represents mean ± SEM of 3 different experiments

performed in triplicate. Gray bars represent OB cells cultured alone

while white and black bars correspond to cocultures with mock and

Cx43-transfected PCa cells respectively. For RT-qPCR, data corre-

spond to the relative expression compared to GAPDH before

normalization with OB cells alone. *P\ 0.05, **P\ 0.01,

***P\ 0.001
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described in other cellular models, data on PC-3 cells

illustrate the suppressive role of Cx43 on cell growth and

invasion [37–40] whereas no modification of the prolifer-

ation rate was measured in LNCaP cells. Controversially,

previous studies using retroviral infection with rat Cx43

cDNA [13, 24] have shown an inhibition of growth and

colonies formation with LNCaP cells. However, it should

be noted that some experimental conditions differ from the

present study especially the use of individual selected

clones instead of total population of transfected cells. If

this latter aspect fit better to the heterogeneous situation of

the tumor, it could minimize the measured modification of

cellular proliferation. Interestingly, for LNCaP cells, our

data further demonstrated that Cx43 enhances cell

aggressiveness as invasion and adhesion. These unexpected

observations were supported by secretome analyses that

suggest increased capabilities for collagen degradation and

cell invasion (MMP13 and reduced TIMP-2) and for bone

metastasis (b2-microglobulin, BMP3 and galectin-1).

Moreover, contrary to the PC-3 situation, no significant

Cx43 effects on LNCaP growth were demonstrated after

6 days of culture. These later results were in accordance

with previous data obtained in similar conditions [25]. In

normal and tumor cells a link between Cx43 expression

and apoptotic status was demonstrated [41, 42]. However,

in both PCa cell types tested, spontaneous apoptosis eval-

uated by annexinV/IP labeling was not affected by Cx43 as

previously described [25]. Thus, in our cell models like in

other cancer types, aberrant localizations of Cxs in addition

to reduced expression in PCa cells could be responsible for

their aggressive characteristics as previously demonstrated

for androgen-independence [24].

Bone is the predominant site of distant metastasis for

prostate tumor. Consequently the in vivo effects of Cx43

overexpression were evaluated on PCa cell-induced bone

metastasis after intratibial injection. For the first time, the

present data reveal an increased incidence of tumors for

LNCaP Cx43 compared to mock cells, whereas no signifi-

cant impact due to Cx was demonstrated in PC-3 cells. This

in vivo assay confirmed the enhanced aggressiveness

exhibited in vitro for LNCaP cells. Once PCa cells have

metastasized to bone marrow, tumor cells are suspected to

interact with OB cells, osteoclastic cells and stromal cells

through both soluble factors and direct physical contact [43].

To further investigate the influence of Cx43 in this hetero-

cellular interaction, we cocultured PCa cells with the key

cells of bone remodeling (OB cells) in contact and bilayer

configuration. Our data demonstrated an exclusive action of

Cx43 on osteoblastic proliferation. However, in the present

study, the presence of PCa cells in the microenvironment of

OB cells always induced a drastic decrease of the differen-

tiation ability as demonstrated for conventional OBmarkers.

The fact that this inhibitory effect was observed either in

contact or in bilayer configuration for both cell lines argues

for an action of soluble factors independently from GJIC.

Indeed, PCa cells can alter bone homeostasis by secreting

factors that directly affect osteoblast functions like BMP3

and Galectin-1 [21, 44]. Interestingly, galectin-1, increased

in secretome of LNCaP Cx43 cells, was previously impli-

cated in the differentiation of human stromal cells [45] with

effects similar to our in vitro data (stimulated ALP activity

and inhibited OCN production).

Although PCa cells mainly induce osteoblastic lesions,

bone resorption is known to be a key step for bone metas-

tasis [46] and long term inhibition of osteolytic lesions may

prevent skeletal complications in patients with metastatic

PCa [47]. Therefore, we analyzed the expression level of

OB cytokines implicated in the regulation of osteoclastic

activity. Our in vitro results established that the presence of

PCa cells induced a significant increase of the RANKL/

OPG balance only in coculture with contact configuration of

OB cells. These results suggest that Cx43 could be an

important partner of the interacting complex between

arrested cancer cells and cells of the microenvironment in

which adhesion probably occurs before the establishment of

functional gap junction channels. Moreover, robust links

between cadherins and Cx expression were demonstrated

during cancer progression [48, 49]. Among the cadherin

family, cadherin-11 was recently implicated in the osteo-

lytic potential of PCa cells [2]. The enhancement of

osteoclastic activity by physical contact of PCa with OB

cells was also described in a coculture model and was

blocked by N-cadherin and cadherin-11 neutralization [43].

The link between connexin expression level and meta-

static behaviour was suggested by in vitro studies in which

Cx43 level and heterocellular GJIC between tumor cells

and environmental cells may control tumor cell motility,

homing and diapedesis. Indeed, in the rat Dunning model,

migration capacities of a highly metastatic cell line (MAT-

LyLu) was greater than those of cells with low metastatic

potential (AT-2) and correlated with high Cx43 expression.

Interestingly, this motility was increased when PCa cells

were cocultured on a fibroblast-coated surface but inde-

pendently from GJIC [26]. Moreover, the induction of

Cx43 in a GJIC-deficient mammary tumor cell line was

able to double the diapedesis efficiency [18]. In the breast

cancer context, Cx43 was also demonstrated to facilitate

the tumor cell attachment to lung endothelial cells and to

take part in the metastatic homing [50]. The metastatic

potential of breast cancer cells was also correlated to

increased heterocellular GJIC between cancer and OB cells

[19]. However, it should be mentioned that during breast

cancer progression to the lung, a protective effect of Cx43

was demonstrated [51, 52]. These data and the present

study suggest that during the multistage scheme of

metastasis, Cx43 could be implicated at different points
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including crosstalk initiated at secondary sites in the bone.

Finally, other connexins like Cx26 have been also associ-

ated with the progression of prostate cancer [53]. The

increased Cx26 expression measured during the PCa pro-

gression was related to a role in adhesion regulation

through its interaction with focal adhesion kinase. As

shown in the present study for Cx43, Tate et al. also

demonstrated that Cx26 and GJIC could have a role on PCa

cell invasive behavior.

Conclusion

The effects of Cx43 on PCa cell characteristics depend on

its localization and function. In LNCaP cells, these modi-

fications lead to an increased incidence of bone metastasis

in vivo and a decreased proliferation of bone-forming cells

in vitro. To our knowledge, the present study is the first

demonstration of the increased metastatic potential of PCa

cells due to Cx43. From these results, it would be inter-

esting to check whether the metastatic cells generally

communicate with cells of their target organs and if these

direct interactions do play a role in the dormancy of

metastasis. In other words, it would be interesting to

understand if the level of heterotypic GJIC with normal

host cells would play a role in the growth control of

metastasized cells. Moreover, additional investigations on

heterocellular interactions between osteoclastic and PCa

cells are required to further identify the role of Cx43 in the

severity of osteolytic bone metastasis.
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Influence de la connexine 43 sur le phénotype des cellules cancéreuses prostatiques et 
sur le développement de métastases osseuses. 

La communication intercellulaire directe par jonction gap (CIJG) est impliquée dans le 
maintien de l’homéostasie tissulaire et la coordination des activités cellulaires. Tout 
dysfonctionnement de la communication intercellulaire dû à une perte d’expression ou à une 
délocalisation cytoplasmique des protéines constitutives : les connexines (Cx) est associé à 
des pathologies humaines. Ainsi, lors du processus de cancérogenèse, un défaut de synthèse 
ou d’adressage membranaire des connexines peut engendrer un phénotype tumoral caractérisé 
notamment par une prolifération cellulaire accrue. Néanmoins, le rôle des connexines lors des 
processus plus tardifs conduisant aux métastases n’a pu être clairement défini avec des 
résultats controversés. Le cancer de la prostate qui évolue majoritairement (80% des cas) vers 
des métastases osseuses, est associé à une diminution d’expression de connexines dont la 
Cx43. De plus, cette Cx43 est très impliquée dans l’ostéogenèse et dans la différenciation des 
cellules ostéoformatrices (ostéoblastes). 
 Afin d’évaluer l’impact de la Cx43 sur le potentiel métastatique et sur l’impact osseux 
des cellules cancéreuses prostatiques, une surexpression de la Cx43 par infection rétrovirale a 
été effectuée dans des lignées cancéreuses prostatiques ayant des caractéristiques 
métastatiques différentes : les cellules PC-3 (très invasives) et les cellules LNCaP (moins 
agressives). Nous avons pu mettre en évidence que la surexpression de la Cx43 entraîne un 
effet différent sur les deux lignées. En effet, la Cx43 est restreinte dans le cytoplasme pour les 
cellules PC-3 alors qu’elle est localisée à la membrane plasmique et établit une 
communication intercellulaire pour les cellules LNCaP. De plus, une diminution de la 
prolifération ainsi que des capacités d’adhérence et d’invasion des cellules PC-3 a été 
observée suite à la transfection. A l’inverse, pour les cellules LNCaP, aucun impact sur la 
prolifération n’a été observé mais leur capacité d’invasion et d’adhérence a été 
significativement augmentée par la surexpression de la Cx43. In vivo, l’impact osseux étudié 
après injections intra-tibiales a montré une augmentation de l’incidence tumorale et de la perte 
osseuse suite au développement de tumeurs ostéolytiques uniquement pour les cellules 
LNCaP Cx43. Pour les cellules PC-3, aucune différence n’a été observée après la 
surexpression de la Cx43 alors qu’une étude préliminaire de la dissémination après injection 
intracardiaque a permis de montrer un ralentissement du développement des métastases 
osseuses. Enfin, des co-cultures avec des ostéoblastes murins ont permis de mettre en 
évidence que les cellules cancéreuses favorisent l’expression par les ostéoblastes de RANKL, 
un activateur des ostéoclastes, associé à un ralentissement de la différenciation des 
ostéoblastes. Ces effets observés sont indépendants du niveau d’expression de la Cx43. Seule 
la prolifération des ostéoblastes est significativement modifiée par la surexpression de la 
Cx43 dans les cellules cancéreuses prostatiques. 
 En conclusion, les résultats in vitro suggèrent l’implication de la Cx43 dans le 
processus métastatique des cellules cancéreuses prostatiques avec une augmentation de 
l’agressivité pour les cellules LNCaP. De plus, la Cx43 semble pouvoir modifier l’impact 
osseux in vivo en fonction du niveau d’agressivité initial des cellules cancéreuses prostatiques.  

Mots clefs : Connexine 43, cancer de la prostate, communication intercellulaire, phénotype 
métastatique, métastases osseuses, ostéoblastes 



Influence of connexin 43 on prostatic cancer cells phenotype and on bone metastases 
development 

Prostate cancer (PCa) has the highest incidence in men with bone metastasis occurring 
in 80% of cases and mainly characterized by osteoblastic lesions. The mechanisms by which 
prostate cancer cells are induced to metastasize to bone are variable and complex, implicating 
oncogenes, pro-angiogenic factors and adhesion molecules. Among the different interacting 
molecules, Connexins (Cxs) could participate in this process. Connexins are transmembrane 
protein involved in Direct Gap Junction Intercellular Communication (GJIC) in order to 
maintain tissue homeostasis and the coordination of cellular activities. Studies have shown 
that PCa cells are deficient in some Cx isoforms (Cx32, Cx43) in primary tumors. However, 
recent studies suggest that Cx43 could be implicated in the last stages of the tumorigenic 
process as a promoter of cancer cell dissemination with a putative role of heterocellular 
coupling with environmental cells in the migration, diapedesis and metastatic processes. 
Furthemore, cumulated data support the involvement of Cx43 and GJIC in the differentiation 
process of bone-forming osteoblastic cells and bone turnover. Indeed, in vivo, Cx43-null mice 
presented mineralization defects in craniofacial bones and ribs and in vitro a decreased 
differentiation potential of OB cells was clearly demonstrated. Therefore, we have 
investigated the role of Cx43 on the metastatic potential of PCa cells and on their bone impact 
in vivo.  

To examine the effects of increased expression of Cx43 gene in PCa cells, we have 
performed retroviral infection in two well characterized cell lines representing different stages 
of cancer progression: PC3 (aggressive) and LNCaP (less metastatic). After overexpression, 
in PC3 cells, Cx43 was restricted to the cytoplasmic part and no cell-to-cell communication 
was measured. Conversely, in LNCaP cells, Cx43 was mainly observed in appositional 
membranes and a functional GJIC was demonstrated by gap-FRAP and preloading assays. 
Moreover after overexpression, phenotypic characterization of both cell types demonstrated 
significant differences in adhesion, invasion, proliferation and secretome profile. Cx43 
appears to alter the behavior of LNCaP making them more aggressive. To study the impact of 
prostate cancer cells overexpressing Cx43 on bone, intratibial injections in nude mice were 
performed.  Mice were imaged by means of tomographic and scintigraphic analyses vs. time. 
Both cell types developed osteolytic tumors. Cx43 overexpression in LNCaP cells induced a 4 
fold increase of tumour incidence compared to mock cells. After Cx43 overexpression, tibial 
bone volume was clearly decreased compared to control confirming the higher osteolytic 
ability of LNCaP. For PC-3 cells, no difference was observed after Cx43 overexpression but a 
preliminary study of the spread after intracardiac injection has shown a slowdown in the 
development of bone metastases. Finally, co-cultures with murine osteoblasts have shown that 
cancer cells promote the expression of RANKL by osteoblasts, an activator of osteoclasts, 
with a decrease of the osteoblastic differentiation. These effects are independent of the level 
of Cx43 expression. Only the proliferation of osteoblasts was significantly modified by Cx43 
overexpression in prostatic cancer cells.  
 Our in vitro study demonstrates that Cx43 could influence the metastatic status of  PCa 
cells with increased aggressiveness of LNCaP. In vivo, our data validate the potential 
implication of this connexin in the bone impact during metastasis. 

Key word: Connexin 43, prostate cancer, intercellular communication, metastatic phenotype, 
bone metastasis, osteoblasts. 



Influence de la connexine 43 sur le phénotype des cellules cancéreuses prostatiques et 
sur le développement de métastases osseuses. 
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dysfonctionnement de la communication intercellulaire dû à une perte d’expression ou à une 
délocalisation cytoplasmique des protéines constitutives : les connexines (Cx) est associé à 
des pathologies humaines. Ainsi, lors du processus de cancérogenèse, un défaut de synthèse 
ou d’adressage membranaire des connexines peut engendrer un phénotype tumoral caractérisé 
notamment par une prolifération cellulaire accrue. Néanmoins, le rôle des connexines lors des 
processus plus tardifs conduisant aux métastases n’a pu être clairement défini avec des 
résultats controversés. Le cancer de la prostate qui évolue majoritairement (80% des cas) vers 
des métastases osseuses, est associé à une diminution d’expression de connexines dont la 
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 Afin d’évaluer l’impact de la Cx43 sur le potentiel métastatique et sur l’impact osseux 
des cellules cancéreuses prostatiques, une surexpression de la Cx43 par infection rétrovirale a 
été effectuée dans des lignées cancéreuses prostatiques ayant des caractéristiques 
métastatiques différentes : les cellules PC-3 (très invasives) et les cellules LNCaP (moins 
agressives). Nous avons pu mettre en évidence que la surexpression de la Cx43 entraîne un 
effet différent sur les deux lignées. En effet, la Cx43 est restreinte dans le cytoplasme pour les 
cellules PC-3 alors qu’elle est localisée à la membrane plasmique et établit une 
communication intercellulaire pour les cellules LNCaP. De plus, une diminution de la 
prolifération ainsi que des capacités d’adhérence et d’invasion des cellules PC-3 a été 
observée suite à la transfection. A l’inverse, pour les cellules LNCaP, aucun impact sur la 
prolifération n’a été observé mais leur capacité d’invasion et d’adhérence a été 
significativement augmentée par la surexpression de la Cx43. In vivo, l’impact osseux étudié 
après injections intra-tibiales a montré une augmentation de l’incidence tumorale et de la perte 
osseuse suite au développement de tumeurs ostéolytiques uniquement pour les cellules 
LNCaP Cx43. Pour les cellules PC-3, aucune différence n’a été observée après la 
surexpression de la Cx43 alors qu’une étude préliminaire de la dissémination après injection 
intracardiaque a permis de montrer un ralentissement du développement des métastases 
osseuses. Enfin, des co-cultures avec des ostéoblastes murins ont permis de mettre en 
évidence que les cellules cancéreuses favorisent l’expression par les ostéoblastes de RANKL, 
un activateur des ostéoclastes, associé à un ralentissement de la différenciation des 
ostéoblastes. Ces effets observés sont indépendants du niveau d’expression de la Cx43. Seule 
la prolifération des ostéoblastes est significativement modifiée par la surexpression de la 
Cx43 dans les cellules cancéreuses prostatiques. 
 En conclusion, les résultats in vitro suggèrent l’implication de la Cx43 dans le 
processus métastatique des cellules cancéreuses prostatiques avec une augmentation de 
l’agressivité pour les cellules LNCaP. De plus, la Cx43 semble pouvoir modifier l’impact 
osseux in vivo en fonction du niveau d’agressivité initial des cellules cancéreuses prostatiques.  
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