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Résumeé

Ce travail de recherche s’inscrit dans un axe de diagnostic du céaderdéveloppement

d’'une méthode optique pour la caractérisation fonctionnelle de tissus. La technigage- de
FRAP (Fluorescence Recovery After Photobleaching) permet I'étude quantitative de la
fonctionnalité des jonctiongap. La majorité des cellules néoplasiques se caractérisent par
une modification du niveau d’expression et/ou de la fonctionnalité des jongiamepar
comparaison a leurs homologues saines. La technigga@ERAP permet en conséquence

de discriminer les cellules cancéreuses en fonction de la communication intercedjajaire
jonctionnelle (CIGJ). Particulierement utilisée vitro, cette technique restait cependant
anecdotiquex vivo. Nous avons validé la faisabilité du transfert de cette méthode sur tissus et
organesex Vvivo.A partir de cellules de statuts différents en expression et en distribution des
connexines, nous avons caractérisé la calcéine-AM comme étant une sonde fluorescente
adaptée pour des mesures sur tissus. Puis nous avons développé un modele d’ingénierie
systéme pour I'analyse comparative des données de recouvrement de fluorescence sur des
modeles bi et tridimensionnels. Nous avons transposé ces conditions préalablement définies
sur organe entieex vivo : la vessie de rat. Un marquage multiple a été optimisé avec une
sonde fluorescente pour teacking des cellules cancéreuses dans la vessigivo, un
marqueur pour l'identification histologique de I'urothéli@inla calcéine-AM pour mesurer la

CIGJ Le gap-FRAP a été utilisé pour la premiére fois pdifférencier le degré de
communication intercellulairggap jonctionnelle entre le tissu sain et néoplasique sur un
organe entieex vivo, ouvrant des perspectives pour le diagnostic du cancer de la vessie
corrélé a la modification de la CIGJ.

Mots-clés: jonctions gap, connexines,gap-FRAP, calcéine-AM, sphéroide, vessie,
microscopie confocale.

Abstract

Assessing gap junctions functionality using gap-FRAP technique on models in vitro (2-D,
3-D) and ex vivo : Interest for cancer diagnosis

Optical methods to characterize tissues for tumor detection are an area of diagnosis research.
Gap-FRAP (Fluorescence recovery after photobleaching) technique is used to estimate gap
junctions functionality. The majority of malignant cells are characterized by a modification of
the number and functionality of gap junctions, compared to their healthy counterparts. Gap-
FRAP technique appears adapted to distinguish cancerous cells from normal cells according
to their intercellular communication (GJIC). Particularly useditro, we optimized the use

of gap-FRAP technique for a potential transfer on tissues and osgarngo. We resolved,

using cell lines with a different connexin expression and distribution pattern, the choice of a
fluorescent dye for furthan vivo measurements: calcein-AM. The following stage consisted

in developing a system engineeringpdel for the comparative analysis of the fluorescence
recovery data for bi-dimensional and three-dimensional (spheroid) models. The conditions
previously defined have been transposed in entire organ, bladddutttcolor staining was

appled using a fluorescent dye to track to tumors cells in bladsevivo, a fluorescent
marker to distinguish cellular details of the entire urothelium, and calcein-AM to assess GJIC.
Gap-FRAP was used for the first time to differentiate intercellular communication degree
between healthy and tumor tissue in entire organvivo opening perspectives for the
diagnosis of the bladder cancer correlated to feature modifications of GJIC.

Key words gap junctions, connexins, gap-FRAP, calcein-AM, spheroid, bladder, confocal
microscopy.
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I INTRODUCTION GENERALE

La communication intercellulaire, au sein d'un organisme multicellulaire, est
nécessaire a la régulation de la croissance des cellules et au maintien de 'homéostasie. Les
jonctions communicantes assurent I'échange de cytoplasme a cytoplasme, de molécules
hydrophiles dont le poids moléculaire est inférieur a 1 KHZatechnique de gap-FRAP
(Recouvrement de Fluorescence Apres Photoblanchiment) élargit la technique de FRAP a
I'étude de la communication intercellulaire médiée parjdestions gap. Elle permet de

déterminer si une cellule communique avec les cellules adjacentes.

Le poids moléculaire, la formule chimique et les propriétés biophysiques des traceurs
fluorescents définissent la capacité de communication intercellulaire et permettent de
guantifier cette fonctionnalité méme si les traceurs n'ont aucun rbéle métabolique. Ces
molécules sont appliquées aux mesures de permegaiptonctionnelle, de communication

hétérocellulaire et & des études consacrées a I'embryogenése ou encore a la cancérogenese.

La technique dgap-FRAP (Fluorescence Recovery After Photobleaghaesglimitée
principalement aux cultures cellulaires en monocouchatro. Cependant, quelques études
portant sur la communication intercellulaire du cartilage, des ligaments et du tissu nerveux ont
été abordées. Les résultats s’appuient sur lirradiation d’'une cellule individuelle dans une
population et I'analyse des données de recouvrement de fluorescence ne considére, ni le
nombre de cellules en contact avec la zone irradiée, ni l'influence des couches sous jacentes.
De nombreuses études ont démontré que plusieurs types de cancers étaient caractérisés par
une modification du nombre et de la fonctionnalité des jonctions communicanteta
technique degap-FRAP semble particulierement adaptée pour discriminer des types

cellulaires en fonction de la fonctionnalité des jonctions gap.

Ce manuscrit aborde, dans une premiere partie, une syiiitéisgraphique sur les
techniques de diagnostic basées kurphotodétection des états pathologiques avec la
présentation de la technique dap-FRAP comme nouvelle méthode d’intérét. Basée sur
I'étude de la fonctionnalité de la communication intercellulaire son potentiel est mis en

avant par la description des jonctions communicantes a I'état sain et pathologique. L'accent
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est également mis sur lI'ensemble des méthodes actuelles permdé@aatuer la
communication intercellulaire gap jonctionnelle

Dans une deuxiéme partie, sont présentés les résultats expérimentaux du suivi de la
fonctionnalité des jonctions communicantes par la techniqugapd-RAP suides modeles
in vitro (2-D et 3-D). L’étude du recouvrement de fluorescence aprés photoblanchiment
menée sur des cultures 3-D a permis d’étudier la participation des couches sous jacentes au
flux intercellulaire. Le choixdu traceur fluorescent et la descriptionde paramétres
significatifs par la mise en place d’'unodele d’'ingénierie systémeont détaillés. Enfin, des
travauxex vivo, portant sur la communication intercellulaire a l'intérieur deelssiesaine et
tumorale du rat, sont décrits pour une utilisation possible pour le diagnostic du cancer de la
vessie.

Une conclusion générale dégage les principaux résultats issus de ce travail de
recherche et les perspectives a court et moyen terme, pour lesquelles les améliorations
possibles, quant a l'utilisation de la techniquegdp-FRAP avec une instrumentation fibrée
sur des modéles in vivogst développée.
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Il SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

I.I PHOTODETECTION DES ETATS PATHOLOGIQUES TISSULAIRES
APPLIQUEES AU DIAGNOSTIC IN VIVO

La photodétection des états pathologiques tissulaires se caractérise entre autre, par
I'évaluation non invasive des tissus, en temps réel pour le patient. Elle ne nécessite ni

prélévements tissulaires, ni introduction invasive d’outils de détection dans les organes

examinés. Les applications potentielles de la biopsie optigue comprennent le diagnostic, la
détermination du stade pathologique et sa localisation.

Les méthodes de diagnostic in vivo peuvent étre classées en trois catégories :

- la spectroscopie optique,

- I'imagerie optique,

- et, 'imagerie multi ou hyper-spectrale.

Ces méthodes dépendent du trajet des photons dans un tissu (Fig.1).

Lumiére
incidente Tissu
\L\\/u\/\/ -y Lumicre transmise et diffusce
L
3= » Lumiére transmise directement
\-L\ @ A e
® @ _ Absorption|

Chromophore a ['état fondamental

Réflectance @ Diftusion
Diffuse % - Multiple 1)
\ > » Chromophore a 1'état excité
o
m@\-};&usion Simple 2
e Sl »

(=] (=)
@ Fluorescence

Photon de longueur d'onde incidente

B ® o o o Photon fluorescent
,',\"/\ Dl -~ "

- T e = T Raman Photon diffusé (Raman)

Figure 1 : Interaction « Lumiére-Tissu » montrant les phénoménes physiques qui en résultent
(Pery E., 2007).

[I.L1.1 Spectroscopie optique

[1.1.1.1 Principe de la fluorescence

La fluorescence correspond a la propriété qu’ont certains corps d’émettre de la lumiére

lorsqu’ils regoivent un rayonnement lumineux. Observée pour la premiere fois en 1852, elle a
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été mise en évidence en 1911 par Stibel pour son intérét diagnostic des tissus dans le domaine
spectral ultraviolet (UV)-visible.

La lumiere émise aux longueurs d’onde situées dans I'UV et le visible possede une
énergie suffisante pour générer une excitation électronique spécifique des molécules. Par
définition, une molécule a I'état fondamental est dite stable quand ses électrons se trouvent
dans l'orbital disponible de plus faible énergie (orbite liante). Lors de I'excitation de cette
molécule a I'aide d’un faisceau lumineux, les photons sont absorbés par les atomes. L'apport
d’énergie provenant de la source lumineuse va provoquer un changement du niveau d’énergie
initial. A un état énergétique supérieur, la molécule est dite excitée. Ce niveau d’énergie est
par nature instable et ne dure que quelques nanosecondes. La molécule excitée devient alors le
siege d’'une série de réactions, caractérisées par diverses manifestations, jusqu’a son retour a
I'état stable. Deux types de processus photophysiques permettent a la molécule excitée de
dissiper son énergie excédentaire : les processus de désactivation non radiative et les
processus de désactivation radiative ou luminescence. Selon le spin (mode de rotation de
I'électron sur lui-méme), on distingue deux états excités d’énergie et de nature différente :
I'état singulet instable (S) et I'état triplet métastable (T). Si 'émission se produit entre deux
états de méme multiplicité (singulet excité — singulet fondamental), le phénomene est appelé
fluorescence Si I'émission se produit entre deux états de multiplicité différente (triplet —
singulet fondamental), le phénoméne est appelé phosphorescence. La fluorescence est

illustrée par le diagramme de Jablonsky (Fig.2).

V'
S, AV
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2 cl
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| CIS~_
_ = = : T,
Absorption H
i
i Fluorescence Phosphorescence
H
i
So A4
Etat fondamental
—® Transition Radiative -—-——-> Transition non Radiativ

Figure 2 : Diagramme de Jablonsky représentant les différentes transitions énergétiques
possible entre les états singulets SO (état stable), S1 et S2 (états excités) et I'état triplet T1.
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L’'apport d’énergie correspond a : E = (h@) /

Avec :

: énergie exprimeée en joules.

- constante de Planck (égale & 6,628%10s).
- célérité (égale a 3.fom/s).

> m

(@]

A : longueur d’'onde exprimée en métre.

Le diagnostic par fluorescence est basé sur l'interaction d’une lumiére de longueur d’onde
déterminée avec les fluorophores intrinseques ou extrinséques présents dans les tissus. La
profondeur de pénétration de la lumiére dans les tissus dépend de la longueur d’onde utilisée.
Cette profondeur, qui n’est que de quelques microns dans I'UV, peut atteindre plusieurs

millimetres dans le proche Infrarouge (IR).

11.1.1.2 Spectroscopie d’autofluorescence

Cette méthode est basée sur I'analyse de spectres acquis par une fibre optique ou autre
dispositif optique d’acquisition, sur une zone limitée. Chaque spectre correspond a
I'exploration d’'un volume tissulaire dont la dimension est déterminée par la surface de
'extrémité distale du systeme de transfert optique de la lumiére émise. La détection des états
pathologiques par spectroscopie de fluorescence tissulaire, générée par I'éclairement des
fluorophores endogénes ou exogenes, est basée sur l'analyse comparative des spectres
mesurés sur des zones saines et des zones suspectes. La spectroscopie d’autofluorescence est
une meéthode non invasive et atraumatique car aucune administration préalable d’'un produit
n’est nécessaire La plupart des tissus recelent des fluorophores endogenes, identifiables par
une émission dans une région spectrale spécifique, et dont la distribution est concentration-
dépendante du métabolisme et de la structure du tissu (Ramanujam, 2000). Le tryptophane,
les flavines, la porphyrine, le coenzyme nicotinamide adénine dinucléotide (NADH), I'élastine

et le collagene sont parmi les fluorophores endogénes les plus étudiés a ce jour pour le
diagnostic optique des lésions précancéreuses de divers organes (Ehaalet2004).
L’évolution cancéreuse du tissu entraine des modifications biochimiques et structurelles qui
se traduisent par des variations des contributions relatives des différents fluorophores
endogenes. Ces molécules présentent une fluorescence dans un domaine spectral allant de
'UV proche au visible. La spectroscopie d’autofluorescence a montré des résultats
prometteurs pour la détection de cancer dans certains tissus Girains2006, Mayingeet

al., 2003).
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Figure 3: Spectres d’autofluorescence d’'un carcinome des cordes vocales. Les trois spectres,
mugueuse saine (jaune), bord de la tumeur (bleu ciel) et tumeur (bleu), montrent une baisse du
pic d’autofluorescence a 515 nm en fonction du caractére néoplasique du tissu (barre rouge)
(Arens et al., 2006).

Cette approche présente une grande sensibilité a la composition chimique des tissus;
linformation collectée est alors de type statique. Cependant, l'inconvénient majeur de la
spectroscopie d’autofluorescence provient de sa richesse dinformation: le spectre
d’autofluorescence fournit une information globale alors qu’il peut contenir des pics dus a
I'absorption de fluorophores endogenes, dans une méme bande d’absorption. L'interprétation
guantitative des spectres, pour connaitre les mécanismes a l'origine des modifications lors de
la cancérogenese, est difficile et les critéres de discrimination entre tissus sains et tumoraux

sont déterminés de facon empirique.

11.1.1.3 Spectroscopie de fluorescence induite

Il est possible de d’observer le phénoméne de fluorescence en administrant des fluorophores
exogenes non cytotoxiques et facilement administrables par voie systémique ou topique. Le
développement des fluorophores exogenes comme marqueurs tumoraux a été essentiellement
une conséquence de la thérapie photodynamique (la plupart des substances déja utilisées en
clinigue sont des photosensibilisateurs). Les molécules actuellement employées pour le
diagnostic sont le 5-ALA (acide amino-levulinique), I'nexylester d’ALA (Hexvix®) et
I’hypéricine (Jochanet al., 2008).
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Figure 4 : Spectres représentatifs de la différence d'intensité de fluorescence d’'une zone saine
(en vert) et d'une zone cancéreuse (en rouge) apres injection de Photofrin® dans le cas de
carcinome épidermoide oral chez I'hamster (Mang et al., 2006).

La concentration du photosensibilisateur a I'équilibre est dans la plupart des cas supérieure
dans les tissus tumoraux due a l'activité métabolique plus élevée des cellules cancéreuses.
(Brown et al., 2004). L'effet d’accumulation des photosensibilisateurs n'est cependant pas
limité au tissu tumoral. La majorité des porphyrines s'accumulent dans les organes du systéme
réticulo-endothélial tels le foie (cellules de Kupffer), les reins et la rate (les macrophages) et
en guantité notable dans la peau, le muscle et le cerveau entrainant un ratio de fluorescence
tumeur/tissu sain tres variable (Carcenat al., 2000). L’injection de I'agent
photosensibilisant entraine I'inconvénient majeur d’une photosensibilité de la peau, dont la
durée est variable selon chaque individu, en cas d’administration systemiquee(Silva

2006).

11.1.1.4 Spectroscopie de diffusion Raman

La spectroscopie Raman, basée sur la diffusion inélastique de la lumiére, est utilisée depuis de
nombreuses années pour I'étude biochimique de molécules biologiques variées. Elle permet
de caractériser la composition moléculaire et la structure d’'un matériau par I'interaction entre
la lumiere et les vibrations des atomes entre eux. Cette vibration peut impliquer une
déformation du nuage électrique : la molécule se comporte comme un dipéle oscillant qui a
pour proprieté d’émettre des photons dans toutes les directions et dont la fréquence peut étre
différente de celle du champ électrique (Mazet, 2005). Ces derniéres années, un intérét
grandissant s’est développé pour l'utilisation de cette technique a des fins diagnostiques
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(Zhiwei Huanget al., 2003). Quand un photon incident frappe une molécule, il peut étre
transmis, absorbé ou diffusé. Lorsque les photons incidents et diffusés n'ont pas la méme
énergie (diffusion inélastique), on parle de diffusion Raman. Deux types de diffusions
inélastiques sont décrits : la diffusion Stokes, lorsque le photon diffusé est d’énergie plus
faible que le photon incident et la diffusion anti-Stokes, quand le photon diffusé est d’énergie
plus grande que le photon incident. La spectroscopie Raman est trés sensible aux
modifications chimiques des cellules et des tissus (Amhatral, 2007). Les investigations

ont montré des caractéristiques spectrales spécifiques de spectres Raman corrélées avec des
changements moléculaires et structurels du tissu associé a sa transformation néoplasique
Ainsi, la capacité de cette technique a détecter de faibles modifications biochimiques permet &
priori de différencier les dysplasies des tissus sains (Fig. 5) (Teh et al., 2008). Les derniers
travaux réalisés semblent indiquer a moyen terme [l'application de cette technique en
endoscopie cliniqgue, dépendamment des évolutions technologiques pour mesurer des signaux
d’amplitudes extrémement faibles (Shatal., 2000, Lau et al., 2003).
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Figure 5 : A. Comparaison des spectres Raman moyens normalisés de tissus gastriques normaux
(noir) et dysplasiques (rouge). B. Différence calculée entre les spectres Raman moyens
normalisés des tissus normaux et dysplasiques. Les tissus dysplasiques présentent des intensités
plus faibles a 875, 1004, 1100, 1210 et 1745 nm et supérieures a 1265, 1305, 1450 et 1660 nm par
rapport aux tissus sains. Ces résultats indiquent une augmentation ou une diminution du
pourcentage d’un certain type de biomolécules relatif aux constituants Raman actifs totaux dans

les tissus dysplasiques (Teét al., 2008).
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11.1.1.5 Spectroscopie de diffusion élastique

La spectroscopie de diffusion élastique est basée sur I'enregistrement de la lumiere diffusée
lors de son interaction avec le tissu. La forme du spectre dépend des paramétres de diffusion
et d’absorption des tissus. Le spectre de la lumiére diffusée contient de I'information sur la
structure du tissu (propriété de diffusion) et sa composition chimique (propriété d’absorption)
(Pery, 2007). La fagon dont la lumiere est absorbée ou diffusée par un tissu est un reflet de sa
morphologie ou constitution. Cette méthode permet de détecter des modifications des
propriétés optiques des tissus liées a la taille des noyaux et des cellules, la vascularisation,
'oxygénation ou des altérations structurelles. Ces perturbations sont liées dans des
proportions variables, a la transformation maligne (Losttal.,, 2006). L'utilisation en
endoscopie limite I'étude en lumiére rétrodiffusée (lumiére qui aprés avoir été propagée dans
le tissu, ressort du méme c6té ou sur la méme surface d’excitation). On parle alors de
spectroscopie en reéflectance diffuse. Malgré un nombre limité de travaux, cette technique
éveille un intérét croissant pour la détection de cancer a des stades précoces (Fig. 6)
(Perelman, 2006).
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Figure 6 : Spectres typiques de diffusion élastigue obtenus dans I'cesophage pour un
adénocarcinome (gris clair), une dysplasie de grade élevé (noir) et une métaplasie non
dysplasique de Barrett (pointillés) (Lovatet al., 2006).
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[1.1.2 Imagerie optique (micro et macroscopique)

[1.1.2.1 Imagerie endoscopique de fluorescence

Il n’est pas envisageable actuellement d’effectuer en clinique des biopsies optiques point par
point sur toute la surface de l'organe a examiner. Lié a sa faible résolution spatiale, la
spectroscopie présente un risque de faux négatifs di a la zone malade. Or pour lever cette
difficulté, de nouveaux systemes d’'imagerie en endoscopie ont été développés, suite a
différents travaux ayant mis en évidence l'intérét de I'imagerie de fluorescence en endoscopie
pour optimiser le contraste entre zone saine et zone cancéreuse (Thiletraille 2006).
L'imagerie endoscopique de fluorescence présente, dans ces conditions, un intérét certain
pour I'exploration de grandes zones avec une résolution et une définition de bonne qualité
(Fig. 7) (Mayingeret al., 2008). Elle est basée sur la combinaison de plusieurs images
acquises dans des bandes spectrales difféerentes du spectre de fluorescence. Un traitement
d’'images approprié présente une image en fausses couleurs reflétant la valeur des indicateurs

spectraux, caractéristiques de tissus sains ou tumoraux.

Figure 7 : Images endoscopiques de fluorescence (A) de lésions cancéreuses (en rouge) de la
vessie aprés instillation de 50 mL de solution contenant 1,5 g d’ALA et en lumiére blanche (B)
(Jochamet al., 2008).

I1.1.2.2 La microscopie confocale fibrée

La microscopie par fibres optiquesvivo (Fig. 8) est une technique permettant I'analyse de
l'architecture tissulaire et de la morphologie cellulaire, comparable a I'histopathologie
standarda des profondeurs allant jusqu'a 100 um a partir de la surface de l'organet(Sung
al., 2002).
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Figure 8 : Schéma du montage optique d'un microscope confocal fibré (Cell vizio®, Mauna Kea
Technologies, Paris, France ) (Laemmet al., 2004)

Cette technique peut étre appliquée simultanément a une fibroscopie sous anesthésie locale.
Elle permet I'analyse des zones éloignées, inaccessibles par endoscopie classique telles que
les bronchioles terminales (Fig. 9) (Thibervideal., 2007).

Figure 9 : Biopsiein vivo. Autofluorescence mesurée dans une bronchiole terminale saine a une
excitation de 488 nm. La visualisation des microstructures est permise par le systeme Cell-
Vizio®. L'image typique consiste en un entrelacement régulier de petites fibres semblable & un
treillage (Thiberville et al., 2007)

Il existe deux modalités d’'imagerie utilisées en microscopie confocale fibrée : I'imagerie
confocale de réflectance et I'imagerie confocale de fluorescence. L'imagerie confocale fibrée
pourrait étre utile pour un grand nombre d’applications médicales, entre autres le diagnostic

précoce du cancer épithélial (MacAulay al., 2004). Les domaines d’application de la
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microscopie confocale sont larges, ils concernent les lésions cutanées (Rwiadl003),

gastro-intestinales (McLaren et al., 2002) et du col de l'utérus (Tan et al., 2007).

[1.1.2.3 Tomographie par Cohérence Optique (OCT)

L’OCT est une technique d'imagerie analogue a I'échographie mais reposant sur l'utilisation
des propriétés de la lumiere plutét que des ultrasons. Elle utilise la réflectance de la lumiére
infra-rouge pour former des images tissulairegivo avec une résolution 10 fois supérieures

a celle de I'échoendoscopie standard. Basée sur le principe de l'interféerométre de Michelson,
la lumiére émise par une source laser infrarouge (a I'aide d’'une diode laser émettant a 830 nm
ou 1270 nm, ou d’'un laser titane-saphir) est divisée par un séparateur puis dirigée d'une part,
sur un miroir de référence placé a une distance parfaitement définie et d'autre part, sur
I'échantillon tissulaire a étudier ; ce dernier étant illuminé via une fibre optique (Ascencio et
al., 2007). La lumiéere est réflechie par le miroir et I'échantillon. Les deux faisceaux réfléchis
se recombinent uniquement lorsque les deux distances parcourues sont identiques (Fig.10). Le
déplacement du miroir de référence permet de recueillir une réflexion de I'échantillon a des

distances variables (Ascencio et al., 2007).
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Figure 10: Principe d'un tomographe a cohérence optique. Il nécessite [l'utilisation de
technigues d’interférométrie et la création de franges d’interférence. L'image de 'amplitude du

signal d’interférence correspond a I'image tomographique d’une coupe de I'échantillon (Mordon

etal., 2005).

Les meilleurs images sont obtenus en placant la sonde a 1 ou 2 mm au dessus de la muqueuse
ce qui evite les artéfacts architecturaux liés a la déformation des tissus sous la sonde (Mordon
et al., 2005). Elle renseigne alors sur I'architecture plus ou moins profonde du tissu, avec

cependant une définition qui ne permet pas d’évaluer les modifications cytologiques. En effet,

26



SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

la résolution (latérale et axiale pouvant atteindre de 4 a 20 um jusqu'a des profondeurs de
l'ordre de 2 mm) est telle qu'il est possible d'obtenir de véritables biopsies tissulaires en temps
quasi-réel (Fig. 11) (Mordon, 2000).

Figure 11 : Mise en évidence d’'une zone cancéreuse le long de la bordure alvéolaire a 'intérieur
de la bouche par tomographie par cohérence optique (A), endoscopie (B) et histologie (C).
CA : cancer épidermoide, BM : membrane basale, LP : lamina propria, SS : épithélium stratifié.
La barre verticale indique 500 um (Ridgwayet al., 2006).

Aujourd’hui les applications cliniques de cette technique sont nombreuses en ophtalmologie
(Van Velthoven et al.,, 2007), dermatologie (Gambichéeral., 2005), gastroentérologie
(DaCostaet al., 2005), pneumologie (Armstrong et al., 2006) et urologie (Manyak et al.,
2005)

11.1.3 Imagerie multi ou hyper-spectrale

L’'imagerie multi-spectrale ou hyper-spectrale combine spectroscopie et imagerie optique.
L’image est construite & partir des données obtenues a des longueurs d’onde différentes.

[1.1.4 Technique par analyse d'image : Du FRAP awgap-FRAP (Fluorescence
Recovery After Photobleaching)
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[1.1.4.1 Les réactions photochimiques

L’absorption de la lumiére par un chromophore est I'étape initiale de toutes les réactions
photophysiques et photochimiques. A température ambiante, la plupart des molécules sont a
I'état fondamental Squi est I'état électronique associé avec a la plus basse énergie et une
configuration ou tous les électrons sont orbitalement associés (orbitally paired). L’énergie de
la lumiére absorbée entraine le passage de la molécule photoactivable (PA), de son état
fondamental dit singuletPA, vers des états de plus haute énergie dits états exetgs,(

'PA* ou 'PAg*...). Dans tout les cas, la molécule revient & I'état électronique excité de plus
bas niveau d'énergiéPA.*, par une succession de relaxations vibrationnelles (conversions
internes, Cl). En complément a des processus radiatifs et non radiatifs, la molécule peut subir,
depuis le premier état singulet excité, une transition vers I'état triplefPR,*} via une
conversion inter-systemes (CIS). A ce stade, le retour a I'état fondamental correspond a une
transition entre un état triplet excité et I'état singulet fondamem®o), transition dite
interdite. La durée de vie a I'état triplet est plus longue (1 us a 1 s) que la durée de vie a I'état
singulet (de l'ordre de la ns), augmentant ainsi la probabilit¢ d’interactions avec des
molécules voisines avec la molécule PA dans son état triplet. Différents moyens vont
permettre a la molécule de revenir a I'état fondamental. Ainsi, la désexcitation peut se
produire par I'émission, appelée phosphorescence, d’'un photon ou alternativement, par un
croisement inter-systéme suivi par une relaxation vibrationnelle.

Pour la plupart des molécules organiques, uniquement I'état sirfguiet et I'état triplet

3pA; " de plus faible énergie, peuvent étre considérés comme des candidats pour l'initiation de
réactions photochimiques et photophysiques en raison du passage rapide depuis les états
électroniques n 2 par conversion interne depuisvers Set Tnvers T

Une réaction photochimique peut étre définie comme le processus par lequel I'activation
d’une molécule induit les changements chimiques d’'une autre molécule. L’étape initiale de la
réaction correspond a l'absorption d’'un photon par la PA entrainant la génération de
molécules & des états triplets excit¥BA¢). Ce phénoméne est & l'origine des réactions
phoochimiques de types | et Il (Sharman et al., 2000). Selon la définition établie par Foote
(Foote, 1991) et comme présentée dans la figure 12, le mécanisme de type | implique
linteraction directe déPA* avec un substrat S tandis que dans la réaction de tyfreAH,

réagit par transfert d’énergie directement avec I'oxygéne moléculaire pour former I'oxygéne

singulet'O, qui pourra initier d’autres réactions avec les substrats cellulaires.
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Produits oxydés Produits oxydés
S 30,
Type ll Typel 2
3PA,*
1 { 1 } i
o, 0, S Radicaux
IPA,
T hv
IPA,

Figure 12 : Les réactions photochimiques de types | et Il faisant intervenir la molécule PA a
I'état triplet suite & son activation par la lumiére.

11.1.4.2 Réactions photochimique de type |

Dans les réactions photochimiques de type I, la molécule PA a I'état triplet excité, interagit
directement avec le substrat et entraine la production d’espéces radicalaires, suite au transfert
d'un électron ou d'un atome d’hydrogéne. Les espéces radicalaires qui résultent de cette
réaction peuvent participer a différents types de réactions. Ainsi, en présence d’oxygene, les
formes oxydées de la molécule photoactivable ou du substrat réagissent avec l'oxygene
moléculaire pour former des radicaux peroxydes qui vont initier une chaine d’auto-oxydation
(Aveline BM. et al., 2001)

Les anions radicaux du PA ou du substrat peuvent également interagir de maniere efficace
avec I'oxygéne. Dans ce cas, le transfert d’électron qui a lieu entre les deux réactifs entraine
la formation de I'anion radical superoxyde ™ OLes formes semi-réduites de la PA ou du
substrat interagissent efficacement avec I'oxygéne. Le transfert d’électrons, qui a lieu entre
les réactants, génére un anion radical superoxide. Une réaction qui produif denti@inera
également la formation du peroxyde d’hydrogenedp) par la dismutation de I'© ou la
réduction d'un électron. Le peroxyde d’hydrogéne est un oxydant modéré mais lorsqu’il
s’accumule, il réagit avec I'anion superoxydg @ui, par une réaction catalysée avec l'ion

ferreux va produire le radical hydroxyle (réaction de Haber-Weiss).

11.1.4.3 Réactions photochimiques de type I

Les réactions photochimiques de type Il requierent la présence d’oxygene moléculaire dans

son état triplet des les premieres étapes du procedsiis.aux mémes étapes initiatrices que
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pour les réactions de type I, la molécule PA se retrouve & I'état triplet #Xaité Mais pour

ce type de réaction, un transfert d’énengges I'oxygéne moléculaire se produit entrainant la
formation d’oxygéne singulet'®,). Ce dernier trés réactif, hautement toxique et de faible
durée de vie est susceptible de réagir avec des substrats cellulaires situés dans son proche
environnement. Un grand nombre de substrats cellulaires tels que les acides aminés (cystéine,
histidine, tryptophane, tyrosine et méthionine), les nucléosides (principalement la guanine) et
les lipides insaturés peuvent réagir avec l'oxygene singulet (Davies, 2004). De fagon
similaire, 'oxygéne singulet peut également réagir avec la molécule PA a I'état fondamental
pour former des produits d’oxydation, dits photoproduits (phénoméene de photoblanchiment

ou de photomodification), dont certains peuvent eux-mémes étre phototoxiques

[1.1.4.4 Photoblanchiment

Le photoblanchiment correspond a une variété de processus photochimiques entrainant la
diminution de lintensité de fluorescence. Il limite le nombre total de photons pouvant étre
émis par une molécule de fluorescence. Le processus conduisant au photoblanchiment n’est
pas connu de fagon générale car il peut étre induit par une variété d’événements. La molécule
d'oxygene dans I'état excité singulet est responsable du photoblanchiment d'un grand nombre
de fluorophores (réaction de type Il). Ainsi, le photoblanchiment s'observe par une diminution
progressive de lintensité de fluorescence qui dépend de la durée ou de lintensité de
I'excitation lumineuse (Bourg-Heckly, 2002). C'est un phénomene irréversible, que le mode
d'illumination soit continu ou impulsionnel. Chaque fluorophore présente une sensibilité
propre au photoblanchiment. L'utilisation d'une faible irradiance permet de le limiter mais
réduit le signal de fluorescence. En présence d'une trés forte intensité lumineuse, une plus
grande proportion de molécules passe d'un état stable a un état excité de plus grande énergie.
La perte des électrons peut alors donner naissance a des radicaux libres. Ces derniers étant
tres réactifs (réaction de type 1), les molécules initialement fluorescentes sont alors
profondément modifiées ce qui a pour conséquence de stopper ou d'annihiler leur
fluorescence (Bourg-Heckly, 2002).

La technique de FRAP est basée sur le photoblanchiment appliqué a une sonde fluorescente
exposeée a un rayonnement lumineux, d'intensité donnée et de longueur d'onde correspondant

au spectre d'absorption du fluorophore.
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11.1.4.5 Principe de la technique de FRAP (fluorescence recovery after photobleaching)

Dans un premier temps, lirradiation générée par une impulsion bréve mais tres intense,
jusqu'a obtenir un degré de photoblanchiment conséquent, d’'une sonde fluorescente, localisée
spatialement dans une région intracellulaire, est nécessaire. L’'augmentation progressive de la
fluorescence dans cette méme région correspond a l'arrivée graduelle de molécules intactes
par diffusion vers la zone photoblanchie. Elle permet de déterminer différents paramétres de
diffusion, en 2 dimensions, de molécules conjuguées a un colorant dans les membranes soit
cytoplasmique, soit nucléaire (diffusion latérale) ou dans le cytoplasme et les organites
cellulaires.
La diffusion est le processus physique par lequel la matiére est transportée de régions a forte
concentration vers les régions a faible concentration. C’est le résultat macroscopique de
I'agitation brownienne a I'échelle microscopique. Le modéle de diffusion d’une particule dans
un volume est écrit par la formule de Stockes-Einstein :

U

- 67R,
qui correle le comportement hydrodynamique d’'une sphére avec la température absolue T, la
viscosité de la solution,rja constante de Boltzmann k et le rayon hydrodygamide la
particule R.
La vitesse de diffusion va dépendre du milieu dans lequel la protéine étudiée se trouve et va
refléter 'organisation de celui-ci. Des déviations du coefficient de diffusion par rapport a la
valeur théorique indique (Lippincott-Schwaetzal., 2001) :
Si D est plus faible :

la particule pourrait étre incorporée a un agrégat ou a un complexe plus large (D est

inversement proportionnel a la taille de la molécule),

I'environnement de la molécule est plus visqueux qu’attendu,

la particule peut agir transitoirement avec des molécules fixes.
Si D est plus éleve :
- la particule peut montrer un comportement non diffusif tel qu’étre intégré a un flux ou un
mouvement dirigé par des protéines moteurs,
- I'environnement de la molécule est moins visqueux qu’attendu.
En pratique, la valeur du coefficient de diffusion des molécules ancrées dans la couche
lipidique de la face externe de la membrane cellulaire est comprise entre ®M0§5eat

0,1um?s* alors que pour celles ancrées sur la face interne, elle est comprise enm@ §'1 p
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et 1 ym?.s*; pour une molécule dans le cytosol elle est supérieure in48'yMatthewset
al., 2007).

i
L |
|

I Fraction immobile

F‘ﬂg I

i

l, Fraction mobile

|
: i

(1]
I 1
ty T Temps

Figure 13 : Recouvrement de fluorescence schématique aprés photoblanchiment (FRAP). Suite
au photoblanchiment d’une région fluorescente au temps t0, la fluorescence décroit de I'intensité
initiale Fi a I'intensité FO. Il y a ensuite une récupération de fluorescence jusqu’a son maximum
(F). Le demi-temps de récouvrement de donne le temps pour lequel la moitié de (- FO) est
mesurée. En illustration cdc42A/PMETCDC42, cellules mutantes de levure exprimant GFP-
Cdc42 (PY196) (Matthewst al., 2007)

Le coefficient de diffusion Dpeut aussi étre calculé par :

w2

4
Avec o, rayon du faisceau laser (um),temps de demi-recouvrement (s).

La figure 13 montre une courbe de recouvrement typique et idéale. Dans un systeme
encombré (comme une cellule), on ne retrouve généralement pas l'intensité de fluorescence
initiale. Cela s’explique par le fait qu'une partie des molécules fluorescentes ne peut pas
diffuser pour remplir la zone blanchie durant le temps de I'expérience ; on parle alors de
fraction immobile.

La fraction mobile (R) est dans ses conditions calculée telle que éRalts2001) :

Foo —FoO

Fi-Fo

R =

Avec F, intensité de fluorescence finaleFo, intensité de fluorescence aprés

phobblanchiment ; F intensité de fluorescence avant photoblanchiment.
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La fraction mobile peut étre modifiée en raison de certaines circonstances: Ainsi,
() lorsqu’'une molécule fluorescente interagit avec d’autres molécules ou membranes, ou
(ii) qu’elle est affectée par des barrieres membranaires et des microdomaines ou elle demeure
localisée. Ces facteurs non diffusionnels peuvent étre responsables d’une mobilité réduite

permanente ou temporaire.

La technique de FRAP est apparue dans les années 70, avec une application biologique
principalement dédiée a I'étude de la mobilité de constituants marqués de la membrane
cellulaire (Axelrod et al., 1976). Le développement de la microscopie confocale dans les
années 80, a par la suite facilité I'étude du comportement des molécules a l'intérieur des
cellules, sans équipements spécialisés (association d’un microscope a épifluorescence avec
une source laser indépendante). Cependant le FRAP n’était pas aussi populaire
gu’'aujourd’hui, probablement en raison d’une méthodologie dédiée et consommatrice de
temps pour purifier, marquer les protéines ou autres composeés et les injecter a l'intérieur des
cellules (Houtsmuller, 2005). La révolution déclenchée par le développement des protéines
chimériques fluorescente$seen, Red or Yellow fluorescent protein) a donné un nouvel
essor aux applications du FRAP en simplifiant I'étude du comportement des protéines dans
les cellules vivantes (Whitet al., 1999a). Cette technique permet entre autres aujourd’hui, de
caractériser la mobilité des protéines nucléaires (Carrero et al., 2003), d’étudier la mobilité de
récepteurs de surface et de déterminer la microviscosité des compartiments cellulaires. En
plus des applications cellulaires, le FRAP a également été utilisé pour étudier la mobilité de
molécules dans I'espace interstitiel de tissu (tumeur) (Céiag}., 1989), dans les matrices
extracellulaires et dans les biofilms (Saltzman et al., 1994), pour comprendre la délivrance
des médicaments aux tumeurs et améliorer I'ingénierie tissulaire. En 2004, & upita
proposent pour la premiére fois, suite a une étude menée sur 20 pieces opératoires de seins de
patientes, 'utilisation de cette technique pour discriminer des tissus sains et cancéreux apres
comparaison des profils de photoblanchiment et de recouvrement de l'autofluorescence. Ces
différences s’expliqueraient par les caractéristiques morphologiques des tissusdiGalpta
2004). Actuellement, le développement informatique (vitesse et mémoire) facilite la
modélisation des expériences de FRAP pour I'analyse de données complexes telles que la
diffusion en 3 dimensions (Braeckmagtsal., 2003).

Proche de la technique de FRAP, le FLRu¢rescence Loss In Photobleaching) permet

'acquisition de la diminution de fluorescence dans les zones périphériques a la zone
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photoblanchie, traduisant la diffusion des molécules intactes vers la zone ciblée ¢Kakter

2005). Cette méthode fournit des indications sur les frontieres entre compartiments.

11.1.4.6 Principe de la technique de gap-FRAP

Le gapFRAP élargit la technique de FRAP a l'étude de la communication intercellulaire
médiée par les jonctiorgap (Wadeet al., 1986). Aprées introduction d’un traceur fluorescent
spécifigue dans une population cellulaire que l'on souhaite étudier, un gradient de
concentration est généré par application d'une intensité de lumiére monochromatique,
d’intensité choisie, qui provoque le photoblanchiment de la sonde dans une cellule ciblée. Si
le traceur est hydrophile et de poids moléculaire inférieur a 1 kDa et si la cellule cible
communique avec les cellules adjacentes, la relaxation du gradient de concentration indique
gue le transfert de flux intercellulaire s’est effectué par les jonctions gap ([2¢lakze2001).

Il est possible d’assimiler les jonctioggp a une membrane perméable dont le seuil de
coupure serait de 1 kDa. Les concentrations dans chaque compartiment peuvent étre
considérées comme spatialement uniformes a tout instant. En conséquence, le gradient de
concentration du soluté au travers des jonctions communicantes correspond a la différence de
concentration (&C,), entre la cellule adjacente non photoblanchie et la cellule cible
phobblanchie. Il est proportionnel a la quantité de solut§, (traversant la jonction
communicante dans un tempdt)(et répond a la loi de Fick pour un systeme a deux
compartiments séparés par une membrane (Deleale 2001)

ds
—=-PAC1-C2
dt A )

Avec A la surface de la membrane et P le coefficient de perméabilité.

Des travaux portant sur l'application de la techniquegdpFRAP pour I'étude de la
communication intercellulaire de cellules cancéreuses ont apporté des résultats significatifs
(Carrubaet al., 2002, Sorocearat al., 2001).

La techniqgue degap-FRAP sera décrite par la suite dansptatie 11.4 de l'introduction
bibliographique portant sur les méthodes d’étude de la communication intercellulaire. Cette

approche sera comparée aux autres techniques également détaillées dans la littérature.
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1.2 LES JONCTIONS COMMUNICANTES
[1.2.1 Structure des jonctions communicantes

[1.2.1.1 De la communication intercellulaire a la jonction gap

Dans un organisme multicellulaire, 'noméostasie est mécaniquement gouvernée par trois
processus majeurs de la communication : (i)céemmunication extracellulaire via les
hormones, les facteurs de croissance, les neurotransmetteurs et les cytokines, qui déclenchent
(i) la communication intracellulaire via des altérations des seconds messagers (elg,, Ca
diacylgycerol, pH, céramides, monoxyde d’azote (NO), Adénosine monophosphate cyclique
(AMPc), les especes réactives d’oxygene, qui vont activer les protéines impliqguées dans les
systemes de transduction du signal pour moduledgigpmmunication intercellulaire. Ces

moyens de communication sont donc intimement interconnectés pour contréler I'aptitude des
cellules a proliférer, se différencier, entrer en apoptose et répondre a un stimulus de maniere
adaptée (Trosket al., 1998). Les premieres études sur la communication intercellulaire,
faisant appel a la microscopie électronique datent des années 50. S’effectuant chez les
vertébrés, elles utilisent les canaux transmembranaires reliant directement, de cytoplasme a
cytoplasme, deux cellules adjacentes par cryofracture (Sjosttaid 1954, Sjostranet al,

1958) et couplage électrigue (Furshpah al., 1959). Différentes appellations ont été
attribuées a ces jonctions intercellulaires tel que nexasula communicans et jonctiogap

(Saezet al., 2003). Cette derniére désignation trouve son origine dans le travail de Revel et
Karnovsky (Revelet al., 1967) qui présentent une vue en coupe perpendiculaire au plan
membranaire. La jonction communicante est formée par I'apposition des deux membranes
plasmiques, séparées par une mince fente de 2 a 3 nm de large et désignée pagde tarme
anglais. En marquant I'espace extracellulaire par le lanthane colloidal, des agrégats de
particules ou sous-unités protéiques ont été mis en évidence, rangées selon une structure
pentalaminaire, qui se révélera typique paections gap Cette observation s’opposait aux
jonctions serrées ou le lanthane colloidal ne pouvait pas pénétrer. En coupe fine, le marquage
a montré des striations perpendiculairement a la membrane et reliant deux membranes
cytoplasmiques (Robertson, 1963). Les études ultérieures, realisées eégalement par
cryofracture et microscopie électronigue ont montré que ces striations provenaient
d’ensembles, constitués de centaines a plusieurs milliers de canaux intercellulaires, qui
connectent le cytoplasme d'une cellule au cytoplasme de la cellule voisine (Goodehough

al., 1970, Benedettet al., 1965). Les jonctions communicantes se regroupent ainsi pour

former des plaques jonctionnelles constituées de milliers de jongameapprochées les
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unes des autres, donnant ainsi une concentration pouvant aller justwana0x/prh de
membrane (Lautt al., 2002). Le diamétre de ces plagues varie de 100 nm a plusieurs um
(Segretainet al., 2004). Une caractéristiqgue bien connue de ces plaques, exception faite de
celles entre cellules de fibres du cristallin, est leur insolubilité dans les détergents non
ioniqgues malgré I'absence d’association détectable avec le cytosquelette (VagiShlke

2000). Aujourd’hui, le termegap junctionse réfere a ces plaques contenant de multiples
canaux intercellulaires, reliant deux membranes cytoplasmiques (Sosingky 2005). Les
guelques cellules saines qui n'expriment pas de jorsctiap sont les cellules musculaires
striées adultes, certains neurones, les spermatozoides matures et les cellules circulantes du
sang (Meda, 1996). Néanmoins, les cellules progénitrices de ces types cellulaires expriment
les jonctions communicantes (Sastzal., 2003, Rosendaal et al., 1994). La communication
intercellulaire lie, connecte et coordonne les cellules adhérentes. Cependant, elle n'est pas
réservée uniquement aux organes et tissus compacts puisqu’elle est observée aussi dans
certains types cellulaires du systéeme immunitaire comprenant les organes lymphoides aussi
bien que les lymphocytes périphériques migrant par le sang et les réseaux lymphatiques
(Alveset al., 1998).

[1.2.1.2 De la jonction gap aux connexines

En utilisant la diffraction aux rayons X, plusieurs études ont montré que chaque cellule
contribue a la formation d’'une jonction communicante par la juxtaposition d’'un demi-canal
ou connexon avec son homologue de la cellule voisine (Casphr 1977, Makowski et al.,

1977). Ces connexons sont fermement associés car ils résistent aux tentatives de séparations
par action mécanique ou osmotique et au fractionnement membranaire (Hentati-Ksibi, 1999).
La liaison entre connexon est maintenue par des interactions hydrophobes gMaisjl
1991b). L'étude des canaux jonctionnels en microscopie de force atomique (AFMgtHoh

al., 1993) montre d’'une part, une distribution dense de connexons distants de centre-a-centre
de 9-10 nm et dautre part, une distribution hexagonale semblable. Des études par
cryofracture et analyses AFM (Hoét al., 1993, Revekt al., 1967) décrivent que les
connexons contiennent une structure semblable a un pore de 2 nm de diametre, 1 nm de
profondeur et 3.8 nm de large (Saeizal., 2003). Associée aux analyses de Fourier, la
microscopie électronique a faible dose (Uwin, Ennis, 1980) a mis en évidence la présence
d’un cylindre possédant en son centre un pore aqueux, qui constitue le connexon (Falk, 2000).
La microscopie électronique combinée au traitement d’images (UWigak, 1999) et les
analyses hydrodynamiques (Fadkal., 1997) ont montré que chaque connexon consiste en
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'assemblage annulaire de 6 sous-unités protéiques transmembranaires polytopiques appelées

connexines (Cx) (Fig. 14).
Cytaplazme
celiule 1
espacE : s T_’_:
intercelulaire el I Eey -
Cytoplasme }—_/ 2 ConnExonE
celule 2 =1 gap junction

E connexines
-/ =1 connexan

jonction
communicante

eapace - Ty
1} P arEl

intercelulsie. [ _Smel A [ F i
i T ey N ) M—
e e —{ Al J——
metmnkrane A — -4
cytoplasmioue - [ 4 .I' : 1
————\ § W= ==
Cytoplasme A s g -
Canal Canal
ouvert ferme

Figure 14 : Représentation schématique des jonctiomgp (Sohlet al., 2004). Les Connexines de
chaque connexon modifient la conformation des connexons de maniére coordonnée pour
permettre I'ouverture et la fermeture du canal transmembranaire.

Le demi-canal peut supposer étre divisé en trois domaines fonctionnels : (i) les domaines
transmembranaires qui forment le canal, (ii) les domaines extracellulaires qui contribuent & la
reconnaissance cellule-cellule, & 'amarrage de deux Cxs, et a la formation de la portion
extracellulaire du pore, (iii) les domaines cytoplasmiques qui influencent les propriétés
physiologiques d’ouverture/fermeture du canal (Sosinskyl., 2005). Cependant, il est
connu que la séquence d’acides aminés primaires des domaines cytoplasmiques influe sur le
mode de rencontre et de juxtaposition de deux connexons (Fig. 15) (Brwetzainel994).

L’AFM a permis d’observer, avec une résolution limitée, les changements conformationnels
des canaux hexamériques pendant I'ouverture et la fermeture du canal @laller2002).

Durant plusieurs dizaines d'années, les demi-canaux dispersés dans des zones non
jonctionnelles étaient considérés comme fermés en permanence pour éviter la mort cellulaire,
mais des études rapportent depuis environ dix ans, que des demi-canaux formés par un certain
nombre de Cxs différentes pourraient étre ouverts au moins dans quelques cellulegt(Herve
al., 2007).
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!soFated Gap Junctions--negatively stained

Figure 15 : A. Image obtenue par cryofracture montrant les canaux intercellulaires, B. La face
c6té cytoplasme, appelée face P (protoplasmique), C. Image typique obtenue par microscopie
électronique. La ligne entre les deux membranes plasmiques correspond aux jonctions
communicantes (Bloomet al., 1994).

[1.2.1.3 Connexines : sous-unités protéigques

. Genes codant pour les connexines (Cx)

Les Cxs forment une famille multigénique. Actuellement, 20 genes codant pour les Cxs chez
la souris (mMCx) et 21 genes codant pour les Cxs chez 'homme (hCx), ont été mis en évidence
(Soéhl et al., 2003). Dix-neuf d’entre eux sont présents chez les 2 especes et peuvent étre
regroupés en paires orthologues (Séthal., 2004). Les Cxs issues de ces genes ne sont pas
nécessairement exprimées dans le méme type cellulaire, puisque les hCx30.2, hCx31.9,
hCx40.1 and hCx62 sont exprimées dans le coceur humain tandis que leur orthologues murins
mCx29, mCx30.2, mCx39 et mCx57 ne le sont pas, comme montré par Northern Blot. La
plupart des génes codant pour les Cxs contiennent deux exons et un intron de longueur
variable (Sae=zt al., 2003) (Fig. 16). Le premier exon contient seulement une séquence 5’
non transcrite et le second exon contient la région codante compléte et une séquence 3’ non
transcrite. Quelques exceptions ont été faites concernant les génes codant pour les mCx36,
hCx36, mCx39, hCx40.1 and mCx57. lls peuvent étre divisés en 2 catégories. Concernant la
premiere catégorie, différentes séquencesdn transcrites peuvent étre collées de facon
consécutive ou alternéPour la seconde catégorie, la région codante peut étre interrompue
par des introns. Il est néanmoins nécessaire de clarifier si ces genes expriment effectivement

différents isoformes transcrits (Sdtlal., 2004).
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Figure 16 : A. Structure des génes codant les connexines. B et C exceptions observées. Les
régions traduites sont en gris clair et les régions non traduites en blanc (S&hkl., 2004).

La plupart des génes sont situés sur des chromosomes différents. Cependant, dans certains
cas, ils peuvent étre rassemblés dans des portions spécifiques du génome. Ainsi, les genes
codant pour les Cx37 et Cx40 se trouvent a proximité I'un de l'autre sur le chromosome 1 et
ceux codant pour les Cx26 et Cx46 sur le chromosome 13 (Meda, 1996). La conservation au
cours de I'évolution d'une telle organisation suggére un partage de séquences régulatrices
communes. Pourtant, il ne semble pas exister de lien entre la localisation et le regroupement

de genes sur certains chromosomes et leur expression dans divers tissus.
Famille des connexines

A l'origine, toutes les jonctiongap étaient présumées composeées par la méme protéine. Les
préparations enrichies en jonctiomgmp similaires a celles utilisées pour les études
structurelles, ont été utilisées pour l'identification protéique. La diversité des protéines a alors
été mis en évidence par la variation de mobilité électrophorétique, entre 27 et 70 kDa, pour
des jonctionggap provenant de différents tissus tels que des foies de souris et rat (Henderson
et al., 1979, Hertzbergt al., 1979) et du cceur de rat (Manjunetial., 1985). Le séquencage

de I'extrémité N-terminal de ces polypeptides, confirma que ces protéines étaient différentes
mais que quelques cas partageaient un degré de similarité (Bretzainel996b). Apres que

la Cx majeure du foie chez le rat (Paul, 1986) et ’lhomme ait été déterminée (Kuelar

1986, Heynkest al., 1986), I'addition rapide de nouvelles Cxs a nécessité la mise en place
d’'une nomenclature proposée par Begteal. (Beyeret al., 1987). Elle est basée sur la masse
moléculaire déduite a partir des séquences d’ADNc et de I'addition de I'espéce d’origine en
préfixe telle que hCx pour les Cxs découvertes chez 'lhomme. Ainsi, la protéine de 43 kDa
identifiée dans les jonctiorgap est appelée connexine 43 (Cx43). Les Cxs paralogues de

différentes espéces peuvent varier considérablement dans leur masse moléculaire mais les
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critéres fonctionnels peuvent aider a l'identification de Cxs homologues entre especes, si la
séquence seule n'est pas concluante. La famille des Cxs, chez I'homme, comprend
actuellement 21 types de protéines.

Pour des cellules en culture, la demi-vie, tres courte, de la plupart des Cx est comprise entre
1.5 et 4 h (Berthoudt al., 2004). L’association des Cxs dans un connexon peut étre identique

ou difféerente comme le détaille la figure 17 (Yetral., 2007).

HeM/MHeT

HoM/MHoT  HoM/HeT HoM/HeM HeM/HeM

OO
& el e e
el efedeloRoR o

CxA:CxB

Connexon

3 16 94 234 313 234 94 16
5 00 041 09 56 206 402 327
10 0.0 00 0.1 1.1 83 337 568

-tk wh

Figure 17 : Formation de canaux hétéromérique / hétérotypique. (A) Dessin illustrant les
nombreuses possibilités de canaux a partir de cellules exprimant deux Cxs (CxA en bleu et CxB
en rose). (B) Les connexons composés d'un seul isoforme de Cx sont appelés homomériques
(HoM) tandis que les connexons composés de plusieurs isoformes sont dits hétéromériques
(HeM). Lorsque deux connexons identiques s’associent, ils forment un canal homotypique (HoT)
mais si les deux connexons sont différents, on parle alors de canal hétérotypique (HeT). Il existe
deux types de canaux HeM/HeT : ceux contenant un connexon HoM et un connexon HeM
(HoM/HeM) et ceux contenant deux HeM (HeM/HeM). (C) Représentation des 14 possibilités de
connexons obtenues a partir de deux isoformes de Cx. Les valeurs associées correspondent a la
fréquence des conformations en fonction dratio des Cxs (Cottrellet al., 2005).

Les études sur les associations de Cxs menées jusqu’a aujourd’hui ont permis de mettre en

évidence des conformations possibles entre Cx comme décrit dans le tableau 1.
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Tableau 1 : Compatibilité hétéromérique et hétérotypique entre Connexines de mammiféres (Cottrel
al., 2005).

Cx26 Cx30 Cx303 Cxi2 Cx37 Cxd) Cx43 Cxds Cxdh Cx50
CxS0 - + ) 4 +
Crdh + + = + 4 *
Cxd5 £ : . e t +
Cxd3® T - + L ¥ + + + 4t
Crdl) be + + R + + +
cxar £ . + te + +
Cx32 + + - +
Cx30.3¢ + i
Cx30 + +
Cx26 + =+ %

Les zones en jaunes correspondent a la compatibilité HeT, les zones en vert a la compatibilité HeM. Le + indique
une compatibilité entre Cx, le —, une incompatibilité entre Cx. Les cases non remplies signifient que la
compatibilité n’a pas encore été évaluée.

adonnées non publiées,

b la compatibilité a été étudiée a partir de pairs d’ovocytes, par conséquent elle ne peut pas s'appliquer a d'autres
systemes,

c la compatibilité HeT a été déterminée par le passage de traceur fluorescent et non par couplage électrique,

dla Cx de poulet (cCx56) homologue a la hCx50 a été utilisée,

e ces Cx forment également des canaux HeT avec la Cx38 de xénope.

. Topologie des connexines

L’'analyse de I'hydropathie des séquences de plusieurs Cxs a montré la présence de 4
domaines hydrophobes comprenant chacun entre 20 et 28 résidus, réféerencés M1, M2, M3 et
M4, depuis I'extrémité N- a I'extrémité C- terminale (Milles al., 1988). Deux boucles
cytoplasmiques (E1 et E2), contenant chacune 3 résidus cystéines et une boucle
cytoplasmique entre M2 et M3, sont caractéristigues. Les N- ette@nini sont
cytoplasmiques (Yancest al., 1989) (Fig. 18).
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Régulation de I'ouverture du canal par la phosphoryl
et déphosphorylation de résidus sérine et thréonine (Solan
et al, 2005, Warn-Cramest al, 1996)

/

c

Régulation de I'ouverture du
canal pH dépendant (Dufft al,
2002, Morleyet al, 1996).

Conductance unitaire :
potentiel dépendant (Oh >
et al, 2004, Verseligt
al., 1994).

Ewc-plasmuc

...... Transmembfana

Extraceliular

Régulation de I'ouverture du canal Deétermine la cmpatibilité hétérotypique entre
par le potentiel membranaire (Rubin (White et al, 1994, Whiteet al, 1995)
et al, 1992)

Figure 18 : Modele topologique d’'une connexine (Bruzzonet al., 1996b, Sohlet al., 2004). Les
fonctions indiquées pour différents domaines sont des interprétations, parfois trés
hypothétiques

Les quatre domaines transmembranaires et plus particulierement les boucles E1 et E2 sont les
régions les plus conservées entre les différentes Cxs (Ketnahr 1986, Beyeet al., 1987).

Les domaines les plus variables, a la fois en longueur et en séquence, sont le domaine C-
terminal et la boucle cytoplasmique (Kovaesal., 2007). Ainsi, I'extrémité C-terminale
comporte 18 acides aminés dans la Cx26 et 191 dans la Cx46, ce qui légitime les variations de
poids des différentes protéines. Cette variabilité de I'extrémité C-terminale a permis la
production d’anticorps spécifiques qui sont utilisés pour I'immunolocalisation des différentes
Cx dans les tissus (Meda, 1996). La fixation bout a bout de deux connexons seviaatkst
interactions non covalentes entre les boucles extracellulaires des Cxs, qui par leur trois résidus
cystéines forment des ponts disulfides intramoléculaires (Yegigat., 1996). Les trois
régions transmembranaires M1, M2 et M4 sont composées principalement de résidus
hydrophobes, tandis que M3 contient aussi un certain nombre de résidus chargés positivement
et négativement. M3 est modélisée alors en une héboephipatique dont la face hydrophile

représenterait la paroi du pore du canal intercellulaire (Beenatt, 1991).
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A partir de la topologie des Cxs, une seconde nomenclature utilisant les lettres grecques
proposée par Hiesh (Hsieh al., 1991) est née. Elle est basée sur trois groupes de Cx: (i) le
groupea qui comprend les Cxs comportant une boucle cytoplasmique courte, (ii) le groupe 3
comprenant les Cxs comportant une boucle cytoplasmique longue, (iii) le grocnge
récemment qui pourrait réunir des Cxs ayant une taille intermédiaire a cette boucle (Eiberger
et al., 2001), voir tableau 2.

Tableau 2 : Nomination des connexines murines et humaines selon les deux nomenclatures
existantes (Eibergeret al., 2001).

Groupe a Groupe 3
mCx30.2 hCx31.9 mCx26 hCx25
mCx33 hCx37 mCx30 hCx26
mCx37 hCx40 mCx30.3 hCx30
mCx40 hCx43 mCx31 hCx30.3
mCx43 hCx46 mCx31.1 hCx31
mCx46 hCx50 mCx32 hCx31.1
mCx50 hCx62 hCx32
mCx57 hCx59
Groupey Cx non classées
mCx45 hCx45 mCx23 hCx23
mCx47 hCx47 mCx29 hCx30.2
mCx36 hCx36
mCx39 hCx40.1

mCx : connexine murine

hCx : connexine humaine

On retrouve chaque type de Cx dans plusieurs tissus et la plupart des cellules synthétisent
plusieurs Cx (Meda, 1996). Chaque isoforme produit des canaux ayant différentes propriétés
de conductance unitaire, de perméabilité moléculaire et une sensibilité propre a la régulation
chimique et électrique. Lorsqu’un canal est hétéromérique, les Cxs qui composent le
connexon vont déterminer sa spécificité hétéromérique qui variera selon la composition de la
jonction communicante (Harris, 2001). Du fait qu’il existe au moins 20 types de Cx, il existe
190 possibilités de conformation de jonctiogap hétérotypiques faisant ainsi varier la
perméabilité de ces derniéres (Cottatlhl., 2005).

11.2.1.4 Synthese, assemblage et dégradation

La translocation des protéines sur la membrane et leur transport intracellulaire constitue un

processus fondamental dont les mécanismes apparaissent basiquement identiques pour toutes
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les cellules eucaryotes. Les étapes de la synthése, 'assemblage et la dégradation sont décrits

sur la figure 19.

Membrane plasmigue L:fst?some =Cx26 S5/=Cx32 S/=Cx43

Protéasome @ = Connexon

Enveloppe

nucléaire #a» = Jonctions gap

1 = Synthése des connexines

2 = Oligomérisation

3 = Passage du RE a I'appareil de Golgi
4 = Stockage intracellulaire

5= Transport le long des microtubules
Noyau 6 = Insertion dans la membrane plasmique

7 = Diffusion latérale le long membrane plasmique
8 = Assemblage en plague des jonctions gap

9 = stabilisation des microtubules

10 = Jonction annulaire
Reticulum

endoplasmique 11 = Dégradation finale

Figure 19 : Représentation schématique des étapes de la synthese, de I'assemblage et de la
dégradation des jonctionsgap (Segretain et al., 2004). La synthése et la dégradation des canaux
intercellulaires impliquent (1) la synthése des connexines polypeptidiques dans les membranes
du réticulum endoplasmique, (2) leur oligomérisation en connexon homo- ou hétéromérique, (3)

le passage dans I'appareil de Golgi, (4) le stockage dans le réseau trans-golgien, (5) le transport
le long des microtubules, (6) l'insertion des connexons dans la membrane plasmique, (7) la
diffusion latérale des connexons le long de la membrane plasmique, (8) I'agrégation des canaux
intercellulaires en plaques, (9) la stabilisation de I'extrémité des microtubules par liaison aux
Cx43 des jonctionsgap, (10) I'internalisation dans le cytoplasme des plaques sous la forme de
jonctions annulaires et (11) la dégradation compléte vilas voies lysosomales et protéosomales.

. Synthése

Les Cxs sont synthétisées et dégradées en continu. Comme les autres protéines membranaires
intégrales, les Cxs sont co-traduites dans le réticelndoplasmiqueia le translocon et les
séquences de début et de fin de traduction. Bien que les Cxs ne soient pas glycosylées, on
suppose qu’une ou plusieurs protéines chaperonnes, interviennent jusqu’a la fin de leur
synthese. Le fait que les résidus cystéines forment des ponts disulfures entre les boucles
extracellulaires suggérent que les Cxs sont au minimum sous la surveillance de protéines

disulfides isomérases (Laird, 2006).
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Assemblages homo- et hétéromériques

Les jonctions communicantes, comme les autres canaux membranaires, sont oligomériques,
leurs sous-unités devant s’assembler avant de fonctionner. La localisation de I'assemblage des
Cxs suscite encore des controverses. La synthése des Cxs, l'acquisition de la topologie
transmembranaire ainsi que leur oligomérisation en demi-canal homomérique ou
hétéromérique se déroulent dans le réticulum endoplasmique (RE). Lorsque I'oligomérisation
de difféerents isoformes de Cx est étudiBevitro, toutes lesCxs ne participent pas a la
formation de connexons hétéro-oligomériques (Fdlkl., 1997). Cette observation suggere

gue linteraction de différents isoformes est sélective, réduisant le nombre possible de
connexons hétéro-oligomériques. Tous les connexons hétéro-oligomériques décrits a ce jour,
sont composés de 2 membres du méme sous-groupe. Ainsi, la Cx43 hétéro-oligomérise avec
la Cx37, Cx40 et la Cx46 (toutes de typgsmais pas avec la Cx32 (un tyfpe(Falk, 2000).

Par des méthodes biochimique et biophysique, des équipes ont observé l'assemblage de
connexons composés de Cx43 ou Cx32 dans des microsomes aprés traduction/translocation
membranaire dans un systeme de translation sans celluleeffFalk 1997) suggérant que
I'oligomérisation des Cxs se produit dans les membranes du RE. Cependant, en utilisant des
culturesin vitro, Musil and Goodenough (Musdt al., 1993) ont montré la formation des
connexons aprées leur sortie du RE, probablement dans le réseau trans-golgien. Endin, Diez
al. ont suggéré I'assemblage des connexons dans le compartiment intermédiaire RE-appareil
de Golgi (REGIC) (Diezet al., 1999). Récemment, en utilisant des Cxs modifiées
génétiguement qui restent dans le RE, Das Satrah (Sarmaet al., 2002) ont suggéré que le

lieu de I'assemblage pourrait étre spécifique de I'isoforme de la Cx. En effet, ils ont observé
I'oligomérisation des Cx32 dans le RE/REGIC et des Cx43 dans le réseau trans-golgien
(Segretairet al., 2004). Plusieurs mécanismes peuvent expliquer la compatibilité sélective des
différents isoformes: (i) Différentes Cxs peuvent étre synthétisées dans des régions
différentes du RE et par conséquent, n'auront pas de contact physique permettant I'hétéro-
oligomérisation ; (ii) Des molécules chaperonnes spécifiques peuvent se lier a certaines Cxs
pour prévenir leur interaction ; (iii) Des signaux spécifigues encodés dans la séquence
polypeptidiques des Cxs pourraient réguler I'interaction des différents isoformes et permettre
I'hétéro-oligomérisation d’isoformes compatibles (Segrettiral., 2004). Le stockage des

connexons a lieu dans le réseau trans-golgien.
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Transport

Lauf et al ont étudié la distribution des connexons assemblés a partir de Cx43 couplées a la
green fluorescent protei(GFP) dans des cellules HelLa transfectées (kawai., 2002). La
microscopie temporelle en marquages multiples a perdwbserver le transport des
connexons a l'intérieur de vésicules, le long des microtubules, depuis I'appareil de Golgi vers
la membrane cytoplasmique. Marti al. rapportent que la Cx26 et d’autres Cx peuvent
circuler le long de microtubules non encore orientés vers la membrane plasmique éMartin

al., 2001). Ces observations pourraient expliquer pourquoi des Cx peuvent étre transportées
vers la membrane plasmique malgré la désorganisation des microtubules et des membranes du
Golgi. Les filaments d’actine semblent également impliqués dans le transport des Cxs,
particulierement de la Cx26 (Martet al., 2004).

Localisation sur la membrane plasmique et formation d’une jonction communicante

Une fois insérée dans la membrane plasmique, les connexons diffusent librement le long de
la bicouche lipidique sous le guidage de N et E —cadhérine (Laird, 2006). Le contact entre
deux cellules provoque en quelques minutes une concentration des connexons qui s’associent
bout a bout avec ceux de la cellule voisine pour donner naissance aux jogapdhMeda,

1996). Gaiettat al. ont démontré que les jonctiagep nouvellement formées se trouvent sur

la couronne externe de la plague tandis que les canaux les plus anciens sont eux au centre des
plagues (Gaiett@t al., 2002). Les canaux sont donc distinctement localisés en fonction de
leur &ge (Laufet al., 2002). Actuellement, on suppose que les canaux au centre des plagues

sont destinés a étre internalisés puis dégradés (Laird, 2006).

Internalisation et dégradation des canaux

En 1977, de larges structures vésiculaires a double membranes dites jonctions annulaires ont
été identifiées par microscopie électronique (Laird, 2006). On suppose qu’elles correspondent
aux produits de linternalisation de plaques ou de fragments de celles-ci par une cellule. En
2001, Jordaret al démontrent que ces jonctions annulaires sont des plaques de jogapons
préexistantes aux interfaces de contact cellule-cellule par la microinjection d’anticorps anti-
Cx43 associées a des Cx43 marquées a la GFP (Jordan, Chodock et al. 2001). La dégradation

des jonctiongyap ne correspond pas a la séparation des demi-canaux mais a l'internalisation
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des jonctions communicantes en jonctions annulaires (Jatdah, 2001, Gaiettat al.,

2002). Ces dernieres seront détruites par voie lysosomale et protéosomale ubiquitine
dépendante (Segretai al., 2004, Qiret al., 2003). Les jonctions annulaires se distinguent

par une centaine de canaux quittant la surface cellulaire en une seule fois en déclenchant une
brusque diminution de la communication intercellulaire. Laird précise que bien que les
jonctions annulaires aient été identifiees dans une grande variété de types cellulaires, il est
important de noter que ces structures sont difficiles & observer dans certaines cellules telles
gue les hépatocytes. Cette remarque sous entend la possibilité d’'une internalisation des Cxs

par des procédés plus classiques impliqguant des mécanismes endosomaux (Laird, 2006).

La mise en place de la communication intercellulaire dépend donc de I'exécution coordonnée
d’'une série d’événements incluant (Bruzzenal, 1994) :
- Lasynthése des Cxs ;
- L'oligomérisation des monoméres de Cx en connexon ;
- La translocation des connexons sur la membrane plasmique et 'accumulation au site
d’apposition cellule-cellule ;
- L'interaction avec le connexon « partenaire » de la cellule adjacente ;

- L’ouverture du canal intercellulaire formé.

[1.2.1.5 Phosphorylation des connexines

De nombreuses Cxs ne contiennent pas seulement une séquence consensus de
phosphorylation de type protéine kinaseis sont aussi phosphorylées par des protéines
kinasesin vitro. L'extrémité C-terminale des Cxs est la région primaire qui devient
phosphorylée. Cependant, la Cx56 peut étre aussi phosphorylée au niveau de la boucle
cytoplasmique (Berthoudt al., 1997). Aucune phosphorylation de I'extrémité N-terminale

n'a été mise en évidence a ce jour (Larapal., 2004). La Cx26 est la seule Cx a ne pas étre
phosphorylée (Traubt al., 1989) en raison des quelques acides aminés de son extrémité C-
terminale qui pourraient interagir avec des éléments de signalisation cytoplasicpagie

la Cx26 forme des canaux fonctionnels, la phosphorylation des Cxs n’est donc pas
nécessairement indispensable a la formation de jonajapsPar analogie a la Cx26, des
mutants de la Cx43 tronquée dont I'extrémité C-terminale est réduite, peuvent néanmoins
former des canaux fonctionnels, mais ils présentent alors une perméabilité différente ainsi que
des propriétés électrophysiologiques modifiées par rapport a la Cx43 sauvage (ishman

1991). L'importance du domaine C-terminal dans la modulation de la fonctionnalité des
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jonctions communicantes a pu étre mise en évidence par de nombreuses approchest(Lampe
al., 2004).

[1.2.1.6 Phosphorylation de la Connexine 43

Musil, Goodenough, Lau et d'autres équipes ont mis en évidence que la Cx43 est
phosphorylée différemment tout au long de son « cycle de vie » (btuail, 1990, Musikt

al., 1991a, Moreno et al.,, 2007) (Figure 6). La Cx43 présentent de multiples isoformes
électrophorétiques lorsqu’elle est analysée par électrophorése (SDS-PAGE), avec une forme
qui migre plus rapidement : la Cx43 non-phosphorylée (PO ou NP) et deux formes qui
migrent plus lentement, appelées communément P1 et P2. Ces 2 formes co-migrent avec PO
suite au prétraitement par une phosphatase alcaline, suggérant que la phosphorylation est la
modification covalente primaire détectée par les analyses par SDS-PAGE @vatil

1990). L’'analyse des acides phospho-aminés indique que la majorité des phosphorylations de
la Cx43 se situe sur les résidus sérines (Warn-Cratredr, 1996, Lampet al., 1998), bien

que la phosphorylation de la tyrosine ait été aussi décrite en présence de la protélhe pp60
activée (Swensoet al., 1990). La Cx43 ne contient pas de résidus sérine dans sa boucle
intracellulaire pour des fibroblastesltivés in vitra La phosphorylation initiale de la Cx43
s’observe dans les 15 min suivant sa synthése. La phosphorylation de la Cx43 peut donc se
dérouler avant qu'elle n’atteigne la membrane cytoplasmique (Gowl., 1990). La
pertinence fonctionnelle de ces événements de phosphorylation précoces doit encore étre
démontrée mais ils pourraient étre impliqués dans le trafic de la Cx43 depuis le RE,
I'oligomérisation de la Cx43 en connexon, ou la sortie des connexons composés de Cx43
depuis le réseau trans-Golgien. Aucune expérience n’a permis de mettre en évidence un lien
direct entre la phosphorylation de la Cx43 et la régulation de I'oligomérisation de cette Cx en
connexon. La coupure de la Cx43 a partir du résidu 251 (acides aminés 252 a 382 soit 20 sur
21 des résidus sérines de la région C- terminale) n’a aucun effet sur I'oligomérisation, mais la
protéine tronquée apparait alors transportée vers la membrane plasmique avec moins
d’efficacité (Martinezet al., 2003). Puisque la Cx43 non phosphorylée peut étre trouvée dans
la membrane plasmique (Must al., 1991a), les événements précoces de phosphorylation
pourraient étre transitoires ou simplement inutiles pour induire le transport veentdrane
plasmique (Solaret al.,, 2005). En accord avec la derniere idée, la phosphorylation de
seulement une ou deux sous-unités d'un connexon peut étre suffisante pour permettre un
trafic efficace dans I'appareil de Golgi ou pour le transport vers la membrane plasmique.
Bien que la Cx43, dans les régions non jonctionnelles de la membrane plasmique, ne soit pas
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nécessairement décrite comme étant phosphorylée, la Cx43 localisée dans lessjgaption

est principalement phosphorylée sous la forme P2 (Musil., 1991a). Si les événements de
phosphorylation causant la formation de P2 sont nécessaires ou non pour la formation ou la
stabilisation des jonctiorgap, ces événements de phosphorylation ne sont probablement pas

sans conseéquences (Sokral., 2005).
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Figure 20 : Sites phosphorylés de la Cx43. Les sites de phosphorylation ciblés par les protéines
kinases connues sont : Src, en vert clair ; MAPK, rose; PKC, bleu; p%’ﬁz, orange; CK1, en vert
foncé et PKA-dependante, violet (Solan et al., 2005).

Basée sur plusieurs étudés,Cx43 peut subir de multiples phosphorylations. En effet, au
moins cing résidus serines phosphorylés ont été découverts dans la Cx43 isolée de cellules
non stimulées et davantage dans des cellules traitées avec un facteur de croissance ou un
activateur de kinase (Coopet al., 2000). Ces événements de phosphorylation ont été
corrélés avec des changements dans I'assembéaggiisition de l'insolubilité au Triton X-

100 et la dégradation des canaux composés de Cx4oursaient donc jouer des rdles

critiques dans la régulation de la communication intercellulaire.
11.2.2 Ouverture et fermeture des jonctions gap
La fermeture des jonctionggmp peut étre observée dans plusieurs conditions physiologiques.

[1.2.2.1 Concentration du calcium intracellulaire

L'ouverture des jonctiongiap semble pouvoir étre modulée par des événements calcium

dépendants puisque une forte augmentation de la concentration intracellulaire de calcium
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déclenche la fermeture des jonctiaap (Wei et al., 2004). La calmoduline pouvant se lier a

la Cx32, pourrait servir de médiateur a cet effet.

11.2.2.2 pH intracellulaire

Des sites de régulation de I'ouverture des canaux en fonction du pH ont été décrites pour les
Cxs. Des études ont mis en évidence des variations de la sensibilité a I'acidification
intracellulaire en fonction de la nature homotypique et hétérotypique des jorgdip(4/ei

et al., 2004).

11.2.2.3 Potentiel transjonctionnel

Les Cxs sont sensibles au potentiel trans-jonctionnel. Il est démontré aujourd’hui que la
dépendance au potentiel des canaux intercellulaires est déterminée par la nature des Cxs qui
les composent. Des études ont mis en évidence des variations de la sensibilité au potentiel
trans-jonctionnel en fonction de la nature homotypique et hétérotypique des jomepns

(Wei et al., 2004). Basé sur la comparaison de la régulation de I'ouverture des jogafions

gu'’ils soient hétérotypique ou homotypique, les Cxs ont été provisoirement divisées en deux
groupes en fonction de la polarité a laquelle le canal se ferme : positive pour les Cx26, Cx30,
Cx37, Cx40, Cx46 et Cx50 ou négative pour les Cx32, Cx43, Cx45 ou Cx31 (Goeizalez

2007).

11.2.3 Propriétés physiologiques des jonctions communicantes

11.2.3.1 Couplage électrique

Les jonctionggap permettent une communication électrique entre les cellules, démontrée dans
les systémes nerveux et cardiovasculaire. Ce couplage a été détecté par un enregistrement
effectué avec des microélectrodes de haute résistance placées entre des cellules cardiaques
(Weidmann, 1952). En 1963, par microscopie électronique, une corrélation a été décrite entre
le couplage électrique et la présence des jonctions communicantes (Robertson, 1963). Le
couplage électrique, mis en évidence dans un premier temps dans des tissus excitables, fat
ensuite démontré dans les tissus épithéliaux tels que les hépatocytes de souris (Penn, 1966).
Le couplage électrique par échange d'ions est indispensable a certains types cellulaires dont

les fonctions sont associées a une dépolarisation (neurones, cellules musculaires lisses,
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cellules sécrétrices et sensorielles) (Meda, 1996). Cette forme de couplage génere une réponse
synchronisée des cellules (Bruzzaieal., 1996a). Le couplage électrique peut étre évalué en
mesurant la conductance des jonctigap par la technique dgatch clampprésentée dans la

partie 1.4

[1.2.3.2 Couplage métabolique

En 1966, Kanno et Loewenstein observent I'‘échange de molécules cytoplasmiques entre
cellules sans passeia le milieu extracellulaire. La diffusion de molécules hydrophiles par les
jonctions communicantes venait d’étre mise en évidence (Kahmd., 1966). Différentes
approches ont montré que les jonctions communicantes sont perméables a des nucléotides, des
acides aminés, des cofacteurs vitaminiques, de petits peptides, des sucres et des seconds
messagers (AMPc, inositol triphosphates(JRMeda, 1996)Cette propriété met en avant

limportance des jonctions communicantes pour certaines fonctions biologiques.

11.2.3.3 Perméabilité sélective des jonctions gap

Le passage des ions et des molécules se fait le long d’'un gradient électrochimique. Alors que
les jonctionsgap sont perméables a la plupart des ions et a de tres nombreuses molécules, la
diversité de leur fonction est attribuée a la diversité des Cxs synthétisées dans une cellule. Les
spécificités d’appariement des Cxs et de perméabilité qui en résultent, suggérent des échanges
sélectifs dans une direction préférentielle ou distincte selon les seconds messagers (Meda,
1996). Toutes les molécules de poids supérieurs a 1 kDa ne diffuseront pas par les jonctions
communicantes quelque soit le type de Cx dont est composée la jonction communicante.
Plusieurs approches ont été menées pour déterminer les propriétés de perméabilité des
jonctions gapCes études comprennent la mesure de conductance unitaire ou la sélectivité en
fonction de la charge ionique (e.g., K, Cl)(Harris, 2007). Des traceurs fluorescents de
différents poids moléculaires et charges tels guaidéfer Yellow(Stewart, 1978), I'iodure de
propidium (Elfganget al., 1995) ou la neurobiotine ont été testés pour évaluer la sélectivité et

la perméabilité des jonctiommp composées de différentes Grsvitro etin vivo (De Maio et

al., 2002). De facon primordiale, les molécules plus petites qui different par leur dimension,
forme et charge peuvent étre incorporées ou effluées différemment en fonction des Cxs
composant le canal entrainant ainsi, une grande variété de sélectivité moléculaire trans-

jonctionelle (Laird, 2006)Le variation de la conductance unitaire est comprise entre 10
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pSiemens et 300 pS (Harris, 200¢s études de sélectivité et permeéabilité portandsar
molécules cytoplasmiques ont montré dans les cas ou les molécules ont été testées
directement, des variations importantes de perméabilité de Cxs spécifiques concernant
particulierement les molécules qui médient directement la signalisation intracellulaire telles
gue 'AMPc ou I'lP; (Bevanset al., 1998).

La perméabilité des jonctiommp est aussi fonction d’autres paramétres tels que le nombre de
plagues jonctionnelles au niveau de la membrane de la cellule considérée (Kitsthe

2004) et de la probabilité d’ouverture d’'une jonctgap variant de 0,6 a 0,9 (Goldbeeg al.,

2004).

11.2.3.4 Fonctions physiologiques dans un tissu sain

La distribution des Cxs quasiment a toutes les cellules montre la participation des jonctions
gap a de multiples fonctions (Tableau 3). Certaines Cxs sont produites par de tres nombreux
types cellulaires comme la Cx43 alors que d’autres Cxs ont une distribution beaucoup plus
restreinte telle que la Cx30.3 (Meda, 1996, Bruzzirad., 1996b, Bruzzonet al., 1996a).
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Tableau 3 : Connexines humaines et leur expression majeure dans un organe, un tissu ou un
type cellulaire (Oyamada et al., 2005, Willecket al., 2005)

Cx humaine

hCx23 NI

hCx25 NI

hCx26 Sein, cochlée, placenta, hépatocytes, peau, pancréas, rein, intestin
hCx30 Cerveau, cochlée, peau

hCx30.2 Cerveau, moelle épiniere, cellules de Schwann

hCx30.3 Peau, rein

hCx31 Cochlée, placenta, peau

hCx31.1 Peau

hCx31.9 Systeme de la conduction cardiaque, cellules du muscle lisse vasculaire
hCx32 Cellules de Schwann, hépatocytes, cellules acineuses sécrétrices
hCx36 Neurones, cellulesgiancréatiques

hCx37 Endothélium, cellules granulosa, poumon, peau

hCx40 Systeme de la conduction cardiaque, endothélium, poumon
hCx40.1 Fibres du muscle strié en développement

hCx43 Nombreux types cellulaires

hCx45 Systeme de la conduction cardiaque, cellules musculaires lisses, neurones
hCx46 Cristallin

hCx47 Cerveau, moelle épiniére

hCx50 Cristallin

hCx59 NI

hCx62 Cellules horizontales de la rétine

NI : non identifiée

Les canaux intercellulaires participent a la régulation de divers processus tels que :

- La contraction des muscles cardiaques et lisses (Rtsglk, 1990). Ainsi, juste avant
'accouchement, on observe une multiplication par cinq du nombre de jongapns
en corrélation avec une hausse de I'expression des Cx43 dans le muscle utérin en
réponse a la modification du taux d’hormones stéroidiennes. L’augmentation brutale
de la communication intercellulaire pourrait permettre a l'utérus d’effectuer des
contractions synchrones pour développer la force nécessaire a la délivrance de
'enfant. Habituellement, l'activité du muscle utérin est relativement quiescente
(Déring et al., 2006).
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La transmission des signaux neuronaux aux synapses électriques (Fueslgban
1957, Bennett, 1997). Les jonctiogap permettent le couplage électrique entre les
neurones et pourraient réguler et/ou synchroniser le réseau d’activité neuronal.

La compartimentation cellulaire lors du développement embryonnaire. Une
subdivision fonctionnelle de la communication intercellulaire en plusieurs
compartiments a été observée coincidant avec des domaines en développement (Wei
al., 2004). De tels compartiments de communication peuvent permettre la génération
d’'un gradient morphogéene qui régule la prolifération, la migration et la différentiation
cellulaire (Levin, 2007). Des études en embryologie ont également montré
implication des jonctions communicantes dans le modelage droite-gauche €Esser
al., 2006).

Le contrdle de la croissance cellulaire (Loewenstetnal., 1992). Les canaux
intercellulaires sont considérés comme un mécanisme régulateur clé du contrdle de

I'homéostasie par le couplage métabolique qu’ils opérent.

[1.2.3.5 Jonctions gap et pathologies

Les études actuelles basées sur l'utilisation de souris transgéniques ont clairement mis en

évidence le role indispensable des Cxs dans le développement et la fonctionnalité des tissus et
organes (Willeckest al., 2002, Zaidan Dagit al., 2007) (voir Tableau 4). L’absence des Cxs

majeures, Cx32 et Cx43, n'affecte pas le développement général de la souris (Beaume

1995, Anziniet al., 1997). Ce constat sous-entend le remplacement probable de la Cx

manquante par d’autres Cxs pour compenser en partie 'anomalie (Mesnil, 2002).

Des études cliniques ont permis I'identification d’'un nombre croissant de maladies génétiques

causeées par des mutations des Cxs.

Trois classes majeures de mutations sont reconnues (&vains2002) :

La classe 1 correspond aux mutations qui n'‘ont pas d'effet discernables sur la

fonctionnalité des jonctions communicantes que ce soit pour les propriétés électriques
ou la diffusion de sondes fluorescentes.

La classe 2 inclue les mutations entrainant des anomalies d’ouverture des canaux

intercellulaires.
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- La classe 3 symbolise les Cxs ou les mutations déclenchent un échec du transport des
Cxs vers la membrane cytoplasmique et de I'assemblage en jongdéipnkes Cxs

non assemblées restant concentrées principalement dans le RE.

L’analyse des conséquences fonctionnelles ou cliniques de ces maladies en fonction des Cxs
touchées permet d’appréhender le role de la diversité desnGugo. Actuellement, huit
maladies distinctes sont liées directement a des mutations germinales des Cxs (Laird, 2006)
de la plus courante, la surdité neurosensorielle non syndromiquet(aiy 1997, Allagnat et

al., 2005) a la plus rare, la dysplasie Oculo-Dento-Digitale (Pazretkals 2003) (Tableau

4).
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Tableau 4 : Phénotypes des souris déficientes en Cx (soukisock-out) et maladies humaines
héréditaires associées a des mutations des Cx correspondantes (Evans et al., 2002, Allasrzdt,

2005)
Cx murine | Phénotype des souris knockout| Maladie humaine héréditaire Cx humaine
mMCx26 Létal au 1™ jour de 'embryon | Surdité neurosensorielle non syndromiqlieCx26
Hyperkeratose palmoplantaire
mCx30 Affaiblissement de I'audition Surdité neurosensorielle non syndromiqLieCx30
Dysplasie ectodermique hydrotique
Perte des cheveux
Déficience mentale
mCx30.3 |ND Erythrokeratodermia variabilis hCx30.3
mCx31 Dysmorphogenése placentaire |Baisse de I'audition hCx31
transitoire Erythrokeratodermia variabilis
Neuropathies périphériques
mCx32 Diminution de la dégradation du | Syndrome de Charcot Marie Tooth lié ayhCx32
glycogene, augmentation de chromosome X
l'incidence de cancer du foie
mCx36 Déficit visuel Epilepsie myoclonique juvénile hCx36
mCx37 Stérilité des femelles, hémophilie ND hCx37
mCx40 Arythmie cardiaque ND hCx40
mCx43 Malformation cardiaque et Dysplasie Oculo-Dento-Digitale hCx43
arythmie ventriculaire Hétérotaxie viscéroatriale
mCx45 Létal au 18™jour de 'embryon |ND hCx45
mMCx46 Cataracte zonula nucléaire Cataracte congénitale hCx46
mCx50 Cataracte congénitale Cataracte héréditaire hCx50

Microphtalmie

ND : Non Déterminé.
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Les paragraphes ci-dessous sont des exemples non exhaustifs de mutations des Cxs
impliquées dans des maladies héréditaires entrainant des modifications de la communication

intercellulaire.

Mutations de la Cx26
Une mutation de la Cx26 peut déclencher une surdité associée a une maladie dermatologique
ou juste une surdité suggérant une relation complexe entre les modifications fonctionnelles
dans le génotype codant la Cx et le phénotype qui en résulte (Kelséll 2001). La Cx26
est impliquée dans plus de 50% des cas de surdité héréditaire non syndromiquet(dfhite
1999b, Allagnatt al., 2005). Actuellement, jusqu’a cent mutations ont été identifi€es comme
étant liées a une surdité seule et douze mutations supplémentaires associant a la fois la surdité
et des problemes cutanés (Laird, 2006). Ces derniéres se localisent sur le premier tiers du gene
codant la Cx26 et sont typiqguement des mutations autosomales dominantes. L'étude de
certaines de ces mutations a permis de déterminer leurs conséquences sur la communication
intercellulaire. Ainsi, les protéines mutantes peuvent rester localisées dans les organites
intracellulaires ou entrainer la formation de jonctigap non fonctionnelles au niveau de la

membrane cytoplasmique.

Mutations de la Cx32
Environ 270 mutations du gene codant la Cx32 sont décrites pour le syndrome de Charcot-
Marie-Tooth lié au chromosome X (CMTX). La majorité de ces mutations entrainent une
aberration du transport de la Cx32 vers la membrane cytoplasmique, des problemes
d’assemblage en jonctiggap et des anomalies fonctionnelles (Zhetual., 2003). La CMTX
est la premiere maladie héréditaire découverte liée a une mutation des Cxs (Beatgalffen
1993). De la famille des neuropathies périphériques, elle se caractérise par une

dégénérescence progressive de la gaine de myéline entourant les axones.

Mutations de la Cx43
La Dysplasie Oculo-Dento-Digitale (ODDD) est liee a des mutations dominantes du gene
codant la Cx43 (Paznekas al., 2003). Ving-huit mutations sont connues a ce jour dont une
touchant I'extrémité C-terminale, ce qui entraine une perte de certains sites de
phosphorylation et des domaines de liaison aux autres protéines. L’'ODDD est une maladie
congénitale qui se caractérise par un développement anormal du visage, des yeux, de la

dentition et des membres ainsi que par d’autres atteintes de type auditive, neurologique,
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cardiaque et dermatologique (Laird, 2006). Ces symptdmes correspondent aux nombreuses
localisations tissulaires de la Cx43 (Allageagl, 2005).

L’hétérotaxie viscéro-atriale ou syndrome d’lvemark se caractérise par des mutations de la

Cx43 entrainant généralement la substitution du résidu sérine 364 par un résidu proline ainsi

gue des anomalies aux sites de phosphorylation de la protéine (Britz-Cunniaglem

1995). Les études menées sur ces mutations ont montré une communication intercellulaire
fonctionnelle mais régulée anormalement par des protéines kinases dépendantes de I'AMPc.
Cliniguement, les malades présentent le plus souvent de séveres malformations cardiaques
avec une absence de rate, associées a des formes plus ou moins compigtesriertus

thoracique et abdominal (Meda, 1996).

1.3 JONCTIONS COMMUNICANTES ET CANCER

Etant donné le réle clé des jonctiogap dans le controle de I'homéostasie, il n'est pas
surprenant que les Cxs et les canaux qui en résultent soient fréequemment ciblés lors d’'un

déréglement de ’lhoméostasie comme pour le cancer.

[1.3.1 Cancer et anomalie de I'expression des Connexines

[1.3.1.1 Historique

En 1966, Loewenstein et Kanno observent, a l'inverse des hépatocytes normaux, un déficit du
couplage électrique pour des hépatomes de rat (Loewenstein, 1966, Penn, 1966). Ce
phénoméne a été mis en évidence pour des hépatomes induits chimiquement et d’autres
transplantés de Morris et Novikoff, modéles développés par les scientifiques du méme nom
(Novikoff, 1955, Morris et al., 1960) chez le rat (Loewenstein et al., 1966, Loewenstein et al.,
1967). lls suggerent pour la premiere fois une relation entre une anomalie de la
communication intercellulaire et la croissance incontrdlée des cellules néoplasiques. Par la
suite, les études par couplage électrique de tumeurs thyroidiennes chez les rongeurs et de
carcinomes de I'estomac issus de pieces opératoires d’homme, ont corroboré cette observation
(Jamakosmanoviet al., 1968, Kannet al., 1968). La méme année, Borek et Sachs montrent
gue la perte de la propriété « d’inhibition de contact » pour des cellules cancéreuses est
associée a une absence de communication intercellulaire (Boak 1966). Le défaut de

couplage électrique apparait alors étre une caractéristique commune de tumeurs solides
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induites par différents procédés (chimiques, transplantées ou spontanées), d’espéces variées

(homme, rongeurs) et d’'organes (foie, thyroide, estomac) (Msisail, 2005).
[1.3.1.2 Inhibition de la communication intercellulaire par les promoteurs de tumeur

En 1979, deux équipes montrent qu'un promoteur tumoral, le tétradécanoyl 12-13 phorbol
acétate (TPA), extrait du Croton (une plante verte), inhibe la communication intercellulaire de
cellulesin vitro (Murray et al., 1979, Yottiet al., 1979). Ces données, établissant un lien
concret entre les jonctions communicantes et la cancérogenese furent confirmées a partir
d’autres types cellulaires vitro et permirent de considérer la plupart des promoteurs
tumoraux comme étant des inhibiteurs de la communication intercellulaire a des doses
subtoxiques (Mesnil, 2004, Budunostal., 1994). Les études men@esivo,chez le rat, ont

montré que les composés chimiques, tels que des pesticides ou le phénobarbital connus
comme étant des promoteurs du cancer du foie, induisaient également une diminution du
nombre et de la fonctionnalité des jonctig@ap, une localisation cytoplasmique des Cxs ou
'expression de Cxs habituellement indétectables (Bageal., 1994, Krutovskikhet al.,

1995)

11.3.1.3 Caractériiques

Le nombre de jonctiongap, I'expression des Cxs et le couplage jonctionnel ont fait I'objet
d’études ultrastructurales, biochimiques, immunologiques grace a l'introduction de traceurs
fluorescents ou de sondes radioactives diffugiankes jonctions communicantes. La majorité

des cellules cancéreuses se caractérisaient par une diminution du nombre et de la
fonctionnalité degap junctions par comparaison a leurs homologues saines (Mesnail.,

2005), accompagnée d'un accroissement de la prolifération cellulaire. Ces anomalies de
communication ont été observées dans de nombreuses lignées tumorigéniguestuet

(Tableau 5) mettant en avant I'implication des Cxs dans le processus de cancérogenése.
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Tableau 5 : Expression et caractéristiques des Cx révélées par des étudessitu dans des
tumeurs humaines (Mesnil, 2004)

Type de tumeur Cx étudiées Altérations répertoriées Références

:,Dl}/t??[l;s'e du col de Cx43 Expression réduite (King et al., 2000Db)
Mutations de I'extrémité

Adénocarcinome du Cx43 carboxylique cytoplasmique et

colon

expression du mutant dans les zor
invasives

ésDubinaet al., 2002)

Carcinome de

r Non déterminé| Perte du couplage ionique (Loewenstein, 1979)
estomac

Diminution du couplage

Localisation cytoplasmique -
Hépatocarcinome | CX32 ytop aq (Krutovskikh et al.,

1994)
Expression anormale (absente dans
Cx43 tissu sain)
Localisation cytoplasmique
. Cx26 Détection hétérogéne (alternance géSchneideet al

Carcinome du larynx Cx30 \ "

zZones avec et sans expression) | 2002)

Cx43

Coexpression membranaire (tumeurs
Tumeur de prostate a différenciées) ou cytoplasmique | (Mehtaet al., 1999)
différents grades tumeur indifférenciées
histologiql?es Cx32 et Cx43 ( . )

Perte d’expression d’'une Cx, des | (Habermann et al.,

deux isoformes 2002)
Carcinome du sein Cx43 Perte d’expression des Cx43 (Laird et al., 1999)
Carcinome de la téte Cx31.1 Diminution d’expression des Cx31 | Moustataet al,

et du cou

'2002)

Wilgenbus et al. ont comparé I'expression des Cx26, Cx32 et Cx43 pour des tissus

néoplasiquesersusleurs homologues sains correspondant. Les tissus bénins ont montré une

expression normale des Cxs tandis qu'une diminution ou une anomalie de leur expression

étaient caractéristigues des tumeurs malignes (Wilgemual.,, 1992). De nombreux

mécanismes interviennent dans la perte de la communication intercellulaire pendant le

processus de cancérogenese. Cependant, la mutation des génes codant les Cxs est rare. Ce

sont plutdt des modifications épigéniques telle qu’'une hyperméthylation de I’ADN qui peut

annihiler I'expression génique des Cxs (Vinlkatral., 2006). Une phosphorylation anormale

par hyperphosphorylation ou déphosphorylation, une localisation anormale des protéines

(dans le cytoplasme et autour du noyau) et un défaut d’assemblage des jonctions
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communicantes sont frequemment observés (Orabral., 2001). Ces observations sont
répertoriéesn vivo etin vitro indépendamment de la localisation de la tumeur. Pour certains
types cellulaires, la relocalisation des Cxs peut étre attribuée a une perte des protéines
d’adhésion de E-cadhérine eucaténine (Hernandez-Blazquet al., 2001, Leitheet al.,

2006, Govindarajan et al., 2002).

Selon Troskoet al., les cellules cancéreuses déficientes en communication intercellulaire
pourraient étre classées selon deux types (Trosko, 2007) : (i) Le type |, telles que les cellules
HelLa et MCF-7, avec une transcription supprimée du géne codant les Cxs, (Moraiyama

2003, Kinget al., 2000a) (ii) ; Le type Il présentant des Cxs devenues non fonctionnelles par
I'activation d’oncogene ou par la mutation du géne codant la Cx ou encore par la mutation
d’un gene régulateur de Cx (Tros&bal., 2002).

Cependant, des cellules néoplasiques se caractérisent par une densité de jgagtions
comparable a leurs homologues saines avec une fonctionnalité identique voire supérieure
(Trosko et al., 1998). Elles sont donc capables de communiquer entre elles, mais néanmoins,
peu ou pas avec le tissu sain correspondant, par absence de communication hétérologue
(Cesen-Cumminget al, 1998, Garbeet al., 1997). De fait, ce n’est plus chaque cellule
cancéreuse qui s’isole de la régulation du tissu environnant mais tout le tissu néoplasique
(Ruch, 1994). L’incapacité des cellules tumorales & communiquer avec des cellules normales
est décrit comme étant probablement liée a des différences surfaciques (glycosylation,
molécules d’adhésion) qui empéchent un contact cellule-cellule adéquat pour permettre la

formation de jonctions gafirosko et al., 1998).

11.3.1.4 Caractérisation de I'expression des Connexines pour le cancer de la vessie

L’étude de lignées cancéreuses issues de tumeurs de vessie humaine a montré une perte de
'expression des Cx26 associée au phénotype malin contrairement au Cx43 ou I'expression est
sans relation avec la capacité ou non a établir une communication intercellulaire (Greissman

al., 1994). L'expression des Cx26 diminue de facon hétéragesieu sans distinction claire

en fonction de grade de la tumeur (Gateal.,, 2003), (Tableau 6). D’autres équipes ont
démontré qu'une exposition de la vessie aux agents carcinogénes du tabac de type
nitrosamine, entrainait une inhibition réversible de I'expression de la Cx43 et de la
communication intercellulaire. La Cx43 retrouve son niveau d’expression constitutif dans les

24 h qui suivent le retrait de contact avec I'agent cocarcinogene @@tyat), 1996). Ces

résultats montrent que la Cx43 pourrait jouer un réle majeur dans les étapes précancéreuses
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tandis que la Cx26 aurait un rdle prépondérant dans les étapes suivantes de la progression du
cancer. Cependant, les données disponibles restent disparates pour confirmer cette hypothése
(Mesnil et al., 2005).

Tableau 6 : Distribution des Connexines et fonctionnalité des jonctiorgap dans la vessie chez
’lhomme (Mesnil et al., 2005) :

Nature du tissu Etudes Fonctionnalité Expression des Cxs Références
Lignée |Positive Cx26 et Cx43 (Northern
Cellules urothélialescellulaire blot)
saines 1 Cx26 (ARNm) dans des(Grossman et
cultures a confluence al., 1994)
Cellules Lignées |Négative | Cx 26 (ARNmM)
cancéreuses cellulaires
Tissu ND Cx26 avec marquage
Urothélium sain ponctué dans la couche
basale
Carcinome a Tissu ND 1 Cx 26 (70% des
cellules tumeurs)
transitionnelles
Tissu ND Expression diffuse (28%
Tissu ND Perte d’expression (Geeet al.,
Truargzur:o?]eir?\?;si f hétérogéene (44%) 2003)
g Tissu ND Perte d’expression
étendue (28%)
Tissu ND Expression diffuse (32%
Tumeur de haut Tissu ND P('erﬁe d gxpress(:on
grade invasive . hétérogene (41 ./°)
Tissu ND Perte d’expression

étendue (27%)

ND : Non déterminé

Dans le cas de la vessie du rat, I'expression des Cx43 et Cx26 est discutée (Haedliger
2002, Asamotoet al., 1998). Les lignées cellulaires qui expriment une meilleure
communication intercellulaire, en corrélation avec une surexpression des transcrits de Cx43 et
Cx26, sont les plus agressives (tumorigéniques) (Asaertoad., 1994). Asamotet al. ont
observé une distribution des Cx43 et une absence d’expression protéique de Cx26 malgré
I'abondance de 'ARNmM codant pour les Cx26 dans les cellules cancéreuses (Astaigto
1998). L'expression des Cx43 dans les cellules de carcinome transitionnel est
particulierement élevée dans les aires de différentiation de ces cellules (Ashalgt@998).

Il conclut que l'augmentation de la communication intercellulaire, ou l'augmentation de
'expression des Cx43, peut participer a la prolifération cellulaire dans le processus de

cancérogenese dans la vessie de rat.
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1.3.1.5 Geénes suppresseur de tumeur

De nombreuses études visant a mettre en évidence l'implication des Cxs dans la suppression
tumorale ont été menées. Elles sont basées sur 'augmentation du nombre de jonctions
communicantes par transfection, rétablissant ainsi I'expression des génes codant les Cxs
(Eghbaliet al., 1991). Ces génes codant les Cxs pourraient potentiellement étre référencés
comme "régulateur du phénotype", voire comme génes suppresseurs de tumeurs (Mesnil,
2002). L'induction de I'expression de Cxs, suite a une transfection génique, entraine dans la
plupart des cas un retard de la tumorigénicité (Mehtal., 1999). Dans certains cas, la
réexpression des Cxs augmente le nombre de points de contact intercellulaires entre cellules
saines et cancéreuses et par conséquent, réintroduit le contréle de la croissance cellulaire
(Mesnil, 2002) (Tableau 7).

Tableau 7 : Différents effets observés suite a la restauration de la communication intercellulaire
pour des cellules cancéreuses transfectées (Mesnil, 2002)

Lignée Cx

. . | Effets Références
cellulaire transfectée

Type de tumeur

Réduction de l'indice de

Carcinome e (Hirschiet al.,
Sein Cx26/Cx43 pro.llferatlon. in vitro et de la 1996)
croissanceri Vivo.
. . Réduction de la croissance .
Adénocarcinome L , o (King et al.,
Col de I'utérus HelLa Cx43 indépendante de I'ancragevitro. 2000a)

Diminution de I'agressivité in vivo

Glioblastome U251T98G  Cx43 Baisse de la prolifération cellulaire| (Huanget al.,

in vitro 1998)
Hépatome SKHepl Cx32 Croissance tumorale retardée in (XE T))a"et al.,
Carcinome Reductlon du taux de prolifération "Z'Zhanget al.,
PG Cx43 vitro
Poumon o , o 1998b)
Inhibition de I'agressivitén vivo
Mélanome UACC903 | Cx43 Croissance dépendante de I'ancrége et al, 200Q
Adénocarcinome LNCaP Cx32/Cx43| Inhibition de la croissance (Mehtaet al.,
Prostate 1999)

Le role des Cxs dans la suppression tumorale est renforcé par I'étude dérsmekisuten
Cx32, qui sont plus susceptibles de développer des cancers du foie spontanément ou par
induction chimique, par rapport a leur homologue sauvage (Teshiale 1997). Cependant,

le rétablissement de la communication jonctionnelle n’'induit pas systématiquement la perte du
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phénotype néoplasique. La suppression du phénotype tumoral ne serait pas obtenue
essentiellement par le rétablissement d’'une communication intercellulaire mais également par
'expression de certaines Cxs, normalement présentes dans le tissu avant cancérisation
(Mesnil et al., 1995). L'implication du dysfonctionnement de la communication intercellulaire
dans le processus de cancérogenese semble se conforter mais le role précis des Cxs dans la
suppression tumorale fait naitre de nombreuses interrogations. En effet, ces sous-unités
protéiques pourraient-elles posséder d’autres fonctions qui ne les limiteraient pas a la
communication intercellulaire ? Le rble possible de régulateur de la prolifération cellulaire est
proposeé car il existe une localisation des Cxs parfois incompatible avec un réle de médiateur
de la communication intercellulaire, mais pourtant observée dans des cas de suppression
tumorale (glioblastomes) (Huared al., 1998). Les Cxs ne seraient donc plus exclusivement
une "piéce" spécifiqgue aux jonctiogap mais €également des é€léments pouvant étre impliqués
dans d’autres voies de signalisation (Mesnil, 2004, Zleaad;, 2003). Dans le cas de cellules
tumorales de sein, MDA-MB-231, l'introduction d’ADNc codant les Cx26 et Cx43 imaluit

vivo une croissance de la tumeur réduite, indépendamment de la communication
intercellulaire. Qinet al. 'expliquent alors par une réduction de I'expression du récepteur-3

du facteur de croissance fibroblastique (FGbroblast growth factor facteur pro-
angiogénique), consécutive a I'expression des Cxs. Ce phénomeéne indique un réle possible
des Cxs dans l'inhibition régulatrice paracrine impliguée dans I'angiogenésee{Qin,

2002).

11.3.2 Hypotheses de I'implication des Connexines dans le processus de
cancérogenese

Lors du processus de cancérogenese, il y a une rupture de 'homéostasie et du contréle de la
croissance cellulaire. Un lien a été supposé entre une déficience possible de la communication
intercellulairegap jonctionnelle et la croissance incontrolée des cellules cancéreuses. Ce lien

a donné naissance a la théorie suivante en 1979 : « le cancer est » en partie « le résultat d'un
dysfonctionnement de la communication intercellulagep jonctionnelle » (Loewenstein,

1979). L'auteur de [I'époque évoque notamment une participation des jonctions
communicantes au déréglement de la multiplication cellulaire dans une revue devenue une
référence dans le domaine. Il propose que le manque de communication intercellulaire
empéche la diffusion de cellule a cellule de facteurs de croissance. |l argumente que la hausse

intracellulaire de la concentration de ces facteurs de croissance dans ces cellules pourrait
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devenir si importante qu’elle déclencherait leur division cellulaire. Par ailleurs, pour les
cellules qui communiquent, I'effet des facteurs de croissance serait limité et transitoire du fait
de leur dispersion par les jonctiogep dans toute la population cellulaire (Mesnil, 2002).

Plus réecemment, selon une autre étude (Treskd., 1998), I'altération de la communication
intercellulaire permettrait le passage de la phase d'initiation a la phase de promotion et donc
I'expansion clonale des cellules cancéreuses, indépendamment du tissu sain homologue. La
théorie de la cellule souche est un concept qui intégre les observations faites pour la théorie de
l'initiation/promotion/progression du cancer. Ces cellules souches sont par définition
immortelles jusqu’a lI'induction d’'une différentiation terminale qui les rend donc « mortelle ».
Lorsque ces cellules souches n’entrent pas en différentiation terminale, elles sont « initiées ».
Si ces cellules souches initiées sont stimulées pour proliférer, elles ne peuvent se différencier
de maniere terminale, comme le font des cellules souches normales. Elles s’accumulent alors
dans le tissu, tels des clones normaux d’'un tissu non différencié. Deux types de cellules
cancéreuses peuvent résulter de cellules souches pluripotentes, des cellules défaillantes en
expression de génes codant les Cxs ou qui n'ont pas de communication intercellulaire ou des
cellules transit qui expriment les génes codant les Cxs et qui ont une communication
intercellulaire fonctionnelle apres exposition a un initiateur. L'initiation est le processus qui
préviendrait les cellules souches ou transit de la différentiation terminale (perte de I'activité
télomérase). Ces cellules souches ou transits initiées auraient leur croissance supprimées soit,
par la sécrétion de régulateurs de croissance négatifs ou par une « inhibition de contact »
jonctions gap-dépendantes. Si ces cellules sont exposées chroniguement a des agents
cocarcinogénes, qui inhibent le régulateur négatif de croissance sécrété ou son récepteur
dépendant (cellule souche initiée) ou qui sous-régule la communication intercellulaire (cellule
transit initiée), elles pourraient proliférer, s’accumuler et acquérir des changements génétiques
et épigéniques suffisants pour devenir « promoteur indépendant », invasif et métastatiques. A
la fin, les deux types de tumeurs sont déficientes en jondapnctionnelles, dans un cas,

du fait de la suppression de la transcription des géenes codant les Cxs (cellules souches), et
dans l'autre cas, a cause de mutations oncogenes activées/désactivées/perte des genes
suppresseurs de tumeur déclenchant une sous régulation de I'expression des Cxs et des

jonctions gap (Fig. 21).
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Figure 21 : Modele d'initiation/promotion/progression de la carcinogenése (Trosko et al., 1998).

Cependant, I'intervention des Cxs aux différents stades du processus de cancérogenése est une
guestion qui divise les différentes équipes scientifiques. La véritable réflexion est de savoir si
'absence ou la diminution de fonctionnalité des jonctigap est une conséquence du

phénotype tumoral ou si celle-ci favorise I'agressivité tumorale.

[1.3.3 Connexines, invasivité et métastases

[1.3.3.1 Connexines et invasivité

La chute de la capacité de communication intercellulaire des cellules peut amener a une
hétérogénéité tissulaire et contribuer a la transformation cellulaire. Nicolson a montré que la
fonctionnalité des jonctiongap était inversement corrélée au haut potentiel métastasique de
cellules d’adénocarcinome mammaire du rat (Nicolgbnal.,, 1988) ou encore, a une
corrélation entre la baisse du potentiel métastatique et I'expression de la Cx43 pour une lignée

de carcinome de sein a pouvoir métastatique (Sauatlats 2001). LARNm de la Cx43 n'a
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également pas été détecté dans une lignée cellulaire humaine de carcinome de poumon
hautement métastatique (Zhaeg al., 1998b). Toutefojsdans le cas des gliomes malins
humains, les cellules formant des joncti@gap avec les cellules gliales vivo sont plus
invasives et infiltrantes que les gliomes malins ne formant pas de communication
intercellulaire (Lin et al.,, 2002). L'échange intercellulaire pourrait permettre une
transformation phénotypique des cellules gliales, contribuant a la sensibilité de ces tissus
voisins a l'invasion tumorale (Zhareg al., 1999). Pour un autre cas, la transfection des Cx43
augmente les propriétés invasives des cellules HeLa dans un tissu sain, accompagnées d’'une
formation de canaux hétérotypiques entre les cellules HelLa et les cellules normales (Graeber
et al., 1998). Cependant, le processus complexe de l'invasion requiert des actions concertées
et le couplage intercellulaire peut étre nécessaire dans certains cas mais n’est pas un prérequis
suffisant pour la réussite de l'invasion tissulaire. Seloneltaal, lorsque la tumeur se
développe, les Cxs peuvent participer a la progression de la tumeur vers des stades de plus

haute malignité (lt@t al, 2006).

[1.3.3.2 Connexines et métastases

Le processus métastatique se déroule en plusieurs étapes qui impliquent la dissémination des
cellules tumorales depuis la tumeur primitive, I'entrée des cellules dans la circulation
sanguine et lymphatique, leur extravasation depuis le systéme vasculaire et leur prolifération
en masse tumorale sur des sites tumoraux secondaires. La connaissance de I'expression des
Cxs et de la fonctionnalité des jonctions communicantes dans les cellules tumorales,
progressant vers les sites métastatiques, est encore limitée. En étudiant des cellules de
mélanomes hautement métastatiques,eltal. ont proposé que les Cx26 pourraient étre
impliquées dans l'intravasation et I'extravasation des cellules tumorales par la formation de
canaux intercellulaires hétérologues avec les cellules endothéliales. La Cx26 pourrait alors
réguler le potentiel invasif ou métastatique des cellules tumoralest @q 2000). Le méme
phénomeéne de communication hétérologue avec des Cx43 a pu également étre observé dans le
cas de cellules tumorales du sein et des cellules cancéreuses métastatiques du poumon avec
des cellules endothéliales (Pollmaen al., 2005, El-Sabban et al., 1994). Ce couplage
hétérocellulaire indique que la communication intercellulaire peut faciliter la diapédése des
cellules tumorales. L'augmentation de I'expression des Cxs dans des cellules faiblement

invasives, peut aussi augmenter leur capacité a migrer a travers I'endothélium (Pettmann
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al.,, 2005). Dans le cas du mélanome, I'expression des Cx26 pourrait contribuer aux
développement des métastases en facilitant la communication intercellulaire entre les cellules
tumorales et les cellules endothéliales voisines (Saito-Katseradi, 2007). Cependant, le
phénomene d’extravasation est un phénomene complexe pouvant impliquer les jgagions

les protéines d’adhésion et la communication paracrine (Metsall, 2005). Le role des Cxs

et des canaux intercellulaires peut donc différer selon le type de tumeur et les étapes de
développement et de progression de la tumeur. Enfin, certains travaux suggérent que les
jonctions gappourraient aussi favoriser I'établissement de cellules métastatiques dans certains
tissus. La localisation préférentielle des métastases serait la conséquence de la formation de
jonctions hétérotopiques avec le tissu cible. Ainsi, la formation de jonctions hétérotypiques
entre des cellules de carcinome de sein et des cellules ostéoblastiques pourraient expliquer la
localisation préférentielle des métastases issues du cancer du sein dans les os{kdpoor
2004, Mesnilet al., 2005) .

[1.3.4 Outils de pronostic d’évolution du cancer

Des études cliniques ont été menées pour déterminer si les Cxs pouvaient étre utilisées

comme un marqueur fiable de I'évolution de certains cancers tels que :

[1.3.4.1 Sein

Suite a une étude déja menée sur un échantillon de 27 prélévements, €woalklont étudié

la signification pronostique de I'expression des Cxs dans le cas du cancer du sein pour 438
cas de carcinomes invasifs (Jamiesoral., 1998, Conkliret al., 2007). Apres avoir évalue

par immunohistochimie la distribution des Cx26, Cx32 et Cx43 dans les prélevements
tissulaires, les analyses statistiques ont été corrélées a la survie du patient, le grade et la taille
de la tumeur, la présence de ganglions envahis et I'expression des marqueurs tels que la p53,
le statut des récepteurs a la progestérone (PR) et aux cestrogénes (ER) et c-erbB-2. Les
résultats ont montré qu'aucune des Cx étudiées n’était corrélée aux autres résultats des
patients atteints de cancer du sein (Conétial., 2007). Pourtant, la méme année, Naail.

ont comparé I'expression des Cx26 (rarement exprimées dans les cellules épithéliales saines)
dans des carcinomes invasifs (152 échantillons) avec l'invasion des vaisseaux sanguins et
lymphatiques, la taille de la tumeur et le grade histologique (Blaai., 2007). Les auteurs

ont mis en évidence un lien entre I'expression des Cx26 et linvasion des vaisseaux
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lymphatiques et la survenue de rechute. lls concluent en proposant un suivi de I'expression de

la Cx26 comme un nouveau facteur de pronostic de I'évolution du cancer du sein.

[1.3.4.2 Colon et Rectum

Kndselet al ont étudié la Cx26 comme biomarqueur potentiel pour le pronostic des patients
atteints de cancer colorectal avec une analyse menée sur 178 tumeurs positives et 124
négatives. La baisse de I'expression de la Cx26 a été corrélée a une diminution du temps de
vie du patient associée et a une augmentation du grade de la tumeur @raseR005).

Mais plus récemment, une étude a abouti a des conclusions différentes. En effegtEdumi

ont montré une expression élevée de la Cx26 associée a une invasion des vaisseaux sanguins,
et a une histologie peu différenciée, concernant 154 résections curatives de cancer colorectal
primaires analysées, une survie sans récidive limitée et une survie sans métastase pulmonaire
plus courtg Ezumiet al, 2008). Dans le cas du cancer colorectal, I'expression de la Cx26 ne
s’avere pas un parametre significativement prédictif de la récurrence de la maladie mais

pourrait permettre de pronostiquer I'apparition potentielle de métastases pulmonaires.

11.3.4.3 Poumon

Dans le cas du cancer du poumon,étal. ont montré une corrélation positive significative

entre I'expression de la Cx26 et un mauvais pronostic pour 50 échantillons de carcinomes
testés. L'expression de la Cx26 était significativement reliée a un décés spécifique par cancer
méme apres résection curative a un stade précoce de la maladie. Des études sur des
échantillons plus grands sont cependant recommandées, néanmoins l'utilisation de la Cx26
comme marqueur moléculaire potentiel, est proposée pour détecter les patients a haut taux de

récurrence (Iteet al., 2006).

[1.3.4.4 Pancréas

Kyo et al. a évalué l'expression de la Cx26 dans les cas de cancer du pancréas (43
échantillons). Dans un pancréas sain, I'expression de la Cx26 est négligeable dans les cellules
épithéliales des canaux et dans les cellules acinaires, et est modérée dans les filots
pancréatiques. Dans les carcinomes (30/43), une expression abondante des Cx26 a été mise en
évidence, indépendamment du grade de la tumeur. Aucune corrélation n'a été démontrée entre

I'expression des Cx26 et des parameétres associés a la progression de la tumeur tels que le
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stade de la maladie, la taille de la tumeur et la présence de nodules lymphatiquesalkyo
2008).

11.3.4.5 Thyroide

Naoi et al. ont étudié I'expression de la Cx26 dans les cancers de la thyroide de type
folliculaire (11 échantillons) et papillaire (69 échantillons) en les comparant a certains
parametres clinicopathologiques. Une relation statistiquement significative a pu étre mise en
évidence entre une expression positive de la Cx et 'augmentation de la taille de la tumeur
ainsi qu’avec la présence de métastases ganglionnaires. La Cx26 s’avere donc associée a un
phénotype biologiquement agressif. Cette étude préliminaire est a valider dans le futur sur un

échantillon plus grand (Naet al., 2008).

[1.3.5 Ouitils thérapeutiques

11.3.5.1 Communication intercellulaire : chimioprévention et chimiothérapie

Prévenir la diminution de la communication intercellulaire pendant la phase de promotion de
la tumeur ou, restaurer la fonctionnalité des jonctions communicantes aprés la transformation
néoplasique pourraient étre une base de la chimioprévention et de la chimiothérapie. Certaines
molécules ayant pour propriété de réguler la communication intercellulaire, pourraient donc

devenir des outils potentiels de la prévention ou de la thérapie du cancer (Tableau 8).
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Tableau 8: Modulateurs de la communication intercellulaire gap jonctionnelle pour une

stratégie chimiopréventive ou chimiothérapeutique.

Actions | Agents Effets Références
Caroténoid (Zhanget al.,
arotenoidae Prévient la promotion de tumorale in vivo | 1992)
Inhibition de la communication intercellulairg
L in vitro (Rogerset al.,
Rétinoide 1990)
Agent anti-tumorain vivo (Sigleret al.,
Thé vert Prévient la sous-régulation de la 1993, Sakt al,
communication intercellulairia vitro etin vivo| 2000)
Sauce soja japonaise (Takahashet

ja jap al., 1995)

, . (Kanget al.,
Préventive Ginsenoside Rb2 2000)

. . (Kanget al.,
Epicatechine 2000)
Lvcophéne (Krutovskikh et

ycop Prévient la sous-régulation de la al., 1997)
. communication intercellulairén vitro (Chaumonteet
Flavanoide
al., 1997)

. (Traub et al.,
Theophylline 1987)
Irsogladine (Uedaet al.,

9 1995)

(Nielsenet al.,
Resveratrol 2000)
L2 : mixture chinoise | b« iont pinhibition de la GJIC (Zhanget al.,
médicinale 1994)
Lovastatine Prévient la croissance des tumeurs (Ruch etal.,
S 1993)
Ester bhénethviéne Restaure la GJIC dans le cas de lignée
N phenetny cellulaire transformée par 'oncogéne ras | (Naet al., 2000),

d’'acide caféique

o (Ren et al.,
Glucocorticoide 1994)

Curative | Hexaméthyléne Sur-régulda communication intercellulaire (Ogawaet al.,
bisacétamide g 1999)
. . (Nicolai et al,
Thalidomide 1997)
o Sur-régule la communication intercellulaire | (Clairmontet
Vitamine D .
vitro al., 1996)

11.3.5.2 Thérapie génique anti-tumorale

L’effet bystander(effet de proximité)correspond a la capacité de cellules transfectées, ou

mutantes, de moduler le comportement de cellules voisines. L’'aptitude des cellules qui
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communiquent, a transférer des métabolites létaux a été exploitée en chimiothérapie
cancéreuse expeérimentale ; malheureusement les essais clinigues ont eu un succes limité
(Sandmairet al., 2000). La thérapie génique, présentée ici, correspond a la capacité de
vecteurs viraux a deélivrer le gerSV-tk (herpés simplex virus - thymidine kinada)s des

cellules tumorales suivi par le traitement du patient avec le ganciclovir (GCV), un
médicament anti-viral. Habituellement, les cellules ne peuvent pas phosphoryler le GCV en
un nucléotide cytotoxique mais les cellules transfectées avec ldHGafqEksont capables de
phosphoryler le GCV par la thymidine kinase du virus de I'Herpes en un métabolite actif
cytotoxique (Kinget al., 2005). Il s’est avéré dans bien des cas que la toxicité ne se limitait
pas a la cellule transduite mais atteignait aussi les cellules voisines d'ou le terme d’effet de
proximité ou effetbystander(Mesnil, 2004). Pour une cellule cancéreuse transfectée, dix
cellules sont détruites (Ulett al., 2005). Ce phénomene est corrélé directement a la présence
de jonctions communicantes fonctionnelles entre les cellules tumorales transfectées et non
transfectées puisque les nucléotides cytotoxiques vont diffuser dans les autres cellules par
coopération métabolique. L'échec clinique de ce type de thérapie est probablement du a
l'inefficacité du transfert intratumoral des genes suicides dans les tumeurs solidest(#&ing

2005). Une approche pour contourner ce probléme est l'utilisation de cellules génétiquement
modifiées pour exprimer le gem¢SV-tkqui vont se distribuer partout dans la tumeur et
délivrer par la suite des métabolites cytotoxiques (Rancourt, 2003). L'effet de proximité
pourrait étre aussi accru en augmentant la communication intercellulaire par des traitements
chimiques. Selon Mesnét al, la fonction aberrante des Cxs dans les cellules cancéreuses
risque de s’opposer a la mise en place d'un effet de proximité conséquent. Si plus de données
concernant les Cxs dans les tumeurs humaines étaient disponibles, les types de tumeurs
pourvues en Cxs, seraient susceptibles d’étre ciblées par la thérapie génique suicide du géne
HSV-tk(Mesnil, 2004).

Une application thérapeutique des Cxs a été étudiée sur les gliblastomes humains. En
cultivantin vitro ces cellules cancéreuses transfectées avec la Cx 43, elles sont devenues plus
sensibles a des agents de chimiothérapies induisant I'apoptose tels que I'étoposide, le
paclitaxel, et la doxorubicine. Les Cxs pourraient donc augmenter l'action de la

chimiothérapie classique (Huaegal., 2001).
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1.4 METHODES D’ETUDE DE LA COMMUNICATION INTERCELLULAIRE

Le rdle de la communication intercellulaire pour la régulation de la croissance et de la
différentiation cellulaire est aujourd’hui reconnu comme une fonction cellulaire majeure. Elle
consiste en I'échange intercellulaire de molécules de bas poids moléculaires par contact direct
entre les cytoplasmes de cellules adjacentes. La perturbation de la fonctionnalité des jonctions
gap est associée a des conditions pathologiques telles la cancérogénése et les maladies
héréditaires. L'estimation de la communication intercellulaire gap jonctionnelle par des
approches fiables et précises s’avere tres informatives en biologie cellulaire. Des méthodes
utilisées avec succes par de nombreuses équipes, permettent d’évaluer la fonctionnalité des
jonctionsgap a la foisin vitro et in vivo. Notre revue décrit les techniques plus ou moins
couramment appliquées, telles que les mesures par transfert de sondes fluorescente
(microinjection,scrape loadinggap-FRAP, pré-marquage, activation locale d’'une molécule
fluorescente Iocal activation of a molecular fluorescent probAMP)) par conductance
électrique et par coopération métabolique. Comme nous 'avons discuté dans cette revue, ces
approches et les informations qui en découlent ne sont pas équivalentes mais
complémentaires. Nous nous sommes focalisés sur les avantages et limitations majeures de
ces meéthodes. Bien que les applications biologiques guident le choix des techniques a utiliser,
nous avons mis en exergue les points et les finalités pris en considération avant de
sélectionner une approche méthodologique pour le suivi de la fonctionnalité gap

jonctionnelle.

Ce travail, publié dan®iotechniques, est présenté dans les pages suivantes sous forme

d'article.
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Advantages and limitations of commonly used
methods to assay the molecular permeability of
gap junctional intercellular communication
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The role of gap junctional intercellular communication (GJIC) in regulation of normal growth and differentiation is becoming
increasingly recognized as a major cellular function. GHC consists of intercellular exchange of low molecular weight molecules, and is
the only means for direct comtact between cytoplasms of adjacent animal cells. Disturbances of GJIC have been associated with many
pathological conditions, such as carcinogenesis or hereditary illness. Reliable and accurate methods for the determination of GIIC
are therefore important in cell biology studies. There are several methods used successfully in numerous laboratories to measure GJIC
both in vitro and in vivo. This review comments on techniques currenily used to study cell-10-cell communication, either by measuring
dve transfer. as in methods like microinjection, scrape loading. gap-fluorescence recovery after photobleaching (gap-FRAP), the
preloading assay, and local activation of a molecular fluorescent probe (LAMP), or by measuring electrical conductance and metabolic
cooperation. As we will discuss in this review, these techniques are not equivalent but instead provide complementary information. We
will focus on their main advantages and limitations. Although biological applications guide the choice of techniques we describe, we

also review points that must be 1aken into consideration before using a methodology, such as the number of cells 10 analyze.

INTRODUCTION

Most cells in multicellular organisms
perform gap junctional intercellular
communication (GJIC). This is the well-
known form for direct contact between
cytoplasms of adjacent animal cells. The
juxtaposition of two half-channels, called
connexons, constitutes this junction
(Figure 1). Each connexon is inserted
into the cytoplasmic membrane of two
neighboring cells. It is made of six protein
subunits called connexins (Cx) and
can be homomeric or heteromeric (1).
Connexons are absent from spermato-
cytes, erythrocytes, thrombocytes, adult
skeletal muscle, and some neuronal
subpopulations (2). The Cx subunit is a
four-transmembrane spanning protein,
harboring two extracellular loops, a
cytoplasmic loop, and a cytoplasmatic N-
as well as C-terminal region (Figure 1).
The Cx family in humans is composed of
21 types of proteins classified according
to their molecular weight. One cell type
can express more than one Cx isoform

(3). The flux of molecules through these
channels includes the passive diffusion
of small (<1 kDa) and hydrophilic
molecules, such as metabolites (e.g.,
ATP), nutrients (e.g., glucose), and
second messengers (e.g., triphosphate
inositol, ionic coupling, and Ca2t) (4),
GJIC was for a long time regarded as a
relatively passive way of intercellular
signaling through cell-to-cell tunnels;
however, it was finally recognized that
the degree of intercellular coupling is
finely regulated in three main aspects:
(i) the number of channels present in the
membrane, (ii) their functional state, and
(iii) their permeability (5). These channels
are critical to several physiological roles,
such as impulse propagation in the heart
and neurons (6), response of tissues to
hormones (7), regulation of embryonic
development (8), homeostasis (9), and
regulation of cellular proliferation (10).
Gap junction channels can be regulated
by several agents, including voltage,
phosphorylation, intracellular calcium

and pH, adhesion proteins, extracellular
matrix, and hormones (11).

Studies of cell-to-cell communication
are carried out either by measuring dye
transfer using techniques such as micro-
injection, scrape loading, electroporation,
gap-FRAP (fluorescence recovery after
photobleaching), preloading assays, local
activation of molecular fluorescent probe
(LAMP), or by measuring electrical
conductance and metabolic cooperation.

In this paper, we describe fluorescent
dye transfer techniques and other methods
commonly used to study GJIC capacity in
vitro and in vivo. Currently, all of these
techniques are widely used to under-
stand the physiology of gap junctions;
for instance, to study the modifications
to their normal function by chemicals,
carcinogenesis, cell growth, and embryo-
genes, or to study the permeability and ion
selectivity of Cx isoforms. Knowledge
of reliable and accurate methods for the
determination of GJIC functionality and
permeability is therefore important in
studies of cell biology.

IFaculté de Médecine, “Centre de Recherche en Automatique de Nancy, Centre National de la Recherche Scientifique (CNRS),
Centre Alexis Vautrin, and *Centre Alexis Vautrin, Nancy-University, Vandceuvre-lés-Nancy, France
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Figure 1. Basic intercellular
communication topology and
gap junction structure. (A) Two
cells are coupled by a variable
number of gap junction chan-
nels that allow the passage of
small molecules as described in
the introduction. (B} Six protein
subunits called connexins oligo-
merize into a hexameric struc-
ture called the connexon. Two
connexons constitute one gap
junction. (C) Transmembrane
topology of a connexin protein,
including four transmembrane
regions, two extracellular loops,
an intracellular loop, and two in-
tracellular rermini.

DYE TRANSFER

Most of the methods available for
investigating intercellular communi-
cation mediated by Cx channels are
dependent on the introduction into
living cells of nontoxic dyes that are
traced in their eventual intercellular
movements. Molecules suitable for such
experiments should be small enough to
cross gap junction channels, whose cut-
off size is around 900 Da, and should
not leak across a normal nonjunctional
membrane. Most Cx channels are
permeable to several tracers and until
now, no dye has been shown to permeate
only one type of gap junction channel,
that is, to be specific for any Cx species.
However, it is also clear that different
Cx form channels with distinct permea-
bilities and that these specific properties
may allow for subtle discrimination
between molecules that differ only in
size and/or electrical charge (12).

Microinjection

Principle. Microinjection of
membrane-impermeable, nontoxic
tracers has been the first technique
used to identify and map the commu-
nication network of a wide variety of
cell systems. Indeed, the existence of
functional cell-to-cell channels can
be verified by intercellular transfer of
tracers, which requires intracellular
injection of membrane-impermeable but
gap junction— permeable dye (13).

341 BioTechniques 1 www.biotechniques.com

The first cell-to-cell spread of a
fluorescent diffusion tracer introduced
into one cell by microinjection was
demonstrated by Kanno and Loewenstein
in 1964. A fluorescent dye within the
micropipette (with a tip diameter about
0.2 pm) is injected intracellularly by an
electrical or pressure pulse (Figure 2A).
This technique introduces macromol-
ecules into cells by a transient pertur-
bation of the cell membrane, which
does not affect cell viability (Table 1).
If the adjacent cells are coupled by gap
Jjunctions, the dye will diffuse and label
them. Fluorescein was the first fluorescent
dye extensively used to characterize direct
intercellular coupling (14). However,
nonjunctional membrane was found to
be permeable to this dye (15) and thus
fluorescein was gradually replaced by
Lucifer yellow (LY) (16). The choice of
the most adequate tracer is dependent on
several factors, including the scope of
the experiment and the conditions under
which the study is conducted.

Advantages. Because it enables a
selective loading of dyes, microinjection
permits the correlation of morphological
and functional data from individual
cells. Furthermore, because the duration
of the tracer injection can be accurately
controlled, the technique is also instru-
mental in kinefic studies aimed at evalu-
ating the rate of transfer from one cell to
another. Moreover, the microinjection
method has the advantage that the level
of cell communication is expressed as
number of dye-coupled cells, which

gives a basis for direct comparison of cell
communication in different cell types
(17). This approach is still widely used to
study cell coupling in cultures and is the
main technique available to extend such
studies to intact tissues.

Limitations. The main limitation
of microinjection is that it requires
specialized equipment and technical skill
to prevent cell damage, or at least to detect
damage during injection of the dye. Also,
performing intracellular microinjection
requires some dexterity, and the amount
of microinjected tracer is difficult to
standardize (18). As is often mentioned,
results obtained by this method vary with
the investigator’s experience in impaling
cells without causing too much damage
and also in discriminating stained from
unstained (autofluorescent) cells (19). Cell
impalement causes sudden and dramatic
changes in intracellular homeostasis,
including changes in membrane potential
or intercellular ionic concentration, which
in turn can alter GJIC (20,21).

A simulation, for instance a mechanical
stretch, cannot be applied simultaneously
with microinjection. Microinjection is thus
unsuitable for detecting effects that are
either very rapid or require a continuous
application of the stimulus (20).

The technique is not convenient when
a large number of cells need to be assessed
simultaneously for intercellular commu-
nication. In practice, only a few cells may
be microinjected, usually not at the same
time (13). Quantitation of dye transfer is
mainly based on visual observation and
manual counting of dye-coupled cells.
Manual cell counting is however both
time-consuming and inaccurate, Cell
counting has inherent problems because
it is dependent on cell density and cell
morphology. Also, the more cells the
dye passes to, the more dilute it gets.
Therefore, it is important to make sure
that inter-experimental conditions are
identical. Because of these considerations,
some experimenters look only at dye
passage to first-generation cells or nearest
neighbors. When a dye injection assay
is used, it is difficult to determine subtle
differences in gap junction coupling as a
consequence of treatment (22); thus, other
methods are needed to evaluate more
subtle effects.

Significant studies and applications.
Dye transfer is a relatively crude but
widely used method for demonstrating
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intercellular communication through gap
junctions in monolayer cells (23,24) and
tissue in various biological circumstances
(Table 2).

A selection of different fluorescent
dyes with divergent molecular masses
and charges is available (Table 1) and
therefore, this technique appears appro-
priate to study junctional permeabilities

and exclusion limits of channels (25-27).
Several diffusion models have been
developed in monolayer cultured cells or
in Xenopus oocytes (28-30). Ditferent Cx
form channels with distinct permeabilities,
allowing a subtle discrimination between
molecules that are only slightly different in
size and/or electrical charge. Hence, some
Cx channels may allow for the passage of

some, but not all, available tracers (31).
Dyes that bind strongly to DNA, such as
propidium iodide, ethidium bromide, and
DAPI (4',6-diamidino-2-phenylindole)
dihydrochloride, are limited in their utility
as diffusible tracers (32).

The liver is an organ frequently used
to study GJIC by the dye transfer assay
(33). Krutovskikh et al. developed a

Table 1. General Features of Gap Junction—-permeable Dyes Used for Intercellular Communication Assessment

Abbreviations Absorption Emission Net Molecular Methods
Wave- (nm) Charge2 Weight
length (nm) (Da)
hydroxycoumarin carboxylic acid HCCA 386 448 -6 206 Mi (123)
calcein blue 360 449 0 321 Mi (123)
N:2faminoetiy(}- biotinamide Neurobiotin Nonfluorescent . 287" sL.IL (47,124)
hydrochloride
4 6-diamidino-2-phenylindole DAPI dihydro- "
dihydrochloride chloride B8 45 i 279 L 2
£-hiotinoyl-L-lysine Biocytin Nonfluorescent 0 372.5 SL, MI (125,126)
5-(and 6)- carboxyfluorescein X
diacatate CFDA Monfluorescent 0 376 (CF) Gap-FRAP (60)
carboxyfluorescein CF 492 517 -2 Mi (127)
ethidium iodide(bromide) EthBr 518 605 +1 3140 SL, Ml (32)
2',7"- dichloroflucrescein diCI-F 504 529 -1 401 Mi (128)
1-{2-nitrophenyl)ethyl -hydroxy-
B-chloro-coumarin 3-carbox- NPE-HCCC2/AM Nonfluorescent
amide acetoxymethyl ester ND 450 (HCCC2) LAMP (40)
7 hydroxy-ﬁ-chloro-.coumann 3- HCCC2 408 448
carboxamide
d:carboxy-d_lchlorofluorescem CDCEDA Noilliorsasait -2 A—
diacetate 445 (CDCF) pp A | (129,130)
dicarboxy-dichloroflucrescein CDCF 504 529 ND
Lucifer yellow CH LY 428 536 2 4430 SL, MI (131)
2',7'-Bis(2-carboxyethyl)-5(6)- i
carboxyfluorescein acetoxy- BUECEAM Nonfluorescent L FC,
methyl ester 520 (BCECF) | Gap-FRAP (132)
27 —B|s(2-carb0xyelh5fl)—5(6)— BCECF 503 508 4.5
carboxyfluorescein
alexa fluor 488 - 495 519 -1 570.5 M| (35)
cascade blue 400 420 ND 607 M (133)
Gap-FRAP,
calcein acetoxymethyl ester Calcein-AM MNonfluorescent 0 PA, FC {58)
622 (calcein)
calcein 494 517 -4 Ml (134)
propidium icdide Pl 535 817 +2 4140 M| (32)
lissamine rhodamine B200 LB200 575 595 0 559 il (135)
apt neutral pH.
bMolecular mass of permeating ion analyzed (without counter ion) from Elfang et al, (32).
FC. flow cytometry; FRAP, fluorescence recovery after photobleaching; IL, incision loading: LAMP, local activation of molecular flucrescent probe; MI, micrainjec-
tion; PA, parachute assay; SL, scrape loading; ND, not determined.
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simple method to measure GJIIC in liver
slices freshly removed trom the rat to
study sequential change of GJIC during
chemical hepatocarcinogenesis (34). In
brief, injections of LY were performed
with a handmade glass needle into a tresh
thin slice of rat liver. Injected slices were
quickly washed in phosphate-butfered
saline, embedded in gelatin, frozen, and
cut into cryosections. Each spot of LY
dye spread on serial sections was photo-
graphed under a fluorescence micro-
scope. With this approach, it could not
be strictly ruled out that the slices varied
in thickness and, therefore, hepatocytes
in the center of the sections could be
damaged due to a restricted supply of
oxygen or nutrients (35).

In the field of embryogenesis, Levin
and colleagues suggested that endog-
enous dorsoventral differences in GJIC
within the early embryo are needed to
consistently orient left-right asymmetry
(36). The authors used 8- or 16-cell
Xenopus embryos fixed in paraformal-
dehyde in which LY was microinjected
into one cell.

Scrape Loading

Scrape loading is a simple alternative
to microinjection for introduction into
cultured cells of tracers that cannot cross
the cell membrane.

Principle. In this approach,
monolayers of adherent cells are scraped
or scratched in the presence of a gap
junction permeable tracer, which becomes
incorporated by cells along the scrape,
presumably as a result of some mechanical
perturbation of the membrane (Figure
2B). As normal membrane permeability is
re-established, the tracer becomes trapped
within the cytoplasm and, with time, may
move from the loaded cells into adjacent
ones connected by functional Cx channels

(37). The distance at which the fluorescent
dye diffuses during a certain period away
from the scrape line is indicative of GIIC
level (38). The optimal incubation time
may vary between different cell types,
depending on the level of communication
and attachment properties of the cells (39).
For a set experiment duration, different
rates of dye diffusion through homotypic
channels between different cell types is
correlated to the number of gap junction
channels (19). Other fluorescent dyes,
such as rhodamine-dextran (RhD) or
dialkylcarbocyanine (Di-1), which are
larger than the gap junction channel limit,
are used as a control to label the initially
loaded cells and to show that dye transfer
from cell to cell is not by other means,
such as eytoplasmic membrane fusions or
cytoplasmic bridge formation, or due to
leaky membranes, which can occur under
cytotoxic conditions (38).

Advantages. The major advantages
of the scrape-loading approach are that (i)
it does not necessitate most of the special
equipment and skills that are needed
for microinjection, and (ii) it is possible
to conduct a rapid and simultaneous
assessment of junctional communication
in a large number of cells.

It is the fastest and simplest technigue
to measure GJIC because a straight
scrape made by a scalpel (or a needle)
on monolayer cultured cells efficiently
allows fluorescent dye to enter through
this wound. It is therefore particularly
useful when a large screen of multiple
conditions is required or when difterent
regions of a cell monolayer have to be
compared within the same culture dish.
Scrape loading can measure dye transfer
in multiple cells almost simultaneously,
and it is the only visual method available
to assess the overall GJIC of a population
of cells (38). The scrape-loading
technique can be effectively used as a tool

to determine the qualitative presence or
absence of GJIC.

Limitations. The approach is inappro-
priate to investigate small cells or cell
assemblies (such as pairs), as well as
low-density cultures. It is complicated
when the extent of junctional coupling
is small or when selected cells have to be
individually screened for coupling. It is
not well suited to three-dimensional (3-
D) systems because this invasive method
may introduce uncertainties in quanti-
fying dye transfer rates due to variations
in cell-staining intensity after scrape
loading (40).

The scrape-loading technique is not
useful for Cx channels that exclude
molecules such as LY (38). For example,
Cx45 channels cannot be assessed using
LY (41). If the Cx channels of a particular
cell are unknown, then the scrape-loading
technique using LY as the transfer dye
does not necessarily represent an accurate
portrayal of the GJIC “competency” of
that cell population. Dye coupling should
be interpreted with caution because two
different tracers may not be detected
equivalently (42). For channels that
exclude LY, smaller dyes such as biotin
conjugates have been used (Table 1).

The GIIC levels of some cell types of
irregular shape are not easily quantified
using the scrape-loading assay. For
example, gap junction function of
neuronal cells with extensive processes
or long spindly fibroblasts cannot be
easily quantified because the distance
dye travels is not easily “trackable”™ (38).
The problem of nonuniform labeling
with LY or variation in the intensity
after scrape loading has been reported
previously (43).

As a result, techniques of microin-
jection and scrape loading are widely
used to qualitatively demonstrate inter-
cellular communication, although the use
of image analysis in combination with
scrape loading was reported to produce
quantitative information and to reduce
considerably the statistical variation in
the data (39).

Significant studies and applications.
Scrape loading has been used to assess the
GIIC status of many cell types in various
biological circumstances (Table 2). Sai
et al. reported an in vivo GJIC assay, the
incision loading/dye transfer method (IL/
DT) using LY and RhD (44). RhD, which
does not pass through the channels, is used
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to identify the incision sites or damaged
cells. With this double dye transfer,
authors examined whether drinking green
tea might prevent GJIC inhibition by a
tumorigenic compound, pentachloro-
phenol, in the liver of mice. Romualdi et
al. described an improvement to this dye
transfer method in which precision-cut
slices (250 pm cross-section) from mouse
liver were used to quantify GJIC after
iontophoretic injection of the fluorescent
dye Alexa Fluor 488 directly into hepato-
cytes (35). Dye injection and spreading
were monitored in real time and quantified
by fluorescence microscopy. The integrity
and viability of the cells were controlled
by monitoring the membrane potential.

The IL/DT method illustrates the
potential benefit of detecting and
predicting effective doses for tumori-
genesis. This method has many advan-
tages for studying tumor-promoting
activity in vivo, because even though
the Cx expression level recovered at
an early stage after treatment with the
tested compound, a low level of GIIC
persisted for a longer time, indicating
that an analysis of the expression level
of Cx, such as for protein, mRNA, or its
localization, does not always reflect gap
junction function in vivo. With respect
to devising a much simpler and quicker
procedure compared with the microin-
jection method, IL/DT may be useful for
rapidly screening tumorigenic compounds
for setting doses for studies of carcino-
genesis (44).

The analysis of GIIC by microinjection
or scrape loading can also be used with
sections of other tissues, such as skin (45),
testis (46), and central nervous system
tissue (47). An exhaustive protocol was
described by Meda’s group in primary
tissues (13).

Electroporation

Principle. Raptis et al. proposed a
new way to introduce nonpermeable
fluorescent dye into adherent cells on a
partly conductive slide, called electro-
poration. (48). Cells are grown on a
glass slide, half of which is coated with
electrically conductive, optically trans-
parent, indium-tin oxide. An electric
pulse that opens transient pores on the
plasma membrane is applied in the
presence of the fluorescent dye LY,
causing the dye’s penetration into the
cells that are growing on the conductive
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part of the slide. Cells growing on the
nonconductive slide are not permeabi-
lized as it does not receive any current
(Figure 2C). Migration of the dye
through gap junctions to nonelectro-
porated cells is then microscopically
observed under fluorescence illumi-
nation (49). To quantitate gap junctional
coupling, the number of cells into which
dye transferred through gap junctions
per electroporated border cells was
calculated by dividing the total number
of labeled cells on the nonconductive
slide by the number of cells growing at
the border with the conductive coating
(Figure 2C) (50).

Advantages. Lucifer yellow can enter
simultaneously into large numbers of
cells with minimal disturbance to cellular
metabolism (45). This technique can
be applied to a large variety of adherent
cell types (50). According to De Vuyst
et al., electroporation loading and dye
transfer (ELDT) is a robust technique to
investigate gap junctional coupling that
combines minimal cell damage with
accurate probing of the degree of cell-to-
cell communication. It is a satisfactory
method for loading a narrow longitudinal
strip of cells for subsequent studies on the
temporal and spatial spread of fluorescent
dyes via gap junctions (51).

Limitations. This technique is not
recommended to examine cell types that
do not adhere well to their solid support.
It cells are grown to high confluence, they
may detach due to the turbulence and
suction forces created as the top electrode
is removed after electroporation and
GIJIC study becomes impracticable. GJIC
evaluation is also difficult when a small
part of the cell layer is separated during
removal of the electrode because the dye
will diffuse under the cell sheet (52). An
accurate determination of optimal voltage
is important to not induce damage of the
electroporated cells at the border with the
nonconductive area (50).

Significant studies and applications.
Recently, Raptis et al. have described a
slide configuration that eliminates the
upper electrode, which can induce cell
detachment when it is removed. Cells are
grown on two co-planar electrodes, an
approach that is valuable for the exami-
nation of cells that do not adhere closely
to their solid support (52). To investigate
the extent of dye spread between C6
glioma cells wild-type and transfected
with Cx43 and Cx32 coupled by gap

junctions, De Vuyst et al. proposed
bipolar-pulsed high frequency electro-
poration by a small two-wire electrode
positioned close to the cells (51).

Gap-FRAP (Fluorescence Recovery
after Photobleaching)

Principle. The irreversible photo-
chemical bleaching reaction of
fluorescent molecules exposed to a
light beam of sufficient intensity and
of wavelength within the absorption
spectrum of the fluorochrome forms the
basis of the FRAP (fluorescence recovery
after photobleaching) techniques. FRAP
experiments started in the 1970s using
lipophilic or hydrophilic fluorophores
such as fluorescein coupled to protein
and lipid (53,54). The FRAP method
has been devised for measuring the two-
dimensional diffusion of fluorescently
labeled macromolecules in membranes,
cytoplasm, and organelles. Fluorescent
molecules in a small region of the cell
are irreversibly photobleached using a
high-powered laser beam, and subsequent
movement of surrounding nonbleached
fluorescent molecules into the photo-
bleached area is recorded at low laser
power (55). FRAP data requires that
the bleach event is much shorter than
the recovery time and preferably as
short as possible (56). Fluorescence
recovery occurs in the bleached area.
Corresponding diffusion constants or
tlow velocities are determined by analysis
of the spatial and temporal kinetics of
fluorescence recovery. The gap-FRAP
technique enlarges the FRAP technique to
study the functionality of gap junctional
intercellular communication channels
(57). In the gap-FRAP technique, the
size and the chemical and biophysical
properties of the fluorescent molecules
define the communication capacity,
allowing quantification of this function-
ality even if the tracers have no metabolic
role (57). A fluorescent diffusion tracer is
first introduced at uniform concentration
into all the cells in a tissue culture dish,
and a concentration gradient is created by
photobleaching the fluorescence in one
cell. If the bleached cell communicates
with neighbor cells by means of functional
gap junction channels, resolution of
this concentration gradient is detected
by monitoring the fluorescence signal,
using low-intensity excitation (Figure
2D) (18). Typically, cells are loaded with
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lipophilic tracers such as 5(6)-carboxy-
fluorescein diacetate (CFDA) or calcein
acetoxymethyl ester (AM) (Table 1), and
dyes are retained inside the cells due to
the hydrolysis by cytoplasmic esterases
into carboxyfluorescein (CF) or calcein,
respectively. According to their low
molecular weights (376 Da and 622 Da,
respectively, Table 1), they have been

cell culture slides are washed several
times to remove the fluorochrome-
ester and to prevent further dye loading
during subsequent measurements. This is
followed by a light irradiation, leading to
dye photobleaching in the targeted cell. If
the tracer is hydrophilic and its molecular
weight lower than 1 kDa, recovery of
fluorescence in the bleached area is the

result of an influx of unbleached dye from
neighboring cells via gap junctions. The

shown to permeate gap junction channels
(58-60). After the loading process, the

Figure 2. Methods to study gap junctional intercellular communication (GJIC). (A) Microinjection: (a)
injection of fluorescent membrane-impermeable but gap junction-permeable dye (green) is performed in the
targeted cell; (b) if the adjacent cells are coupled by gap junctions, dye will diffuse and label them, otherwise
the adjacent cells remain unlabeled. (B) Scrape loading: Cells along the scraped line are loaded with luorescent
dye (green) and a nonpermeable fluorescent dye (red). The tracer diffuses to the neighboring cells in a few
minutes through gap junctions. The distance the fluorescent dye travels within a designated period away from
the scrape line is indicative of GJIC. (C) Electroporation: (a) an electric pulse is applied. causing the dye’s
penetration (green) into the cells growing on the conductive part of the slide; (b) migration of the dye through
gap junctions lo nonelectroporated cells is observed. Border cells on conductive slide are represented by black
stars. (D) Gap-FRAP (fluorescence recovery after photobleaching): (a) cells after dye exposure: (b) cells during
photobleaching of the targeted cell; (¢) cells just after the photobleaching time: (d) end of fluorescence recover-
ies through gap junctions in the targeted cell. (E) Preloading assay: (a) green cells are “donor” cells, preloaded
with gap junction-permeable dye and white cells are “acceptor” cells, unloaded with gap junction-imperme-
able dye; (b) “donor” and “acceptor” cells plated together to form confluent monolayer cells; (c) after a short
time the fuorescent dye will pass from the “donor” cells to “acceptor” cells. This transfer characterizes efficient
gap junction channels and is analyzed either by flow cytometry or fluorescence microscopy. (F) LAMP (local
activation of molecular fluorescent probe): (a) cells after dye exposure; (b) cells during photoactivation of the
targeted cell; (c) cells just after the illuminating time; (d) fluorescence diffusion through gap junctions to neigh-
boring cells. (G) Dual whole-cell patch clamp applied on equivalent circuit for a pair of cells C1 and C2. Voltage
is imposed by source V,, and Vy, into cells through electrodes V, and Vo, respectively. When a vollage command
step is applied to C1, an incremental current is required to maintain the voltage of C1. Electric current (1, ) flows
from the CI to the C2 and to earth, through junctional and nonjunctional pathways, respectively. Since C2 is
voltage-clamped. the patch clamp amplifier produces the electric current (1) in order to maintain a constant cell
potential, I is equal in magnitude and opposite sign to I (junctional current). The junctional conductance (G;)
can be calculated by simply dividing the junctional current by the voltage step applied 1o C1 (109,122).
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degree of fluorescence recovery is directly
proportional to the degree of functional
gap junction coupling. Assuming that
the fluorescence signal measured under
constant experimental conditions is
proportional to dye concentrations, the
equation can be written as:

Fi=F +(F. -F)Xl-¢"),

[Eq. 1]

where F{(1) is the normalized tluorescence
intensity at time ¢ after photobleaching;
F_is the asymptotic value to which
the fluorescence intensity tends; F, is
the theoretical fluorescence intensity
estimated at t = 0 s after photobleaching,
which is close to its experimental value;
and tis the time constant.

Advantages. To follow the function-
ality of GJIC, the gap-FRAP technique
shows advantages compared with other
strategies, being noninvasive, easier,
and faster than approaches such as dye
transfer by microinjection. Moreover, as
it was demonstrated by the cell-to-cell
spread of a fluorescent diffusion tracer
introduced into a cell by microinjection
or scrape loading, the permeability of the
gap junctions is not restricted to the small
intracellular electrolytes that carry the
junctional currents (14,37). Quantitative
data on the permeability of the gap
junctions for larger solutes, which include
second messengers and other signaling
molecules, contribute to the under-
standing of their function. Microinjection
and scrape-loading methods provide
information on the expression of
functional gap junctions and on the size
of the permeating molecules, but perme-
ahility coefticients have usually not been
obtained with these techniques (18).

The gap-FRAP approach enables users
to quantify and compare GJIC capacity
between characterized cell types. Kinetic
curves can be established to precisely
measure the functionality of GJIC. Gap-
FRAP is useful to study individual cells
within a population. With the gap-FRAP
method, the initial and boundary condi-
tions of the diffusion system can usually
be reduced, with a precision sufficient for
practical purposes, to those of a simple
system of two compartments separated
by a permeable membrane. The first
compartment comprises the cell or the set
of cells connected by gap junctions to the
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photobleached cell, which constitutes the
second compartment. Furthermore, with
appropriate caution, the risk of cell injury,
which in microinjection or scrape-loading
experiments requires constant attention
and may be difficult to recognize, is
usually negligible with the gap-FRAP
method. A further advantage of the
gap-FRAP technique is the possibility
to obtain paired data in control and test
conditions and to perform relatively long-
term observation on the same cells (18).
Limitations. The gap-FRAP
technique requires a laser beam coupled
with an epifluorescence microscope or,
commonly, a confocal laser-scanning
microscope, all of which are sophisticated
and expensive instruments. To avoid
photochemical and/or thermal cell injury,
a highly sensitive light detector should be
used; the minimization of illumination
thereby reduces the amount of energy
absorbed by the specimen. Excessive
dye loading and/or fluence rate (fluence

rate is identical to irradiance; that is,
the flux density crossing the irradiated
surface) may also cause cell damage or
impairment of gap junctional commu-
nication by increasing the release of
acids during intracellular hydrolysis of
the ester, or of free radicals and reactive
oxygen species during photobleaching.
Cell-permeable dyes such as 2, 7-bis(2-
carboxyethyl)-5(6)-carboxyfluorescein
acetoxymethyl ester (BCECF-AM,
Table 1) have been used in the gap-
FRAP technique: however, as very
strong laser light is required to rapidly
photobleach fluorophores in a whole cell,
the possible photodamage due to such
intense laser illumination on cells needs
to be assessed (40). Decreasing the bleach
time, acquisition time, or the excitation
beam intensity could avoid cell damage
(56). In addition, the FRAP technique
may be incompatible with multicolor
imaging when other biochemical changes
inside the cells need to be monitored

Table 2. Comparison of Methods for Studying Intercellular Communication

by fluorescent sensors (40). In fact, an
identical photobleaching protocol can lead
to different photobleaching percentages
as a function of cell type, resulting from
either variability in optimal esterase
activity or leakage of fluorescent dye by
active transport (61). To apply Equation
| to analyze dye transfer rates across gap
junctions, it would be required that dyes
ditfuse much more rapidly in the cytosol
than across Cx channels, so the rate-
limiting step for intercellular dye passage
is gap junction permeation. Whatever
the gain in speed of the apparatus, the
gap-FRAP method is not appropriate
for measuring fast changes of the gap
junction properties during application of
a chemical or physical agent, as can be
done by recording the electrical conduc-
tance (18).

Significant studies and applica-
tions. Gap-FRAP has been widely used
for in vitro studies since 1986 (Table 2).
As recently described by Ziindorf et al.,

Properties Micro- Scrape Loading/ Gap-FRAP Preloading LAMP Radiolabeled Dual
injection Electroporation Assay Nucleotides Whole-cell
Transfer Patch Clamp
Noninvasive
Invasiveness Invasive Invasive Possible photo- Noninvasive MNoninvasive Noninvasive Invasive Invasive
damage
Depends
Cell integrity Broken Broken Maintained Maintained Maintained Maintained on stimulus Broken
intensity
Limited
f cell
thimhaedionle Limited High Limited High Limited Limited Limited Lhmited two
analyzed 3 cells
(by FC analysis)
T | -
em'ﬁzn"’so Low Low Good Low Good Low Good High
Easy Technically Technically
Simplicity of T|me—_ Easy Requires high- Easy Essy Easy demar]dmg damar}d!ng and
set up consuming and time- time-
power laser :
consuming cansuming
Quanilfication Number of D,'Slance Qr U Kinetic of dye | Number of dye- Kinetic of Autoradiographic | Amplitude, Junctional
of molecular dye-coupled | sion from scrape R A ;
A recovery coupled cells dye diffusion labeling velocity conductance
transfer rate cells ling
Multicol
in‘:a';;" Feasible Feasible Not described Feasible Feasible Feasible Feasible Feasible
: In vitro In vitro In vitro
In vitro
Ex vivo Ex vivo Potentially In vitro
Experments Ex vivo In vitro In vitro In vitro
(by scrape Potentially ex vivo and Ex vivo
loading) in vivo in vivo
Carcino- ; .
e Carcinogenesis
Main Igmb = Carcinogenesis | Carcinogenesis| Embryogenesis Physiology Physiology
abblications enerzis Embryogenesis | Embryogenesis| Growth control | Metabolism Metabolism (e.g., (cardiovas-
il Gm?mh cortrol Growth control | Growth control Immunology astrocyles) cular system)
: (by FC analysis)
Physiology
FC, flow cytometry: FRAP, fluorescence recovery after photobleaching; ICW, intercellular calcium waves; LAMP, local activation of molecular flucrescent probe.
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Figure 3. Representative images of dye transfer by gap-FRAP (NMuorescence recovery after photobleach-
ing) technigue on multicellular three-dimensional model exposed to caleein acetoxymethyl ester (caleein-
AM) as smooth muscle from mouse (A, B, C) and as head and neck squamous cell carcinoma spheroid
(D, E, F). The bleached carboxyfluorescein molecules from a targeted area are indicated by a yellow rectangle
or a red arrow. respectively. Each column introduces the three specific steps of the gap-FRAP technique: the left
column shows recordings before photobleaching; the middle column, acquisitions just afier the photobleaching
time, and the right part shows fluorescence recoveries. A noticeable fluorescent gradient can be observed in the
largeted area indicating functional gap junctions. Scale bars: 150 pm.

the gap-FRAP technique also permits
detection of heterocellular dye transfer
and analysis of the existence of functional
heterocellular gap junctions between
astrocytes and neurons in vitro (62).

Our group used the gap-FRAP
technique to compare fluorescence
recovery parameters after photobleaching
in three cell types characterized by
different patterns of phosphorylated
Cx43, leading to different GJIC capacities
being measured by two fluorescent
tracers, 5(6)-carboxyfluorescein diacetate
(CFDA) and calcein-AM (Table 1). We
demonstrated that the choice of the dye
did not significantly influence the fluores-
cence recovery percentages despite a cell
line—dependent CFFDA release, contrary
to the fluorescence kinetic profiles.
Calcein-AM seemed appropriate to
allow discrimination in short duration
experiments and to assess relative transfer
constants not limited to one targeted cell
but to a targeted surface in tissue analysis.
However, the development of a sophis-
ticated device to apply gap-FRAP on
biopsies or in situ could be partly limited
by the choice of the fluorescent dye. Due
to its high spontaneous release, CFDA
would not induce a clear delineation
between the loading cells and the extra-
cellular environment (60).

We have evaluated the potential of
gap-FRAP to measure GJIC on a spheroid
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3-D model with a confocal laser-scanning
microscope as illustrated in Figure 3. In
order to assess quantitative parameters
characterizing spatial distribution of
FRAP in three dimensions, the devel-
opment of adapted behavioral models
appears to be an essential condition. In
fact, very few studies were reported in
the literature concerning GJIC studies
performed by gap-FRAP assays for a
3-D analysis from ftissue organotypic
slices (63,64), medial collateral ligament,
and cartilage (59,65).

Preloading Assay or Parachute
Assay: Incorporation of Membrane-
permeable Fluorogenic Molecules

Principle. The preloading assay is a
direct method developed by Goldberg et
al. in 1995 to study functionality of GJIC
(66). This method consists of preloading
cells with a gap junction—permeable dye,
such as calcein-AM. and then letting
suspended loaded and unloaded cells
form a confluent monolayer together.
The principle of the parachute assay can
be considered as similar, except that the
loaded cells adhere to a monolayer of
unloaded cells. As suspended loaded
cells are added to the monolayer, the
parachute assay requires formation of
gap junction channels in order to measure
subsequent intercellular communication.

The parachute assay was described by
Ziambaras et al. in 1998 to study whether
stretch, an anabolic stimulus for osteo-
blasts, modulated direct intercellular
communication in these cells (20). After
a short time, the fluorescent dye passes
from the “donor” cells to “acceptor’ cells.
Second, third, and higher order cells also
take the dye, depending upon the degree
of coupling (Figure 2E). Depending on the
technique used, loaded cells make contact
with unloaded cells within 15 min to 3 h,
and the intercellular spreading of calcein
can be observed and documented with,
for instance, an epifluorescence micro-
scope (20,66). The intercellular passage
of calcein through gap junction channels
results in the progressive increase of green
fluorescent recipient cells (Figure 2E [c]).
Under an epifluorescence microscope,
intercellular communication is assayed
as the number of unlabeled cells receiving
fluorescent dye from a donor cell. This
procedure is one way to visually quantify
a large number of cells (66). Donor and
recipient cells can also be assayed by flow
cytometry (67). In this case, ester-loaded
or unloaded cell populations can be
labeled with a marker such as Di-1, which
permanently labels cell membranes and
makes cytometric identification of donor
and recipient cells possible, even when
both are of the same cell type (22).

Coupling time is defined as the
time leading to the strongest coupling
efficiency. Thus, the time course of the
dye spreading depends not only on the
intrinsic ability of recipient cells to allow
the spreading of the dye, but also on the
coupling of donor cells with recipient
cells. Ultimately, the time course depends
on the number of active gap junctions and
on their permeability for the selected dye.
In some experiments, carbenoxolone, a
specific gap junction blocker, was added
to ascertain whether the intercellular
transfer assay was effectively dependent
on GJIC (68).

Advantages. Using an AM ester,
the parachute technique is a noninvasive
method since integrity of the cells is
maintained.

Flow cytometry enables simultaneous
analysis of a large number of cells (at
least 101 cells) (22). It ensures objectivity
and statistically reliable data. Moreover,
the accuracy and the high sensitivity to
discriminate variation in fluorescence
intensity have further advantages,
especially when applied to measurements
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of the effects of chemicals on junctional
communications. The high sensitivity of
the flow cytometry assay of dye transfer,
too, allows a precise evaluation of the
amount of transferred dye in recipient
cells by analyzing their mean fluorescence
intensity, using the appropriate detector
(22). It resolves both the dynamics
of initial cell-to-cell contact and the
saturation state of coupling in monolayer
cells (19). Finally, flow cytometry allows
evaluation of multiple parameters at the
same time (22). The quantitative end
point, where the measurement of dye
transfer concerns a large number of cells,
gives a solid basis fora reliable result. The
flow cytometer method may therefore be
an interesting supplement to other dye
transfer methods as a screening assay for
substances with possible teratogenic and
embryotoxic properties (17).

Limitations. This method is not appli-
cable to the vast majority of adherent cell
types in culture (31). By flow cytometry,
nonspecific dye transfer of calcein has been
observed in many studies (69,70). The
preloading assay is also a time-consuming
method that is influenced by the section
studied (cells in different areas of the dish
can behave differently), the resolution, and
sensitivity of the microscope equipment
(19). This technique cannot be used to
investigate coupling within intact tissue.

Significant studies and applications.
Flow cytometry is a useful approach to
study GJIC of circulating cells (Table
2). To determine whether the changes in
Cx43 expression produced by treatment
with angiotensin Il and ethanol are
associated with functional changes,
Bokkala et al. used the parachute assay
to measure GJIC in white blood cells
subjected to various treatment conditions
(71). Assembly of Cx into gap junctions
providing direct intercellular channels that
link attached lymphocytes subpopulations
(T, B, and natural killer lymphocytes) was
demonstrated by using this dye transfer
technique (72). By monitoring the calcein
dye transfer from the stroma to leukemic
cells, Paraguassu-Braga and colleagues
described, using flow cytometry, the effect
of GJIC on leukemic cell growth and
death (73). Flow cytometry is widely used
to study intercellular communication in
different cell types, including endothelial
cells, tumor cells, fibroblasts, and
stromal cells (22,72,74,75) and enables
comparison of dye transfer efficiency by
different Cx isoforms (76).
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LAMP (Local Activation of Molecular
Fluorescent Probe)

Principle. Local activation of
molecular fluorescent probe (LAMP) is an
imaging assay of gap junctional commu-
nication based on a new generation of
caged fluorophores (40). This noninvasive
method is able to provide quantification
of a permeable dye by multiple measure-
ments. Photocaged fluorescent dyes
have wide applications in tracking the
spatiotemporal dynamics of molecular
movements in biological systems. These
caged tracers are weakly or nonfluo-
rescent when key functional groups of
fluorophores are masked by photolabile
protecting groups (cages). Photoactivation
removes the protecting group (uncaging)
and abruptly switches on the fluorescence
of parent dyes (Figure 2F).

A class of photoactivable fluoro-
phores was developed and tested (40).
An esterified nonfluorescent coumarin
derivative can diffuse into cells, remaining
nonfluorescent. The dyes are retained
inside the cells due to their hydrolysis
by cytoplasmic esterases, thus they can
diffuse across cellular gap junctions.
A brief illumination of a single cell or
cell region efficiently photoconverts the
trapped molecule into a fluorescent, gap
junction—permeable species, and fluores-
cence is followed as a function of time in
the coupled neighbor (77). Subsequent
fluorescence imaging provides dynamic
information of dye transfer from the
donor cell to the receptor cell.

Advantages. Under ideal conditions,
the technique is noninvasive, offering
dynamic and quantitative information of
dye transfer as well as multiple measure-
ments of dye transfer in the same coupled
cell pair to find changes of molecular
permeability of Cx channels. The nontlu-
orescent 1-(2-nitrophenyl)ethyl (NPE)-
caged coumarins/AM can be loaded
into fully intact cells, and NPE-caged
coumarins can be photolysed with a small
dose of ultraviolet (U'V) light. In contrast,
techniques such as microinjection or patch
clamping breach cell membranes and may
cause loss or dilution of cytosolic factors
involved in the gating of Cx channels.
Maintaining cell membrane integrity
is especially important for studying the
regulation of gap junction communication
by cellular biochemical changes.

The second advantage is that the
LAMP assay can reliably detect changes

in molecular permeability of Cx channels
in coupled cell pairs. This crucial feature
mainly results from two desirable
properties of the newly developed caged
fluorophore: the cell-loading efficiency
of NPE-caged coumarins/AM and the
small molecular size of caged coumarins.
As NPE-caged coumarins/AM can be
loaded into cells to fairly high concentra-
tions, the LAMP technique can be applied
several times in a coupled cell pair once
the previous episodes of dye diffusion
reach equilibrium. This allows multiple
measurements of kinetics of dye transfer
in cell pairs and thus detects changes
in cell coupling. The small molecular
size of caged coumarins ensures that the
fluorophore can quickly diffuse across
Cx channels to reach equilibrium in
coupled cells. This rapid dye transfer
facilitates quantitative analysis of kinetics
of junctional diffusion using Fick’s
equation, and it improves the sensitivity
of the detection when there are changes
in the permeability of Cx channels. The
last major advantage is that the LAMP
assay can be used in conjunction with
other fluorescent sensors for multicolor
imaging. Because caged coumarins emit
blue fluorescence, it spectrally comple-
ments a variety of fluorescence indicators
that emit green or red light (40).

Applications. This technique is
mainly applied to study the dynamic
regulation of gap junction coupling
by intracellular Ca2* in individual cell
pairs of human primary fibroblasts, for
instance, and also to assess how Ca2!
influx affects junctional coupling on HeLa
cells expressing Cx26 (77,78). LAMP
is limited to examination of changes in
coupling in individual cell pairs, although
it is likely to be useful in multiwell plate
assays with confluent cell monolayers
as well. Furthermore, the combined use
of the patch clamp method and LAMP
would make it possible to correlate
junctional conductance with permeability
in cell pairs expressing different Cx,
although cell volumes would still need to
be taken into account (77).

ENDOGENOUS COMPOUNDS
TRANSFER

Radiolabeled Nucleotides Transfer

Principle. Many molecules that are
expected to be exchanged in vivo by
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coupled cells have various dimensions
and charges and hence may be restricted
or facilitated in their passage through
gap junction channels, depending on
the type of Cx (12,31). Some investi-
gators have examined the transfer of
endogenous compounds by metabolic
cooperation, fluorescent detection
methods, or indirectly through induced
metabolic effect (79-81). Major investi-
gations have used the transfer of synthetic
tracer molecules rather than endogenous
metabolites. In the metabolic cooperation
approach, a population of donor cells is
incubated in the presence of an excess of a
radiolabeled precursor (typically uridine)
and then co-cultured with unlabeled
recipient cells. Under such conditions,
quantitative autoradiography enables
evaluation of the transfer of the resulting
metabolites from loaded to unloaded
cells as a function of time. In this type
of experiment, coupling is demonstrated
by the autoradiographic labeling of the
cytoplasm of recipient cells due to the
incorporation in their ribonucleic acid
of radiolabeled nucleotide synthesized
within donor cells and transferred across
Cx channels (31).

Advantages. Radioactive nucleotide
ransfer allows for a direct evaluation
of the permeability of Cx channels to
endogenous molecules. This technique
is a highly sensitive method to appre-
ciate transfer of molecules. Contrary to
synthetic dyes, radioactive nucleotide
transfer may accurately represent the
ability of gap junction to mediate the
transfer of biological endogenous
metabolites (82).

Limitations. It is possible that incor-
poration by recipient cells of labeled
nucleotides and nucleic acids lost by
damaged donor cells may also be observed
(31). Safety must be rigorously adhered
to, particularly to deal with aerosol
produced during cell sorting procedures,
incubation, and metabolic labeling (83).
While studies of metabolic cooperation
can be used to garner information about
transjunctional metabolites, they are not
very quantitative, nor very specific, and
are limited to the specific system they are
used to investigate (4).

Significant studies and applications.
Goldberg et al. developed a quantitative
method to identify, by high-performance
liquid chromatography screening, the
entire set of native molecules that is
exchanged between coupled cells using
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[MC]-glucose as a radiolabeled precursor
(84,85). Donor cells are labeled with a
fluorescent marker larger than the gap
junction channel limit to permit separation
and, with radioisotope, to metabolically
label transjunctional molecules. Goldberg
et al. used this method to capture, identify,
and quantify the junctional transfer of
endogenous metabolites between C6
glioma cells transfected with Cx43 and
Cx32 (84,86).

Intercellular Calcium Waves

Principle. Cytoplasmic calcium
increases that propogate from cell to cell,
which are called intercellular calcium
waves (ICW), have been described in
many different cell types by a number of
investigators, This technique can measure
gap junctional communication efficacy
indirectly. Mechanical, chemical, or
electrical stimulation of an individual cell
initiates an increase in the intracellular
Ca?+ concentration that spreads across
the cell. At the cell border this intracel-
lular Ca2* wave is arrested but, after a
brief delay, similar Ca2* waves occur
in adjacent cells. The repetition of this
process results in the propagation of an
intercellular Ca2* wave through a limited
number of cells (87). The distance the
wave propagates appears to depend on the
magnitude of the initial stimulus (88). The
propagation of intercellular Ca2* waves
correlates with the presence of functional
gap junctions and occurs in the absence of
extracellular Ca?+ or following the micro-
injection of inositol triphosphate (IP;)
(87). Models for the propagation of ICW
have been proposed (88,89).

In the technique, cells are loaded
with a calcium-sensitive fluorescent
dye. Two calcium indicators are mainly
used, fura-2 (5-oxazolecarboxylic acid,
2-(6-(bis(carboxymethyl)amino)-5-
(2-(2-(bis(carboxymethyl)amino)-5-
methylphenoxy)ethoxy)-2-benzofuranyl)
with two wavelengths of excitation (340
and 380 nm) and one of emission (90)
or fluo-3 (glycine, N-[2-[[[[2-[bis(carb
oxymethyl)amino]-5-(2,7-dichloro-6-
hydroxy-3-oxo-3H-xanthen-9-yl)phenox
y]methyl]methyl]oxy]-4-methylphenyl]-
N-(carboxymethyl), with one wavelength
of excitation (490 nm) and one of
emission (91). After loading, cells can
be mechanically stimulated by manually
or automatically moving a glass pipette
onto the single-cell surface to transiently

depress the apical membrane, or chemi-
cally stimulated by introducing an agent
(92). Stimulation generates IP;, which
diffuses to neighboring cells through
gap junction channels, and then triggers
calcium release from IP;-sensitive intra-
cellular calcium stores (93). A variation
in dye fluorescence intensity is measured
in correlation with the propagation of
ICW from cell to cell. Different param-
eters may be measured, such as velocity,
amplitude, and efficacy of calcium wave
spread (94).

Advantages. Fura-2 binding with
calcium involves a shift of the excitation
wavelength from 380 to 340 nm. The ratio
of fluorescence signals measured during
a response gives an accurate measure of
ionic concentration independently of
concentration of the fluorochrome or
photobleaching caused by exposure of the
whole field to the excitation light source
(90). For fluo-3, one excitation wavelength
leads to rapid kinetic measures. Fluo-3
can be used commonly with a confocal
microscope associated with a 488 nm
argon laser, which minimizes cell injury.
Mechanical stimulation to induce ICW
with a fine micropipette is an accurate
protocol for single-cell stimulation (95).

Limitations. The mechanism
whereby Ca2* waves pass between
cells is not completely elucidated:
both intracellular and extracellular
pathways were observed in some cell
types under some conditions. Calcium
waves may propagate from cell to cell
by the secretion of a Ca2+ mobilizing
agonist, potentially ATP, as a diffusible
extracellular messenger (96,97). In fact,
ICW depend not only upon the compo-
sition and distribution of gap junction
channels but also the tissue expression
of purinergic receptor subtype (96).

Measurements with fura-2 require
equipment capable of fast switching
between excitation filters or monochro-
mators in order to perform both excitations
successively. Acquisitions will be speed
limited and, moreover, UV irradiation can
induce cell injury. An accurate calibration
of Ca?* concentration is not convenient
with fluo-3. Although both chemical
and electrical stimulation trigger ICW,
these methods have the disadvantage
of simultaneously stimulating adjacent
cells. Mechanical stimulation may induce
microleaks in the plasma membrane and a
reproducible stimulus strength is difficult
to attain (95). A signaling cascade is
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induced at the time ICW are stimulated;
in addition to increased 1P;, other second
messengers that may influence cellular
response are produced (95).

Applications. Intercellular calcium
waves were measured in a wide variety
of primary cultured cells, including astro-
cytes (98,99), epithelial cells (100,101),
hepatocytes (102,103), and endothelial
cells (104). These observations have
been extended to more integrated
systems (105,106) and in perfused organs
(107,108). A more sophisticated approach
was proposed by Leybaert and Sanderson
to stimulate single cells: the liberation
of a cellular second messenger by flash
photolysis of a caged compound to induce
ICW (95). This method is based on the
increase of cytoplasmic IP; by flash
photolysis of caged IP; to activate the
intracellular gap junctional pathway. They
showed that flash photolysis of caged IP;,
and the resulting modulation of ICW, is a
very sensitive technique to study cell-to-
cell coupling. An exhaustive protocol was
described by Leybaert and Sanderson’s
group in Reference 95.

CONDUCTANCE MEASUREMENT
BY DUAL PATCH CLAMP

Principle. For the gap junction
channels studied thus far, permeability and
conductance are linearly related, so that
measurement of conductance reliability
reports the number of open gap junction
channels (109). The first quantitative
recordings of the single-channel current
from an intercellular junction, presumably
a gap junction, was made by Neyton et al.,
using the dual whole-cell patch clamp
method in pairs of cells isolated from
rat lacrimal gland (110). This sensitive
method is of high temporal resolution for
monitoring junctional conductance. The
dual patch clamp technique is a powerful
method for quantitative determination
of junctional conductance (111). In the
first applications of this method, each
cell of a cell pair was impaled with two
microelectrodes, allowing independent
injection and voltage control. Currently,
the most widely used dual-voltage clamp
method is the double whole-cell voltage
clamp technique with one suction pipette
on each cell of a cell pair (109). Although
at first, two-electrode voltage-clamp
amplifiers were used (i.e., each cell had
to be impaled by two microelectrodes),
single-electrode voltage-clamp amplifiers
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have been used ever since the tight seal
whole-cell recording technique became
available (112).

The dual whole-cell patch clamp
method is the most sensitive technique to
detect functional gap junctions: a single
gap junction channel can be recorded,
in contrast to dye transfer. The method
consists of separately controlling the
membrane potential of each cell and
measuring the corresponding currents.
Figure 2G shows the equivalent circuit for
a pair of cells.

Advantages. In contrast to dye
transfer, evaluation of electrical conduc-
tance between cells is exquisitely
sensitive. This is the most common
method to assay the electrical properties
of gap junctions. The technique has been
used to study ionic permeability and
selectivity of Cx channels. Measurements
of electrical conductance between cells
can be used to determine the number of
gap junction channels that are open within
a given period of time (4).

Limitations. Intercellular current
measurements do not necessarily correlate
with the kinetics of molecular transfer
through gap junctions (113), and quanti-
fication of junctional conductance can be
especially problematic in well-coupled
cells where contributions of series resis-
tance can outweigh junctional resistance
(109). Permeability of the gap junctions
is a measure of the cell-to-cell exchange
of molecules driven by their kinetic
energy and should not be confused with
the electrical conductance that describes
the ionic currents driven by a gradient
of electrical potential. The information
acquired by these two kinds of data are
therefore not equivalent in the sense that
knowledge of the conductance of a unit
junctional channel for a particular ion
cannot be used to predict the permeability
of a given molecule (18).

In addition, analysis of electrical
conductance is a slow, labor-intensive,
and expensive technique. Measurement
of junctional conductance (G;) with patch
clamp amplifiers can, due to series resis-
tance problems, be subject to considerable
errors when large currents are measured.
Series resistance is a problem mainly in
situations in which gap junction resistance
(R;) and/or membrane resistance is low,
because large currents will flow (Figure
2G), and, according to Ohm’s law, this
will result in large voltage drops across the
series resistance. In those situations, errors

in the measurement of G; can become as
large as 70%. To correct for the errors
introduced by series resistance, several
correction formulas were proposed that
take into account either series resistance
alone or a combination of series resistance
and cell input resistance (114). All these
formulas depend critically on an exact
estimate of the series resistance, which
is not always easy to obtain (112). Under
conditions of low membrane resistance,
it is necessary to use a correction method
that takes both membrane and series
resistance into account (31). Thus, dual
patch clamp recording is a quantitative
technique to determine static and dynamic
electrical characteristics of gap junction
channels; however, as with most experi-
mental techniques, the dual patch clamp
has several drawbacks, which vary from
quantitative errors in measured conduc-
tance or underestimation of voltage
dependence to unwanted perfusion of the
cytoplasm (111). The pipette solution is
brought into contact with the cytoplasm
by rupturing with gentle suction, the
membrane under the tip of the pipette.
The small tip becomes partially clogged
with an access resistance to the cell
interior that is considerably larger than
resistance of the pipette alone. The pipette
series resistance has been reported to
increase during an experiment, probably
due to an increase in pipette clogging or
a slight drift of the cell surface away from
the pipette (109).

Significant studies. As cell disso-
ciation and culture procedures have been
improved, the dual whole-cell recording
technique has been applied to a wide
variety of tissue (115). Diirig et al. showed
that functional Cx43-type gap junctions
exist between stromal cells and immature
hematopoietic progenitor cells and may
provide an important regulatory pathway
in hematopoiesis (116). The authors used
electrophysiological methods to assess
cell-to-cell communication that have been
shown to be superior to dye-coupling
experiments in terms of sensitivity
and their applicability to different gap
junction subtypes. Junctional conductance
measurements can be used to quantitate
and compare the transfer of specific
molecules through gap junctions formed
by one type of Cx; moreover, substituting
ions in the patch clamp electrodes can
reveal the preferential transfer of specific
ions that travel through different gap
Jjunction isoforms (4,117-119). The size
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permeability for small molecules and the
connected electrophysiological properties
of a gap junction are dependent on the
gap junction pore size as generated by the
respective Cx isoforms (120). In experi-
ments described by Bukauskas et al.,
communication-incompetent cell lines
transfected with Cx43 fused to enhanced
green fluorescent protein were examined
in order to compare Cx43 distribution
determined by fluorescence microscopy
and electrical coupling measured at single-
channel resolution in living cell pairs
(121). Dual whole-cell patch recording
was combined with imaging microscopy
to show that only gap junction channels
assembled into junctional plaque are
functional.

CONCLUSION

Here, we have reviewed several
techniques allowing the character-
ization of GJIC. These methods are not
equivalent but provide complementary
information (Table 2). Dye transfer
methods have been considered to be the
reference technique for 40 years. LAMP,
the more recent imaging method, based
on a newly described photoactivatable
fluorophore, promises to illuminate
how gap junctions mediate intercellular
coupling. The scrape-loading technique
and microinjection can be effectively
used as tools to determine the quali-
tative presence or absence of GJIC.
Quantitative methods such as gap-FRAP
and LAMP facilitate measurement of
kinetics through gap junction channels to
determine, for example, the permeability
constant. Conductance measurement by
dual patch clamp is considered the most
sensitive method to precisely measure
and follow modifications in GJIC: never-
theless, in order to appreciate the transfer
of endogenous molecules, the transfer of
radioactive nucleotides appears to be a
sensitive method.

The methods described in this review
are mainly used for in vitro applica-
tions. Some of them have been extended
successfully to ex vivo studies (Table 2).
Dye transfer by microinjection, scrape
loading, and gap-FRAP can be used today
for ex vivo measurements, and the LAMP
technique seems appropriate to perform
future 3-D studies.

In the coming years, the major
challenge for the intercellular communi-
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cation field will be to further investigate
the functionality of gap junction channels
in situ, under both physiological and
pathological conditions.
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OBJECTIFS

[l OBJECTIFS

Notre programme de recherche vise a développer la méthoghp-ddRAP pour une
utilisation ex vivo. Le but étant d'utiliser cette technique non invasive pour suivre la
fonctionnalité degonctionsgap et in fine pouvoir discriminer des tissus avec un degré de

communication intercellulaire modifié.

Dans une premiére étape, afin de rationaliser le choix de notre traceur pour la
technique deyap-FRAP, nous présentons une étude comparée de deux sondes fluorescentes,
la calcéine acetoxymethylester (calcéine-AM) et le 5.6 carboxyfluorescéine diacétate (5.6
CFDA), sur des cultures en monocouche par microscopie confocale. Le traceur le plus
approprié, la calcéine-AM, pour des expérimentations sur tissus est sélectionné a partir des
résultats obtenus.

Afin de développer une méthode adaptée a I'exploitation des données obtenues a partir
d’'un modele3D, nous comparons les résultats obtenus pour des mémes protocoles de
phobblanchiment et de recouvrement appliquésitro, soit a une culture en monocouche,
soit en trois dimensions de type sphéroide (KB et FaDu). Getiende étapgropose un
modele physique macroscopique, prenant en compte la contribution des cellules périphériques
voisines et sous jacentes, déduisant des parameétres significatifs traduisant la fonctionnalité
des jonctions gap.

Latroisieme étape, correspond a la transposition des conditions préalablement définies de
la technique degap-FRAP sur un organe entier, la vessie de rat. Cette partie consiste en
l'optimisation des conditions de mesure vivo, puis en |'étude du recouvrement de
fluorescence selon le degré de fonctionnalité des jonatjgmssur un modele de vessie saine
et tumorale (AY27). Cette étude nous a permis d’évaluer la capacité de discrimination de la

méthode en fonction de la variation de la communication intercellulaire dans un tissu.
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IV RESULTATS

V.1 ETUDE COMPARATIVE DU CFDA ET DE LA CALCEINE-AM EN TANT
QUE TRACEUR DE LA COMMUNICATION INTERCELLULAIRE PAR LA
TECHNIQUE DE GAP FRAP

Principalement cité dans la littérature,3@)-carboxyfluorescéine diacétate (CFDA)
est utilisé pour I'étude de la communication intercellulaire malgré un efflux de la sonde
souvent décrit comme étant lignée et temps dépendant. Dans le cas de la techgague de
FRAP, la taille, les propriétés physiques chimiques et biophysiques des sondes fluorescentes,
définissent la capacité de communication et permettent de quantifier la fonctionnalité des
jonctionsgap méme si la sonde’a pas de role métabolique. Néanmoins, pour distinguer sans
ambiguité les cellules montrant des profils cinétiques différents, la sonde doit étre appropriée.

Pour suivre la fonctionnalité des jonctiogegp dans des cultures en monocouche, nous
avons sélectionné différentes lignées, caractérisées par un statut différent en Cx43
phosphorylés. Nous avons comparé deux sondes fluorescentes, le 5(6)-CFRAlckite
acetoxymethylester (AM) Nous avons quantifié la communication intercellulaire en
estimant des parametres de redistribution de fluorescence tels que le recouvrement de
fluorescence, la fraction mobile et les constantes de permeéabilité relative.

Nous avons mis en évidence que la fonctionnalité des jonctions communicantes était en
relation avec la localisation des Cx43 au niveau des zones de contact entre cellules,
correspondant a la présence de jonctigag. Pour contrdler I'implication des jonctions
communicantes dans le recouvrement de fluorescence, nous avons inhibé la fonctionnalité des
jonctions communicantes. La communication intercellulaire a été significativement réduite a
plus de 85% dans les cellules ayant des jonctgapsfonctionnelles. Ensuite, nous avons
déemontré que le choix de la sonde fluorescente n’influencait pas significativement les
pourcentages de recouvrement de fluorescence malgré une libération extracellulaire du CFDA
lignée-dépendante. Les profils des cinétiques de recouvrement de fluorescence étaient, quant a
eux significativement modifiés selon le traceur utilisé.

Cette eétude a renforcé lintérét de [I'approclgap-FRAP pour quantifier les
modifications de la fonctionnalité des jonctiayep et, a présenté les limites du CFDA pour

une utilisation ultérieure sur des modeéles tissulaires.
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Cette étude a été publiée dans Biotechnology Joureiglest présentée dans les pages

suivantes sous forme d’article
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Gap junctions play an important role in vital functions, including the regulation of cell growth and
cell differentiation. Connexins 43 (Cx43) are the most widely expressed gap junction proteins. Cel-
lular localization of phosphorylated Cx43 has been implicated in the capacity of gap junctional in-
tercellular communication (GJIC). To follow the functionality of GJIC of different cell types, in
monolayer cultures, characterized by different patterns of phosphorylated Cx43, we used a fluo-
rescence recovery after photobleaching (FRAP) technique, and compared two tracers, 5(6)-car-
boxyfluorescein diacetate (CFDA) and calcein acetoxymethylester (AM). The GJIC capacity was
quantified by estimating fluorescence redistribution parameters. The functionality of GJIC was in
relation with the staining localization of phosphorylated Cx43 to the cell-cell contact areas, corre-
sponding to gap junctions between contacting cells. GJIC involvement in fluorescence restitution
after photobleaching was checked by a gap junction channel inhibition assay. We demonstrated
that the choice of the dye did not significantly influence the fluorescence recovery percentages de-
spite a cell line-dependent CFDA release, whereas it had an important impact on fluorescence ki-
netic profiles. This study reinforces the interest of the gap-FRAP approach to quantify modifica-
tions in the functionality of gap junctions and, above all, argues about the limits of CFDA for 3-D
future approaches.
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Most cells in multicellular organisms perform gap junc-
tional intercellular communication (GJIC). This is the only
form of direct contact between the cytoplasm of adjacent
cells. The juxtaposition of two half-channels, called con-
nexons, constitutes this junction. Each connexon is in-
serted into the cytoplasmic membrane of two neighbor-
ing cells. It is made up of six protein subunits called con-
nexins (Cx) that can be homomeric or heteromeric [1]. The
Cx family is composed of 21 types of proteins classified
according to their molecular weight. One cell type can ex-
press more than one Cx isoform [1]. For example, Cx32 is
found in the salivary gland [2], Cx26 in cochlea [3] and
larynx [4], and Cx43 is the most extensively expressed
subunit in human tissues, e.g., larynx [5, 6].
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Phosphorylation of Cx43 may be coupled to the as-
sembly of gap junction plaques, the generation of func-
tional channels [7], the regulation of channel pore size,
and open-state probability [8]. Phosphorylation is thought
to occur when nonphosphorylated Cx43 arrives at the cell
membrane [9]. Thus, changes in phosphorylation patterns
of Cx43 have been correlated with alterations in GJIC [10].
It is assumed that GJIC is of great importance in the reg-
ulation of development, differentiation, and growth. Ac-
tually, several physiological roles characterize them, in-
cluding electrical coupling [11], response of tissues to hor-
mones [12], regulation of embryonic development [13],
homeostasis [11], and regulation of cellular proliferation
[14]. A link between an impairment of intercellular com-
munication and the process of carcinogenesis also seems
to exist. Anomalies of communication have been ob-
served in numerous cancers in situ, showing the implica-
tion of Cx in the process of cancerogenesis [15]. The large
amount of in vitro and in vivo data which have been ac-
cumulated shows that GJIC is frequently altered in can-
cer cells irrespective of their tissue and species origins.
Hormones such as estrogens and progesterones have
been shown to regulate the expression of the Cx43 gene
[16], and the expression of Cx43 gap junctions in breast
cancer decreased with the stage of progression [17]. Pre-
vious studies indicated that the restoration of Cx43 can
reverse the transformed phenotype [18], suggesting that
a quantitative strategy to assess the GJIC functionality
between different cell types may be of biological value.

GJIC can have different meanings depending on the
technical approach used to estimate its functionality, e.g.,
electrical coupling or dye-transfer assay. In the case of
gap-fluorescence recovery after photobleaching (FRAP)
technique, the size as well as the chemical and biophysi-
cal properties of the tracers define the communication ca-
pacity and allow us to quantify this functionality even if
the tracers have no metabolic role. Nevertheless, in order
to distinguish with no doubt cells showing different ki-
netic profiles of fluorescence recovery after photobleach-
ing, the dye used must be highly relevant. Because of the
absence of any comparative study, it was assumed that
the choice of the dye did not influence fluorescence re-
distribution parameters. The present study reinforces the
interest of the gap-FRAP approach to quantify modifica-
tions in the functionality of GJIC in vitro (in monolayer cul-
tured cells) by comparing, for the first time, the results ob-
tained using two tracers. Calcein acetoxymethylester
(AM) and 5(6)-carboxyfluorescein diacetate (CFDA) were
chosen due to their differences, ie., molecular weight,
pK,, and the nature of the fluorochrome produced [19-21].
We compared fluorescence recovery parameters after
photobleaching in three cell types (human skin fibroblasts
and two human head and neck carcinoma cell lines, FaDu
and KB cells) characterized by different patterns of phos-
phorylated Cx43, leading to different GJIC capacities.

© 2007 Wiley-VCH Verlag CmbH & Co. KGah, Weinheim
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2 Materials and methods
2.1 Materials

Cell culture materials and fetal calf serum (FCS) were pur-
chased from Costar (Dutscher, Brumath, France). Other
culture media and additives were obtained from Life
Technologies (Gibco BRL, Cergy-Pontoise, France). CFDA
was obtained from Molecular Probes (Invitrogen, Cergy
Pontoise, France) and calcein AM from Sigma (St.
Quentin Fallavier, France). The mouse monoclonal an-
tiCx43 antibodies were obtained from BD transduction
laboratories (BD Biosciences, Le Pont de Claix, France).
AntiCx32 mouse mAb (reference 13-8200), antiCx43, and
antiCx26 rabbit polyclonal antibodies (71-0700, 71-0500)
were provided from Zymed Laboratories Inc. (Clini-
sciences, Montrouge, France). FITC-conjugated goat an-
tirabbit immunoglobulin (Ig) serum was purchased from
BD Biosciences. Antimouse and antirabbit IgG linked to
horseradish peroxidase were provided by Cell Signaling
Technology (Ozyme, Saint Quentin Yvelines, France). All
other chemicals were purchased from Sigma and were of
molecular biology grade.

2.2 Cell lines and culture

The human head and neck carcinoma cell lines (FaDu and
KB) were obtained from Professor A. Hanauske as part of
the EORTC Preclinical Therapeutic Models Group ex-
change program. CCD-1137Sk cells (human skin fibrob-
lasts) were provided from ATCC (CRL 2703). These three
cell lines were grown in RPMI 1640 complemented with
9% of FCS, 1% of L-glutamine, and 1% of penicilline/strep-
tomycine in a 37°C, 6% CO, atmosphere. The human um-
bilical vein endothelial cells (HUVEC) pooled from several
donors, used as positive controls of Cx43 expression, were
from Cambrex (Verviers, Belgium). HUVEC were routine-
ly grown in endothelial growth medium (EGM-2), con-
taining 2% FCS, growth factors, and supplements, and
maintained according to the manufacturer’s instructions.
Cancer cells and HUVEC were grown in 75 cm? plastic tis-
sue culture flasks and fibroblasts in 175 cm? flasks.

2.3 Expression of Cx43, Cx32, and Cx26 by Western blot

Protein separation by SDS-PAGE gel, and subsequent
Western blot analysis were performed to assess the ex-
pression of Cx43, Cx26, and Cx32 proteins. FaDu, KB,
HUVEC, and fibroblast monolayer cells were collected by
scraping, washed with ice-cold PBS and put at —-80°C for
30 min. Cells were then treated with lysis buffer contain-
ing 10 mM Tris-HCI, 1 mM ethylene diamine tetraacetic
acid (EDTA), 1% 3-[(3-cholamido-propyl)dimethylammo-
niol-1-propanesulfonate (CHAPS) and 0.5 mM phenyl-
methylsulfonyl fluoride (PMSF), and further centrifuged at
15 000 x g for 20 min. Total protein concentration was de-
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termined using DC protein assay (BioRad, Marnes-la-Co-
quette, France). Protein samples (7.5 pg) were heated to
95°C for 7 min in the presence of 5% 2-mercaptoethanol,
chilled on ice, and subjected to SDS-PAGE analysis, fol-
lowed by electrophoretic transfer to PVDF membranes.
Membranes were blocked with 1% Western blocking
reagent (Roche Diagnostics, Meylan, France) in TBS for
1 h at room temperature. Membranes were then incubat-
ed for 1 h at room temperature with an antiCx43 rabbit
mAb (1:1000) that reacts with both phosphorylated and
nonphosphorylated forms, an antiCx26 rabbit polyclonal
antibody (1:500) or antiCx32 mouse mAb (1:500) in 0.5%
Western blocking reagent in TBS. After several washes,
the blots were incubated for 1 h at room temperature with
a secondary antirabbit antibody IgG or an antimouse an-
tibody IgG linked to horseradish peroxidase (1:2000) in 5%
w/v nonfat dry milk in TBS containing Tween 20 (0.05%).
Bound antibody was detected using the ECL detection
system (Amersham Biosciences, Orsay, France) and visu-
alized by autoradiography. Membranes were stained with
CBB R-250 (BioRad) to check equal loading in each lane.

2.4 Localization of Cx43 by immunocytochemistry

We performed immunocytochemical analysis in order to
determine and compare the intracellular localization of
phosphorylated Cx43. Cells were plated on eight-well
glass chamber slides (Nunc, Dominique Dutscher,
France) at 3 x 10? cells/mL. After fixation in 5% para-
formaldehyde, cells were permeabilized with 0.5% Triton
X-100 (15 min, at room temperature for both steps). Cells
were blocked for 30 min in PBS containing 1% BSA and
then incubated with (1:50) dilution of antiCx43 mouse
mADb for 45 min, specific for the nonphosphorylated form,
followed by Cy5-conjugated goat antimouse Ig serum ex-
posure or with antiCx43 rabbit polyclonal antibody (1:50),
overnight at 4°C, followed by incubation with FITC-con-
jugated goat antirabbit IgG. In control slides, BSA re-
placed the primary antibody. Cells were visualized with a
Leica confocal microscope (SP2-AOBS Leica, TCS SP2-
AOBS, Germany). Images were obtained in XYZ planes,
with axial and lateral resolutions egqual to 285.8 and
159.5 nm, respectively. The global immunofluorescent
signal was analyzed and quantified using Matlab® soft-
ware from MathWorks Inc. (Sévres, France).

2.5 Estimation of CFDA and calcein AM usable
concentrations and loadingtimes

The loading times varied with the cell type, depending on
its surface/volume ratio and the amount of intracellular
esterases. Since excessive loading may result in incom-
plete hydrolysis, compartmentalization in organelles, cy-
totoxicity and phototoxicity, CFDA, and calcein AM con-
centrations and loading times need to be adapted for each
cell line.

52 © 2007 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim
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The stock solutions of CFDA and calcein AM were
prepared in dry DMSO at 6 and 2 mg/mL, respectively.
These solutions were protected from light. CFDA stock
solution was diluted to 1:1000 v/v with RPMI medium to
obtain a final concentration of 6 ng/mL and to 1:4000 v/v
for calcein AM for a final concentration of 0.5 pg/mL. The
diluted solutions were used immediately. At 37°C, differ-
ent loading times with CFDA or with calcein AM were
investigated. CFDA and calcein AM cytotoxicity were
measured using a 3-(4,5-dimethylthiazol-2-y1)-2,5-di-
phenyltetrazolium (MTT) assay. Briefly, cells were seeded
at an initial density of 5 x 10* cells/mL in 96-well microti-
tration plates. Forty-eight hours after plating, cells were
exposed for 1 h to CFDA or calcein AM at concentrations
varying from 4.0 to 32.5 pM or 0.5 to 10.0 pM, respective-
ly. After a 24-h incubation at 37°C, the medium was re-
moved, cells were washed three times with cold PBS, and
fresh RPMI was added. Each concentration was tested in
sextuplicate. As described previously [22], cell survival
was measured 24 h later by MTT test; 50 uL of 0.5% MTT
solution was added in each well and incubated for 3 h at
37°C to allow MTT metabolism. The formed formazan
crystals were dissolved by adding 50 pL of 25% sodium
dodecylsulfate solution per well and vigorous pipetting
was performed. Absorbance was measured at 540 nm us-
ing a Multiskan MCC/340 plate reader (Labsystem, Cer-
gy-Pontoise, France). Results were expressed as relative
absorbance to untreated controls.

2.6 Gap-FRAP

GJIC was quantitatively assessed in living cells by gap-
FRAP assay as previously described [23]. Cell lines were
plated on eight-well glass chamber slides at 3 x 107 cells/
mL, 72 h before performing FRAP experiments. The cells
were then loaded at 37°C with CFDA (13 uM, 15 min) or
with calcein AM (0.5 pM, 30 min). The dyes were retained
inside the cells due to their hydrolysis by cytoplasmic es-
terases into carboxyfluorescein (CF) or calcein, respec-
tively. Due to their low molecular weights (376 and 622 Da,
respectively), these have been shown to permeate gap
junction channels [24, 25]. After the loading process, the
cell culture slides were washed several times with RPMI
medium to remove the fluorochrome-ester and prevent
further dye loading during subsequent measurements.
FRAP was achieved using a confocal laser scanning
microscope, constituted by a reversed microscope
equipped with an argon laser source at 488 nm. The in-
tensity of the fluorescence signal was measured between
500 and 560 nm (emission band-pass filter) with a 63X ob-
jective (0il/1.32 NA). The laser output power was adjust-
ed to 13 uW for a prebleaching period of 150 s, then to
65 uW for 45 s to achieve sufficient photobleaching for flu-
orescence recovery observations, without causing visible
damage. Fluorescence recovery analysis was performed
for 900 s with a measure every 15 s, with the laser output
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power being adjusted to 13 pW, as controlled using a pow-
er meter (Newport models 2835-C).

2.7 Gap-FRAP analysis

The processing of the fluorescence recovery kinetics was
divided into several steps. First, a value was assigned to
the intensity of fluorescence measured in the target cell
before photobleaching and served as the reference value
to express the recovery of fluorescence. Then, for each
time point, the fluorescence intensity value measured on
the photobleached target cell was divided by the intensi-
ty value of the reference cell. For each experiment, a ref-
erence cell was chosen at the edge of the microscopic
field to account for the photodegradation caused by the
successive acquisitions and the leakage of the fluorescent
dye. Since the reference cell was unaffected by the laser
bleach, this ratio allowed us to correct for artifactual
changes in fluorescence intensity due primarily to photo-
bleaching caused by exposure of the whole field to the ex-
citation light source [26]. These ratios were plotted versus
time to display fluorescence recovery curves. These
curves were then fitted using a single exponential func-
tion. The exponential fluorescence recovery for the
bleached cells was analyzed by the following perturba-
tion—relaxation equation [27]:

F(t)= Fy+(F, - Fy)(1-e7/%) (1)

where t is the time (s) after photobleaching; F(t) is the nor-
malized fluorescence intensity (AU); F_ is the asymptotic
value to which the fluorescence intensity tends (AU); F, is
the theoretical fluorescence intensity estimated immedi-
ately (¢t = 0 s) after photobleaching. F|, is close to the ex-
perimental value (AU), according to the good fitting qual-
ity (R?>0.98); tis a time constant (s). A typical example of
such a curve is given in Fig. 1.

The transfer constant k = 1/7 was also calculated, and
then corrected by dividing by the number of cells con-
nected to the target cell.

Knowing the initial fluorescence intensity before pho-
tobleaching F, the mobile fraction (R) can be calculated
[28] according to the equation:

I, —Fy

F=%F

x100 (2)

Likewise, the percentages of recovery at 15 min [25]
and at t_ [29] are as follows:

%15=@x100 (3)
%m=@>€100 (4)

1
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2.8 Gap junction channel inhibition assay

Several reagents, particularly derivatives of the saponin
glycyrrhetinic acid (GA) appear to modulate GJIC by al-
tering the basal pattern of Cx phosphorylation [30]. To val-
idate the involvement of gap junctions in the phenome-
non of fluorescence recovery observed, we inhibited their
functionality. We tested the effect of 18 a-GA, which has
been shown to inhibit gap junctions coupling in many cell
types [31, 32]. 18 o-GA was added to the culture medium
at 100 uM [31] after CFDA or calcein AM exposure. Gap-
FRAP measurements were initiated 20 min after the treat-
ment with 18 o-GA. Measurements were done without
washing the medium. Control was performed on cells
marked with fluorescent dyes, without the addition of in-
hibitor.

2.9 Statistical analysis

Mann and Whitney U-test was used to check for the sig-
nificant level between independent variables. The level of
significance was set to p<0.05.

3 Results
3.1 Cxexpression

First, we assessed, by Western blot analysis the expres-
sion of Cx26, Cx32, and Cx43 proteins in FaDu, KB, and fi-
broblasts and in HUVEC used as positive control for Cx43
expression [33] (Fig. 1G). We observed no expression of
Cx26 and Cx32 (molecular weight of about 27-30 kDa as
previously described by Nagy et al. [34]) (data not shown).
Western blot of whole-cell extracts revealed the presence
of three immunoreactive isoforms of Cx43. These isoforms
slightly differed in molecular weight and migrated as one
smaller, nonphosphorylated isoform (P0O) and two larger,
phosphorylated isoforms (P1-P2) (Fig. 1G). Cx43 expres-
sion levels varied between cell lines with a high expres-
sion for fibroblasts and HUVEC compared to KB and FaDu
cells. Changes in phosphorylation patterns of Cx43 have
often been correlated with alterations in GJIC. To precise
the intracellular localization of the Cx43 phosphorylated
forms, Cx43 expression patterns were detected by im-
munocytochemistry. Representative immunofluorescent
staining images are given in Fig. 1. Using a polyclonal an-
tibody identifying both nonphosphorylated and phospho-
rylated forms, pictures showed fluorescent green spots at
the cell-cell borders in fibroblasts (Figs. 1A and B) and KB
cells (Figs. 1C and D), contrary to FaDu cells that dis-
played spots only around the nucleus (Figs. 1E and F). Us-
ing Matlab software, fluorescent-staining analysis of the
cell distribution for the phosphorylated Cx43 form was re-
lated to a membrane localization for KB (76%) compared
to a cytoplasmic localization for FaDu (vs. 3%). Due to their
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morphology, this approach was not feasible with fibrob-
lasts. Taking into account these different patterns of phos-
phorylated Cx43 distribution (to the cell-cell contact for fi-
broblasts and KB and in the cytoplasm for FaDu), we as-
sessed the functionality of GJIC.

3.2 Functionality of GJIC: FRAP results

Experiments yielding surviving cell fractions higher than
85% demonstrated that incubation of fibroblasts, KB, and
FaDu cells with CFDA concentrations up to 32.5 uM in-
duced no cytotoxicity for 24 h (data not shown). In con-
trast, calcein AM was cytotoxic at concentrations higher
than 1.0 pM. Therefore, nontoxic concentrations were
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Figure 1. Cell distribution of Cx43 pro-
teins by immunocytochemistry in fibro-
blasts (A, B), KB (C, D), and FaDu cells
(E, F). Immunofluorescent staining con-
ditions are described in Section 2. Light
transmitted (right column) and the cor-
responding fluorescence image (left col-
umn). Fluorescent green spots were ob-
served at the cell-cell borders in fibro-
blast and KB cells indicated by white
arrows (A, C), contrary to FaDu cells
displaying fluorescent spots only around
nucleus (E, F). Western blot analysis of
Cx43 expression (G). Nonphosphorylat-
ed (P0) and phosphorylated isoforms
(P1-P2) were expressed in fibroblasts
and HUVEC used as positive control.

fibroblast

-

used for further studies. Incubation of the three cell lines
with CFDA (13 uM; 15 min) or calcein AM (0.5 pM; 30 min)
led to the appropriate amount of each ester within cells
(Figs. 2 and 3). Once inside the cells, the tracer is hy-
drolyzed and the hydrophilic fluorescent derivative
formed is described as being retained by the cells. Gap-
FRAP experiments were then carried out. A labeled target
cell was photobleached by the scanning argon laser
beam. Fluorescence recovery was due to dye transport
across gap junctions. Fluorescence intensity according to
time was represented for a characteristic recording of the
intercellular communication for each cell type (Figs. 2 and
3). Unbleached dye molecules were redistributed to the
target cell from contacting cells junctions, in fibroblasts
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(Figs. 2C and 3C) and in KB cells (Figs. 2F and 3F). In con-
trast, only a weak probe recovery could be observed in the
target cell, in the case of the FaDu cell line (Figs. 2I and
31). Curves representing fluorescence within the target
cell as a function of time were normalized, in order to ac-
count for any heterogeneous dye loading, and to compare
measurements performed in the different cell types. Fig-
ure 4 shows typical kinetics of fluorescence recovery ob-
tained for each cell line with their corresponding fittings.
FaDu cells are characterized by a weak and slow fluores-
cence recovery compared to the two other cell types (Fig.
4). Fibroblasts and KB cells showed fluorescence recovery
and mobile fraction values that were comparable but
definitely higher than for FaDu cells, whatever the tracer

© 2007 Wiley-VCH Verlag CmbH & Co. KGah, Weinheim
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Figure 2. Representative images of fluo-
rescence restoration in fibroblasts
(A-C), KB (D-F), FaDu (G-1), and fi-
broblasts treated with a gap junction in-
hibitor {J-L). Each column introduces
the three specific steps: left column
shows recordings before photobleaching
after CFDA exposure; the middle col-
umn, acquisitions just after the photo-
bleaching time; and the right part, fluo-
rescence recoveries after 900 s. The
bleached CF molecules from one target-
ed cell are indicated by a white arrow,
FRAP was achieved using a confocal
laser scanning microscope, constituted
by a reversed microscope equipped with
an argon laser source at 488 nm. The
laser output power was adjusted to

65 pW for 45 s. Scale bars: 40 pm.

(CFDA or calcein AM) used (Table 1). In accordance with
the visualized gap junction plagues, fibroblasts and KB
cells were therefore validated as positive GJIC cells. De-
spite a cell line-dependent CFDA release, the choice of
the tracer did not significantly influence the fluorescence
recovery percentages. Nevertheless, the fluorescence ki-
netic profiles after photobleaching were quite different
depending on the tracer used (Fig. 4). Actually, to com-
pare transfer constants for each cell type, k values were
normalized by the number of cells. For the same cell line,
normalized k values measured with calcein AM were sig-
nificantly two-fold higher than those obtained with CFDA
(p<0.05, Table 1).
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Figure 3. Representative images of fluo-
rescence restoration in fibroblasts
(A-C), KB (D-F), FaDu (G-1), and fi-
broblasts treated with the gap junction
inhibitor (J-L). Each column introduces
the three specific steps: left column
shows recordings before photobleaching
after calcein AM exposure; the middle
column, acquisitions just after the pho-
tobleaching time; and the right part, flu-
orescence recoveries. The bleached cal-
cein molecules from one targeted cell
are indicated by a white arrow. FRAP ex-
periments as described for Fig. 2. Scale
bars: 40 pm.

Table 1. C)IC activity of FaDu, KB, and fibroblast cell types loaded with CFDA (A) and calcein AM (B). Fluorescence intensity values were normalized (see
materials and methods). Normalized k values correspond to the rate of molecules exchanged per minute between two connected cells.

(A) Cell type %15 % R k (min~) k Normalized (min~T)
Fibroblast (n = 9)¥ 34110 5117 69+18 0.075 +0.034 0.023 £0.011
KB (n=8) 31+£20 48 +10 70+16 0.068 +0.038 0.017 £0.011
FaDu (n=12) 5+4 7+5 1MN+3 < <

(B) Cell type %15 % R k (min7) k Normalized (min~")
Fibroblast (n =7) 48 +16 50+£18 83+22 0.22+0.12 0.047 +0.02
KB (n=6) 45+19 48+19 741 0.20+£0.08 0.036 +0.02
FaDu (n=8) 3+4 3£5 5+10 K K

a) Number of experiments.

b) SD.

c) Not determinable.
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3.3 18 a-glycyrrhetinic acid (18 a-ga) inhibits G)IC

In order to validate the functionality of Cx and their in-
volvement in the restitution of fluorescence after photo-
bleaching, we used a gap junction channel inhibition as-
say with 18 a-GA (Figs. 2 and 3J-L). GA derivatives in-

www.biotechnology-journal.com

hibit GJIC in a variety of cell types, offering the possibili-
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the dye tested, a significant inhibition of GJIC by more
than 85% was measured for the positive cells (fibroblasts
and KB cells), but no statistically significant decrease for
FaDu cells could be seen (Figs. 5A and B).

Figure 4. Kinetic profiles of raw and corrected fluorescence data. Typical fluorescence recovery curves with CFDA (left column) and calcein AM (right col-
umn) for fibroblasts (A, B), KB (C, D), and FaDu (E, F). Fluorescence recovery quantified with the following parameters (A): F, initial fluorescence intensity
value measured before photobleaching; F_, asymptotic value to which the fluorescence intensity tends; F,, theoretical fluorescence intensity estimated at
fluorescence intensity value measured at the end of the experiment (t = 15 min). Inset graphs illustrate fluorescence
recovery kinetics of nontreated data obtained from targeted cells (unbroken line) and control cells (dotted line).

t =0 s after photobleaching, and F

15¢

© 2007 Wiley-VCH Verlag CmbH & Co. KGah, Weinheim
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Figure 5. Mobile fraction values with or without GIC inhibitor (18 «-GA)
with CFDA (A) or calcein AM (B). GJIC functionality was performed 20
min after treatment with the inhibitor. The results represent the mean

+ SD of at least six separate experiments. Statistically significant differ-
ence from the control without inhibitor is indicated as *p<0.05.

4 Discussion

This study illustrates the interest of the gap-FRAP tech-
nique to quantify modifications in the capacity of GJIC re-
lated to Cx43 intracellular localization. Western blot analy-
sis and immunocytochemistry staining have been widely
described to assess Cx43 expression [35, 36]. With these
two complementary approaches, we argued that the
staining localization of Cx43 to the cell-cell contact sur-
faces was essential to discriminate cells. Fluorescent
green spots were observed at the cell—cell borders in fi-
broblasts and KB cells, but only around the nucleus in
FaDu cells. A perinuclear population of phosphorylated
Cx43 has been previously described [37]. Cx43 phospho-
rylated forms are usually concentrated in gap junctional
plagues (7], and GJIC functionality is related to the ex-
pression of phosphorylated Cx43 expression and their lo-
calization in the cell—cell contact areas, corresponding to

58 © 2007 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim
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gap junctions between contacting cells [38]. Nonphos-
phorylated Cx43 expression is often associated with the
cytoplasmic pool of available Cx43 proteins that would
normally be trafficked to the membrane [39]. Phosphory-
lation of Cx43 may be coupled to the assembly of gap junc-
tion plaques and to the formation of functional channels.
But phosphorylation of some amino acids of Cx43 could
also modulate GJIC in a negative manner. Several growth
factors and cytokines alter the phosphorylation status of
Cx43. Two serine/threonine protein kinase families, pro-
tein kinase C (PKC) and mitogen-activated protein kinase
(MAPK), have been connected to the phosphorylation of
Cx43, occurring together with decreased GJIC [40]. Phos-
phorylation of Cx43 could also be the consequence of the
action of some carcinogenic agents such as esters of
phorbol [41].

To follow the functionality of GJIC, we performed gap-
FRAP technique which showed some advantages such as
being noninvasive and easier and faster than other ap-
proaches like dye transfer or scrape loading [23]. The gap-
FRAP approach allowed us to quantify and compare GJIC
capacity between our characterized cell types. An expo-
nential fitting allowed to calculate the theoretical fluores-
cence intensity value within the target cell at t = 0 s, im-
mediately after the photobleaching period, a few seconds
before experimental measurements by the confocal sys-
tem could be made. Although a single exponential func-
tion is probably an oversimplification of the diffusion
events that underlie fluorescence recovery, it can give a
close fit of most data of this type [42]. In our case, the
residuals of the monoexponential fittings were random,
thus confirming the validity of the model. The choice to
compare the mobile fraction values rather than exclusive-
ly the percentages of recovery allows to normalize the flu-
orescence recovery ratios using the photobleaching rate.
Actually, an identical photobleaching protocol can lead to
different photobleaching percentages depending on the
cell type, resulting from either variability in optimal es-
terase activity or leakage of the fluorescent dye by active
transport [20]. Photodegradation variability can also be in-
creased by shorter loading times of the tracer. Fluores-
cence intensity measured just after photobleaching was
taken into account in the mobile fraction determination.
At equilibrium, fluorescence intensity was not equal to
unity as the dye could partly be sequestrated into com-
partments of adjacent cells and cannot, therefore, diffuse
toward the targeted cell [43].

Most studies that have been performed, either to dis-
tinguish or to evaluate GJIC in cells and tissue slices, have
used the fluorescence recovery percentage as the dis-
criminating parameter. It has been generally obtained
from a first postbleaching value to a specified experimen-
tal time or to a plateau value [25, 29, 44-46]. However, to
distinguish without any doubt, cells showing different ki-
netic profiles, the transfer constant (k) or the constant
time (7), obtained from the fitting, need to be assessed
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Table 2. Features of CFDA in comparison with calcein AM for gap FRAP assays

www.biotechnology-journal.com

Advantages Disadvantages
CFDAY Low cost
Widely used in gap FRAP assays [48] High spontaneous release [59)
Moderated fluorescence [58] Sensitivity to physiological pH range [52, 60]
Short time loading
High relative transfer constant High cost
Calcein AM®) Highly fluorescent [58] Long time loading

Well retained in cells [61]
Low pH sensitivity [62]

Potential photosensitizer for photodynamic therapy [63, 64]
Dark cytotoxicity cell line-dependent [65]

a) 5(6)-Carboxyfluorescein diacetate.
b) Calcein acetoxymethylester.

(Table 1). For example, in glioma cell lines, the extent of
recovery and 7 could evolve differently and complemen-
tarily [26]. Determination of the transfer constant k allows
us to compare the speed of the cell-cell exchange [47, 48].
However, as indicated by the corrected k values (Table 1),
a comparative analysis using transfer constant data re-
quires either normalization or a similar number of con-
nected cells to the bleached target cell [49].

To check the involvement of gap junctions in the fluo-
rescence restitution after photobleaching, we used a gap
junction channel inhibition assay. Derivatives of the agly-
cone saponin, isolated from the roots of the licorice gly-
cyrrhiza radix, have been reported to exert nontoxic, re-
versible inhibition of gap junction communication [32].
Goldberg et al. [50] and Guan et al [51] suggested that
18 -GA and 18 B-GA could alter intercellular communi-
cation as a consequence of altered connexon configura-
tion. GJIC capacity was significantly abolished in positive
cells exposed to 18 a-GA without a statistically signifi-
cant decrease for FaDu cells whatever the tracer (CFDA or
calcein AM) used.

We discovered that the choice of the dye influenced
the fluorescence kinetic profiles. Calcein AM and CFDA
were selected because they offered interesting physical
and chemical properties (Table 2). Several esterase sub-
strates have been commonly employed in gap-FRAP as-
says, but these two dyes prevail by their characteristics.
They derive from the structural modifications of fluores-
cein and, as such, exhibit fluorescence properties after es-
terases cleavage. Nevertheless, calcein AM is better re-
tained by cells, less sensitive to pH, and more sensitive to
photobleaching than CFDA [49]. In relation with its high-
er hydrophobicity and its lower molecular weight (460.4
Da vs. 994.9 Da for calcein AM), CFDA required shorter
loading times compared to calcein AM (15 vs. 30 min).
Calcein AM (pK = 5.0) is less sensitive to pH in the phys-
iological pH range compared to CFDA (pK_ = 6.4). Be-
sides, calcein is better retained in cells than CF due to its
six negative charges (vs. two positive charges) at pH 7. A
lower leakage could explain the higher relative transfer

© 2007 Wiley-VCH Verlag CmbH & Co. KGah, Weinheim

constant measured with calcein AM. Calcein AM and
CFDA have been widely used in vivo for pH measure-
ments [52], pharmacokinetic studies [53], lymphocyte mi-
grations [54], and angiography [55]. For gap-FRAP analy-
ses only calcein AM seems appropriate to allow a dis-
crimination between cells in short-time experiments and
to assess relative transfer constants in the case of a target
surface and not only a target cell. Very few studies have
been reported in the literature concerning GJIC studies
performed by gap-FRAP technique using confocal mi-
croscopy for a 3-D analysis in tissue organotypic slices
[29], and medial collateral ligament and cartilage [25, 46].
Development of a sophisticated device to apply gap-
FRAP on biopsies or in situ could be partly limited by the
choice of the tracer. CFDA, due to its high spontaneous
release, would not draw a clear frontier between the
loaded cells and the extracellular environment. Gap-FRAP
assay is certainly more simple, faster, and less invasive
than other techniques like microinjection [56] or scrape
loading for application on tissue [57).

This study confirms the interest of the gap-FRAP ap-
proach to quantify modifications in the capacity of gap
junctions and argues about the limits of CFDA for 3-D fu-
ture approaches, that are currently in progress.
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IV.2 DEVELOPPEMENT D'UN MODELE COMPORTEMENTAL POUR
ANALYSER LA TECHNIQUE DE GAP-FRAP DANS UNE CULTURE
TRIDIMENSIONNELLE, LE SPHEROIDE

L’équation perturbation-relaxation, décrite dans le paMe, est un modele de
cinétique du recouvrement de fluorescence des zones adjacentes vers une zone photoblanchie.
Sa fonction est de reproduire la réponse temporelle du recouvrement de fluorescence. I
n’explique pas la physique de diffusion de la calcéine via les jonctions gap

Apres avoir choisi la calcéine-AM pour un transfert potentiel de la techniqgapee
FRAP in vivo, I'étape suivante a consisté a développer un modele comportemental de
physique macroscopique pour I'analyse des données de recouvrement de fluor€deence
modde est une représentation simplifiée comparée aux modéles a dérivées partielles proposés
dans la littérature pour I'analyse de la technique de FRAP (Braeclarans2003).

Dans cet objectif, trois criteres ont été fixés :
La zone photoblanchie d’'un diamétre égal a 50um pour un transfert ultémieur
vivo via un systeme fibré.
Le modéle d’analyse développé doit, non seulement prendre en compte la
diffusion de la sonde fluorescente depuis les zones périphériques adjacentes
mais également, celle provenant des zones sous-jacentes vers la zone cible
photoblanchie.
Les parametres discriminant issus du modéle comportemental développé doivent
permettre une caractérisation des tissus en fonction de la fonctionnalité des

jonctions communicantes.

Une étude comparative du recouvrement de fluorescence pour des cultures en
monocouche (modele bidimensionnel) et en sphéroide (modéle tridimensionnel) d’environ
500um de diametre a été menée. Les lignées cellulaires KB et FaDu, décrites dans la partie
IV.1 ont également été sélectionnées pour cette approche.

Comme nous l'avons mis en évidence en monocouche (Voir piftie, la
distribution des Cx43 (par immunocytochimie) dans le modele sphéroide KB, est
principalement membranaire au niveau des zones de contact intercellulaire. A contrario, pour
les sphéroides FaDu, le marquage apparait non significatif alors qu’il était périnucléaire en
culture bidimensionnelle.

Apres avoir optimisé les conditions d’incorporation de la calcéine-AM pour la culture

en sphéroide (temps et température-dépendant), indépendamment du type cellulaire, le
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marquage s’est révelé d’intensité hétérogéne en surface, pouvant aller jusqu'a 80um de
profondeur. Indépendamment du type de culture (2-D & 3-D), la modélisation du
recouvrement de fluorescence est fondée sur des lois de mécanique des fluides. Les trois
zones (une cible et deux périphériques) sont décrites par un systéme de trois compartiments
interconnectés. De cette analyse, trois paramétres ont été isolés: k le rendement de
recouvrement de fluorescence a I'équilibre et deux constantes de temps (une rapide et une
lente), qui décrivent la vitesse de recouvrement. L'algorithme développé met en évidence la
relation entre chaque compartiment dans le processus de recouvrement de fluorescence en
intégrant la diffusion de la sonde depuis la périphérie comme valeur d’entrée vers la zone
cible.

Ce modéle, développé a partir d’équations difféelai, a montré sa capacité de
discrimination dépendant de la fonctionnalité des jonctiyaps En effet, pour les cultures de
cellules KB, positives pour I'expression des Cx43, k = 0,21, n=7 etk =0,18, n = 7, en
culture 2-D & 3-D, respectivement. Ces valeurs sont significativement supérieures a celles
des FaDu (k =-0,01, n =5 et k = 0,026, n = 6). L'absence de différence significative entre les
paramétres estimés pour les KB quelque soit le type de culture, confirme une contribution
négligeable des couches sous-jacentes lors de la mesure du recouvrement de fluorescence

dans un unique plan Z par microscopie confocale.

Cette étude est actuellement en révision pdturBpean Biophysical Journal et est présentée

dans les pages suivantes sous forme d’article.
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ABSTRACT

For gap-Fluorescence Recovery After Photobleaching (FRAP) analysis, perturbation-
relaxation equation (static model), corresponding to a single exponential function, is an
oversimplification of the diffusion events. A behavioral model was described to compare the
functionality of gap junctional intercellular communication (GJIC) for a 2-dimensional (D)
culture and a multicellular 3-D model. Criteria were imposed such as a targeted area of 50 um
for photobleaching and an analysis of the process from neighboring and underlying cells. We
compared the output variables (static gain and response times of the recovery kinetics) in KB
cells characterized by a positive connexin 43 expression and a GJIC capacity and negative
FaDu cells in monolayer cultured cells and spheroids. This system-engineering model based
on differential equations, showed its discrimination capacity according to the functionality of
GJIC. No significant differences were observed in relation with the culture type, checking the

negligible contribution from underlying layers for future in vivo application.
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I ntroduction

Developed in the 70s, the Fluorescence Recovery After Photobleaching (FRAP) technique is
based on the progressive increase of fluorescence intensity in a photobleaching area obtained
after an illumination with a laser beam. This enhancement corresponds to the gradual arrival
of intact fluorescent molecules towards the targeted zone (Reits and Neefjes 2001). This
widely used method is principally dedicated to study fluorescent constituents mobility in
cellular membranes and cytoplasm at microscopic scale (Lippincott-Schwartz and Patterson
2003). Exhaustive methods to analyze FRAP results were presented by &aarefGarrero

et al. 2003). Diffusion models for use with non scanning and scanning fluorescence
microscope have already been proposed (Axelrod et al. 1976; Kubitscheck et al. 1994) and 2-
D and 3-D models for confocal laser scanning microscopy (CLSM) were previously
developed, based on numerical approaches (Peters and Kubitscheck 1999; Wedekind et al.
1994). Finally, models with bleaching scanning and static laser beam have been described
(Blonk et al. 1993; Braeckmans et al. 2003; Braeckmans et al. 2007). Gap-FRAP technique
enlarges the FRAP technique to study the functionality of GJIC chamngtso (Wade et al.

1986). This is the main form for direct contact between cytoplasms of adjacent cells. Each
gap junction is made of twelve protein sub-units called connexins (Cx). Currently, several
physiological roles characterize them, including electrical coupling, the homeostasis
(Loewenstein 1981) and the balance of the cellular proliferation (Loewenstein and Kanno
1964). GJIC is also partially implicated in resistance in drugs and ionizing radiation by
contact effect between tumor cells in multicellular 3-D culture (Olive and Durand 1994). In
fact, to take into consideration the 3-D arrangement of solid tumors, multicellular spheroids
have been developed. This cellular model represents a quite practically growth and

organization of solid tumors and simulate much more precisely the cell-cell interactions
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(Santini and Rainaldi 1999). Spheroid are composed of necrotic, quiescent and proliferating
cells (Kunz-Schughart et al. 1998). The stable 3-D organization of spheroids is made possible
by intercellular membrane contact and intercellular communications such as gap junctions
(Dubessy et al. 2000). GJIC in spheroid was successfully measured by microinjection dye
transfer (Dertinger and Hilser 1984). Mono-exponential fitting is presently the main way to
analyzein vitro gap-FRAP responses in monolayer cultures (Deleze et al. 2001) and no
devoted modehas still been proposed. Very few studies have been reported in the literature
concerning GJIC studies performed by gap-FRAP technique for a 3-D analysis (Chi et al.
2005; Wentlandt et al. 2006). In these studies, fluorescence recovery percentage values
obtained by a perturbation-relaxation equation resulting from a classical single exponential
function, were selected as the discriminating parameter (Deleze et al. 2001). However, for
most 3-D analyses, this model is not close to the fluorescence recovery kinetics and finally, it
does not appear optimized. This paper describes for the first time, the development of a
system engineering model to evaluate pertinent output variables which are able to characterize
the functionality of GJIC in cells cultured as spheroid model. Classical fluorescence recovery
parameters were compared with the new output variables from the system engineering model

in cell types characterized by different GJIC capacities.

Materials and methods

Cdl lines and cell cultures

Cell culture materials were purchased from Costar (Dutscher, Brumath, France). Culture
media and additives were obtained from life technologies (Gibco BRL, Cergy-Pontoise,
France). Calcein acetoxymethylester (AM) was obtained from Sigma (St. Quentin Fallavier,
France). Anti-Cx43 rabbit polyclonal antibody was provided by Zymed Laboratories Inc

(Clinisciences, Montrouge, France). Fluoresceine Iso Thio Cyanate (FITC)-conjugated goat
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anti-rabbit immunoglobulin serum was purchased from BD Biosciences (Le Pont de Claix,
France). FaDu and KB, human head and neck carcinoma cell lines were grown i 75 cm
plastic tissue culture flasks with RPMI 1640 complemented with 9% of FCS, 1% of L-
Glutamine and 1% of penicilline/streptomycine in a 37°C, 5% a@osphere.

Multicellular spheroids were initiated by seeding 5.4igle FaDu and KB cells into 75 ém
flasks, previously coated with 1%agarose. After 3 days, aggregates were transferred to
250 ni spinner flasks (Integra Biosciences, Cergy-Pontoise, France) containing 100 mL of
culture medium. The flasks were placed on magnetic plates at 75 rpm in 5%nG@7°C
humidified atmosphere. Spheroid culture medium was changed every 2 days until they

reached 500 m in diameter.

Localization of Cx43 expression by immunohistochemistry

Immunohistochemical staining for spheroid was performed on 5 um fresh frozen tissue
sections with the use of thabbit polyclonal anti-Cx 43 antibody at a dilution 1/50. The slides
were fixed with formol, blockedith 1% bovine serum albumin (BSA) and goat serum for 1h

at room temperature; they were then sequentially incubated at 4°C for a night with anti-Cx43
rabbit polyclonal antibody (1/50) and secondary antibody, FITC-conjugated goat anti-rabbit

immunoglobulin (1/50) at room temperature for 45min.

Gap-FRAP experiments
For monolayer culture, cell lines were plated on 8-well glass chamber slides‘aedsifL,
72hbefore performed FRAP experiments. The cells were loaded for 15min at 37°C for 30min

at 37°C with calcein acetoxymethylester (AM) at 0.5 uM
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For spheroid culture, spheroids were loaded at 4°C for 2h with calcein AM at 0.5 uM then
rinsed and incubated at 37°C for 30min. Spheroids were observed in 4-well glass chamber
slides.

FRAP was achieved on a 50 um diameter region of interest (ROI) on proliferative rim using
CLSM (SP2 AOBS Leica), constituted by a reversed microscope equipped with an argon laser
source at 488 nm. Fluorescence intensity signal was measured between 500 and 560 nm. The
laser output power was adjusted to 30s for prebleaching period then during 15 iterations to
achieve a sufficient photobleaching for fluorescence recovery observations without causing
visible damage. Fluorescence recovery analysis was performed with a measure every 15s

during 900s.

Calcein distribution in spheroids

Labeled spheroids were frozen at -80°C and sectioned inim Sections. Slides were
observed under CLSM. The fluorescence intensity signal was measured between 500 and 560
nm. For macroscope analysis, loaded spheroids were observed with macroscope Leica
MacroFlud™ z6 APO A. Emitted fluorescence was collectéd a band-pass filter (560/40

nm).

Gap-FRAP analysis and System-engineering modeling

The recovery kinetics processing was divided into several steps. Firstly, a unitary value was
assigned to the intensity of fluorescence measured before photobleaching period and served as
reference value to express the recovery of fluorescence. For each time point, the fluorescence
intensity value measured on a targeted area (50 um) was divided by the intensity value of a
reference area (50 um) at the edge of the microscopic field. Since the reference area was

unaffected by the laser bleach, this ratio allowed us to correct for artifactual changes in

Abbaciet al., 2008 111



RESULTATS

fluorescence intensity due primarily to the photobleaching, resulting from the exposure of the
whole field to the excitation light source (Soroceanu et al. 2001). These ratios were
normalized and plotted versusne to display fluorescence recovery curves.

These curves were then fitted using a single exponential function. The exponential
fluorescence recovery for the bleached cells was analyzed by the following perturbation-
relaxation equation (Salmon et al. 1984):

F)=F, +(F.-F)a-e') (1)

wheret is the time (s) after photobleaching(t) is the normalized fluorescence intensity
(A.U.); F_ is the asymptotic value to which the fluorescence intensity tends (A&dJ9;the

theoretical fluorescence intensity estimated immediately (t=0s) after photoblea€hiigg.

close to the experimental value (A.U.), according to the good fitting qualityO(B8)

(Fig. 1a). ds a time constant (s). The transfer constant kwids also calculated.

Likewise, the percentage of recovery at 15 min (Chi et al. 2004) is defined as follows:

%, = (Fis — Fo)/F, %100 )

A system-engineering model of the gap-FRAP responses was studied. The latter was derived
from a macroscopic modeling in which three concentric compartments of the studied cell
population were described by a hydraulic system composed of interconnected tanks (Fig.1b).
The two connections between the tanks symbolized the exchange of calcein through the gap
junctions at the frontier between two adjacent compartments. In this analogy, fluorescence

intensities in the compartments were compared to level of calcein in the fictitious tanks.
Modeling assumptions

It was assumed that the calcein flows between the tanks were laminar, the leak outflows

proportional to the mean level of calcey dndyy,) in the tanksT,, andT and the flow of the
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dye by passive diffusion also contributed to fluorescence recovery. Based on these

assumptions and according to fluid mechanics layend y, obey to:

' % = 0 (Y (D) = i (D) i (1)

©)
Am % = axm (yx (t) - ym (t)) - ami (ym (t) - yi (t)) - amym (t)

with y,(0)=0 andy,(0) =y, as initial conditionsay, andam were flow coefficients of the

gap junctions, andr, and a; of the leak out. Parametefs and A, were the cross-sectional
areas of the tanks associated with the internal and middle compartments, respectively. In
practice,A; and A, were estimated as the number of pixels associated with cancer cells for
each compartment. The input variable (explanatory variable)ywasile y; characterized the
output variable (variable to explain). The relationship betwgeandy; was obtained by
removing after substitution the state variabldrpm (3):

1+ Tp)A+ TP Ly () =kly, () +cly,, (4)

where T; and T, were two time constants and the static gain.p denoted the time
differentiation operator defined bply(t) =dy/dt. c was a constant ang ,=vy,.(0). k, Ty

and T, were aggregate parameters of the flow coefficients ani, am anda;. k expressed the
fluorescence recovery yield at steady state. The determination of a parametric model
describing the fluorescence recovery kinetics through gap junctions by extracting information
from observations of input and output variables was a system identification problem (Walter

and and Pronzato 1997).
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Figure 1. (a) Typical fluorescence recovery curve. Fluorescence recovery quantified with the
following parametersk,, initial fluorescence intensity valud; , asymptotic value to which

the fluorescence intensity tend;, theoretical fluorescence intensity estimated at t=0 s after
photobleaching ané s, fluorescence intensity value measured at the end of the experiment
(t=15 min). Inset graph illustrates fluorescence recovery kinetic of non-treated data obtained
from targeted area (unbroken line) and control area (dotted line5ystem-engineering

model of the fluorescence recovery in gap-FRAP. FRAP was achieved on a 50 pum diameter
ROI (Di). Neighboring zonel§m), corresponding to a decrease of the fluorescence intensity
after photobleaching induced by the diffusion of light. Peripheral Zorewithout change of

the fluorescence intensity after the photobleaching period. The studied cell population was
split up into three concentric compartmern@s C,, andCy). By analogy in fluid mechanics,

GJIC between the compartments was described by a system composed of three interconnected
tanks, T;, T, and Ty, respectivelyy;, ym andy, denoted the mean value of the normalized
fluorescence intensities in the compartmeitsandT; illustrated the leak out of calcein from

Ci and G

Parameter estimation method
The lumped parameter model describedd)) was implemented in Matld (Mathworks
Inc.). The system identification method used was based on the Simplified Refined

Instrumental Variable (SRIVC) algorithm for continuous-time systems (Young and and

Jakeman 1980) implemented in the CONTSID toolbox for Matlab (Garnier 2008).

Satistical Analysis

Mann and Whitney U test was used to check for the significant level between independent

variables. The level of significance was set to p < 0.05.
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Results and Discussion

Cx43 expression distribution

We previously checked by western blot analysis of whole-cell extracts Cx43, Cx26 and Cx32
proteins expression in FaDu and KB cells revealing the presence of three immunoreactive
isoforms of Cx43 and no expression for Cx26 and Cx32 (Abbaci et al. 2007). Antibody
identifying both nonphosphorylated and phosphorylated forms, showed fluorescent green
zones at the KB cell-cell borders on the contrary, FaDu cells only displaying a non significant
distribution into the cytoplasm (Fig. 2a, b). Hence, compared to a monolayer culture, Cx43
distribution in KB and FaDu spheroids was closely similar. Hilser & Brummer described the
presence of gap junction plagues whatever spheroids age and size. A regulatory function of
GJIC linked to a growth in 3-D culture by coupled cells was proposed (Hulser and Brummer
1982). Competent cells in monolayer culture were still coupled in spheroid culture but GJIC
could be somewhat reduced (Hulser 1992). Knlieehal. observed in human bladder
carcinoma cells cultured as spheroids, a Cx26 expression lower than in corresponding
monolayer independently of the density of culture (Knuechel et al. 1996). Discrepancies
between monolayer and spheroids cultures were most likely due to higher cellular
differentiation in multicellular spheroids explained by physiological conditions in spheroids

more similar to the in vivo situation (Knuechel et al. 1996).
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A A

Figure 2. (a) Cell distribution of Cx43 proteins by immunocytochemistry in KB
(magnification X100) andb) in FaDu (magnification X40) spheroids. Light transmitted (right
column) and the corresponding fluorescence image (left colummunocytochemistry with
anti-Cx43 antibody revealed a cytoplasmic and membranar staining in KB spheroids. A
marked green staining was observed at the cell-cell borders indicated by white arrows on
contrary to FaDu spheroid<) (Representative images of fluorescence restoration in KB (a, b,
c) and FaDu (d, e, f) spheroids for a targeted area of 50 um diafrextearrovy. Each
column introduces the three specific steps of FRAP; left column shows recordings before
photobleaching after calcein AM exposure (a, d); the middle column, acquisitions just after
the photobleaching time (b, e) and the right part (c, f), fluorescence recoveries. Fluorescence
image and the corresponding transmitted light. Scale bar 100 um.

Calcein distribution in spheroids

A strong pattern of calcein fluorescence was observed in the outer rim of the KB spheroid
followed by a decrease from the surface until a depth of 80 um (Fig. 3a). Moreover, a
characteristic heterogeneous dye distribution was observed in the proliferative rim (Fig. 3c)
for both cell types. Hydrolysis of hydrophobic calcein AM by intracellular esterases produces
calcein, a hydrophilic fluorescent compound that is well-retained in the cell cytoplasm (Czyz
et al. 2000). We applied cold incubation protocol as recommended by Warterdbeaigeo
increase fluorescent dye incorporation. The authors showed an improvement of calcein AM

incorporation from 20 to 60 pm at 8°C in glioma spheroids. At low temperature, calcein AM

was able to diffuse deeper into the spheroid since enzyme activity became marginal
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(Wartenberg and Acker 1995)he stained rim corresponded to proliferative cefid aner

non stained but vital rim, the quiescent cells (Wartenberg and Acker 1995). We postulated
that calcein AM incorporation in spheroids was limited to proliferative cells. Distribution of
the calcein AM in MCF7 spheroids (diameter from 300 to 400 um) was also achieved by
Martin et al. (Martin et al. 2003). The incorporation was also confined to the spheroid
periphery (Martin et al. 2003) and as we observed a very low fluorescence intensity was
detectable for calcein at the depth of 80 um. Macroscopic images of FaDu spheroid loaded

with calcein AM, illustrate the peripheral distribution of the fluorescent dye (Fig. 3b).

Targeted Area Targeted Area
. S

Fluorescence Intensity (A.U.)

Flucrescence Intensity (A.U.)
g2 3 g 8 B

Distance {pm) Distance (pm}

Figure 3. (a) Fluorescence image of a typical 5 um thick frozen section of a KB spheroid
loaded with 0.5 uM calcein AM using CLSMy)(Macroscopic observation of an entire FaDu
spheroid loaded with calcein AMc)(Typical fluorescent dye distribution in the outer rim of

KB multicellular spheroid until a depth of 80 um along the Z-axis before the photobleaching
period. ¢l) Bleaching profiles in the vertical plane for the ROI (included between two black
arrows) and the neighboring zone. Each curve corresponds to an increment of 6 um from the
outer-most layer to a depth of 80 um.
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Gap-FRAP analysisin monolayer and 3-D cultures
Fluorescence recovery rates were interpreted as the dye diffusion across gap junctions.
Fluorescence intensity after photobleaching period was decreased in all marked cells localized
in the ROI from the outermost to the deepest layers (Fig. 2c). The unbleached dye molecules
were redistributed through gap junctions (validated with a gap junction channel inhibition
assay) from contacting KB cells (Abbaci et al. 2007). On the contrary for FaDu cells, no
fluorescent dye diffused from adjacent cells in the ROI (Fig. 2c).
Using the classical perturbation-relaxation equation (Deleze et al. 2001), we observed similar
gap-FRAP responses for each cell type under both monolayer and spheroid culture conditions
(Table 1) and the functional state of GJIC was in relation with Cx43 distribution. No
comparable cell morphology was observed for KB and FaDu spheroids in transmitted light
(Fig. 2c). Difficulty to analyze accurately fluorescence recovery data could be enhanced by
the specificity of gap junction communication often described in 3-D culture. Héllsér
describeda high packing density of cells in case of uncoupled cells such as HelLa whereas
coupled cells presented a structure closely packed with some intercellular space in spheroids
(Hulser 1992). Interestingly, variation in GJIC in 3-D culture of FaDu and KB cells could be
linked to their sensibility to drugs and ionizing radiations analyzed previously (Griffon-
Etienne et al. 1997)

Table 1. GJIC activity in monolayer and spheroid culture. Discriminating parameters were

obtainedby the perturbation-relaxation equation (Deleze et al. 2001). Fluorescence intensity
values were normalized before calculation.

Cdll line KB FaDu

Culturetype  Monolayer (n=7)% Spheroid (n=7) Monolayer (n=5) Spheroid (n=6)

%;s 10+4 13+5 0 1+1

k (min'®) 0.20 + 0.08 0.22 + 0.09 * *

Number of experiments
®SD
* Not determinable
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The SRIVC estimation method (Garnier 2008) for continuous-time models identification was
applied to gap-FRAP data (Fig. 4). Experiments were repeated at least five times. Among the
three lumped parameters of the tank model, the shortest time-cohstartt the static gaik

could be considered as suitable discriminators of the functionality of GJIC in a 3-D model.
Boxplots showed a statistically significant increasé& vélues in KB cells, checking that the
fluorescence recovery rate was greater in KB than in FaDu cells (p<0.001) (Fig. 4c). No
statistically significant difference appeared between monolayer and spheroid culture for both
cell types, leading to the conclusion that the underlayers cells had a negligible contribution in

the fluorescence recovery process.
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Figure 4. Kinetic profiles of raw and modeling fluorescence data for KB cel)jsMgasured

(red points) and model (blue solid line) responses of fluorescence recovery in the internal
compartmenty() in monolayer andb) spheroid culture. Model responses were computed
from the tank model. Fitting from perturbation-relaxation equation is presented in black
dotted line. (¢ Boxplots of the estimates parameterk déise static gain in cells cultured as a
monolayer (mono) and as spheroids (sphero).

Abbaciet al., 2008 119



RESULTATS

The perturbation-relaxation mod@&eleze et al. 2001), is a black-box kinetic model while the
lumped parameter model, ‘tank’ model defined(#), derives from a physical dynamic
model. The first one aimed only at fitting the observed response time while the second one
specified the cause-effect relationship based on a mechanical analogy. Moreover, the lumped
parameter model takes couplings and exchanges between the compartments through the gap
junctions. Accordingly, it provides new insights into the gaRAP phenomenon, showing

that the causal relationship between the fluorescence levels between photobleached and non-
photobleached zones was based on a second-order equation and not only on a mono-
exponential kinetic as assumed in the perturbation-relaxation model. However, in the case of
very different values for time constarfisandT, (e.g. magnitude 100) then the shortest time
constant can be neglected. Secondly, the ‘tank’ model takes into account variations in the
input variable ¥y) (concentration of calcein in the peripheral zone) which is not the case for
the perturbation-relaxation modeérhirdly, it was shown that the transient respons¢hef
fluorescence recovery depended on the calcein concentrgtignn the intermediate zone.
Hence, using the system engineering model, concentration gradient between the twhytanks (
and T;) was taken into consideration during all fluorescence recovery peflibdsROI was

limited to 50 um diameter bum fine, we observed that the light diffusion induced a slightly
decreased of the fluorescence intensity also in neighboring zone after the photobleaching
period (Fig. 1b). This aspect was ignored in the perturbation-relaxation model, which could
finally lead to erroneous estimations and conclusions.

Median static gain values for KB cells were equal to 0.21 and 0.18 in monolayer culture and

spheroids, respectively, indicating that the fluorescence restitution was limited (Table 2).
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Table 2. GJIC activity in monolayer and spheroid culture. Discriminating parameters were
obtainedby the system-engineering model. Fluorescence intensity values were normalized
before calculation.

Cdll line KB FaDu

Culturetype  Monolayer (n=7)% Spheroid (n=7) Monolayer (n=5) Spheroid (n=6)

k 0.21+0.1% 0.18 +0.08 0.01+0.04 0.03+0.01
T, (s) 66.8 +14.1 81.6 +46.5 257.2+174.8 138.9 +302.8
T2 (S) 613.6 + 184.7 561.7+173.9 430.3 £162.2 504.9 + 319.5

& Number of experiments
®Sb

Other molecules could interact with calcein and/or calcein could be sequestered into cellular
compartments preventing the diffusion. Petroratlial. described the trapping of calcein
inside mitochondria (Petronilli et al. 1999). Dye could be also aggregated or incorporated into
bigger complex. Membrane binding was demonstrated as being negligible (Kendall and
MacDonald 1982).

This system engineering model gives insight into diffusion phenomenon taking into account
the contribution of the peripheral zones to the photobleached area enlarged to several cells.
After the comparative study with calcein AM (Abbaci et al. 2007) and the development of a
behavioral model, the use of gap-FRAP to distinguish the functionality of GJIC on dissue

vivo is currently in progress.
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V.3 COMPARAISON DE LA FONCTIONNALITE DES JONCTIONS GAP DE LA
VESSIE SAINE ET TUMORALE CHEZ LE RAT PAR LA TECHNIQUE DE
GAP-FRAP

Dans cette derniére partie, nous avons étudié la faisabilité de transposer la technique de

gap-FRAP sur un tissex vivo. Pour atteindre cet objectif, le choix de I'organe a étudier s’est
fait selon trois critéres :

Pouvoir récupérer un organe entier afin de limiter I'invasivité liée au prélevement

tissulaire ;

Choisir un tissu semi-transparent et fin pour permettre son analyse par microscopie

confocale ;

Et, se caractériser par une communicatiap jonctionnelle positive (Haefligeat

al., 2002).

La technique descrape loading avait déja mis en évidence une communication
intercellulairegap jonctionnelle pour I'urothélium de la vessie ouverte aprés cystectomie mais
'estimation de la fonctionnalité des jonctiogap avait été faite aprés fixation des tissus
(Haefligeret al., 2002). Nos objectifs étaient de quantifier la fonctionnalité des jonajems
par la technique dgap-FRAP dand’organe entier ex vivo et, de comparer les capacités de
recouvrement de fluorescence dans un tissu sain et néoplasique pour évaluer le potentiel de la
technique pour afin de discriminer des tissus in vivo.

Notre choix s’est porté sur la vessie de rat avec une analyse de la fonctionnalité des
jonctions communicantes sur un urothélium sain mais aussi, pour des tumeurs orthotopiques
syngéniques sept jours suivant linstillation intravésicale de cellules de carcinome
transitionnel papillaire (AY27), modéle déja développé pour des études thérapeutiques dans
notre laboratoire.

Les cellules ont été marquées pour la premiére fois avec uneindacker, le SP-

Dil. L'utilisation de cette sonde, décrite dans la littérature potraté&king de cellules souches
et cellules endothéliales vivo (Kahler et al., 2007, Studengt al., 2002), a été optimisée
pour la visualisation par fluorescence des zones tumorales dans la vessie, une semaine suivant
induction. La spécificité de la sonde pour le tissu tumanalivo a été démontrée par la
colocalisation des zones fluorescentes avec les zones cancéreuses observées par HES

(Hematoxylin Eosin Saining) ainsi que par le maintien du ratio 1 : 1, étudié par cytométrie en
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flux, plusieurs jours aprés la coculturevitro de cellules AY27 non marquées et, marquées
avec le SP-Dil.

Pour les cellules AY27 cultivéem vitro, la distribution des Cx26 s’est révélée
principalement cytoplasmique, et le marquage des Cx43 non significatif, suggérant I'absence
de communication intercellulaire confirmée ensuite par la technique deRaP.

Le SYTO 17, déja décrit dans la littérature (Koedigal., 2003), a été sélectionné
pour lidentification histologique de l'urothélium par rapport aux autres couches. Le
marquagen vivo avec l'utilisation conjointe de la calcéine-AM (2 uM) et du SYTO 17 (10
KM) a été optimisé pour une instillation intravésicale pendant 1 heure. L'étude a permis de
mettre en évidence pour la calcéine, un marquage hétérogene dans la vessie saine et plus
intense dans les zones tumorales.

L'utilisation des paramétres discriminants pour un modele 3-D décrits dans la partie
IV.2 a montré une communication intercellulaire significativement plus élevée par la
technique degap-FRAP pour le tissu sain k = 0,64 comparée au tissu tumoral k = 0,33.
Aucune différence significative n'a été mise en évidence pour leofitrairement au 5T
(constantes de temps qui définissent le recouvrement de fluorescence) plus élevé pour la
tumeur.

En paralléle, la distribution des Cx26 et des Cx43, étudiée par immunohistochimie, s’est
révélée principalement membranaire pour l'urothélium sain tandis qu'un marquage diffus
avec une distribution cytoplasmique accompagnée de localisations membranaires hétérogénes
a eté mis en évidence pour les zones tumorales.

Cette étude a conforté I'intérét de I'approdfap-FRAP pour distinguer des tissus ayant
un systéme de communication intercelluladiéférente. Une application potentielle de la
technique pour le diagnostic du cancer de la vessie doit étre approfondie. L’évaluation de son

utilisation combinée avec la cystoscopie de fluorescence est une étape ultérieure.

Cette étude est actuellement soumise a publication. Elle est présentée dans les pages suivantes

sous forme d’article.
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Abstract

Many reports have suggested that altered gap junctional intercellular communication
(GJIC) capacity may give a growth advantage to malignant cells in rat bladder carcinogenesis.
We previously demonstrated the interest of the gap-FRAP (Fluorescence Recovery After
Photobleaching applied to cells connected through gap junctions) approach to quantify
modifications in the functionality of gap junctions in a multicellular 3-dimensional model.
GJIC in normal urothelium and in amthotopic rat bladder tumor model (instillation of AY-
27, rat bladder transitional cell carcinoma) was studkadvo using the gap-FRAP technique
in confocal microscopy. Normal and preconditioned urothelium expressed connexins (Cxs) at
the cell-cell contact sites. On the contrary, Cxs were exclusively expressed in the cytoplasm
of AY-27 cells suggesting the absence of GJIC confirmed by gap-FRAP rasuitso,
whereas eight days post-instillation, transitional cell carcinoma showed a discontinuous
staining of Cxs in membrane.
A simultaneous multi-color staining was realized using a fluorescent dye (SP-Dil) to track
tumors cells in the bladdex vivo (SP-Dil was not transferred to unlabelled neighboring cells
in vitro), a fluorescent marker (SYTO 17) to discriminate cell types in the entire organ, and
calcein acetoxymethylester to assess GJIC by the gap-FRAP technique. A statistically
significant difference in gap junctional communication was observed between normal
urothelium and transitional cell carcinoma of the rat bladder. This study reveals the interest of
gap-FRAP to differentiate the functionality of GJIC between normal urothelium and

transitional cell carcinoma in rat bladder ex vivo.

Key words: gap-FRAP, connexins, confocal microscopy, transitional cell carcinoma, rat

bladder
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INTRODUCTION

Bladder cancer is the second most common urologic maligradoye than 75% of
paient with this disease are diagnosed with a superficial cancer that is confined to the
mucosal and submucosal layers at the time of the initial evalifafinalysis, urine cytology
and white light cystoscopy are well accepted as usual methods for detecting bladdef cancer.
Transitional cell carcinoma of the bladder, which is limited to li@mina propria or
superficial in 80% of the cases, is characterized by a high recurrence rate up to 70% in the
three years following the first treatment. Of current interest is the development of new
fluorescence detection methods for bladder cancer. Fluorescence cystoscopy aims at
improving the visual contrast between tumor and normal tissue in order to obtain a precise
mapping of the diseased bladd@rBy fluorescence cystoscopy, Schmidbaeteal. showed
promising improvement in the detection of rat bladder cancer and carcimosita.’ One
limitation of fluorescence diagnosis is the variable specificity (33-71%).

Gap junction channels provide direct intercellular communication. A relation between
impairment of intercellular communication and the process of carcinogenesis seems’to exist.
® Indeed, the majority of malignant cells are characterized by a decrease or, more rarely, an
increase of the number and functionality of gap junctions, compared to their healthy
counterpart$® ** The great number o vitro andin vivo data which has been accumulated
illustrates that gap junctional intercellular communication (GJIC) is frequently modified in
cancer cells whatever their tissue and species origifiie juxtaposition of two half
channels, called connexons, constitutes a gap junttiBach connexon is inserted into the
cytoplasmic membrane and is made of six protein sub-units called connexins (Cx). The family
of the Cx is composed of 21 types of proteins classified according to their moleculariteight.

The flux of molecules through these channels includes the passive diffusion of small (< 1.0
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kDa) and hydrophilic molecules, such as metaboliags ATP), nutrients €.9. glucose), and
secondary messengeesy triphosphate inositol, ionic coupling, and’)d®

Expression of Cx proteins was detected in rat bladder carcirtbmag was correlated with
tumorigenicity, giving evidence that altered GJIC capacity and/or increased Cx expression
may give a growth advantage to malignant cells in rat bladder carcinogEr®ajsjunctions

were identified in cell layers of transitional urothelium in rat blatidend Cx26, Cx32 and
Cx43 expressions were observed in unequal levet®imaland malignant urotheliurfrom

human and rat bladd&t.*

We recently described the advantages and the limitations of commonly used methods
to assay the molecular permeability of GJIC such as fluorescent dye transfer techniques and
other methodsn vitro andin vivo.?° Scrape loading on opened rat bladder was achieved
successfully with GJIC estimation after tissue fixatfoin this approach, cells are scraped or
scratched in the presence of a gap junction permeable tracer, which becomes incorporated by
cells along the scrape. However, this method is not particularly well-suited for three-
dimensional (3-D) systems because this invasive method may introduce uncertainties in
quantifying dye transfer rates due to variations in cell-staining intensity after scrape f3ading.
Compared to scrape loading, the gap-FRAP (Fluorescence Recovery After Photobleaching
applied to cells interconnected through gap junctions) technique is known as a non invasive
and accurate quantitative technique. It enlarges the FRAP technique to study the functionality
of GJIC channelé’ In the case of gap-FRAP technique, the size, the chemical and biophysical
properties of the fluorescent molecules define the communication capacity, allowing to
quantify this functionality even if the tracers have no metabolic’fddefluorescent diffusion
tracer is first introduced at uniform concentration into all the cells in a tissue culture dish, and
a concentration gradient is created by photobleaching the fluorescence in one cell. If the

bleached cell communicates with neighbor cells by means of functional gap junction
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channels, relaxation of this concentration gradient is detected by monitoring the fluorescence
signal, using low-intensity excitation. Our group has used the gap-FRAP technique to
compare fluorescence recovery parameters after photobleaching in cell types characterized by
different patterns of phosphorylated Cx43, leading to different GJIC capacities, comparing
CFDA and calcein-AM. We demonstrated that calcein-AM seemed appropriate to allow a
discrimination in short time experiments and to assess a rate of transfer not limited to one
targeted cell but to a targeted surface in tissue anafysisystems-engineering model was

aso developed to evaluate pertinent output variables for characterizing the functionality of
GJIC in a multicellular 3-D modéf. This model, which is based on differential equations,
gives insight into diffusion phenomena taking into account the contribution of the peripheral
zones to the photobleached area and shows its discriminative capacity according to the
functionality of GJIC*

The objective of the present study is to quantify and compare GJIC between normal
urothelium and arorthotopic rat bladder tumor model after instillation of AY-27 cells.
Simultaneously with gap-FRAP analysis, we are able to track very efficiently infiltrative
tumor cells in an entire bladdex vivo and to distinguish cellular details of the urothelium.

For the first time, we optimized the use of the gap-FRAP technique on an entire organ ex vivo

by confocal laser scanning microscopy.

MATERIALS AND METHODS
Materials
Cell culture materials were purchased from Costar (Dutscher, Brumath, France).
Culture media and additives were obtained from life technologies (Gibco BRL, Cergy-
Pontoise, France), except for foetal calf serum (FCS), which was obtained from Costar. SP-

Dil and SYTO 17 were obtained from Molecular Probes (Invitrogen, Cergy Pontoise, France)
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and calcein acetoxymethylester (AM) from Sigma (St. Quentin Fallavier, France). Anti-Cx43
and anti-Cx26 rabbit polyclonal antibodies (71-0700, 71-0500) were provided from Zymed
Laboratories Inc (Clinisciences, Montrouge, France). FITC-conjugated goat anti-rabbit

immunoglobulin serum was purchased from BD Biosciences (Le Pont de Claix, France).

Cancer cell lines

The tumor cell line (AY-27) derived initially from carcinomas of the urinary bladder
induced in female Fischer (F344) rats fed continuously with N-{4-(5-Nitro-2-furyl)-2-
thiazolyl] formamidé®. This papillary transitional carcinoma AY-27 cell line was primarily
established by subcutaneous transplantation and subsequently established in cell culture. The
cell line was a generous gift to our laboratory from Drs S.Selman and J.Hampton of the
Medical College of Ohio (Toledo, OH).. KB, human head and neck carcinoma cell line was
obtained from Pr. A. Hanauske as part of the EORTC Preclinical Therapeutic Models Group
exchange program. Cancer cells were grown in 75ptastic tissue culture flasks containing
RPMI 1640 complemented with 9% of FCS, 1% of L-Glutamine and 1% of

penicilline/streptomycine in a 37°C, 5% g&tmosphere.

Bladder cancer cellslabelling with the fluorescent dye SP-Dil (CellTrackef")

The fluorescent dye SP-Dil (Dil derivative for long-term cellular labelling) (Molecular
Probed", Invitrogen) was dissolved in dimethylformamide to the concentration of 2.5
mg/mL. SP-Dil dye was then added directly to culture medium to a final concentration of
10pg/mL. It has an optical absorption maximum at 556 nm with peak emission at 573 nm.

After 5 days of culture, AY-27 cells were incubated with 15 ml of medium with SP-Dil in 75
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cn?’ plastic tissue culture flasks for 48 h. Then cells were washed with PBS incubated with

dye free medium for 4 h and used for in vivo and in vitro experinfénts.

Tumor cell implantation

Female Fischer 344 (F344) rats weighting (150-180 g) were purchased from Harlan,
laboratories (Gannat, France). Animal care and studies were performed according to the
European convention for the protection of Vertebrate Animals used for Experimental and
other Scientific Purposes, EU directives and The Law on Statute on Animal Experiments in
France. All experimental protocols were approved by the Committee for Care and use of
Animals in Experiments at the University of Nancy. Rats (2-3/cage) were maintained in
standard cages in isolators. Animals were housed with 12-hour light/dark cycle at 22-24°C
and 50% humidity, and they were administered with the diets and water ad libitum

The orthotopic bladder cancer was previously described by #iaa.>’ Briefly,
animals were anesthetized with intraperitoneal injection of 45 rifgpkgodium pentobarbital
(Sanofi, France) and body temperature was maintained with thermostatic blanket during
experiments. The rats bladders were catheterized with 14G intravenous cannula (TERUMO,
Surflo). Epithelial desquamation was performed using intravesical instillation of 0.5 mL HCI
(0.1N) during 15 secondes, and neutralized with 0.5 mL of NaOH (0.1N). Bladders were
washed and a bladder cell suspension, AY-27 loaded with the fluorescent dye SP-Dil (0.5 mL
containing 16 cells) was instilled intravesically for one hour. Gap-FRAP experiments were
carried out 8 days after the implantation of tumor cells. At that time, gross tumor could be
distinguished by direct vision but remaining areas of normal mucosa were still there.

For histological examination, bladders were fixed in an acetone-formaldehyde-alcohol
solution, embedded in paraffin, serially sectioned at 5 um. Slides were heated in an incubator

at 38°C for a night and then deparaffinized in toluene and hydrated in graded ethanol. After
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fluorescence SP-Dil observation, slides were stained with Haematoxyin-Eosin (H&E) for

histological examination.

Localization of Cx43 and Cx26 expression by immunocytochemistry

For the AY-27 cell line, we performed immunocytochemical analysis for determine
the staining localization of Cx43 and Cx26 forms at confluent monolayer culture. Cells were
plated on 8-well glass chamber slides (Nunc, Dominique Dutsher, Frain8e)d cells/mL.

After fixation in 5% paraformaldehyde, the cells were permeabilized with 0.5% Triton X-100
(15 min, room temperature for the two stages). Cells were blocked for 30 minutes in
phosphate buffered saline (PBS) containing 1% bovine serum albumine (BSA) and then,
incubated with (1:50) dilution of anti-Cx43 rabbit polyclonal antibody or (1:100) anti-Cx26
rabbit polyclonal antibody in overnight incubation at 4°C, followed by Fluorescein-
isothiocyanate (FITC)-conjugated goat anti-rabbit immunoglobulin (1:50). Control slides
were processed identically with BSA replacing the primary antibody. Cells were visualized
with a Leica confocal microscope system (SP2-AOBS Leica, TCS SP2-AOBS, Germany).

For bladder tissue, the organ was rapidly excised, embedded in tissue freezing medium
and quickly frozen. Samples were cryostat-sectioned into 5 pm thick slices and processed for
H&E staining or immunohistochemistry. The slides were fixed with formol (3%) and blocked
with 1% BSA for 1 hour at room temperature. They were then sequentially incubated at 4°C
for a night with (1:200) anti-Cx43 rabbit polyclonal antibody or (1:800) anti-Cx26 rabbit
polyclonal antibody in PBS containing 5% Rabbit serum and 1% BSA followed by secondary
antibody, FITC-conjugated goat anti-rabbit immunoglobulin (1:50) at room temperature for
45 minutes. Preparations were mounted with a fluorescent mounting medium
(Dakocytomation,Trappes, France). Sections were visualized with an epifluorescence

microscope (Olympus, AX 70, France).

Abbaciet al., 2008 133



RESULTATS

Gap-Fluorescence Recovery After Photobleaching (gap-FRAP) in AY-27 and KB monolayer
culturecells

The GJIC was quantitatively assessed in living cells by gap-FRAP assay as previously
described? Briefly, cells were plated on 8-well glass chamber slides af' 8dlB/mL, 72
hours before performed FRAP experiments. The stock solution of calcein-AM was prepared
in dry dimethyl sulfoxide (DMSO) at 2 mM and protected from light. The cells were loaded
for 30 minutes at 0.5 puM with calcein-AM at 37°C. The dye was retained due to the
hydrolysis by cytoplasmic esterases into calcein (excitation/emission maxima at 494/517 nm)
inside the cells. As a result of its low molecular weight (622 Da), the dye has been shown to
permeate gap junction chann&lsAfter the loading process, the cell culture slides were
washed several times with RPMI medium to remove the fluorochrome-ester and prevent
further dye loading during subsequent measurements.

FRAP was achieved using a confocal laser scanning microscope, constituted by an
inverted microscope equipped with an argon ion laser source operating at 488 nm. The
intensity of the fluorescence signal was measured between 500 and 560 nm with an objective
10X (dry/0.8NA) and numerical zoom 2X. The laser output power was adjusted to 30 seconds
for prebleaching period then during 25 seconds to achieve a sufficient photobleaching for
fluorescence recovery observations without causing visible damage. Fluorescence recovery

analysis was performed every 15 seconds for 900 seconds.

In vitro fluorescence labelling of AY-27
SP-Dil-labelled AY-27 cells were placed on 8-weldsg chamber slides at 1xX1€ells/mL.
Four days and 8 days after culture, AY-27 were loaded 30 minutes with SYTO-17 and

calcein-AM at 10 and 0.5 uM, respectively. Morphology and fluorescence intensities were
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assessed using confocal microscope with the following laser lines : calcein (excitation
wavelengthie= 488 nm; emission wavelength,=500-550 nm), SP-Dil },=543 nm;
Aenr=555-600 Nm), SYTO-17A{x =633 nm,Aer= 645-690 nm). Fluorescent signals, obtained
from the three dyes, were measured sequentially to avoid overlapping emission signals with

confocal microscope.

Coculture of AY-27 labelled with SP-Dil to measure cell-cell transfer

The fluorescence intensities of labelled and unlabelled AY-27 cells was measured
using flow cytometry technique (FACSCalibur, BD Biosciences) in order to check the
absence of dye transfer from labelled cells. Briefly, labelled and non labelled tumor cells were
cocultured at ratio 1:1, trypsinized after 4 days and subjected to flow cytometer analysis (

488 nm ken= 585+42 nm; fluorescence intensity).

Fluorescent dyes preparation and intravesical administration

As previously presented by Koerggal., cellular details of the entire urothelium can
be observed with SYTO 17 using confocal scanning microscopke fluorescent dye was
freshly diluted in sodium chloride 0.9% to a final concentration of 10 pM. Calcein-AM stock
solution was freshly diluted to 1:1 00®,f with sodium chloride 0.9% to obtain a final
concentration 2 uM. Animals were anesthetized and catheterized as previously described. 0.5
mL of calcein-AM and SYTO 17 were administered intravesically in normal or tumor bearing

rat bladders for 1 hour before measurements.

Gap-FRAP technique ex vivo
After fluorescent dyes intravesical administration, the animals were euthanized, the

bladder was inflated and a cystectomy was performed. The organ was opened using a scalpel
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blade with urothelium objective side. Acquisitions were achieved using a confocal laser
scanning microscope as previously described. Fluorescence imaging was performed using 633
nm excitation light for SYTO-17 to determine the depth of the focal plane of the urothelium
and subsequentially using 543 nm light in order to avoid cross-talk between the fluorescence
of SP-Dil and calcein. FRAP was achieved with an argon laser source operating at 488 nm.
The intensity of calcein fluorescence signal was measured between 500 and 550 nm with an
objective 40X (water/0.8NA). The laser output power was adjusted to 10 seconds during the
prebleaching period and then to full power during 15 iterations to achieve a sufficient
photobleaching for fluorescence recovery observations. The Fluorescence recovery was

monitored every 5 seconds for 50 seconds followed by every 10 seconds for 200 seconds.

Gap-FRAP analysis

For each experiment, a reference area was defined for measuring the photodegradation
caused by the successive acquisitions and the leakage of the fluorescent dye. The recovery
kinetics processing was divided into several steps. Firstly, a value of 1 was assigned to the
intensity of the fluorescence measured before the photobleaching period and served as the
reference value to express the recovery of fluorescence. For each time point, the fluorescence
intensity value measured on a targeted area was divided by the intensity value of a reference
area at the edge of the microscopic field. Since the reference area is unaffected by the laser
bleach, this ratio allowed us to correct for artifactual changes in fluorescence intensity due
primarily to photobleaching caused by exposure of the whole field to the excitation light
sourcé”® These ratios were normalized and plotted as a function of time to display
fluorescence recovery curves.

For the bladderex vivo, we previously described a systems-engineering model to

analyze accurately fluorescent dye diffusion through gap junctions in a 3-dimensional

Abbaciet al., 2008 136



RESULTATS

multicellular modef* The latter was derived from a macroscopic modeling in which
concentric compartments of the studied cell population were described by a hydraulic system
composed of interconnected tanks. The two connections between the tanks symbolized the
exchange of calcein through the gap junctions at the frontier between two adjacent
compartments. In this analogy, fluorescence intensities in the compartments were compared to
level of calcein in the fictitious tanks. It was assumed that the calcein flows between the tanks
were laminar, the leak outflows proportional to the mean level of calgeandy,,) in the
tanksT,, andT and the flow of the dye by passive diffusion also contributed to fluorescence
recovery. Based on these assumptions and according to fluid mechanicg kvas,, obey

to:
AL =, (7,0 -y, (0) -2y,

A = (31,00~ Y 0) = 0 (90 = D) = Y1)

D)

with y,(0)=0 and y,(0)=y,, as initial conditionsaym andan are flow coefficients of the

gap junctions, andr, and a; of the leak out. Parametefg and A, are the cross-sectional
areas of the tanks associated with the internal and middle compartments, respectively. In
practice,Ay and A, were estimated as the number of pixels associated with cancer cells for
each compartment. The input variable (explanatory variablg) while y; characterizes the
output variable (variable to be explained). The relationship betyeandy, was obtained by
removing the state variablg from (1) after substitution:

L+ TR)A+ TP Y, () =Kly, () +Cly, ()

where T; and T, are two time constants and the static gain.p denotes the time

differentiation operator defined byl y(t) =dy/dt. cis a constant ang_,=y,(0).k, T; and

T, are aggregate parameters of the flow coefficients ani, am and a.. k expresses the

Abbaciet al., 2008 137



RESULTATS

fluorescence recovery yield at steady state. The lumped parameter model des¢Bhedin

implemented in Matlal}’ (Mathworks Inc.).

Macroscopic observation of calcein distribution in entire bladder ex vivo

After intravesical administration of calcein-AM at 2 uM, animals with bladder tumor 10 days
post-induction were euthanized. The bladder was inflated and a cystectomy was performed.
The fluorescence distribution was examined in the inflated bladder with oxygen using

Olympus macroscope (MVX10 Olympus, France).

RESULTS
Connexin expression and functionality of GJIC in AY-27 monolayer culture cells
A cytoplasmic staining was found for Cx26 expression associated with a very low
Cx43 expression (Fig. 1) in AY-27 cells. As we previously reported, KB cells were used as
positive control for Cx43 expression and also for GJIC function&lifhe established AY-27
rat bladder transitional cell carcinomzell line was characterized by the absence of
fluorescence recovery after photobleaching (Fig. 1c), indicating that these cells did not

possess functional gap junctions in relation with their cytoplasmic Cxs localization in vitro.
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FIE 1- " diriution of Cx proteins by immunocytochemistry and typical kinetics of
fluorescence recovery after photobleaching by the gap-FRAP technique in confluent AY-27
cells. @ Cx26 and (b) Cx43 expression. Overlapping of transmitted light and fluorescence
images. For immunofluorescence staining and gap-FRAP technique seeMateléals &
Methods. (c) Fluorescence recovery curves with calcein-AM (0.5 uM) for AY-27 (in black)
and KB cells used as positive conffain blue) with monoexponential fitting (dotted line).
Characteristics of the tumor model

The orthotopic rat bladder transitional cell tumor model was described and
characterized by Xia@t al.?’ This model is highly reproducible and ideal for preclinical
studies on experimental intravesical approaches. After the labelling with the fluorescent cell
tracker SP-Dil, tumor cells were implanted by intravesical instillation. After induction, the
normal urothelium was still distinguishable, including superficial umbrella and intermediate
and basal cells (Fig. 2a). Nevertheless, to facilitate tumor seeding, the bladder mucosa was
conditioned with an acid rinse, leading to hyperplasia post-instillation (Fig. 2b) throughout the
entire bladder. Generalized tumor cell administration (global tumor instillation) resulted in
multiple superficial tumor8 localized owing to the specific fluorescence staining for SP-Dil

dye detected exclusively in tumor area (Fig. 2c, d). A positive signal can be also observed in

deeper areas corresponding to infiltrated labelled AY-27 cells.
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FIGURE 2 - (a) Histologic section of the rat bladder showing the normal urothelium (djth
umbrella cells;(2) intermediate cells(3) basal cells. (b) Histologic sections of the bladder
eight days after AY-27 tumor induction showing hyperplasia ar)dtransitional cell
carcinoma. (d) Fluorescence microscopy image of the tumor with the SP-Dil staining in red
(white rectangle) for the corresponding specimen (black rectangle in ¢
Localization of fluorescent dyesin vitro and ex vivo

In vitro, an intense labelling was observed four days after loading AY-27 cells with
SP-Dil (Fig. 3a). As the fluorescent dye distributed equally between the daughter cells after
each mitosis cycle, the fluorescence intensity decreased progressively as shown eight days
post-labelling (Fig. 3b). Calcein-AM and SYTO-17 stainings were not altered or limited by
the Dil derivative (Fig. 3c). Labelled and non-labelled papillary transitional carcinoma cells
were placed in a co-culture system during four days umdetro conditions. After four days

in co-culture, two populations of cells were clearly distinguished by their fluorescence using

flow cytometry (Fig. 3d). No transfer of the fluorescent dye was observed from labelled to
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unlabelled cells, confirming the specificity of SP-Dil as a cell trackemfeivo experiments.
SP-Dil was not transferred to neighboring cells since the dye is tightly bound to cellular
membrane$® **

Ex vivo, as expected no SP-Dil fluorescence was identified (Fig. 4b) in healthy
urothelium and an intense but heterogeneous staining of calcein was observed (Fig. 4d). Eight
days post-AY-27 cells instillation, tumor areas in bladgevivo were clearly distinguished
through the entire urothelium (Fig. 4f). Fluorescent dye instillation provided more intense
accumulation of calcein-AM in tumor tissue compared to healthy urothelium. A relationship
was observed between the intensity of calcein staining and SP-Dil cellular distribution (Fig.
4h) whereas an homogeneous staining of SYTO-17 was observed independently of
urothelium layers or cancerous tissue as shown Fig. 49 between basal cells and AY-27 cells.

A gross view of an inflated bladder was shown tens days after calcein-AM instillation
(Fig. 5a). The macroscopic observation validated that calcein-AM appeared preferentially
accumulated into the tumor tissue. Nevertheless, a vesiculisation of the dye appeared two

hours after the cystectomy (Fig. 5b).

Abbaciet al., 2008 141



RESULTA;S

d i

Counts

1C 1
Fluorescencéntensity

FIGURE 3 - Multi-color fluorescent stainingn vitro using a fluorescent dye (CellTrackér
SP-Dil) to track to AY-27 tumors cells, a fluorescent marker (SYTO 17) to distinguish
cellular details of the entire urothelium and calcein-AM to assess GJIC by gap-FRAP-(
Dil-labelled AY-27 cells four days post-labelling ar) €ight days post-labelling (in red)(

No restrictive calcein-AM (in green) and SYTO-17 (inset, in blue) uptake was reldjed. (
Flow cytometry measurement of SP-Dil labelled AY-27 cells four days after coculture with
non labelled cells at a ratio of 1:1.
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FIGURE 4 - Multi-color fluorescent staining showing normal urothelial cells and an orthotopic
rat bladder tumor in a rat bladdex vivo eight days after intravesical instillatiors, (€)
Transmitted light and the corresponding fluorescence images by confocal microdtopy: (
multi-color staining was applied using SP-Dit, ) SYTO 17; {, h) calcein-AM. For
fluorescent dye preparation and intravesical administration see Madenals & Methods.
Samples were imaged by confocal microscopy with the following laser characteristics: calcein
(Aex= 488 NM;Aer=500-550 nm); SP-DilXe,=543 nm;Aenr=555-600 nm); SYTO 17h{x =633

nm, Aen= 645-690 Nm). Yellow color indicates colocalization of SP-Dil and calcein-AM.
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FIGURE 5 - Macroscopic observation of an entire bladder inflated with airGfoss view of
the bladder tumor ten days post-induction. The opaque solitary tumor area was identified
(black rectangle).l) Calcein-AM distribution (2 uM administered intravesically for 1 hour)
in tumor tissue observed with the macroscope.
Connexin distribution in vivo

Cxs expression was observed in normal urothelium, preconditioned mucosa and
superficial bladder tumor. Cx26 plaques, localized to the cell-cell contact, were detected in
normal (Fig. 6a) and preconditioned mucosa (Fig. 6c). Normal urothelium was also found
strongly positive in Cx43 expression with an intense cytoplasmic and membrane staining (Fig.
6b, d). Eight days post-instillation, the transitional cell carcinoma showed a heterogeneous
staining pattern, predominantly cytoplasmic with few plaques occasionally observed (Fig. 6e,
f). Despite the fact that immunohistochemical evaluation gives only semi-quantitative

information of Cxs expression, these results indicated clearly a modifed expression of gap

junction proteins in thisrthotopic rat bladder tumor model compared to AY-27 cells in vitro.
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FIGURE 6 - Cell distribution of Cxs in rat bladder by immunohistochemistry. Cx26 (left
column) and Cx43 (right column) expression, ) in normal rat urothelium.c( d) in
preconditioned urothelium eight days post-treatment) {n transitional cell carcinoma eight
days post-induction. For immunohistochemistry staining conditions see Matfenals &
Methods. Acquisitions performed with fixed illumination settings.
GJIC urothelium analysis

The entire bladder was inflated, ligatured and excised for gap-FRAP assays. Labelled
urothelium was then photobleached by the argon laser beam in an area restricted to the
targeted region of interest. Fluorescence recoveries were interpreted as calcein transport

across gap junctions. In accordance with the visualized gap junction plaques, the entire

urothelium was validated as positive tissue in GJIC functionality (Fig. 7a). On the contrary, in
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the tumor tissue eight days post-induction, a very low redistribution of the dye through gap
junctions was measured (Fig. 7b). Interestingly, after calcein photobleaching in the region of

interest, we observed the remaining red fluorescence corresponding to SP-Dil-positive

staining (Fig. 7b).
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FIGURE 7 - Gap junctional intercellular communication capacity determined using the gap-
FRAP technique in rat bladdex vivo. (a) Representative images of fluorescence restoration
during gap-FRAP in healthy urotheliunb)(in SP-Dil-labelled AY-27 tumor cells (in red).

Each column introduces the three specific steps; first column shows recordings before
photobleaching after calcein-AM exposure (2 uM) by intravesical instillation for 1 hour
before measurements (in green); second column, acquisitions just after the photobleaching
period and third column, fluorescence recoveries performed every 5 seconds for 50 seconds
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followed by every 10 seconds for 200 seconds. The bleached calcein molecules from one
targeted region of interest (50 um) are indicated by a red arrow. Yellow color on merged
images indicates colocalization of calcein-AM and SP-[i).Mean fluorescence recovery
kinetics for healthy urothelium (n=6, straight line) fitted using a single exponential fufiction
(dash line) and SP-Dil-labelled AY-27 tumor cells (n=9, dash dot line). Data points show the
mean * s.d.. (dBoxplots of the estimated parameters between the normal urothelium and the
AY-27 orthotopic rat bladder tumor model such as the statickgawo time constant¥; and

T,. For gap-FRAP analysis see under Materials & Methods.

Among the three lumped parameters of the tank m@lelhe time-constants and the
static gaink parameter (kcan be considered as suitable discriminators of the functionality of
GJIC in a 3-D modél? Hence, gap-FRAP results revealed a statistically significant decrease
of the static gain in the transitional cell carcinoma (n=9) compared to the healthy urothelium
(n=6) (0.329versus 0.639, respectively; p<0.027), checking that the fluorescence recovery
rates were greater in the normal urothelium than in the AY-27 orthotopic rat bladder tumor

model. No significant difference was calculated fit values however highT2 time

constantsharacterized also the tumor tissue (Fig. 7d).

DISCUSSION

The use of fluorescence cystoscopy in the diagnosis and management of bladder
cancer improves the visual contrast between tumor and normal tissue. Indeed, fluorescence
cystoscopy has the potential to identify premalignant lesions and shows promising
improvement in the detection of rat bladder cancer and carcinoma in situ. However, one major
limitation is the variable specificity related to false-positive fluorescence of benign tissue.
This study reveals the interest of the gap-FRAP approach in the diagnosis of bladder cancer.
We compared and quantified GJIC between the normal rat urothelium and an orthotopic rat
bladder tumor modetx vivo using this technique. Normal rat urothelium was validated as
positive tissue in GJIC functionality and conversely for the transitional cell carcinoma eight

days post-instillation. Nevertheless, to facilitate tumor seeding, the mucosa was pre-treated
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with an acid rinse leading to hyperplasia post-induction throughout the entire bladder. An
alteration of the gap-junctional communication in the hyperplastic tissue is not excluded. As
very often described in the literature, regeneration of the urothelium after pre-treatment was
associated with mucosal irregularities, resulting from hyperplastic areas and small
inflammatory healingd® ** No qualitative variation of Cxs expression was observed in
relation with the inflammatory process for healthy pre-treated urothelium (data not shown).
As no specific labelling was used to distinguish the inflammatory process, GJIC results were
limited to non pre-treated bladders compared with Sp-Dil tumor areas from treated bladders.
According to Chansoret al., gap junctions and Cxs do participate in the inflammatory
respons¥. An influence was revealed in response to photodynamic therapy of normal
urothelium and bladder wall in healthy and tumor bearing rats after global acid pre-treatment
and instillation®

An in vitro study comparing human malignant and normal urothelial cells
demonstrated a significant decrease of Cx26 mMRNA expression and no GJIC in malignant
human urothelial cells evaluated by scrape loatfir@x43 mRNA expression was not related
to GJIC functionality. The authors suggested that alterations in the regulation of Cx26
expression were associated with and might contribute to the malignant phenotype in bladder
cancer:’ Connexin expression in 40 human bladder tumor and 5 normal urothelial specimens
by immunohistochemistry demonstrated an abnormal expression of Cx26 with a decrease in
70% of the case®.The authors suggested that lower expression of Cx26 is an early event in
the development of bladder cancer.

As mentioned in the literature, after AY-27 cells intravesical instillation, cancer cells
retained all their original characteristics without squamous differentigtiénlow protein
expression of Cx43 and Cx26 was observed in AY-27 cytosuitro. Interestingly, AY-27

rat bladder transitional cell carcinoma model showed no intercellular communication by the
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gap-FRAP technique contrary to other rat bladder tumor cell lines studigtio by scrape
loading™*

The gap-FRAP method gives quantitative information about gap junctional
communication. We observed a relationship between the intensity of calcein-AM staining and
SP-Dil cellular distribution. Macroscopic observation also validated that calcein-AM
preferentially accumulates in the transitional cell carcinoma. As false positive responses with
calcein-AM labelling could be detected, this fluorescent dye does not selectively target
transitional cell carcinoma. SP-Dil fluorescent dye was previously described to specifically
track mesenchymal stem cells premixed with melanoma cells to tumor stroma forfhation.
Kéahleret al. showedthat endothelial progenitor cells, tracked with SP-Dil until 9 days after
intravenous injection, participated to re-establish endothelial integrity after lung hjury.
Tracking cancer cells after SP-Dil labelling is a significant way to distinguish tumor tissue
area from urothelium by fluorescence microscopy several days after instillation. To assess the
GJIC capacity in the tumor tissue, the region of interest was selected according to
fluorescence of the SP-Dil dye. As shown by flow cytometry and byntli@o experiments
red fluorescence originated only from SP-Dil labelled tumor cells. The use of intravesical acid
aminolevulinic (ALA) and hexaminolevulinate (HAL) for fluorescence diagnosis of bladder
carcinoma lesions is commonly knothALA and HAL are precursors in the heme
biosynthetic pathway, inducing intracellular accumulation of endogenous protoporphyrin IX
(PpIX). The fluorescence excitatigpectrum of PplX shows five peaks at 408, 510, 543, 583
and 633 nm and emission peaks at 635 and 69% fiime gap-FRAP technique using calcein-

AM might be applied in combination with fluorescence cystoscopy to improve the detection
of urothelial carcinoman situ. In vivo application of gap-FRAP technique would require a
system based on fiber optics, such as endoscopic confocal microscopy or a dedicated spectral

analysis system which could be combined with fluorescence endo¥copy.
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V. SYNTHESE GENERALE DES RESULTATS

Des mécanismes divers sont a l'origine de la diminution de la communication
intercellulaire lors du processus de cancérogenese. La technique de gap-FRAP, méthode de
mesure du couplage intercellulaire, permet de mettre en évidence ce phénomene. Le défi
majeur que Nous pProposons pour cette technique est son utilisatdo pour évaluer la
communication intercellulaire dans des conditions pathologiques. Or, en premier lieu cette

étude de faisabilité pour un transfert vens Vivo s’est avérée essentielle.

Dansune premiére partie, nous avons déterminé quel traceur fluorescent traduisait
au mieux la communication intercellulaire. Une étuddtro de la technique dgap-FRAP a
étéréalisée sur des fibroblastes (CCD-1137sk) et sur des cellules de carcinome épidermoide
oropharyngée, KB et Fadu cultivées en monocouche. L'expression des Cx26 et Cx32 s’est
révélée négative pour ces lignées. Nous avons aussi mis en évidence une expression marquée
en Cx43 phosphorylée pour les fibroblastes et les cellules KB, associée a une localisation
membranaire au niveau des zones de contact ou de plaques intercellulaires. Par opposition, les
cellules FaDu présentaient une distribution diffuse des Cx43 dans la région périnucléaire.
Nous avons ensuite réalisé une étude comparant deux sondes fluorescentes, la calcéine
acetoxymethylester (AM) et le carboxyfluorescéine diacetate (CFDA) par la technique de
gap-FRAP pour ces mémes lignées cellulaires. Les sondes fluorescentes se sont redistribuées
de facon massive dans la cellule cible photoblanchie en diffusant par les jorgamns
(confirmé par l'utilisation d’'un inhibiteur) pour les fibroblastes et les cellules KB, tandis
gu’un recouvrement de fluorescence 7 fois plus faible, a été mesuré pour les cellules FaDu.
Les cinétiques de recouvrement de fluorescence étaient significativement modifiées selon le
traceur utilisé (2 fois plus rapide avec la calcéine), alors que les pourcentages de
recouvrement de fluorescence restaient quant a eux comparables, malgré une libération
extracellulaire du CFDA lignée dépendante. L’ensemble de ces résultats nous a permis de
sélectionner la calcéine-AM comme étant le traceur le plus approprié pour des

expérimentations sur tissus.
Dans uneseconde partie,nous avons développé un modele d’ingénierie systéeme

adapté a des mesures tridimensionnelles et au photoblanchiment d’une zone et non plus d’'une

cellule. Une étude comparative des données obtenues pour des mémes protocoles de
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photoblanchiment et de recouvrement appligmégtro, soit a une culture en monocouche,

soit en trois dimensions sur sphéroides de cellules FaDu et KB a été menée. Le recouvrement
de fluorescence s’est révélé positif pour les KB et négatif pour les FaDu quelque soit le type
de culture. De facon similaire a la culture 2-D, I'étude de la distribution en Cx43 dans les
cultures tridimensionnelles a présenté un marquage intense, localisé au niveau des zones de
contact intercellulaire pour les cellules KB par opposition aux cellules FaDu ou le marquage
apparaissait faible et non significatif dans le cytoplasme. Nous avons développé un modeéle de
physique macroscopique adapté aux données expérimentales obtenues, proposant de
nouveaux parametres explicatifs du phénomene de diffusion, significatifs du recouvrement et
prenant en compte la contribution des zones périphériques de la zone cible photoblanchie dans
la restitution de fluorescence. Le nouveau modele décrit, nous a permis de mettre en évidence

une participation négligeable des couches sous jacentes pour la culture 3-D en sphéroides.

La derniere partie de I'étude a consisté en la transposition, I'optimisation et la
validation de la technique dgp-FRAP sur un tiss@x vivo, la vessie saine de rat et avec
induction par un modeéle tumoral orthotopique syngénique. Cette induction a été obtenue par
instillation intravésicale de cellules de carcinome transitionnel papillaire (AY27).

Tout d’abord, nous nous sommes attachés a caractériser la lignée cellulaire AY27, en culture
cellulaire monocouche, en terme d’expression des Cx26 et Cx43 et de la fonctionnalité des
jonctionsgap. Une expression uniquement cytoplasmique pour la Cx26 a été observée ainsi
gu'une absence de communication intercellulaire, contrairement a ce qui était rapporté
jusqu’alors dans la littérature, pour d'autres lignées cancéreuses vésicales de rat. De plus
aucune expression significative n’a été mesurée pour la Cx43. Au niveau de 'urothélium sain
de rat, la technique dsecrape loading avait déja mis en évidence une communication
intercellulaire gap jonctionnelle pour l'urothélium apres cystectomie, une analyse en
microscopie apres fixation des tissus (Haefligeal., 2002). Cependant, aucune étude n'a
décrit la possibilité d'utiliser la technique dep-FRAP pour évaluer le fonctionnement des
jonctions gap sur la vessie de rat. Nous avons évalué l'efficacité de la technique de gap-FRAP
pour discriminer un urothélium sain d’une tumeur vésicale avec un degré de communication
intercellulaire modifié. La corrélation entre la distribution des Cx26 et des Cx43, et
I'histologie des tissus a été réalisée par immunohistochimie. Dans le cas de la tumeur, la
localisation de I'expression des Cx26 et Cx43 était principalement cytoplasmique avec un
marquage membranaire hétérogéne et discontinu. Pour s’assurer une discrimination des zones

tumorales et saines par I'imagerie de fluorescence, nous avons optimisé les conditions de
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marquagein vivo en instillant des cellules cancéreuses, préalablement marquées avec une
sonde fluorescente, le SP-Dil, visible apres 8 jours de croissance tumorale. Le recouvrement
de fluorescence était positif pour le tissu sain. En accord avec la distribution des Cx26 et
Cx43 observée dans les zones cancéreuses, le couplage intercefldidir@taitinférieur a

celui mesuré pour I'urothélium sain. Ces résultats ont mis en évidence l'intérét potentiel de la
technique degap-FRAP comme méthode de diagnostic, qui peut apparaitre comme une
approche complémentaire au diagnostic par fluorescence induite dans le cas du cancer de la

vessie.
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VI CONCLUSION ET PERSPECTIVES

Ce travail de thése s’inscrit dans le développement d’'une nouvelle méthode optiqgue de
caractérisation des tissus dans la perspective de détection de cancer. Il ne s’agissait pas ici
d’obtenir une information dite « statique », basée sur les différences morphologiques ou sur
les propriétés d’autofluorescence des tissus, mais plutét d’acquérir une information dite
« fonctionnelle », basée sur une connaissance de la modification de la communication
intercellulaire d’'un tissu cancéreux par rapport au tissu sain homologue (&edhe2006).

La technique dgap-FRAP présentait les qualités prometteuses pour apporter une réponse sur
la fonctionnalité des jonctiorgap et ainsi, permettre une transpositiarvivo. L'information
guantitative apportée par les courbes de recouvrement de fluorescence ainsi que I'approche

non invasive de la méthode en ont fait un candidat dont la faisabilité in situ a été évaluée.

Notre objectif de travail s’est alors divisé en trois parties pour transposer et faire évoluer vers
le tissu les conditions d'utilisation usuelle de la techniquegageFRAP : le choix dela

sonde fluorescente, la méthode de calcul et le suivi de la fonctionnalité sur tissu pour une
discrimination. Le microscope confocal a été I'élément technique resté constant pour notre
étude.

Le théme des connexines et de la communication intercellgairgonctionnelle, qui a été

initié avec ce travail de these, était un nouveau sujet au sein du laboratoire. Pour mener a bien
ces travaux, nous sommes passés de cultures monocouche et tridimengionitetiex des
mesuresex vivo sur des vessies de rat avec des tumeurs orthotopiques syngéniques. Les
conclusions des deux premiéres étapes ont été basédssstomparaisons, soit de sondes
fluorescentes déja décrites dans la littérature, soit de méthodes de calculs dites classiques
(Wadeet al., 1986), avec de nouveaux parameétres que nous proposions. L'analyse de la zone
photoblanchie et des zones périphériques participant au recouvrement de fluorescence, nous a
permis de mettre au point ce modéle de physique macroscopique. Ce chapitre a mis en avant
I'approche pluridisciplinaire que nécessite la techniqugageFRAP pour une exploitation
rigoureuse des résultats. Du fait du temps qu’a nécessité I'optimisation du marquage et du
protocole d’acquisition pour la vessie, les résultats doivent étre confirmés sur un
échantillonnage plus grand d’autres lignées présentant des niveaux de communication

différents pour confirmer I'efficacité de la méthode.
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L’étude des sondes fluorescentes présentée dans ce travail est basée sur la comparaison des
courbes de recouvrement de lignées sauvages. Bien que nous ayons évalué I'expression et la
localisation des formes de Cx les plus étudiées (Cx26, Cx32 et Cx43), la présence d’autres
Cxs potentielles, de sélectivité et perméabilité différentes, reste possible. Ainsi, les différences
observées pour les cinétiques de recouvrement de fluorescence en fonction de la calcéine-AM
et du CFDA pour chaque lignée, pourraient aussi s’expliquer en partie par d’'autres Cxs. La
sélectivité par rapport a la taille et la charge ionique du traceur est décrite dans la littérature et
induit une affinité pour les jonctiorgap en fonction de la nature des Cxs qui la composent
(Veenstra, 1996). Une étude menée avec des cellules de type Hela (carcinome du col de
I'utérus), connues pour étre déficientes en jonctigeys (Eckertet al., 1993), transfectées

avec une Cx donnée ou l'utilisation de lignée cellulaire dont I'expression des Cxs est inhibée,
pourrait permettre une comparaison du recouvrement de fluorescence en fonction de la sonde
fluorescente de maniere plus pertinente (Hentati-Ksibi, 1999). La permeéabilité des jonctions
gap en fonction de la nature des Cxs qui les compose, a été caractérisée paetEfaag
transfectant des cellules HeLa avec des Cxs murines pour des sondes utilisées en

microinjection tel que léucifer yellow (Elfganget al., 1995).

Le choix de lecalcéine-AM pour une étude de la communication intercellulairévo, a mis

en évidence un marquage significatif de I'urothélium aprés instillation intravésicale. Une
vésiculisation du produit, certainement dans les mitochondries, est également visible dans
’heure qui suit le marquage. Petronidii al. ont décrit la séquestration de la calcéine a
I'intérieur des mitochondries pour les hépatocytes, les cellules Hela, les lignées cellulaires
d’hépatome (MH1C1) et de rein (NRK) aprés un marquage avec sa forme ester a 1 uM
(Petronilli et al., 1999). La liaison de la calcéine aux membranes cellulaires est négligeable
(Kendallet al., 1982). D’autres parametres pour l'utilisation de la calcéine-AM dans la vessie
chez I'animal, doivent encore étre déterminés telles que sa biodistribution, sa toxicité, son
innocuité et la clairance du produit par I'organisme. Le potentiel diagnostic de la calcéine a
déja été analysé a titre expérimental pour I'angiographie rétinienne par injection intraveineuse
chez le lapin et les primates (Faegal., 1990), ainsi que chez le rat pour I'étude de
I'altération de barriere hémato-rétinienne laorophotométrie du vitré (Golshamt al.,

1994). Son élimination plus lente de la circulation comparée a la fluorescéine sodique permet
la visualisation détaillée de la vascularisation rétinienne. L'intérét de la sonde a également été
déemontré pour I'application simultanée de I'angiographie avec la photocoagulation au laser

permettant une vérification directe de I'occlusion vasculaire (Fearad., 1990). D’autres
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étudesn vivo ont décrit I'utilisation de la calcéine pour I'étude du tissu osseux nouvellement
synthétisé chez le rat (Patadti al., 1997) et ont déterminé les effets du glucose sur la

pharmacocinétique de la sonde fluorescente chez la souris aprés injection intra-veineuse.

L'effet délétere de I'énergiedoit étre évalué a long terme sur les zones photoblanchies apres
un marquage des cellules avec la calcéine-AM. Le réglage de la puissance d’irradiation au
microscope confocal est empirique puisqu’il est basé sur une valeur en pourcentage de la
puissance fournie par le systeme. L'impact du photoblanchiment sur le métabolisme des
cellules pourra étre estimé en ajoutant au milieu un agent a la fois fluorescent et intercalant de
I'ADN tel que le propidium iodide ou en marquant les cellules avec une sonde de poids
moléculaire supérieur a la limite de diffusion par les jonctions gap. Le marquage de ’ADN ou
la diffusion de la molécule vers les cellules adjacentes traduira une modification de I'intégrité

membranaire des cellules ciblées.

De nombreux modeles mathématiques et de connaissance ont été décrits pour la technique de
FRAP depuis celui développé par Axelrod en 1976 (Axelrod et al., 1976). L'analyse des
données se fait par l'utilisation d’'une fonction monoexponentielle. Le développement
modéle d’ingénierie systemgedécrit dans ce travail de these, est basé sur les données
obtenues avant et apres photoblanchiment. La zone cible et périphérique, dont la
communication intercellulaire et traduite par les parametres & T, ont été transposées en
compartiments. Nous avons démontré lintérét d’étendre l'analyse du recouvrement de
fluorescence, en intégrant la participation des zones voisines pour caractériser la diffusion du
traceur. Cette méthode nous a permis également de comparer pour la premiére fois, la
communication intercellulaire dans un modele 2-D et 3-D en fonction des zones adjacentes et
de la région photoblanchie. La prochaine étape de la modélisatgapdtRAP est’'analyse

des courbes de photoblanchimentLa décroissance de la fluorescence dans la zone cible
dépend directement du nombre de jonctions communicantes par lesquelles la sonde
fluorescente va diffusgrour compenser la photodégradation de la calcéine a cette étape. Une
discrimination des cellules est donc eégalement possible pendant le photoblanchiment. Chaque
phase du protocole de la technique ghp-FRAP pourrait étre prise en compte pour
I'évaluation de la fonctionnalité des jonctions communicantes. Un algorithme permettant le

calcul de parameétres associés au photoblanchiment pourrait compléter ceux déja proposés.
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Nous avons démontré la faisabilité de la techniqugapge=RAP ex vivo avec une instillation

de la sonde fluorescenite vivo. Le choix du modeéle préclinique, déja utilisé au sein de notre
laboratoire, nous a permis d’obtenir efficacement des tumeurs multiples. Cependant, le
conditionnement chimique qui précede linduction globale, entraime réaction
inflammatoire importante observée par analyse histologique, encore visible dans le chorion
et dans certaines zones de l'urothélium, sept jours aprés le début de la croissance tumorale.
L'inflammation pourrait constituer une limite de la technique gip-FRAP pour la
discrimination de tissu. L'expression des Cxs est cependant apparue comparable au niveau du
tissu sain préconditionné, indépendamment des régions inflammatoiresodéie vesical
chimio-induit, entrainant le développement de tumeurs transitionnelles et/ou épidermoide,
présenterait un intérét certain, mais ce carcinogene ne devrait pas étre un inhibiteur de
jonctions communicantes. Une induction chimique, via [linitiateur le N-butyl-N-(4-
hydroxybutyl)nitrosamine (BBN), est obtenu lentement aprés la fin de l'ingestion selon la
dose administrée et la durée du traitement (Oleédad., 1977, Zhang et al., 1998a). Le
développement de tumeurs de type épidermoide et transitionnelle, a partir d’'un urothélium
non altéré pour des rats traités au BBN, peut étre considéré comme attractif (Herman et al.,
1985, Fukushima et al., 1976). La bibliographie existante ne décrit pas l'influence du BBN
sur la communication intercellulaire. L’influence de linitiateur sur la fonctionnalité des

jonctionsgap du tissu sain devrait étre déterminée.

Pour la méme raison qu’en biopsie chirurgicale, il n'est pas envisageable d'utiliser la
technique dgap-FRAP point par point sur un organe entier. La mesure de la communication
intercellulaire sur des zones non suspectes en lumiére blanche par leur morphologie est le réel
intérét d’'une telle méthode. L'utilisation de cette approche pourrait étre complémentaire
d’'une méthode de diagnostic déja existante. Dans le cas du cardim@hede la vessie,
l'utilisation du diagnostic par fluorescence induitereprésente I'une des avancées majeures

en urologie depuis ces dix dernieres années (Kausch et al., 2006). Une utilisation comparative
de ces deux techniques permettrait d’évaluer dans un premier temps, la sensibilité et la
spécificité de cette approche pour la détection de cancer. Prochainement, le remplacement du
SYTO 17 et du SP-Dil par une instillatiod ALA ou HALA, précurseurs de la
protoporphyrine IX (PpIX) (bande d’absorption : 390-420 nm et émission : 635 et 695nm) et
de calcéine-AM qui produit la calcéine (excitation: 494nm et émission : 517nm), nous
permettrait de caractériser la complémentarité de la technioqgepd€RAP avec la détection

de carcinome par fluorescente induite.
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Approches instrumentales

Deux stratégies pourraient étre proposées pour appliquer cette technique sur le patient. La
premiere consisterait en I'utilisation dertacroscopie confocale fiboréecomme décrit partie

Il, en associant une aide a l'interprétation des données par l'imagerie de fluorescence. Elle
devrait prendre en compte la sélection d’'une zone témoin, choisie par I'opérateur, pour
corriger le photoblanchiment di aux éclairements successifs de la zone cible. L'instrument le
plus adapté actuellement a I'application de cette technique serait, selon nos sources, le Cell-
Vizio (MKT). Pour autant, il serait nécessaire de lui apporter plusieurs modifications
matérielles (optique, €lectronique et informatique) pour lui permettre de transmettre
alternativement les intensités de lumiére ainsi que les résultats du traitement des signaux de
fluorescence provenant des zones cible et témoin. La sélection cible/témoin s’effectuerait au
niveau de son capteur optique qui, modifié en conséquence a partir de son faisceau
multifibres, comprendrait 2 groupements de fibres dédiés, a la cible pour I'un et au témoin
pour l'autre. Ces modifications devraient également permettre de transmettre deux intensités
de lumiére distinctes : intensités fortes pour provoquer le photoblanchiment de la zone cible ;
intensités faibles pour réaliser la mesure du recouvrement des zones cible et témoin. La
conservation du positionnement du capteur sur les sites durant toute la durée de la mesure
nécessiterait de la part du praticien, une correction manuelle, du fait de la fréquente motilité
des milieux organiques susceptibles d’étre examinés, ainsi que probablement, d’'un traitement
informatique de recalage d’'images, pour obtenir une analyse convenable du recouvrement de
fluorescence. La seconde stratégie, plus simple a réaliser car ne faisant pas appel a 'imagerie,
consisterait en la mise en ceuvre d’'une instrumentation spécifiqgue, a base d’'une source laser
diode, reliée a un capteur optique constitué exclusivement de deux fibres : une premiére fibre
dédiée a la zone cible, la seconde a la zone témoin. Cette méthode devrait pouvoir étre
couplée a I'endoscopie, par exemple a la cystoscopie de fluorescence pour le diagnostic de
tumeurs de la vessie.

Une pré-étude a été initiee pour permettre d’apprécier les potentiels de cette démarche,
essentiellement au niveau des sensibilités des capteurs pressentis pour étre intégrés a cette
technique. Le but n’était pas d’effectuer des mesures de recouvrement de fluorescence mais
d’éclairer entierement un sphéroide de diametretBO@ I'aide d’une fibre optique de gt

de diametre de cceur afin de provoquer son photoblanchiment progressif suite a I'émission
d'une lumiére laser d'intensité de faible puissance (quelques dizaines de nW) émettant

précisément des séquences d'impulsions courtes (500ms) et de pause (4500ms). Le traitement
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des données consistait a retracer la courbe d'atténuation de fluorescence en fonction des
séquences d’éclairements pour apprécier son évolution. Pour ce faire, une instrumentation a
I'échelle maquette de laboratoire a été réalisée au sein de I'équipe de recherche. Cette
instrumentation était équipée des modules suivants: un laser Argon (Beam Lock —
SPECTRA-PHYSICS) réglé a la longueur d’'onde de 488 nm, un micromanipulateur, une
fibre optique (silice/silice, SEDI) de ffh de diametre de cceur, un filtre dichroique passe-
haut de 495 nm (FF495-DIO2, THORLABS) placé devant I'entrée d'un spectrometre
(USB2000, IDIL SPECTRALINE), un montage électronique et un programme informatique
spécifiguement développés au laboratoire pour réaliser les expériences.

L’'optimisation du paramétre temps pour I'évaluation de la fonctionnalité des jonctions
communicantes par la technique de gap-FRAP nécessitera a la fois une durée de
photoblanchiment minimisée par une excitation laser suffisante sans endommager le tissu,
ainsi gu'une information significative déduite des premieres valeurs du recouvrement de
fluorescence. Un cahier des charges ainsi qu'un synoptique ont été proposés figure 22. La
conception de l'instrument serait basée sur I'utilisation d’'une diode laser argon émettant a
488nm, et du capteur de type CPM choisi, de plusieurs fibres optiques réservées pour une
part, a des zones cibles et pour une autre part, a des zones témoins, ainsi que de I'électronique
et de linformatique de commande d’actionneurs (shutters, moteurs, etc.), de réglage de la
puissance d’émission de lumiére laser, du séquencage, de l'acquisition et du traitement des

données.
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Figure 22 : Vue d’ensemble du synoptique de l'instrument propose, dédié a la technique
endoscopique fibrée de gap-FRAP.

L’étude de linstrument a en partie été réalisée au niveau opto-mécanique et électronique.
Reste l'informatique et surtout le concept du capteur optique, qui est l'une des clés
essentielles de cet outil car il doit étre de type endoscope et pouvoir se placer aisément sur la
zone tissulaire a examiner. Il devra probablement posséder une distribution géométrique de
plusieurs micro-fenétres cibles/témoins, a définir pour une surface propre a chaque type

d’organe, pour lequel cette technique pourra étre appliquée.
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ABSTRACT

Gap junctional intercellular communication (GJIC) has been shown to be involved in the carcinogenesis process.
Gap-FRAP (Fluorescence Recovery After Photobleaching) technique could be used to estimate gap junctions
functionality and their potential involvement for distinguish normal and cancer cells. In this study, the gap-
FRAP technique was used to analyse functional gap-junction-mediated communication for cell lines with
different GJIC status. Gap-FRAP data and connexin 43 protein expression decreased for FaDu cancer cell line,
in contrast to fibroblast and KB positives cell lines. To check the involvement and functionality of gap junctions

in the restitution of the fluorescence after photobleaching, we used a gap junction channel inhibition assay with
18 a-glycyrrhetinic acid. Our results indicate that the degree of gap junctional intercellular communication could
be estimated by this techniqirevitro.

Keywords: gap junction, gap-FRAP, connexin 43

INTRODUCTION

Gap junction channels provide a direct intercellular communication. The juxtaposition of two half channels,
called connexons, constitutes this junction. Each connexon is inserted into the cytoplasmic membrane of two
neighbouring cells. It is made of six protein sub-units called connexins (Cx) [1]. The family of the Cx is
composed of 21 types of proteins classified according to their molecular weight [2]. The Cx43 is the protein sub-
unit the most extensively expressed in human tissues. A link between an impairment of intercellular
communication and the process of carcinogenesis seems to be defined. In fact, the majority of malignant cells are
characterized by a decrease of the number and functionality of gap junctions, compared to their healthy
counterparts [3, 4]. The distinction between cancerous and healthy cell populations appears possible in studying
functionality of gap junction channels.

We used the gap-FRAP (Fluorescence Recovery After Photobleaching) technique which enlarges the FRAP
technique to study the functionality of gap junctional intercellular communication channels [5]. After exposure
with a specific fluorescent tracar vitro, a gradient of concentration is generated, followed by a light irradiation
leading to dye photobleaching in the targeted cell. If the tracer is hydrophilic and its molecular weight lower than
1.2 kDa, the relaxation of concentration gradient means that the dye intercellular flux was made by gap junctions
[6].

In this study, we have used FRAP approach, which has been validated as a reliable technique to analyse
functional gap-junction-mediated communication, because of several advantages that it offers over alternative
techniques. To investigate the relationship between intercellular communication of fibroblast cells and two head
and neck carcinoma cell lines, FRAP was used to detect function of gap junctional intercellular communication
(GJic).
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MATERIALS AND METHODS

MATERIALS

Cell culture materials were purchased from Costar (Dutscher, Brumath, France). Culture media and additives
were obtained from life technologies (Gibco BRL, Cergy-Pontoise, France) except for foetal calf serum (FCS),
which was obtained from Costar. 5(6)-carboxyfluorescein diacetate (CFDA) was obtained from Molecular
Probes (Invitrogen, Cergy Pontoise, France). Anti-Cx43 mouse monoclonal antibody (reference number 13-
8300) and Cy5-conjugated goat anti-mouse immunoglobulin serum were provided from Zymed Laboratories Inc
(Clinisciences, Montrouge, France).

All others chemicals were purchased from Sigma (St. Quentin Fallavier, France) and were of molecular biology
grade.

CELL LINES AND CELL CULTURE

FaDu and KB, human head and neck carcinoma cell lines were obtained from Pr. A. Hanauske as part of the
EORTC Preclinical Therapeutic Models Group exchange program. Fibroblast cells (CCD-1137Sk) were
provided from ATCC (CRL 2703). Cancer cell lines were grown in 75om fibroblasts in 175 chplastic

tissue culture flasks. All cell lines were grown in RPMI 1640 complemented with 9% of heat inactivated fetal
calf serum, 1% of L-Glutamine and 1% of penicilline/streptomycine.

The co-culture (fibroblast and FaDu) was optimized with a fixed number of fibroblasts ¢élistmL), mixed

with FaDu at a cell numbeatio of 1:1 and 1:0.5, and cultured for 48 h [7].

IMMUNOCYTOCHEMISTRY FOR CX43 DETECTION

Cells were plated on 8-well glass chamber slides af'@lIl§/mL Cultures were fixed in 4% paraformaldehyde

for 15 min and then permeabilized with 0.5% Triton X-100 for 15 min. The cells were incubatetisyith
dilution of anti-Cx43 mouse monoclonal antibody for 45 min, specific for the nonphosphorylated form of Cx43
followed by Cy5-conjugated goat anti-mouse immunoglobulin serum exposure for 45 min. Cultures were
analysed with a confocal microscope (SP2-AOBS Leica TCS SP2-AOBS, Germany).

GAP-FLUORESCENCE RECOVERY AFTER PHOTOBLEACHING (GAP-FRAP)

The cells were loaded for 15 min at 37°C with 5(6)-carboxyfluorescein diacetate (5,6 CFDA, 6ug/mL). Inside
the cells, the dye is retained due to the hydrolysis by cytoplasmic esterases (Fig. 1) into 5(6)- carboxyfluorescein

(5.6 CF) [8].
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Figure 1: Hydrolysis of 5(6)-carboxyfluorescein diacetate (5,6 CFDA) into 5(6)-carboxyfluorescein (5,6 CF).

FRAP was achieved using a confocal laser scanning microscope (SP2-AOBS Leica TCS SP2-AOBS, Germany),
constituted by a reversed microscope (LEICA DMIRE2 HC Fluo TCS égBjpped with an argon laser source
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at 488nm. The intensity of the fluorescence signal was measured between 500 and 560 nm (emission band-pass
filter) with an objective 63X (0il/1.32 NA). The laser power was measured in the focus plane by a power meter
(Newport models 2835-C). The laser output power was adjusted to 65 uW during 45 s and 13 pW during 15 min
for cells photobleaching and fluorescence recovery analysis, respectively.

The exponential fluorescence recovery for bleached cells was analyzed by perturbation-relaxation equation [9],
fitting the function with nonlinear least squares fitter for normalized experimental data:

F(t) = Fo+ (Feo - FO)(L—e™"/7) (1)

F(t) is the normalized fluorescence intensity at time t after photobleaé¢hings the asymptotic value to which
the fluorescence intensity recovers,is the theoretic fluorescence intensity estimated at t=0s after
photobleaching which is closed to its experimental value taking into account the fitting quitieyq®) and

is time constant.

Then, knowing the fluorescence intensity before photobleachingve can calculate the mobile fraction
(R) according to [10]:

Foo —Fo
2
Fi-Fo @

GAP JUNCTION CHANNEL INHIBITION ASSAY

Inhibition of gap junctional communication has been reported usia@di@l glycyrrhetinic (18-GA) [11]. 18-

GA was added to culture medium at 104 after 5,6 CFDA exposure. Gap-FRAP measurements were initiated
20 min after the treatment with &&A. Measurements were done without washing the medium. The measure
of control is performed on cells of the neighbouring well having been marked 5,6 CFDA, without addition of
inhibitor.

STATISTICAL ANALYSIS
Mann and Whitney U test was used to test for the significant level between independent variables. The level of
significance was set to p < 0.05.

RESULTS AND DICUSSION

Healthy cells displayed a significantly higher expression of Cx43 than KB or FaDu cancer cell lines (p=0.0052;
p=0.0002, respectively; Fig.2A). Fluorescence emission values, corresponding to Cx43 protein expression,
appeared restricted to the perinuclear compartment with no detectable membrane staining observed for FaDu
cells. The Cx43 staining was shown in the cytoplasmic membrane and inside the cytoplasm compartment for
fibroblasts. Surprisingly, the Cx43 protein expression was also evidenced in KB intercellular communication
(data not shown).

In the coculture experimentations, we showed a distinct difference of Cx43 cellular distribution between
fibroblasts and FaDu cell lines (Fig.2B), in accordance with their Cx43 expression levels (Fig.2A).
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Figure 2: Variations of mean fluorescence intensity by immunofluorescence
detection of Cx43 for different cell types (mean + S.D. of 10 independent
experiments)A). Distribution of Cx43 staining in the case of a coculture
between fibroblasts and FaDu c€lB).

Figure 3 showed images from FaDu, KB and fibroblast cell lines, before photobleaching, just after and 15 min
after photobleaching, respectively.

Fluorescence recovery after

Cdll lines Before photobleaching Photobleaching at t = Os photobleaching at t = 15 min

FaDu

KB

Fibroblast

Figure 3: Fluorescence images for FaDu, KB and fibroblast cell lines during gap-FRAP analysis.
We observed qualitatively a weak recovery of fluorescence for bleached FaDu cells in comparison with the two

others cell lines (Fig. 3). Variability of fluorescence intensity before photobleaching was measured in cells from
the same cell line. It could be explain by the difference of no specific esterases activity.
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Figure 4. Fluorescence recovery curves of FaDu, KB and fibroblast cell lines.

Fluorescence recovery kinetics of non treated data displayed from target cells for each cell line (unbroken
line). Dotted line corresponded to control cells (A). The same fluorescence recovery kinetics obtained from a
mathematical model (see materials & methods) after normalization and photobleaching correction during
acquisition. Dark grey line corresponded to a fitting curve and black line to target cells (B).

We observed a decrease of fluorescence intensity from control cells during the fluorescence recovery
measurements as shown in Fig.4A. This loss of fluorescence intensity is in relation with the laser irradiation
needed to perform the measurements. To correct it for each experiment, fluorescence intensity of the target cell
was divided by the fluorescence intensity of a control cell at each time. This corrected value of fluorescence
allowed us to eliminate the photobleaching effect independent to gap-FRAP technique.

Fig. 4A showed typical 5.6 CF fluorescence recovery obtained from each cell line. Each curve was normalized
and fitted to an exponential function as described in materials & methods.

We noticed a clear differentiation between the kinetics profiles corresponding to fluorescence recovery of FaDu
cell line and both KB and fibroblast cell lines (Fig.4B).

Figure 5 summarizes data obtained by gap-FRAP analysis performed in fibroblast cells, KB and FaDu head and
neck cancer cell lines. Fluorescence recovery for fibroblasts was on average about 2-fold higher compared to
FaDu (p=0.0026). The mobile fraction values between FaDu and fibroblasts correlate with the variations in Cx43
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staining and cellular distribution. However, the mobile fraction was comparable between fibroblasts and KB
cancer cells, corroborating the Cx43 intercellular staining also obtained for this cell line. Cx43 expression is
known to occur in phosphorylated as well as in nonphosphorylated forms and the state of phosphorylation can
modulate Cx43 trafficking, assembly/disassembly in gap junctional plaques, turnover, degradation and gating
[12]. We planned to assess Cx43 expression with polyclonal antibody that cross-reacts with both phosphorylated
and non phosphorylated Cx43.

1.00 - p=0.0026

|_ =0.0026

& 0.80- P uil i
c
S 0.60 |
(&}
© — —
£om n=s n=9
o
8 0.20
< 0.204 n=7

0.00

FaDu KB fibroblast

Figure 5. Gap-FRAP measurements for
FaDu, KB and fibraoblasts cell lines with
confocal microscopy.

In order to validate the involvement and functionality of gap junctions in the restitution of the fluorescence after
photobleaching (Fig. 3), we used a gap junction channel inhibition assay wiBA 8Fig. 6). After a 18-GA
fibroblasts exposuremobile fraction was significantly 2.7-fold decreagpd0.0054) (Fig. 7). 5,6 CF appeared

as a good indicator of intercellular communication.

Fluorescence recovery after

Before photobleaching Photobleaching at t=0s photobleaching at t = 15 min

Figure 6: Images of fibroblast cells treated with a gap channel inhibitaAG3 by gap-FRAP
technique.

Despite inhibition of intercellular junctional communication byuABA, we noticed a residual fluorescence
which could suggest a 5,6 CF efflux gap junctional intercellular communication-independent. To improve this
point, another fluorescent dye as calcein-AM has to be tested [13].

1.00+ ,_ p=0.0054
x 0.80 - T
c
2 0.60-
Q
g
Q 0.40 - n=9 .|'
=
o
= 0.20 n=5
0.00 ‘
fibroblast fibroblast+inhibitor
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Figure7: Inhibiton of gap junction
intercellular communication by #8GA for
fibroblast cells.

CONCLUSION

Both the mobile fraction and Cx43 staining decreased for FaDu cancer cell line, in contrast to normal cell line
the fluorescence recovery rates increased in relation with Cx43 cell membrane expression. Moreover, gap
junctional intercellular communication inhibition correlates with a decrease of the mobile fraction after
photobleaching. FRAP is a non-invasive technique and thus, is expected to avoid some of the cell injuries that
may occur during cell injections or manipulation.
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Abstract

Gap junctional intercellular communication has been shown to be involved in the carcinogenesis process. Gap-FRAP (Fluorescence Reco-
very After Photobleaching) technique could be used to estimate gap junctions functionality and their potential involvement for distinguish
normal and cancer cells. We developed a sensitive microspectrofluorimetric method to characterize the kinetics of fluorescence recovery after
photobleaching. We used a positive control cell line (fibroblast). a negative control (FaDu) and an intermediate (KB) head and neck cancer cell
lines. Our results indicate that using our approach, the fluorescence kinetic profiles remain comparable with the method widely used by

confocal microscopy.
© 2005 Elsevier SAS. Tous droits réservés.

1. Introduction

La communication intercellulaire se fait chez I"homme par
I'intermédiaire de canaux transmembranaires appelés jonc-
tions communicantes (gap junctions), reliant directement de
cytoplasme a cytoplasme, deux cellules adjacentes [1]. La
majorité des cellules cancéreuses présente une diminution du
nombre et de la fonctionnalité des gap junctions, par compa-
raison & leurs homologues saines [2.3] accompagnée d'une
plus importante prolifération cellulaire. Le lien présumé entre
la perte de la communication intercellulaire et le processus
de cancérogenése, nous permet d’envisager le développe-
ment d'une technique spectrale qui discriminerait des popu-
lations saines et cancéreuses. L objectif de cette étude a été
de comparer les réponses des lignées cellulaires choisies sur
deux instrumentations différentes.

* Auteur correspondant.
Adresse e-mail : sfgbm@enst-bretagne. fr

1207-9562/% - see front matter © 2005 Elsevier SAS. Tous droits réservés.
doi: 10.1016/j.rbmret. 2005.06.015

2. Matériels et méthodes
2.1. Lignées cellulaires et conditions de culture

Nous avons utilisé des fibroblastes de type CCD1137Sk
(ATCC CRL 2703), des FaDu (carcinome de pharynx humain,
ATCC HTB 43) et des KB (carcinome épidermoide de I"oro-
pharynx, ATCC CCL 17). Les fibroblastes utilisés représen-
tent dans ce travail, la lignée positive de référence en termes
de communication intercellulaire via les gap junctions [4].
Nous avons préalablement montré que la lignée de fibroblas-
tes exprimait un fort marquage membranaire en connexines
(Cx) 43, par opposition a la lignée FaDu qui sera considérée
comme notre lignée négative. Une distribution des Cx43 au
niveau membranaire et cytoplasmique a été mise en évidence
pour les KB. Les lignées ont été cultivées dans du milieu
RPMI 1640 (Gibco BRL, Cergy-Pontoise, France), supplé-
menté 4 9 % de sérum de veau feetal inactivé (Costar).
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2.2. Implication des jonctions communicantes

Lacommunication intercellulaire gap jonctionnelle (GJIC)
est appréhendée sur des cellules vivantes a 'aide de la tech-
nique de Gap-FRAP 5] en utilisant une sonde rendue fluo-
rescente aprés clivage enzymatique intracellulaire. Les cellu-
les ont été préparées 72 heures avant application de la
technique de FRAP. Les différentes lignées ont été marquées
au 5.6-carboxyfluoresceine diacetate (5,6-CFDA) (Molecu-
lar Probes, Oregon, USA) a 6 pg/mL pendant 15 minutes a
37 °C, puis rincées trois fois avec du RPMI complémenté
afin d’éliminer I'excédent de sonde fluorescente non incor-
poré dans les cellules. Ce produit est hydrolysé par des esté-
rases cyltoplasmiques aspécifiques en 5.6-carboxyfluoresceine
(5.6-CF). Cette molécule fluorescente de caractére hydro-
phile et de poids moléculaire 376 Da, diffuse i travers les
gap junctions.

2.3. Instrumentation en microscopie confocale

Le microscope confocal SP2-AOBS Leica (IFR 111) est
utilisé comme matériel de rélérence dans un premier temps.
Il est constitué d’un microscope inversé (LEICA DMIRE2 HC
Fluo TCS 1-B), associé i trois sources laser :

e Argon (548, 476,488 et 514 nm) :
e Hélium=Neéon (543 nm) ;
e Hélium—Néon (633 nm).

La source d’irradiation utilisée provient du laser Argon a
488 nm. Les mesures ont été réalisées avec un objectif 63 a
immersion d’huile et I'intensité du signal de fluorescence est
mesurée dans une bande passante comprise entre 500 et
560 nm. La puissance laser a é1¢ mesurée en sortie d’objectif
a I'aide d’un puissancemetre (Newport, modeéle 2835-C).

-

Microscope
AX 70

échantillon

J.R. Stines et al. / ITBM-REM 26 (2005) 279-281

L’acquisition s est déroulée en trois étapes et s"est adressée a
des sites de traitements et d’observations choisis. Les mesu-
res avant photoblanchiment ont été réalisées toutes les
15 secondes pendant 150 secondes. Le photoblanchiment a
¢té provoqué par I'irradiation laser zoomée sur la cellule cible
i la puissance de 65 uyW durant 45 secondes. Les acquisitions
du signal de fluorescence. avant et aprés photoblanchiment,
ont été réalisées toutes les 15 secondes durant 900 secondes a
une puissance de 13 pW.

2.4. Instrumentation en microscopie traditionnelle

Dans un deuxiéme temps, les mesures de Gap-FRAP ont
¢té €élaborées a I'aide d’un microscope traditionnel droit a
épifluorescence (Olympus Provis AX70). Une source laser
Argon (Spectraphysics, beamlock), une caméra CCD refroi-
die par effet peltier (Olympus DP50), un spectrométre haute
sensibilité, refroidi par azote liquide (Jobin Yvon CP200) et
un capteur a fibre optique ont été annexés au microscope
(Fig. 1). Ce dispositif permet. par I'utilisation du capteur a
fibres optiques, de focaliser le faisceau laser au niveau de
I'échantillon aux dimensions minimales de 600 nm de dia-
metre.

Les mesures en Gap-FRAP, réalisées avec un objectif 10,
proviennent d'une série d’images et de spectres obtenus simul-
tanément ou uniquement aprés traitement de la série de spec-
tres. Les mesures avant photoblanchiment sont réalisées toutes
les 30 secondes pendant 120 secondes. Le photoblanchiment
estobtenu par une irradiation laser Argon 4 488 nm de 137 pW
durant cing secondes pour les cellules KB et FaDu et de
832 pW pour les fibroblastes. Les acquisitions du signal de
fluorescence aprés photoblanchiment ont été réalisées toutes
les 30 secondes pendant 750 secondes. L'intensité de fluo-

Fig. 1. Microspectrofluorimétre (MSF) & base de fibres optiques,
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Fig. 2. Comparaison des mesures de Gap-FRAP sur les fibroblastes, KB et
FaDu en microscopie confocale et traditionnelle.

rescence mesurée entre 510 et 550 nm est obtenue par exci-
tation de la lampe a vapeur de mercure du microscope entre
460 et 490 nm, a une puissance de 490 pW répartie sur tout
I"échantillon.

3. Résultats et conclusion

La Fig. 2 indique I'indice de fraction mobile (R) par lignées
cellulaires et selon I'appareil de mesure utilisé (microscopie
confocale, MSF traditionnelle) :

R=(17~1,)/(1d~1,)

Avec [If = intensité de fluorescence finale, /,, = intensité de
fluorescence a t; (temps = 0 seconde) aprés photoblanchi-
ment et /d = intensité de fluorescence avant photoblanchi-
ment.

La comparaison des résultats instrumentaux permet de
montrer d’une part, concernant la distinction des lignées par
Gap-FRAP, des réponses comparables pour les deux instru-
ments et d’autre part, des valeurs de fraction mobile en MSF
rraditionnelle inférieures i celles obtenues en microscopie
confocale mais avec une sensibilité identique. Les résultats
comparatifs obtenus avec les deux microscopes permettent i
ce niveau d’étude d’étre optimiste quant & I'utilisation du sys-
teme ¢étudié au laboratoire (MSF) et favorisent la poursuite
du développement instrumental pour son utilisation dans la
poursuite de la recherche en analyse tissulaire.
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