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Influence de ratios de co-expression précis Cx43:Cx45 sur la formation des canaux de jonction 
et leurs propriétés électriques 

Les canaux de jonctions (CJ) composés des connexines (Cxs) assurent la communication 
intercellulaire directe qui par leur propriétés électriques régulent la propagation du potentiel 
d’action (PA) cardiaque. Dans les myocytes ventriculaires Cx43 et Cx45 exprimées à des niveaux 
et ratios physiopathologiques variables assurent cette fonction. Cette étude détermine la 
contribution de Cx43 et Cx45 dans la formation des CJ et leurs propriétés électriques. 
La lignée cellulaire épithéliale de foie de rat exprimant la Cx43 endogène et transfectée de 
manière stable pour exprimer des ratios Cx43:Cx45 précis a été utilisée. Les propriétés électriques 
des CJ ont été obtenues par double voltage clamp sur paires de cellules. L’expression de la Cx45 
diminue le couplage électrique et augmente la dépendance au potentiel de jonction 
indépendamment du ratio. Les cinétiques de désactivation sont ralenties avec l’augmentation du 
niveau d’expression de Cx45 et les cinétiques de restitution sont modifiées en fonction du ratio. 
Les conductances unitaires suggèrent la formation de CJ composés de Cx43 et Cx45. La diminution 
du niveau d’expression de Cx43 par ARNi anti-Cx43 entraine une diminution du couplage 
électrique tandis que les autres propriétés électriques restent inchangées.  
Ces résultats montrent une contribution spécifique de Cx43 et Cx45 dans la régulation de la 
formation et des propriétés électriques des CJ caractérisées. Ces propriétés seront corrélées à la 
participation des CJ dans la régulation de la propagation du PA en fonction des profils d’expression 
des Cxs en conditions physiologiques et pathologiques. 
Mots clés : Jonctions communicantes, connexines, double voltage clamp, propriétés électriques. 

 

Influence of Cx43:Cx45 accurate co-expressed ratios on gap junction channels formation and 
their electricals properties 

Gap junction channels (GJCs), composed of connexins (Cxs) allow a direct intercellular 
communication that ensures the cardiac action potential (AP) propagation. Cx43 and Cx45 co-
expressed in ventricular myocytes with changing expression levels and ratios in the healthy and 
the diseased heart ensure this function. The purpose of this study is to determine the contribution 
of Cx43 and Cx45 on the formation of GJCs and their electrical properties.  
Rat Liver Epithelial cells that endogenously express Cx43 and stably transfected to co-express 
accurate Cx43:Cx45 ratios have been used. The electrical properties of GJCs at each ratios were 
obtained by performing dual voltage clamp recordings on cell pairs. Expression of Cx45 decreases 
the electrical coupling and increases the voltage dependence independently of the ratio. The 
kinetics of deactivation are slowed with the increases of Cx45 level of expression and the kinetics 
of recovery are modified in a Cx43:Cx45 ratio dependent manner. Unitary conductances suggest 
a formation of GJCs composed by Cx43 and Cx45. The decreases of Cx43 level of by a SiRNA 
treatment induces a decrease of the electrical coupling, while other electrical properties are not 
affected. 
Our data show a specific contribution of Cx43 and Cx45 in regulation of the GJCs characterized by 
specific electrical properties. Such properties will be correlated to the function of GJCs in 
regulating the AP propagation in the specific patterns of expression of Cxs in the healthy and 
diseased heart. 
Keywords: Gap junctions, connexins, dual voltage clamp, electrical properties  
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Le cœur est un muscle strié responsable de la circulation sanguine de l’ensemble de l’organisme 

par ses contractions rythmiques. Un contrôle du rythme de contraction est essentiel afin 

d’assurer son fonctionnement, qui est rendu possible par la propagation d’un potentiel d’action 

à l’ensemble des myocytes du cœur. Des différences physiologiques de la propagation du 

potentiel d’action sont observées entre les différents tissus cardiaques (par exemple entre les 

ventricules et les oreillettes). Des perturbations pathologiques de cette propagation causent une 

dérégulation de la contraction cardiaque comme dans les fibrillations auriculaires et 

ventriculaires pouvant avoir un caractère létal dans les cas les plus sévères. 

La propagation du potentiel d’action est assurée par des facteurs actifs et passifs, ces derniers 

étant représentés principalement par les jonctions communicantes et est fonction des propriétés 

électriques des canaux de jonctions les composants. Leur composition en connexines est 

déterminante dans l’établissement des propriétés électriques de ces canaux et leur étude est 

essentielle pour la compréhension de la régulation du potentiel d’action en conditions 

physiologiques et pathologiques. 
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I/ Anatomie et conduction cardiaque  

a) Anatomie cardiaque et circulation 

Le cœur est un organe composé de quatre chambres : deux oreillettes (gauche et droite) et deux 

ventricules (gauche et droit) séparées par une cloison appelée septum. 

Les veines caves supérieures et inférieures apportent le sang dans l’oreillette droite. L’oreillette 

droite est séparée du ventricule droit par la valve tricuspide, de même, la valve pulmonaire sépare 

le ventricule droit de l’artère pulmonaire. Dans l’oreillette gauche le sang est acheminé via 4 

veines pulmonaires (2 gauches et 2 droites), et la valve mitrale sépare l’oreillette gauche du 

ventricule gauche, lui-même séparé de l’aorte par la valve aortique (Figure 1). 

 

La circulation systémique apporte le sang oxygéné aux organes via l’aorte et assure le retour du 

sang appauvri en oxygène dans le cœur par les veines caves supérieure et inférieure dans 

l’oreillette droite. La contraction du ventricule droit expulse le sang dans la circulation pulmonaire 

Figure 1 : Anatomie cardiaque (Société française de cardiologie). 
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via les artères pulmonaires. La circulation pulmonaire ré-oxygène le sang, élimine le dioxyde de 

carbone et revient dans le cœur par les veines pulmonaires puis l’oreillette gauche et passe dans 

le ventricule gauche afin d’être expédié dans la circulation systémique. 

Pour que la circulation soit assurée il est nécessaire d’avoir une contraction synchronisée des 

oreillettes dans un premier temps afin d’envoyer le sang dans les ventricules, puis des ventricules 

pour expulser le sang dans les circulations pulmonaire et systémique. Les contractions sont 

stimulées par un potentiel d’action qui se propage dans tout le cœur via un système de 

conduction et au niveau des myocytes par les jonctions communicantes (cf : potentiel d’action et 

jonctions communicantes). 

 

b) Système de conduction cardiaque 

La propagation du potentiel d’action entre tous les myocytes cardiaques est assurée par les 

jonctions communicantes. De plus, des tissus spécialisés permettent de contrôler la propagation 

du potentiel d’action, c’est le système de conduction cardiaque. Le potentiel d’action est initié au 

niveau du nœud sinusal situé dans l’oreillette droite. La propagation dans les oreillettes se fait 

par les fibres internodales et de Bachmann (Berenfeld and Zaitsev, 2004) pour arriver dans le 

nœud atrio-ventriculaire et à l’ensemble des myocytes via les jonctions communicantes. La 

propagation se poursuit via le faisceau de His puis les fibres de Purkinje et atteint les myocytes 

ventriculaires (Figure 2). 
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c) Le potentiel d’action cellulaire 

i. Définition 

Le potentiel d’action est généré par un passage d’ions via des canaux ioniques membranaires 

voltages dépendants (par exemple : les canaux Nav1.5) et dépend du gradient électrochimique 

ionique. Ce gradient électrochimique détermine le potentiel d’équilibre des ions qui représente 

un potentiel de membrane et des concentrations intra et extracellulaire pour lequel autant d’ions 

rentrent et sortent de la cellule. Ceci est calculé par l’équation de Nernst : 

𝐸𝑖𝑜𝑛 =
𝑅𝑇

𝑧𝐹
∗ 𝑙𝑛 (

𝐶𝑒

𝐶𝑖
) 

Eion correspond au potentiel d’équilibre de l’ion, R est la constante des gaz parfaits, T est la 

température en Kelvin, F est la constante de Faraday, Ce et Ci sont les concentrations extra- et 

intracellulaires respectivement de l’ion. Le gradient électrochimique des ions et l’activation ou 

Figure 2 : Système de conduction cardiaque (Sébastien Dupuis). 
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l’inactivation des canaux ioniques permettent de déterminer le potentiel de membrane (Em) des 

cellules. 

 

Au repos, le potentiel de membrane Em peut être estimé par l’équation de Hodgkin-Goldman-

Katz : 

𝐸𝑚 =
𝑅𝑇

𝐹
∗ 𝑙𝑛

𝑃𝐾[𝐾+]𝑒 + 𝑃𝑁𝑎[𝑁𝑎+]𝑒 + 𝑃𝐶𝑙[𝐶𝑙−]𝑖

𝑃𝐾[𝐾+]𝑖 + 𝑃𝑁𝑎[𝑁𝑎+]𝑖 + 𝑃𝐶𝑙[𝐶𝑙−]𝑒
 

où Px est le coefficient de perméabilité des différents ions. 

Les myocytes ventriculaires ont un potentiel de membrane d’environ -90mV tandis que les 

myocytes du nœud sinusal ont un potentiel de membrane d’environ -60mV. 

 

ii. Initiation du potentiel d’action cardiaque 

Les myocytes du nœud sinusal possèdent une activité autonome rythmique qui se traduit par une 

dépolarisation progressive du potentiel de membrane suite à l’activation de canaux voltage 

dépendant responsables du courant If (les canaux HCN, (Altomare et al., 2003; DeBerg et al., 2016; 

Whitaker et al., 2007)). Ces canaux s’activent pour des potentiels de membranes compris entre -

65mV et -50mV (Baruscotti et al., 2005) et dépolarisent la membrane pour atteindre le seuil 

d’activation des canaux calciques de type L voltages dépendants responsables de la 

dépolarisation de la membrane plasmique (Figure 3). 
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iii. Potentiel d’action auriculaire et ventriculaire 

De par les profils d’expression des canaux ioniques membranaires, les potentiels d’actions initiés 

dans les myocytes auriculaires et ventriculaires ont des formes spécifiques, différentes du 

potentiel d’action sinusal. Le potentiel d’action se compose de différentes phases qui 

correspondent à l’activation et à l’inactivation séquentielles des canaux ioniques conduisant à 

une dépolarisation de la membrane plasmique avec des courants entrants (Na+ et Ca2+) et une 

repolarisation de la membrane plasmique avec des courants sortants (K+) principalement. 

Figure 3 : Représentation de la dépolarisation dans les myocytes pacemakers du nœud sinusal. 
L’enregistrement des potentiels de membrane (A) montre une dépolarisation spontanée de la 
membrane entre deux potentiels d’action causée par le courant entrant If(B) (Adaptée de Vervek 
A et al., 2009). 
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La phase 0 (Figure 4) correspond à la dépolarisation rapide de la membrane par une entrée de 

Na+ suite à l’activation des canaux sodiques dépendant du potentiel de membrane. Ces canaux 

s’inactivent rapidement et sont désinactivés et réactivables lors d’un retour au potentiel de repos 

(Catterall, 2000; Zimmer et al., 2014). 

La phase 1 (Figure 4) est une repolarisation causée par l’inactivation des canaux Nav1.5 et 

l’activation du courant Ito (courant sortant K+). 

La phase 2 (Figure 4) est un plateau dû à un équilibre des courants ioniques entre les courants 

repolarisants sortants IK et les courants dépolarisants ICa entrants (Bers and Perez-Reyes, 1999). 

Le délai d’inactivation des canaux Cav détermine la durée du plateau. Les myocytes auriculaires 

ont une phase 2 moins prononcée due à une densité de canaux Cav moins importante que dans 

les myocytes ventriculaires (Grandi et al., 2011). 

Figure 4 : Potentiel d’action auriculaire (A) et ventriculaire (B) chez l’homme adulte et 
principaux courants ioniques médié par les canaux ioniques voltages dépendants dont 
les activations et inactivations décomposent le potentiel d’action en quatre phases 
(Adaptée de Nerbonne JM et al 2005). 
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La phase 3 (Figure 4) est une repolarisation. Les canaux responsables du courant ICa s’inactivent 

et les canaux responsables des courants IKr et IKs assurent la repolarisation et un retour au 

potentiel de repos des myocytes.  

La phase 4 (Figure 4) est la phase où le potentiel de membrane est au repos. 

 

d) Vitesses de propagations 

Les vitesses de propagation du potentiel d’action sont régulées par des facteurs actifs (canaux 

ioniques voltages dépendants) et des facteurs passifs (tailles et formes des myocytes, jonctions 

communicantes). Ces vitesses varient en fonction du tissu. Par exemple, la vitesse est plus faible 

dans le nœud sinusal et atrio-ventriculaire que dans le faisceau de His et les fibres de Purkinje 

(Figure 5). La densité des canaux ioniques ainsi que l’organisation et la composition en connexines 

des jonctions communicantes des myocytes sont considérées comme facteurs majeurs qui 

régulent cette vitesse. 

Plus précisément, une vitesse de propagation d’environ 0,05m/s est retrouvée dans le nœud 

sinusal. Puis la vitesse de propagation dans les oreillettes atteint environ 0,5 à 1m/s. La vitesse 

est ralentie dans le nœud atrio-ventriculaire (Anderson et al., 2013), atteignant une vitesse 

similaire au nœud sinusal. Dans le système de conduction (Faisceau de His, branches du faisceau 

de His et fibres de Purkinje), la vitesse de propagation atteint 2m/s. Le potentiel d’action se 

propage dans les ventricules à une vitesse d’environ 0,5m/s (Figure 5).  
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Les jonctions communicantes ont un rôle clé dans la propagation du potentiel d’action entre les 

myocytes et sont contenues principalement dans une structure spécialisée appelée disque 

intercalaire. 

 

e) Disques intercalaires 

Les disques intercalaires (Figure 6) sont composés des desmosomes, des fasciae adherens et des 

jonctions communicantes (Figure 6, (Gourdie et al., 1991)).  

 

 

Figure 5 : Différentes vitesses de propagation du potentiel d’action cardiaque dans les 
différents tissus cardiaques (Adaptée de Netter, 1993). 
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i. Desmosomes 

Les desmosomes assurent l’adhésion intercellulaire (Gutstein et al., 2003) et contribuent à la 

propagation de la force mécanique de la contraction. Ils sont reliés au cytosquelette par des 

filaments d’actine, des filaments intermédiaires et des microtubules.  

ii. Fasciae adherens 

Les fasciae adherens transmettent la force entre les cellules et permettent l’ancrage des 

myofibrilles aux disques intercalaires (Gutstein et al., 2003). 

iii. Jonctions communicantes 

Les jonctions communicantes assurent une continuité cytoplasmique entre les myocytes 

permettant la propagation électrique du potentiel d’action et des échanges biochimiques entre 

les cellules adjacentes par le passage de métabolites (par exemple : AMPc (Bedner et al., 2006), 

IP3, (Niessen et al., 2000), etc.) d’un poids moléculaire inférieur à 1,2kDa.  
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iv. Interactions moléculaires : le connexome 

Le connexome représente les notions de dynamismes et d’interactions moléculaires entre les 

protéines des disques intercalaires (connexines, canaux ioniques, protéines de structures, etc.). 

Par exemple entre la connexine 43 (Cx43) et la zona occludens-1 (Hunter et al., 2005; Rhett et al., 

Figure 6 : Organisation des disques intercalaires. A : distribution des disques intercalaires au 
niveau longitudinal des myocytes (Adaptée de Katanosaka Y et al., 2014). B : microscopie 
électronique de disque intercalaire (Adaptée de Severs NJ et al., 2008). 
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2011), et la Cx43 et les canaux Nav1.5 (T. Desplantez et al., 2012; Jansen et al., 2012) des 

interactions sont observées. Des modifications physiologiques peuvent réguler le couplage 

intercellulaire (Agullo-Pascual et al., 2013) mais aussi présenter un potentiel pro-arythmique. Ceci 

s’illustre par exemple par la diminution de la densité membranaire de canaux Nav1.5 et de 

l’amplitude du courant INa suite à une diminution du niveau d’expression de la Cx43 (T. 

Desplantez et al., 2012; Jansen et al., 2012). 

 

II/ Jonctions communicantes, canaux de jonction et 

connexines 

 

a) Nomenclature 

Vingt isoformes de connexines sont caractérisées chez la souris et 21 chez l’homme (Söhl and 

Willecke, 2004). La nomenclature la plus utilisée définit les connexines en fonction de leurs poids 

moléculaires en kiloDalton (kDa). Ainsi la connexine 43 (Cx43) a un poids moléculaire de 43 kDa 

(Beyer et al., 1987). Une seconde nomenclature classe les gènes des connexines en groupes (, 

, …) en fonction du degré d’homologie de séquence (Bennett et al., 1994; Söhl et al., 2003, 

1998). De plus, les gènes sont numérotés en fonction de l’ordre de leur découverte ; par exemple 

le gène de la Cx43, premier du groupe , est nommé GJA1 (Söhl and Willecke, 2004). 

 

b) Gènes des connexines 

La plupart des gènes des connexines possèdent une structure similaire : un exon correspondant 

à la partie 5’ non traduite (UnTranslated Region ; UTR) suivis par un intron de taille variable entre 

les connexines, puis terminé par un second exon contenant la totalité de la séquence codante et 

la partie 3’UTR (Figure 7). 
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Le gène codant pour la Cx45 possède cinq exons permettant un épissage alternatif (Anderson et 

al., 2005). La séquence codante de la Cx45 est contenue dans son intégralité sur le troisième exon 

((Krüger et al., 2000), Figure 8). Différents ARN messager (ARNm) sont générés par cet épissage 

alternatif et contiennent : e1a/e2/e3 ; e1b/e2/e3 ; e1c/e2/e3 ; e2/e3 (Figure 8). L’épissage 

alternatif est nécessaire pour un contrôle de la transcription de l’ARNm de la Cx45 (Anderson et 

al., 2005; Werner, 2000). La transcription de l’ARN de la Cx45 en fonction de l’épissage alternatif 

est spécifique aux tissus : l’expression de l’ARNm contenant e1a est exprimé dans la majorité des 

tissus et n’a pas été retrouvé dans le thymus, l’ARNm contenant e1b est retrouvé à l’état de trace 

dans le colon et l’ARNm contenant e1c est retrouvé dans le colon, la vessie, les poumons, les 

muscles squelettiques, les ovaires et le cœur (Oyamada et al., 2013). A ma connaissance, aucune 

caractérisation fonctionnelle en fonction des différents épissages alternatifs n’a été réalisée. 

Figure 7 : Structure des gènes des connexines chez la souris (e1, e2 : exons ; * : intron). (Adaptée 
de Söhl G and Willecke K, 2004). 
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c) Topologie membranaire 

Les connexines sont composées de quatre segments transmembranaires (TM1-4), d’un domaine 

N-terminal intracellulaire (NT), une boucle intracellulaire (IL), un domaine C-terminale 

intracellulaire (CT), et deux boucles extracellulaires (EL-1 et EL-2, Figure 9).  

 

 

 

 

 

Figure 8 : Structure du gène de la Cx45 (e1a, e1b, e1c, e2, e3 : exons ;* : introns). (Adaptée de 
Anderson CL et al., 2005). 
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d) Oligomérisation des connexines 

Les canaux de jonction sont composés de deux demi-canaux insérés dans la membrane des 

cellules adjacentes ; chaque demi-canal est composé de 6 connexines ((Harris, 2001), figure 10). 

Le lieu d’oligomérisation des connexines est déterminé en fonction de l’affinité des différentes 

isoformes de connexines pour les protéines chaperonne du réticulum endoplasmique (dont 

« Endoplasmic reticulum protein 29 » ou Erp29). Cette affinité est déterminée par la présence 

d’un motif de séquence au niveau de la boucle cytoplasmique et du domaine transmembranaire 

3. Trois groupes de connexines ont été caractérisés en fonction de la présence de motifs 

spécifiques : le type « R » contenant les acides aminés lysine ou arginine, le type « W » ayant un 

motif double tryptophane et le type « Autres » (Tableau 1).  

 

Figure 9 : Topologie membranaire des connexines. NT : domaine N-terminal, TM 1 à 4 : segments 
transmembranaires, EL 1 et 2 : boucles extracellulaires, IL : boucle intracellulaire, CT : domaine C-
terminal (adaptée de Retamal MA et al., 2015). 
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La protéine Erp29 se fixe sur les connexines de type « R » et sur certaines de type « Autres » 

(comme la Cx40 par exemple) dans le réticulum endoplasmique, ce qui empêche l’oligomérisation 

de ces connexines jusque dans le trans-golgi. Ces connexines sont transportées dans l’appareil de 

Golgi où elles sont dissociées d’Erp29. Au niveau du trans-Golgi, ces connexines peuvent êtres 

oligomérisées avec des connexines de la même isoformes, pour former des homomères ou 

d’isoformes différentes pour former des hétéromères (Figure 11). 

Les connexines du type « W » et du type « Autre » (par exemple la Cx37) ne possèdent pas cette 

affinité pour la Erp29. Ces connexines peuvent s’oligomériser dès le réticulum endoplasmique 

avec des connexines de même isoforme ou d’isoformes différentes (Figure 11).  

 

 

 

 

Figure 10 : Organisation des demi-canaux et canaux de jonction à la 
membrane de cellules adjacentes (Adaptée de Loewenstein WR et al. 1967). 
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Figure 11 : Oligomérisation des connexines dans le cas de demi-canaux de jonction composés de 
connexines du type « R » (A), du type « W » (B) et incompatibilité lors de la co-expression de connexines 
de type « R » et « W ». Les connexines oligomérisées au niveau du trans-golgi (bleues claires et foncées) 
interagissent avec la Erp29 (jaune) tandis que les connexines oligomérisées au niveau du réticulum 
endoplasmique (vert et orange) n’interagissent pas avec Erp29. (Adaptée de Koval M et al., 2014). 
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Tableau 1 : Exemples de motifs déterminants pour l’hétéromérisation en fonction des connexines 
(Adaptée de Koval M et al 2014). 

 

De façon intéressante (notamment par rapport à mon projet de thèse), les études ont montré 

que les connexines du groupe « R » forment des demi-canaux avec d’autres isoformes du groupe 

« R » ou certaines du type « Autres » tandis que les connexines du groupe « W » s’hétéromérisent 

avec d’autres isoformes du groupe « W » et certaines de type « Autres » (Figure 11). Les études 

ont montré que Cx43 et Cx45 de type « R » (Tableau 1) sont homo- et hétéro-oligomérisées au 

niveau du trans-golgi (Beyer et al., 2001; Smith et al., 2012) (Tableau 1), de même que Cx40, étant 

de type « Autres » qui s’oligomérise au niveau du trans-golgi et forme des demi-canaux 

homomériques et hétéromériques avec Cx43 et Cx45 (Beyer et al., 2001; Smith et al., 2012). 

 

 

 

 

 

Connexine Groupe Motif Séquence 

Type R 

Cx43  LLRTY 151-155 

Cx45  LMKIY 173-177 

Cx31.9  ARRCY 132-136 

Type W 

Cx32  LWWTY 131-135 

Autres 

Cx37  LMGTY 151-155 

Cx40  LLNTY 149-153 
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e) Adressage à la membrane 

Les demi-canaux sont transportés jusqu’à la membrane plasmique en suivant les microtubules 

((Shaw et al., 2007), Figure 12) et se localisent principalement au niveau d’une région 

membranaire entourant la jonction communicante appelée périnexus (Rhett et al., 2011). Cette 

région contient des protéines de structures telles que la zona-occludens 1 (ZO-1 ; (Hunter and 

Gourdie, 2008) et des canaux ioniques tels que les canaux Nav1.5 (Rhett et al., 2012). A partir de 

là, les demi-canaux diffusent vers le centre des jonctions communicantes et forment des canaux 

de jonction en s’associant avec les demi-canaux de la cellule adjacente (Rhett and Gourdie, 2012). 

 

 

 

 

Figure 12 : Adressage à la membrane des demi-canaux via les microtubules (Adaptée de Zhang 
SS and Shaw RM, 2014). 
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f) Formation des canaux de jonctions 

L’assemblage de demi-canaux se fait via les boucles extracellulaires qui possèdent trois résidus 

cystéine conservés entre les différentes connexines (Beyer et al., 1987). Ces cystéines forment 

des ponts covalents disulfure entre les boucles extracellulaires 1 et 2 d’une même connexine et 

adoptent une structure en double feuillet  (Figure 13, (Foote et al., 1998). De plus 

l’établissement de liaisons hydrogènes entre les demi-canaux adjacents est nécessaire pour 

former le canal de jonction (Nakagawa et al., 2011) et isoler le pore du canal de jonction du milieu 

extracellulaire (Figure 13). 
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Figure 13 : Modèle des domaines extracellulaire des canaux de jonction. A : Formation des feuillets 

 antiparallèles des domaines EL-1 et EL-2 reliés par les ponts disulfure. B : Interdigitation des 
boucles extracellulaires et formation du pore du canal de jonction. (Adaptée de Foote et al 1998). 
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g) Profils d’expressions cardiaques 

Dans le cœur 4 isoformes sont caractérisées, les Cx40, Cx43, Cx45 et Cx30.2 (Kreuzberg et al., 

2006; Vozzi et al., 1999) et possèdent des profils d’expression spécifiques (Figure 14). 

 

 

La Cx45 est la première connexine exprimée durant le développement embryonnaire cardiaque 

de la souris à partir du jour 9 embryonnaire (Alcoléa et al., 1999; Coppen et al., 2003, 2001; Kumai 

et al., 2000). Chez la souris adulte, la Cx45 est localisée dans le nœud sinusal, les oreillettes, le 

nœud atrio-ventriculaire, les fibres de His et de Purkinje (Coppen et al., 1999) ainsi que dans les 

myocytes ventriculaires mais en plus faible quantité (≈0.3% des connexines totales ; (Bao et al., 

2011)). 

La Cx40 est exprimée dans les ventricules et les oreillettes à partir du jour 11 embryonnaire chez 

la souris (Delorme et al., 1995) puis son expression est retrouvée au niveau des oreillettes et du 

système de conduction (faisceau de His et fibres de Purkinje) et les oreillettes (Miquerol et al., 

2004) chez la souris adulte. 

Figure 14 : Profils d’expression des connexines cardiaques dans le cœur de souris adulte (Adaptée 
de Severs NJ, 2008). 
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La Cx43 est exprimée dans les ventricules durant le développement embryonnaire (dès jour 12.5 

chez la souris) puis est exprimée dans les oreillettes, les ventricules et les fibres de Purkinje chez 

la souris adulte (Coppen et al., 2003). 

La Cx30.2, orthologue murin de la Cx31.9 humaine (Belluardo et al., 2001) est exprimée au niveau 

des nœuds sinusal et atrio-ventriculaire et dans les fibres de His (Kreuzberg et al., 2005).  

Les connexines sont majoritairement co-exprimées menant à des ratios de co-expression 

spécifique. En conditions physiologiques, les niveaux d’expressions des connexines varient au 

cours du développement et du vieillissement cardiaque. Par exemple, la Cx45 seule est retrouvée 

jusqu’au jour embryonnaire 11 où l’expression de la Cx40 est caractérisée (Alcoléa et al., 1999a; 

Delorme et al., 1997) chez la souris. De plus, les ventricules de souris adulte expriment environ 

30 fois plus de Cx43 que de Cx45 (Bao et al., 2011a) tandis que le niveau d’expression de la Cx43 

diminue dans les ventricules de souris âgées (23-24 mois) par rapport aux souris jeunes (4-10 

mois, (Bonda et al., 2015; Rossi et al., 2008)). 

En conditions pathologiques un remodelage (changement du niveau d’expression et latéralisation 

des connexines) peut être observé. Par exemple, en ischémies une diminution du niveau 

d’expression de la Cx43 et une latéralisation sont observées (Bruce et al., 2008), tandis qu’une 

augmentation du niveau d’expression de la Cx40 auriculaire est associée à la fibrillation atriale 

(Dupont et al., 2001). Ces remodelages ont un potentiel pro-arythmique illustré par exemple par 

une diminution de la vitesse de propagation du potentiel d’action ventriculaire observé suite à 

une diminution du niveau d’expression de la Cx43 (Gutstein et al., 2001; Paul et al., 2013). 

 

h) Configurations et nomenclatures des canaux de jonctions 

La co-expression peut donner lieu à la formation de demi-canaux et de canaux de jonctions de 

configurations différentes. Les demi-canaux composés d’une seule connexine sont dits 

homomériques et les demi-canaux résultant d’un assemblage de deux connexines ou plus sont 

appelés hétéromériques. Les canaux formés de deux demi-canaux identiques sont nommés 
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homotypiques et l’assemblage de deux demi-canaux de compositions différentes forme des 

canaux de jonctions hétérotypiques (Desplantez et al., 2004). 

Par convention les canaux de jonction homomériques-homotypiques sont nommés 

homotypiques, les canaux de jonction homomériques-hétérotypiques sont appelés 

hétérotypiques et les canaux de jonction hétéromériques-homotypiques ou hétérotypiques sont 

nommés hétéromériques (Figure 15). 

 

i) Modifications post-traductionnelles 

Des modifications post-traductionnelles (par ex. phosphorylations) peuvent réguler la demi-vie 

des connexines (par exemple la demi-vie de la Cx43 est de 1-3h, demi-vie courte par rapport aux 

autres protéines membranaires, (Beardslee et al., 1998; Laing et al., 1998; Laird et al., 1991; Musil 

and Goodenough, 1990)), et également modifier les propriétés électriques des canaux de 

jonctions. 

 

i. Phosphorylations 

De nombreuses études ont démontré une régulation biochimique et fonctionnelle par la 

phosphorylation des connexines (Atkinson et al., 1995; Cooper and Lampe, 2002; Cottrell et al., 

2003; Lampe et al., 2000; Solan and Lampe, 2016; van Rijen et al., 2000; van Veen et al., 2000). La 

Cx43 reste à ce jour l’isoforme la plus étudiée pour laquelle il a été observé différents résidus 

cibles, principalement des sérines et tyrosines spécifiques situés dans le domaine C-terminal 

Figure 15 : Configurations possibles des canaux de jonction (Adaptée de Desplantez et al 2004). 
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(Figure 16, (Solan and Lampe, 2016)). De même, ces études ont montré des différences des effets 

des phosphorylations en fonction du type de kinase (par ex. PKA, PKC ; cf. ci –dessous) et du résidu 

ciblé (Figure 16). Par exemple, la phosphorylation de la Cx43 par la protéine kinase A (PKA) sur les 

sérines 364, 365, 369 et 373 du domaine C-terminal augmente le niveau d’expression (Atkinson 

et al., 1995), tandis qu’une phosphorylation par la protéine kinase C (PKC) sur le résidu sérine 368 

diminue la conductance unitaire (Cooper and Lampe, 2002; Cottrell et al., 2003; Lampe et al., 

2000). 

 

 

Cette dépendance a aussi été observée pour la Cx40 et la Cx45. Par exemple, la phosphorylation 

de résidus sérines 381, 382, 384 et 385 dans le domaine C-terminale de la Cx45 par la PKA 

(Hertlein et al., 1998) réduit la probabilité d’ouverture des canaux et diminue le couplage 

électrique, au contraire de la phosphorylation par la PKC (van Veen et al., 2000).  

Figure 16 : Sites de phosphorylation de la Cx43. Les sites des différentes protéines kinases sont 
indiqués en couleur (vert : v-Src, rose : MAPK, bleu : PKC, orange : p34cdc2, vert foncé : CK1 et 
violet : PKA). (Adaptée de Lampe P and Lau A, 2004). 
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Enfin, la Cx40 contient des sites de phosphorylations pour la PKA (acides aminés 342-345, 

(Hennemann et al., 1992)). La phosphorylation de ces résidus augmente la probabilité 

d’ouverture des canaux de jonction Cx40 et une augmentation du couplage électrique (van Rijen 

et al., 2000). 

ii. Ubiquitinylation 

L’ubiquitinylation lie une ubiquitine sur les connexines par l’activité de l’ubiquitine ligase Nedd4 

au niveau du motif PY (acide aminés 282-286) du domaine C-terminale de la Cx43 déphosphorylée 

(Leykauf et al., 2006). La fixation de Nedd4 est inhibée par la phosphorylation de la MAPK sur les 

résidus S279 et S282 (Leykauf et al., 2006). Cette modification est impliquée dans la voie de 

dégradation protéasomale de la Cx43, et est un signal pour activer l’internalisation des Cx43 

(Rivedal and Leithe, 2005), cf. ci-dessous). 

 

iii.  Acétylation 

Les connexines peuvent également être acétylées. A ce jour de rares études ont montré que 

l’acétylation de la Cx43 induit sa latéralisation pathologique (Colussi et al., 2011) et diminue son 

niveau d’expression qui induit une diminution du couplage électrique (Meraviglia et al., 2015). 

 

iv.  Autres modifications post-traductionnelles 

D’autres modifications post-traductionnelles ont été caractérisées dont la sumoylation qui 

consiste en l’ajout de protéines « small ubiquitin-like modifier » (SUMO) sur des résidus lysines 

de Cx43. Cette modification augmente son niveau d’expression et la communication métabolique 

intercellulaire (Kjenseth et al., 2012). 
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j) Voies de dégradation des connexines  

Deux voies de dégradation des connexines ont été démontrées : la voie lysosomale et 

protéasomale. 

i. voie lysosomale 

La voie lysosomale des canaux de jonctions a été la première voie de dégradation décrite 

(Björkman, 1962). Cette voie consiste en la formation d’une vésicule à double membrane 

contenant les canaux de jonction appelée jonction annulaire (Jordan et al., 2001) qui, par 

invagination membranaire à partir du centre des jonctions, internalise les canaux de jonctions 

(Gaietta et al., 2002). Après l’internalisation les vésicules annulaires fusionnent avec les 

lysosomes et les canaux sont dégradés par les enzymes lysosomales. 

L’internalisation des connexines par cette voie dépend de leurs modifications post-

traductionnelles. Ainsi l’internalisation de la Cx43 dépend de sa phosphorylation. En effet, des 

expériences sur des myocytes ventriculaires de rat en culture ont montré une accumulation de 

Cx43 phosphorylée par la PKC (sur le résidu S368, (Lampe, 1994) au niveau de la jonction suite à 

une inhibition de la voie lysosomale qui suggère que l’internalisation de Cx43 par cette voie 

dépend de cet état phosphorylé (Beardslee et al., 1998) tandis que la Cx43 non phosphorylée 

n’est pas dégradée par cette voie. 

 

ii. voie protéasomale 

Les connexines peuvent suivre une deuxième voie de dégradation, qui implique les protéases. Là 

aussi, la Cx43 reste à ce jour la connexine la plus étudiée, qui est dégradée par cette voie suite à 

l’ubiquitinylation du domaine C-terminal sur le motif PY (Leykauf et al., 2006). De la même 

manière que l’étude de la voie lysosomale, l’implication de la voie protéasomale a été déterminée 

en utilisant des inhibiteurs de la voie protéasomale (par ex. le N-acetyl-Leu-Leu-Norleu-al ou 

ALLN) dans des lignées cellulaires CHO (Laing and Beyer, 1995), et dans des myocytes en culture 
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(Beardslee et al., 1998). Ceci cause une accumulation de Cx43 jonctionnelle non phosphorylée et 

montrant que cette dernière est dégradée par la voie protéasomale.  

 

III/ Propriétés électrophysiologiques des canaux de 

jonctions  

 

Des modèles cellulaires permettent la caractérisation des propriétés électrophysiologiques des 

connexines en contrôlant le type et le niveau d’expression des connexines, tandis qu’une 

approche ex-vivo sur myocytes isolés permet un contrôle du type de connexines exprimées mais 

les niveaux d’expressions peuvent être plus difficiles à contrôler entre plusieurs préparations. Par 

exemple, les souris transgéniques « knock out (KO) » pour une connexines peuvent entrainer un 

décès des animaux à la naissance (Cx43KO, (Reaume et al., 1995)) ou pendant le développement 

embryonnaire (Cx45KO, (Nishii et al., 2003)). De plus, l’utilisation de KO inductible ne permet pas 

de diminuer à 100% l’expression de la connexine ciblée (Frank et al., 2012). 

Les propriétés électriques sont caractérisées au niveau macroscopique par le couplage électrique 

intercellulaire, par la dépendance au potentiel de jonction et les cinétiques de désactivation et de 

restitution.et au niveau unitaire par les conductances unitaires la régulation de la formation des 

canaux de jonction.  

 

a) Couplage électrique intercellulaire Gj,0 

Le couplage électrique intercellulaire définit le flux ionique (courant) au travers de l’ensemble des 

canaux de jonctions et est impliqué dans la régulation de la propagation du potentiel d’action 

(Beauchamp, 2004; P. Beauchamp et al., 2006; Dhillon et al., 2013). Son amplitude dépend de la 

taille des jonctions, de la densité des canaux de jonction et de leurs propriétés biophysiques. 
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Les enregistrements électrophysiologiques ont montré que les canaux homotypiques ont un 

couplage électrique (Gj,0) maximal pour un potentiel de jonction nul (i.e. les cellules adjacentes 

sont au même potentiel de membrane. cf : matériels et méthodes) qui reflète une ouverture 

maximale de l’ensemble des canaux. 

Au contraire, les canaux hétérotypiques et hétéromériques, en fonction de leurs compositions en 

connexines, peuvent présenter un Gj,0 intermédiaire (cf sensibilité des canaux de jonction au 

potentiel de membrane) entre un état d’ouverture maximum et résiduel (Desplantez et al., 2015, 

2011). 

 

b) Sensibilité des canaux de jonction au potentiel de jonction 

i. Définition 

La sensibilité des canaux de jonction au potentiel de jonction caractérise les propriétés 

biophysiques des canaux et des états de fermeture et d’ouverture en fonction du temps et de 

l’amplitude du potentiel de jonction. Elle se caractérise par trois paramètres : la dépendance au 

potentiel de jonction, les cinétiques de désactivation et les cinétiques de restitution. 

 

ii. Dépendance au potentiel de jonction 

La dépendance au potentiel de jonction définit le degré de fermeture des canaux de jonction en 

fonction du temps et de l’amplitude du potentiel de jonction. De très nombreuses études 

électrophysiologiques ont démontré que cette propriété est spécifique aux types de canaux 

formés. 
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1. Canaux homotypiques 

Les canaux homotypiques ont une dépendance au potentiel symétrique par rapport à un potentiel 

de jonction nul. La Cx45 est la plus sensible, la Cx40 possède une sensibilité intermédiaire et la 

Cx43 est la moins sensible (Figure 17, (Desplantez et al., 2007, 2004)). 

 

 

2. Canaux hétérotypiques 

Les canaux hétérotypiques présentent une dépendance au potentiel de jonction asymétrique 

(rectifiante) par rapport à un potentiel de jonction nul (Figure 18), caractérisées par une 

augmentation ou une diminution de la conductance en fonction de la polarité du potentiel de 

Figure 17 : Dépendance au potentiel de jonction des canaux homotypiques (Adaptée de 
Desplantez T et al., 2007).  
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jonction. Ces propriétés reflètent les propriétés de chaque connexine dans chaque demi-canal 

adjacent, principalement la dépendance de celle-ci à la polarité et à l’amplitude de Vj.  

La configuration la plus étudiée est celle des canaux de jonction Cx43-Cx45 qui montrent une forte 

diminution de la dépendance au potentiel de jonction pour des potentiels de jonctions négatifs 

ressenti par les demi-canaux Cx45 et une augmentation suivie d’une diminution de la dépendance 

pour des potentiels de jonctions positifs ressenti par les demi-canaux Cx43 (Figure 18). Ceci 

s’explique par une fermeture des demi-canaux Cx43 pour des potentiels de jonction positifs et 

une fermeture des demi-canaux Cx45 pour des potentiels de jonction négatifs (Figure 18, 

(Desplantez et al., 2004)). De plus, l’augmentation de la conductance de jonction pour des Vj 

positifs peut s’expliquer par une ouverture de canaux fermés à Vj=0mV. Cette hypothèse n’est 

possible que si l’on considère que les demi-canaux Cx45 inversent la polarité de fermeture des 

demi-canaux Cx43 (Desplantez et al., 2004; Moreno et al., 2002).  
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De même, la dépendance au potentiel de jonction des canaux Cx43-Cx40 montre une diminution 

forte pour des potentiels de jonctions négatifs ressentis par les demi-canaux Cx43 et modérée 

pour des potentiels de jonctions positifs ressentis par les demi-canaux Cx40. Dans cette 

configuration, ceci suggère une fermeture des demi-canaux Cx43 pour des potentiels de jonction 

négatifs (différent des canaux hétérotypiques Cx43-Cx45) et une fermeture des demi-canaux Cx40 

pour des potentiels de jonctions positifs (Figure 18, (Cottrell et al., 2002)). De plus, la dépendance 

au potentiel de jonction positif ne correspond pas à celle observée pour la Cx40 homotypique 

suggérant une inhibition par la Cx43 (Cottrell and Burt, 2001). 

Figure 18 : Dépendance au potentiel de jonction des canaux hetrotypiques (Adaptée de 
Desplantez T et al., 2007). 
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Enfin, la dépendance au potentiel de jonction des canaux Cx40-Cx45 augmente pour des 

potentiels de jonction négatifs et diminue pour des potentiels de jonction positifs (Figure 18, 

(Rackauskas et al., 2007)). Ces résultats suggèrent une fermeture des demi-canaux Cx40 pour des 

potentiels de jonctions positifs et une fermeture des demi-canaux Cx45 pour des potentiels de 

jonctions négatifs. Ainsi, les potentiels de jonctions négatifs ressentis au niveau des demi-canaux 

Cx40 (et donc positifs pour les demi-canaux Cx45) entrainent une ouverture des canaux de 

jonctions illustré par une augmentation de la conductance de jonction. 

 

3. Canaux hétéromériques 

Les canaux hétéromériques ont été étudiés sur des paires de cellules co-exprimant au moins deux 

connexines (Cottrell et al., 2002; Desplantez et al., 2004; Koval et al., 1995; Polontchouk et al., 

2002), tel que Cx43 et Cx45 (Figure 19 A, (Desplantez et al., 2004)) et Cx43 et Cx40 (Figure 19 B, 

(Valiunas et al., 2001)). Chaque paire de cellules examinées présentent un unique profil de 

courant de jonctions et de conductances de jonction en fonction du temps et de l’amplitude du 

potentiel de jonction caractérisés par des dépendances au potentiel de jonction symétriques et 

asymétriques (Figure 19). Ceci suggère la formation de canaux de jonctions homotypiques, 

hétérotypiques et hétéromériques. A ma connaissance aucune n’étude n’a été réalisée sur la co-

expression de la Cx40 avec la Cx45. Un manque du contrôle des niveaux d’expression des 

différentes connexines dans chaque paire de cellules peut expliquer ces différences observées. 
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De façon intéressante, l’ensemble des canaux de jonction, quelles que soient leurs configurations 

présentent une conductance de jonction résiduelle (gj,ss≠0) pour de forts gradients de potentiel 

de jonction (Vj>100mV, (Figure 17, 18 et 19, (Bukauskas et al., 1995; Desplantez et al., 2004; 

Moreno et al., 1995; V Valiunas et al., 2000a)). Cette propriété indique une ouverture résiduelle 

des canaux qui permet de maintenir un couplage résiduel intercellulaire.  

 

Figure 19 : Dépendance au potentiel de jonction des canaux hétéromériques. A : Exemples de 
courants de jonctions symétriques (gauche) et asymétriques (droite) pour des co-expressions 
Cx43/Cx45. B : Exemples de dépendances symétriques (gauche) et asymétriques (droite) pour des 
co-expressions Cx43/Cx45. (Adaptée de Desplantez T el al., 2007). 
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iii.  Cinétiques de désactivation 

 

1. Définition 

Les canaux de jonction présentent divers degrés de désactivation en fonction du temps et de 

l’amplitude du potentiel de jonction. Les différentes connexines montrent des cinétiques de 

désactivations spécifiques.  

La Cx43 montre pour des potentiels de jonction de 0mV à ±50mV, une désactivation lente sans 

atteindre un état stable (Figure 20 A). Pour des potentiels de jonction compris entre ±50mV et 

±100mV, une désactivation rapide est observée et atteint un état stable (Figure 20 B). Pour des 

potentiels de jonctions supérieurs à ±100mV, une désactivation rapide suivie par une 

désactivation lente qui atteint un état stable est observée (Figure 20 C). Les cinétiques de 

désactivations de la Cx45 possèdent le même profil que ceux de la Cx43 (Bukauskas et al., 2001; 

Desplantez et al., 2004). Ces cinétiques de désactivation peuvent être représentées sur la 

dépendance au potentiel de jonction de la Cx43 (Figure 21). 

De même, les cinétiques de désactivations de la Cx40 montrent une cinétique de désactivation 

rapide à partir de Vj=±40mV tandis qu’une désactivation lente est observée à partir de ±100mV 

(Desplantez et al., 2011; Lin and Veenstra, 2004). 
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Figure 20 : Cinétiques de désactivations macroscopiques pour la Cx43. Exemples de Ij pour 
différentes amplitudes de potentiel de jonctions (A : Vj=-52mV, B : Vj=-90mV et C : Vj=-140mV. 
(Adaptée de Bukauskas FF et al 2001). 
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Cela montre que deux mécanismes de fermeture (un rapide et un lent) indépendants sont 

impliqués dans la fermeture des canaux de jonctions dont les transitions peuvent être 

caractérisées dans des enregistrements de courant unitaires (Figure 20 D et Figure 21). Plus 

précisément, les canaux de jonction présentent un état d’ouverture principal et un état 

d’ouverture résiduel (cf. conductances unitaires) pour lesquels deux mécanismes sont impliqués 

: un rapide (de l’ordre de la milliseconde) qui assure la transition entre un état d’ouverture 

maximal principal et un état d’ouverture résiduel, et un lent (de l’ordre de la seconde) qui assure 

une transition entre un état ouvert et un état fermé (Figure 22, (Banach and Weingart, 2000; 

Bukauskas and Verselis, 2004)). 

Figure 21 : Exemple des cinétiques de désactivation pour la Cx43. F1 correspond à la fermeture 
lente et F2 correspond à la fermeture rapide. (Adaptée de Bukauskas FF et Verselis VK, 2004). 
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2. Canaux homotypiques 

Les canaux homotypiques servent de référence pour caractériser les cinétiques de désactivation 

de chaque type de connexines. Les canaux Cx45 possèdent la cinétique de désactivation rapide la 

plus rapide, les canaux Cx43 ont une cinétique intermédiaire et les canaux Cx40 ayant une 

cinétique la plus lente (Desplantez et al., 2011, 2004). 

 

3. Canaux hétérotypiques 

Des cinétiques de désactivation spécifiques ont aussi été observées pour les canaux 

hétérotypiques (Desplantez et al., 2011, 2004a; Elenes et al., 2001). A ma connaissance, à ce jour 

les canaux Cx43-Cx45 uniquement ont été étudiés. Plus particulièrement il a été démontré que 

ces cinétiques de désactivation reflètent la désactivation respective des demi-canaux Cx43 et 

Cx45 selon la polarité du potentiel de jonction. Plus précisément, les cinétiques de désactivation 

des demi-canaux Cx43 sont plus lentes dans les canaux hétérotypiques Cx43-Cx45 que dans les 

canaux homotypiques Cx43. Ceci est expliqué par une inhibition de la composante de fermeture 

rapide du demi-canal Cx43 par Cx45 (Elenes et al., 2001). Les cinétiques de désactivation pour les 

demi-canaux Cx45 ne semblent pas être affectées (Elenes et al., 2001).  

 

 

Figure 22 : Transitions rapide et lente observées sur un enregistrement de courant unitaire de 
canal de jonction homotypique Cx43. (Adaptée de Banach et Weingart, 2000) 
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4. Canaux hétéromériques 

Tout comme la dépendance au potentiel de jonction, les canaux de jonction hétéromériques 

présentent de nombreux profils de cinétiques de désactivation. De manière similaire à la 

dépendance au potentiel de jonction, cela suggère une variation de la formation et des propriétés 

électriques des canaux de jonction entre les paires de cellules étudiées. 

 

5. Mécanismes impliqués dans la désactivation des canaux de jonctions 

Fermeture rapide : 

Ce mécanisme opère dans l’ordre de la milliseconde (t<2ms) (Banach and Weingart, 2000; 

Bukauskas et al., 2001; Bukauskas and Peracchia, 1997). Pour la Cx43, ce mécanisme répond à 

partir de Vj=±50mV (Bukauskas et al., 2000; Bukauskas and Verselis, 2004). 

L’application d’un gradient de potentiel de jonction différent de 0mV va être ressenti par le « 

voltage sensor » situé au niveau du domaine N-terminal qui, en fonction de sa composition, 

détermine la polarité de fermeture (Ek Vitorín et al., 2016; Purnick et al., 2000). De plus, une 

proline (P87 pour la Cx32 et P88 pour la Cx43 par exemple) présente dans le domaine 

transmembranaire 2 confère une structure courbée à cette hélice qui détermine le diamètre 

intérieur du pore du canal (Ri et al., 1999). Un mouvement du domaine N-terminal vers l’intérieur 

du pore du canal, en réponse à un potentiel de jonction non nul entraine un mouvement vers 

l’intérieur du pore du domaine transmembranaire 2 en augmentant sa courbure et ainsi diminue 

le diamètre du pore du canal. Ces mouvements entrainent une transition du canal de l’état 

principal à l’état résiduel (Figure 23, cf. conductances unitaires). En complément, des études 

suggèrent une interaction de type « ball and chain » entre le domaine C-terminal et les acides 

aminés 119 à 144 de la boucle intracellulaire (nommé domaine « L2 ») de la Cx43 (Anumonwo et 

al., 2001; Liu et al., 2006; Moreno et al., 2002; Seki et al., 2004; Shibayama et al., 2006). 
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Fermeture lente : 

Ce mécanisme est dit lent car il opère plus lentement que le mécanisme rapide (>10ms, (Banach 

and Weingart, 2000; Bukauskas et al., 2001)). Le mécanisme de fermeture lente ou « loop gating 

» répond pour de faibles amplitudes du potentiel de jonction (<±50mV) induisant une 

désactivation des canaux. Pour des potentiels de jonctions intermédiaires, le mécanisme de 

fermeture rapide répond en premier, diminuant l’amplitude du potentiel de jonction ressenti par 

le « voltage sensor » du mécanisme de fermeture lente. Ceci inhibe la fermeture lente pour des 

amplitudes de potentiel de jonction de ±50<Vj<±100mV. Pour des potentiels de jonctions 

supérieurs à ±100mV, le potentiel de jonction ressenti par le « voltage sensor » de la fermeture 

lente suffit à activer ce mécanisme de fermeture lente (Bukauskas et al., 2000).  

Ce mécanisme met en jeu un mouvement du domaine transmembranaire 1 et de la boucle 

extracellulaire 1 vers l’intérieur du pore (Tang et al., 2009; Trexler et al., 1996) et entraine la 

fermeture totale du canal de jonction (Figure 23). De plus, il est supposé que cette fermeture 

maintient les demi-canaux fermés quand ils ne sont pas assemblés en canaux de jonction (Kwon 

et al., 2013). 

 

 

Figure 23 : Localisation des mécanismes de fermeture rapide et lente dans les canaux de jonctions. 
Le mécanisme de fermeture rapide est localisé au niveau de la face cytoplasmique du canal de 
jonction tandis que la fermeture lente est au niveau central du pore. (Adaptée de Snipas M et al., 
2016). 
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iv. Cinétiques de restitution 

La restitution décrit le retour à un état d’ouverture des canaux de jonction suite à une 

désactivation. Le mécanisme et les cinétiques de restitution ont été peu étudiés à ce jour et font 

partie de mes travaux de thèse afin d’améliorer notre connaissance à ce sujet. Les observations 

majeures de mes travaux suggèrent un mécanisme similaire mais inversé à celui de la 

désactivation (cf résultats et conclusions). 

 

c) Conductances unitaires 

i. Définition 

Cette propriété représente les états unitaires d’un canal de jonction caractérisés par trois états : 

un état d’ouverture maximal, un état d’ouverture résiduel et un état fermé. Ces états sont 

caractérisés par des conductances unitaires : m pour l’état d’ouverture maximale, r pour l’état 

d’ouverture résiduelle et nulle pour l’état fermé. Les valeurs de m et r dépendent de la 

composition en connexines et de la configuration des canaux. 

 

ii. Canaux homotypiques 

Les canaux homotypiques présentent une m et r spécifique à chaque connexine. La Cx43 possède 

un m≈60-120pS et r≈18-24pS (Bukauskas et al., 2000; Elenes et al., 2001; V Valiunas et al., 2000a; 

Valiunas et al., 1997), la Cx40 a un m≈130-180pS et r≈27pS (Cottrell and Burt, 2001; V Valiunas 

et al., 2000a) et la Cx45 a m≈27-38pS et r≈4-11pS (Elenes et al., 2001; van Veen et al., 2000) 

(Figure 24, (Desplantez et al., 2011)). Les différences observés dans les études dépendent du 

modèle cellulaire d’expression et de la composition ionique du milieu (V. Valiunas et al., 2000). 
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iii. Canaux hétérotypiques 

Les conductances unitaires des canaux hétérotypiques Cx43-Cx45 et Cx43-Cx40 ont été observées 

par enregistrements sur paires de cellules mixtes, où chaque cellule exprime une isoforme 

différente. Les conductances unitaires des canaux de jonctions Cx43-Cx45 sont intermédiaires aux 

conductances unitaires des canaux de jonctions homotypiques Cx43 et Cx45. Les canaux de 

jonction hétérotypiques Cx43-Cx40 montrent une asymétrie de l’amplitude des courants et 

conductances de jonctions unitaires en fonction de la polarité du potentiel de jonction (Figure 

25). Les conductances unitaires caractérisées sont intermédiaires aux conductances unitaires des 

canaux homotypiques Cx43 et Cx40. 

 

 

 

Figure 24 : Exemples de courants unitaires et fréquences de distribution des conductances 
unitaires des canaux homotypiques. (Adaptée de Desplantez T et al., 2007). 
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iv. Canaux hétéromériques 

Les canaux hétéromériques montrent une variabilité des conductances unitaires qui reflète une 

diversité de canaux de jonctions formés (Figure 26). De manière similaire aux propriétés 

macroscopiques, les valeurs de conductances unitaires sont intermédiaires ou identiques aux 

Figure 25 : Courants et conductances unitaires des canaux hétérotypiques Cx43-Cx40. A et B : 
exemples de courants de jonction unitaires présentant des conductances différentes en fonction 
des polarités du potentiel de jonction. C : fréquences de distribution. (Adaptée de Lin X et al., 2014). 
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valeurs des canaux homotypiques des connexines correspondantes composant les canaux 

hétéromériques. 

  

Figure 26 : Fréquence de distribution des conductances unitaires des canaux hétéromériques 
Cx43/Cx40. (Adaptée de Valiunas et al 2001). 
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Les connexines cardiaques sont co-exprimées avec des niveaux d’expressions spécifiques menant 

à des ratios spécifiques. Des changements de ces niveaux et donc des ratios sont observés dans 

des conditions physiologiques et pathologiques. Les études précédentes montrent qu’en fonction 

des niveaux d’expression et du type des connexines, différentes configuration de canaux de 

jonctions peuvent être obtenues (Desplantez et al., 2015, 2007, 2004; Martinez et al., 2002; 

Valiunas et al., 2001), qui suggère que le niveau d’expression détermine la composition des 

canaux de jonction. De plus, les propriétés électriques résultantes de cette formation spécifique 

sont considérées comme un des facteurs clés de la régulation de la propagation du potentiel 

d’action cardiaque (Beauchamp, 2004; Beauchamp et al., 2012; Lin et al., 2010).  

Malgré ces avancées une limite majeure de ces études est l’absence du contrôle précis du niveau 

d’expression des connexines. Nous avons étudié l’influence de ratio Cx43:Cx45 précis afin de 

mieux comprendre l’importance de ces ratios pour des conditions physiologiques et pro-

arythmique.  

Pour cela, notre étude se base sur l’hypothèse que : 

Les différents ratios de co-expression des connexines régulent une formation de 

canaux de jonctions spécifiques qui possèdent des propriétés électriques 

distinctes.  

Pour répondre à cette hypothèse, nous avons adressé les questions suivantes : 

1. Quels types de canaux sont formés aux différents ratios de co-expression de Cx43 et 

Cx45 ? 

2. Est-ce que ces canaux possèdent des propriétés électriques différentes à chaque ratio ?  

3. Quelles sont les contributions de chaque type de connexine dans ces régulations ? 

4. Est-ce que ces régulations dépendent du type de connexines (par ex. co-expression Cx43 

+ Cx40) ? 

5. Quelle est la contribution des canaux formés et leurs propriétés dans la régulation du 

potentiel d’action ?  
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Brièvement, afin de répondre à ces questions, nous avons utilisé le modèle des cellules épithéliale 

de foie de rat qui expriment de manière endogène la Cx43 et qui ont été transfectées pour 

exprimer la Cx45. Ainsi nos enregistrements électrophysiologiques sur paires de cellules par la 

méthode de double voltage clamp nous ont permis de caractériser les propriétés électriques 

macroscopiques et unitaires à 4 ratios différents de Cx43:Cx45.  

Dans un premier temps nous nous sommes intéressés aux propriétés électriques dans le cas de 

paires de cellules suite à une induction de l’expression de Cx45. Cette étude a mené à la 

soumission d’un article intitulé :  

Electrical properties of gap junction channels: dependence on the ratio of co-expressed 

connexins Cx43 and Cx45. 

Dans un second temps nous avons étudié les propriétés électriques des canaux dans des paires 

de cellules co-exprimant Cx43 et Cx45 mais aussi suite à une diminution du niveau d’expression 

de la Cx43. 
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I/ Culture cellulaire 

a) Lignée cellulaire 

La lignée cellulaire épithéliale de foie de rat (RLE, Figure 27), qui exprime de manière endogène 

la Cx43, a été utilisée. 

 

Les cellules ont été conservées dans un incubateur (37°C, 5% CO2) sous atmosphère humide et 

maintenues dans du milieu de culture complémenté: Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) 

non complémenté 4,5g/l glucose, Sérum Bovin Fœtal (SBF) 10%, Pénicilline/Streptomycine 

100U/ml et glutamine 2mM. A confluence, les cellules ont été détachées par ajout de trypsine 

pendant 3 min puis ont été prélevées et centrifugées à 800 rpm pendant 5 min à température 

ambiante. Les cellules ont ensuite été resuspendues dans 1 ml de milieu de culture complémenté. 

Une partie des cellules a été réensemencée au 1/40ème dans une flasque T25 contenant 5ml de 

milieu complémenté avec ou sans ponastérone A. La seconde partie des cellules a été utilisée 

pour les enregistrements électrophysiologiques de double voltage clamp, et la caractérisation 

biochimique (western blot et immunofluorescence) :  

Figure 25 : Photos de cellules RLE en culture. A : cellules RLE à environ 15% de confluence. 
B : cellules RLE à confluence. Grossissement x100. 
Figure 27 : Photos de cellules RLE en culture. A : cellules RLE à environ 15% de confluence. 
B : cellules RLE à confluence. Grossissement x100. 
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Double voltage clamp : Les cellules ont été ensemencées 24 à 48h avant expériences au 1/6ème et 

1/12ème, respectivement, sur des lamelles en verre contenues dans une boite de pétri 35mm et 

maintenues dans un incubateur en présence de milieu de culture complémenté avec ou sans 

ponastérone A selon les conditions expérimentales. 

Immunofluorescence : Les cellules ont été ensemencées sur des lamelles en verre dans une 

plaque 24 puits pour les jours 1, 2, 3 et 4 au 1/6ème, 1/12ème, 1/24ème et 1/48ème respectivement 

dans du milieu complémenté avec ou sans ponastérone A. 

Western blot : Deux flasques T25 par conditions ont été préparées 24 à 48h avant les expériences. 

 

b) Système ecdysone 

Les cellules ont été transfectées de manière stable par lipofection par le système inductible 

Ecdysone (Figure 28, Invitrogen). Une double transfection a été réalisée (Halliday et al., 2003) 

avec un plasmide (pERV3, Figure 28) contenant les séquences codantes pour les facteurs de 

transcriptions VgEcR et RxR, et un second plasmide codant pour la Cx45 et la résistance à 

l’hygromycine B (Figure 29). La séquence Internal Ribosomic Entry Site (IRES), présente dans le 

plasmide codant pour la Cx45, permet une expression homogène de la Cx45 dans la population 

cellulaire en connectant les séquences de la Cx45 et de la résistance à l’hygromycine B, tout en 

permettant une traduction séparée des deux protéines (Halliday et al., 2003). Ainsi lorsque la 

Cx45 est exprimée, la résistance à l’hygromycine B est également exprimée. Sans ponastérone A, 

le complexe protéique composé de RxR/VgEcR est lié à un corépresseur inhibant la transcription 

des gènes d’intérêts. L’ajout de ponastérone A dans le milieu permet le remplacement du 

corépresseur du complexe protéique VgEcR/RxR par un coactivateur afin d’initier la transcription 

des gènes codants pour la Cx45 et la résistance à l’hygromycine B (Figure 30). Le niveau 

d’expression de Cx45 a été déterminé par la concentration en ponastérone A (Figure 31) : plus la 

concentration est importante, plus le niveau d’expression de la Cx45 est important et est maximal 

pour une concentration de 2µM (Grikscheit et al., 2008). La pression de sélection positive a été 

maintenue par l’ajout d’hygromycine B à 250µg/ml dans le milieu de culture. Quatre conditions 
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de cultures ont été utilisées : contrôle (sans induction) et 3 niveaux d’induction: 0.5, 1 et 2µM de 

ponastérone A 

 

 

Figure 28 : Carte du vecteur pERV3 (Agilent Technologies). Le vecteur contient différentes 
séquences d’origine de réplication (f1 ori, pUC ori), de clivage pour les enzymes de restriction (Fse1, 
Pst1), de poly-adénilation (SV40 pA, TK pA), de résistance aux antibiotiques (neo/kan), 
promotrices (P CMV, P SV40, P bla), IRES (cf paragraphe b.) et codantes pour les protéines 
d’intérêts (RxR, VgEcR). 

Figure 29 : Schéma du système ecdysone. Le vecteur contient un promoteur Ind pour la fixation 
des facteurs de transcriptions (RxR/VgEcR), les séquences codantes des gènes de Cx45 et de la 
résistance à l’hygromycine B à l’ensemble de la culture. (Adaptée de Haliday D et al., 2003). 
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Figure 30 : Régulation de la transcription par le système Ecdysone. A : En l’absence de 
ponastérone A, un corépresseur empêche l’expression du gène d’intérêt. B : En présence de 
ponastérone A, le co-activateur est recruté rendant le complexe VgEcR/RxR actif et initiant la 
transciption (Agilent Technologies). (Adaptée de Haliday D et al., 2003). 
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II/ Caractérisation biochimique 

 

a) ARN interférence (ARNi) anti-Cx43 

L’extinction de l’expression de la Cx43 a été réalisée par l’utilisation d’ARNi (Figure 32) spécifique 

dirigée contre la Cx43 (Life Technologies).  

 

 

 

 

 

Figure 31 : Formule chimique de la ponastérone A. 
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b) Electroporation 

Des RLE ont été trypsinées puis centrifugées et resuspendues dans 1ml de DMEM non 

complémenté. Un volume de 200µl à 400µl a été déposé dans une cuvette d’électroporation en 

fonction du volume final nécessaire pour les expériences. La mort cellulaire a été estimée à ≈50% 

lors d’une électroporation, le volume d’ensemencement des cellules a été doublé pour palier la 

perte due à la mort cellulaire. Les cellules ont été électroporées (Figure 33, électroporateur : ECM 

Figure 32 : Schéma du mécanisme d’extinction d’ARN messager (ARNm) par ARNi. L’ARNi 
synthétique double brin (A) est phosphorylé par la protéine Dicer (B) puis inséré dans le complexe 
de clivage induit par ARN (RNA-induced silencing complex ou RISC). Cette activation du complexe 
RISC induit une séparation des brins de l’ARNi afin de conserver le brin complémentaire de l’ARNm 
voulut C). L’ARNm cible complémentaire de l’ARNi est incorporé dans le complexe RISC (D) et clivé 
(E). (Sébastien Dupuis). 
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830, BTX Harvard Apparatus) en présence de 2µM d’ARNi anti-Cx43 et en utilisant les paramètres: 

voltage=280V, résistance=100MΩ et capacitance=200µF à 400µF en fonction du volume présent 

dans la cuvette d’électroporation.  

 

 

Des électroporations contrôles (EPC) sans ajout d’ARNi anti-Cx43 ont été réalisés dans des 

conditions d’électroporation identiques. 

 

c) Immunofluorescence 

La distribution cellulaire de Cx43 et Cx45 et la diminution du niveau d’expression de la Cx43 par 

ARNi anti-Cx43 a été vérifiée par immunofluorescence (Figure 34). Les jours 1 à 4 ont été étudiés 

permettant d’observer l’évolution du niveau d’expression de Cx43. Au jour voulu, les cellules ont 

été rincées au Phosphate Buffer Saline 1X (PBS 1X) puis fixées et perméabilisées par ajout de 

méthanol froid (mis à -20°C au préalable) pendant 5min. Deux rinçages PBS 1X ont été effectués 

Figure 33 : Principe d’électroporation. Avant la stimulation électrique, les cellules sont maintenues 
dans du milieu de culture non complémenté en présence d’ARNi anti-Cx43. Lors de la stimulation, 
le champ électrique créé permet l’ouverture de pores temporaires dans la membrane plasmique 
et le passage d’ARNi à l’intérieur de la cellule. Après la stimulation électrique, les cellules 
retrouvent une membrane plasmique intacte. (Sébastien Dupuis). 
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et l’anticorps primaire anti-Cx43 (monoclonal de souris dirigé contre la partie C-terminal de Cx43 ; 

MERCK millipore #MAB3067) dilué au 1/250ème ou l’anticorps primaire anti-Cx45 (monoclonal de 

lapin dirigé contre le domaine C-terminal de Cx45 ; Alpha Diagnostic CX45-A) dilué au 1/200ème a 

été ajouté dans une solution PBS 1X/BSA 1% à 4°C pendant 24 heures. Un second rinçage au PBS 

1X a été réalisé et l’anticorps secondaire (âne anti souris couplé à la FITC ; Jackson 

ImmunoResearch Laboratories inc) dilué au 1/1000eme l’anticorps secondaire (chèvre anti lapin 

couplé à la TRITC ; Jackson ImmunoResearch Laboratories inc) dilué au 1/1000ème a été ajouté 

dans une solution PBS 1X/BSA 1% pendant 1h30. Deux rinçages PBS 1X ont été effectués et les 

cellules ont été conservées à 4°C dans du PBS 1X. Les lamelles ont été prélevées et montées sur 

des lames en verre avec du prolong puis observées au microscope (Nikon eclipse Ti-U). Les images 

ont été prises par la caméra DS-Qi1Mc (Nikon) et le logiciel NIS-Elements Basic Research (Nikon).  
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d) Western blot 

L’expression de Cx43 et Cx45 a été contrôlée par western blot. Les cellules à confluence ont été 

grattées dans 2ml de PBS 1X et récupérées dans un tube de 15 ml. Deux lavages successifs avec 

du PBS 1X ont été réalisés par centrifugation (i) 1000 rpm ; 10 min ; 4°C ; puis ii) 4000 rpm 10 min 

4°C en élimant le surnageant après chaque lavage. La lyse cellulaire a été réalisée en présence de 

tampon de lyse de composition : RIPA (Radio-Immunoprecipitation Assay, Sigma) 200 µl/tube + 

Figure 34 : Schéma du principe d’immunofluorescence. Les cellules (A) ont été perméabilisées 
puis incubées avec un anticorps primaire dirigé contre la partie C-terminal intracellulaire de la 
Cx43 (B). Un anticorps secondaire (C) dirigé contre l’anticorps primaire et couplé à la FITC a été 
ajouté. L’excitation de la FITC se fait à une longueur d’onde de 490nm (bleu) et son émission 
est observée à 525nm (vert, D). (Sébastien Dupuis). 



Matériels et Méthodes – II/ Caractérisation biochimique 

84 
 

inhibiteur de protéases 2µl/tube + inhibiteur de phosphatases 2 µl/tube pendant 1h à 4°C. Le 

lysat a été centrifugé à 12000 rpm pendant 10 min à 4°C et le surnageant a été récupéré. 

Le dosage des protéines a été réalisé par la méthode BiCinchoninic acid Assay (BCA). Une gamme 

étalon d’Albumine Sérique Bovine (BSA à partir de BSA à 2 mg/ml) a été réalisée avec les 

concentrations de BSA (en mg/ml) : 0 ; 0,0125 ; 0,0625 ; 0,125 ; 0,25 ; 0,375 ; 0,5. 3µl de tampon 

de lyse a été ajouté pour chaque concentration de BSA, puis complété pour une q.s.p. à 40µl avec 

de l’eau distillée (Tableau 2). 40 µl de lysat cellulaire ont été également dosés. Le dosage est 

calculé par mesure de densité optique (D.O.) rapportée à la gamme étalon afin d’estimer la 

quantité de protéines totales de chaque échantillon. 

Concentration 
BSA (µg/µl) 

0 0,0125 0,0625 0,125 0,25 0,375 0,5 

BSA (µl) 0 0,5 2,5 5 10 15 20 

Tp lyse (µl) 3 3 3 3 3 3 3 

H2O qsp 40µl 
(µl) 

37 36,5 34,5 32 27 22 17 

Tableau 2 : Gamme étalon de BSA utilisée pour le dosage des protéines par la méthode BCA. 
Chaque concentration a été réalisée en triplicat. 

 

e) Electrophorèse 

Un gel SDS-PAGE (Sodium Dodécyl Sulfate PolyAcrylamide Gel Electrophoresis) composé du gel 

de concentration (4% acrylamide, Bio-rad, TGX FastCast Acrylamide solution) et du gel de 

migration (10% acrylamide, Bio-rad, TGX FastCast Acrylamide solution) a été coulé dans une 

cassette et une attente de 30min a été réalisée pour permettre leur polymérisation. Une quantité 

équivalente de protéines (10 à 15 µg) de chaque échantillon ainsi que 6µl de marqueur de taille 

(Bio-rad, #161-0374) ont été déposés sur le gel de western blot et mis à migrer pendant 1h à 

200V. Le gel a été récupéré et activé par exposition aux U.V. pendant 3 min puis le transfert sur 

une membrane de poly-fluorure de vinylidène (PVDF, Bio-rad) a été réalisé par le système Turbo 

Transblot (Bio-rad). La membrane a été lavée dans une solution de blocage (TBS 1X + Tween 

0,05% + lait3%) afin de bloquer les sites de fixation aspécifiques pendant 30 min à température 

ambiante. L’incubation de l’anticorps primaire a été réalisée sur la nuit à 4°C dans une solution : 
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TBS 1X + Tween 0,05% + lait 3% + anticorps primaire anti Cx43 au 1/250eme (anticorps de Lapin 

dirigé contre la partie C-terminale de la Cx43, Merck millipore, #AB1728) ou l’anticorps primaire 

anti-Cx45 (monoclonal de lapin dirigé contre le domaine C-terminal de Cx45 ; Alpha Diagnostic 

CX45-A) dilué au 1/200ème. Deux lavages dans du TBS1X+Tween 0,05% pendant 10min à 

température ambiante ont été réalisés. L’incubation de l’anticorps secondaire a été réalisé 

pendant 1h30 à température ambiante dans une solution TBS 1x + Tween 0,05% + lait 3% + 

anticorps secondaire 1/1000eme (Bio-rad, IgG de Chèvre anti-Lapin couplé à la HRP, #STAR121P). 

Après deux lavages TBS 1X - Tween 0,05% la révélation a été réalisée. La membrane a été placée 

dans un chemicon (Bio-rad) et les protéines totales ont été révélées par U.V. La membrane a 

ensuite été mise en présence du substrat de la HRP, le luminol (SuperSignal West Pico Substrate 

ou SuperSignal West Femto Substrate, Thermo Fischer Scientific) puis placée une seconde fois 

dans le chemicon (Figure 35). La révélation par U.V. a été réalisée et la lumière émise a été 

enregistrée à 425nm. 
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La caractérisation des bandes d’intérêts a été réalisée avec le logiciel ImageJ. La quantification de 

l’intensité des bandes correspondantes à la Cx43, Cx45 ou de la vinculine (le marqueur de quantité 

de protéines) a été analysée. Les rapports Cx43/vinculine ou Cx45/vinculine ont été calculés afin 

d’avoir une normalisation de la quantité de Cx43 ou de la Cx45 respectivement.  

 

 

 

 

 

Figure 35 : Schéma de la révélation de la Cx43 par western blot. Cx43 sur la membrane PVDF est  
reconnue spécifiquement par les anticorps primaires anti-Cx43. Les anticorps secondaires couplés 
à la HRP se conjuguent aux anticorps primaires. La révélation est réalisée par ajout de luminol qui 
permet d’avoir un précipité violet. (Sébastien Dupuis). 
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III/ Enregistrements électrophysiologiques 

a) Double voltage clamp 

 Les cellules ont été maintenues à température ambiante dans une solution Tyrode de 

composition (en mmol/l) : 140 NaCl, 4 KCl, 2 CaCl2, 1 MgCl2, 5 HEPES (pH 7.4) 5 glucose, 2 Na-

pyruvate. Les pipettes de patch clamp en verre ont été étirées (étireuse DMZ, Zeitz Instruments 

GmbH / Lochhamer Str. 31 / 82152 Martinsried / Germany / Inh. Werner Zeitz) et remplies de 

solution de composition (en mmol/l) : 120 K-aspartate, 120 KOH, 10 NaCl, 1 CaCl2, 10 EGTA, 3 

MgATP, 5 HEPES (pH 7.2). Par conséquence, une résistance comprise entre 3 et 6 MΩ a été 

mesurée. Les enregistrements ont été réalisés dans une chambre expérimentale et avec un 

microscope inversé (Nikon eclipse Ti-U) a été utilisé (Figure 36).  

L’application de la stimulation est contrôlée par ordinateur. Le courant appliqué est initié par 

l’amplificateur (HeKa, EPC 10 USB Double). L’amplificateur contient le convertisseur 

analogique/digital (A/D) et digital/analogique (D/A) permettant la conversion des signaux 

analogiques en valeurs numériques. Le courant atteint les préamplificateurs (HeKa, EPC 10 USB 

probe) qui contiennent les convertisseurs courant/potentiel et sont directement connectés aux 

électrodes d’enregistrements dans les micropipettes de patch clamp. Les enregistrements des 

signaux se font par les mêmes voies que la stimulation dans un sens inverse. 

Les deux voies permettent des stimulations et des enregistrements simultanés et indépendants. 
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Les paires de cellules ont été clampées en configuration cellule entière (figure 37) et le potentiel 

de membrane (Vm) a été maintenu à 0mV sur les deux cellules. 

Figure 36 : Poste expérimental de travail. Les courants de jonctions sont enregistrés sur ordinateur 
grâce au logiciel PatchMaster (HeKa Elektronik) (A). La stimulation est contrôlée par 
l’amplificateur HeKa Elektronik (B) et le courant injecté dans les préamplificateurs (C) permet de 
maintenir les potentiels de membane imposés puis dans chaque cellule placées dans la chambre 
expérimentale (C) via les pipettes en verre (D). L’opération est réalisée sous un microscope inversé 
(E). (Sébastien Dupuis). 
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Figure 37 : Etapes de formation de la configuration cellule entière. A : La pipette en verre est collée 
à la membrane plasmique de la cellule. B : Une succion est réalisée pour passer en configuration 
cellule attachée. La résistance mesurée est supérieure au gigaohm (GΩ). C : Le gigaseal stabilisé, 
une succion est appliquée afin de rompre la membrane au contact de la pipette pour passer en 
configuration cellule entière. D : L’accès au cytoplasme cellulaire permet la dépolarisation ou 
l’hyperpolarisation de la membrane cellulaire. (Adaptée de Hamill et al., 1981). 



Matériels et Méthodes – IV/ Propriétés électriques 

90 
 

 

b) Potentiel de jonction (Vj) 

Le maintien d’un Vm=0mV permet l’inhibition de canaux ioniques voltages dépendants et permet 

de stimuler les cellules avec des hyperpolarisations ou dépolarisations d’amplitudes importantes 

(cf. propriétés électriques). L’une des cellules a été soit hyperpolarisée soit dépolarisée tandis que 

la deuxième cellule a été maintenue à Vm = 0mV. Le gradient de potentiel ainsi créé, appelé 

potentiel de jonction Vj, défini par la formule : Vj = Vm2-Vm1, oùc Vm1 et Vm2 sont les potentiels de 

membrane des cellules adjacentes 1 et 2 respectivement. Le courant de jonction (Ij) créé par Vj et 

passant par les jonctions gap a été enregistré sur les deux cellules et par convention, les courants 

analysés proviennent de la cellule non stimulé afin d’éviter les biais causés par l’activation de 

canaux ioniques voltage dépendant (Figure 38). 

 

 

 

 

Figure 38 : Exemple de protocole de dépendance au potentiel de jonction sur une paire de cellule 
RLE. Dans cet exemple, la stimulation est appliquée sur la cellule 1 (A, Vm1) et le Vm de la cellule 
2 est maintenue à 0mV (A, Vm2). La paire de cellule est reliée par les jonctions communicantes 
(B). Les courants de jonction sont enregistrés sur les deux cellules (C). 
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IV/ Propriétés électriques 

a) Couplage électrique intercellulaire Gj,0 

Le couplage électrique intercellulaire a été étudié en appliquant une stimulation dépolarisante de 

Vj=-10mV pendant 500ms sur l’une des deux cellules (Figure 39). A 10mV, la désactivation des 

canaux de jonction est considérée nulle (cf. introduction).  

 

Le Ij enregistré a été mesuré et la conductance de jonction (Gj,0) respective calculée par la 

formule : Gj,0=Ij/Vj. Une correction prenant en compte les résistances en séries a été appliquée et 

est appelée gj0,c (Veenstra, 2001). gj0,c a été calculée par la formule : 

gj0,c=Gj,0/[1-gj*(Rs1+Rs2)] 

où Rs1 et Rs2 sont les résistances en série mesurées sur les cellules 1 et 2 respectivement. 

   

 

 

 

 

Figure 39 : Protocole de stimulation du couplage électrique intercellulaire. 
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b) Dépendance au Vj 

Une des cellules a été soit dépolarisée soit hyperpolarisée (Vj=0±130mV, V=10mV, 5s, Figure 40) 

et le courant de jonction a été mesuré au début de la stimulation, c’est le courant de l’état 

instantané Ij,inst, et en fin de stimulation où le courant est considéré stable Ij,ss. Les conductances 

respectives ont été calculées par la formule gj=Ij/Vj et le rapport gj,ss/gj,inst reporté en fonction de 

Vj. Une courbe de tendance suivant l’équation de Boltzmann a été appliquée. Les paramètres de 

dépendance au potentiel (Vj0 : potentiel Vj de demi-inactivation maximale, gj,min : conductance 

minimale observée pour des Vj de haute amplitude et z : nombre de charge positive passant par 

les canaux de jonctions à l’état stable) ont été caractérisés. 

 

 

c) Cinétiques de désactivation 

La désactivation de Ij a été caractérisée par une régression mono-exponentielle pour Vj≤100mV 

ou bi-exponentielle pour Vj≥100mV représentée par des constantes de temps rapide, d,1, et 

lente, d,2. d,1 a été reportée en fonction de Vj et une régression mono-exponentielle a été 

Figure 40 : Protocole de dépendance au Vj. La cellule 1 est dépolarisée ou hyperpolarisée par une 
stimulation de Vm1= 0 ± 130mV pendant 5s et la cellule 2 est maintenue à Vm2=0mV. 
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réalisée afin de caractériser les paramètres de désactivation d,0 : valeur de d,1 extrapolée à 

Vj=0mV et V : constante de désactivation.  

 

d) Cinétiques de restitution 

Le délai de restitution a été étudié par un protocole précis divisé en deux séquences (Figure 41). 

La séquence P1 où une stimulation de 5s d’amplitude ±10, ±60, ±120mV a été appliquée afin 

d’avoir différents niveaux de désactivation : 10mV, pas désactivation, 60mV, désactivation 

partielle et 120mV, désactivation maximale. La séquence P2 a été organisée en plusieurs 

stimulations brèves (2ms) consécutives de même amplitude que P1 séparées par un intervalle de 

temps croissant de 5ms à 3s. Les Ij enregistrés pendant P1 ont été mesurés en début en fin de 

stimulation. La mesure de début de stimulation représente la valeur de référence et la mesure en 

fin de stimulation représente le début de la restitution (t=0s). Les Ij de P2 ont été mesurés et les 

rapports gP2/gP1 ont été calculés et reportés en fonction du temps total après P1. 

  

 

 

Figure 41 : Protocole de restitution. 
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e) Conductances unitaires 

L’heptanol, un découpleur non spécifique permettant le découplage électrique intercellulaire a 

été utilisé à une concentration de 2,5mM. Un protocole bipolaire de ±30mV à ±110mV par 

incrément de ±20mV a été appliqué pendant 500ms pour chaque polarité (Figure 42). Les 

événements unitaires ont été enregistrés après un retour progressif du couplage électrique. Le 

courant unitaire de jonction (ij) a été enregistré pour chaque événement et les conductances 

unitaires calculées et reportées en histogramme de fréquence de distribution.  

 

 

 

 

 

 

 

Figure 42 : Protocole de conductances unitaires. 



Matériels et Méthodes – V/ Simulation de la dépendance au Vj 
VI/ Acquisition des données et analyses 

95 
 

V/ Simulation de la dépendance au Vj 

 

Un modèle théorique de dépendance au Vj a été réalisé pour comparer les résultats obtenus 

expérimentalement pour les différents ratios de co-expression dans l’hypothèse d’une formation 

de canaux de jonctions homomériques-homotypiques Cx43 et Cx45 dans des proportions 

similaires aux conditions expérimentales (Grikscheit et al., 2008a). Les courbes de références 

gj=f(Vj) pour des canaux de jonction homomériques-homotypiques Cx43 (cf : résultats) et Cx45 

(Desplantez et al., 2004) ont été utilisés comme référence pour établir les simulations par la 

formule:  

gj=f(Vj)=[p(gj=f(Vj))Cx43]+[q(gj=f(Vj))Cx45] 

où gj=f(Vj)Cx43 et gj=f(Vj)Cx45 représentent les courbes de références de la Cx43 et de la Cx45 

respectivement, p et q représentent le pourcentage pour chaque courbe de référence : 

p/q=85,3%/14,7%; 69,7%/30,3% et 50%/50% pour Cx43:Cx45=5.8, 2.3 et 1 respectivement. 

  

VI/ Acquisition des données et analyses 

Les données ont été stockées sur ordinateur pour analyses. Les enregistrements ont été passés 

par un filtre de Bessel (1kHz) et digitalisées (3.33kHz). L’acquisition des signaux (fréquence 

d’acquisition à 20kHz) a été réalisée par le logiciel Patchmaster. Les analyses de données ont été 

réalisées avec le logiciel Fitmaster (HEKA Elektronik, Lambrecht, 67466, Germany), les courbes et 

les statistiques ont été réalisées avec les logiciels SigmaPlot, (Systat Software Inc, San Jose, 95110, 

USA) et GraphPad Prism 6.0 (GraphPad Software, Inc, La Jolla, 92037, USA. Les données ont été 

présentées en moyenne ± SEM. 
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I/ Caractérisations biochimiques  

a) Westerns blots 

i. Caractérisations précédentes 

Les ratios Cx43:Cx45 ont été caractérisés par western blot et immunofluorescence (Desplantez et 

al., 2015; Grikscheit et al., 2008). Les trois concentrations de ponastérone A utilisées permettent 

le contrôle du niveau d’expression de la Cx45 (cf : matériel et méthodes) : plus la concentration 

est élevée, plus le niveau d’expression de la Cx45 est important, jusqu’à un niveau d’expression 

maximal pour une induction avec 2µM de ponastérone A.  

De plus, le niveau d’expression de Cx43 n’est pas modifié de manière significative par l’expression 

de la Cx45 (Figure 43, Tableau 3, (Desplantez et al., 2015; Grikscheit et al., 2008)). 

 

Figure 43 : Westerns blots de Cx43 (haut) et Cx45 (bas) en fonction de la concentration en 
ponastérone A. (Adaptée de Grikscheit K et al 2008). 
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Les westerns blots ont permis d’estimer les niveaux d’expressions de Cx43 et Cx45 et les ratios de 

Cx43:Cx45 (Grikscheit et al., 2008). Ainsi, pour des concentrations en ponastérone A de : 0,5 ; 1 

et 2 µM, des ratios jonctionnels Cx43:Cx45 respectifs : 5.8, 2.3 et 1 sont calculés. 

Tableau 3 : Estimations de la quantité relative de Cx43 et de Cx45 avec et sans ponastérone A. Les 
valeurs sont normalisées en fonction de l’expression totale de Cx43 dans les cellules non induites, 
et présentées en moyenne±SEM ; ND : non détectable. Source : (Grikscheit et al., 2008). 

 

ii. Caractérisations de notre étude  

De façon similaire à l’étude précédente (Grikscheit et al., 2008) il nous a fallu contrôler dans nos 

conditions l’expression de la Cx43 et de la Cx45 par une caractérisation biochimique (westerns 

blots et immunofluorescence).  

 

1. Expression de la Cx43  

Nous avons observé que le niveau d’expression de la Cx43 est augmenté de manière non 

significative avec l’expression de la Cx45 pour une induction faible et intermédiaire, et diminué 

  Ponastérone A (µM) 

  0 0,5 1 2 

Cx43 (u.a.) 
Non-jonctionnel 44,9±2,5 43,7±5,5 43,6±0,6 39,6±4,7 

Jonctionnel 55,1±3,4 78,3±11,9 76,8±0,6 61,1±4,6 

Cx45 (u.a.) 
Non-jonctionnel ND 41,6±10,8 80,4±23,5 94,4±26,1 

Jonctionnel ND 13,3±2,2 33,5±10,5 46,1±12,0 

Ratios 

Cx43:Cx45 

Non-jonctionnel / 1 0,5 0,4 

Jonctionnel / 5,8 2,3 1,3 
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pour une induction maximale (Figure 44). Ces résultats sont en accord avec l’étude de Desplantez 

et al., 2015. 

 

2. Expression de la Cx45  

La condition Ni ne montre pas de bande caractéristique de la Cx45 qui indique une absence 

d’expression de Cx45 (Figure 45) ou un niveau d’expression trop faible pour être détectée (McCain 

et al., 2012). De plus, nous avons observé l’expression de Cx45 dans les conditions induites en 

fonction de la concentration en ponastérone A : plus la concentration en ponastérone A est 

élevée, plus l’intensité de la Cx45 est importante (Figure 45). Les ratios Cx45/Vinculine sont de 0 

pour la condition Ni, 0,5±0,1 pour Cx43:Cx45=5.8, 0,8±0,2 pour Cx43:Cx45=2.3 et 1,6±0,6 pour 

Cx43:Cx45=1. Le niveau d’expression total de la Cx45 est donc doublé pour la condition 

Cx43:Cx45=2.3 et triplé pour la condition Cx43:Cx45=1 par rapport à la condition Cx43:Cx45=5.8 

correspondant à l’étude de Desplantez et al 2015. 

 

 

 

 

Figure 44 : Western blot d’expression de Cx43 dans les différentes conditions d’induction 
de Cx45. La vinculine est utilisée comme marqueur de charge. (Dupuis S et al., 2016, non 
publié). 
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3. Expression de la Cx43 avec ARNi anti-Cx43 

Les westerns blots sont réalisés pour vérifier l’expression de la Cx43 et sa diminution en présence 

d’ARNi anti-Cx43. Comme attendu, nous observons une diminution de l’expression après 

transfection par l’ARNi anti-Cx43 dans les conditions Ni et Cx43:Cx45=1 (Figure 46). Cette dernière 

est la condition d’induction utilisée pour étudier l’effet d’une diminution d’expression de Cx43. 

Nous nous sommes intéressés aux jours 1 (J1) et 2 (J2) après transfection qui correspondent au 

moment où l’ARNi anti-Cx43 est le plus efficace. Aux jours 3 et 4, une ré-augmentation de 

Figure 45 : Western blot pour la quantification de la Cx45. La vinculine est utilisée comme 
marqueur de charge. (Dupuis S et al., 2016, non publié). 

Figure 46 : Western blot pour la Cx43 dans les conditions Ni et Cx43:Cx45=1 en présence ou en 
absence d’ARNi anti-Cx43 aux jours 1 et 2 après transfection. La vinculine est utilisée comme 
marqueur de charge. (Dupuis S et al., 2016, non publié). 
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l’expression de Cx43 est observée due à une perte d’efficacité de l’ARNi anti-Cx43 expliqué par 

une dilution de l’ARNi anti-Cx43 avec la multiplication cellulaire. 

 

4. Expression de la Cx45 avec ARNi anti-Cx43 

Les westerns blot réalisés pour contrôler l’expression de la Cx45 en présence ou en absence 

d’ARNi anti-Cx43 montrent une absence de Cx45 dans la condition Ni comme attendu et un niveau 

d’expression homogène dans la condition Cx43:Cx45=1 avec ou sans ARNi anti-Cx43 (Figure 47). 

 

 

b) Immunofluorescence 

i. Localisation cellulaire de Cx43 et Cx45 

Comme attendu, nous n’avons pas observé de marquage spécifique de Cx45 dans les cellules Ni 

malgré un marquage diffus dans le cytoplasme (Figure 48). De plus et comme attendu dans les 

Figure 47 : Western blot pour la Cx45 dans les cellules Ni et Cx43:Cx45=1 aux jours 1 et 2 après 
transfection en présence et en absence d’ARNI anti–Cx43. La vinculine est utilisée comme 
marqueur de charge. (Dupuis S et al., 2016, non publié). 
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cellules Ni, la Cx43 est localisée au niveau des membranes plasmiques et dans le cytoplasme 

(Figure 48).  

 

Après induction de l’expression de la Cx45 (Cx43:Cx45=1), la Cx43 et Cx45 sont observées au 

niveau des membranes plasmiques, qui reflètent une co-localisation (Figure 48). 

 

 

Figure 48 : Immunofluorescence de Cx43 (vert) et de Cx45 (rouge). Gauche : cellules Ni. Droite : 
cellules Cx43:Cx45=1. Les flèches blanches illustrent la co-localisation à la membrane de Cx43 et 
Cx45. grossissement Ni : x200 et Cx43:Cx45=1 : x400. (Dupuis S et al., 2016, non publié). 
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ii. Distribution de Cx43 avec ARNi anti-Cx43 

1. Cellules Ni 

 En condition contrôle nous observons dans les cellules Ni contrôle aux jours 1 et 2 après 

transfection une localisation de la Cx43 au niveau des membranes cellulaires principalement. 

Suite à la transfection avec l’ARNi anti-Cx43 la localisation de la Cx43 reste principalement au 

Figure 49 : Immunofluorescences de Cx43 (vert) sur des cellules non induites contrôle au jour 1 (A) 
et 2 (B) et sur des cellules non induites transfectées par ARNi anti-Cx43 au jour 1 (C) et 2 (D) après 
transfection. Grossissement x200. (Dupuis S et al., 2016, non publié). 
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niveau des membranes cellulaires mais à plus faible intensité de fluorescence indiquant une 

diminution de l’expression significatif par rapport à la condition non transfectée (Figure 49). 

 

2. Cellules Cx43:Cx45=1 

 Dans les cellules induites pour un ratio de Cx43:Cx45=1, Cx43 est principalement localisé au 

niveau des membranes plasmiques à une intensité de fluorescence qui semble plus faible que 

Figure 50 : Immunofluorescences de Cx43 (vert) sur des cellules Cx43:Cx45=1 au jour 1 (A) et 2 (B) 
et sur des cellules Cx43:Cx45=1 transfectées par ARNi anti-Cx43 au jour 1 (C) et 2 (D) après 
transfection. Grossissement x200. (Dupuis S et al., 2016, non publié). 
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dans les cellules Ni (Figure 50 A et B). Aucun marquage Cx43 n’est observé après transfection de 

l’ARNi anti-Cx43 suggérant une efficacité de l’ARNi anti-Cx43 et une expression de Cx43 inférieure 

aux limites de détections (Figure 50 C et D, (McCain et al., 2012)). 

 

II/ Propriétés électriques des canaux de jonction  

  

a) Paires de cellules homologues : ratio Cx43:Cx45 identique  

L’étude des propriétés électriques des canaux de jonction est essentielle dans la compréhension 

de la propagation du potentiel d’action cardiaque. Quatre connexines sont co-exprimées dans le 

cœur : Cx40, Cx43, Cx45 et Cx30.2 selon des profils spécifiques. Les profils de co-expressions des 

connexines déterminent la formation de canaux de jonction spécifiques aux propriétés 

électriques distinctes. Les propriétés électriques des canaux de jonctions (couplage électrique, 

dépendance au potentiel de jonction, conductances unitaires) sont considérées comme étant des 

facteurs clés dans la régulation de la propagation du potentiel d’action. Les études précédentes 

ont permis d’identifier des contributions relatives des connexines dans la formation des canaux 

de jonctions de canaux de jonction différents en utilisant des modèles cellulaires (Desplantez et 

al., 2007, 2004). Ces études ont été corrélées à des observations de culture primaire de myocytes 

auriculaires et ventriculaires où les canaux hétéromériques sont retrouvés en majorité dans le 

couplage électrique (Beauchamp, 2004; Beauchamp et al., 2012; T. Desplantez et al., 2012).  

Dans un premier temps, nous nous sommes intéressés à la formation et aux propriétés électriques 

des canaux de jonction dans des paires de cellules exprimant les mêmes ratios. 
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Cette étude a permis la rédaction et la soumission d’un article intitulé :  

« Influence du ratio de co-expression Cx43:Cx45 sur la formation des canaux de 

jonctions et leurs propriétés électriques »  

Dupuis S, Constantin M, Chaigne S et Desplantez T.  

RESUME DE L’ETUDE : 

Les cellules épithéliales de foie de rat (RLE) exprimant la Cx43 de manière endogène ont été 

utilisées. Ces cellules ont été préalablement transfectées de manière stable par le système 

ecdysone afin d’exprimer la Cx45, dont le niveau d’expression est dépendant de la concentration 

en inducteur (la ponastérone A). Les enregistrements électriques sur paires de cellules ont été 

réalisés par la technique du double voltage clamp afin de caractériser les propriétés électriques 

macroscopiques et unitaires des canaux de joncions. Une condition contrôle sans expression de 

Cx45 (Ni) et trois ratios de co-expression Cx43:Cx45 (5.8, 2.3 et 1) ont été étudiés. 

Dans un premier temps, nous avons observé dans la condition Ni des propriétés électriques 

macroscopiques et unitaires correspondantes aux propriétés de canaux homotypiques Cx43 

(Desplantez et al., 2011, 2007, 2004). Ceci suggère l’absence d’expression de la Cx45 sans 

induction. 

Après induction, la co-expression de Cx43 et Cx45 nous avons observé une diminution du 

couplage électrique pour toutes les conditions de co-expressions indépendamment du ratio de 

co-expression. De plus, une augmentation de la dépendance au potentiel de jonction similaire 

pour toutes les conditions de co-expressions et indépendante du ratio a été observée. Les 

cinétiques de désactivations montrent que plus l’amplitude du potentiel de jonction est 

importante, plus les cinétiques sont rapides. De plus, plus le niveau d’expression de la Cx45 est 

augmenté, plus les cinétiques de désactivations sont ralenties. De manière similaire aux 

cinétiques de désactivation, les cinétiques de restitutions montrent une dépendance à 

l’amplitude du potentiel de jonction : plus l’amplitude du potentiel de jonction est importante, 

plus les cinétiques de restitutions sont rapides. L’étude des propriétés unitaires montre la 

formation de canaux de jonction composés de Cx43 et de Cx45 dans tous les ratios. De plus, les 
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canaux de jonctions sont en majorité composés de deux demi-canaux hétéromériques de même 

composition. 

Cette étude montre l’influence de la co-expression des Cx43 et Cx45 dans la régulation de la 

formation des canaux de jonction caractérisés par des propriétés électriques distincts et des 

contributions différentes des connexines dans la formation de ces canaux de jonctions. Les 

propriétés électriques observées suggèrent une implication dans la régulation de la propagation 

du potentiel d’action. En effet, la diminution du couplage électrique, l’augmentation de la 

dépendance au potentiel de jonction et la diminution des conductances unitaires pourrait 

entraîner un ralentissement de la propagation du potentiel d’action. 

  



Résultats – II/ Propriétés électriques des canaux de jonction 

108 
 

ELECTRICAL PROPERTIES OF GAP JUNCTION CHANNELS: DEPENDENCE ON 

THE RATIO OF CO-EXPRESSED CONNEXINS Cx43 AND Cx45 

Dupuis S1,2,3, Constantin M 1,2,3, Chaigne S1,2,3,4, Desplantez T1,2,3 

1 IHU Liryc, Electrophysiology and Heart Modeling Institute, fondation Bordeaux 

Université, F-33600 Pessac- Bordeaux, France 

2 Univ. Bordeaux, Centre de recherche Cardio-Thoracique de Bordeaux, U1045, F-33000, 

Bordeaux, France 

3 INSERM, Centre de recherche Cardio-Thoracique de Bordeaux, U1045, F-33000 

Bordeaux, France 

4 Bordeaux University Hospital (CHU), Electrophysiology and Ablation Unit, F-33600 

Pessac, France 

 

Corresponding author 

Thomas Desplantez Ph.D. 

IHU LIRYC 

Avenue Haut Leveque 

33600 Pessac 

France 

Email : thomas.desplantez@ihu-liryc.fr 

tel : +33 (0)5 35 38 19 20 

 

Short title: Electrical properties of Cx43:Cx45 ratios 

 

 

 

 

 

 

 

 



Résultats – II/ Propriétés électriques des canaux de jonction 

109 
 

ABSTRACT 

Cardiac connexins compose gap junction channels and display different patterns of 

expression and ratios in the healthy and diseased conditions. While the former has been 

well investigated the latter is still poorly understood. This study further explores how ratios 

of co-expressed connexins regulate the formation and the electrical properties of gap 

junction channels. Three accurate ratios of Cx43:Cx45 were induced in Rat Liver Epithelial 

cells and used to perform dual voltage clamp recordings on cell pairs. Compared to a 

single expression of Cx43 the induction of Cx45 decreased the electrical coupling and 

increased the junctional voltage sensitivity similarly at each ratio of Cx43:Cx45. However, 

the higher the junctional potential Vj, the faster the deactivation, while the lower the ratio 

of Cx43:Cx45, the slower the deactivation. Moreover, the higher the Vj, the faster the 

recovery. Single channel recordings indicate the contribution of a dominant population of 

gap junction channels of mixed Cx43/Cx45 composition at each ratio. Our findings 

suggest a specific contribution of each connexin and ratio in the formation and the specific 

electrical properties of gap junction channels. This denotes a determinant function in 

regulating the impulse propagation in the healthy heart and a pro-arrhythmic dysfunction 

caused by a connexin remodeling. 

 

 

Keywords: Connexin43. Connexin45, gap junction channels, heteromeric channels, 

electrical properties  
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INTRODUCTION 

Gap junctions are specialized structures that ensure a direct intercellular biochemical and 

electrical communication. In the cardiac system gap junction contribute to the regulation 

of the propagation of the cardiac impulse from the sinus node to the ventricular myocytes 

that ensures the coordination of the atrial and ventricular contractions. Gap junctions are 

clusters of gap junction channels made of docked hexameric hemichannels constituted of 

proteins connexins. Four connexins are co-expressed in the different cardiac tissues 

(myocytes, conduction system), connexin 40 (Cx40), Cx43, Cx45 and Cx30.2, which 

rends possible the formation of hemichannels and gap junction channels of diverse 

connexins composition and organization (Desplantez et al., 2004). For example ventricular 

myocytes co-express mainly Cx43 and traces of Cx45, and atrial myocytes co-express 

large amount of Cx43 and Cx40 and traces of Cx45 (Bao et al., 2011; Severs et al., 2008). 

Connexins have specific patterns of expression and changing levels of expression with 

age (Bonda et al., 2015; Rossi et al., 2008), development (Coppen et al., 2003, 2001; 

Vozzi et al., 1999). Interestingly the levels of expression and the cellular localization of 

connexins are also modified in pathological situations such as ischemia and arrhythmias, 

termed as connexins remodeling (Bruce et al., 2008; Dupont et al., 2001; Gutstein et al., 

2001; Paul et al., 2013). 

The electrical properties of the gap junction channels, i.e. the junctional coupling, the 

voltage dependence and the unitary conductances, are considered as a key factor for 

regulating the cardiac impulse propagation. So far a lot of studies have demonstrated the 

formation of various types of gap junction channels characterized by diverse but distinct 

electrical properties by using cell models (Desplantez et al., 2007, 2004). Importantly these 

findings have been correlated to similar observations in primary atrial and ventricular 

myocytes where heteromeric gap junction channels, i.e. of mixed connexin composition, 

characterized by specific electrical properties govern the electrical coupling (Beauchamp, 

2004; Beauchamp et al., 2012; Thomas Desplantez et al., 2012).  

To date, further understand the function of the distinct pattern of expression of connexins 

is essential to elucidate the pro-pathological (pro-arrhythmic) connexin remodeling. More 

precisely, the pattern of each connexin leads to diverse ratios of 2 and 3 co-expressed 

connexins that suggests a determinant contribution in regulating the electrical and 

chemical coupling and heart function. For this purpose we aimed to investigate the gap 

junction channels make-up and electrical properties in function of accurate ratios of co-

expressed Cx43 and Cx45. Rat Liver Epithelial cells (RLE) that express endogenous Cx43 

have been stably transfected to co-express Cx45 (see material and methods). Our 

electrical recordings on cell pairs reveal distinct electrical properties of gap junction 

channels before and after distinct levels of induced expression of Cx45 both at the 

macroscopic and unitary levels. This reveals a fine regulation of the formation of gap 

junction channels in term of connexins composition and specific contribution of each type 

of connexins in regulating the properties of gap junction channels. These new findings are 

determinant for a better understanding on the cardiac impulse propagation in the healthy 

and diseased heart.  
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MATERIAL AND METHODS 

Cell line and cell culture 

Rat Liver Epithelial (RLE) cells that express endogenous Cx43 have been stably 

transfected with an inducible ecdysone promoter that permits the expression of accurate 

levels of Cx45 and ratios of Cx43:Cx45 (Desplantez et al., 2015; Grikscheit et al., 2008) 

by adding different concentrations of the inducer Ponasterone A (PonA): low induction 0.5 

µM, medium induction 1 µM, and maximal induction 2 µM. Three co-expression junctional 

ratio were studied: Cx43:Cx45 = 5.8, 2.3 and 1. 

The RLE cell line was grown in DMEM supplemented with 10% FBS, 100 g/ml 

streptomycin and 100 U/ml penicillin, and kept in an incubator (37C; 5% CO2) and 

passaged at a 1/40 ratio by trypsin dissociation. Cells were seeded in 13 mm glass 

coverslips and used day 1 and 2 post-seeding for patch clamp recordings. 

Patch clamp solutions 

Patch clamp experiments were performed in a modified Krebs-Ringer solution (Desplantez 

et al., 2004) (in mmol/L): NaCl, 140; KCl, 4; CaCl2, 2; MgCl2, 1; HEPES, 5 (pH 7,4); sodium 

pyruvate, 2; glucose, 5. Patch pipettes were filled with internal solution (in mmol/L): 

potassium aspartate, 120; NaCl, 10; CaCl2, 1; MgATP, 3; EGTA, 10 (pCa ~8); HEPES, 5 

(pH 7.2). After filling the pipette resistance was 3-6 M.  

 

Electrophysiological measurements  

Patch clamp experiments have been performed as previously described (Desplantez et 

al., 2004). Briefly, we performed electrical recordings on cell pairs seeded on glass 

coverslips by applying the dual voltage clamp method in the whole cell configuration. This 

method allows to control the membrane potential of each cell to establish a gradient of 

membrane potential (termed junction potential Vj) Vj =Vm2 – Vm1, where Vm1 and Vm2 

are the membrane potential of each cell, and record the gap junction current I j (for more 

details see (Desplantez et al., 2004)). 

 

Acquisition and analysis of electrophysiology data 

Electrical coupling 

The electrical coupling was determined by applying a Vj of low amplitude (Vj =±10mV) at 

which gap junction channels do not deactivate (see data and Figure 1A) and the 

corresponding junctional conductance Gj,0 was calculated as Gj,0= Ij/Vj. To prevent error 

of measurement caused by the series resistance Rs, Gj,0 was corrected after recording 

(Van Rijen et al., 1998).  
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Voltage dependence  

The voltage gating of gap junction channels (i.e. voltage dependence, kinetics of 

deactivation) was determined by applying rectangular pulses (5 sec duration, steps 

amplitude ±10 mV) of positive and negative Vj polarities. For analysis, the amplitude of 

Ij was determined at the beginning (instantaneous Ij,inst) and end (steady-state Ij,ss) of each 

Vj pulse. The respective conductances were calculated as gj,inst  Ij,inst  Vj and gj,ss  Ij,ss  

Vj. gj,ss was normalized with respect to gj,inst, sampled, averaged and plotted as a function 

of Vj (gj,ss/gj,inst = f(Vj), which represents the voltage dependence of gap junction 

channels. The curve fitting of the relationships gj,ss/gj,inst = f(Vj) was done with the 

Boltzmann equation separately applied to negative and positive Vj (Desplantez et al., 

2004; Valiunas et al., 1999).  

 

Kinetics of deactivation 

The kinetics of deactivation of gap junction channels were analyzed by an exponential fit 

of the time course of Ij (see Results for more details), which yields a fast and/or slow time 

constant of deactivation: d,1 and d,2 respectively. The voltage dependence of d,1 was 

characterized by the relationship d,1=f(Vj) that was fitted with a single exponential that 

determined the decay constant V and the 0 mV intercept d,0.  

 

Recovery from deactivation  

The recovery was determined by applying a conditioned pulse P1 (duration 5 sec) of Vj = 

±10, ±60 and ±120 mV to trigger none, intermediate and maximal deactivation of gap 

junction channels, followed by short pulses P2 (2 ms) of similar amplitude and polarity 

applied at incremented interpulse intervals (t = 5 ms to 3 sec). The peak current 

amplitude of P1 and P2, IP1 and IP2, were measured and their respective conductances 

gP1 and gP2 were calculated as gPx = IPxVj and normalized as gP2/gP1. The time 

course of recovery was illustrated by plotting gP2/gP1 in function of the time after P1 

(gP2/gP1 = f(t)). The recovery was estimated as complete for gP2/gP1 = 1. The kinetics 

of recovery (gP2/gP1 = f(t)) were best fitted with a linear regression for Vj = 10 mV 

characterized by a 0 ms intercept (y0), and a double exponential regression for Vj = 60 

mV and 120 mV described by a fast (r,1) and a slow r,2) time constant of recovery.  

 

Unitary conductances 

Cell pairs were uncoupled with heptanol (2.5 mM) to record single channel currents ij at 

different Vj gradients of either polarity with bipolar pulses (Vj=±30 to ±130 mV; Vj = 20 

mV; 500 ms / polarity) that were analyzed to determine the unitary conductances as j=ij/Vj 
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and plotted in frequency histograms, fitted with a multiple Gaussian equation that yielded 

the mean conductances of gap junction channels (see results for more information).  

Data acquisition and analysis 

Voltage and current signals were stored with a PC for post-recording analysis. Current 

signals were Bessel-filtered (1 kHz) and digitized (3.33 kHz). Acquisition (sample rate 20 

kHz) was done with Patchmaster software. Data analysis (measure of current amplitude 

and current fit) was done with Fit Master software (HEKA Elektronik, Lambrecht, 67466, 

Germany), curve fitting and statistics with SigmaPlot, (Systat Software Inc, San Jose, 

95110, USA) and GraphPad Prism 6.0 (GraphPad Software, Inc, La Jolla, 92037, USA).  

 

Predicted voltage dependence 

A theoretical voltage dependence of gap junction channels was calculated by estimating 

the formation of 2 populations of homotypic gap junction channels differently distributed 

in function of the ratios of Cx43:Cx45. Compared to our experimental data this permitted 

to estimate if the induction of expression of Cx45 induced the formation and the 

contribution of only homotypic gap junction channels in the electrical coupling, or if there 

is a different Cxs assembling and types of gap junction channels (i.e. heterotypic, 

heteromeric; see Results and (Grikscheit et al., 2008b)). The gj,ss/gj,inst = f(Vj) 

relationships of homotypic Cx43 channels experimentally determined in non-induced cells 

and homotypic Cx45 channels from (Desplantez et al., 2004) were used as reference.  

The theoretical gj,ss/gj,inst =f(Vj) relationships were calculated as :  

gj,ss  gj,inst⁄ = f(Vj) =  {p[(gj,ss / gj,inst) =  f(Vj)]} + {q[(gj,ss ∕ gj,inst) =  f(Vj)]}  

where p and q are the respective percentage of homomeric-homotypic Cx43 and Cx45 

gap junction channels at each JCx43:Cx40 at each ratio. 

 

Data are presented as mean ± SEM. 
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RESULTS 

Junctional and non-junctional levels and ratios of connexins  

The ratios of Cx43:Cx45 have been previously quantified by western blotting and co-

immunoprecipitation recently described in (Desplantez et al., 2015; Grikscheit et al., 

2008). Briefly, the concentrations of PonA allowed controlling the level of expression of 

Cx45: the higher the concentration, the higher the expression of Cx45 without modifying 

the level of expression of Cx43. The total ratio of Cx43:Cx45 have been quantified: at low 

induction Cx43:Cx45 = 0.5, at intermediate induction Cx43:Cx45 = 1, and at maximal 

induction Cx43:Cx45 = 2. Triton X100 extraction has been performed to separate the 

junctional (JCx43:Cx45) and non-junctional (NJCx43:Cx45) fractions of connexins. The JCx43:Cx45 

= 5.8, 2.3 and 1 at low, intermediate and maximal inductions, respectively (Desplantez et 

al., 2015). 

 

Electrical recordings 

Electrical coupling  

The junctional current Ij elicited at Vj=±10 mV did not decay with time (Figure 1A) that 

indicated that gap junction channels do not deactivate. The corresponding conductance 

Gj,0 was measured (Figure 1B, left panel). Non-induced cells displayed Gj,0 = 62,9±5,7 nS. 

After induction we observed a similar lower Gj,0 at each ratio: Gj,0 = 39,4±4,0nS, Gj,0 = 

43,9±2,5nS and Gj,0 = 44,7±3,3nS, for Cx43:Cx45 = 5.8, 2.3 and 1, respectively (Figure 

1B, right panels). 

 

Voltage dependence 

Figure 2A (left panel) illustrates the junctional current Ij recorded in non-induced cells. Ij 

displayed a time and voltage dependent deactivation from an instantaneous state (I j,inst) 

to a steady state level (Ij,ss): the higher the Vj, the more pronounced the deactivation. The 

steady state conductance gj,ss was normalized from the instantaneous conductance 

gj,inst (gj,ss/gj,inst) and plotted in function of Vj (gj,ss/gj,inst = f(Vj); Figure 2A (right panel)) 

to characterize the voltage Vj-dependence of GJCs. A symmetrical Vj-dependence about 

Vj = 0 mV was observed, best fitted with a Boltzmann equation that yielded parameters 

characteristic of homotypic Cx43 channels (Table 1) (Desplantez et al., 2007, 2004; V 

Valiunas et al., 2000b).  

After induction of Cx45 Ij still exhibited a time and voltage dependent deactivation (Fig. 2 

B C and D, left panels) and a symmetrical and similar gj,ss/gj,inst = f(Vj) voltage 

dependence at each ratio of Cx43:Cx45 (Fig. 2 B, C and D, right panels). Furthermore, 

the Vj-dependence is higher than homotypic Cx43 channels and lower than homotypic 

Cx45 channels mainly described by a lower Vj0 and a lower gj,min (see table 1). 



Résultats – II/ Propriétés électriques des canaux de jonction 

115 
 

 

Predicted voltage dependence  

The predicted Vj-dependence symmetrical behavior about Vj = 0 mV that is intermediate 

to the Vj-dependence of homomeric-homotypic Cx43 and Cx45 channels for each ratio of 

Cx43:Cx45: the higher the level of expression of Cx45, the higher the Vj sensitivity (figure 

3). 

 

Kinetics of deactivation 

Ij decays in a single and a double exponential time course from Ij,inst to Ij,ss that mainly 

resulted from the response of the fast Vj gate for 50 mV < Vj < 100 mV, and the 

concomitant response of the fast and the slow Vj gates for Vj ≥ 100 mV (Bukauskas and 

Verselis, 2004) characterized by a fast taud,1 (d,1) and slow taud,2 (d,2) time constants 

of deactivation (Figure 4A). The Vj-dependence of d,1 (d,1=f(Vj); Figure 4B) followed a 

mono exponential decay with Vj: the higher the Vj, the faster the deactivation. Moreover, 

we observed a dependence on the level of expression of Cx45: the higher the expression 

of Cx45 and the lower the ratio of Cx43:Cx45, the slower the deactivation..  

 

Recovery from deactivation 

Three Vj amplitudes were applied: Vj = ±10 mV at which channels do not gate (Figure 1A 

and 5A, left panel), Vj = ±60 mV ≈ Vj,0 that cause an intermediate deactivation (Figure 

5A, middle panel), and Vj = ±120 mV at which channels fully deactivate (Figure 5A, lower 

panel; for clarity only Ij recorded with non-induced cells is illustrated) were applied.  

At Vj=10 mV (Figure 5B, upper panel) IP2=IP1 from the first pulse P2 applied after P1 (t= 5 

ms) described by a constant gP2/gP1 = f(t) relationship best fitted with a linear regression 

that yielded the 0 ms intercept (y0; see table 1).  

At Vj=60 mV (Figure 5B, middle panel) channels displayed different kinetics in function of 

the level of expression of Cx45 and the ratio of Cx43:Cx45: the higher the expression the 

faster the recovery. More precisely, in non-induced cells a steady gP2/gP1 =1 occurred at t 

≈10s. Induction of Cx45 led to a steady and lower gP2/gP1 of 0.8 at t ≈ 10s for Cx43:Cx45 

= 5.8 and 2.3, and at t ≈ 6s for Cx43:Cx45 = 1. Importantly gP2/gP1 <1 suggested an 

incomplete recovery of GJCs maintained in a deactivated/recovered state where the 

deactivation dominates.  

At Vj=120 mV (Figure 5A, lower panel) in non-induced cells channels displayed a 

complete steady recovery at t = 2 s. After low and intermediate induction of Cx45 a higher 

gP2/gP1 than in non-induced cells described by a steady gP2/gP1 ≈ 1.15 at t=1 s suggested 

an increased number of functional channels and an opposite equilibrium between the 

deactivation and the recovery of GJCs to the one at Vj=60 mV. On the contrary maximal 
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induction induced a steady gP2/gP1 ≈ 0.9 in t ≈ 1s indicating a change of the 

deactivated/recovered state of GJCs. At this amplitude the fast Vj-gate displayed similar 

fast kinetics independent on the ratio of Cx43:Cx45 whereas the kinetics of the slow Vj 

gate differed (Table 2) that indicates a determinant role of this gate in determining the 

equilibrated state of GJCs.  

Unitary conductances 

Cells were uncoupled with heptanol to record unitary current ij that displayed a main and 

a residual ij amplitudes characteristic of the main open state and the residual open state 

of channel (Banach and Weingart, 2000; Bukauskas et al., 2001; Desplantez et al., 2003); 

Figure 6, left panels), and more rarely a closed state (not shown). The respective residual 

and main conductances, r and m, have been calculated as = ij/Vj and plotted in 

frequency histograms best fit with a double Gaussian (solid line Figure 6, right panel). 

Each peak represents the mean r and mthat characterize the principal channel 

population(s). In non-induced cells r and m are representative of homotypic Cx43 

channels (Table 3 (Desplantez et al., 2011, 2007), which are lower at low and maximal 

inductions of Cx45 (Table 3). Moreover at intermediate induction two channel populations 

were observed that are represented by one r and two m (Table 3), one representing 

homotypic Cx43 GJCs (m ≈ 60 pS; see discussion) (Desplantez et al., 2011). Recordings 

were also used to estimate the respective contribution of channels. For instance a 

homomeric-homotypic channel was count as made of Cx43 and Cx45 when m≈60pS and 

r≈20pS and m≈30pS and r≈10pS were respectively observed at both polarities of Vj. 

Such channels were observed at low percentage (3% and 2% respectively) at low and 

maximal induction, while we did not observed homomeric-homotypic Cx45 channels at 

intermediate induction contrary to homomeric-homotypic Cx43 channels. On the contrary 

we observed ≈75% and ≈20% of symmetrical and asymmetrical m and r of different 

values to homomeric-homotypic channels that confirmed a different connexin assembling 

than in non-induced cells and that is not function of the ratio of Cx43:Cx45.  
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DISCUSSION 

This work characterized the formation and the electrical properties of gap junction 

channels in accurate ratios of co-expressed Cx43 and Cx45 in the RLE Ind45 cell line. 

Previous studies have characterized the properties of homotypic, heterotypic and 

heteromeric gap junction channels but did not determined their relative contribution in the 

electrical coupling. Our study advances this knowledge well illustrated by the observed 

indirect relationship between biochemical (Desplantez et al., 2015) and functional 

characterization of gap junction channels. Altogether our data revealed the dominant 

contribution of heteromeric gap junction channels in the electrical coupling. Interestingly, 

their multichannel and single channel electrical properties suggest a low dependence on 

the level of expression of Cx43 and Cx45 and ratios of Cx43:Cx45, on the contrary to a 

co-expression of Cx43 and Cx40 (Chaigne et al., 2015). This further improves the 

knowledge on the function of the specific patterns of expression of connexins in tissue. 

For instance in the heart they regulate the electrical impulse propagation and heart 

function that become arrhythmic in case of a pathological remodeling such as in atrial 

fibrillation (Beauchamp et al., 2012, p. 2004; Philippe Beauchamp et al., 2006; Bikou et 

al., 2011; Kato et al., 2012; Yang et al., 2010). 

 

First of all it is important to note that electrical properties of homotypic Cx43 channels 

(Desplantez et al., 2011, 2007, 2004; V Valiunas et al., 2000b) but not of homotypic Cx45, 

heterotypic Cx43/Cx45 and heteromeric Cx43-Cx45 channels (Desplantez et al., 2004; 

Martinez et al., 2002) in non-induced cells confirmed the absence of expression of Cx45 

(Desplantez et al., 2015). This excluded a misinterpretation of data due to a level of 

expression under the limit of detection (McCain et al., 2012) and leak of expression of 

Cx45 without induction [20].  

As a first observation each level of expression of Cx45 similarly decreased Gj,0. This is 

caused by channels of lower unitary conductances that indicated the contribution of Cx45 

(Desplantez et al., 2011). This is conjugated to a lower size of the gap junction (Grikscheit 

et al., 2008b) and lower amount of coupling channels. The latter was estimated as n = 

Gj,0/m: n ≈ 1033 in non-induced cells, and n ≈730, 743 to 965, and 852 at low, intermediate 

and maximal induction of Cx45, respectively. Similarly, independently to its level of 

expression Cx45 slightly increased the Vj-dependence of channels, which was 

unexpected because of a higher Vj-dependence than Cx43 in their respective homotypic 

configuration (Desplantez et al., 2004). This suggested a dominant and similar 

contribution of Cx43 and a similar connexin composition of channels in which the Vj-

sensor of Cx43 governed the gating. However the higher the expression of Cx45, the 

slower the deactivation that is similar to homotypic Cx45 channels at maximal expression 

(Desplantez et al., 2011), which indicated the higher the inhibition of Cx45 on the fast Vj-

gate of Cx43 either in the heterotypic configuration (Elenes et al., 2001) or between 

adjacent Cx43 and Cx45 in heteromeric hemichannel.  
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Importantly, our new findings on the recovery displayed a similar but inverted dependence 

on the expression of Cx45 and Vj: the higher the expression and Vj, the faster the 

recovery. This reflects a similar inverted mechanism of the extracellular loops for the “loop” 

slow gating and the cytoplasmic and TM2 domains for the fast Vj gating (Bargiello et al., 

2012; Barrio et al., 1997; Bukauskas and Verselis, 2004; Wang et al., 1996) implicated in 

the deactivation.  

Because the Vj-gating of channels decreases the Vj (Bukauskas and Verselis, 2004), this 

most likely induced the recovery of channels. This chronological response determined an 

equilibrium between a deactivated and a recovered state. In this sense the different 

gP2/gP1 observed in the recovery reflected different competitive response of the fast and 

the slow Vj-gates of each connexin in function of the level of expression of Cx45 and the 

amplitude of Vj. For instance gP2/gP1 < 1 reflected a dominance of the deactivation contrary 

to gP2/gP1 > 1. Moreover the gP2/gP1 ≠1 only observed with the expression of Cx45 indicate 

the formation of heterotypic and heteromeric GJCs channels that are either closed not in 

the main open state at Vj= 0mV (Desplantez et al., 2007, 2004; Martinez et al., 2002).  

Importantly, the complementary analysis of the frequency distribution of unitary 

conductances of single recording indicated different the dominant contribution of one 

channel population where homotypic Cx43 and Cx45 channels poorly contribute 

(Desplantez et al., 2011, 2007). This matches the predicted Vj-dependence, except at 

intermediate induction where homotypic Cx43 channels appear to contribute more (m = 

59 pS) but not homotypic Cx45 channels and demands further investigations. Similarly, 

homomeric-heterotypic Cx43-Cx45 channels rarely contribute. Altogether this indicated a 

dominant contribution of heteromeric Cx43-Cx45 channels, estimated to ≈80 %, as in co-

transfected cells with Cx43 and Cx45 (Desplantez et al., 2004; Martinez et al., 2002) and 

ventricular myocytes (Beauchamp, 2004). Interestingly, this was unexpected when related 

to the degree of Cx43+Cx45 hetero-oligomerization (<10 %; (Desplantez et al., 2015)) 

and reflected a regulation to favor their functional contribution independently on the level 

of expression of Cx45 and ratio of Cx43:Cx45.  

Finally, the frequency distribution of unitary conductances could permit to estimate the 

composition of channels. The easier way based on the m=50 pS closer to the m of 

homotypic Cx43 than homotypic Cx45 channels (Desplantez et al., 2011) would represent 

a higher and identical amount of Cx43 than Cx45 at each ratio. However, this needs 

further investigation because we cannot exclude that Cx43/Cx45 hetero-oligomerization 

leads to unpredicted electrical properties. 

 

Physiological significance 

Our new findings further explore the role of specific patterns of expression of Cx43 and 

Cx45, which are for example co-expressed at varying physio-pathological ratios in 

ventricular myocytes (Alcoléa et al., 1999; Bao et al., 2011; Gros and Jongsma, 1996; 

Severs et al., 2008). Indeed, the dominant contribution of heteromeric channels made of 
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a similar connexin composition at each co-expressing ratio investigated. This matches 

previous observations despite a low formation (Beauchamp et al., 2004, p. 2004; 

Desplantez et al., 2015, 2004), which indicated an indirect relationship between the 

functional contribution and the biochemical distribution of channels (Desplantez et al., 

2015). In addition we importantly show that the ratios differently modified electrical 

properties of gap junction channels in function of the level of expression of Cx45 and the 

ratio of Cx43:Cx45. This most likely differently regulate the impulse propagation (see 

below). Interestingly our similar study on co-expressed Cx40+Cx43 indicated also a 

dependence on the type of Cxs.  

Out of these properties the determinant findings on recovery, even if obtained by applying 

a constant Vj, indicate that GJCs are in an equilibrium between a deactivated and 

recovered state. Of course a constant Vj almost never occurs in-vivo where the profile and 

the gradient of Vj depend on the profile of the AP and the time delay of cell-cell AP 

propagation. When established the Vj first induces a deactivation of GJCs that decreases 

the amplitude of Vj (Bukauskas and Verselis, 2004) and consequently induces the 

recovery. This consequently might induce a constant flickering of channels between a 

deactivated and recovered state and a constant varying amplitude of the current source Ij 

to regulate the delay of initiation of the action potential in the sink cell. Moreover, our data 

suggest that the co-expression Cx45+Cx43, contrary to single expression of Cx43, limits 

the electrical coupling mainly by lowering Gj,0 and increasing the Vj-sensitivity, which 

reduce the amplitude of Ij and delay the initiation of the action potential in the sink cell. 

Because Cx43 and Cx45 are expressed in different cardiac tissues, well-illustrated by a 

non-uniform distribution in ventricular myocytes from the endocardial to the epicardial 

regions (Severs et al., 2008), this is critical to ensure specific conduction velocity and heart 

function (for review : (Kléber et al., 2001)). To improve the knowledge on this function 

ongoing investigations are determining the physio-pathological threshold ratio of 

Cx43:Cx45 by modifying the level of expression of Cx43 and by simulating in-vivo profiles 

of Vj. 
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Cx43:Cx45 

ratios 

Electrical 

coupling 
Voltage gating Kinetics of deactivation 

Gj,0 (nS) Vj,0 (mV) gj,min (normalized) z (a.u.) d,0 (s) V (mV) 

Ni 62±5 -63±1.0/63±1.0 0.3±0.1/0.3±0.1 2.1±0.1/2.2±0.2 20.5±2.6 20.3±3.8 

5.8 39±4 -58±0.4/58±0.6 0.2±0.1/0.2±0.1 2.6±0.1/2.5±0.1 14.0±3.8 20.9±1.8 

2.3 44±2 -58±0.7/58±1.0 0.2±0.1/0.2±0.1 2.1±0.1/2.1±0.1 14.8±6.0 23.4±1.1 

1 43±3 -59±1.0/59±0.9 0.2±0.1/0.2±0.1 1.9±0.1/1.9±0.1 17.3±7.0 24.2±1.2 

 

Dupuis et al Table 1 

 

 

 

 

 

 

 

 

Dupuis et al Table 2 

 

 

 y0 (s) r,1 (s) r,2 (s) tsteady-state of gP2/gP1 (s) 

Cx43:Cx45 

ratios 
Vj = ± 10mV 60 mV 120 mV 60 mV 120 mV 60 mV 120 mV 

Ni 1.02 51 16 10000 357 10 s 2 s 

5.8 0.98 36 21 10000 270 10 s 1 s 

2.3 1.01 58 16 5000 185 10 s 1 s 

1 0.99 38 18 3333 322 6 s 1 s 
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Cx43:Cx45 

ratios 
m (pS) r (pS) 

Homomeric-

homotypic Cx43 

Homomeric-

homotypic Cx45 

Symmetrical 

gap junction 

channels 

Asymmetrical 

gap junction 

channels 

Ni 60.0±0.1 20.8±0.2 100% 0% 100% 0% 

5.8 53.4±0.7 14.5±1 2,4% 1,6% 78% 22% 

2.3 
45.6±0.9 

59.2±1.2 
16.0±1.0 3,4% 1,7% 73% 27% 

1 50.8±0.2 12.6±0.3 2,5% 0% 74% 26% 

 

Dupuis et al Table 2 
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FIGURES AND TABLES LEGENDS 

Figure 1: Electrical intercellular coupling Gj,0. A : Protocol applied and example of Ij 

(black line: non-induced; grey line: Cx43:Cx45=2.3). B : Averaged Gj,0. Induction of 

Cx45 similarly decreased Gj,0 at each condition. Asterisks denote statistical difference (** 

P<0.01) between non-induced and induced cells, t-test. ((n): number of experiments) 

 

Figure 2: Voltage dependence of gap junction channels of non-induced and induced cells. 

Left panels: Example of Ij for Vj=±10, 60 and 110 mV. Right panels: Voltage dependence 

of gj,ss/gj,inst on Vj. A: top inset: pulse protocol; bottom inset: averaged gj,ss/gj,inst=f(Vj) 

relationship for non-induced cells (n=10). B: Cx43:Cx45=5.8 (n=11) C: Cx43:Cx45=2.3 

(n=11) and D: Cx43:Cx45=1 (n=11). In each figure the solid line represents the best fit of 

data to a Boltzmann’s equation of the condition illustrated; in B, C and D the dashed curve 

is the best fit of data of the non-induced condition. 

 

Figure 3: theoretical Vj-dependence gj,ss=f(Vj) for populations of homotypic Cx43 and 

Cx45 gap junction channels at different proportions p and q: 85,3%/14,7%; 69,7%/30,3% 

and 50%/50% for Cx43:Cx45=5.8, 2.3 and 1 respectively. Inset: Solid curves : data of 100 

% homotypic Cx43 (experimental results) and Cx45 (Desplantez et al., 2004). Dashed 

curves correspond to prediction for the different proportions (see figure).  

 

Figure 4 : Kinetics of deactivation of gap junction channels. A : Example of Ij recorded in 

non-induced cells for Vj = -120 mV. The superimposed white solid line shows the bi-

characterized by a fast (d,1) and a slow exponential regression of data 

(d,2) time constant of deactivation. In this example: d,1 = 22 ms and d,2 = 192 ms. B : 

Time course of d,1 versus Vj, : non-induced ( ; n=8); : Cx43:Cx45=5.8 ( ; n=8); : 

Cx43:Cx45=2.3 ( ; n=8) and Cx43:Cx45=1 ( , n=10). The fit curve follow a 

mono-exponential regression characterized by a decay constant (V) and a 0mV intercept 

(d,0) (table 1).  

 

Figure 5 : Recovery from deactivation of gap junction channels. A: Upper left inset: pulse 

protocol. Bottom left inset: examples of Ij observed with non-induced cells for Vj=±10mV 

(top), Vj=±60mV (middle) and Vj=±120mV (bottom). B : gP2/gP1 = f(t) non-induced ( ; 

n=8), Cx43:Cx45=5.8 ( ; n=8), Cx43:Cx45=2.3 ( ; n=8) and Cx43:Cx45=1 ( , 

n=10) for Vj=±10, ±60 and ±120 mV. 

 

Figure 6: Single channel conductances. Upper panel: pulse protocol. Left panels: current 

signal, Ij. Solid line: zero current level. Dashed line: main state. Pointed line: residual state. 
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Right panels: Frequency histogram of unitary conductances. The curves are best fit of 

data to multiple Gaussians. A: non-induced (n=15; N=208), B: Cx43:Cx45=5.8 (n=20; 

N=433), C: Cx43:Cx45=2.3 (n=20; N=472) and D: Cx43:Cx45=1 (n=21; N=365). n: 

number of cell pairs; N: number of events observed.  

 

Table 1: Boltzmann parameters of voltage gating and kinetics of deactivation. 

Gj,0: electrical intercellular coupling; Vj,0: Vj at which gj,ss is half-maximally inactivated; gj,min: 

minimal conductance at large Vj; z: equivalent number of unitary positive charges q 

moving through the electric field applied. V: decay constant, i.e., characteristic measure 

for the decay of d,1 with Vj; d,0, zero Vj intercept, i.e., value of d1 extrapolated to Vj =0 

mV. 

 

Table 2 : Electrical parameters of gap junction channels recovery after inactivation. r,1 

and r,2: values of the fast and slow time constant of the recovery after deactivation 

respectively. Plateau value: value where gP2/gP1 reach the maximum of the recovery 

after deactivation. 

 

Table 3 : Unitary conductances and distribution of gap junction channels. m and r: 

conductance of the main open state and the residual open state respectively. Proportions 

of homomeric-homotypic Cx43 and Cx45 gap junction channels and channels that 

displayed symmetrical and asymmetrical conductances (see text for more details). 
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b) Diminution d’expression de la Cx43 

Cette étude a été réalisée sur des cellules Ni et Cx43:Cx45=1 d’une part sur des cellules contrôle 

non transfectées et d’autre part sur des cellules transfectées avec l’ARNi anti-Cx43. 

 

i. Couplage électrique  

Le couplage électrique intercellulaire est étudié pour un Vj=+10mV pour lequel il est admis une 

absence de désactivation des canaux de jonction. Ceci s’illustre par des courants de jonction (Ij) 

ayant un décours constant durant la stimulation, observé dans toutes nos conditions 

expérimentales (Figure 51 A). 

Nous avons observé que la diminution d’expression de la Cx43 diminue l’amplitude du couplage 

électrique intercellulaire caractérisée par des conductances de couplage Gj,0 spécifiques à chaque 

condition d’induction : Gj,0=62±5nS en condition Ni contrôle et Gj,0=36±8nS en présence d’ARNi 

anti-Cx43.  
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De même, pour le ratio Cx43:Cx45=1 sont observés un Gj,0=43±3nS en condition contrôle et un 

Gj,0=19±2nS en présence d’ARNi anti-Cx43 (Figure 51 B). 

Nous avons calculé le rapport des conductances Gj,0(contrôle)/Gj,0(ARNi anti-Cx43) et observé un rapport 

de 0,6 pour la condition Ni et de 0,4 pour la condition Cx43:Cx45=1 montrant une diminution du 

couplage plus importante dans la condition de co-expression Cx43 et Cx45. De plus, le nombre de 

canaux de jonctions fonctionnels estimés par n=Gj,0/m donne pour la condition Ni avec ARNi anti-

Cx43 n=620 (contre n=1033 pour la condition Ni contrôle) et pour la condition Cx43:Cx45=1 avec 

ARNi anti-Cx43 n=395 (contre n=852 pour la condition Cx43:Cx45=1 contrôle). 

 

 

 

Figure 51 : Couplage électrique intercellulaire. A : exemple de Ij. B : histogramme des moyennes 
des couplages. * : t-test entre Ni contrôle et les autres conditions ; * : p<0.05, ** : p<0.01, *** : 
p<0.005. ## : t-test entre Cx43:Cx45=1 contrôle et transfectées avec l’ARNi anti-Cx43 ; p<0.01. 
Noir : Ni contrôle ; rouge : Cx43:Cx45=1 contrôle ; gris : Ni ARNi anti-Cx43 ; orange : Cx43:Cx45=1 
ARNi anti-Cx43. (Dupuis S et al., 2016, non publié). 
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ii. Dépendance au potentiel de jonction 

1. Cellules Ni 

Les courants de jonctions (Ij) montrent une diminution de leurs amplitudes au cours du temps, 

dépendante de l’amplitude du potentiel de jonction et symétrique par rapport à un potentiel de 

jonction nul (Figure 52 A et B). Ce décours est similaire en condition contrôle et avec ARNi anti-

Cx43. Nous avons caractérisé une dépendance au potentiel de jonction symétrique par rapport à 

Vj=0mV (Figure 52 C) dont les paramètres de Boltzmann sont similaires entre la condition contrôle 

et la condition avec ARNi anti-Cx43 (Tableau 4) indiquent que seule la Cx43 est exprimée et forme 

des canaux homotypiques Cx43 dans les conditions contrôle et avec ARNi anti-Cx43. 
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2. Co-expression Cx43:Cx45=1 

De De manière similaire à la condition Ni, les courants de jonction de la condition Cx43:Cx45=1 

présentent un décours dans le temps et en fonction de l’amplitude du potentiel de jonction 

symétrique par rapport à un potentiel de jonction nul. Ceci est observé pour les conditions 

contrôle et suite à la transfection avec l’ARNi anti-Cx43 (Figure 53 A et B). Les dépendances au 

potentiel de jonction des canaux de jonction des conditions contrôle et transfectées par ARNi 

anti-Cx43 sont similaires (Figure 53 C) caractérisées par des paramètres de Boltzmann similaires 

(Tableau 4). 

 

Figure 52 : Courants de jonctions pour les conditions Ni contrôle (A, n=10) et en présence d’ARNi 
anti-Cx43 (B, n=6). (C) Dépendance au potentiel de jonction la condition contrôle (noir) et la 
condition avec ARNi anti-Cx43 (rouge). Les courbes représentent la régression selon l’équation de 
Boltzmann pour chaque condition. Dans un souci de clarté les points de la condition contrôle ont 
été omis. (Dupuis S et al., 2016, non publié). 
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Tableau 4 : Paramètres de Boltzmann. Vj,0 : potentiel de jonction de demi-désactivation 
maximale; gj,min : conductance de jonction minimale pour de larges potentiels de jonction ; z : 
nombre de charges positives q passant par les canaux de jonction. (Dupuis S et al., 2016, non 
publié). 

Ratios Cx43:Cx45 Vj,0 (mV) gj,min (normalisé) z (u.a.) 

contrôle 

Ni -63±1/63±1 0.3±0.1/0.3±0.1 2.1±0.1/2.1±0.2 

1 -59±1/59±1 0.2±0.1/0.2±0.1 1.9±0.1/1.9±0.1 

ARNi anti-Cx43 

Ni -60±1/63±1 0.2±0.2/0.2±0.1 1.9±0.1/1.8±0.1 

1 -61±2/60±1 0.1±0.1/0.2±0.1 1.9±0.2/2.0±0.2 

Figure 53 : Courants de jonctions pour les conditions Cx43:Cx45=1 contrôle (A, n=11) et en 
présence d’ARNi anti-Cx43 (B, n=9). (C) Dépendance au potentiel de jonction pour la condition 
contrôle (noir) et avec ARNi anti-Cx43 (rouge). Les courbes représentent la régression selon 
l’équation de Boltzmann. Dans un souci de clarté les points de la condition contrôle ont été omis. 
(Dupuis S et al., 2016, non publié). 
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iii. Cinétiques de désactivation 

Les courants de jonction présentent une diminution d’amplitude en fonction du potentiel de 

jonction qui suit une régression mono-exponentielle pour des potentiels de jonction inférieurs à 

±100mV et bi-exponentielle pour des potentiels de jonction supérieurs à ±100mV (Figure 54 A et 

B). Ceci est caractérisé par une ou deux constantes de temps : rapide (d,1) et lente (d,2). Nous 

avons principalement analysé la constante de désactivation rapide en fonction de l’amplitude du 

potentiel de jonction. d,1 présente une dépendance au potentiel de jonction : plus l’amplitude de 

Vj est grande, plus d,1 est faible (Figure 54 C et D). Ceci indique une augmentation de la cinétique 

de fermeture des canaux de jonctions avec l’augmentation de l’amplitude du potentiel de 

jonction. De plus, aucune différence significative n’est observée entre les conditions contrôle et 

avec ARNi anti-Cx43 pour les conditions Ni et Cx43:Cx45=1 (Figure 54 C et D). 
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iv.  Cinétiques de restitution 

Les cinétiques de restitution correspondent au temps que les canaux de jonction mettent pour 

retrouver une conductance maximale après une désactivation (cf introduction et matériels et 

méthodes).  

Figure 54 : Cinétiques de désactivation pour la condition contrôle et avec l’ARNi anti-Cx43. Exemple 
de régression bi-exponentielle (ligne orange) pour les conditions Ni (A) et Cx43:Cx45=1 (B) pour 

Vj=-120mV. d,1 en fonction du Vj pour les conditions Ni (C, contrôle : noir, n=8 ; ARNi anti-Cx43 : 
rouge, n=4) et Cx43:Cx45=1 (D, contrôle : noir, n=8 ; ARNi anti-Cx43 : rouge, n=5). (Dupuis S et al., 
2016, non publié). 
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Afin de déterminer ces cinétiques nous avons calculé les conductances de jonction après 

différents degrés de désactivation : nulle avec Vj=±10mV, intermédiaire avec Vj=±60mV et 

maximale avec Vj=±120mV. 

 

1. Cellules Ni 

Potentiel de jonction ±10mV 

A Vj=±10mV, aucune désactivation n’est observée en condition contrôle et avec ARNi anti-Cx43. 

(Figure 55 A et D). L’absence de désactivation entraine une absence de restitution qui se traduit 

par un ratio des conductances constant : gP2/gP1=1.  

Potentiel de jonction ±60mV 

A Vj=±60mV, nous avons observé que la restitution dépend du niveau d’expression de la Cx43. 

Pour les cellules contrôle, gP2/gP1=1 est atteint à t≈10s. En présence d’ARNi anti-Cx43, la 

restitution est incomplète et atteint un état stable gP2/gP1≈0,8 à t≈400ms (Figure 55 B et E).  

Potentiel de jonction ±120mV 

A Vj=±120mV la restitution des canaux de jonction en condition contrôle est maximale (gP2/gP1=1) 

à t≈2s. En présence d’ARNi anti-Cx43, une conductance de jonction stable de gP2/gP1≈1,15 est 

observée, atteinte à t≈2s (Figure 55 C et F). 
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Figure 55 : Rapport gP2/gP1 en fonction du temps total après désactivation pour la condition Ni en 
fonction du temps total après désactivation (A - C) et zoom à 700ms (D - F) pour des Vj=±10mV 
(A et D), Vj=±60mV (B et E) et Vj=±120mV (C et F). Les courbes noir représentent la condition 
contrôle et les courbes rouges représentent la condition avec ARNi anti-Cx43. (Dupuis S et al., 
2016, non publié). 
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2. Cellules Cx43:Cx45=1 

Potentiel de jonction ±10mV 

De manière similaire à la condition Ni, les canaux de jonction en condition Cx43:Cx45=1 ne se 

désactives pas à ±10mV. Il en résulte un rapport constant gP2/gP1=1 (Figure 56 A et D). 

  

Potentiel de jonction ±60mV 

Pour un Vj±60mV, les cinétiques de restitution dépendent du niveau d’expression de la Cx43. En 

effet, un état stable maximum gP2/gP1≈0.8 reflétant une restitution incomplète est atteinte à 

t≈10s pour la condition sans ARNi anti-Cx43 et un maximum de gP2/gP1≈0.9 est atteint à t≈10s 

pour la condition avec ARNi anti-Cx43 (Figure 56 B et E).  

Potentiel de jonction ±120mV 

A Vj=±120mV la restitution en condition sans ARNi anti-Cx43 atteint une conductance maximale 

de gP2/gP1≈0.9 à t≈1s. La restitution de la condition avec ARNi anti-Cx43 atteint son maximum 

gP2/gP1≈0.95 à t≈5s (Figure 56 C et F). 
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Figure 56 : Rapport gP2/gP1 en fonction du temps total après désactivation pour la condition 
Cx43:Cx45=1 en fonction du temps total après désactivation (A - C) et zoom à 700ms (D - F) pour 
des Vj=±10mV (A et D), Vj=±60mV (B et E) et Vj=±120mV (C et F). Les courbes noires représentent 
la condition contôle et les courbes rouges représentent la condition avec ARNi anti-Cx43. (Dupuis 
S et al., 2016, non publié). 
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v. Conductances unitaires 

1. Cellules Ni 

Dans les conditions Ni contrôle et avec ARNi anti-Cx43 trois états unitaires caractéristiques des 

canaux de jonction sont observés : un état principal, un état résiduel et un état fermé (Figure 57 

A et B). Les courants de jonction mesurés et leurs conductances respectives présentent des 

valeurs similaires pour des polarités positives et négatives du potentiel de jonction suggérant la 

présence de canaux de jonction formés de Cx43 similaire à ceux observés dans notre étude Dupuis 

et al 2016 pour la condition Ni. Les fréquences de distribution des conductances unitaires 

montrent dans les deux conditions un état principal à m≈60pS et un état résiduel à r≈20pS 

Figure 57 : Conductances unitaires des canaux de jonction en condition Ni contrôle (A et C) et après 
transfection avec ARNi anti-Cx43 (B et D). Exemples de courants unitaires en condition contrôle 
(A) et avec ARNi anti-Cx43 (B). Fréquences de distribution des conductances unitaires en condition 
contrôle (C) et après transfection avec ARNi anti-Cx43 (D). n = nombre de paires de cellule, N = 
nombre d’événements unitaires observés. (Dupuis S et al., 2016, non publié). 
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(Figure 57 C et D) caractéristiques des canaux de jonctions homotypiques Cx43 (Desplantez et al 

2011). 

 

2. Cellules Cx43:Cx45=1 

Dans cette condition nous avons également observé deux états ouverts et un état fermé (Figure 

58 A et C) des canaux de jonction caractérisés par des valeurs similaires de courants de jonction 

en fonction de la polarité du potentiel de jonction suggérant la formation de canaux de jonction 

composés de demi-canaux identiques. Les fréquences de distribution des conductances unitaires 

montrent dans les deux conditions un état principal à m≈50pS et un état résiduel à r≈13pS 

Figure 58 : Conductances unitaires des canaux de jonction Cx43:Cx45=1 pour la condition contrôle 
(A et C) et pour la condition avec ARNi anti-Cx43 (B et D). Exemples de courants unitaires de la 
condition contrôle (A) et de la condition avec ARNi anti-Cx43 (B). Fréquences de distribution des 
conductances unitaires de la condition contrôle (C) et de la condition avec ARNi anti-Cx43 (D). n = 
nombre de paires de cellule, N = nombre de conductances unitaires. (Dupuis S et al., 2016, non 
publié). 
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(Figure 58 C et D). Ceci suggère la formation de canaux de jonction mixtes similaires à ceux 

observés dans notre étude Dupuis et al 2016 dans la condition Cx43:Cx45=1. Les analyses 

préliminaires montrent une majorité de canaux de jonction hétéromériques composés de Cx43 

et de Cx45 en présence et en absence d’ARNi anti-Cx43. Une proportion d’environ 10% de canaux 

de jonction homotypiques Cx43 est observé mais aucun canal homotypique Cx45 n’a été observé. 

Ceci suggère que la diminution du niveau d’expression de la Cx43 ne modifie pas sa contribution 

dans la formation des canaux de jonction mais leur densité (cf conclusion et discussion). 
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Conclusions et discussions 
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Les études précédentes ont montré que des canaux de jonctions homotypiques, hétérotypiques 

et hétéromériques peuvent être formés dans des lignées cellulaires (Desplantez et al., 2015, 2007, 

2004; Martinez et al., 2002; Valiunas et al., 2001) ou dans des myocytes primaires (Beauchamp, 

2004; Beauchamp et al., 2012a; Lin et al., 2010). De plus, des modifications des niveaux 

d’expressions des connexines peuvent avoir lieu en conditions physiologiques ou pathologiques 

modifiant les ratios de co-expressions des connexines. Ceci modifie la formation des canaux de 

jonction dont les propriétés électriques seront différentes. 

Dans mon étude de thèse nous nous sommes intéressés à la formation et aux propriétés 

électriques des canaux de jonction en fonction dans différentes conditions de co-

expression (induction de l’expression de Cx45 et diminution de l’expression de Cx43). Cette étude 

a pour but de déterminer s’il existe un seuil pour lequel un ratio de co-expression est 

physiologique ou pathologique. 

Ce chapitre résume et discute des principales observations de mes travaux et complètent certains 

travaux antérieurs (Desplantez et al 2004, 2011).  

 

I/ Résumé de mes travaux 
 

a) Caractérisation biochimique 
Dans un premier temps, nous avons contrôlé le fonctionnement du système d’expression 

inductible. Nous avons observé, par westerns blots et immunofluorescence une expression 

unique de Cx43 endogène et aucune expression de Cx45 dans les cellules Ni. Par contre, la Cx45 

est observée lors de l’induction par l’inducteur (la ponastérone A) à des niveaux d’expressions qui 

dépendent de la concentration en ponastérone A (Desplantez et al., 2015; Grikscheit et al., 2008; 

Halliday et al., 2003).  

De plus, une augmentation non significative de l’expression de Cx43 lors d’une co-expression avec 

Cx45 a été observée, comme précédemment caractérisé dans l’étude Desplantez et al., 2015. 

Enfin, suite à la transfection avec ARNi anti-Cx43 une diminution de l’expression de Cx43 a été 

observée dans les conditions étudiés (Ni et Cx43:Cx45=1).  



Conclusion – I/ Résumé de mes travaux 

158 
 

De plus, lors des co-expressions, les immunofluorescences montrent une co-localisation des Cx43 

et Cx45 au niveau des membranes plasmiques des cellules. Cela suggère la formation de canaux 

composés de Cx43 et Cx45 ou composés uniquement de Cx43 ou de Cx45. Afin de déterminer 

quels sont les canaux de jonctions contribuant au couplage électrique qui sont formés lors des 

co-expressions, nous avons étudié leurs propriétés électriques. 

 

b) Caractérisation fonctionnelle  

i. Aucune induction d’expression de Cx45 : Ni 
Les propriétés électriques (couplage électrique, dépendance au potentiel de jonction, cinétiques 

de désactivation et conductances unitaires) observées dans cette condition sont identiques à 

celles des canaux de jonctions homotypiques composés de Cx43 (Desplantez et al., 2011) et 

permet de confirmer que notre modèle d’expression dans la lignée RLE ind45 n’exprime pas la 

Cx45 en absence d’induction par la ponastérone A. 

 

ii. Induction d’expression de Cx45 
L’induction de la Cx45 diminue le couplage électrique et augmente la dépendance au potentiel 

de jonction indépendamment du ratio Cx43 :Cx45 dans toutes les conditions de co-expressions et 

par rapport à une expression de la Cx43 seule.  

Par contre, nous observons des cinétiques de désactivation accélérées, similaires et ralenties par 

rapport à la Cx43 seule pour les ratios Cx43:Cx45=5.8, 2.3 et 1 respectivement, caractérisées par : 

plus le niveau d’expression de Cx45 augmente, plus les cinétiques de désactivations sont 

ralenties.  

Les cinétiques de restitution montrent une dépendance à l’amplitude du potentiel de jonction : 

plus l’amplitude du potentiel de jonction est importante, plus les cinétiques de restitution sont 

rapides. Nous observons également une accélération des cinétiques de restitution avec 

l’induction de Cx45. 
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Les conductances unitaires reflètent une formation de canaux de jonctions composés de Cx43 et 

de Cx45 pour chaque niveau d’induction d’expression de Cx45. Les conductances unitaires des 

conditions de co-expressions sont plus proches des conductances unitaires des canaux 

homotypiques Cx43 que des canaux homotypiques Cx45 suggérant une composition en majorité 

de Cx43. 

De façon importante, notre approche électrophysiologique permet de montrer que les canaux de 

jonction hétéromériques contribuent en majorité aux propriétés électriques malgré une faible 

formation (<10% de la quantité totale des connexines, Desplantez et al 2015).  

 

iii. Diminution d’expression de Cx43 : ARNi anti-Cx43 

1. Condition Ni  
Pour la condition Ni, les propriétés électriques des canaux de jonction sont similaires à celles 

observées en absence d’ARNi anti-Cx43. Seule l’amplitude du couplage électrique est diminuée 

qui indique la présence unique de canaux homotypiques Cx43 mais à moindre densité.  

 

2. Induction d’expression de Cx45 : condition Cx43:Cx45=1  
Nous observons dans ce cas une diminution de l’amplitude du couplage électrique par rapport à 

la condition Cx43:Cx45=1 en absence d’ARNi anti-Cx43. La dépendance au potentiel de jonction 

et les cinétiques de désactivation ne sont pas modifiée par la diminution du niveau d’expression 

de la Cx43. Au contraire, les cinétiques de restitution sont accélérées avec la diminution du niveau 

d’expression de Cx43. Les conductances unitaires montrent que les canaux de jonctions formés 

sont similaires à ceux de la condition Cx43:Cx45=1. Cela suggère que la diminution du niveau 

d’expression de Cx43 ne modifie pas la composition des canaux de jonction formés mais réduit 

leur densité jonctionnelle. Malgré cela, une étude plus approfondi des cinétiques de restitution 

reste à réaliser afin de comprendre d’où proviennent les différences observées. 
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II/ Discussion 
 

Ces travaux sont corrélés à la caractérisation biochimique de la co-expression de Cx43 avec Cx45 

(Desplantez et al., 2015). Cette étude montre que des canaux hétéromériques sont formés en 

minorité tandis que notre étude montre qu’ils contribuent en majorité aux propriétés électriques. 

Dans cette partie nous allons discuter des résultats obtenues dans nos études. 

 

a) Couplage électrique 

1. Induction d’expression de Cx45 

Nos travaux montrent que l’induction d’une expression de la Cx45 avec Cx43 diminue le couplage 

électrique de manière indépendante du ratio de co-expression (Desplantez et al., 2015). Ceci peut 

s’expliquer par la diminution des conductances unitaires des canaux de jonction formés que nous 

observons, aussi conjuguée à une diminution de la taille des jonctions communicantes (Grikscheit 

et al., 2008) qui diminuerait le nombre de canaux de jonction fonctionnels.  

 

2. ARNi anti-Cx43 

La diminution de l’expression de Cx43 diminue le couplage électrique suggérant une diminution 

de la densité de canaux de jonctions fonctionnels. Ceci a été caractérisé par une diminution du 

nombre de canaux de jonctions après transfection par ARNi anti-Cx43 (cf. résultats). 

 

b) Dépendance au potentiel de jonction 

1. Induction d’expression de Cx45 

La dépendance au potentiel de jonction des canaux de jonctions lors de l’induction de la Cx45 est 

augmentée par rapport à l’expression unique de la Cx43 de manière indépendante du ratio de co-

expression et est intermédiaire aux dépendances des canaux de jonction homotypiques Cx43 et 
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Cx45 (Desplantez et al., 2004). Ceci reflète soit une formation de canaux de jonction 

hétéromériques composés de Cx43 et de Cx45 soit une faible contribution des canaux 

homotypiques Cx45 qui possèdent une dépendance au potentiel de jonction plus prononcée que 

les canaux homotypiques Cx43 (Desplantez et al., 2004). De plus, nous observons une 

dépendance au potentiel de jonction symétrique par rapport à un potentiel nul qui suggère une 

composition en connexine homogène des canaux dans chaque cellule. De plus, à moins d’une 

disposition symétrique des demi-canaux homomériques Cx43 et Cx45 et un assemblage 

préférentiel entre les cellules adjacentes, cela indique que les canaux hétérotypiques ayant une 

dépendance au potentiel de jonction asymétrique (Desplantez et al., 2004) ne contribuent pas ou 

très faiblement au couplage électrique. La composition des canaux de jonctions a été étudiée de 

manière approfondie grâce à nos enregistrements unitaires.  

 

2. ARNi anti-Cx43 

La diminution du niveau d’expression de Cx43 ne modifie pas la dépendance au potentiel de 

jonction par rapport aux conditions sans ARNi anti-Cx43. Nos enregistrements unitaires 

complémentaires indiquent que la diminution d’expression de Cx43 induit la formation de canaux 

de composition similaire à celle sans transfection avec SiRNA. Cette régulation fine de la 

formation des canaux indique une indépendance au nvieau de Cx43 et probablement un rôle 

déterminant de Cx45 pour gouverner une composition favorite. 

 

c) Cinétiques de désactivation 

1. Induction d’expression de Cx45 

Au contraire du couplage intercellulaire et de la dépendance au potentiel, les cinétiques de 

désactivation des canaux de jonction sont influencées par le niveau d’expression de Cx45. Notre 

étude montre des cinétiques de désactivation ralenties et similaires à celles des canaux 

homotypiques Cx45 pour une expression maximale de Cx45 (ratio Cx43:Cx45=1). Ceci confirme la 

contribution de Cx45 qui semble être l’isoforme dominante. Plus précisément, la désactivation se 
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fait en partie via le domaine C-terminal des Cx43 et Cx45 (Bukauskas et al., 2000; Revilla et al., 

1999; Stergiopoulos et al., 1999) qui peuvent interagir avec une affinité supérieure entre 

domaines de Cx43 et Cx45 sous forme hétéromérique qu’homomériques Cx43 (Kopanic et al., 

2014). Ceci peut expliquer l’inhibition du mécanisme « ball and chain » de fermeture rapide de 

Cx43 par Cx45, localisé au niveau du domaine C-terminal par une interaction des domaines C-

terminaux (Elenes et al., 2001). 

 

2. ARNi anti-Cx43 

Par contre, la diminution d’expression de la Cx43 ne modifie pas les cinétiques de désactivation 

par rapport aux conditions sans ARNi anti-Cx43, qui peut être corréler avec la contribution 

majeure de Cx45 au niveau des cinétiques de désactivation. 

 

d) Cinétiques de restitution 

1. Induction d’expression de Cx45 

Les cinétiques de restitution, peu étudié avant notre étude, montrent une dépendance aux ratios 

de co-expressions, ainsi qu’à l’amplitude du potentiel de jonction de manière similaire aux 

cinétiques de désactivation : plus l’amplitude du potentiel de jonction est importante, plus les 

cinétiques de restitution sont rapides. Un mécanisme similaire à celui de la fermeture des canaux 

de jonctions, mais inverse est sûrement responsable de cette activité. Nous observons également 

une augmentation ou une diminution de l’état stable de restitution des canaux (caractérisé par 

gP2/gP1≠1 – cf. résultats) dans la majorité des conditions. A ce stade, une dynamique d’équilibre 

entre la désactivation et la restitution des canaux est certainement responsable de ces états 

stables. Ainsi, un gP2/gP1<1 reflète une dominance de la désactivation au contraire d’un 

gP2/gP1>1 caractérisant une dominance de restitution. Ceci reste à approfondir par une étude 

complémentaire des cinétiques de restitution afin de déterminer avec précision le mécanisme et 

les propriétés de la restitution des canaux.  
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2. ARNi anti-Cx43 

De plus, la diminution du niveau d’expression de Cx43 semble ralentir les cinétiques de 

restitution, quisuggère que la Cx43 permet d’accélérer ces cinétiques. Une étude approfondie sur 

ces changements doit être réalisé afin de mieux comprendre les mécanismes impliqués. 

 

e) Conductances unitaires 

1. Induction d’expression de Cx45 

Notre étude des propriétés unitaires présente des conductances unitaires (m≈50pS, r≈15pS) 

intermédiaires à celles des canaux homotypiques Cx43 (m≈60pS, r≈20pS) et Cx45 (m≈30pS, 

r≈10pS) (Desplantez et al., 2011) dans les conditions d’induction de Cx45. Nous observons des 

valeurs de conductances unitaires plus proches des canaux homotypiques Cx43, ce qui sous-

entend une composition plus importante en Cx43 qu’en Cx45. Cette hypothèse n’est valable que 

si la formation de canaux de jonctions ne possèdent pas des propriétés électriques non prévisibles 

comme il a été observées pour des co-expression Cx43 et Cx40 (Cottrell and Burt, 2001; He et al., 

1999; Valiunas et al., 2001; V Valiunas et al., 2000a). 

 

2. ARNi anti-Cx43 

Les conductances unitaires observées dans le cas d’une transfection avec ARNi anti-Cx43 ne sont 

pas modifiées par rapport aux conditions sans ARNi anti-Cx43. La composition en connexines des 

canaux de jonction ne semble pas être modifiée par la diminution du niveau d’expression de Cx43. 

Ceci reflète une contribution différente des connexines dans la formation des canaux de 

jonctions. 
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3. Contribution des canaux de jonctions 

De façon déterminante l’étude de Desplantez et al., 2015 montre que les canaux hétéromériques 

sont formés en minorité (<10% des connexines totales) au contraire de notre étude 

électrophysiologique qui indique la contribution majoritaire de ces hétéromériques (≈95%). En 

complément, des canaux homotypiques et hétérotypiques sont retrouvés en très faible 

proportions (≈5% des canaux de jonctions totaux). Ceci montre que les canaux hétéromériques 

ont un rôle dominant dans les propriétés électriques. Au contraire, les canaux homotypiques et 

hétérotypiques régulent de façon minoritaire les propriétés électriques ce qui suggèrent d’autres 

fonctions. Par exemple ils peuvent assurer un passage de métabolites entre les myocytes (ATP : 

(Goldberg et al., 2002), IP3 : (Kang et al., 2014)), mais aussi réguler la densité de canaux Nav1.5 

au niveau des disques intercalaires (T. Desplantez et al., 2012; Jansen et al., 2012) et l’interaction 

entre connexines et autres protéines partenaires au niveau des disques intercalaires (IP3R : (Zeng 

et al., 2014)). Cela signifierait qu’il existe une spécialisation relative des canaux de jonction en 

fonction de leur configuration. 

 

III/ Importances physio-pathologiques des co-expressions 
 

Les propriétés électriques observées peuvent nous permettre de mieux comprendre l’importance 

des ratios de co-expressions des connexines sur la régulation physiologique ou pathologiques du 

potentiel d’action cardiaque. Nous nous sommes concentrés sur les Cx43 et Cx45, isoformes 

utilisées dans cette étude. 

 

a) Importances Physiologiques 

Notre étude a porté sur les ratios de co-expressions de ces deux connexines afin de corréler au 

système cardiaque, telles que la situation observée dans les myocytes ventriculaires qui 

expriment les Cx43 et Cx45. Plus précisément, il existe une interface entre les myocytes des fibres 
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de Purkinje et les myocytes ventriculaires. Les myocytes des fibres de Purkinje expriment les Cx40, 

Cx43 et Cx45 (Vozzi et al., 1999) et les myocytes ventriculaires expriment en majorité la Cx43 et 

des traces de Cx45 (Bao et al., 2011; Vozzi et al., 1999), interposées par des cellules de transitions 

qui expriment un gradient de niveau d’expression de Cx45 (plus important à l’interface des fibres 

de Purkinje qu’à l’interface des myocytes ventriculaires). Cela suggère une fonction de 

« transition » assurée par Cx45 entre la Cx40 des fibres de Purkinje et la Cx43 des myocytes 

ventriculaires (Severs et al 2008). De plus, les myocytes ventriculaires possèdent également un 

gradient d’expression transmural de Cx45 avec un niveau d’expression supérieur à l’endocarde 

qui diminue jusqu’à l’épicarde. Il existe donc des zones où les isoformes et niveaux d’expression 

des connexines diffèrent. Ces exemples montrent que les profils cardiaques des connexines 

peuvent induire la formation de canaux de jonction de configurations différentes de par leurs 

compositions et configurations, de la même façon que celle démontrée par notre étude Ainsi 

notre étude est essentielle pour déterminer quelles peuvent être les ratios de co-expression 

favorisant une propagation du potentiel d’action physiologique ou pro-arythmique.  

D’autres zones cardiaques au sein d ‘un même tissu et à l’interface de tissus possèdent des profils 

d’expressions de connexines différents mais au contraire des ventricules avec trois isoformes de 

connexines rendant plus complexe l’interprétation de la contribution des connexines. Par 

exemple, les myocytes du nœud sinusal co-expriment Cx45 et des traces de Cx30.2 (Coppen et 

al., 1999; Kreuzberg et al., 2005) et les myocytes des oreillettes co-expriment Cx40, Cx43 et Cx45 

(Vozzi et al., 1999). Les canaux de jonctions formés peuvent donc avoir du côté du nœud sinusal 

un demi canal composé de Cx45 et l’autre demi canal composé hétéromérique (principalement 

Cx43 et Cx40 avec des traces de Cx45).  

 

b) Contributions Pathologiques 

Un remodelage pathologique de Cx43 (modification du niveau d’expression et latéralisation) a 

été observé (Bruce et al., 2008; Dupont et al., 2001; Gutstein et al., 2001; Paul et al., 2013) et 

modifie les ratios de co-expressions Cx43:Cx45 dans les ventricules. Il est supposé que ces 

modifications de niveaux d’expressions n’apparaissent pas immédiatement mais graduellement. 
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Notre étude peut ainsi déterminer si ces modifications graduelles ont un effet dans la régulation 

de la propagation pro-arythmique du potentiel d’action.  

De par notre étude, nous pouvons émettre l’hypothèse qu’une augmentation du niveau 

d’expression de Cx45 et une diminution du niveau d’expression de la Cx43 régule la propagation 

physiologique ou pathologique du potentiel d’action de manière directe ou indirecte. En effet, 

une diminution du couplage peut entrainer un ralentissement de la propagation du potentiel 

d’action (Beauchamp, 2004). De plus, une diminution du niveau d’expression de la Cx43 entraine 

une diminution de la quantité de canaux Nav1.5 au niveau des disques intercalaires pouvant 

entrainer un défaut de la dépolarisation (Jansen et al., 2012), ce qui peut participer à un 

ralentissement de la vitesse de propagation du potentiel d’action, tandis qu’une augmentation 

du niveau d’expression de Cx45 direct ou indirect (par une diminution du niveau des connexines 

avec lesquelles Cx45 est co-exprimée) pourrait participer à une diminution de la propagation du 

potentiel d’action et avoir un effet pro-arythmique (Betsuyaku et al., 2006). 

Des études approfondies sur ces gradients de niveau d’expression des connexines et la formation 

de canaux de jonction résultant ainsi que leurs propriétés électriques devront être réalisé afin de 

déterminer leur importance dans la régulation de la propagation du potentiel d’action. Ceci 

permettra de mieux comprendre si une modification des niveaux d’expressions des connexines 

est physiologique ou pro-arythmique. 

 

IV/ Perspectives d’études 
 

En perspective à mon étude, il est critique de corréler notre étude au système cardiaque. Pour 

cela différents outils biologiques promettent des études futures déterminantes sur la régulation 

de la propagation du potentiel d’action et la contribution des différentes isoformes de 

connexines, et principalement Cx43, Cx40 et Cx45 

D’une part, afin de comparer les différentes contributions des connexines (niveau d’expression, 

type) une étude similaire à la mienne basée sur les ratios de co-expression Cx43 et Cx40 est 

réalisée au laboratoire. Cette étude montre que les propriétés électriques macroscopiques sont 
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dépendante du ratio de co-expression au contraire de notre étude. De plus, la contribution de 

canaux de jonction hétéromériques est dépendante du niveau d’expression de la Cx40 : plus le 

niveau d’expression de Cx40 est important, plus la contribution de canaux hétéromérique est 

importante (Chaigne S et al., soumis). Ceci montre une contribution différente des connexines 

dans la formation et les propriétés et fonctions des canaux de jonctions en fonction des niveaux 

respectifs d’expression mais aussi du type de connexines co-exprimées. Une approche identique 

basée les isoformes Cx40 et Cx45 permettrait de mieux comprendre leurs différentes 

contributions dans la formation des canaux de jonction et leurs propriétés électriques. Pour cela 

il faudra envisager un autre modèle cellulaire que les RLE afin de s’abstenir de l’expression 

endogène de Cx43, tel que les cellules N2A (neuroblastoma) et HeLa. 

D’autre part, l’étude de la propagation du potentiel d’action sur paire de cellules par double 

voltage clamp et sur une monocouche cellulaire par « micro-electrode arrays » (MEAs) sur la 

lignée cellulaire HL-1 (cellules atriales) est actuellement en cours. Cette lignée, dérivée de cellules 

atriales murines, co-exprime les Cx40, Cx43 et Cx45 (Dias et al., 2014) qui rend l’interprétation 

des résultats en fonction des co-expressions plus complexes. L’étude en cours sur double voltage 

clamp caractérise les propriétés électriques des canaux de jonctions, qui seront corrélées à 

l’étude sur la propagation d’un potentiel d’action des changements de niveau d’expression des 

connexines. A ce jour, notre étude par MEAs montre des modifications des vitesses de 

propagations du potentiel d’action en fonction de l’expression des connexines. Plus précisément 

une diminution d’expression de Cx40 cause un ralentissement de la conduction électrique et se 

caractérise par un potentiel pro-arythmique plus prononcé qu’en condition contrôle lors de 

stimulations électriques (Constantin M et al., en soumission). 

De même que l’étude sur myocytes cardiaques, une approche sur les fibroblastes qui sont des 

cellules non excitables présentes de manière importante dans le cœur (Camelliti et al., 2005) est 

intéressante pour déterminer leur contribution physiopathologique dans la propagation du 

potentiel d’action. Ceci s’illustre par exemple par l’apparition d’arythmies avec l’augmentation  

du nombre de fibroblaste et de leurs couplages avec les myocytes (Rohr, 2012). Une étude en 

cours au laboratoire sur fibroblastes ventriculaires de rat a caractérisé la co-expression de Cx40, 

Cx43 et Cx45, tandis que le couplage électrique est assuré principalement par les canaux 
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homotypiques Cx43 (Constantin et al, en révision). De même il est intéressant d’étudier le 

couplage entre myocytes et fibroblastes et caractériser les propriétés électriques des canaux de 

jonction formés et leur influence sur la régulation de la propagation du potentiel d’action. Pour 

cela des co-cultures entre HL-1 et fibroblastes ont été réalisées au laboratoire. Les résultats 

préliminaires indiquent un bloc de conduction par les fibroblastes, ainsi qu’une absence de 

couplage électrique entre HL-1 et fibroblastes.  

Enfin, des études sur des cellules cardiaques (myocytes et fibroblastes) de modèles animaux 

seront importantes pour étendre et corréler nos approches et résultats obtenus sur modèles 

cellulaires et mieux comprendre les contributions des connexines sur la régulation de la 

propagation du potentiel d’action. Par exemple des études sur souris transgéniques « knock out » 

pour la Cx43 (Reaume et al., 1995), la Cx45 (« knock out » inductible, (Nishii et al., 2003)) pourront 

permettre ces analyses. Ces modèles présentent aussi des difficultés au plan technique 

(utilisation d’animaux transgéniques avec une mortalité à la naissance) et au plan biologique (le 

contrôle du niveau d’expression précis de connexines et des ratios de co-expressions est plus 

complexe dans un modèle animal).  
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