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Znaczenie potaczen typu gap w fizjologii
i patofizjologii przewodu pokarmowego

Gap junctions and their role in physiology
and pathology of the digestive tract
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Stowa kluczowe:

Streszczenie

Komunikacja miedzykomoérkowa z udzialem polaczen typu gap (gap junctional intercellular
communication — GJIC) polega na bezposrednim przekazywaniu sygnatéw miedzy komérkami
i przebiega za posrednictwem polgczen typu gap, ktére zbudowane sg z podjednostek integral-
nego biatka btonowego zwanego koneksyna (Cx). GJIC odgrywa istotng role w regulacji proce-
sOw réznicowania i wzrostu komoérek oraz utrzymaniu homeostazy tkankowej jako wynik wy-
miany jonéw, czasteczek sygnalizacyjnych, nukleotydéw i malych czasteczek (<1 kDa) migdzy
sasiadujacymi komorkami. Polgczenia typu gap moga uczestniczy¢ takze w generowaniu ryt-
micznych skurczéw perystaltycznych jako skutek ich udzialu w szerzeniu sie i przewodzeniu po-
tencjalow czynnosciowych pomiedzy sasiadujagcymi komoérkami. Wykazano, ze polaczenia typu
gap pelnig role w wielu procesach fizjologicznych, jak np.: utrzymanie homeostazy, regulacja
rozwoju tkanek, komunikacja metaboliczna i elektryczna, a takze regulacja wzrostu komorek,
r6znicowania tkanek oraz procesu apoptozy. Zaburzenia ekspresji koneksyn obserwowano
w réznych stanach patologicznych w przewodzie pokarmowym, np.: choroba Hirschsprunga,
rak przetyku, zotadka czy jelita grubego.

Lokalizacja koneksyn w r6znych strukturach jelita i ich rola w komunikacji migdzykomérkowe;j
oceniane byly z wykorzystaniem ré6znych technik badawczych, tj.: badan ultrastrukturalnych
z uzyciem mikroskopu elektronowego, techniki bezposredniego transferu barwnika Lucifer Yel-
low oraz technik imunochemicznych.

Praca jest przegladem aktualnych pogladéw naukowych dotyczacych roli GJIC w funkcjonowa-
niu przewodu pokarmowego w fizjologii oraz w stanach patologicznych.

komunikacja miedzykomérkowa * potaczenia typu gap ¢ koneksywy ¢ przewod pokarmowy ¢
ludzkie jelito grube

Summary

Gap junctional intercellular communication (GJIC) is a mechanism of direct cell-to-cell signal-
ling and is mediated by gap junctions (GJs), consisting of transmembrane proteins called conne-
xins (Cxs). GJIC plays a critical role in tissue development and differentiation and is important
in the maintenance of tissue homeostasis through the exchange of ions, signalling molecules,
nucleotides, and other small molecules (less than 1kDa) between adjacent cells. Because gap
junctions are sites of the propagation or conduction of action potentials between adjacent cells,
it is possible that they participate in the generation of rhythmic peristaltic movements by contri-
buting to synchronous contraction in the muscle layer. Many physiological roles have been pro-
posed for gap junctions, such as the maintenance of tissue homeostasis, regulation of tissue de-
velopment, electrical and metabolic coupling, as well as the regulation of cellular growth, diffe-
rentiation and apoptosis. Altered expressions of connexins have been observed in various patho-
logical processes of the digestive tract, such as Hirschsprung’s disease, esophageal cancer,
gastric cancer, and colorectal cancer.
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Using a variety of techniques such as transmission electron microscopy, Lucifer Yellow transfer
and immunohistochemistry, gap junctions in the digestive tracts of mammalian species have be-

en identified.

This work is a review of recent studies on the role of GJIC in the physiology and pathology of

the digestive tract.
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Komunikacja migdzykomoérkowa odbywa si¢ za posred-
nictwem wielu drég. Najistotniejszym jej aspektem jest
umozliwienie w organizmach wielokomoérkowych precy-
zyjnej kontroli homeostazy, réznicowania oraz procesé6w
proliferacji i $mierci komoérek. Komorki moga komuniko-
wac si¢ miedzy sobg za pomocg sekrecji hormonéw, cyto-
kin i czynnikéw wzrostu do krwiobiegu i oddzialywaniem
ich na receptory w oddalonych miejscach (mechanizmy
endokrynne), a takze za pomocg mechanizméw miejsco-
wych (auto- i parakrynnych) oraz mechanizméw zalez-
nych od bezposredniego kontaktu komoérek. Do tych
ostatnich nalezg interakcje przebiegajace za pomocg kom-
pleksoéw potaczeniowych, takich jak np. polaczenia Scisle,
desmosomy, hemidesmosomy, polaczenia adhezyjne oraz
polaczenia typu gap. Wszystkie te sposoby komunikacji
umozliwiajg organizmowi wielokomérkowemu regulacje
liczby i r6znicowania komoérek oraz przystosowanie si¢ do
zmieniajacych si¢ warunkéw srodowiska zewnetrznego.

Jednym z najbardziej wszechobecnych i pierwotnych spo-
sob6éw komunikacji miedzykomoérkowej jest komunikacja
miedzykomoérkowa za posrednictwem polaczen typu gap
(gap junctional intercellular communication — GJIC) [44,
5]. Potaczenia te odnaleziono zaréwno w wielu prymityw-
nych organizmach wielokomérkowych, jak i w tak ztozo-
nym jakim jest czlowiek. U doroslego cztowieka wszystkie
komorki z wyjatkiem widkien miesni szkieletowych oraz
komorek krazacych w krwiobiegu wykazuja obecnosc po-
faczen typu gap. Odmiennie od innych polaczen nie pelnig
jakiejkolwiek roli strukturalnej, lecz uczestniczg wylgcz-
nie w komunikacji migdzykomérkowe;.

Kanaly utworzone przez podjednostki poltaczen typu gap
tworza drogi komunikacyjne migdzy przedziatami cyto-
plazmatycznymi sgsiadujacych komorek i pozwalajg na
bezposrednig miedzykomodrkowa dyfuzje malych czaste-
czek (<1 kDa) i jonéw [39, 5]. Usprawnia to utrzymanie
homeostazy poprzez wymiang metabolitéw, nukleotydéw
i czasteczek sygnalizacyjnych (cAMP, cGMP, IP3, DAG),
a to wzmacnia i koordynuje odpowiedz tkankows.

Przepuszczalno$¢ polaczen typu gap jest zalezna przede
wszystkim od rodzaju koneksyn tworzacych kanat [5].
Przyktadowo, polaczenia zbudowane z Cx43 sa bardziej
przepuszczalne dla czastek o tadunku dodatnim niz kana-
ty utworzone z Cx32, co najprawdopodobniej wynika
z sekwencji aminokwaséw fragmentu tancucha tworzace-
go Sciang kanatu. Polgczenia typu gap nie sg strukturami
statycznymi, gdyz otwieranie i zamykanie kanaléw prze-
biega w spos6b kontrolowany i zalezy od czynnikéw, ta-
kich jak: fosforylacja koneksyn, stezenie jonéw wapnia
i pH wewnatrz komorki oraz potencjal antyoksydacyjny
[41,3,14].

BUDOWA POLACZEN TYPU GAP

Polaczenia typu gap, nalezace do grupy potaczen komu-
nikacyjnych, obserwowano po raz pierwszy w latach 60
ub.w. i opisano je jako miejsca, gdzie blony dwoch sasia-
dujacych komorek przyblizajg si¢ tworzac szczeling sze-
rokosci prawie 2 nm. Polaczenie typu gap jest zbudowane
z biatek transbtonowych tworzacych struktury zwane ko-
neksonami. Pojedynczy konekson sklada sie z szesciu
utozonych koncentrycznie podjednostek integralnego
biatka btonowego zwanego koneksyng (Cx), ktére zawie-
ra cztery odcinki o strukturze o-helisy rozciagajace sie
przez blone komoérkowa. Koneksyny majg cztery domeny
transbfonowe, dwie petle zewnatrzkomoérkowe, jedng we-
wnatrzkomoérkowsa oraz znajdujgce si¢ w cytoplazmie
konce C i N. Trzecie przejscie lancucha koneksyny przez
blone komoérkowsa tworzy Sciang kanatu koneksonu.

Dotad u ludzi zidentyfikowano 20 réznych koneksyn
[90]. Najlepiej poznane sa koneksyny 26, 32 i 43. Biatka
te maja swoiste sekwencje, mase czasteczkowa i cechy
biochemiczne, ale wszystkie odznaczajg si¢ podobnym
przestrzennym rozmieszczeniem w blonie komérkowej.
Syntetyzowane sg w szorstkiej siateczce srodplazmatycz-
nej. Nastepnie dochodzi do oligomeryzacji koneksonéw
i tworzenia mostkoéw dwusiarczkowych. Oligomery ulega-
ja egzocytozie przez aparat Golgiego i w obrebie blony
komorkowej agreguja tworzac potaczenie.
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Do powstania i utrzymania sie potaczen typu gap niezbed-
na jest obecno$¢ czasteczek adhezyjnych CAM (cell adhe-
sion molecules) poniewaz interakcja migdzy koneksonami
nie jest wystarczajaco silna, aby utrzymac btony cytopla-
zmatyczne sasiadujacych komoérek w Scistym kontakcie
i aby utworzenie kanatu bylo mozliwe [34,19,30]. Najistot-
niejsza role w tym procesie odgrywaja kadheryny, a wsrod
nich E-kadheryna charakterystyczna dla nabtonka, ktére
w kompleksach z kateninami tworzg potaczenie adhezyjne.
Dzieki procesowi transfekeji genéw kodujacych kadheryny
do komoérek nowotworowych, przywracano funkcjonal-
nos¢ polaczen typu gap w tych komoérkach [34].

W warunkach hodowli tkankowych potaczenia typu gap
tworzg sie w ciggu kilkunastu minut i réwnie szybko ule-
gaja dezintegracji. Mechanizmem regulujacym liczbe po-
faczen jest regulacja ekspresji genéw koneksynowych po-
przez dziatanie czynnikéw fizjologicznych i farmakolo-
gicznych. Udowodniono tez zmniejszenie liczby potaczen
typu gap i jednoczesny spadek ekspresji genow koneksy-
nowych podczas ekspozycji komoérek na czynniki wzro-
stowe [36,75].

POLACZENIA TYPU GAP W PRZEWODZIE POKARMOWYM

Polaczenia typu gap sg umiejscowione pomiedzy komor-
kami r6znych warstw Sciany przewodu pokarmowego
ssakow [20,52,55,74,87]. W warstwie mig$niowej laczac
komoérki miesniowki gtadkiej prawdopodobnie biora
udzial w tworzeniu potaczen elektrycznych, dzigki kto-
rym powstajg synchroniczne skurcze miesniowki dajace
rytmiczne ruchy perystaltyczne [20]. Szczegblng uwage
zwrbocono na polaczenia typu gap taczace ze sobg oraz
z komoérkami warstwy okreznej i podiuznej btony mig-
$niowej komoérki, nazwane od nazwiska ich odkrywcy,
komorkami Srodmigzszowymi Cajala (interstitial cells of
Cajal — ICC). Komorki te wykryto w blonie migsniowej
zoladka oraz jelita cienkiego i grubego u zwierzat [74],
w szczeg6lnosci w warstwie okreznej blony mieSniowej.
Obecnos¢ ICC stwierdzono takze w splotach Srodscien-
nych przelyku, zotadka i jelit: w splocie bfony migsniowej
lezacym migdzy warstwa okrezng a podiuzng (splot Auer-
bacha) zoladka, jelita cienkiego i grubego u $winki mor-
skiej [74], w splocie migsniowym glebokim (miedzy cze-
Scig zewnetrzng a wewnetrzng warstwy okreznej) jelita
cienkiego [74,80] i w splocie pod$luzéwkowym jelita gru-
bego u zwierzat [74,87]. W ludzkim jelicie ICC zlokalizo-
wano w splocie nerwowym blony migsniowej, w splocie
mie$niowym glebokim oraz migdzy komoérkami warstwy
okreznej jelita [67,66]. Generujac wolne fale elektryczne,
ICC pelnig role komoérek rozrusznikowych w migsniowce
przewodu pokarmowego [79]. Sie¢ tych komoérek jest po-
faczona ze sobg oraz z komoérkami miesniowki gtadkiej
za pomoca potaczen typu gap [10].

Duza liczba polaczen typu gap moze by¢ czynnikiem wa-

runkujacym funkcje regulacyjng komoérek Cajala w moto-

ryce przewodu pokarmowego, ktéra polega na:

e generowaniu wolnych fal potencjalu (komoérki rozrusz-
nikowe miesniéwki gladkiej),

 posredniczeniu w neurotransmisji,

« utatwianiu szerzenia si¢ pobudzenia na sgsiadujgce ko-
morki.

W badaniach immunohistochemicznych stwierdzono do-
datnie odczyny na Cx40 w warstwie okreznej blony mie-
$niowej dolnego zwieracza przetyku, czesci odzwierniko-
wej zotadka oraz w poblizu splotu migsniowego glebokiego
jelita kretego [87]. Cx40 obserwowano réwniez w splocie
srodmigsniowym jelita kretego oraz w splocie podsluzow-
kowym jelita grubego [87]. Szczegblng uwage zwrdocono
jednak na ekspresje Cx43, ktora jest dos¢ powszechna
w mig$niéwce gladkiej. Obecnosc tej koneksyny wykazano
migdzy innymi pomiedzy komérkami migsniowymi peche-
rza moczowego [26,58], macicy [53], naczyn krwiono-
$nych [27,88] oraz przewodu pokarmowego [52,56,87].
Dodatni odczyn immunohistochemiczny na Cx43 odnoto-
wano w potaczeniach typu gap w miesniéwce gtadkiej war-
stwy okreznej zotadka oraz zwieracza dolnego przelyku,
a takze w zewnetrznej czgsci warstwy okreznej blony mie-
$niowej jelita kretego sasiadujacej ze splotem $rédmigsnio-
wym [87]. Mikkelsen i wsp. [52] wykazali obecnos¢ Cx43
w czesci zewnetrznej warstwy okreznej blony migsniowej
mysiego, psiego i ludzkiego jelita cienkiego. W splocie ner-
wowym blony miesniowej oraz w splocie migsSniowym gle-
bokim jelita kretego Cx43 wystgpowata pomigdzy komor-
kami wewnatrz splotu, najprawdopodobniej ICC [87].
W psim i ludzkim jelicie grubym Cx43 wykryto w splocie
podsluzéwkowym [52]. Ponadto stwierdzono obecnos¢
Cx45 pomiedzy ICC splotu migsniowego glebokiego szczu-
rzego [73] i psiego [55] jelita cienkiego.

Dubina i wsp. [12] wykazali ekspresje Cx43 i Cx32 w en-
terocytach zdrowego jelita grubego u cztowieka. W bada-
niach na tkankach ludzkich dotychczas koncentrowano
sie jednak gléwnie na ocenie obecnosci koneksyn w bto-
nie mig$niowej przewodu pokarmowego. W blonie mig-
$niowej polaczenia typu gap pelnig role w przewodzeniu
impulséw i neurotransmisji miedzy komoérkami, a co za
tym idzie sa odpowiedzialne za kontrole motoryki prze-
wodu pokarmowego [20,17]. Wiadomo, iz polaczenia ty-
pu gap — oprocz kontrolowania morfogenezy, rozwoju
i roznicowania tkanek — sg tez miejscami szerzenia si¢
i przewodzenia potencjaléw czynnosciowych we wszyst-
kich tkankach, takze w migsniowce gtadkiej [53]. Po-
przez przewodzenie jonéw nieorganicznych i maltych cza-
steczek migdzy komoérkami ulatwiajg Iacznosé elektrycz-
ng i metaboliczng komorek.

Szerzenie si¢ sygnalow elektrycznych jest gtéwnym czyn-
nikiem regulujacym kurczliwo$¢ mig$niowki gladkiej.
Zmiany w skladzie polaczen typu gap lub poziomie eks-
presji koneksyn mogg zaburzaé ten proces. Kazdy mecha-
nizm hamujacy powstawanie potencjaléw czynnoscio-
wych, wlgczajac w to zamkniecie lub zmniejszenie liczby
polaczen typu gap, wplywa na kurczliwos¢ miesniowki
gtadkiej. Wydaje sig, iz moga one odgrywac role w pato-
genezie choroby Hirschsprunga. Wykazano, ze komuni-
kacja migdzykomdérkowa za pomoca potaczen typu gap
w tej chorobie jest zaburzona na skutek braku ekspres;ji
Cx43 w warstwie okreznej oraz pomiedzy nig a warstwa
podiuzng blony migsniowej Sciany jelita w odcinkach
bezzwojowych [57]. Stwierdzono ponadto spadek eks-
presji Cx43 w strefie przejsciowej migdzy odcinkami cho-
rymi a zdrowymi [57]. Utrata polaczen typu gap w choro-
bie Hirschsprunga moze uniemozliwia¢ wymian¢ hormo-
néw, neuroprzekaznikéw i innych agonistéw i antagoni-
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stow pomiedzy komoérkami Cajala a komoérkami mie-
$niowki gtadkiej, czego nastepstwem moze by¢ niezdol-
nos¢ do szerzenia si¢ potencjalow czynnosciowych, a co
za tym idzie zaburzenie czynnosci motorycznej jelita.

MECHANIZMY ODPOWIEDZIALNE ZA NIEPRAWIDLOWE
FUNKCJONOWANIE POLACZEI\] TYPU GAP

Defekty transportu miedzykomoérkowego za posrednic-
twem polaczen typu gap sg kojarzone z takimi zespolami
chorobowymi jak: neuropatia obwodowa (neuropatia
Charcota-Marie Tooth), gluchota dziedziczna, arytmia
serca, miazdzyca, luszczyca, za¢tma wrodzona, nieptod-
nos¢, nieprawidlowa hemopoeza, powstawanie wad roz-
wojowych ptodéw i nowotwory.

Zahamowanie funkcjonowania polgczen typu gap moze
nastgpowaé w wyniku zaburzen na poziomie genu (muta-
cje, metylacja regionéw promotorowych), a to powoduje
spadek ekspresji lub powstanie koneksyny o nieprawidto-
wej budowie, a tym samym zaburzone jej funkcjonowanie.
Mutacje byly jak do tej pory wykrywane w pewnych choro-
bach dziedzicznych u ludzi, o ktérych wspomniano wyzej,
ale nie w chorobach nowotworowych, np. mutacja genu
Cx32 wystepuje w neuropatii obwodowej Charcota-Marie
Tooth [13,42], mutacja genu Cx26 i Cx30 w gluchocie
dziedzicznej [4, 60; 86], genu Cx31 i Cx30.3 w zespole
Mendesa da Costy (erythrokeratodermia wvariabilis)
[23,65], a Cx46 i Cx50 w za¢mie wrodzonej [78,45]. Wy-
kryto mutacje genéw niekt6rych koneksyn, m.in. Cx32 po-
wigzane z indukowanym chemicznie rakiem watrobowo-
komoérkowym u gryzoni [59]. Pierwszym doniesieniem na
temat mutacji genéw koneksynowych w chorobie nowo-
tworowej u ludzi, a konkretnie genu kodujacego biatko
Cx43, jest publikacja badaczy rosyjskich [12]. Stwierdzili
oni obecnos¢ mutacji w genie kodujagcym Cx43 w zaawan-
sowanych stadiach gruczolakoraka jelita grubego, a jej na-
stepstwem jest zamiana aminokwaséw (Ala i Ile na Val
i Asn) w koncu karboksylowym Cx43. Z domeng ta od-
dzialuje wiele biatek, a takze czastki adhezyjne CAM - ZO-
11 p-katenina. Ponadto, domena ta ulega fosforylacji przez
rézne kinazy biatkowe, co jest istotne dla obrotu, prze-
puszczalnosci i tworzenia skupisk potaczen typu gap.

Metylacja regionéw promotorowych genéw kodujacych
koneksyny wydaje si¢ waznym mechanizmem moduluja-
cym ekspresje koneksyn w wielu nowotworach [77]. Wy-
kazano, ze przyczyng utraty ekspresji Cx26 w linii ko-
morkowej raka sutka (MDA-MB-453) byta hipermetyla-
cja region6w promotorowych genu kodujacego Cx26
[81]. Regulacj¢ ekspresji genow Cx32 i Cx43 z udzialem
tego mechanizmu badano takze w komoérkach watroby
szczura wykorzystujac do tego celu linie komérkowe
i tkanki pobrane od zwierzat. Wykryto, ze transkrypcja
obu koneksyn w komorkach watroby moze by¢ blokowa-
na przez metylacje regionéw promotorowych genéw
Cx32 i Cx43 [61]. Hirai i wspotpr. [29] wykazali, ze ha-
mowanie ekspresji genu kodujacego Cx32 w linii komor-
kowej raka nerki bylo rowniez spowodowane hipermety-
lacjg region6w promotorowych genow.

Inne pozagenetyczne nieprawidlowosci dotyczace konek-
syn to:

e umiejscowienie cytoplazmatyczne lub jadrowe konek-
syn i tym samym utrata funkcjonalnosci potaczen typu
8ap,

» fosforylacja aminokwaséw w tancuchu biatkowym in-
nych niz w stanie prawidlowym, co prowadzi do zabu-
rzen przepuszczalnosci przez kanaly i grupowania ko-
neksyn w zespoty,

* obnizenie ekspresji czastek adhezyjnych CAM przy pra-
widlowej ekspresji koneksyn czego skutkiem jest nie-
mozno$¢ utworzenia funkcjonalnych potaczen.

Rora POU\CZEN TYPU GAP W KARCYNOGENEZIE

Rozwdj i progresja nowotworu jest procesem wielostopnio-
wym i wieloczynnikowym; zalezy od wielu zmian genetycz-
nych i epigenetycznych w komérce [16]. Jedng z najwaz-
niejszych cech komoérek nowotworowych jest brak kontroli
wzrostu badz znacznie zaburzony proces ich réznicowania.
Badania in vitro przeprowadzone po raz pierwszy w 1966
r. wykazaly, ze komoérki nowotworowe maja bardzo mata
zdolno$¢ komunikowania si¢ miedzy soba (zaburzone pota-
czenia homologiczne typu gap). W kolejnych badaniach
udowodniono brak polgczen gap miedzy komérkami nowo-
tworowymi a otaczajacymi je komérkami zdrowymi (zabu-
rzone polaczenia heterologiczne typu gap) [51,21,9]. Izola-
cja ta pozwala na ucieczke komoérek nowotworowych od
sygnalow, ktore w prawidtowych tkankach utrzymuja proli-
feracje pod kontrolg organizmu. Moze to by¢ wynikiem nie
tylko obnizenia ekspresji koneksyn, ale takze zmian na po-
wierzchni blony komoérkowej (glikozylacja biatek btony ko-
morkowej, brak ekspresji CAM), a to hamuje kontakt mie-
dzykomorkowy, konieczny do utworzenia polaczen typu
gap. W nastepstwie tego procesu tworzy si¢ ognisko komo-
rek o selektywnej zdolnosci do szybkiego i niepohamowa-
nego wzrostu oraz zostaje przerwana integracja tkanki.

Dotychczasowe badania wykazaly, ze wigkszo$¢ guzow
litych ma zaburzone polgczenia typu gap i/lub zmniejszo-
ng ich liczbe [89]. Uposledzona komunikacja migdzy ko-
morkami nowotworowymi w wyniku utraty polaczen ty-
pu gap moze by¢ skutkiem obnizenia ekspresji genéw ko-
neksynowych lub zmienionego wewnatrzkomoérkowego
umiejscowienia koneksyn. Jak wspomniano wyzej przy-
czyng inaktywacji polaczen typu gap moga by¢ mutacje
lub hipermetylacja regionéw promotorowych genéw ko-
neksynowych. Wykazano ponadto, ze uszkodzenie funk-
cjonalne koneksyn moze powodowaé zmiane ich lokaliza-
cji. Mechanizmy bedace przyczyng tych zaburzen nie sg
znane, najprawdopodobniej wigzg si¢ z nieprawidiowa
fosforylacjg koneksyn i/lub zaburzeniami ekspresji CAM.

W wielu badaniach ekspresja koneksyn w komoérkach no-
wotworowych byta poréwnywana odpowiednio z ich eks-
presja w tkankach zdrowych [25,85]. Wykazano, iz wigk-
sz0$¢ komorek nowotworowych miato znaczgco mniejsza
ekspresje koneksyn i mniejszg liczbe polaczen typu gap
w poréwnaniu z komérkami zdrowymi [22]. Wilgenbus
i wsp. [89] badajac tkanki nowotworowe oraz tkanki
zdrowe u ludzi pod katem ekspresji Cx26, Cx32 i Cx43
stwierdzili, ze w guzach ztosliwych ekspresja tych konek-
syn jest obnizona w stosunku do tkanek niezmienionych.
Wigkszo$¢ rakéw pltuc w badaniach na tkankach mysich
i ludzkich wykazywatla obnizong ekspresj¢ Cx43 w po-

161



Postepy Hig Med Dosw (online), 2004; tom 58: 158-165

roéwnaniu ze zdrowym nabtonkiem pluc [33,9]. Ponadto
wykazano, ze ekspresja koneksyn w zmianach przedno-
wotworowych w poréwnaniu z tkankami zdrowymi moze
by¢ obnizona, co udowodniono w przypadku dysplazji
szyjki macicy [37] i rozrostu blony §luzowej macicy [70].

Mechanizmy wadliwej komunikacji z udzialem potaczen
typu gap sa réznorodne. Najczesciej obserwuje sie zmniej-
szenie ekspresji koneksyn, co moze by¢ spowodowane za-
burzong ekspresja i dzialaniem czynnikéw transkrypcyj-
nych [43] lub metylacjg regionéw promotorowych genéow
koneksynowych [81]. Jednak w niektérych nowotworach
koneksyny wykazuja ekspresje podobng lub silniejsza niz
w prawidlowych tkankach, jak na przyktad w raku sutka,
gdzie zaobserwowano wzrost ekspresji Cx26 i/lub Cx43
w poréwnaniu z tkankami pobranymi z obrzeza guza, nie-
wykazujacymi zmian patologicznych [32]. Autorzy wyra-
zili przypuszczenie, ze komorki nablonka przewodéw gru-
czolu piersiowego mogg charakteryzowac si¢ obecnoscia
innych koneksyn, a nadekspresja Cx26 i Cx43 moze by¢
rezultatem przestawienia komérek nowotworowych na
wytwarzanie innych koneksyn niz w zdrowej tkance,
w nastepstwie czego moze dojs¢ do zahamowania komu-
nikacji miedzy komoérkami zdrowymi a chorymi. W wielu
doswiadczeniach in vivo i in vitro wykazano rézne nie-
prawidiowosci w fosforylacji koneksyn, co prowadzi do
zaburzen w przepuszczalnosci kanatéw, tworzeniu funk-
cjonalnych kanaléw w btonie komérkowej i/lub grupowa-
niu si¢ potaczen typu gap w zespoly [11].

Wiele czynnikéw i produktéw transkrypeji genéw, ktore
pobudzajg wzrost komoérek lub uczestnicza w szlakach
sygnalizacyjnych pobudzajacych wzrost, hamuje komuni-
kacj¢ migdzykomérkowa z udzialem potaczen typu gap.
Nalezg do nich: czynniki wzrostu, karcynogeny i onkoge-
ny. Czynniki wzrostu, takie jak: naskérkowy czynnik
wzrostu (EGF), plytkowy czynnik wzrostu (PDGF) czy
czynnik wzrostu fibroblastéw (FGF), hamuja komunika-
cje miedzykomorkows z udzialem polgczen typu gap po-
przez fosforylacje lub zmniejszenie ekspresji koneksyn.
Karcynogeny hamuja GJIC poprzez liczne mechanizmy
np. po dzialaniu TPA (12-O-etradecanoylphorbol-13-ace-
tate) Cx43 zastgpowana jest postacig hiperfosforylowang
tego biatka zwang Cx43-P3 [47]. Z kolei fenobarbital blo-
kuje GJIC za posrednictwem Cx32 w kulturach hepatocy-
tow i w watrobie szczura poprzez redukcje ekspresji lub
cytoplazmatyczne umiejscowienie tej koneksyny [63,64]
a DDT (2,2-bis(p-chlorphenyl)-1,1, 1-trichloroethane)
hamuje GJIC z udzialem Cx43 i Cx32 na skutek degrada-
cji koneksyn w lizosomach [24]. Produkty biatkowe on-
kogendéw wspoluczestnicza w przekazywaniu sygnatow,
kontroli wzrostu i w wielu innych procesach homeostazy
tkankowej i komérkowej. Wiele z nich blokuje GJIC za
posrednictwem ré6znych mechanizméw dziatania np.: Ha-
ras i Neu nie zmieniajg ekspresji Cx43 w komoérkach na-
blonkowych watroby szczura, ale powodujg zmniejszenie
zawartosci prawidlowej postaci ufosforylowanej Cx43-
Cx43-P2 oraz nieprawidiowg lokalizacje wewnatrz jadra
[11]. Onkogeny moga dziata¢ synergistycznie w hamowa-
niu GJIC, np. komérki nabtonka watroby szczura wyka-
zujace ekspresje onkogenu Raf lub Myc nie majg zredu-
kowanej GJIC, natomiast komunikacja jest mocno hamo-
wana w komorkach z ekspresja obu onkogenéw [35].

W przeciwienstwie do nastgpstw powyzszych czynnikow
wiele inhibitorow wzrostu oraz czynnikéw przeciwnowo-
tworowych zwigksza GJIC oraz ekspresje koneksyn w ko-
morkach. Istnieje duza grupa czynnikéw fizjologicznych
i farmakologicznych (glikokortykoidy, cAMP, glukagon,
retinoidy, karotenoidy, wyciag z zielonej herbaty, hormo-
ny plciowe), ktére hamujg transformacje nowotworowa
i/lub wzrost komorek guza oraz zwiekszajg ekspresje ko-
neksyn i tworzenie polaczen typu gap w tkankach, na kto6-
re dziataly [1,2,6,8,40,62,69,71]. Czynniki te mogg takze
blokowa¢ hamujacy wplyw karcynogenéw na GJIC [76].

Doswiadczenia na liniach komérkowych wykazaly, ze
wzrost komoérek nowotworowych moze by¢ hamowany
jesli obok nich wystepujg komérki zdrowe, a w niekto-
rych przypadkach proces ten jest przypisywany GJIC.
Dowodem na to sg doswiadczenia przeprowadzone na li-
niach komoérek nabtonka watroby szczura przeksztatco-
nych w komoérki nowotworowe pod wplywem onkogenow
Ras i Neu [15]. Rozwdj komérek nowotworowych ulegat
zahamowaniu kontaktowemu, gdy wystepowaly obok ko-
morki zdrowe i byl zalezny od GJIC, gdyz w obecnosci
komoérek zmutowanych wykazujacych brak potaczen typu
gap hamowanie kontaktowe nie wystepowato.

Aby lepiej wyjasni¢ role GJIC w kontroli wzrostu i karcy-
nogenezie przeprowadzono wiele doswiadczen z wyko-
rzystaniem bezposredniego modulowania GJIC. Naleza
do nich:

e badania z uzyciem nukleotydéw nonsensownych — wy-
kazano hamowanie ekspresji koneksyn w komoérkach
nienowotworowych i zmiany we wzroscie tych komo-
rek [93],

metoda ,,gene knockout“ — w badaniach w komérkach
mysiej watroby pozbawionej genu Cx32, wykazano
wigksza podatnos¢ na powstawanie spontanicznych czy
indukowanych karcynogenami guzow watroby [83, 72],
metoda transfekcji genéw koneksynowych - ekspresja
koneksyn byta zwigkszana lub przywracana poprzez
transfekcje odpowiednich genéw w wielu nowotworo-
wych liniach komérkowych wykazujacych niedobor lub
brak koneksyn i wigzace si¢ z tym zaburzenie transportu
miedzykomorkowego [18, 28, 31, 50, 54, 92, 94]. Wzrost
tych komorek w hodowli in vitro i/lub powstawanie gu-
za bylo mocno zredukowane, najczgsciej proporcjonal-
nie do wzrostu GJIC.

Upziat POLACZEﬂ TYPU GAPW APOPTOZIE

Istnieje hipoteza, ze komunikacja migdzykomoérkowa po-
przez polgczenia typu gap jest jednym z mechanizméow
ulatwiajacych przeptyw informacji w tkankach o rozpocze-
ciu apoptozy, gdyz warunkuje przekazanie sygnalu odpo-
wiedzialnego za uruchomienie tego procesu. Z dotychczas
przeprowadzonych badan wynika, ze utrata potaczen typu
gap moze odgrywac role¢ w promowaniu rozwoju nowo-
tworéw przez hamowanie apoptozy komoérek nowotworo-
wych [38]. Wzrost i progresja nowotworu sg w duzej mie-
rze uzaleznione od réwnowagi pomiedzy proliferacja
a apoptoza. Jesli proliferacja dominuje nad procesem apop-
tozy spodziewac si¢ mozna bardziej agresywnego przebie-
gu procesu nowotworowego [48]. Badania przeprowadzo-
ne na linii komoérek raka pecherza moczowego szczura

162



Kariczuga-Koda L. - Znaczenie potaczen typu gap w fizjologii i patofizjologii...

BC31 wykazaly, ze z udzialem potaczen typu gap pojedyn-
cze apoptotyczne komorki raka przewodzily sygnaly indu-
kujace Smier¢ komorkowsa do sgsiadujacych komorek, kto-
re nastgpnie umieraly w procesie apoptozy, a przekazni-
kiem sygnatéw wydawaly sie¢ jony Ca?* [38]. Komorki
apoptotyczne tej linii, podobnie jak nieapoptotyczne wyka-
zywaly ekspresj¢ Cx43, a funkcjonalne potgczenia hetero-
logiczne miedzy tymi komérkami uwidocznione byly z uzy-
ciem techniki transferu barwnika Lucifer Yellow.

Wykazano réwniez zahamowanie apoptozy w linii komo-
rek BC31 o ekspresji zmutowanej postaci Cx43 — Cx43A.
Wiele zwigzkéw chemicznych promujacych rozwdj gu-
z6w nowotworowych, poza powszechnie znanym dziata-
niem blokujacym proces apoptozy, hamuje rowniez GJIC
[46] i odwrotnie, liczne substancje o dzialaniu przeciw-
nowotworowym (retinoidy, deksametazon), ktére nasila-
ja proces apoptozy, moga usprawnia¢ GJIC. Udowodnio-
no, ze transfekcja genu Cx26 do linii komérkowych raka
pecherza moczowego (UM-UC 3, 6 i 14 oraz T24) spowo-
dowata zahamowanie proliferacji komoérek oraz urucho-
mienie procesu apoptozy [82]. Z powyzszych prac
i z wezedniejszych doswiadczen [68,84,91] wynika, ze
komunikacja z udzialem polaczen typu gap jest warun-
kiem koniecznym do migdzykomoérkowej transmisji ,,sy-
gnaléw $mierci“, a hamowanie tej drogi komunikowania
sie komorek powoduje progresje nowotworu na skutek
zwigkszenia stosunku proliferacji do apoptozy.

WYKORZYSTANIE POLACZEI\] TYPU GAP W TERAPII
| PROFILAKTYCE NOWOTWOROW

Z wyzej przedstawionych informacji nasuwa si¢ wniosek
o mozliwos$ci wykorzystania wiedzy na temat funkcjono-
wania polaczen typu gap i ekspresji koneksyn w tkankach
zdrowych i nowotworowych w rokowaniu, terapii i by¢
moze profilaktyce wielu nowotworéw. Poziom ekspresji
czy zmiany w funkcjonowaniu koneksyny (grupy konek-
syn) charakterystycznej dla danej tkanki moze swiadczyc
o progresji procesu nowotworowego. Nie mozna wyklu-
czy¢, ze w przyszlosci analizujac powyzsze cechy bedzie
mozna okresli¢ stopienn zaawansowania choroby i ewen-
tualnie proponowac sposob dalszego leczenia pacjenta.

Przywroécenie funkcjonowania polaczen typu gap w tkan-

kach nowotworowych moze zahamowac progresj¢ nowo-
tworu, co udowodniono w badaniach przeprowadzanych
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w warunkach in vitro oraz in vivo. Mozna to osiaggnaé
wykorzystujac dwie metody, tj.: farmakologiczne przy-
wrocenie lub wzrost ekspresji koneksyn z zastosowaniem
np. retinoidéw, karotenoidéw czy deksametazonu lub
stosujac terapie genowa. Wprowadzajac gen kodujacy ko-
neksyne typowg dla danej tkanki mozna byloby przywré-
ci¢ prawidlowa jej ekspresje. Jednak nie jest to metoda
doskonata, gdyz przywraca ona funkcjonowanie tylko
jednego z wielu genéw odpowiedzialnych za kontrole
wzrostu, proliferacji i §mierci komorek.

Metodg alternatywng polegajaca na eradykacji komorek
guza wydaje si¢ terapia, ktorej zasadg jest wprowadzenie
genu kodujacego enzym przeksztalcajacy nietoksyczny
substrat w zabdjczy produkt wewnatrz komoérek nowo-
tworowych. Najbardziej udang kombinacjg enzym/sub-
strat testowang na zwierzetach oraz w hodowlach in vi-
tro jest kinaza tymidynowa wirusa opryszczki (Herpes
simplex virus-thymidyne kinase - HSV-tk) i gancyklowir
(GCV). Ekspresja genu HSV-tk czyni komoérki guza
wrazliwymi na analog tymidyny — gancyklowir, ktéry ule-
ga fosforylacji z udzialem kinazy wirusowej (endogenna
kinaza nie wywoluje tego dziatania). Ufosforylowany me-
tabolit jest wbudowywany do DNA proliferujacych komo-
rek np. komérek nowotworowych, powodujac w rezulta-
cie ich Smier¢ przez zahamowanie dalszych podziatow.
Komorki niewykazujace ekspresji tego genu i komorki
nieproliferujgce sa oporne na gancyklowir. Na szczescie
metoda ta nie wymaga wprowadzenia genu do wszystkich
komoérek guza, gdyz oprécz komérek ,,odbiorcow* (HSV-
tk*) ging takze komorki otaczajace (HSV-tk-) niewyka-
zujace ekspresji tego genu. Zjawisko to okresla si¢ nazwa
,bystander effect” (,efekt Swiadka, widza“). Mechanizm
tego zjawiska nie jest doktadnie poznany, jednak czynni-
kiem wspomagajacym i najprawdopodobniej koniecznym
do jego zaistnienia jest zachowana komunikacja miedzy-
komoérkowa z udziatem polaczen typu gap. Wykazano to
doswiadczalnie w badaniach na liniach komérkowych ra-
ka jelita grubego [49] oraz raka trzustki [7]. Rezultaty
tych doswiadczen wskazuja, ze poprawa komunikacji
miedzykomorkowej za posrednictwem polgczen typu gap
moze wzmacniaé ,bystander effect“ w niektérych rodza-
jach raka, moze takze by¢ wykorzystana w chemioterapii
konwencjonalnej przez zwiekszenie przenikania lekéw,
zwlaszcza w guzach stabo unaczynionych, w ktérych wy-
chwyt i metabolizm chemioterapeutyku czesto jest zabu-
rzony, a leczenie okazuje sie nieskuteczne.
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