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Znaczenie połączeń typu gap w fizjologii
i patofizjologii przewodu pokarmowego

Gap junctions and their role in physiology
and pathology of the digestive tract
Luiza Kańczuga-Koda

Zakład Patomorfologii Lekarskiej Akademii Medycznej w Białymstoku

Streszczenie
Komunikacja mi´dzykomórkowa z udzia∏em po∏àczeƒ typu gap (gap junctional intercellular
communication – GJIC) polega na bezpoÊrednim przekazywaniu sygna∏ów mi´dzy komórkami
i przebiega za poÊrednictwem po∏àczeƒ typu gap, które zbudowane sà z podjednostek integral-
nego bia∏ka b∏onowego zwanego koneksynà (Cx). GJIC odgrywa istotnà rol´ w regulacji proce-
sów ró˝nicowania i wzrostu komórek oraz utrzymaniu homeostazy tkankowej jako wynik wy-
miany jonów, czàsteczek sygnalizacyjnych, nukleotydów i ma∏ych czàsteczek (<1 kDa) mi´dzy
sàsiadujàcymi komórkami. Po∏àczenia typu gap mogà uczestniczyç tak˝e w generowaniu ryt-
micznych skurczów perystaltycznych jako skutek ich udzia∏u w szerzeniu si´ i przewodzeniu po-
tencja∏ów czynnoÊciowych pomi´dzy sàsiadujàcymi komórkami. Wykazano, ˝e po∏àczenia typu
gap pe∏nià rol´ w wielu procesach fizjologicznych, jak np.: utrzymanie homeostazy, regulacja
rozwoju tkanek, komunikacja metaboliczna i elektryczna, a tak˝e regulacja wzrostu komórek,
ró˝nicowania tkanek oraz procesu apoptozy. Zaburzenia ekspresji koneksyn obserwowano
w ró˝nych stanach patologicznych w przewodzie pokarmowym, np.: choroba Hirschsprunga,
rak prze∏yku, ˝o∏àdka czy jelita grubego.

Lokalizacja koneksyn w ró˝nych strukturach jelita i ich rola w komunikacji mi´dzykomórkowej
oceniane by∏y z wykorzystaniem ró˝nych technik badawczych, tj.: badaƒ ultrastrukturalnych
z u˝yciem mikroskopu elektronowego, techniki bezpoÊredniego transferu barwnika Lucifer Yel-
low oraz technik imunochemicznych.

Praca jest przeglàdem aktualnych poglàdów naukowych dotyczàcych roli GJIC w funkcjonowa-
niu przewodu pokarmowego w fizjologii oraz w stanach patologicznych.

Słowa kluczowe: komunikacja międzykomórkowa • połączenia typu gap • koneksywy • przewód 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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Wstęp

Komunikacja mi´dzykomórkowa odbywa si´ za poÊred-
nictwem wielu dróg. Najistotniejszym jej aspektem jest
umo˝liwienie w organizmach wielokomórkowych precy-
zyjnej kontroli homeostazy, ró˝nicowania oraz procesów
proliferacji i Êmierci komórek. Komórki mogà komuniko-
waç si´ mi´dzy sobà za pomocà sekrecji hormonów, cyto-
kin i czynników wzrostu do krwiobiegu i oddzia∏ywaniem
ich na receptory w oddalonych miejscach (mechanizmy
endokrynne), a tak˝e za pomocà mechanizmów miejsco-
wych (auto- i parakrynnych) oraz mechanizmów zale˝-
nych od bezpoÊredniego kontaktu komórek. Do tych
ostatnich nale˝à interakcje przebiegajàce za pomocà kom-
pleksów po∏àczeniowych, takich jak np. po∏àczenia Êcis∏e,
desmosomy, hemidesmosomy, po∏àczenia adhezyjne oraz
po∏àczenia typu gap. Wszystkie te sposoby komunikacji
umo˝liwiajà organizmowi wielokomórkowemu regulacj´
liczby i ró˝nicowania komórek oraz przystosowanie si´ do
zmieniajàcych si´ warunków Êrodowiska zewn´trznego.

Jednym z najbardziej wszechobecnych i pierwotnych spo-
sobów komunikacji mi´dzykomórkowej jest komunikacja
mi´dzykomórkowa za poÊrednictwem po∏àczeƒ typu gap
(gap junctional intercellular communication – GJIC) [44,
5]. Po∏àczenia te odnaleziono zarówno w wielu prymityw-
nych organizmach wielokomórkowych, jak i w tak z∏o˝o-
nym jakim jest cz∏owiek. U doros∏ego cz∏owieka wszystkie
komórki z wyjàtkiem w∏ókien mi´Êni szkieletowych oraz
komórek krà˝àcych w krwiobiegu wykazujà obecnoÊç po-
∏àczeƒ typu gap. Odmiennie od innych po∏àczeƒ nie pe∏nià
jakiejkolwiek roli strukturalnej, lecz uczestniczà wy∏àcz-
nie w komunikacji mi´dzykomórkowej.

Kana∏y utworzone przez podjednostki po∏àczeƒ typu gap
tworzà drogi komunikacyjne mi´dzy przedzia∏ami cyto-
plazmatycznymi sàsiadujàcych komórek i pozwalajà na
bezpoÊrednià mi´dzykomórkowà dyfuzj´ ma∏ych czàste-
czek (<1 kDa) i jonów [39, 5]. Usprawnia to utrzymanie
homeostazy poprzez wymian´ metabolitów, nukleotydów
i czàsteczek sygnalizacyjnych (cAMP, cGMP, IP3, DAG),
a to wzmacnia i koordynuje odpowiedê tkankowà.

PrzepuszczalnoÊç po∏àczeƒ typu gap jest zale˝na przede
wszystkim od rodzaju koneksyn tworzàcych kana∏ [5].
Przyk∏adowo, po∏àczenia zbudowane z Cx43 sà bardziej
przepuszczalne dla czàstek o ∏adunku dodatnim ni˝ kana-
∏y utworzone z Cx32, co najprawdopodobniej wynika
z sekwencji aminokwasów fragmentu ∏aƒcucha tworzàce-
go Êcian´ kana∏u. Po∏àczenia typu gap nie sà strukturami
statycznymi, gdy˝ otwieranie i zamykanie kana∏ów prze-
biega w sposób kontrolowany i zale˝y od czynników, ta-
kich jak: fosforylacja koneksyn, st´˝enie jonów wapnia
i pH wewnàtrz komórki oraz potencja∏ antyoksydacyjny
[41,3,14].

Budowa połączeń typu gap

Po∏àczenia typu gap, nale˝àce do grupy po∏àczeƒ komu-
nikacyjnych, obserwowano po raz pierwszy w latach 60
ub.w. i opisano je jako miejsca, gdzie b∏ony dwóch sàsia-
dujàcych komórek przybli˝ajà si´ tworzàc szczelin´ sze-
rokoÊci prawie 2 nm. Po∏àczenie typu gap jest zbudowane
z bia∏ek transb∏onowych tworzàcych struktury zwane ko-
neksonami. Pojedynczy konekson sk∏ada si´ z szeÊciu
u∏o˝onych koncentrycznie podjednostek integralnego
bia∏ka b∏onowego zwanego koneksynà (Cx), które zawie-
ra cztery odcinki o strukturze α-helisy rozciàgajàce si´
przez b∏on´ komórkowà. Koneksyny majà cztery domeny
transb∏onowe, dwie p´tle zewnàtrzkomórkowe, jednà we-
wnàtrzkomórkowà oraz znajdujàce si´ w cytoplazmie
koƒce C i N. Trzecie przejÊcie ∏aƒcucha koneksyny przez
b∏on´ komórkowà tworzy Êcian´ kana∏u koneksonu.

Dotàd u ludzi zidentyfikowano 20 ró˝nych koneksyn
[90]. Najlepiej poznane sà koneksyny 26, 32 i 43. Bia∏ka
te majà swoiste sekwencje, mas´ czàsteczkowà i cechy
biochemiczne, ale wszystkie odznaczajà si´ podobnym
przestrzennym rozmieszczeniem w b∏onie komórkowej.
Syntetyzowane sà w szorstkiej siateczce Êródplazmatycz-
nej. Nast´pnie dochodzi do oligomeryzacji koneksonów
i tworzenia mostków dwusiarczkowych. Oligomery ulega-
jà egzocytozie przez aparat Golgiego i w obr´bie b∏ony
komórkowej agregujà tworzàc po∏àczenie.

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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Do powstania i utrzymania si´ po∏àczeƒ typu gap niezb´d-
na jest obecnoÊç czàsteczek adhezyjnych CAM (cell adhe-
sion molecules) poniewa˝ interakcja mi´dzy koneksonami
nie jest wystarczajàco silna, aby utrzymaç b∏ony cytopla-
zmatyczne sàsiadujàcych komórek w Êcis∏ym kontakcie
i aby utworzenie kana∏u by∏o mo˝liwe [34,19,30]. Najistot-
niejszà rol´ w tym procesie odgrywajà kadheryny, a wÊród
nich E-kadheryna charakterystyczna dla nab∏onka, które
w kompleksach z kateninami tworzà po∏àczenie adhezyjne.
Dzi´ki procesowi transfekcji genów kodujàcych kadheryny
do komórek nowotworowych, przywracano funkcjonal-
noÊç po∏àczeƒ typu gap w tych komórkach [34].

W warunkach hodowli tkankowych po∏àczenia typu gap
tworzà si´ w ciàgu kilkunastu minut i równie szybko ule-
gajà dezintegracji. Mechanizmem regulujàcym liczb´ po-
∏àczeƒ jest regulacja ekspresji genów koneksynowych po-
przez dzia∏anie czynników fizjologicznych i farmakolo-
gicznych. Udowodniono te˝ zmniejszenie liczby po∏àczeƒ
typu gap i jednoczesny spadek ekspresji genów koneksy-
nowych podczas ekspozycji komórek na czynniki wzro-
stowe [36,75].

Połączenia typu gap w przewodzie pokarmowym

Po∏àczenia typu gap sà umiejscowione pomi´dzy komór-
kami ró˝nych warstw Êciany przewodu pokarmowego
ssaków [20,52,55,74,87]. W warstwie mi´Êniowej ∏àczàc
komórki mi´Êniówki g∏adkiej prawdopodobnie biorà
udzia∏ w tworzeniu po∏àczeƒ elektrycznych, dzi´ki któ-
rym powstajà synchroniczne skurcze mi´Êniówki dajàce
rytmiczne ruchy perystaltyczne [20]. Szczególnà uwag´
zwrócono na po∏àczenia typu gap ∏àczàce ze sobà oraz
z komórkami warstwy okr´˝nej i pod∏u˝nej b∏ony mi´-
Êniowej komórki, nazwane od nazwiska ich odkrywcy,
komórkami Êródmià˝szowymi Cajala (interstitial cells of
Cajal – ICC). Komórki te wykryto w b∏onie mi´Êniowej
˝o∏àdka oraz jelita cienkiego i grubego u zwierzàt [74],
w szczególnoÊci w warstwie okr´˝nej b∏ony mi´Êniowej.
ObecnoÊç ICC stwierdzono tak˝e w splotach ÊródÊcien-
nych prze∏yku, ˝o∏àdka i jelit: w splocie b∏ony mi´Êniowej
le˝àcym mi´dzy warstwà okr´˝nà a pod∏u˝nà (splot Auer-
bacha) ˝o∏àdka, jelita cienkiego i grubego u Êwinki mor-
skiej [74], w splocie mi´Êniowym g∏´bokim (mi´dzy cz´-
Êcià zewn´trznà a wewn´trznà warstwy okr´˝nej) jelita
cienkiego [74,80] i w splocie podÊluzówkowym jelita gru-
bego u zwierzàt [74,87]. W ludzkim jelicie ICC zlokalizo-
wano w splocie nerwowym b∏ony mi´Êniowej, w splocie
mi´Êniowym g∏´bokim oraz mi´dzy komórkami warstwy
okr´˝nej jelita [67,66]. Generujàc wolne fale elektryczne,
ICC pe∏nià rol´ komórek rozrusznikowych w mi´Êniówce
przewodu pokarmowego [79]. Sieç tych komórek jest po-
∏àczona ze sobà oraz z komórkami mi´Êniówki g∏adkiej
za pomocà po∏àczeƒ typu gap [10].

Du˝a liczba po∏àczeƒ typu gap mo˝e byç czynnikiem wa-
runkujàcym funkcj´ regulacyjnà komórek Cajala w moto-
ryce przewodu pokarmowego, która polega na:
• generowaniu wolnych fal potencja∏u (komórki rozrusz-

nikowe mi´Êniówki g∏adkiej),
• poÊredniczeniu w neurotransmisji,
• u∏atwianiu szerzenia si´ pobudzenia na sàsiadujàce ko-

mórki.

W badaniach immunohistochemicznych stwierdzono do-
datnie odczyny na Cx40 w warstwie okr´˝nej b∏ony mi´-
Êniowej dolnego zwieracza prze∏yku, cz´Êci odêwierniko-
wej ˝o∏àdka oraz w pobli˝u splotu mi´Êniowego g∏´bokiego
jelita kr´tego [87]. Cx40 obserwowano równie˝ w splocie
Êródmi´Êniowym jelita kr´tego oraz w splocie podÊluzów-
kowym jelita grubego [87]. Szczególnà uwag´ zwrócono
jednak na ekspresj´ Cx43, która jest doÊç powszechna
w mi´Êniówce g∏adkiej. ObecnoÊç tej koneksyny wykazano
mi´dzy innymi pomi´dzy komórkami mi´Êniowymi p´che-
rza moczowego [26,58], macicy [53], naczyƒ krwiono-
Ênych [27,88] oraz przewodu pokarmowego [52,56,87].
Dodatni odczyn immunohistochemiczny na Cx43 odnoto-
wano w po∏àczeniach typu gap w mi´Êniówce g∏adkiej war-
stwy okr´˝nej ˝o∏àdka oraz zwieracza dolnego prze∏yku,
a tak˝e w zewn´trznej cz´Êci warstwy okr´˝nej b∏ony mi´-
Êniowej jelita kr´tego sàsiadujàcej ze splotem Êródmi´Ênio-
wym [87]. Mikkelsen i wsp. [52] wykazali obecnoÊç Cx43
w cz´Êci zewn´trznej warstwy okr´˝nej b∏ony mi´Êniowej
mysiego, psiego i ludzkiego jelita cienkiego. W splocie ner-
wowym b∏ony mi´Êniowej oraz w splocie mi´Êniowym g∏´-
bokim jelita kr´tego Cx43 wyst´powa∏a pomi´dzy komór-
kami wewnàtrz splotu, najprawdopodobniej ICC [87].
W psim i ludzkim jelicie grubym Cx43 wykryto w splocie
podÊluzówkowym [52]. Ponadto stwierdzono obecnoÊç
Cx45 pomi´dzy ICC splotu mi´Êniowego g∏´bokiego szczu-
rzego [73] i psiego [55] jelita cienkiego.

Dubina i wsp. [12] wykazali ekspresj´ Cx43 i Cx32 w en-
terocytach zdrowego jelita grubego u cz∏owieka. W bada-
niach na tkankach ludzkich dotychczas koncentrowano
si´ jednak g∏ównie na ocenie obecnoÊci koneksyn w b∏o-
nie mi´Êniowej przewodu pokarmowego. W b∏onie mi´-
Êniowej po∏àczenia typu gap pe∏nià rol´ w przewodzeniu
impulsów i neurotransmisji mi´dzy komórkami, a co za
tym idzie sà odpowiedzialne za kontrol´ motoryki prze-
wodu pokarmowego [20,17]. Wiadomo, i˝ po∏àczenia ty-
pu gap – oprócz kontrolowania morfogenezy, rozwoju
i ró˝nicowania tkanek – sà te˝ miejscami szerzenia si´
i przewodzenia potencja∏ów czynnoÊciowych we wszyst-
kich tkankach, tak˝e w mi´Êniówce g∏adkiej [53]. Po-
przez przewodzenie jonów nieorganicznych i ma∏ych czà-
steczek mi´dzy komórkami u∏atwiajà ∏àcznoÊç elektrycz-
nà i metabolicznà komórek.

Szerzenie si´ sygna∏ów elektrycznych jest g∏ównym czyn-
nikiem regulujàcym kurczliwoÊç mi´Êniówki g∏adkiej.
Zmiany w sk∏adzie po∏àczeƒ typu gap lub poziomie eks-
presji koneksyn mogà zaburzaç ten proces. Ka˝dy mecha-
nizm hamujàcy powstawanie potencja∏ów czynnoÊcio-
wych, w∏àczajàc w to zamkni´cie lub zmniejszenie liczby
po∏àczeƒ typu gap, wp∏ywa na kurczliwoÊç mi´Êniówki
g∏adkiej. Wydaje si´, i˝ mogà one odgrywaç rol´ w pato-
genezie choroby Hirschsprunga. Wykazano, ˝e komuni-
kacja mi´dzykomórkowa za pomocà po∏àczeƒ typu gap
w tej chorobie jest zaburzona na skutek braku ekspresji
Cx43 w warstwie okr´˝nej oraz pomi´dzy nià a warstwà
pod∏u˝nà b∏ony mi´Êniowej Êciany jelita w odcinkach
bezzwojowych [57]. Stwierdzono ponadto spadek eks-
presji Cx43 w strefie przejÊciowej mi´dzy odcinkami cho-
rymi a zdrowymi [57]. Utrata po∏àczeƒ typu gap w choro-
bie Hirschsprunga mo˝e uniemo˝liwiaç wymian´ hormo-
nów, neuroprzekaêników i innych agonistów i antagoni-
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stów pomi´dzy komórkami Cajala a komórkami mi´-
Êniówki g∏adkiej, czego nast´pstwem mo˝e byç niezdol-
noÊç do szerzenia si´ potencja∏ów czynnoÊciowych, a co
za tym idzie zaburzenie czynnoÊci motorycznej jelita.

Mechanizmy odpowiedzialne za nieprawidłowe
funkcjonowanie połączeń typu gap

Defekty transportu mi´dzykomórkowego za poÊrednic-
twem po∏àczeƒ typu gap sà kojarzone z takimi zespo∏ami
chorobowymi jak: neuropatia obwodowa (neuropatia
Charcota-Marie Tooth), g∏uchota dziedziczna, arytmia
serca, mia˝d˝yca, ∏uszczyca, zaçma wrodzona, niep∏od-
noÊç, nieprawid∏owa hemopoeza, powstawanie wad roz-
wojowych p∏odów i nowotwory.

Zahamowanie funkcjonowania po∏àczeƒ typu gap mo˝e
nast´powaç w wyniku zaburzeƒ na poziomie genu (muta-
cje, metylacja regionów promotorowych), a to powoduje
spadek ekspresji lub powstanie koneksyny o nieprawid∏o-
wej budowie, a tym samym zaburzone jej funkcjonowanie.
Mutacje by∏y jak do tej pory wykrywane w pewnych choro-
bach dziedzicznych u ludzi, o których wspomniano wy˝ej,
ale nie w chorobach nowotworowych, np. mutacja genu
Cx32 wyst´puje w neuropatii obwodowej Charcota-Marie
Tooth [13,42], mutacja genu Cx26 i Cx30 w g∏uchocie
dziedzicznej [4, 60; 86], genu Cx31 i Cx30.3 w zespole
Mendesa da Costy (erythrokeratodermia variabilis)
[23,65], a Cx46 i Cx50 w zaçmie wrodzonej [78,45]. Wy-
kryto mutacje genów niektórych koneksyn, m.in. Cx32 po-
wiàzane z indukowanym chemicznie rakiem wàtrobowo-
komórkowym u gryzoni [59]. Pierwszym doniesieniem na
temat mutacji genów koneksynowych w chorobie nowo-
tworowej u ludzi, a konkretnie genu kodujàcego bia∏ko
Cx43, jest publikacja badaczy rosyjskich [12]. Stwierdzili
oni obecnoÊç mutacji w genie kodujàcym Cx43 w zaawan-
sowanych stadiach gruczolakoraka jelita grubego, a jej na-
st´pstwem jest zamiana aminokwasów (Ala i Ile na Val
i Asn) w koƒcu karboksylowym Cx43. Z domenà tà od-
dzia∏uje wiele bia∏ek, a tak˝e czàstki adhezyjne CAM - ZO-
1 i β-katenina. Ponadto, domena ta ulega fosforylacji przez
ró˝ne kinazy bia∏kowe, co jest istotne dla obrotu, prze-
puszczalnoÊci i tworzenia skupisk po∏àczeƒ typu gap.

Metylacja regionów promotorowych genów kodujàcych
koneksyny wydaje si´ wa˝nym mechanizmem modulujà-
cym ekspresj´ koneksyn w wielu nowotworach [77]. Wy-
kazano, ˝e przyczynà utraty ekspresji Cx26 w linii ko-
mórkowej raka sutka (MDA-MB-453) by∏a hipermetyla-
cja regionów promotorowych genu kodujàcego Cx26
[81]. Regulacj´ ekspresji genów Cx32 i Cx43 z udzia∏em
tego mechanizmu badano tak˝e w komórkach wàtroby
szczura wykorzystujàc do tego celu linie komórkowe
i tkanki pobrane od zwierzàt. Wykryto, ˝e transkrypcja
obu koneksyn w komórkach wàtroby mo˝e byç blokowa-
na przez metylacj´ regionów promotorowych genów
Cx32 i Cx43 [61]. Hirai i wspó∏pr. [29] wykazali, ˝e ha-
mowanie ekspresji genu kodujàcego Cx32 w linii komór-
kowej raka nerki by∏o równie˝ spowodowane hipermety-
lacjà regionów promotorowych genów.

Inne pozagenetyczne nieprawid∏owoÊci dotyczàce konek-
syn to:

• umiejscowienie cytoplazmatyczne lub jàdrowe konek-
syn i tym samym utrata funkcjonalnoÊci po∏àczeƒ typu
gap,

• fosforylacja aminokwasów w ∏aƒcuchu bia∏kowym in-
nych ni˝ w stanie prawid∏owym, co prowadzi do zabu-
rzeƒ przepuszczalnoÊci przez kana∏y i grupowania ko-
neksyn w zespo∏y,

• obni˝enie ekspresji czàstek adhezyjnych CAM przy pra-
wid∏owej ekspresji koneksyn czego skutkiem jest nie-
mo˝noÊç utworzenia funkcjonalnych po∏àczeƒ.

Rola połączeń typu gap w karcynogenezie

Rozwój i progresja nowotworu jest procesem wielostopnio-
wym i wieloczynnikowym; zale˝y od wielu zmian genetycz-
nych i epigenetycznych w komórce [16]. Jednà z najwa˝-
niejszych cech komórek nowotworowych jest brak kontroli
wzrostu bàdê znacznie zaburzony proces ich ró˝nicowania.
Badania  in vitro przeprowadzone po raz pierwszy w 1966
r. wykaza∏y, ˝e komórki nowotworowe majà bardzo ma∏à
zdolnoÊç komunikowania si´ mi´dzy sobà (zaburzone po∏à-
czenia homologiczne typu gap). W kolejnych badaniach
udowodniono brak po∏àczeƒ gap mi´dzy komórkami nowo-
tworowymi a otaczajàcymi je komórkami zdrowymi (zabu-
rzone po∏àczenia heterologiczne typu gap) [51,21,9]. Izola-
cja ta pozwala na ucieczk´ komórek nowotworowych od
sygna∏ów, które w prawid∏owych tkankach utrzymujà proli-
feracj´ pod kontrolà organizmu. Mo˝e to byç wynikiem nie
tylko obni˝enia ekspresji koneksyn, ale tak˝e zmian na po-
wierzchni b∏ony komórkowej (glikozylacja bia∏ek b∏ony ko-
mórkowej, brak ekspresji CAM), a to hamuje kontakt mi´-
dzykomórkowy, konieczny do utworzenia po∏àczeƒ typu
gap. W nast´pstwie tego procesu tworzy si´ ognisko komó-
rek o selektywnej zdolnoÊci do szybkiego i niepohamowa-
nego wzrostu oraz zostaje przerwana integracja tkanki.

Dotychczasowe badania wykaza∏y, ˝e wi´kszoÊç guzów
litych ma zaburzone po∏àczenia typu gap i/lub zmniejszo-
nà ich liczb´ [89]. UpoÊledzona komunikacja mi´dzy ko-
mórkami nowotworowymi w wyniku utraty po∏àczeƒ ty-
pu gap mo˝e byç skutkiem obni˝enia ekspresji genów ko-
neksynowych lub zmienionego wewnàtrzkomórkowego
umiejscowienia koneksyn. Jak wspomniano wy˝ej przy-
czynà inaktywacji po∏àczeƒ typu gap mogà byç mutacje
lub hipermetylacja regionów promotorowych genów ko-
neksynowych. Wykazano ponadto, ˝e uszkodzenie funk-
cjonalne koneksyn mo˝e powodowaç zmian´ ich lokaliza-
cji. Mechanizmy b´dàce przyczynà tych zaburzeƒ nie sà
znane, najprawdopodobniej wià˝à si´ z nieprawid∏owà
fosforylacjà koneksyn i/lub zaburzeniami ekspresji CAM.

W wielu badaniach ekspresja koneksyn w komórkach no-
wotworowych by∏a porównywana odpowiednio z ich eks-
presjà w tkankach zdrowych [25,85]. Wykazano, i˝ wi´k-
szoÊç komórek nowotworowych mia∏o znaczàco mniejszà
ekspresj´ koneksyn i mniejszà liczb´ po∏àczeƒ typu gap
w porównaniu z komórkami zdrowymi [22]. Wilgenbus
i wsp. [89] badajàc tkanki nowotworowe oraz tkanki
zdrowe u ludzi pod kàtem ekspresji Cx26, Cx32 i Cx43
stwierdzili, ˝e w guzach z∏oÊliwych ekspresja tych konek-
syn jest obni˝ona w stosunku do tkanek niezmienionych.
Wi´kszoÊç raków p∏uc w badaniach na tkankach mysich
i ludzkich wykazywa∏a obni˝onà ekspresj´ Cx43 w po-
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równaniu ze zdrowym nab∏onkiem p∏uc [33,9]. Ponadto
wykazano, ˝e ekspresja koneksyn w zmianach przedno-
wotworowych w porównaniu z tkankami zdrowymi mo˝e
byç obni˝ona, co udowodniono w przypadku dysplazji
szyjki macicy [37] i rozrostu b∏ony Êluzowej macicy [70].

Mechanizmy wadliwej komunikacji z udzia∏em po∏àczeƒ
typu gap sà ró˝norodne. Najcz´Êciej obserwuje si´ zmniej-
szenie ekspresji koneksyn, co mo˝e byç spowodowane za-
burzonà ekspresjà i dzia∏aniem czynników transkrypcyj-
nych [43] lub metylacjà regionów promotorowych genów
koneksynowych [81]. Jednak w niektórych nowotworach
koneksyny wykazujà ekspresj´ podobnà lub silniejszà ni˝
w prawid∏owych tkankach, jak na przyk∏ad w raku sutka,
gdzie zaobserwowano wzrost ekspresji Cx26 i/lub Cx43
w porównaniu z tkankami pobranymi z obrze˝a guza, nie-
wykazujàcymi zmian patologicznych [32]. Autorzy wyra-
zili przypuszczenie, ˝e komórki nab∏onka przewodów gru-
czo∏u piersiowego mogà charakteryzowaç si´ obecnoÊcià
innych koneksyn, a nadekspresja Cx26 i Cx43 mo˝e byç
rezultatem przestawienia komórek nowotworowych na
wytwarzanie innych koneksyn ni˝ w zdrowej tkance,
w nast´pstwie czego mo˝e dojÊç do zahamowania komu-
nikacji mi´dzy komórkami zdrowymi a chorymi. W wielu
doÊwiadczeniach in vivo i in vitro wykazano ró˝ne nie-
prawid∏owoÊci w fosforylacji koneksyn, co prowadzi do
zaburzeƒ w przepuszczalnoÊci kana∏ów, tworzeniu funk-
cjonalnych kana∏ów w b∏onie komórkowej i/lub grupowa-
niu si´ po∏àczeƒ typu gap w zespo∏y [11].

Wiele czynników i produktów transkrypcji genów, które
pobudzajà wzrost komórek lub uczestniczà w szlakach
sygnalizacyjnych pobudzajàcych wzrost, hamuje komuni-
kacj´ mi´dzykomórkowà z udzia∏em po∏àczeƒ typu gap.
Nale˝à do nich: czynniki wzrostu, karcynogeny i onkoge-
ny. Czynniki wzrostu, takie jak: naskórkowy czynnik
wzrostu (EGF), p∏ytkowy czynnik wzrostu (PDGF) czy
czynnik wzrostu fibroblastów (FGF), hamujà komunika-
cj´ mi´dzykomórkowà z udzia∏em po∏àczeƒ typu gap po-
przez fosforylacj´ lub zmniejszenie ekspresji koneksyn.
Karcynogeny hamujà GJIC poprzez liczne mechanizmy
np. po dzia∏aniu TPA (12-O-etradecanoylphorbol-13-ace-
tate) Cx43 zast´powana jest postacià hiperfosforylowanà
tego bia∏ka zwanà Cx43-P3 [47]. Z kolei fenobarbital blo-
kuje GJIC za poÊrednictwem Cx32 w kulturach hepatocy-
tów i w wàtrobie szczura poprzez redukcj´ ekspresji lub
cytoplazmatyczne umiejscowienie tej koneksyny [63,64]
a DDT (2,2-bis(p-chlorphenyl)-1,1, 1-trichloroethane)
hamuje GJIC z udzia∏em Cx43 i Cx32 na skutek degrada-
cji koneksyn w lizosomach [24]. Produkty bia∏kowe on-
kogenów wspó∏uczestniczà w przekazywaniu sygna∏ów,
kontroli wzrostu i w wielu innych procesach homeostazy
tkankowej i komórkowej. Wiele z nich blokuje GJIC za
poÊrednictwem ró˝nych mechanizmów dzia∏ania np.: Ha-
ras i Neu nie zmieniajà ekspresji Cx43 w komórkach na-
b∏onkowych wàtroby szczura, ale powodujà zmniejszenie
zawartoÊci prawid∏owej postaci ufosforylowanej Cx43-
Cx43-P2 oraz nieprawid∏owà lokalizacj´ wewnàtrz jàdra
[11]. Onkogeny mogà dzia∏aç synergistycznie w hamowa-
niu GJIC, np. komórki nab∏onka wàtroby szczura wyka-
zujàce ekspresj´ onkogenu Raf lub Myc nie majà zredu-
kowanej GJIC, natomiast komunikacja jest mocno hamo-
wana w komórkach z ekspresjà obu onkogenów [35].

W przeciwieƒstwie do nast´pstw powy˝szych czynników
wiele inhibitorów wzrostu oraz czynników przeciwnowo-
tworowych zwi´ksza GJIC oraz ekspresj´ koneksyn w ko-
mórkach. Istnieje du˝a grupa czynników fizjologicznych
i farmakologicznych (glikokortykoidy, cAMP, glukagon,
retinoidy, karotenoidy, wyciàg z zielonej herbaty, hormo-
ny p∏ciowe), które hamujà transformacj´ nowotworowà
i/lub wzrost komórek guza oraz zwi´kszajà ekspresj´ ko-
neksyn i tworzenie po∏àczeƒ typu gap w tkankach, na któ-
re dzia∏a∏y [1,2,6,8,40,62,69,71]. Czynniki te mogà tak˝e
blokowaç hamujàcy wp∏yw karcynogenów na GJIC [76].

DoÊwiadczenia na liniach komórkowych wykaza∏y, ˝e
wzrost komórek nowotworowych mo˝e byç hamowany
jeÊli obok nich wyst´pujà komórki zdrowe, a w niektó-
rych przypadkach proces ten jest przypisywany GJIC.
Dowodem na to sà doÊwiadczenia przeprowadzone na li-
niach komórek nab∏onka wàtroby szczura przekszta∏co-
nych w komórki nowotworowe pod wp∏ywem onkogenów
Ras i Neu [15]. Rozwój komórek nowotworowych ulega∏
zahamowaniu kontaktowemu, gdy wyst´powa∏y obok ko-
mórki zdrowe i by∏ zale˝ny od GJIC, gdy˝ w obecnoÊci
komórek zmutowanych wykazujàcych brak po∏àczeƒ typu
gap hamowanie kontaktowe nie wyst´powa∏o.

Aby lepiej wyjaÊniç rol´ GJIC w kontroli wzrostu i karcy-
nogenezie przeprowadzono wiele doÊwiadczeƒ z wyko-
rzystaniem bezpoÊredniego modulowania GJIC. Nale˝à
do nich:
• badania z u˝yciem nukleotydów nonsensownych – wy-

kazano hamowanie ekspresji koneksyn w komórkach
nienowotworowych i zmiany we wzroÊcie tych komó-
rek [93],

• metoda „gene knockout“ – w badaniach w komórkach
mysiej wàtroby pozbawionej genu Cx32, wykazano
wi´kszà podatnoÊç na powstawanie spontanicznych czy
indukowanych karcynogenami guzów wàtroby [83, 72],

• metoda transfekcji genów koneksynowych – ekspresja
koneksyn by∏a zwi´kszana lub przywracana poprzez
transfekcj´ odpowiednich genów w wielu nowotworo-
wych liniach komórkowych wykazujàcych niedobór lub
brak koneksyn i wià˝àce si´ z tym zaburzenie transportu
mi´dzykomórkowego [18, 28, 31, 50, 54, 92, 94]. Wzrost
tych komórek w hodowli in vitro i/lub powstawanie gu-
za by∏o mocno zredukowane, najcz´Êciej proporcjonal-
nie do wzrostu GJIC.

Udział połączeń typu gap w apoptozie

Istnieje hipoteza, ˝e komunikacja mi´dzykomórkowa po-
przez po∏àczenia typu gap jest jednym z mechanizmów
u∏atwiajàcych przep∏yw informacji w tkankach o rozpocz´-
ciu apoptozy, gdy˝ warunkuje przekazanie sygna∏u odpo-
wiedzialnego za uruchomienie tego procesu. Z dotychczas
przeprowadzonych badaƒ wynika, ˝e utrata po∏àczeƒ typu
gap mo˝e odgrywaç rol´ w promowaniu rozwoju nowo-
tworów przez hamowanie apoptozy komórek nowotworo-
wych [38]. Wzrost i progresja nowotworu sà w du˝ej mie-
rze uzale˝nione od równowagi pomi´dzy proliferacjà
a apoptozà. JeÊli proliferacja dominuje nad procesem apop-
tozy spodziewaç si´ mo˝na bardziej agresywnego przebie-
gu procesu nowotworowego [48]. Badania przeprowadzo-
ne na linii komórek raka p´cherza moczowego szczura



163

Kańczuga-Koda L. – Znaczenie połączeń typu gap w fizjologii i patofizjologii…

BC31 wykaza∏y, ˝e z udzia∏em po∏àczeƒ typu gap pojedyn-
cze apoptotyczne komórki raka przewodzi∏y sygna∏y indu-
kujàce Êmierç komórkowà do sàsiadujàcych komórek, któ-
re nast´pnie umiera∏y w procesie apoptozy, a przekaêni-
kiem sygna∏ów wydawa∏y si´ jony Ca2+ [38]. Komórki
apoptotyczne tej linii, podobnie jak nieapoptotyczne wyka-
zywa∏y ekspresj´ Cx43, a funkcjonalne po∏àczenia hetero-
logiczne mi´dzy tymi komórkami uwidocznione by∏y z u˝y-
ciem techniki transferu barwnika Lucifer Yellow.

Wykazano równie˝ zahamowanie apoptozy w linii komó-
rek BC31 o ekspresji zmutowanej postaci Cx43 – Cx43∆.
Wiele zwiàzków chemicznych promujàcych rozwój gu-
zów nowotworowych, poza powszechnie znanym dzia∏a-
niem blokujàcym proces apoptozy, hamuje równie˝ GJIC
[46] i odwrotnie, liczne substancje o dzia∏aniu przeciw-
nowotworowym (retinoidy, deksametazon), które nasila-
jà proces apoptozy, mogà usprawniaç GJIC. Udowodnio-
no, ˝e transfekcja genu Cx26 do linii komórkowych raka
p´cherza moczowego (UM-UC 3, 6 i 14 oraz T24) spowo-
dowa∏a zahamowanie proliferacji komórek oraz urucho-
mienie procesu apoptozy [82]. Z powy˝szych prac
i z wczeÊniejszych doÊwiadczeƒ [68,84,91] wynika, ˝e
komunikacja z udzia∏em po∏àczeƒ typu gap jest warun-
kiem koniecznym do mi´dzykomórkowej transmisji „sy-
gna∏ów Êmierci“, a hamowanie tej drogi komunikowania
si´ komórek powoduje progresj´ nowotworu na skutek
zwi´kszenia stosunku proliferacji do apoptozy.

Wykorzystanie połączeń typu gap w terapii
i profilaktyce nowotworów

Z wy˝ej przedstawionych informacji nasuwa si´ wniosek
o mo˝liwoÊci wykorzystania wiedzy na temat funkcjono-
wania po∏àczeƒ typu gap i ekspresji koneksyn w tkankach
zdrowych i nowotworowych w rokowaniu, terapii i byç
mo˝e profilaktyce wielu nowotworów. Poziom ekspresji
czy zmiany w funkcjonowaniu koneksyny (grupy konek-
syn) charakterystycznej dla danej tkanki mo˝e Êwiadczyç
o progresji procesu nowotworowego. Nie mo˝na wyklu-
czyç, ˝e w przysz∏oÊci analizujàc powy˝sze cechy b´dzie
mo˝na okreÊliç stopieƒ zaawansowania choroby i ewen-
tualnie proponowaç sposób dalszego leczenia pacjenta.

Przywrócenie funkcjonowania po∏àczeƒ typu gap w tkan-
kach nowotworowych mo˝e zahamowaç progresj´ nowo-
tworu, co udowodniono w badaniach przeprowadzanych

w warunkach in vitro oraz in vivo. Mo˝na to osiàgnàç
wykorzystujàc dwie metody, tj.: farmakologiczne przy-
wrócenie lub wzrost ekspresji koneksyn z zastosowaniem
np. retinoidów, karotenoidów czy deksametazonu lub
stosujàc terapi´ genowà. Wprowadzajàc gen kodujàcy ko-
neksyn´ typowà dla danej tkanki mo˝na by∏oby przywró-
ciç prawid∏owà jej ekspresj´. Jednak nie jest to metoda
doskona∏a, gdy˝ przywraca ona funkcjonowanie tylko
jednego z wielu genów odpowiedzialnych za kontrol´
wzrostu, proliferacji i Êmierci komórek.

Metodà alternatywnà polegajàcà na eradykacji komórek
guza wydaje si´ terapia, której zasadà jest wprowadzenie
genu kodujacego enzym przekszta∏cajàcy nietoksyczny
substrat w zabójczy produkt wewnàtrz komórek nowo-
tworowych. Najbardziej udanà kombinacjà enzym/sub-
strat testowanà na zwierz´tach 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 komórki guza
wra˝liwymi na analog tymidyny – gancyklowir, który ule-
ga fosforylacji z udzia∏em kinazy wirusowej (endogenna
kinaza nie wywo∏uje tego dzia∏ania). Ufosforylowany me-
tabolit jest wbudowywany do DNA proliferujàcych komó-
rek np. komórek nowotworowych, powodujàc w rezulta-
cie ich Êmierç przez zahamowanie dalszych podzia∏ów.
Komórki niewykazujàce ekspresji tego genu i komórki
nieproliferujàce sà oporne na gancyklowir. Na szcz´Êcie
metoda ta nie wymaga wprowadzenia genu do wszystkich
komórek guza, gdy˝ oprócz komórek „odbiorców“ (HSV-
tk+) ginà tak˝e komórki otaczajàce (HSV-tk–) niewyka-
zujàce ekspresji tego genu. Zjawisko to okreÊla si´ nazwà
„bystander effect“ („efekt Êwiadka, widza“). Mechanizm
tego zjawiska nie jest dok∏adnie poznany, jednak czynni-
kiem wspomagajàcym i najprawdopodobniej koniecznym
do jego zaistnienia jest zachowana komunikacja mi´dzy-
komórkowa z udzia∏em po∏àczeƒ typu gap. Wykazano to
doÊwiadczalnie w badaniach na liniach komórkowych ra-
ka jelita grubego [49] oraz raka trzustki [7]. Rezultaty
tych doÊwiadczeƒ wskazujà, ˝e poprawa komunikacji
mi´dzykomórkowej za poÊrednictwem po∏àczeƒ typu gap
mo˝e wzmacniaç „bystander effect“ w niektórych rodza-
jach raka, mo˝e tak˝e byç wykorzystana w chemioterapii
konwencjonalnej przez zwi´kszenie przenikania leków,
zw∏aszcza w guzach s∏abo unaczynionych, w których wy-
chwyt i metabolizm chemioterapeutyku cz´sto jest zabu-
rzony, a leczenie okazuje si´ nieskuteczne.
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