Kategorie skladnikow ,,kompleksu powierzchniowego”
regulujacych funkcje zlacz szczelinowych
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Choroby zwigzane z dystunkcja zlacz
szczelinowych

- Mutacje genu kodujacego Cx37 wywoluja nieplodnos¢ samic myszy, co wynika z roli Cx37 w
komunikacji miedzykomérkowej miedzy oocytami, a komorkami granulosa

- Zahamowanie funkcji genu kodujgcego Cx40 prowadzi do arytmii pracy mi¢snia sercowego,
poprzez uposledzenie przewodzenia bodzcow elektrycznych miedzy przedsionkami a komorami

- Zahamowanie funkcji genu kodujacego Cx43 wywoluje wady rozwojowe mi¢snia
sercowego, najprawdopodobniej wynikajace ze zmian aktywnosci migracyjnej
komorek grzebienia neuralnego

- Cx26 wywoluja gluchote, prawdopodobnie poprzez uposledzenie
mi¢dzykomorkowego transferu jonow potasu w obrebie ucha wewnetrznego

- Spadek ekspresji Cx32 uposledza koordynacje sekrecji glukozy przez
hepatocyty wywotanej bodzcem elektrycznym, a takze znacznie
zwieksza ryzyko rozwoju nowotworow watroby




‘ Funkcja Cx32 w determinowaniu wewnatrzkomérkowego
transferu metabolitow w obrebie komorek Schwanna

Node of Ranvier

Schwann cell

Cx32 channel

Nerve fiber (axon)

Schwann cell cytoplasm

Mutacje genu kodujacego Cx32 (stwierdzono przynajmniej 90 ich typow !),
wywoluja u czlowieka chorobe Charcot-Marie-Tooth (CMTX), polegajaca na
postepowej degeneracji nerwow peryferycznych, wynikajacej z uposledzonej

komunikacji mi¢dzy faldami komorek Schwanna

Xu, COCB 2004



‘ Funkcja ,,Niszy” czyli mikrosrodowiska komorek w
transformacji nowotworowej

Czyz J., Wobus A.M. Differentiation (2001) 68: 167-174

Neo

Mediatory wymiany informaciji

miedzy komorkg a ..nisza” wspomagajace

transformacje nowotworowa:

- zaburzenia funkcji endo- i egzogennych
czynnikéw humoralnych— oddziatywania

,.krynne”

- modyfikacje sktadu macierzy
miedzykomorkowej oraz ekspresji receptorow
adhezji komorkowej, np. integryn i kadheryn

- zmiany rdwnowagi mechanochemicznej W
obrebie ,,niszy”, prowadzace do zaburzen
wymiany bodzcow mechanicznych miedzy
komorka a jej mikrosrodowiskiem

-deregulacja bezposredniej wymiany
metabolitow za posrednictwem zlacz
szczelinowych




Cechy komorek nowotworowych

Wykazuja niekontrolowany wzrost, co objawia
sie:

 brakiem zahamowania kontaktowego proliferacji oraz;

 zaleznosci wzrostu od przyczepienia si¢ do podtoza

* nie podlegajg one takze anoikis;

...wyciszenie ekspresji koneksyn np. Cx32 u myszy powoduje wzrost
podatnosci na kancerogeneze chemiczng...

...sugeruje, ze ,,rozmowa” mi¢dzy komorkami decyduje o
»socjalizacji” ich zachowan - ,,by-stander effect”



Proliferacja 1 cytoszkielet komorek prawidiowych 1 nowotworowych

Cell number [x 10° /well]

Time [days]

Czyzetal., 2001



Roznice w intensywnosct GJIC migedzy komorkami
prawidtowymi 1 nowotworowymi

e o " t. _‘ (B)
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Mikroiniekcja. ..

...wybrang komorke nastrzykuje si¢ barwnikiem a nastepnie
obserwuje si¢ tempo jego rozchodzenia do komorek sgsiednich...



Wplyw aktywnosci kinaz bialkowych na ,,o0brot” koneksyn

Lampe & Lau, 2004, 1JBCB 36: 1171

Kinazy biatkowe fosforylujac Cx43 wptywaja na przebieg
poszczegdlnych etapow ,,cyklu zyciowego” tego biatka



Fosforylacja Cx43 (Ser262) przez PKC skutkuje
zahamowaniem komunikacji miedzykomorkowej w sposob
zalezny od kontekstu komorkowego

HEK-IRES
control _

HEK-IRES HEK-TrxR15

0 10 30 0 10 30 time (min)
- - p-cx43 (Ser262)
actin

0 120 240 time (min)
&l p-cx43 (Ser262)

actin

OHEK-IRES HEK-TrxR15

Sroka et al., 2008

Konkluzja: zmiany poziomu fosforylacji koneksyn wpltywajg
na przepuszczalnosc zigcz szczelinowych



® Korelacja miedzy ekspresja koneksyn a potencjalem
proliferacyjnym komorek nowotworowych

- Inicjacja
- Promocja
- Progresja — inwazja/tworzenie przerzutow

Tranfected connexin

Rak sutka Cx26/Cx43 Przyhamowany wzrost in vitro/in vivo (Hirschi et al.. 1996)
Rak szyjki macicy (Hela) Cx43 Zahamowanie wzrostu niezaleznego od przyczepienia (King et al., 2000)
Glioblastoma (U251T98G) Cx43 Zahamowana proliferacja in vitro (Huang et al. 1998)
Hepatoma (SKHepl) Cx32 Przyhamowana zdolnos$¢ do tworzenia guzow (Eghbali et al., 1991)
Lung carcinoma (PG) Cx43 Zahamowana proliferacja in vitro (Zhang et al., 1998)
Melanomas (UACC903) Cx43 Wazrost zalezny od przyczepienia (Su et al., 2000)

Prostate cancer (LNCaP) Cx32/Cx43 Zahamowanie wzrostu (Mehta et al.., 1999)



HelLa wt

HelLa Cx43

Efekt sgsiedztwa —’bystander effect”
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Pierwotna funkcja zlacz szczelinowych w rozwoju nowotworow

1. Zahamowanie funkcji zlgcz szczelinowych promuje rozwoj
choroby nowotworowej (Yamasaki, 1999, Loevenstein 1991)

2. Re-ekspresja koneksyn(y) prowadzi do chocby czegsciowe;
odbudowy fenotypu charakterystycznego dla komorek
prawidtowych

Mechanizmy:
Efekt sgasiedztwa

Oddzialywania koneksyn z elementami regulujacymi
cykl komorkowy




,,Point of no return”

Przejscie G1/S

Aktywacja sciezki MAP
przez czynniki wzrostowe
umozliwia przejscie G1/S

cyclin E

-G0— Gl ——S ——G2




Schemat regulacji
cyklu komorkowego

Funkcja biatka skp?2

skp2 fosforylujac biatko p27
umozliwia jego degradacije,
co z kolei zwalnia blokade
dla przejscia G1/S

Nature 2005

Mitogenic signals
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® Wplyw wariantow Cx43 na proliferacje
komorek i poziom ekspresji skp2

(3 ]

. v (His)6
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N actin P27 accumukltion
- - -
z '

g FL N1 N2 N3 C
: Zhang et al., 2003 Cell proliferation

Whniosek: Cx43 moze synergistycznie wptywac na proliferacje
komorek w sposob zalezny 1 niezalezny od GJIC

Zhang et al., 2003



Funkcja zlacz szczelinowych w
roZwoju nowotworow

« W poczatkowych etapach nowotworzenia (inicjacja, propagacja) zanik potaczen za
pomocyg ztacz szczelinowych uwalnia komorki spod rezimu mikrosrodowiska. ..

Neo

Czyz J., Wobus A M. Differentiation (2001) 68: 167-174

...2 to wspomaga transformacj¢ nowotworowa



Rola zlacz szczelinowych w rozwoju
nowotworow

Efekt hamujgcy :
Spadek ekspresji koneksyn obserwowany jest na wczesnych etapach rozwoju nowotwordw.

1.

2.  Re-ekspresja koneksyn w komorkach transformowanych przynajmniej czgsciowo przywraca
fenotyp charakterystyczny dla komorek prawidtowych.

3.  Koneksyny wplywaja na aktywnos¢ szlakow sygnalowych zaleznych od cyklin, w sposob
niezalezny od komunikacji miedzykomorkowej

n

Efekt promujgcy: - &

1.  Wiele linii komorek nowotworowych cechuje
wysoki poziom ekspresji koneksyn i wysoka

intensywnos¢ komunikacji miedzvkomorkowej
za posrednictwem zlacz szczelinowych

(Trosko, 2002)




Aby komunikacja za posrednictwem zlacz szczelinowych
mogla w ogole zaistnie¢ potrzebna jest fizyczna obecnos¢
kompatybilnych koneksonow w blonach sasiednich

komorek

Komorki B16



Jakosciowa analiza intensywnosci komunikacji
miedzykomorkowej za posrednictwem zlacz szczelinowych
technika wizualizacji miedzykomorkowego transferu kalceiny




Analiza potencjalu metastatycznego i proliferacji szczepow
O linii HeLa rézniacych sie ekspresja Cx43

wt ; Cx43
G, - 36% ] G, - 50%
S -33% ] S-31%
G,-31% ] G,-19%
Apo - 0.5% 5 Apo - 0,6%

;v

/-,h/

-
B —— HelLawt
[[] —— HelLa Cx43

30 50

Czyz J., Madeja Z., Irmer U., Korohoda W., Huelser D.F. Int. J. Cancer. (2005), 114:12-18.



Wpltyw Cx43 na migracje komorek glejaka
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Bates, D. C., Sin, W. C., Aftab, Q., and Naus, C. C. Connexin43 enhances glioma invasion by a mechanism
involving the carboxy terminus. Glia 55 (2007) 1554-1564.



Zaangazowanie komunikacji miedzykomorkowej za posrednictwem
‘ zlacz szczelinowych w procesach inwazji nowotworowej 1
determinowaniu potencjatu metastatycznego komoérek nowotworowych

1.  Wykazano, 1z szereg linii komorek nowotworowych o wysokim potencjale
metastatycznym cechuje wysoki poziom ekspresji koneksyn (np. komorki raka
sutka, glejaki, czerniaki...)

MAT-LyLu

MAT-LyLu

& 9




Podstawowy model rozwoju nowotworu O

Ekspansja klonalna,
zrost, dywersyfikacja,
angiogeneza
Wiasciwosci komorek nowotworowych

Inwazja tkanki i 1.  Brak zaleznosci wzrostu od
intrawazacja lokalnej adhezji i funkcji
czynnikOw wzrostowych
2.  Zanik wrazliwos$ci na czynniki
hamujace proliferacje komorek
3.  Zanik zdolnos$ci do apoptozy

Oddzialywania z
komoérkami
limfatycznymi

l

Adhezja do $rodbtonka i
btony podstawnej

Ekstrawazacja

Angiogeneza

'

_ Proliferacja
Macierz

zewnatrzkomorkows




Zrodla heterogennosci komorek nowotworowych

A

Fraction of population
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Biochim Biophys Acta. 2010 January; 1805(1): 105.
Published online 2009 November 18. doi: 10.1016/j.bbcan.2009.11.002



Kaskada metastatyczna w raku prostaty

Czyz J. et al.., Nature Reviews Urology 9, 274-282 (2012)

EMT: przejsScie epitelialno-

mezenchymalne

- zmiany morfologii

-aktywacja Snail

- zmiany ekspresji genow (E-kadheryna->
N-kadheryna) etc.

Funkcja Cx43 ???




Funkcjonalna heterogennos¢ komorek AT-2

Ryszawy et al. (submitted)

,,Niekompletne przej$cia migdzy fenotypem epithelioidalnym 1
mezenchymalnym odpowiadaja za heterogennos¢ komorek AT-2



Heterogennosc sub-klonow AT-2

-]

-]

Cx-neg/Snai-neg  Cx-cinvSnail-low

AT-2_Fi2

Invasive potential [%)]
N I'S

o

Cx43
Ryszawy et al. (submitted)

Korelacja migdzy morfologia, ekspresjg Snail-1 1 Cx43, a
potencjalem inwazyjnym subklondéw AT-2



Petle wspomagania migdzy Cx43 a inwazyjnym
fenotypem komorek AT-2_Fi2
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Konwergencja wpltywu Snail-1 1 Cx43 na fenotyp komorek raka prostaty



Z.dolnos¢ koneksyn do ukierunkowania ruchu komorek
nerwowych w rozwoju ukladu nerwowego

Ctrl-shRNA Cx26-shRNA Cx43-shRNA

s Whniosek:
el
Ctrl- Cx26- Cx43-

shRNA ShRNA shRNA 100 = -Cx43 uczestniczy W

III ukierunkowaniu
Vent.

ruchu komorek w
Elias et al., Nature, 2007

X

Per cent of cells

sposoOb niezalezny od

GJIC




Zaaangazowanie Cx43 w stabilizacje mikrotubul

A Cx43 +/+ B Cx43 -I-
] o
'-lvl‘. — "A"L'l
C Cx43 +/+ D Cx43 -
< A <
Lubulix B — Tubulin - .
Seru NG Seru
G Cx43 +/+ H Cx43 +/+ Glu-Tubulin I Mer
e | B
r
el —feem i -
J Cx43-- K Cx43 - Glu-Tubulin | L ferg
’ 4
< —_— | —_—

PLo0S One. 2011; 6(10): e26379.

Published online 2011 October 14. doi:

Wplyw na
polaryzacje
ruchu
komorek


http://dx.crossref.org/10.1371%2Fjournal.pone.0026379

- Funkcja paneksyn w komunikacji
miedzy erytrocytami a komorkami

Prostata srodblonka
Anti-Panx

Anti-Fanx3

smooth muscle

Dahl et al., 2006

Whniosek: Paneksyny tworza kanaty blonowe taczace cytoplazme z otoczeniem komorki, a nie z jej sgsiadem

Podobng ceche zasugerowano dla koneksonow

zbudowanych z klasycznych koneksyn...
Locovei et al., 2006



Kaskada metastatyczna w raku prostaty

,,N1sza metastatyczna”
jako mikrosrodowisko
komorki w miejscu jej

ekstrawazacji

Czyz J. et al.., Nature Reviews Urology 9, 274-282 (2012)



Cx43 w diapedezie cyrkulujgcych komorek nowotworowych

2 Migrating 3 Underneath

%) Pollmann et al. Breast Cancer Res, 2005
Uktad odpornosciowy: .
-Gap junctions in cytokine-induced leukocyte adhesion Komorki nowotworowe:
to endothelium in vivo. Véliz et al. Am J Physiol Heart - el-Sabban ME, Pauli BU. Adhesion-mediated gap
Circ Physiol. 2008 junctional communication between lung-metastatatic cancer

cells and endothelium. Invasion Metastasis. 1994-

-Connexin43 hemichannel activity with consequences 1995;14(1-6):164-76
on the innate immune response in endothelial cells -Zhang et al. J. Communication between malignant glioma
Robertson et al., Biochem. J. (2010) 432 (133- cells and vascular endothelial cells through gap junctions
143) Neurosurg. 2003 Apr;98(4):846-53.
-Cx43 regulates B-lymphocyte spreading and adhesion. - Pollmann et al. Connexin 43 mediated gap junctional
Machtaler et al. J. Cell Sci (2011); 124: 2611 communication enhances breast tumor cell diapedesis in

culture. Breast Cancer Res. 2005;7(4):R522-34.



Cx43 1 komunikacja miedzy komorkami nowotworowymi a
srodbtonkiem utatwia transmigracje komorek nowotworowych przez

warstwe endothelium
F-actin 2 Migrating 3 Underneath

Phase Contrast i Calcein
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Pollmann et al., 2006
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Trans$rodbtonkowa migracja komorek raka

v ————
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Cx43

GAPDH
Mat-LyLu

Miekus et al., (2005)
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Petle parakrynne w niszy metastatycznej .
komorek raka prostaty gf‘ .

HUVEC
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Szpak et al. (submitted)



Komorki raka prostaty indukujg aktywnosc

migracyjng komorek endothelialnych (HUVEC) "
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Ekspresja Cx43 wptywa na zdolnos$¢ komorek raka prostaty do mobilizacji komorek srodbtonka



Wozrost ekspresji Cx43 w komoérkach HUVEC w

obecnosct komorek raka prostaty |
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Szpak et al. (submitted)



Ekspresja Cx43 w komorkach srodblonka i podscieliska

promuje ekstrawazacje komorek krwi

5. Advanced atheroma

2. Dysfunctional ECs

1. Normal
monocytc

Cx37&40

blood/lymphatic vessel .
e D - endothelial cell

tumour promotion/progression
- tissue cell

neoplastic cell N
_ primary tumour cell

. invasive tumour cell

- functional gap junction
- inactive gap junction

- basal lamina

target tissue

Czyz, 2007
Wzrost ekspresji Cx43 w komorkach srodbtonka

w miejscach stanu zapalnego moze promowac
ekstrawazacj¢ komorek nowotworowych

wykazujacych (re)ekspresje tego biatka

Wang et al., 2006




Model ontogenezy, organogenezy i karcinogenezy organizmow
wielokomorkowych — funkcja ,,niszy”

Interakcje migdzy komorkami a ich ,,nisz3” ...czyli mikrosrodowiskiem komorki
pozostajagcym w stanie ciggtej z nig wymiany informacji... decyduja o przebiegu
ontogenezy 1 organogenezy organizmow wielokomorkowych

Zaburzenia komunikacji mi¢dzy komorkami a ich ,,nisza” decydujq o toku
rozwoju nowotworu



Koneksyny mogg wplywac na promocije 1
progresje nowotworowa w sposob zarOwno
zalezny jak 1 niezaleznie od komunikacji
mi¢dzykomorkowej za posrednictwem zigczy
szczelinowych



Rola zlacz szczelinowych w rozwoju
nowotworu zalezy od jego etapu

blood/lymphatic vessel .
YR [j - endothelial cell

tumour promotion/progression
- tissue cell

primary tumour cell

neoplastic cell

invasive tumour cell

- functional gap junction
- Inactive gap junction

. : - basal lamina
tissue target tissue

Czyz, 2008
- Zalezny od GJIC

- Wptyw hamujacy
- Niezalezny od GJICy

- Wpltyw promujacy



Od komérki do organu...




