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GAP JUNCTIONS: FROM BIOLOGY TO THERAPEUTICAL APPLICATIONS
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Abstract. Connexins form a multigene
family of polytopic membrane proteins
that, in vertebrates, are the constitutive
subunits of intercellular channels and pro-
vide the structural basis for electrical cou-
pling.

The appearance of electrical coupling in
the nervous system is developmentally re-
gulated and restricted to distinct cell
types. Electrical coupling between neurons
persists after the establishment of chemi-
cal transmission, thus suggesting that this
form of cell-cell signalling may be functio-
nally interrelated with, rather than alter-
native to chemical transmission. Further-
more, evidence for the possible role of gap
junctions in human neurological diseases
is also mounting, raising new questions on
the significance of connexin diversity and
on their functional role in the nervous
system.
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Introduzione

Le Gap Junctions (GJ) sono degli organuli
citoplasmatici specializzati, presenti in tut-
ti gli organismi multicellulari, costituiti da
gruppi di canali intercellulari che mettono
in comunicazione il citoplasma di cellule
adiacenti, permettendo cosi il passaggio di
ioni, piccoli metaboliti e secondi messagge-
ri. In tal modo esse rappresentano il sub-
strato anatomico della sincronizzazione in-
tercellulare e della cooperazione metaboli-
ca. La comunicazione intercellulare attra-
verso le GJ svolge un ruolo importante in
diversi meccanismi fisiologici, come il con-
trollo della crescita e della proliferazione
cellulare, del differenziamento e della mor-
fogenesi embrionale, nonché nel manteni-
mento dell’omeostasi. Infine, esse sono alla
base dell’accoppiamento elettronico [1] di
fondamentale importanza in tessuti elettri-
camente eccitabili, quali il muscolo cardia-

Abstract. Le connessine formano una fami-
glia di proteine di membrana che, nei verte-
brati, rappresentano le subunita costitutive
dei canali intercellulari giocando un ruolo
fondamentale nell’accoppiamento elettrico
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te gap juctions rappresenti una forma di co-
municazione integrativa piuttosto che alter-
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del sistema nervoso centrale siano associate
a mutazioni dei geni delle gap junctions,
suggerendo ed aprendo nuovi scenari sul
possibile significato e funzione di questa
classe di proteine.
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co e il muscolo liscio dell'utero. In queste
strutture le GJ stabiliscono connessioni
elettriche dirette che provvedono ad inte-
grare il tessuto muscolare, rendendolo
un’unica unita funzionale [2-0].
Recentemente € stato dimostrato che le GJ
intervengono in una moltitudine di proces-
si sia fisiologici che patologici, stimolando
numerosi ricercatori a studiare i meccani-
smi molecolari che sottendono alle funzio-
ni di questa classe di proteine. Tali studi
hanno permesso di mettere in luce, alme-
no in parte, il significato fisiopatologico
delle GJ, ponendo le basi per lo sviluppo di
nuove strategie terapeutiche per diverse
patologie come tumori e malattie neurode-
generative.

In questa breve review ci dedicheremo alla
descrizione della struttura delle GJ, del lo-
ro significato fisiologico e del loro possibile
impiego come target di nuovi farmaci con



particolare riferimento al sistema nervoso
centrale.

Struttura delle GJ

Nelle giunzioni comunicanti, le membrane
plasmatiche delle due cellule adiacenti so-
no separate da uno spazio molto regolare
di 2 0 3 nm, da cui, infatti, deriva il termi-
ne gap, che indica, appunto, separazione
regolare (fig. 1).

Utilizzando la colorazione con idrossido di
lantanio, é stata dimostrata la presenza di
un gran numero di cilindri cavi disposti
con l'asse maggiore perpendicolare alla su-
perficie delle cellule che attraversano lo
spazio intercellulare delle giunzioni comu-
nicanti. I cilindri cavi sono facilmente visi-
bili in sezioni parallele alla superficie della
membrana [7]. Nei vertebrati lo stretto ca-
nale che si trova al centro del cilindro ha
un diametro di circa 1,5 nm nel punto piu
stretto, dimensione sufficiente a permette-
re il libero transito di ioni e di molecole di
una certa grandezza.

Ciascuna delle due cellule adiacenti contri-
buisce alla formazione del canale con un
emicanale chiamato connessone. Si tratta
di una struttura esamerica, costituita
quindi da 6 proteine strutturali, ciascuna
delle quali prende il nome di Connessina
[1, 8,9, 10].

Finora sono stati trovati 20 geni per le
connessine nel topo e 21 nel genoma uma-
no [11]. Il profilo d’espressione dei geni co-
nosciuti per le connessine (abbreviate co-
me Cx e seguite dal loro peso molecolare in
kDa) indica che sono abbondantemente
distribuite nei vertebrati inferiori e supe-
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riori, sia durante 1lo sviluppo che
nell’organismo adulto, mentre risultano
assenti in spermatociti, eritrociti, trombo-
citi e nel muscolo scheletrico dell’adulto
[12].

Fino a poco tempo fa, si pensava che le
connessine fossero l'unica componente
molecolare delle GJ nei vertebrati.
Recentemente € stata identificata una nuo-
va classe di geni, denominata Pannessine,
omologhi delle annessine degli invertebrati
[13], coinvolti probabilmente nella forma-
zione di canali intercellulari per la diretta
comunicazione cellula-cellula.

Le GJ neuronali

Le GJ neuronali sono state inizialmente
caratterizzate mediante registrazioni elet-
trofisiologiche e successivamente studiate
dal punto di vista morfologico usando il
microscopio elettronico e la tecnica freeze-
fracture. Le prime evidenze sulle sinapsi
elettriche sono state ottenute dalle sinapsi
motorie del gambero [14] e da singole cel-
lule che trasmettevano nel nucleo mesen-
cefalico del V nervo cranico, nel nucleo ve-
stibolare [15] e nel nucleo olivare inferiore
di gatti e ratti [16]. Da allora sono state
pubblicate numerose evidenze morfologi-
che per le GJ [17] ed evidenze fisiologiche
riguardo all’accoppiamento tra i neuroni in
molte aree del sistema nervoso centrale di
mammiferi adulti [16, 18].

Nel cervello di mammifero adulto la mag-
gior parte dei neuroni forma sinapsi elet-
triche. Recenti studi hanno pure mostrato
un debole accoppiamento elettrico tra i
neuroni e le cellule gliali, almeno in alcune

Figura 1: Struttura delle connessine: nel presente modello, la gap junction e rappresentata come

un canale formato tra due membra-
ne cellulari, separate da uno spazio
di circa 2-3nm. Entrambe le mem-
brane contengono un emicanale
(connessone) formato da sei subu-
nitd di connessina. Ciascuna subu-
nita presenta quattro eliche tran-
smembrana. Due connessoni si uni-
scono a livello dello spazio inter-
membrana per formare un canale
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zone del locus coeruleus [19], o tra i neu-
roni del Purkinje e le cellule gliali di Ber-
gmann nel cervelletto [20]. Le sinapsi elet-
triche possono essere co-espresse con le
sinapsi chimiche.

In termini di proprieta elettrofisiologiche,
le sinapsi elettriche hanno come caratteri-
stica la trasmissione di stimoli a bassa fre-
quenza e di potenziali a bassa soglia che
favoriscono l’attivita sincrona. I canali del-
le GJ possono contribuire all’affinamento
dell’attivitda neuronale sincronizzando
gruppi di neuroni (inclusa la loro attivita
oscillatoria) a differenti bande di frequen-
za, che si pensa siano alla base dei vari
processi cognitivi, come la percezione, la
memoria e l'apprendimento. Sebbene la
trasmissione chimica eccitatoria e inibito-
ria (spesso reciproca) sia sufficiente per
un’attivita oscillatoria sincrona, la preci-
sione e il potere di una simile attivita sono
ridotte in assenza delle GJ [18]. Poiché i
pori delle sinapsi elettriche sono relativa-
mente larghi (16-20 A di diametro), per-
mettono il passaggio di correnti ioniche
(principalmente K+) ed anche di secondi
messaggeri come 1’inositolo-1,4,5- trifosfa-
to e PAMP ciclico (cAMP) [21]. Inoltre nel
pesce rosso € stata scoperta una seconda
varieta di sinapsi elettrica: la cosiddetta
sinapsi elettrica mista, tra le efferenze udi-
tive di Mauthner, le quali sono cellule ca-
ratteristiche del pesce che ricevono infor-
mazioni acustiche e generano una risposta
di fuga. Le sinapsi miste permettono una
trasmissione elettrica e chimica in un sin-
golo contatto sinaptico e sono state trovate
in diverse regioni del sistema nervoso cen-
trale di mammifero [22, 23].

Connessine, Pannessine, Innessine

Studi recenti hanno messo in relazione le
tre famiglie di geni che codificano per le
proteine delle GJ.

Sono state allineate le parti rappresentati-
ve della sequenza delle tre proteine
(connessine, pannessine, innessine). I ri-
sultati ottenuti mostrano che le divergenze
tra connessine e pannessine sono legger-
mente maggiori rispetto al confronto tra
innessine e pannessine, mentre le differen-
ze tra connessine e innessine sono molto
evidenti. Si potrebbe pensare, quindi, che
innessine e pannessine possano essere
membri di una grande superfamiglia [23,
24]. E chiaro invece che le connessine non
sono correlate alle innessine e che queste
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due famiglie di geni non si trovano negli
stessi organismi [19, 25].

Struttura e distribuzione delle Pannessi-
ne

L’analisi filogenetica ha rivelato che le pan-
nessine sono altamente conservate in ver-
mi, molluschi, insetti e mammiferi, indi-
cando che svolgono una importante fun-
zione [24]. Sia le pannessine che le innes-
sine sono costituite da 4 regioni tran-
smembrana, collegate da 2 anse extracito-
plasmatiche e da un’ansa citoplasmatica,
con le estremita C- e N- terminali intracel-
lulari [24] (fig. 2). Le regioni C- ed N- ter-
minali delle differenti Panxs hanno diffe-
renti sequenze che potrebbero essere re-
sponsabili delle caratteristiche peculiarita
di ciascuna di esse.

Il genoma wumano contiene 3 geni codifi-
canti le pannessine, rispettivamente so-
prannominati Panx1, Panx2, Panx3: i pri-
mi due sono espressi nel sistema nervoso
centrale [24, 29].

Studi in situ hybridization hanno dimo-
strato l’estesa espressione di entrambi i
trascritti della Panx1 e della Panx2 in mol-
te regioni del cervello, come ad esempio
nella corteccia, nello striato, nel bulbo ol-
fattivo, nell’ippocampo e nel cervelletto,
sebbene con alcune differenze. La Panxl
forma canali comunicanti omeomerici ed
eteromerici in combinazione con la Panx2
[29], indicando che le pannessine probabil-
mente rappresentano un’altra classe di
proteine formanti le GJ.

Inoltre ¢ stato effettuato uno studio del
pattern di espressione della Panx1 e della
Panx2 durante lo sviluppo e la maturazio-

Figura 2: Struttura delle pannessine: sono costi-
tuite da 4 regioni transmembrana, collegate da
2 anse extracitoplasmati-
che e da un’ansa citopla-
smatica, con le estremita 5 f
C- ed N- terminali intra-
cellulari (www.ruhr-uni-
bochum.de/dev-
neurobiol/bunse.htm).




ne del cervello di ratto utilizzando una
combinazione radioattiva e non radioattiva
in situ hybridization [26]. I risultati otte-
nuti hanno rivelato un’estesa e simile di-
stribuzione dell’mRNA per entrambi i geni,
ma indicavano che la Panx1 e la Panx2 e-
rano inversamente regolate durante lo svi-
luppo del cervello di ratto. Infatti, la Panx1
€ espressa in maniera considerevole nel
cervello di embrione e post-natale ma si
riduce considerevolmente nell’adulto, men-
tre la Panx2 ¢& bassa nel cervello pre-
natale, ma aumenta notevolmente durante
lo sviluppo post-natale.

Recentissimi studi hanno inoltre dato evi-
denze sperimentali della localizzazione del-
la Panx1 a livello post-sinaptico [27].

La presenza post-sinaptica € stata convali-
data dalla co-localizzazione della Panxl
con la PSD-95 (post-sinaptic density pro-
tein-95) una importante proteina di strut-
tura post-sinaptica, nei neuroni
dell’ippocampo. L’evidenza €& supportata
dal fatto che la Panxl & capace di operare
sotto forma di singoli pannessoni [28-31], i
quali a differenza degli emicanali delle con-
nessine, sono supportati da proprieta bio-
fisiche che permettono, quindi,
lattivazione del canale dietro determinate
condizioni fisiologiche.

Tali pannessoni sono insensibili alle varia-
zioni di concentrazione del Ca++ extracel-
lulare al di sopra di un certo livello [30], e
si aprono a potenziali di riposo negativi in
risposta a stimoli meccanici e a micromo-
lecolari aumenti del Ca++ intracellulare.
In combinazione con la sensibilita all’ATP
extracellulare attraverso i recettori puri-
nergici del tipo P2Y [31], & stato postulato
che una principale funzione della Panxl
sia di costituire canali per il rilascio di ATP
mediante la propagazione extracellulare di
onde rigenerative di ione Ca++ .

Una localizzazione post-sinaptica di un ca-
nale per il rilascio dell’ATP costituito da
Panx1 che risponde alle variazioni di con-
centrazione intracellulare di ione Cat++ o
extracellulare di ATP potrebbe quindi gio-
care un ruolo strategico nell'innesco di
un’attivita Ca++- dipendente.

Conclusioni

Le GJ sembrerebbero giocare un ruolo fon-
damentale nella formazione di canali e di
emicanali partecipando nei processi senso-
riali, nella plasticita ippocampale, nella
sincronizzazione tra ippocampo e cortec-
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cia, e propagazione delle correnti del Ca++
degli astrociti che supporterebbero e mo-
dulerebbero il metabolismo neuronale. I-
noltre, le GJ avrebbero un ruolo fonda-
mentale nella tumorigenesi in particolari
forme tumorali come il glioma.
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