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Summary
Regulation of the gapjunctionremoclelling plays an importantrole in response to cardiac

injury. Dissociated adult. rat ventricular myocytes were used as an experimental system to

study the re-establishmentof cardiac gap junctions during the heart tissue regenerationin

vitro. Gap junctionswere assayed during the re-differentiationof the adult rat ventricular car-

diomyocytes in long-term primary culture to gain insight into the process underlying their

remodelling. The cells were examined for the presence of Cx40,Cx43 and Cx45 at the protein
level using specific antibodies. Western blot analysis was done to study the expression pat¬
terns of connexins. Immunofluorescentlabelling of the cells was performedto localise the

Channel proteins by means of confocal microscopy.

Imunofluorescent studies showed that cultured adult cardio myocytesloose the normalpat¬
tern containinglarge gap junctionsconcentratedat the cell ends and exhibit many smalljunc¬
tions, which become uniformly distributed over the whole length of the cell contact mem¬

brane. These morphological transformationsresembled the alterations in the Organisationof
gap junctionsobserved at the edges of an infaret during the active phase of healing. Double

immunostainingstudies indicated the localisationof connexins Cx40, Cx43 and Cx45 in the

intercalated dises betweencardiomyocytes. Their co-expressionin the same cell and co-local-

isation in the same gapjunction plaque raised the possibilityfor the heterotypic and/or heter-

omeric gap junctionChannels formation between the cardiac cells.

Western blot analysis showed time-dependent changes in the expression and phosphory¬
lation of the connexins in the cultured cells. The total amount of all three cardiac connexins

and the proportion of their phosphorylatcd forms to non-phosphorylated forms gradually
increased during the re-establishmentof the intercellularcommunicationbetween the heart

muscle cells in culture. The main connexin phosphorylation eventswere found to take place
during and after the assembly of gap junctions within the cytoskeleton-associatedregions of
the cell-cell contacts in cultured cardiomyocytes. Connexin phosphorylation seems to be

required to stabilisc the intermolecularinteractions within the new adhesion complexes
formed between re-differentiatedcardiomyocytes in vitro. The co-ordinatedactivation of the

cytoplasmic and membrane-boundp70S6 kinase by TPA stimulates the expression of Cx43

and its phosphorylation in the plasma membrane. The elevated incorporationof the protein
into sites of ccll-to-cell contacts results in an increase of the metabolic coupling between the

cardiomyocytes in culture.



Summary 3

Myocardialgap junctionsdisplay dynamic changes in co-ordinationwith cell behaviour.

The results of the present study implicate multiplemechanisms for the regulation of intercel-

fular communicationby the gap junctions having different connexins. Some of themmay be

the results of the ceil's switch to an early developmental program. Plence, the co-expression
of cardiac connexins seems to play a major regulatory role in the heart morphogenesisand

remodelling.



Zusammenfassung
Die Regulation der Wiederherstellung von Gap functions spielt eine wichtige Rolle, wie

das Herz auf Schädigungenreagiert. Isolierte ventrikuläre Myozyten adulter Ratten dientenals

in vitro System zur Untersuchungder Regeneration von Gap functionsim Herz. Der Prozess¬

ablauf beim Wiederaufbau von Gap functionswurde während der Redifferenzierung ven¬
trikulärerMyozytenaus dem Herz adulter Ratten in langzeitigen Primärkulturen verfolgt und
mit Hilfe spezifischer Antikörper auf das Vorhandenseinder Gap Junction Proteine Cx40,
Cx43 und Cx45 untersucht. Das Expressionsmuster der Connexinewurde mit Hilfe von West¬

ern Blots studiert. Immunofluoreszenzmarkierungder Zellenwurde verwendet, umdie Kanal¬

proteinemittels konfokaler Mikroskopie zu lokalisieren.

Die Immunofluoreszenzstudien zeigten, dass aclulte Kardiomyozytenin Kulturen das nor¬

male Verteilungsmuster der Gap Junctions, nämlich eine Konzentration an den Zellenden ver¬

lieren. Sie zeigtenviele kleine Gap Junctions, die sich gleichmässigüber die ganzeFläche der

Zellkontaktmembranausbreiten. Diese morphologische Veränderung ähnelt der Verteilung
von Gap Junctions. wie sie an den Randen einer Infarktregion des Herzmuskelswährend der

aktivenHeilungsphase beobachtet werden. Doppelte Immunofluoreszenzmarkierunglokalisi¬

erte die Connexine Cx40, Cx43 und Cx45 in den Glanzstreifenzwischen Kardiomyozyten.
Ihre Expression in der gleichenZelle und ihre gemeinsame Lokalisierungin der gleichen Gap
Junction Plaque deuteten auf die Bildung heterotypischer und/oder heteromerer Gap Junction

Kanäle zwischenden Herzzellen hin.

Western Blot Untersuchungenzeigten in Zellkulturen zeitlicheÄnderungen in der Expres¬
sion und Phosphorylierung der Connexine. Die Gesamtmengealler drei Connexine und das

Verhältnisvon phosphoryiiertenzu nichtphosphoryliertenFormenstieg bei den Herzmuskel-

lzellen in der Kultur während der Wiederherstellungder interzellulären Kommunikation all¬

mählich an. Die Phosphorylierung der Connexine konnte hauptsächlich während und nach

dem Zusammenbau der Gap Junctions innerhalb jenes Zellkontaktbereiche beobachtet

worden, wo Interaktion mit dem Zytoskelett stattfand. Sie scheint in vitro zur Stabilisierung
der intermolekularenWechselwirkungenin den neu entstandenen Adhäsionskomplexenzwis¬
chen redifferenzierten He.rz-myozytenwichtigzu sein. Nachder koordiniertenAktivierung der

zytoplasmatischen und membrangebundenen p70S6 Kinase durch TPA wurden Expression
und Phosphorylierung von Cx43 in der Zellmembran angeregt. Der erhöhte Einbau des Pro¬

teins gerade in Regionen, wo unter in vitro BedingungenZellkontaktstattfindet führte zu einer

erhöhten metabolischen Kopplung zwischen den Herzm.yozyten.
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Gap Junctionsim Herzen öffneteneinen potentiellen Weg zu dynamischen,mit dem Ver¬

halten der ZellenkoordiniertenVeränderungen. Die Ergebnisse der vorliegendenArbeit, näm¬

lich aus unterschiedlichenConnexinen zusammengesetzteGap Junctions, implizierenmögli¬
che unterschiedlicheMechanismenbei der Regulation der interzellulären Kommunikation.

Einige davon könnten die Folge einer Umstellungder Zelle auf ein früheres Entwicklungspro¬
gramm sein. Die gemeinsame Expression von unterschiedlichen Connexinen könnte eine reg¬

ulatorische Funktion in der Morphogenese und im Remodeling des Herzenshaben.


