
F,.nz. BrUmmer und Dieter F. HOl .. , 
Abteilung Biophysik, Blologisch •• ln. t1ttlt, Unlversitit Stuttgart, 
Ulme, Str. 227, D-7ooo St""9II1-60, BRD 
Aecelved 14 April 19112 

Cells In organs end tissues are connected by different 
Intereellular junctlons whlch separate functional com-
partments (tight junctions) or support and orientate 
them (desmolomes) but which ello, IIke the gap junc-
tlons, provlde Intercellularinformatlon exchange. Gap 
junctlons form tiny pores between apposed mem-
branes, thus enabllng the diffusion of lonl end hydro-
philic moleculei from cell to cell. The units of the gap 
junctions are reported to be polypeptides with a molec-
ular weight of about 26000 daltons [1]. Whether they 
are arranged in a hexagonal [2-4] or tetragonal [5] 
structure Is still an open question.A pore between two 
adjacent cella is formed only when each cell contrib-
utes luch a polygonal protein. The outer diameter of 
the pore is unequlvocally reported to be about 8 nm 
end the Inner diameter about 1.4 nm. In mammalian 
cells these intercellular channels enable the passage 
of molecules of up to Mr - 900 [6] . Seversl hundred 
luch pores are arranged in characteristic quasi--crys-
talline structures wh Ich are also found in cultured 
mammallan cells. Since gap junctlons aet as regulators 
for the transport of metabolites the part they play in 
carclnogeneshl has oHen been inveltigated; evidence 
for such a correlatlon, however, has not yet been 
provided. 

Cultlvation of mammalian cells on glassorplastic Petri 
dishes has some advantage over in vivo methods 
when Ipecial cell ,properties are Inveltigated : by con-
trolled variation of the culture conditions they may be 
stimulated or suppressed. This strategy Is reasonable 
al long as the Inveltigated property Is just as active in 
two-dimensional growth in culture as underin vivocon-
ditionl. We have found gap junctlons also between 
tumor cells (BICR/ M1R-K) in culture (fig. 1). These 
membrane structures are presentas earty as 5 minutes 
after first contact of the cells and are also found when 
the cells proUferate and form adenie monolayer, their 
pores alsways belng completely open. The coupllng 
between the cells can be measured by using glass 
mlcroelectrodes (tip diameter about 100 - 500 nm) 
and Injecting ionic current or fluorescent dyes like 
Lucifer yellow (M r - 457), In a dense monolayer, cells 
IIke the normal 3T3 (mouse embryo) may be contact 
Inhlblted and stop their proliferation or they may 
continuously divide until the culture medium is 
exhausted, like the malignant BICR/M1R-Kcells da. In 
each case they are always coupled by lonic cUlTent and 
by fluorescent dyes. Uncoupling by closing the gap 
junctlon pores occurs only after rather unphysiological 
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ZWIschen Zellen tierischer Gewebe bestehen verschIe-
denartige interzelluläre Verknüpfungen. Einerseits trennen 
sie funktionelle Kompartimente (tight junclions) oder stüt-
zen und orientieren Zellverbände (Desmosomen),anderer-
seils dienen sie auch, wie die gap junclions, der interzellu-
lären Informalionsübertragung. Oie gap junctions bilden 
feinste Poren ZWIschen benachbarten Membranen, durch 
die Ionen und hydrophile Moleküle direkt von Zellezu Zelle 
diffundieren können. Die Bausteine der gap junchons sind 
als Polypeptide mit einer relativen Molekülmasse von 
26000 beschrieben worden [1 ]. Oie Frage, ob sie sich - wie 
vielfach angenommen - zu einer hexagonalen (2 -4] oder 
zu einer tetragonalen [5] Struktur zusammenlegen, bedarf 
noch weitererUntersuchungen. Zur Ausbildung eIner Pore 
zwischen zwei benachbarten Zellen muß natürlich Jede 
Zelle ein solches polygonales Protein beisteuern. Überein-
stimmend wird der äußere Durchmesser einer Pore mit ca. 
8 nm und der innere Durchmesser mil ca. 1.4 nm angege-
ben. Diese Interzellulären Poren lassen zwischen Säuger-
zeIlen Moleküle bis zu einer relativen Molekülmasse von 
900 passieren [6]. Mehrere hundert solcher Poren ordnen 
sich in der Membran zu charaktenstischen Quasikristalli-
nen Strukturen und sind auch bei Säugerzellen In Kultur 
nachgeWiesen worden. Gap Junctlons kommt beim Trans-
port von Nährsubstanzen und reguJatorischen Molekülen 
eine steuernde Funktion zu und daher Ist die Frage, welche 
Rolle sIe bei der malignen Entartung der Zellen spielen 
zwar vielfach untersucht, aber nicht eindeutIg beantwortet 
worden. 

Zur Untersuchung spezieller ZelJelgenschaften hat Sich 
das Züchlen von Säugerzelien In Plastik- oder Glas-Petri-
schalen sehr bewährt. Es erlaubt. die zu untersuchenden 
Merkmale durch kontrollierte Va na Mn der Kulturbed I ng u n-
gen gezielt zu beeinflussen. Diese StrategIe Ist vernünftig, 
wenn sichergestelilist. daß das untersuchte Merkmal auch 
In diesem zweidimensionalen Zellwachstum wie unter In-
vivo VerhältnIssen auftritt. Wir haben gap Junchons auch 
zwischen Tumorzetien (BICR/M l R-K) in Kultur nachgewie-
sen (Fig. 1). Diese Membranstrukturen werden schon 5 
Minuten nachdem ersten Kontakt der Zellen gefunden und 
bleiben auch während der Prohferahon der Zellen zu einem 
dichten Monolayer vorhanden, wobei die Poren stets ganz 
geöffnet Sind. MIt Hilfe von GlasmikroeJeklroden (Spitzen-
durchmesser ca. 100 -500 nm) haben wir den Kopplungs-
grad durch die erzwungene Ausbreitung eines Ionen-
stroms oder eines fluoreszierenden Farbstoffs wIe Luclfer 
yel10w (M. - 457) bestlmml.lm dIchten Monolayer konnen 
ZeUen, wIe dIe normalen 3T3 (Maus·Embryo), Kontakllnhl-



Flg. 1: Gap junctlon between BieR/ MI R-K monolayer-cells 
(m/Jmm/J'" rumor 01 'he marshall r/Jt); bar: 0.5 JJm. Zeiss EM 10. 

Abb 1 Gap June/lon zWischen BieR/MI R·K Monolayer-Zellen 
(Mammatumor der Marsha/l-Ra//e) Maßs/ab 0.5 f.lm Zelss fM 10 

Flg. 3: Gap junction between BICR/ MI R-K cells atler 2 da'YS 
in spinner cu/lure (mu"'cell-spheroid) bar: 0.5 JJm. Zeiss EM 10. 

Abb J Gap lune/Jon zWischen B/CRIM/R·K Zellen nach 2 
Tagen Im Ruhrkolben (MulllZell·Spharo,dl Maßstab 05 p.m Zelss 
fM 10 

Rg. 2: Gap junction betwe.n B/CR/ M1R-K ~lIs lJh.r 2 dlJ'YS 
In spinner cu/ru,.. (multlce/J-spheroJd) bar: 0.5 JJm. Z.I" EM 10. 

Abb 2 Gap Junetlon lWlsehen BICRIMIR-K Zellen nach 2 
Tagen Im Ruhrkolben (MufTlze/l-SpharOldJ Maßstab 05 JJ.m Zelss 
EMID 

Fig. 4: Gap junction betw_n BICR/ MI R-K cells /Jher 4 dlJ'YS 
in spinnereuIlu,.. (multlcell-spherold) bar: 0.5JJm. Zeiu EM 10. 

Abb 4 Gap Junetlon lWlsehen BICRfMIR K Zellen nach 4 
ragen Im Ruhr/colben (Multlze/l·SpharOldj Maßstab 05 p.m Zelss 
fM 10 
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Ag. 5: aap Juftctlon between BleR/ At1 R-K cells after 9 dsys 
In &plnn.r cu/tu,. (multlcell·sph.roid) blJr: 0.5 p.m. Zeiu EM 10. 

variations of Ca++- and H"'-ion activities or after treat-
ment with glutaraldehyde. 

Gap junctlons may weU be found In monolayers of ceU 
cultures but they are unable to perfonn those regula-
tory functions wh ich are probably active in vivo. A part 
of these regulatory functions may be regained after 
growing the cells to threeoodimenslonal multicell-sphe-
roids. For this purpose, 2 - 3 days old monolayer cu I-
tures are transferred without trypsinization into a spin-
nerflaskand Incubated at3r C. Within 8 days and with 
dally medium exchange the multicell-spheroids re8ch 
8 diameterof about 0.5 mm (about20 000 cells). Some 
of the celilines have different survival rates for Co-y-
irradiation as monolayers than as spheroids: non 
coupled cells are less radioresistant than coupled 
cells [7]. Since the survival rate of monolayercells after 
irradiation shows a different correlation, we have also 
investigated the amountofcoupling in aspheroid. Sur-
prisingly, the electrical coupling between cells in a 
spheroid decrea5es continuously until complete 
uncoupling occurs after 8 daY5. These cells (BICR! 
M1 R-K) are " differentiated": they are less sensitive to 
Irradiation than their coupled counterparts in a mono-
layer and - In spite of electrical uncoupling - they 
reveal regularly numerous gap junctions (fig. 2 - 5), 
even after 9 days of spheroid growth. This may be the 
result of elther a simultaneous reduction ofthe internat 
diameterof all gap junction channels ora complete clo-
sure of all pores in distinct gap junction plaques. This 
que5tlon cannot be decided simply by measurements 
ofthe electrical coupling. By injection of Luciferyellow, 
however, we demonstrated that the first possibility is 
true : Lucifer yellow spreads between ceUs of a two-
day-old spherold (fig. 6 a, b, c) whereas two days later 
the dye 15 retained in the injected cell (fig. 7 a, b, cl. 
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Abb. 5: Gap JunCflOn zWIschen B/CRIM1R·K Zellen nach 9 
Tagen Im Ruhrkolben (Mull/zell·Sphäroid). Maßstab 05 pm Zelss 
EM10 

bition zeigen und ihre Teilung einstellen oder, wie die mali-
gnen BICR/M1 R-K (Rallen-Mammatumor), so lange proli-
ferieren, bis das Medium erschöpft ist. In jedem Falle sind 
sie stets vollständig gekoppelt, d. h.lonenstrom- und Farb-
stoff-Kopplung sind nachweisbar. Eine Schließung der gap 
junclion Poren wird nur nach eher unphysiologischen 
Variationen der Ca++- und H+-Ionenaktivität oder nach 
noch stärkeren Eingriffen, wie Anfixierung mit Glularalde-
hyd, beobachtet. 

Gap junclions treten also im Monolayer von Zellkulturen 
zwar noch auf, sie erbringen dort aber nicht mehrdie Regu-
lalionsleistung, die sie in-vivo vermullich zu leisten ver-
mögen. Einen Teil dieser Regulationsleistungen haben wir 
wieder beobachtet, nachdem wirden Zellen ein dreidimen-
sionales Wachstum in Kultur ermöglichten (sog. MultizeIl-
Sphäroide). Dazu werden 2 - 3 Tage alte Monolayer-Kultu-
ren in Aührkolben überführt und weiter bei 37°C in kubiert. 
Innerhalb 8 Tagen und bei täglichem Mediumwechsel 
wachsen Multizell-Sphäroide mit einem Durchmesser bis 
zu 0.5 mm (ca. 20 000 Zellen) heran. Einige derZeIlstämme 
zeigen dabei unterschiedliche Überlebensraten, wenn sie 
als Monolayer-Kullur oder als Sphäroid bestrahlt werden. 
Es ergibt sich eine eindeutige Korrelation zwischen dem 
elektrischen Kopplungsgrad der Zellen im Monolayer und 
den ÜberJebensraten der entsprechenden Sphäroide 
nach Einwirkung ionisierender Strahlung: nicht gekoppelte 
Zellen Sind wesentlich strahlenempfindlicher als elektrisch 
gekoppelte (7). Da die Überlebensraten der Monotayerzel-
len nach Bestrahlung nicht dieselbe Korrelation aufweisen, 
haben wir auch den Kopptungsgrad der Zellen in den 
SphärOiden bestimmt. Die elektrische Kopplung zwischen 
den Zellen des Sphäroids nimmt überraschend erweise 
kontinuierlich bis zurvollständigen Entkopplung am 8. Tag 
ab. Diese Zellen (BICA/M 1 R-K) haben Sich "dlfferenzlert~: 
sie sind gegenüber ionisierender Strahlung unempflndli-



FlfI. 6: Mic;ro.lontophoresls 01 the fluorescent dye LucIfe, yel­
Iow into. BICRI M1R-K cell 01. 2 d.ys old multlcell-spherold. 
4010.75 wate, Immersion objecHve, Zein Standard 14 MIcroscope, 
ba': 40~m. 
a) 2 mln, b) 4 mln, c) 6 mln ane, InjectJon. 

Aöb 6 Mlkro·lonrophoresedes Fluoreszenztarbsloffes tuclfer 
yellow In elneBICRIM I R-KZelle Im 2 Tagealten Muluzell-SpharOld 401 
075 WassenmmersJOns-ObJekuv. Zerss Standard 14 Mikroskop. Maß-
stab 40 pm 
a) 2 mm. b) 4 m,n, c) 6 mm nach In,ekllon 

Flg. 7: Mlc;ro.Iontophores/s 01 the IfuOl'8Scent dye Lud/e, yel­
low Into a BfCRI M1R-K cell 01. 4 days oId muftlcell4pllerold. 
4010.75 wale, immersion objectl.,e, Zein Standard 14 mlcroscope, 
bar: 40 JU1I. 
a) 2 min, b) 4 mln, c) 6 mln ane, Inj«:tlon. 

Abb 7. Mlkro·/On/ophorese des FluoreszenztarbSloffes tuc"er 
yellow,n eme BICRIM I R·K Zelle ,m 4 Tagealten Mulflzell·Spharord 401 
075 Wasseflmmerslons·Ob,ek/lV. Ze,ss Standard 14 Mikroskop, Maß-
stab 40 11m 
a) 2 mm. b) 4 mm. C) 6 mrn nach In/ek/lon 
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In a two-dimenslonally growing monoleyer the same 
morphological structure as in vivo may be detected, 
however, as we have shown for gap junctions, their 
regulatory activity may be retarded. Cells growing in 
three--dimensional multicell-spheroids may re-estab-
lish their regulatory activities end, therefore, match the 
In vivo conditions more closely. Multicell-spheroids 
enable in vitro investigations on differentiating sys-
tems and on Interactions between normal and malig-
nant cells, thus substituting costly in vive experiments. 
(Translated by the authors) 

Fig. 8: A 'our days old multice/J-spherold. Interlerence con· 
trast, 4010.75 water immersion obJective, Zelss Standard 14 micrcr 
scope, bar : 40 }Jm. 

Abb. 8 ' Em 4 Tage a/rer Mu/rizeli·Sp häroid. Inrerlerenzkonrrasr. 
4010.75 Wasserlmmersions·Objek/iv, Zeiss Standard 14 Mikroskop, 
Maßstab 40 }Jm. 

eher als ihre gekoppelten Geschwister im Monolayer und 
sie zeigen - trotz Entkopplung - im Elektronenmikroskop 
auch noch nach 9 Tagen Sphäroidwachstum regelmäßig 
und häufig gap junclions (Rg. 2 - 5). Es sind zwei Fälle 
möglich, die zu einem solchen Ergebnis führen können: 
entweder nimml d ie lichte Weite aller gap junction Poren 
gleichmäßig ab, odereinzelnegap junction Plaques schlie-
ßen ihre sämtlichen Poren vollständig. Allein auf Grund 
elekt rischer Kopplungsmessungen sind diese beiden 
Fälle nicht zu unterscheiden. Durch Injektion von Lucifer 
yellow konnten wir jedoch sicherstellen, daß der erste Fall 
gilt : nach 2 Tagen Sphäroidwachstum lassen die gap junc-
tion Poren den Farbstoff noch passieren (Rg. 6a, b,c), wäh-
rend sie zwei Tage später so eng geworden sind, daß nur 
noch lonenstrom-Kopplung möglich ist, der Farbstoff aber 
zurückgehalten wi rd (Rg. 7 a, b, cl. 

Am Beispiel der gap junclions haben wi r gezeigt, daß im 
zweidimensionalen Monolayer-Wachstum durchaus die 
gleichen morphologischen Strukturen wie in-vivo gefun-
den werden, ihre funktionellen Aktivitäten jedoch verküm-
mert sein können. Im dreidimensionalen in-vitro Wachstum 
werden Regulationsleistungen jedoch reaktiviert und 
dadurch in-vivo Verhältnisse besser angenähert. Daher 
können mit solchen Multizell-Sphäroiden Untersuchungen 
zur Differenzierung und Interaktion bei normalen und ma-
lignen Zellen durchgeführt werden, die bislang nur im 
Tierexperiment möglich waren. 
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