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1.  Einleitung

Gap Junction Membrankanäle ermöglichen benachbarten Zellen Ionen, Metabolite und Moleküle bis zu einer Größe von 1 kD mittels passiver Diffusion auszutauschen.  Diese Kopplung des Cytosols  benachbarter Zellen, die zu einer Zell-Zell-Kommunikation führt, ermöglicht die Koordinierung metabolischer und elektrischer Aktivitäten von Geweben.

1.1.  Struktur und Funktion der GJ-Kanäle
Elektronenmikroskopische Untersuchungen (Unwin und Zampighi, 1980) und Röntgenbeugungsversuche (Caspar et al., 1977, Makowski et al., 1977) gaben erste Hinweise über die Struktur der Gap Junction.  Es konnte gezeigt werden, daß Gap Junctions aus zwei hexameren Untereinheiten bestehen, die in jeweils gegenüberliegenden Zellmembranen eingebaut sind und im Interzellularraum zusammentreffen (Abb. 1.1. a) ).

Unwin (1986) schlug aufgrund von Hydrophatieanalysen eine (-helikale Struktur der Transmembranendomänen vor.  Der Einsatz von Proteasen, Immunomarkierungen und Hydropathieuntersuchungen erweiterte das Strukturmodell der Connexine dahingehend, daß jede Connexinuntereinheit die Membran viermal durchspannt, wobei sich N- und C-Terminus im Cytosol befinden (Yeager and Nicholson, 1996, Yeager, 1998).

Jede Gap Junction besteht aus bis zu einigen tausend solcher Membrankanäle.  Moleküle mit einer Molekularmasse von maximal 1000 Da (Loewenstein, 1981) können die wassergefüllte Pore, deren Durchmesser zwischen 10 und 20 Å beträgt, passieren.  Auf diese Weise können Ionen, Metabolite sowie Signalmoleküle passiv in benachbarte Zellen transportiert werden.  In erregbaren Geweben ist die Leitung von Ionen über Gap Juncitons wichtig für die schnelle Ausbreitung und Koordination von elektrischen Signalen (Barr et al., 1965).  So wird während des Geburtsvorganges die Erregung bei der Kontraktion der Uterusmuskulatur über Gap Junction Kanäle weitergeleitet (Garfield et al., 1977, 1978; Garfield and Hayashi, 1980).  Die Regulation der Cx-Expression geschieht auf hormonellem Weg.  So kommt es kurz vor der Geburt bei Ratten und Kaninchen durch eine Erhöhung des Östrogenspiegels und einem Abfall des Progesterons zu einer zunehmenden Expression von Cx26 und Cx43 im Myometrium (Ou et al., 1997).

In nicht erregbaren Geweben spielt der Austausch von Molekülen via Gap Junctions eine wichtige Rolle für die Homöostase, das Wachstum und die Differnzierung von Geweben (Bennett et al., 1991), insbesondere während der Gravidität und Entwicklung des Embryos.  

Mäuse, bei denen das Cx43-Gen ausgeschaltet wurde, sterben direkt nach der Geburt aufgrund einer Herzfehlbildung (Reaume et al., 1995). Ein Knock-Out des Cx26-Gens führt bei Mäusen zum Absterben des Embryos.  Verantwortlich dafür sind die Cx26-Kanäle in der Placenta, deren Fehlen zu einer Unterversorgung des Embryos mit Nährstoffen führt (Gabriel et al., 1998).  Ein weiteres Beispiel für die Funktion von Connexinen stellt die Augenlinse dar, die frei von Blutgefäßen ist und via Cx46 und Cx50 Gap Junctions mit Nährstoffen versorgt wird (Goodenough et al., 1980).  Eine Cx46 Inaktivierung bei Mäusen führt zu einer Trübung der Augenlinse, was zeigt, daß Cx46 für den Erhalt der Transparenz der Augenlinse wichtig ist (Gong et al., 1996).  

	a)
	[image: image1.jpg]Connexon oder

Zytoplasma Halbkanal

G

Zytoplasma Gap Junction Connexin
Membrankanal





	b)
	[image: image2.jpg]H2N

Zytoplasma

Membran

Extrazellularraum






	Abb. 1.1.: Modell der Gap Junction Struktur.  a)  Jedes Connexon ist ein aus Connexinen gebildetes Hexamer.  Zwei sich gegenüberliegende Connexone docken zusammen, um einen Membrankanal zu bilden. b)  Faltungsschema eines Connexins bestehend aus den vier Membrandomänen (M1-M4), zwei extrazellulären Loops (E1 und E2) und den drei cytosolischen Domänen (Aminoterminus (C1), cytoplasmatische Schleife (C2) und der Carboxyterminus (C3) (nach Ghoshroy et al., 1995).


Molekularbiologische Untersuchungen zeigten, daß die Connexine als monomerer Baustein der Gap Junction Membran Proteine eine Multigenfamilie darstellen (Beyer et al., 1990; Willecke et al., 1991; Kumar and Gilula, 1992, 1996; Bruzzone et al., 1996; Goodenough et al., 1996).  Bisher wurden 16 verschiedene Connexin-Typen im murinen Genom charakterisiert.

Die transmembranen Domänen und die extrazellulären Loops sind bei allen Mitgliedern der Cx-Familie hoch konserviert und werden für die Kanalstruktur verantwortlich gemacht, während die cytoplasmatischen Bereiche weniger stark konserviert sind und für die unterschiedliche Regulation von Gap Junction Kanälen verantwortlich sein könnten (Dermitzel et al., 1990).

Aufgrund der Aminosäuresequenz werden Connexine in eine α und eine β Gruppe aufgeteilt.  Die α-Connexine besitzen eine längere cytosolische Loopregion sowie einen bedeutend längeren C-Terminus.  Die gebräuchliche Connexin-Nomenklatur setzt hinter das Connexinkürzel Cx den Betrag der Molekularmasse in kDa.  

Die unterschiedlichen Connexingene besitzen im allgemeinen einen ähnlichen Aufbau.  Sie bestehen aus zwei Exons, die durch ein Intron variabler Länge getrennt sind.  Die codierende Region befindet sich ausschließlich in Exon 2.  Neuere Untersuchung belegen, daß dieses Muster der genetischen Struktur nicht allgemeingültig ist.  So besitzt Cx36, das hauptsächlich in neuronalen Zellen expremiert wird, ein Intron inmitten der codierenden Region.  Dieser Befund gab Anlaß zur Definition einer γ Gruppe (O’Brien et al., 1998)

Physiologische Untersuchungen mittels des Xenopus gepaarten Oozytensystems oder mittels der Transfektion kopplungsdefizienter Zellen ergaben, daß auch Connexone, die aus jeweils verschiedenen Connexinen aufgebaut sind, sich zu heterologen Paaren zusammensetzen können (Dahl et al., 1987, Elfgang et al., 1995).  

Die Permeabilität von Gap Junction Kanälen wird von verschieden Faktoren beeiflußt.  So spielen die Änderung der Konzentration freien intrazellulären Kalziums (Rose and Loewenstein, 1975), der pH-Wert (Spray et al., 1981), die über die Zellmembranen abfallende Spannung (Bennett et al., 1992), Wachstumsfaktoren (Maldanoado et al., 1988; Lau et al., 1992) sowie onkogene Aktivitäten (Atkinson and Sheridan, 1985; Azarnia et al., 1988) eine wichtige Rolle in der Regulation eines Gap Junction Kanals.  Die für die Änderung der Gap Junction Kanal Permeabilität verantwortlichen Mechanismen sind bisher nicht verstanden.  Jedoch konnte gezeigt werden, daß sich Halbkanäle meist unabhängig voneinander verhalten (Versalies et al., 1987; Bennett et al., 1988, Swenson et al., 1989, Werner et al., 1989).
Bekannt ist, daß eine Phosphorylierung der Connexine, die durch unterschiedliche Mediatoren und Enzyme verursacht werden kann, im Zusammenhang mit dem Öffnen-Schließen-Mechanismus der Gap Junction Kanäle steht (Loewenstein, 1984; Stagg and Fletcher, 1990).  So führt eine Tyrosinphosphorylierung bei Cx43 zu einer Hemmung der interzellulären Kommunikation (Swenson et al., 1990).  Die Gap Junction Membran Kanäle sind nicht permanent geöffnet.  Durch eine reversible Konformationsänderung wechseln sie zwischen einem offenen und geschlossenen Zustand.  Messungen der Leitfähigkeit von Einzelkanälen legen nahe, daß dieser Übergang ohne Zwischenstufen erfolgt (Burt and Spray, 1988; Fishman et al., 1990).

1.2.  Der dodekamere Kanal wird von 48 transmembranen (-Helices gebildet
Den derzeitig Stand der Strukturaufklärung von Gap Junction Membrankanälen markieren die Elektronen-Kryo-Mikroskopie-Arbeiten von Unger et al. (1999 a, b).  Nach einer Detergenzextraktion stellen die Membrankanäle einer Gap Junction ein zweidimensionales Kristall dar.  Mittels der Elektronen-Kryo-Mikroskopie, die sich die Beugungserscheinungen an einem solchen Kristall zu nutze macht, kann unter zu Hilfenahme von Bildbearbeitungsprogrammen auf die Struktur dieser Kristalle geschlossen werden.

Unger et al.(1999 a, b) konnten durch die Bildverarbeitung unterschiedlich geneigter 2D-Kristalle eine 3D Kartierung mit einer Auflösung von 7.5 Å in der x, y Ebene der Membran und 21 Å in der z Ebene der Membran durchführen.

In der 3D-Karte (Abb. 1.2.) können die transmembranen Regionen von den extrazellulären unterschieden werden.  Der Durchmesser in der transmembranen Region beträgt ca. 70 Å, der der extrazellulären ca. 55 Å.  Die wassergefüllte Pore des Gap Junction Kanals verengt sich von ca. 40 auf 15 Å aus Richtung des Cytosol zum Extrazellularraum betrachtet.  Unger et al. (1999 a, b) erhielten bei Schnitten parallel zur Membranebene durch ein Connexon 24 Flecken hoher Dichte, wie sie für (-Helices typisch sein können.  Da ein Gap Junction Kanal aus zwei Connexonen gebildet wird, besitzt ein Kanal folglich 48 (-Helices.

	Abb. 1.2.: 3D-Karte des rekombinanten Cx43 Gap Junction Membrankanals:  a)  Seitenansicht und b) Blick in das Innere eines Kanals.  Die vermuteten Grenzen für die Doppelmembranen (M) und den extrazellulären Spalt (E) sowie das Cytosol (C) sind angegeben.  Die Pfeile verdeutlichen die Stelle der c) parallel zur Membran durchgeführten Querschnitte.  Die nahezu kreisförmigen Konturen innerhalb der hydrophoben Region der Doppelmembran verdeutlicht die 24 α-Helices pro Connexon. (nach Unger et al., 1999 a)
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1.3.  Model für das „Docking“ zweier Connexone
Der Extrazellularbereich des Gap Junction Kanals weist bei Untersuchungen durch die Elektronen-Kryo-Mikroskopie ein kontinuierliches Dichteband mit einem Durchmesser von etwa 17 Å sowie sechs Dichtebögen mit einem Radius von etwa 26 Å auf.  Das Dichtebild des Extrazellularbereichs unterscheidet sich damit stark vom Dichtebild des Transmembranbereichs des Gap Junction Kanals.  Dieser Unterschied deutet darauf hin, daß die Polypetidkette im Extrazellularbereich keine (-helicale Sekundärstruktur aufweist.  
Das innere Dichteband  bildet eine durchgehende Begrenzung bestehend aus Protein, die den Extrazellularraum vom Kanalinneren elektrisch und chemisch isoliert.

Ein interessantes Ergebnis der Arbeiten von Unger et al. (1999 a, b) ist die Verschiebung der sich entsprechenden (-Helices um 30° in den gegenüberliegenden Connexonen.  Unter der Voraussetzung, daß eine einzelne Connexinuntereinheit einen kreisförmigen Querschnitt parallel zur Membranebene besitzt, müssten die beiden Connexone versetzt zueinander stehen (Unger et al., 1997, Perkins et al., 1998).

Ortsspezifische Mutationen innerhalb der extrazellulären Loops von Cx32 legen die Vermutung nahe, daß diese Proteinbereiche als antiparallele β-Faltblätter vorliegen (Foote et al., 1998).  Diese β-Faltblätter werden durch drei intramolekulare Disulfidbrücken stabilisiert (Abb.1.3.).  Sie verknüpfen je einen Cysteinrest aus dem Extrazellularloop E1 mit einem Cysteinrest des Extrazellularloop E2 eines Connexinmoleküls, wobei das erste Connexin des einen Loops mit dem dritten des anderen Loops verbunden ist.

	Abb. 1.3.:  Cysteinbrückenbildung:  Das Schema zeigt die drei Disulfidbrücken, die den Extrazellularloop E1 mit dem Extrazellularloop E2 eines Connexins verknüpfen.  Das erste Connexin des einen Loops ist mit dem dritten des anderen Loops verknüpft.

(nach Foote et al., 1998)
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1.4.  Auflösungsgrenze des bisherigen Strukturmodells der GJ-Kanäle
Die extrazellulären sowie der cytosolische Loop der Connexine konnten in den aktuellen Arbeiten von Unger et al., 1999 (a, b) nicht aufgelöst werden.  So kann keine Zuordnung vorgenommen werden, welche der transmembranen Domänen den Kanalinnenraum auskleidet und welche mit dem Lipid der Zellmembran interagiert.  

Ursache hierfür ist die Auflösungsgrenze in der Membranebene von 7.5 Å sowie senkrecht dazu mit 21 Å.  Diese Auflösung ist nicht ausreichend, um die einzelnen Aminosäurereste einer Polypeptidkette identifzieren zu können.  Somit können die den einzelnen transmembranen Domänen nicht die entsprechenden Polypeptidsequenzen des Cx43-Proteins zugeordnet werden.  Es können auch keine Aussagen darüber gemacht werden, wo die postulierten (-helicalen Bereiche aus der Membran heraus- bzw. in die Membran hineintreten.  Ebenfalls ist es nicht möglich, den Beginn oder das Ende einer (-helicalen Sekundärstruktur sowie den Übergang in eine β-Faltblattstruktur darzustellen.  Der rotationssymmetrische Versatz zwischen den einzelnen Connexonen kann nicht eindeutig bestätigt werden.  Es kann auch nicht geklärt werden, ob ein Connexin des einen Connexons mit einem oder zwei Connexinen des gegenüberliegenden Connexons in Wechselwirkung tritt.

Zusätzlich konnte die gesamte C-terminale Domäne nicht berücksichtigt werden, da eine besser zu kristallisierende Cx43-Deletionsmutante untersucht wurde.  Da Lysin 263 den neuen C-Terminus des rekombinanten Proteins darstellte, konnte fast ein Drittel des eigentlichen Wildtypproteins für die Strukturaufklärung nicht berücksichtigt werden.

1.5.  Ursachen für die geringe Auflösung der Elektronen-Kryo-Mikroskopie
Die Elektronen-Kryo-Mikroskopie benötigt Proben, die in kristalliner Form vorliegen.  2D-Kristallisationen von Gap Junction Membrankanälen und anderen Membranproteinen werden üblicherweise durch die Rekonstitution erreicht.  Dabei werden detergenzsolubilisierte Lipide mit detergenzsolubilisierten Proteinen gemischt.  Anschließend wird das Detergenz durch Dialyse entfernt (Kühlbrandt, 1992; Jap et al., 1992; Engel et al., 1992).  

Gap Junctions werden durch die native Aggregation hunderter Kanäle in Plaques gebildet und besitzen bereits eine kristalline Struktur.  Diese Plaques lassen sich durch Zellfraktionierung und Zuckergradientenzentrifugation isolieren.  Da das Protein bei diesem Ansatz niemals von seiner nativen Membranumgebung getrennt wird, wird dieses Vorgehen als in situ Kristallisation bezeichnet (Yeager, 1994; Yeager et al., 1999).  Durch eine Detergenzextraktion werden native Lipide entfernt, um eine Konzentration der Gap Junction Kanäle in der Membranebene und somit ein dichtgepacktes Gitter zu erreichen.  Diese in situ Kristallisation liefert bisher die beste Auflösung, die jedoch durch die Reinheit der Kristalle begrenzt wird.  Fremdproteine, die sich ebenfalls in den Gap Junctions befinden können oder zumindest mit ihnen isoliert werden, stören die kristalline Struktur der Probe.  Die von Unger et al. (1999 b) für die Elektronen-Kryo-Mikroskopie aufgereinigten Gap Junction Plaques aus transfizierten BHK Zellen wiesen nach wie vor sehr große Verunreinigungen durch Nicht-Gap-Junction Proteine auf.  Sie erreichten eine Reinheit, die der mit üblichen Membranpreparationen aus Lebergewebe vergleichbar war (Sikerwar and Unwin, 1988).  Durch Behandlung der Probe mit DHPC konnten Membranbestandteile, die keine Gap Junction Proteine enthielten, teilweise gelöst werden.  Jedoch zeigten SDS Gele der aufgereinigten und angereicherten Gap Junctions eine Vielzahl unterschiedlicher Banden, wobei durch eine Coomassie-Färbung der Gele keine dem rekombinanten Cx43 Protein entsprechende Bande sichtbar gemacht werden konnte.  

Für die Elektronenspin-Resonanz-Spektroskopie (ESR-Spektroskopie) muß die Probe nicht in kristalliner Form vorliegen.  Auch solubilisierte Membranproteine, die zusätzlichen Aufreinigungsschritten unterzogen wurden und damit frei von Fremdproteinen sind, können ESR-spektroskopisch untersucht werden (Galla 1988).

1.6.  ESR-Spektroskopie zur Aufklärung der Struktur und Funktion der Gap Junction Kanäle
Eine Aufreinigung von Gap Junctions zu zweidimensionalen Kristallen hoher Reinheit bereitet bisher außerordentliche Schwierigkeiten.  Daher ist eine Röntgenstrukturanalyse der Gap Junction Kanäle, die strukturelle Information auf atomarer Ebene liefert, bisher nicht möglich.
Ein wenig gut aufgelöstes Modell der Struktur der Gap Junction Kanäle konnte aufgrund der beschriebenen elektronenmikroskopischen Untersuchungen erstellt werden (Unger et al., 1999a, b)  Die geringe Auflösung von 7.5 Å in der Membranebene und 21 Å vertikal zur Membranebene bedingt jedoch, daß Aminosäureseitenketten nicht identifiziert werden können.  Damit kann die Polypetidsequenz nicht strukturellen Einheiten, wie sie beispielsweise die membranständigen Domänen darstellen, zugeordnet werden. Durch die Elektronenmikroskopie ist außerdem keine Information über die Dynamik der Gap Junction Kanäle während des Öffnen und Schließens der Kanäle zu gewinnen.

2D-NMR scheitert an der Unlöslichkeit der Gap Junction Kanäle in Wasser, die FTIR-Spektroskopie liefert bei Fragen der Strukturdynamik nur globale Backbonebewegungen.

Durch die ESR-Spektroskopie ist es möglich, Antworten auf die genannten Fragestellungen zu erhalten.

Die Leistungssättigungs-ESR-Spektroskopie liefert ein Maß für die Zugänglichkeit bestimmter Proteinpositionen durch paramagnetische Quencher wie z.B. O2 (Altenbach et al. 1990).  Quencher verbreitern bei einer Abnahme der Amplitude das ESR-Signal, sobald sie in die Nähe paramagnetischer Stellen gelangen.  Aus der Zugänglichkeit bestimmter Proteinpositionen für den Quencher und der damit verbundene Änderung des ESR-Spektrums erhält man Aussagen über die Lage der Proteinpositionen.  Beispielsweise kann mit Hilfe dieser Methode geklärt werden, ob sich eine bestimmte Aminosäure in der membranösen Lipidphase oder in der wäßrigen Phase befindet.  Mit diesem Ansatz ist die Identifizierung einer (-helikalen Sekundärstruktur eines Connexins sowie die Lage dieser (-Helix bezüglich der membranösen Umgebung und der wassergefüllten Pore des Gap Junction Kanals möglich.

Durch die Tieftemperatur-ESR-Spektroskopie wird ein Einblick in die Polarität der Umgebung einer Proteinposition genommen (Steinhoff, 1988, Steinhoff et al., 1999). Auch die Polarität ist ein Maß für die Lage einer Aminosäure im Protein. Werden Polaritätsänderungen während der Aktivität eines Proteins aufgezeichnet, so erhält man mit Hilfe dieses Parameters Einblicke in die funktionelle Beschaffenheit eines Proteins.  Die Grundlage für den Mechanismus des Öffnen und Schließens eines Gap Junction Kanals könnte durch Polaritätsmessungen in der Umgebung der an diesem Prozess beteiligten Aminosäuren untersucht werden.

Mit Hilfe der Tieftemperatur-ESR-Spektroskopie kann der Abstand zwischen zwei nahe beieinanderliegenden spinmarkierten Aminosäuren gemessen werden.  (Steinhoff et al., 1997)  Dies würde eine detailierte Strukturaufklärung von Gap Junction Kanälen ermöglichen.  So kann beispielweise die Fragestellung der Anordnung der Connexine untereinander in einem Halbkanal oder auch die Lage zweier Halbkanäle zueinander in einem Gap Junction Kanal bearbeitet werden.

Zeitaufgelöste ESR-Spektroskopie ortsspezifisch spinmarkierter Proteine liefert als neuere Methode wichtige Hinweise zur Lösung von Struktur-Funktions-Problemen von Proteinen.  (Steinhoff et al. 1994).  Sie ermöglicht die orts- und zeitaufgelöste Detektion von Strukturänderungen, indem das durch Bewegungen des Proteins sich ändernde ESR-Signal verfolgt wird.  So können nicht nur qualitative Aussagen über die Existenz von Strukturänderungen gemacht werden, sondern auch deren Verlauf als Funktion der Zeit wird nachgezeichnet.  Für Gap Junction Kanäle wären strukturdynamische Untersuchungen des Mechanismus zum Öffnen und Schließen der Kanäle von großem Interesse.

Für diesen Mechanismus des Öffnens und des Schließens der Kanalpore wird das sogenannte „ball-and-chain“-Modell favorisiert.  Morley et al. (1996) konnten zeigen, daß der C-Terminus des Cx43 für diesen Mechanismus verantwortlich ist.  Ist der C-Terminus deletiert, zeigt sich der Gap Junction Kanal permanent geöffnet.  Erst die zusätzliche Expression des nun frei im Cytosol diffundierenden C-Terminus erlaubt wieder das Schließen des Kanals.  Ek et al. (1994) identifizierten den Histidinrest an Position 95 am Eingang der Kanalpore als essentiell für das Schließen des Kanals.  Der C-Terminus könnte an diese Proteinposition reversible binden.  Die dreidimensionale Struktur des C-Terminus ist dabei bisher unbekannt.  

	Abb. 1.4.:  Methanthiosulfonat- „spinlabel“ (MTSSL) und seine kovalente Bindung an ein Cystein.
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Alle Anwendungen der ESR-Spektroskopie auf die Gap Junction Kanäle erfahren durch die ortsspezifische Spinmarkierung eine große Bandbreite von interessanten Detektionsmöglichkeiten.  Mit Hilfe molekularbiologischer Methoden wird an jeder beliebigen, zu untersuchenden Proteinstelle die Aminosäure eines Cx-Wildtyps gegen ein Cystein ausgetauscht.  An diese Stelle bindet spezifisch ein als Spinsonde bezeichnetes paramagnetisches Nitroxidradikal wie das in dieser Arbeit verwendete Methanthiosulfonat aus Abb. 1.4.. Somit kann eine zur vorliegenden Fragestellung passende Connexinmutante gestaltet werden.  

Ein Expressionssystem muß neben der Synthese einer ausreichenden Proteinmenge somit die Möglichkeit zur Expression ortsspezifisch mutagenisierter Connexine bieten.  Da der das ESR-Spektrum erzeugende Spinlabel kovalent an einen Cysteinrest bindet, müssen für interessierende Proteinbereiche wie beispielsweise eine postulierte transmembrane (-Helix Cysteinmutanten hergestellt werden.  So kann eine ortspezifische Spinmarkierung durchgeführt werden.  Sukzessive werden einzelne, aufeinanderfolgende Aminosäurereste des Wildtypproteins durch Cysteinreste ersetzt (Steinhoff et al., 1995), was als „Cysteinscreening“ bezeichnet wird.  Aus der Gesamtheit der ESR-Spektren, die die einzelnen Spinlabel an den aufeinanderfolgenden Positionen im Protein verursachen, kann ein Bild der dreidimensionalen Struktur eines interessierenden Proteinbereichs entwickelt werden. Falls der Connexin-Wildtyp bereits durch seine nativen Cysteinreste Spinlabelmoleküle binden sollte, können entsprechende Wildtypkontrollen ESR-spektroskopisch vermessen werden.  Diese Wildtypspektren können von dem Spektrum einer entsprechenden Cx-Cysteinmutante subtrahiert werden.  Auf diesem Weg ist es möglich, das ESR-Spektrum zu ermitteln, das ausschließlich durch den Spinlabel am substituierten Cysteinrest verursacht wird.

1.7.  Expressionssysteme 
Eine der größten Herausforderungen auf dem Gebiet der Strukutur- und Funktionsuntersuchung schwach expremierter integraler Membranproteine, die eine übergeordnete polymere Aggregation aufweisen, ist die Überexpression einer ausreichenden Menge funktionalen Proteins (Unger et al., 1999 b).  Für die elektrophysiologische Charakterisierung von Gap Junction Kanälen ist die Expression und die Bildung funktionaler Kanäle in unterschiedlichen Typen von Zellen möglich.  So stellen Zellsysteme wie Xenopus Oozyten (Dahl et al., 1987; Swenson et al., 1989; Suchyna et al., 1993; White et al., 1995; Morley et al., 1996; Oh et al., 1997; Cao et al., 1998) oder transfizierte, kommunikationsdefiziente Zellen wie beispielsweise SKHep1 Zellen (Eghbali et al., 1990; Fishman et al., 1990, 1991; Moreno et al., 1991a,b), HeLa Zellen (Traub et al.,1994; Verselis et al., 1994; Elfgang et al., 1995; Cao et al.,1998) oder Mäuse-N2a-Neuroblastomazellen (Veenstral et al., 1994,1995; Beblo et al., 1995; Brink et al., 1997) etablierte Expressionsysteme für Gap Junction Kanäle dar.  Sie nutzen das schwache Expressionsniveau der Connexine, da für die elektrophysiologische Untersuchung Einzelkanalereignisse bevorzugt werden.  Eine große Zahl funktionaler Kanäle würde das eigentlich interessierende Einzelkanalereignis verdecken. Allerdings schließt das niedrige Expressionsniveau dieser Expressionssysteme eine biochemische Isolation und eine darauf aufbauende strukturelle Charakterisierung aus.

Connexine wurden in Sf9 Insektenzellen überexpremiert.  Dies gelang durch eine Infektion mit einem rekombinanten Baculovirus (Stauffer et al., 1991).  Allerdings konnten keine 2D-Kristalle ausreichender Reinheit erzeugt werden, die für die Strukturuntersuchung durch die Elektron-Kryo-Kristallographie notwendig ist (Unger et al., 1999 b).  

Stabil transfizierte Baby Hamster Kidney (BHK) Zellen zeigen ebenfalls ein geringes Expressionsniveau (Kumar et al., 1995).  Durch eine Deletion des C-Terminus nach  dem Lysin 263 der Cx43 cDNA aus dem Rattenherz  konnten allerdings 2D-Kristalle von genügender Reinheit erzeugt werden, sodaß die bereits beschriebenen Elektron-Kryo-Untersuchungen durchgeführt werden konnten (Unger et al., 1999 a, b).  

1.9.  Probenreinheit und Erhalt der Funktionalität 
Für die ortspezifische Spinmarkierung und die anschließende ESR-Spektroskopie ist die Probenreinheit von großer Bedeutung.  Da der eingesetzte Spinlabel an jeden frei zugänglichen Cysteinrest kovaltent bindet, werden auch bei einer Verunreinigung der Probe durch Fremdproteine diese ebenfalls spinmarkiert.  Diese spinmarkierten Fremdproteine tragen zum ESR-Spektrum bei.  

Die Isolation funktionaler Cx-Kanäle kann auf unterschiedlichen Wegen erreicht werden.  Da Cx-Membrankanäle sich zu Gap Junctions arrangieren, bietet sich die Zellfraktionierung und anschließende Zuckergradientenzentrifugation an.  Diese Zellfraktionierung beinhaltet einen Extraktionsschritt, durch den Fremdproteine und native Membranlipide aus den Gap Junctions entfernt werden.  Gebräuchlich sind zwei verschiedene Extraktionsverfahren.  Das Detergenzextraktionsverfahren beruht auf der Zugabe ionischer Detergenzien zur bereits isolierten Membranfraktion (Goodenough and Stoeckenius, 1972).  Die Gap Junction-Membrankanäle besitzen hierbei eine geringere Löslichkeit für diese Detergenzien als eine Vielzahl anderer Membranproteine und bleiben so in der Form eines zweidimensionalen Kristalls bestehen.  Die Alkaliextraktion für Gap Junctions nutzt das Prinzip, daß integrale Membranproteine bei hohem pH nicht solubilisiert werden können (Steck, 1974, Hertzberg, 1984).  Das Alkaliextraktionsverfahren beläßt die Cx-Membrankanäle ebenfalls in ihrer kristallinen Gap Junction Form.  Beiden Verfahren ist jedoch gleich, daß die Gap Junctions weiterhin starke Verunreinigungen durch Fremdproteine beinhalten.  Die bisher maximal mögliche Reinheit liegt bei 77 % ± 9 % Gap Junction Proteinanteil an der Gesamtproteinmenge (Nicholson et al., 1983; Cascio et al., 1990).  Bisher gelang es nicht, die beschriebenen Verfahren so zu verfeinern, daß zum einen die Gap Junctions als kristalline Ansammlung von Cx-Membrankanälen intakt bleiben, die Verunreinigungen aber effektive entfernt werden.

Für Elektronen-Kryo-Mikroskopische Untersuchungen ist die kristalline Struktur der Probe eine notwendige Voraussetzung, für die ESR-Spektroskopie hingegen nicht.  Daher müssen für ESR-spektroskopische Untersuchungen keine intakten Gap Junctions isoliert werden.  Einen geeigneten Isolationsweg stellt die Solubilisierung von einzelnen Membrankanälen oder Halbkanälen dar (Lampe et al., 1991; Engel et al., 1993; Kistler et al., 1994; Rhee et al., 1996).  Durch Zugabe eines nicht ionischen Detergenzes werden die Kanäle als ganzes oder in Form von Halbkanälen aus ihrer Membranumgebung herausgelöst.  Sie befinden sich eingehüllt von Detergenzmolekülen gelöst in der wässrigen Phase.  Dieser Isolationsweg bietet den großen Vorteil durch chromatographische Verfahren eine weitere Aufreinigung zu erreichen.  

1.10.  Zielsetzung
Aufgabe dieser Arbeit war die Etablierung eines Überexpressionssystems für Connexine, um ausreichende Cx-Proteinmengen für die ESR-Spektroskopie zu gewährleisten.  Das für die Strukturaufklärung mittels ESR-Spektroskopie notwendige Cysteinscreening sollte im Bereich der dritten membranständigen Domäne beginnen.  Mit diesem Ansatz sollte geklärt werden, ob diese Domäne mit der wassergefüllten Pore in Kontakt ist.  Hierzu mußten ortspezifische Cystein-Mutationen herbeigeführt werden, die für die ortspezifische Spinmarkierung benötigt werden.

Im Anschluß an die Etablierung eines Expressionssystems war eine geeignete Isolationsmethode zu erarbeiten, die die für die ESR-Spektroskopie benötigte Reinheit gewährleisten würde. ESR-Spektren sollten nun klären, ob die Cysteine des Wildtyp-Connexins für den Spinlabel zugänglich waren, um anschließend mit der Strukturaufklärung der dritten membranständigen Domäne zu beginnen.

