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2.  Material und Methoden

2.1.  Material
2.1.1.  Chemikalien und Enzyme
	Agarose
	
	Serva, Heidelberg

	Ampicillin
	
	Sigma, Deisenhofen

	Bacteriological Pepton
	
	Oxod, Wesel

	Bacto-Agar
	
	Difco Laboratories, Detroit, Michigan, USA

	Bacto-Trypton
	
	Difco Laboratories, Detroit, Michigan, USA

	Complete Proteasehemmer
	
	Boehringer Mannheim GmbH, Mannheim

	Desoxyribonukleotide
	
	Boehringer Mannheim GmbH, Mannheim

	DNA modifizierende Enzyme
	
	Boehringer Mannheim GmbH, Mannheim 

Gibco BRL, Berlin

	DTT
	
	Fluka AG, Buchs, Schweiz

	Ethidiumbromid
	
	Boehringer Mannheim GmbH, Mannheim

	8-GLU (n-Octyl-β-D-glucopyranoside, OG)
	
	Bachem, Heidelberg

	MTSSL (1-oxy-2,2,5,5-Tetramethylpyrrolin-3-methyl-) methanthiosulfonat
	
	Reanal, Budapest HU

	Oligonukleotide 
	
	MWG-Biotech GmbH, Ebersberg


	8-POE (n-Octyl-Polyoxyethylen, n-Octyl-POE, Rosenbusch-Tenside)
	
	Bachem, Heidelberg

	Proteingrößenmarker für SDS-PAGE
	
	BioRad, München

	Superose 6pg (prep grade)
	
	Pharmacia, Erlangen

	35S-Methionin
	
	ICN, München

	Detergenzien
	
	Bachem, Heidelberg

Calbiochem, Bad Soden

	Insektenzellenkulturbedarf
	
	Invitrogen, Groningen NL

	Antikörper
	
	Zytomed, Berlin

Invitrogen, Groningen NL

O. Traub, Institut für Genetik, Universität Bonn


Nicht gesondert aufgeführte Reagenzien wurden in den jeweils höchsten erhältlichen Reinheitsstufen eingesetzt und aus dem örtlichen Chemielager oder von den Firmen Bio-Rad, Merck, Fluka, Serva oder Sigma bezogen.

2.1.2.  Sonstige Materialien
	Sterilfilter, 0.22 µm,
	
	Schleicher & Schuell

	Qiagen-Kits
	
	Qiagen, Hilden

	MicroBCA Pierce
	
	KMF, Sankt Augustin


2.1.3.  Bakterienstämme
E.coli XL1 Blue (Bullock et al., 1987)


Genotyp:  supE44, hsdR17, recA1, endA1, gyrA46, thi, relA1, Tn10(tetr), lac-, 

F’ [proAB+, lacq, lacZ(M15]

2.1.4.  Zellinien
	HeLa
	
	ATCC CCL2, Hülser und Webb, 1973, humane Zervixkarzinomzellinie

	High Five
	
	BTI-TN-5B1-4, Granados et al., 1994, Ovarzellen des Kohlweisweißlings


2.1.5.  Plasmide
siehe Anhang 6.1.

2.1.6. Medien
2.1.6.1.  Nährmedien
Nährmedium für E. coli:  LB-Medium

	10 g
	
	Bacto-Trypton

	5 g
	
	Hefe-Extrakt

	10 g
	
	NaCl


ad 1 l H2O
Agarplatten:  Für Agarplatten wurden 15 g Bacto-Agar pro Liter Medium zugesetzt.

2.1.6.2.  Zellkulturmedien
HeLa

	
	
	DMEM

	10 %
	
	Fötales Kälberserum (FCS)

	0,17 %
	
	Glutamin

	100 units/ml
	
	Penicillin

	0,1 mg/ml
	
	Streptomycin


High Five

	
	
	High Five Serum Free Medium

	0,5 x
	
	PSN

	0,2 %
	
	Pluronic (nur für Schüttelkulturen)


Schüttelkulturen wurden in Erlenmeyerkolben angesetzt.

2.1.7.  Antibiotikazusätze zu den Medien (pro ml)
	50 µg
	
	Ampicillin

	12.5 µg
	
	Tetracyclin

	50 µg
	
	Zeocin


2.1.8.  Antikörper
	mk Anti-V5-HRP
	
	Invitrogen, Groningen NL, erkanntes Epitop: Gly-Lys-Pro-Ile-Pro-Asn-Pro-Leu-Leu-Gly-Leu-Asp-Ser-Thr

	Rabbit pk Anti Cx46
	
	O. Traub, Universität Bonn

	FITC-Anti Rabbit
	
	Dako, Hamburg


Die von den Antikörpern erkannten Epitope wurden auf gezielte Nachfrage nicht bekannt gegeben. 

2.1.9.  Puffer und Lösungen
Laufpuffer für Gelfiltration:
	300 mM
	
	NaCl

	50 mM
	
	Natriumphosphat

	
	
	pH 8.00

	1 %
	
	Detergenz in Abhängigkeit von der Aufgabenstellung


Homogenisierungspuffer

	1 x 
	
	Complete Proteasehemmer

	50 mM
	
	Natriumphosphat

	
	
	pH 8.00


Solubilisierungspuffer:

	1 x Complete

Proteasehemmer
	
	

	1 % (v/v)
	
	8-POE

	50 mM
	
	Natriumphosphat

	
	
	pH 8.00


TE-Puffer:

	10 mM
	
	Tris/HCl pH 8.0

	1 mM
	
	EDTA


TBE-Elektrophorese-Puffer:

	90 mM
	
	Tris-Borat

	2 mM 
	
	EDTA

	
	
	pH 8,0


DNA-Probenpuffer:

	50 %
	
	Saccharose

	100 mM
	
	EDTA

	0.1 % (v/v)
	
	Bromphenolblau, pH 7.0

	0.1 % (w/w)
	
	SDS


Dichtegradientenpuffer

	150 mM
	
	NaCl

	50 mM
	
	Tris

	
	
	pH 7,6


TNT-Waschpuffer

	50 mM
	
	Tris

	1  M 
	
	NaCl

	
	
	pH 6,8


TNT-Markierungspuffer

	50 mM
	
	Tris

	1  M 
	
	NaCl

	10 mM
	
	CaCl2

	
	
	pH 6,8


Transferpuffer:

	25 mM
	
	Tris

	200 mM
	
	Glycin

	20 %
	
	Methanol


ESR-Puffer:

	14.06 g
	
	Dinatriumhydrogenphospaht(2H2O

	2.90 g
	
	Natriumdihydrogenphospaht(1H2O

	5.84 g
	
	NaCl


ad 1 l H2O

Ni-NTA-Affinitätschromatographie-Puffer:

	50 mM
	
	NaPi

	300 mM
	
	NaCl

	1 % (v/v)
	
	8-POE

	1x
	
	complete Proteasehemmer

	0 mM
	
	Imidazol für Äquilibrierungspuffer

	20 mM
	
	Imidazol für Waschpuffer

	500 mM
	
	Imidazol für Standardelutionspuffer

	200 mM 
	
	EDTA für EDTA-Elutionspuffer


Silberfärbungs-Fixierer

	500 ml
	
	Methanol

	100 ml 
	
	Essigsäure

	400 ml 
	
	H2O


Silberfärbungs-Entfärbelösung

	5 %
	
	Methanol

	7,5 %
	
	Essigsäure

	87,5 %
	
	H2O


Silberfärbungs-Entwickler

	30 g
	
	Natriumcarbonat

	0,5 ml
	
	37 % Formaldehyd

	ad 1 l
	
	H2O


2.1.10.  Oligonucleotide
Mutageneseprimer:
	Nhe1sense

Nhe1anti
	
	5’- GGT TAG CAG TCG CTA GCA ATG GGC GAC - 3’

5’- GTC GCC CAT TGC TAG CGA CTG CTA ACC - 3’

	5-SpeIpPH4rCx43sense
	5’- CGG CTT CAC TTT CAA CTA GTG AAA GAG AGG TGC - 3’

	3-SacIIpPH4rCx43anti
	5’- CAG GTC ATC AGG CCG CGG CCT GCT GCT GGC GCG - 3’

	Xba1A
	
	5’- TAT TTT ACT GTT TTC TAG ACA GTT TTG TAA TAA - 3’

	KpnI
	
	5’- AAC TCC TTT ACT TTG GGT ACC AGG GAA ACT TCA - 3’

	M1K146Csense
	5’- GAG CAC GGC AAG GTG TGC ATG AGG GGC GGC TTG - 3’

	M1K146Cantisense
	5’- CAA GCC GCC CCT CAT GCA CAC CTT GCC GTC CTC - 3’

	M2R148Csense
	5’- GGC AAG GTG AAA ATG TGC GGC GGC TTG CTG AGA - 3’

	M2R148antisense
	5’- TCT CAG CAA GCC GCC GCA CAT TTT CAC CTT GCC - 3’


Unterstrichen ist das Triplett für die geänderte Aminosäure, kursiv die ausgetauschten Basen.

Primer für Klonierungen:

	Hind5
	
	5’- ATG GAA TTC GAA GCT TTC TTG CTT - 3’

	Sal3
	
	5’- GAT CCT CTA GAG TCG ACC TGC AGC - 3’

	Orient5
	
	5’- ACC AAC CAC TTC AAC CCA GAT GCC - 3’

	Tniero3
	
	5’- GGC ATC TGG GTT GAA GTG GTT GGT - 3’


2.2. Methoden
2.2.1.  Molekularbiologische Methoden

Grundlegende molekularbiologische Methoden wie Agaros-Gelelektrophorese, Restriktion, Ligation, Phosphorylierung und Dephosphorylierung von DNA-Fragmenten, Auffüllreaktion, DNA-Fällung und Transformation von Bakterien wurden nach Sambrook et al. (1989) oder modifiziert nach den Vorschriften der Enzym-Hersteller durchgeführt.

2.2.1.1.  Mutagenese durch PCR-Overlap-Extension
Der ortsspezifische Austausch von Basen in der für das Cx43 der Ratte codierenden cDNA wurde mittels Mutagenese durch PCR-Overlap-Extension durchgeführt.  Hierzu wurde ein erster PCR-Ansatz mit zwei Proben hergestellt: 20 ng pPH4, 100 pmol Mutagenseprimer (sense), 100 pmol Globalprimer (antisense), oder 100 pmol Mutageneseprimer (antisense) und 100 pmol Globalprimer (sense), sowie 2.5 U Pwo-Polymerase, 2 µl einer 10 mM dNTP-Mischung (jedes dNTP war 2.5 mM konzentriert), 10 µl 10 x Pwo-Polymerasepuffer, ad 100 µl steriles Adest.  Der Ansatz wurde mit 50 µl sterilem Paraffin überschichtet und 30 PCR-Temperaturzyklen unterzogen:  

	
	Denaturierung
	Hybridisierung
	Polymerisation

	
	T/° C
	t/min
	T/° C
	t/min
	T/° C
	t/min

	Startzyklus
	96
	3
	65 ( 5
	1
	72
	1

	weitere Zyklen
	94
	1
	65 ( 5
	1
	72
	1


Ein Endschritt von 10 min bei 72°C wurde angeschlossen.  Die Hybridisierungstemperatur lag einige Grad unter der abgeschätzten Schmelztemperatur eines jeden Mutageneseprimers, mußte allerdings bei Fehlhybridisierungen korriegiert werden.

Nach Aufreinigung von 50 µl der PCR-Produkte in einem Agarosegel wurde ein zweiter PCR-Schritt durchgeführt: je 1/10 der DNA-Menge aus der vorherigen Aufreinigung (ca. 100 ng) wurden vereinigt und mit 100 pmol je Globalprimer zu einem PCR zusammengeführt.  Die Temperaturzyklen entsprachen denen im ersten Mutageneseschritt.  

2.2.1.2.  Mini- und  Maxipräparation von Plasmid-DNA

Die Isolation von Plasmid-DNA wurde mit Hilfe von kommerziell erhältlichen Kits der Firma Qiagen durchgeführt.

2.2.1.3.  Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarose-Gelen
Unter Verwendung des Quiaex-Kit wurden DNA-Fragmente aus Agarosegelen isoliert.  

2.2.1.4.  Konzentrationsbestimmung von DNA
Mittels optischer Spektroskopie wurde die OD bei 260 nm der in einer Quarzküvette mit TE verdünnte DNA bestimmt.  Die DNA-Konzentration wurde wie folgt berechnet:




[DNA] = 50 µg/ml ( OD260 ( Verdünnungsfaktor.

2.2.1.5.  DNA-Sequenzierung
Die DNA-Sequenzierung wurde im Institut für Humangenetik der Universität-Gesamthochschule Essen durchgeführt.

2.2.2.  Mikrobiologische Methoden
2.2.2.1.  Lagerung von Bakterien
E. coli-Stämme wurden in Form von Glycerinkulturen gelagert.  Hierzu wurden 0.7 ml einer stationären Flüssigkultur mit 1 ml sterilem Glycerin gut durchmischt und bei -20 °C aufbewahrt.  Agarplatten-Kulturen wurden bei 4°C für mehrere Wochen aufbewahrt.

2.2.2.2.  Anzucht von Bakterienkulturen
E. coli-Kulturen:  Angeimpfte Flüssigkulturen  wurden ggf. unter Beachtung der entsprechenden Resistenz über Nacht bei 37 °C und 100-300 U/min in einem Inkubationsschüttler in Reagenzgläsern oder Erlenmeyerkolben angezogen.

Auf Agar-Platten wurden mit einer sterilen Impföse Bakterien aus Flüssigkulturen ausgestrichen und bei 37 °C über Nacht inkubiert.

2.2.2.3.  Herstellung transformationskompetenter E.coli
500 ml LB-Medium wurden mit 0.5 ml einer Übernachtkultur angeimpft und bei 37 °C bis zu einer OD578 von 0.5 in einem Schüttler (Minimum 200 Upm) inkubiert.  Die in einem Wasser-Eis-Bad gekühlten Zellen wurden abzentrifugiert (6000 g, 4 °C, 10 min), der Überstand dekantiert und die restliche Flüssigkeit vorsichtig abpipettiert.  Das Sediment wurde zweimal in 250 ml 10 % (w/v) eisgekühltem Glycerin resuspendiert und unter obigen Bedingungen nochmals zentrifugiert.  In 50 ml eisgekühltem Glycerin wurde das Pellet erneut gelöst und für 10 min mit 8000 g bei 4 °C zentrifugiert.  Die Zellen wurden in 1 ml 10 % (w/v) eisgekühltem Glycerin resuspendiert, zu je 40 µl in Eppendorfgefäße portioniert und in flüssigem Stickstoff schockgefroren.  Die Zellen wurden bei -80 °C mehrere Wochen gelagert.

2.2.2.4.  Transformation kompetenter E. coli durch Elektroporation
40 µl kompetenter E. coli in einer 0.2 cm breiten Elektroporationsküvette wurden 1 bis 10 ng zu transformierender DNA, die sich in einer Lösung geringer Ionenstärke (z.B. 10 % (w/v) Glycerin) befand, zugegeben.  Die Elektroporation wurden mit Hilfe eines BioRad Genepulser (200 Ohm, 25 µF, 2.5 kV) durchgeführt, wobei eine Zeitkonstante für den Abfall des elektrischen Feldes von 4.7 µs erreicht werden mußte.  Nach dem Puls wurden die Zellen sofort mit 1 ml LB-Medium überschichtet, in Eppendorfgefäße überführt und eine Stunde bei 37 °C und 200 Upm inkubiert. 200 µl wurden ausgestrichen, während das restliche Volumen abzentrifugiert (1 min, 12000 g, RT), der Überstand dekantiert und das Pellet in 220 µl 10 % (w/v) Glycerin (RT) resuspendiert.  200 µl wurden auf selektiven Platten ausgestrichen.

2.2.3.  Zellen und Zellkultur
2.2.3.1.  Kultivierung von Zellen

Die Kultivierung von Insektenzellen ist in folgender Literatur hinreichend beschrieben:  King and Possee, 1992, sowie O’Reilly et al., 1992.  Zusätzlich sind sehr detailierte Protokolle der Herstellerfirmen im Internet erhältlich (z.B. www.invitrogen.com).

Standardmethoden zur Kultur von Hela-Zellen sind bei Roth, 1994, zu finden.  Im folgenden sollen die Abweichungen von Standardmethoden angegeben werden.

2.2.3.2.  Transiente Transfektion von HeLa-Zellen

Es wurde das LipfectAmine-System von Gibco verwandt, das Liposomen zum DNA-Transfer benutzt.  Die Angaben im Herstellerprotokoll wurden befolgt, wobei serumreduziertes OptiMEM Kulturmedium eingesetzt wurde.

Für HeLa-Zellen zeigte sich die größte Transfektionseffizienz  für folgende Parameter:

2 µg DNA werden mit OptiMEM zu 100 µl Endvolumen aufgefüllt, 6 µl Lipofectamin werden in 94 µl OptiMEM gegeben, beide Ansätze werden zusammengeben, für 10 s durch intensives Schütteln gemischt und für 30 min bei RT inkubiert.  Nach Zugabe von 800 µl OptiMEM werden PBS gewaschene 70 % konfluente Zellen in einer 6 Well Platte mit 1 ml dieses Transfektionsansatzes überschichtet.  Nach 5 h bei 37°C im Zellkulturbrutschrank wird 1 ml HeLa-Medium (mit 20 % FCS) zum Transfektionsansatz gegeben.  24 h nach Beginn der Transfektion werden die Zellen passagiert.

2.2.3.3.  Stabile Transfektion von HeLa-Zellen

Nach Befolgen des Protokolls für die transiente Transfektion von HeLa-Zellen werden die Zellen einem Selektionsdruck ausgesetzt.  In einem „Kill-curve-Versuch“ konnte die lethale Hygromycin-Endkonzentration zu 100 µg/ml bestimmt werden.  Transfizierte Zellen wurden daher 48 h nach der Beginn der Transfektion einem Hygromycin-Selektionsdruck von 200 µg/ml für 7 d ausgesetzt.  Die Zellen wurden nun mit HeLa-Medium (50 µg/ml Hygromycin) überdeckt und die folgenden Tage auf die Bildung von Zellhaufen mit mehr als 100 Zellen überprüft.  Entsprechende Zellhaufen wurden nach Aufsetzen eines einseitig mit Vaseline überzogenen Metallzylinders trypsiniert und in 24-Well-Kulturplatten überführt.  Die Zellen wurden weiterhin mit HeLa-Medium (50 µg/ml) gehalten.

2.2.3.4.  Baculovirus vermittelte Tranfektion von Insektenzellen
Die Baculovirus vermittelte Transfektion von Sf9 Insektenzellen wurde anhand das Protokoll der Firma Invitrogen (www.invitogen.com/manuals/index.html) unter Verwendung insektenzellspezifischer Liposomen (InsectinPlus, Invitrogen) befolgt.  

2.2.3.5.  Transiente Transfektion von Insektenzellen
Für die transiente Transfektion von High Five Insektenzellen wurde das Protokoll der Firma Invitrogen (www.invitogen.com/manuals/index.html) unter Verwendung insektenzellspezifischer Liposomen (InsectinPlus, Invitrogen) befolgt.  

2.2.3.6.  Stabile Transfektion von Insektenzellen

Die stabile Transfektion von Insektenzellen erfolgte ebenfalls nach dem Protokoll der Firma Invitrogen (www.invitogen.com/manuals/index.html).  Abweichend von diesem Protokoll wurden die Zellen für die Selektion in Zeocin 48 h nach der Transfektion für 5 d einem Selektionsdruck von 800 µg/ml ausgesetzt, der dann nochmals auf 1200  µg/ml für weitere 5 d erhöht wurde.  Stabil transfizierte Zellen wurden bei 50 µg/ml Zeocinendkonzentration gehalten.  Nach 14-21d wurde ein Teil der stabil transfizierten Zellen erneut für 5 d einem Zeocin-Selektionsdruck von 1200 µg/ml ausgesetzt, was zu einer deutlichen Steigerung der Expression des GFP führte, für das der Transfektionsvektor pIZTV5His ebenfalls codiert.  

2.2.3.7.  Immunhistochemie
Das Protokoll wurde in Anlehnung an Colley et al. (1992) durchgeführt.  Der Zellrasen einer semikonfluenten T75-Zellkulturflasche wurde mit einem Zellschaber vorsichtig gelöst.  2 · 106 Zellen wurden verdünnt auf Deckgläsern (r = 6 mm) in 6 Well Zellkulturplatten ausgesät.  24 h später wurden die Objektträger einmal mit PBS gewaschen, mit einer 1:1 Methanol/Aceton Mischung für 5 min fixiert, 2 x mit PBS für 5 min gewaschen und anschließend mit PBS/BSA (0,5 g BSA pro 100 ml PBS) für 10 min gewaschen.  Der Primärantikörper wurde in der ebengenannten PBS/BSA-Lösung nach Angaben des Herstellers verdünnt und 20 µl des verdünnten Antikörpers auf jedes Deckgläschen gegeben.  Dieser Ansatz inkubierte für 1,5 h bei 4°C, um anschließend für 1x10 min und 2 x 5 min mit PBS/BSA gewaschen zu werden.  Der zweite Anitkörper wird nach Angaben des Herstellers in PBS/BSA verdünnt, 20 µl der Lösung werden auf jedes Deckgläschen gegeben.  Der Ansatz wurde lichtdicht in eine Aluminiumfolie gewickelt und für 45 min bei Raumtemperatur inkubiert und anschließend für 1x10 min und 2 x 5 min mit PBS/BSA gewaschen.  Nachdem kurz mit Aqua Bidest. gewaschen wurde, mußte das überschüssiges Wasser abtropfen.  Proben mit FITC konjugiertem 2. Antikörper wurden mit VectaShield eingedeckelt.  Im Fluoreszenzmikroskop (Zeiss Axiophot mit Auflichtfluoreszenz) wird FITC bei einer Wellenlänge zwischen λ = 450-490 angeregt und bei einer Wellenlänge von λ = 515-565 nm ausgewertet.  Bei HRP konjugiertem 2. Antikörper, wurde der Objektträger mit DAB-Färbelösung (1:50 verdünnte DAB-Stocklösung von DAKO in PBS/BSA) für 5 min inkubiert.  Anschließend wurde nochmals mit Aqua Bidest. gewaschen, das überschüssige Wasser abgetropft und mit VectaShield eingedeckelt.

2.2.4.  Biochemische Methoden
2.2.4.1.  In vitro Transkription und Translation 

Die in vitro  Transkription und Translation wurde in einem gekoppelten System durchgeführt.  Hierzu wurde der Kit „TNT SP6 Coupled Reticulocyte Lysate System“ der Firma Promega unter Verwendung mikrosomaler Membranen aus Hundepankreas (Promega) entsprechend den Herstellerangaben eingesetzt.  Die Proben wurden nach Abschluß der in vitro Transkription und Translation mit dem 100fachen Volumen des TNT-Ansatzes mit TNT-Waschpuffer gewaschen (15° C, 100000 g, 30 min).  Das Cx-haltige Membranpellet wird in 500 µl entgastem TNT-Markierungspuffer (enthält Ca2+-Ionen zum Schließen der Halbkanäle) gelöst.  Nach Zugabe von 1 µl einer 500 mM MTSSL-Stocklösung (in Acetonitril gelöst) wird der Ansatz 20 min unter einer Argonatmosphäre inkubiert.  Die spinmarkierten membranständigen Connexone werden viermal gewaschen:  Resuspendierung in 25 ml TNT-Markierungspuffer, 15°C, 30 min, 100000 g.  Die Membranen werden in 10 µl TNT-Markierungspuffer resuspendiert.

2.2.4.2.  Dichtegradientenzentrifugation
Nach dem Protokoll von Falk et al. (1997) wurde wie folgt vorgegangen:  Mikrosomen eines 250 µl-TNT-Ansatzes, die in vitro –synthetisierte 35S-Methionin markierte Connexine enthalten werden zweimal mit 25 ml TNT-Waschpuffer zentrifugiert (15°C, 30 min, 100000 g), um anschließend in 1 % Triton X-100 für 30 min bei 4°C solubilisiert zu werden.  Die ungelösten Membranbestandteile werden bei 15°C, 30 min und 100000 g abzentrifugiert, der Überstand wird auf 5 ml eines 5-20 % Saccharose-Zuckergradienten, der in Dichtegradientenpuffer mit 1 % Triton X-100 gelöst ist, gegeben.  Nach einer Zentrifugation von 16 h, 4°C, 180000 g im Swing-Out-Rotor wruden 200 µl Aliquots mit abgeschnittenen 1000 µl Kunststoffpipettenspitzen abgenommen.  25 µl eines jeden Aliquots wurden im Szintillationszähler analysiert.  Die Fraktion mit der geringsten Aktivität wurde als Hintergrund von allen übrigien Fraktionen subtrahiert.  Die Fraktion mit der größten Aktivität wurde als 100 % Marke gesetzt, die Aktivitäten aller anderen Fraktionen wurden relativ zu diesen 100 % berechnet.  

2.2.4.3.  Isolation von Connexinproteinen
2.2.4.3.1.  Theorie zur Solubilisierung von Membranproteinen
Bei Detergenzien handelt es sich um Tenside, Moleküle mit einem starken amphiphilen Charakter.  Tenside sind in der Regel in der wäßrigen Phase gelöst.  Sie bestehen aus einem stark hydrophilen und einem stark hydrophoben Molekülteil.  Diese Verbindungen werden nach der Natur der hydrophilen Kopfgruppe in anionische, kationische, zwitterionische (d.h. starke Eletrolyte mit vollständiger intramolekularer Ladungskompensation) und nichtionische Tenside eingeteilt.  Die hochaktiven Tenside reichern sich stark an der Oberfläche ihrer wäßrigen Lösungen (bzw. in deren Grenzflächen zu einer Kohlenwassersoff-(Öl)-Phase) an und erniedrigen die Oberflächenspannung des Wassers stark.  Neben diesem Geichgewicht zwischen gelöstem und oberflächen gebundenem Tensid tritt mit zunehmender Konzentration an Tensid das Phänomen der Mizellbildung auf.  Wenn die Lösungsoberfläche mit einer Monoschicht von orientierten Tensidmolekülen besetzt ist, so wird ihre weitere, energetisch begünstigte Einlagerung in der Grenfläche praktisch unmöglich.  Ab einer relativ scharfen Konzentration, der kritischen Mizellkonzentration (CMC, engl.: critical micelle concentration), bilden die Tensidmoleküle Mizellen, das heißt Assoziate von typischerweise 50-200 Molekülen.  Dabei weisen die hydrophoben Molekülteile ins Lumen der Mizelle, während die hydrophilen Molekülteile in die wäßrige Lösung eintauchen.  Mit der energetisch relativ günstigen Anordnung kann eine erhebliche Menge der an sich sehr schlecht löslichen Tensidmoleküle in der wäßrigen Phase untergebracht werden.  

Die Kleinheit der Oberflächenspannung der Tensidlösung erleichtert die Vergrößerung der Oberfläche bei mechanischer Agitation.  Dies wiederum führt zu erleichterter Schaumbildung.  

Die Anwendung von Tensiden als Detergentien beruht auf der Wechselwirkung der hydrophoben Molekülteile des Tensids mit Kohlenwasserstoffverbindungen.  Das Auftreten von Mizellen oberhalb der CMC gibt Anlaß zum Phänomen der Solubilisierung von kleinen hydrophoben Molekülen im Inneren der Mizelle.  

Zur Solubilisierung von Membranproteinen unter nicht denaturiereden Bedingugen sind die zwitterionischen und mehr noch die nichtionischen Tenside viel besser geeignet als die anionischen Tenside.  Man setzt sie hierbei meist bei Konzentrationen ein, die oberhalb der CMC liegen (Adam et al., 1988; Hiemenz, 1986; Hunter, 1987).

2.2.4.3.2.  Solubilisierung von Cx-Halbkanälen aus transfizierten High Five Insektenzellen
In einem 500 ml Erlenmeyerkolben wurde eine Schüttelkultur mit 60 ml Medium und einer Anfangskonzentration von 0.5 · 105 Zellen/ml hergestellt.  Nach 48 h mußte die Vitalität der Zellen durch einen Trypan-Blau-Test sowie die Zellendkonzentration der Schüttelkultur mittels einer Neubauerzählkammer festgestellt werden.  Sie sollte zwischen 4 und 5 · 106 Zellen/ml liegen.  Die Zellen wurden bei 600 g, RT, für 5 min abzentrifugiert, der Überstand wurde verworfen. Die Zellen wurden mit Moscona bei RT gewaschen, und unter vorherigen Bedingungen nochmals zentrifugiert.  Das Pellet wurde in 10 ml Homogenisierungspuffer aufgenommen und im Dounce-Homogenisator mit 20 Hüben homogenisiert.  Mit einem Trypan-Blau-Test wurde unter dem Phasenkontrastmikroskop der Zustand der Zellen überprüft.  Die Proben wurden anschließend auf Eis mit einem Minipistil-Homogenisator bei 5000 U/min 10 s behandelt, eine 30 s Pause eingelegt und anschließend nochmals 10 s behandelt.  Mittels eines Trypan-Blau-Tests wurde unter dem Phasenkontrastmikroskop der Zustand der Zellen überprüft.  Da verschiedene Homogenisierer zu unterschiedlichen Zell-Aufbruch-Ergebnissen führen können, mußte die Homogenisierung im Phasen-Kontrast-Mikroskop kontrolliert werden.  Der Zell-Aufbruch wurde anhand der Relation von intakten Zellen zu freien Nuclei abgeschätzt, wobei eine Zell-Aufbruch-Quote von 99 % erreicht werden mußte.  Exzessive Homogenisierung führt allerdings zu geringen Ausbeuten (Hertzberg, 1983).  Das Pellet des erneut zentrifugierten Homogenisats (11000g, 4°C, 30 min) wird als Rohmembranfraktion bezeichnet, das Membranfeuchtgewicht wurde durch Wäagen bestimmt.  Dieses Pellet wurde in 600 µl Solubilisierungspuffer mit einer 1000 µl 1 x Pipettenspitze so resuspendiert, daß es nicht zur Schaumbildung kommt.  Die Probe wurde bei RT stehengelassen.  Der Zeitraum vom Beginn des Resuspendierens bis zum nächsten Zentrifugationsschritt (30 min, 4°C, 45000g) mußte 5 min betragen.  Der Überstand enthielt solubilisierte Halbkanäle und wurde abgenommen und auf Eis (0°C) im Kühlraum aufbewahrt.

2.2.4.4.  Dialyse kleiner Volumina zur Aggregation von Halbkanälen
Das „crude assembly“-Protokoll von Kistler et al. (1994) wurde leicht modifiziert.  Ein Eppendorfgefäß wurde in Höhe der 1 ml Marke durchgesägt, anschließend der Deckel mit dem daranhängenden Rest des Gefäßes autoklaviert.  Ein Dialyseschlauch wurde in 2x2 cm Quadrate zerschnitten,  und zur Aktivierung 30 sec in Aqua dest. gekocht.  Da Dialyseschläuche schwermetallhaltig sind, mußte mit Handschuhen gearbeitet werden.  200 µl der zu dialysierenden Flüssigkeit wurden in den Deckel des Eppendorfgefäßes pipettiert.  Das quadratische Stück Dialysemembran wurde auf den Ring der inneren Deckelseite gelegt, der Rest des Eppendorfgefäßes so darüber gestülpen, daß keine Undichtigkeiten auftraten.  Der Ansatz wurde bei 4°C auf einem Rührgerät 24 h gegen 1 l eines Austauschpuffers dialysieren.  Der Austauschpuffer wurde alle 8 h gewechselt.  Mittels einer Insulinspritze und einer Injektionsnadel wurde die Flüssigkeit nach Beendigung der Dialyse abgezogen.

2.2.4.5.  Gelfiltration Superose 6 PG mit Eichung
Eine Superose 6 PG Säule wurde mit den folgenden Standards geeicht:  Kinase (1200 kd), Thyreoglobulin (668 kd), Ferritin (440 kd), Aldolase (158 kd),  α-Amylase (200 kd), Katalase (232 kd), IgG (150 kd), Ovalbumin (45 kd), Chymotrypsinogen (25 kd), Trypsininhibitor (20 kd), Cytochrom c (12,4 kd), Ubiquitin (8,5 kd).  500 µl dialysierter oder detergenzbehandelter Connexine wurden auf die Säule aufgetragen und im Eluat durch eine Dot Blot Densiometrie quantitativ nachgewiesen.  Die Flußrate betrug 8 ml/h, das Fraktionsvolumen 1 ml.  Der Kapazitätsfaktor k’ ist als (Ve – Vo)/Vo definiert, wobei Ve das Elutionsvolumen und Vo das Auschlußvolumen darstellen. Vo entspricht dem Elutionsvolumen des Dextranblau (2000 kd). Die Säule wurde mit dem dreifachen Säulenvolumen an Laufpuffer ohne Detergenz gewaschen.

2.2.4.6.  Proteinkonzentrationsbestimmungen
Der MicroBCA-Proteinbestimmungsassay von PIERCE (KMF, Sankt Augustin) liefert eine Empfindlichkeit von minimal 0.5 µg/ml.  Es wurde nach den Angaben des Hersteller vorgegangen.

2.2.4.7.  Ni-NTA-Affinitätschromatographie
In eine Biorad-Säule wurden 250 µl Ni-NTA Matrix (Qiagen) gegeben und diese mit dem 20fachen Säulenvolumen Äquilibrierungspuffer eingestellt.  Die Matrix wurde in ein 1,5 ml Reaktionsgefäß überführt.  Die Probe wurde appliziert und für 2 h bei 4°C mit der Matrix unter leichtem Schütteln inkubiert.   Der gesamte Ansatz wurde wieder in die Biorad-Säule überführt und mit dem 20fachen Säulenvolumen gewaschen.  Die Elution erfolgte mit einem Säulenvolumen imidazolhaltigem Elutionspuffer.  

2.2.4.8.  Dot Blot Densiometrie
Belichtete Filme wurden mittels eines Durchlichtscanners digitalisiert.  Die Schwärzung der einzelnen Dots, die proportional zur Konzentration des interessierenden Proteins ist, wurde durch eine Bildbearbeitungssoftware bestimmt.  Das Flächenintegral der Schwärzung eines Dots wurde durch das Produkt aus der Anzahl der Pixel pro Dot mit dem Mittelwert der Schwarztöne (Photoshop: Menü Bild, Menüpunkt Histogramm) genähert.

2.2.4.9.  Elektrophorese von Proteinen
Die SDS-Polyacrylamid-Geleletrophorese (PAGE) wurde nach Laemli (1970) durchgeführt.  

2.2.4.10.  Silberfärbung von Polyacrylamidgelen
Nach der Gelelelektrophorese wurde das Gel in 100 ml Silberfärungs-Fixierer für 30 Minuten langsam geschüttelt.  Nach dem Abgießen des Fixierers wurde das Gel in 100 ml Siberfärbungs-Entfärbelösung für 30 min geschüttelt.  Nun wurde das Gel in einer 10% (v/v) Glutaraldehydhyd (in A.dest.) für 10 bis 15 min unter dem Abzug geschüttelt.  Anschließend wurde das Gel für 2 h in A.dest. gewaschen, wobei das Wasser fünfmal gewechselt wurde.  Darauf folgte eine Schüttelinkubation in 100 ml DTT-Lösung (5 mg/l in H2O).  Ohne das Gel zu spülen, wurde es in 100 ml Silbernitratlösung für 30 min langsam geschüttelt.  Anschließend wurde das Gel kurz in H2O gewaschen und zweimal mit der Silberfärbung-Entwicklerlösung gespült.  Nun wurde das Gel in 100 ml Entwickler langsam geschüttelt, bis die Banden gut sichtbar waren.  Die Entwicklung wurde durch Zugabe von 5 ml Stopplösung (2,3 M Zitronensäure) gestoppt und das Gel nach 10 min in H2O überführt.

2.2.4.11.  Transfer von Proteinen auf Nitrozellulosemembranen
Der Transfer von Proteinen auf Nitrozellulosemembranen erfolgte mit Western Blot Kammern der Firma Biometra (München).  Einen Schwamm, drei Lagen Whatman 3MM Filterpapier, die Nitrozellulosemembran, das Polyacrylamid-Gel mit den elektrophoretisch getrennten Proteinen, drei weitere Lagen Whatman 3MM Filterpapier und ein Schwamm, jeweils in Transferpufffer (4°C) getränkt, wurden luftblasenfrei zu einem Blot in den dafür vorgesehenen Rahmen gespannt.  Nach Einsetzen des Rahmens in die Blotapparatur erfolgte der Transfer für 2 h auf Eis bei 2,5 mA/cm² Gelfläche.

2.2.4.12.  Dot Blot
Je 1 µl jeder Probe wird auf eine Nitrozellulosemembran pipetiert.  Ist der Probenpunkt trocken, wird sofort mit dem Chemolumineszenzverfahren begonnen.

2.2.4.13.  Chemolumineszenz
Zum Nachweis von  Proteinen auf Nitrozellulosemembranen, werden diese Proteine von spezifischen Primärantikörpern detektiert.  Diese spezifischen Antikörper sind entweder selbst HRP-konjugiert oder sie werden durch Sekundärantikörper, die HRP-konjugiert sind, detektiert.  Mit Hilfe des ECLPlus-Chemolumineszenznachweises (Amersham) werden Acridan Moleküle durch HRP und Peroxid in Acridiniumester umgesetzt, die wiederum mit Peroxid unter Emission von Photonen der Wellenlänge λ = 430 nm reagieren.  Die Lichtquanten werden mittels eines fotografischen Films (Kodak X-OMAT K Film) gesammelt.  Nach der Entwicklung des Films zeigen geschwärzte Stellen das Vorhandensein des interessierenden Proteins an.

2.2.4.14.  Ultrafiltration
Flüssig Proben wurden in Filtereinsätze der Firmen Millipore pipettiert und in Abhängigkeit vom MWCO (Molecular weight cut off) entsprechend den Angaben des Herstellers solange zentrifugiert, bis die gewünscht Konzentrierung eintrat.

2.2.5.  Biophysikalische Methoden
2.2.5.1.  Szintillationszählung

35S-Methionin markierte Proteine wurde in 10 ml Aqua Luna (Sigma) gelöst.  Die radioaktive Zerfälle wurden in einem Szintillationszähler (Beckman Instruments) 10 min pro Probe registriert.  Es wurden Standardlösungen mit definierter 35S-Methionin-Konzentration angelegt, ebenfalls vermessen und mit den Proben verglichen.

2.2.5.2.  Spinmarkierung

Ein 8-POE solubilisiertem Cx43-Halbkanalansatz, der aus einer Schüttelkultur mit 120 ml Medienvolumen stammte, wurde einer Gelfiltration unterzogen.  Die nach dem Dot Blot bestimmbare Fraktion mit dem höchsten Cx-Konzentration bei der Halbkanalgröße entsprechendem Kapazitätsfaktor k’ wurde soviel einer 100 mM MTSSL-Stammlösung (in Acetonitril gelöst) zugegeben, daß die MTSSL-Endkonzentration 1 mM betrug.  Der Ansatz wurde 12 h bei 4°C unter leichtem Rühren inkubiert, anschließend wurde die Probe zum Abtrennen ungebundenen Labels einer Gelfiltration unterzogen.

2.2.5.3.  ESR-Spektroskopie
Alle ESR-Messungen wurden mit ESR-Anlagen (Eigenbau Lehrstuhl für Biophysik, Ruhr-Universität-Bochum, Steinhoff, 1991), die Abb. 2.1. analogen waren, unter Verwendung eines dielektrischen Resonators magnetfeldsynchron (Bruker, B-NM 12 B) aufgezeichnet. Die ESR-Anlage besaß einen Mikrowellenverstärker (Mitec, 30fach-Verstärkung).

Die Elektronenspin-Resonanz-Spektroskopie (ESR-Spektroskopie) ermöglicht insbesondere in Kombination mit der ortsspezifischen Spinmarkierung eine detaillierte Untersuchung molekularer Strukturen und Vorgänge.  Die gewonnen ESR-Daten sind jedoch nicht direkt mit den Vorgängen im Protein assoziierbar.  Die Vielzahl der im ESR-Spektrum wiedergegebenen Wechselwirkungen erfordert einen ausgefeilten methodischen Ansatz sowie eine Interpretation, die die physikalischen Grundlagen miteinbezieht (Galla, 1988).

2.2.5.4.  Aufbau des Elektronen-Spin-Resonanz-Spektrometers



Abb. 2.1.:  Schema der ESR-Anlage, grau unterlegt sind die für Photoreaktionen notwendigen Komponenten.  AD  Analog-Digital-Wandler, Aufz  Aufzeichnung des Spektrums sowie Lasersteuerung mittels Computer, Däm  Dämpfer zur Leistungsregulierung, Det  Detektordiode, Ex  Excimer, Fs  Farbstoff des excimergepumpten Farbstofflasers, Gen  50 kHz - Generator, Hl  Hohlleiter, Kly  Klystron-Sender ( 9 GHz), LV  Lock-In-Verstärker (Phasenempfindlicher Gleichrichter), M  Elektromagnet für das B0-Feld, Mes  B0-Flußdichte-Meßgerät, Md  Modulationsspulen zur Modulation des B0-Feldes, Phs  Phasenschieber, R  Hohlraum-Resonator als Probenraum, TunA  Slide-Screw-Tuner, Vor  B0-Feld-Vorschub, Zir  Zirkulator.

In Abb. 2.1. ist der schematische Aufbau einer ESR-Spektroskopie-Anlage gezeigt.

Die grundsätzlichen Komponenten, aus denen ein ESR-Spektrometer aufgebaut sein muß, sind wie folgt:

· Ein stabiles externes magnetisches Feld, das durch Elektromagneten erzeugt wird und über einen Feldbereich variiert werden kann.

· Eine Mikrowellenquelle und Mikrowellenleiter, wozu meist eine Klystron-Mikrowellenoszillator-Röhre und Hohlleiter, deren Kantenlänge der Wellenlänge ( der Mikrowelle entspricht, benutzt werden.

· Ein Resonator, in dem sich die Probe befindet.

· Ein Detektor für die Mikrowellenabsorption im Resonanzfall.

· Ein rauschunterdrückendes Verstärkersystem für das Absorptionssignal.

· Eine phasenempfindliche Aufzeichnung, die an eine Modulation des Magnetfeldes gekoppelt ist, um das Signal-Rauschverhältnis zu verbessern.

Sendet das Klystron im Mikrowellen X-Band, so liegt die Frequenz im Bereich von 9 MHz, was einer Wellenlänge von 3.33 cm entspricht.  Das Klystron wird abgestimmt und dann auf die Resonazfrequenz des Resonators eingestellt.  Die Probe befindet sich hierbei im Resonator.  Eine automatische Frequenzregelung (AFC) sorgt für eine konstante Klystronfrequenz.

Da die in den Resonator eingestrahlte Leistung P0 variabel sein soll, sind in das Mikrowellensystem Abschwächer eingebaut.  Die Ausgangsleistung des benutzten Klystrons beträgt etwa 90 mW.

Durch geeignete Ankopplung bildet sich im Resonator eine stehende Welle aus.  Diese Welle ist linear polarisiert, d.h. aus zwei in der xy-Ebene entgegengesetzt umlaufenden circular polarisierten Wellen zusammengesetzt.  Der Hohlraumresonator liefert das zur ESR-Messung notwendige magnetische Wechselfeld B1.

Das äußere Magnetfeld B0 definiert die z-Richtung des Laborsystems und steht senkrecht zum B1-Feld im Resonator.  Die Messung der Flußdichte B0 dient der magnetfeldsynchronen Aufzeichnung des Spektrums durch den Computer. Die magnetische Flußdichte B0 wird mit konstanter Änderungsrate erhöht.  

Mikrowellenquelle, Probe und Detektionssystem sind über eine Brückenschaltung verbunden.  

Die Mikrowellenstrahlung des Klystrons erreicht den Resonator. Der Resonator ist so an das Hohlleitersystem angepaßt, daß durch Dämpfung die gesamte ankommende Energie verbraucht.  Daher tritt keine Reflexion auf.  Wird unter Resonanz allerdings Energie von der Probe im Resonator absorbiert, so wird die Anpassung gestört und ein Teil der Mikrowelle wird reflektiert.  Hierbei ist die reflektierte Mikrowellenleistung proportional zur durch die Probe absorbierten Mikrowellenleistung.  Ein Zirkulator leitet das reflektierte Mikrowellensignal über einen Nachweiszweig zur Diode, einem Kristalldetektor, der eine der Intensität der reflektierten Mikrowelle proportionale Gleichspannung liefert.

Um ein besseres Signal-Rausch-Verhältnis zu bekommen, wird dem äußeren Magnetfeld B0 ein richtungsgleiches Magnetfeld durch einen Generator und zusätzliche Spulen aufmoduliert.  Der Modulationshub SYMBOL 68 \f "Symbol"BH muß kleiner als die Linienbreite des Spektrums sein.  

Diese Überlagerung bewirkt, daß das tatsächliche Magnetfeld B(t) mit dem Modulationshub  SYMBOL 68 \f "Symbol"BH um das äußere Magnetfeld B0(t) schwingt.  Somit schwingt im Resonanzfall auch die Absorption des Systems.  Die Amplitude dieser Schwingung ist das Maß für die Änderung der Absorption bei Änderung des B0-Feldes, also die erste Ableitung der Absorption  (Abb. 2.2.).

	Abb. 2.2.:  Die Modulation des externen Magnetfeldes in a) bewirkt die Aufzeichnung der ersten Ableitung des ESR-Absorptionssignals in b).

	[image: image1.jpg]a)

Absorption

b)

Bo

Erste Ableitung :—Q

Bo






Die nun am Kristalldetektor entstehende schwingende Spannung (Wechselspannung) als Maß für die erste Ableitung der Absorption A(B0) wird auf einem Oszillographen beobachtet und einen Lock-In-Verstärker (Phasengleichrichter) zugeführt.  Nach der Gleichrichtung wird das ESR-Signal als erste Ableitung der Absorption beobachtet.  Dieses Signal wird mittels eines AD-Wandlers digitalisiert und durch einen Computer aufgezeichnet.  Die Addition von Signalen verbessert das Signal-Rauschverhältnis mit n1/2, wobei n die Anzahl der aufaddierten Signale ist.

2.2.5.5.  cw-ESR-Spektroskopie bei Raumtemperatur

Mindestens 10 pmol Cx wurden in eine Quartzrundküvette gefüllt und in einem dielektrischen Resonator positioniert.  Bei einer Klystronfrequenz von 9.008 MHz wurde ein Spektrum von 315 bis 327.75 mT durch einen Computer, dem ein 12 bit AD Wandler (Eigenbau Institut) vorgeschaltet war, aufgezeichnet.

2.2.5.6.  Spinzahlbestimmung
Eine absolute Quantifizierung ist durch die Vielzahl der zu bestimmenden Faktoren sehr fehlerbehaftet.  Es wurde stattdessen eine Vergleichstechnik mit einem bekannten Standard, einer 1 mM MTSSL in 87 % (w/w) Glycerin-Wasser-Lösung, verwandt.  Vergleichsmethoden sind von der Linienform und eventueller Übermodulation unabhängig.  Die in den Resonator eingestrahlte Mikrowellenleistung P0 war für Probe und Standard gleich, ferner wurde darauf geachtet, daß man sich nicht im Sättigungsbereich bewegt.  Zusätzlich waren Temperatur für Standard und Probe gleich und die Lösungsmittel und Probengeometrie sowie die Resonatorgüte identisch, um Abweichungen der magnetischen Feldstärke der Mikrowelle B1 zu vermeiden.  Die Spinkonzentration konnte nun wie folgt ermittelt werden:

Die Fläche F unter dem Absorptionsspektrum entspricht der Anzahl ns der in der Probe vorhandenen Spins.  F ist proportional zur eingestrahlten Mikrowellenleistung P und der Verstärkung A des Signals.  Daraus ergibt sich mit der Proportionaltätskonstanten k folgende Abhängigkeit:

(Gl. 2.1.)





k läßt sich mit Hilfe einer Referenzprobe bekannter Spinzahl ns,0 ermitteln:

(Gl. 2.2.) 





Somit ergibt sich die Spinzahl einer unbekannten Probe zu:

(Gl. 2.3.) 





Wird die eingestrahlte Mikrowellenleistung für die Referenz- und die zu untersuchende Probe gleich gehalten, so vereinfacht sich (3) zu:

(Gl. 2.4.)
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