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3.  Ergebnisse
3.1.  Vorüberlegung

Die für die ESR-Spektroskopie notwendige Stoffmenge unter Verwendung eines X-Band Spektrometers und eines dielektrischen Resonators beträgt minimal 6 pmol Spins.  Unter der Voraussetzung, daß mindestens eines der Cysteine im C-Terminus eines Connexins eine Reaktion mit einem Methanthiosulfonatspinlabel eingehen kann, ist die zu synthetisierende Proteinstoffmenge 6 pmol, was bei einer molekularen Masse von 43 kd (Cx43) oder 46 kd (Cx46)  einer minimal benötigten Proteinmasse von 260 bzw 280 ng entspricht.  Sollte mehr als ein Cystein für eine Methantiosulfonatspinlabel zugänglich sein, ist die minimal für die ESR-Spektroskopie notwendige Proteinmasse proportional geringer.

Das Expressionssystem muß neben der Synthese einer ausreichenden Proteinmenge 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 durch einzelne Spinlabel an den aufeinanderfolgenden Positionen im Protein verursachen, kann ein Bild der dreidimensionalen Struktur eines interessierenden Proteinbereichs entwickelt werden.

3.2.  Expression von Connexinen

3.2.1.  Expression von Cx46 durch ein gekoppeltes in vitro Transkription- und Translationssysteme
Mit Hilfe eines in vitro Transkriptions- und Translationssystem können Proteine zellfrei synthetisiert werden.  In einem Reaktionsgefäß werden sämtliche an der Transkription und Translation beteiligten Komponenten zusammengeführt, um mit der Synthese des interessierenden Proteins zu beginnen.  Im Unterschied zur Zelle befinden sich diese Synthesereaktionen allerdings nicht in einem Fließgleichgewicht.  Im Reaktionsgefäß, das ein „Batch-System“ darstellt, werden die anfänglich zugesetzten Substanzen verbraucht ohne erneuert oder ersetzt zu werden und erschöpfen sich daher im Verlauf der Synthesereaktionen.  Bisher sind kontinuierliche Synthesereaktionen wie in der Zelle, die als „continous flow“-System bezeichnet werden, technisch nicht realisiert.  Aus diesem Grund ist die Stoffmenge synthetisierbarer Proteine, die durch eine in vitro Trankription und Translation erreicht werden kann, begrenzt. 

Cx46wt cDNA wurde in den Vektor pTS6 kloniert.  Das Vektorkonstrukt beinhaltete sowohl eine Promotorstelle für die RNA-Polymerease, eine ribosomale Bindungstelle sowie das Initionscodon für die Translation.

Für die in vitro Transkription und Translation wurde ein gekoppeltes System verwandt.  Dies bedeutet, daß sowohl die Transkription wie auch die Translation im gleichen Reaktionsgefäß stattfinden.  Die zugefügten microsomalen Membranen ermöglichen nicht nur den Einbau von Connexinen in  eine Lipiddoppelmembran, sondern auch die Aggregation von Connexinen zu funktionalen Connexonen (Falk, 1994 und 1997).  Wird zu Beginn der in vitro Synthesereaktion die Aminosäure Methionin durch 35S-Methionin ersetzt, so ist es möglich, durch eine hydrodynamische Zuckergradientenzentrifugation und eine anschließende Szinillationszählung zu ermitteln, ob die Connexine sich in den microsomalen Membranen zu Connexonen agreggiert haben.  Falk et al. (1994) zeigten, daß sich in vitro translatierte Connexine, Connexone und Gap Junction Kanäle anhand ihrer unterschiedlichen  Sedimentationkoeffizienten unterscheiden lassen.
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	Abb. 3.1.:  Zellfreie Synthese und Aggregation von Connexonen, Nachweis durch  Zuckergradientensedimentation von GJ Connexinen.  Cx46 wurde in der Gegenwart microsmaler Membranen und 35S-Methionin transkribiert und translatiert.  Die Microsomen wurden so lysiert, daß die Proteinkomplexe intakt blieben (1% Triton X-100), anschließend wurde die Probe durch einen 5 – 20 % Zuckergradienten sedimentiert.  Die Gradienten wurden fraktioniert und Aliquots jeder Fraktion wurden mittels eines Flüssigszintillationszähler auf die radioktiven Zerfälle pro Minute untersucht.  Die Ordinate des Gaphen gibt die Zerfälle pro Minute jeder Fraktion relativ zur Fraktion mit der maximalen Anzahl an radioktiven Zerfällen wieder.  Dieser Wert ist abgetragen über der Abszisse, die die Zuckerkonzentration in % (w/v) darstellt.  Fraktionen, die 5S Partikel (monomeres Connexin) oder 9S Partikel (aggregierte GJ Connexone) enthalten, sind durch Pfeile markiert.


Die Zuckergradientendichtezentrifugation stellt eine Identifizierungsmethode für Connexone dar.  Im Zuckerkonzentrationsbereich von 13 bis 17 % (w/v) sind die hexameren Connexone enthalten.  Werden die Absolutwerte der Zerfälle pro Minute jeder Fraktion im Bereich von 13 bis 17 % summiert, so kann die synthetisierten Proteinmenge berechnet werden.  Im Mittel konnten 
0,5*10-15 mol an Cx46 pro 25 µl Transkriptions- und Translationsreaktionsansatz synthesiert werden.  Die in den Vorüberlegungen dargestellte minimale Stoffmenge an Connexinen für die ESR-Spektroskopie beträgt 6 pmol.  Damit wären minimal 1200 Ansätze mit je 25 µl Reaktionsvolumen, also 30 ml, nötig, um die für eine ESR-Messung notwendige Cx43-Proteinmenge zu synthetisieren.  

3.2.2.  Expression von 6xHis-Cx46 in Sf9 Insektenzellen durch eine Baculovirus vermittelte Transfektion

Das Baculoviren-Expressionssystem bietet den Vorteil des sehr starken viralen Polyhedrinpromotors für die Transkription sowie die Möglichkeit der posttranslationalen Modifikation von eukaryonten Proteinen.   Stauffer et al. (1991) und Buehler et al. (1995) konnten zeigen, daß die Expression von Cx32 und Cx26 in Sf9-Insektenzellen durchgeführt werden kann. 

Im Transferplasmid pBlueBacHisSiteBCx46 war die Cx46 cDNA 3’ im ORF eines 6xHis-Epitops kloniert.  Dieser Ansatz sollte die Reinigung der exprimierten Connexine in der Form von Connexonen über eine Nickelchelatsäule (NiNTA) ermöglichen.  Das Vektorkonstrukt wurde sequenziert, um sicherzustellen, daß sich  die Cx46-cDNA im ORF hinter dem 6xHis-Epitop befindet und keine ungewollten Mutationen in die Cx46 cDNA durch die Klonierungsarbeiten eingeführt wurden.  Die Sequenzierungsarbeiten erlaubten ein uneingeschränktes weiteres Vorgehen.

Dieser Vektor wurden am Institut für Anatomie sowie am Max-Planck-Institut für molekulare Physiologie in Dortmund für die Kotransfektion von Sf9 Zellen verwandt.  Für jedes Transfektionsexperiment wurden Kontrollexperimente durchgeführt, in denen nur das Transfektionsreagenz, das Plasmid oder die linearisierte Baculovirus-DNA den Insektenzellen zugesetzt wurde. 

In dem verwandten System wird der Vektor, der die zu exprimierenden cDNA enthält, mit liniarisierter Baculovirus-DNA kotransfiziert.  Die Vektor DNA enthält ein 5’-Fragment der β-Galaktosidase, während die virale DNA das Restfragment der β-Galaktosidase trägt.  Das Expressionsystem ist so konzipiert, daß nach der Kotransfektion von Vektor und linearisierter Baculovirus-DNA ein Rekombinationsereignis stattfinden kann.  Die interessierende cDNA aus dem Vektor und die virale DNA tauschen DNA-Sequenzen aus, hierbei gelangt die interessierende cDNA mitsamt dem 5’-Fragement der β-Galaktosidase so in die virale DNA, daß das „upstream“-Fragement der β-Galaktosidase sich mit dem Rest des β-Galaktosidasegens zum kompletten und funktionale Gen ergänzt.  

Solch ein erfolgreiches Rekombinationsereignis führt zu einer zirkulären viralen DNA.  Dieses Virus nutzt den DNA-Replikations- sowie den Proteinsyntheseapparat der Wirtszelle, um einerseits die eigene DNA zu vervielfachen und andereseits die viral codierten Gene zu exprimieren.  Zu diesen Genen gehören die einklonierte interessierende cDNA wie auch die nun funktionale β-Galaktosidase.  Dem Insektenzellmedium wird X-Gal sowie Agarose zugesetzt.  Die Agarose geliert das Medium und verhindert die Diffusion des Indigo-Farbstoffes, der nach der enzymatischen Spaltung des X-Gals entsteht und durch die Lyse der Insektenzellen freigesetzt wird.

In parallelen Versuchreihen konnte weder am Institut für Anatomie noch am Max-Planck-Institut für molekulare Physiologie in Dortmund blaugefärbte Plaques erzeugt werden, die auf eine erfolgreiche Vermehrung rekombinater Baculoviren mit der dazugehörenden Lyse der Insektenzellen hätten schließen lassen.  

Allerdings konnten Plaques mit einer milchigen Färbung ausfindig gemacht werden.   Diese Plaques entstehen durch Religationsereignisse der linearisierten wt-Baculovirus-DNA.  In diesem Fall wird das 5’-Fragment der β-Galaktosidase aus dem Transfervektor nicht durch ein Rekombinationsereignis in die wt-Baculovirus-DNA eingebaut.  Somit kann keine β-Galaktosidase synthetisiert werden und damit das X-Gal nicht hydrolytisch gespalten werden.

Da mögliche Ursachen für das Unterbleiben eines Rekombinationsereignisses ein fehlerhaftes Transfektionsreagenz, ein fehlerhaftes Transferplamsmid oder eine fehlerhafte wt-Baculovirus-DNA. sein konnten, wurde jedes Reagenz separat den Insektenzellen zugegeben, ohne daß es zu einem Effekt auf das Zellwachstum oder die Morphologie der Zellen gekommen wäre.  Eine cytotoxische Wirkung dieser Reagenzien konnte aufgrund der Kontrollexperimente ausgeschlossen werden. 

Weiterhin konnte für das Tranfektionsreagenz und die Baculovirus-DNA eine fehlerhafte Charge ausgeschlossen werden, da einerseits diese Reagenzien erneut bestellt wurden oder bei den Versuchen am Max-Planck-Institut für molekulare Physiologie in Dortmund die dort vorhandenen Chargen verwandt wurden.  

Ebenso sollte ein fehlerhaftes Transferplasmid auszuschließen sein.  Das eingesetzte Stammplasmid pBlueBacHisSiteB wurden in Dortmund bereits erfolgreich eingesetzt.  Die in Dortmund benutzten Chargen wurde am Institut für Anatomie in Essen weitergeführt.  Restriktionsanalysen sowie die Sequenzierungen nach den Klonierungschritten deuteten in keinem Fall auf eine Veränderung der Plasmide hin.

Um die Hypothese zu stützen, daß 6xHis-Cx46 eine cytotoxische Wirkung besitzt, wurden HeLa Zellen mit der 6xHis-Cx46 cDNA, die sich in einem dafür geeigneten Vektor befand, transfiziert.  

3.2.3.  Expression von 6xHis-Cx46 in HeLa Zellen
HeLa-Zellen bieten als Expressionssystem den Vorteil, parental keine Connexine zu exprimieren.  So sind sie bereits mehrfach für die Expression verschiedener Connexintypen benutzt worden (Traub et al.,1994; Verselis et al., 1994; Elfgang et al., 1995, Cao et al.,1998).  Allerdings konnte in keinem Fall ein Expressionsniveau erreicht werden, daß eine Aufreinigung ausreichender Proteinmengen für spektroskopische Zwecke gewährleistet hätte.  

Die in dieser Arbeit mit HeLa-Zellen durchgeführten Expressionsexperimente dienten vor allem der Überprüfung der für Insektenzellen postulierten cytotoxischen Wirkung von 6xHis-Cx46.  Hierzu wurde 6xHis-Cx46-cDNA in den Expressionsvektor pKEX1 kloniert.  Die Klonierung wurde durch eine DNA-Sequenzierung verifiziert.  Das Plasmid pKEX1-6HisCx46 wurde in HeLa-Zellen transfiziert.  Parallel dazu wurden Kontrollexperimente durchgeführt, in denen entweder nur das Plasmid oder nur das Transfektionsreagenz dem Zellmedium zugesetzt war.  Diese Kontrollexperimente zeigten für alle durchgeführten Versuche, daß weder das Transfektionsreagenz noch das Plasmid cytotoxische Wirkung auf die HeLa-Zellen besaßen.  Die Zellen, deren „Kill-Curve“ für das Antibiotikum Hygromycin zuvor bestimmt wurde, waren nach der Transfektion mit pKEX1-6His-Cx46 einem Selektionsdruck von 200 µg/ml Hygromycin für sieben Tage ausgesetzt.  Die zur Kontrolle der Selektion mitgeführten parentalen HeLa-Zellen starben unter diesem Selektionsdruck nach vier Tagen, während die transfizierten Zellen weiter wuchsen.  Diese Klone wurden gepickt und unter einer Hygromycinkonzentration von 50 µg/ml weiter passagiert.  Unter diesen Bedingungen wuchsen die transfizierten HeLa-Zellen bedeutend langsamer als unter gleichen Bedingungen gehaltene nicht transfizierte HeLa-Kontrollen.

21 Tage nach der Transfektion, entsprechend Passage 3, wurde eine Immunhistochemie durchgeführt (Abb. 3.2.).  Eine zur Kontrolle durchgeführte Immunhistochemie der parentalen HeLa-Zellen zeigte keine Fluoreszenzsignale, so daß eine Kreuzreaktion der benutzten Antikörper ausgeschlossen werden kann.  6xHis-Cx46 war in den immunhistochemisch positiven Zellen hauptsächlich membranständig lokalisiert.  In den cytosolischen Bereichen der Zellen konnte nur wenig 6xHis-Cx46 nachgewiesen werden.  Neben den 6xHis-Cx46 exprimierenden Zellen gab es HeLa-Zellen, die anscheinend durch die Hygromycinselektion eine entsprechende Resistenz besaßen, ohne jedoch für Cx46 positiv zu sein.
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	Abb. 3.2.:  HeLa-Zellen, mit pKEX1-6His-Cx46 transfiziert. Cx46 wurde durch eine immunhistochemische Untersuchung zunächst mit einem pk Anti Cx46 Antikörper (Rabbit) markiert, der wiederum von einem FITC-markierten Anti-Rabbit Antikörper erkannt wurde.  a) zeigt HeLa-Zellen bei 400facher Vergrößerung.  Die Betrachtung erfolgt durch einen FITC-Filtersatz.  Die hellen Punkte zeigen dieFITC-markierten Connexine an.   b) zeigt die gleichen Zellen im Phasenkontrast. 


In einer zweiten immunhistochemischen Untersuchung der gleichen Zellen 30 Tage nach der Transfektion konnte für die vormals noch partiell 6xHis-Cx46 exprimierenden Zellen keine 6xHis-Cx46-Expression nachgewiesen werden.  Eine Erhöhung des Hygromycinselektionsdrucks auf 200 µg/ml zeigte, daß diese Zellen überleben konnten, während zur Kontrolle mitgeführte parentale, nicht transfizierten HeLa-Zellen abstarben.

Das gesamte Transfektionsexperiment wurde unter den gleichen Bedingungen nochmals durchgeführt, und bestätigte den beschriebenen Befund, daß N-terminal 6xHis-markiertes Cx46 eine cytotoxische Wirkung besitzt.

Da eine Aufreinigung über eine Nickelchelatsäule angestrebt wurde, bot sich nun eine C-terminale Markierung eines Connexins mit einem 6xHis-Epitop an.  Bukauskas et al. (2000) zeigten, daß eine Fusion des EGFP an den C-Terminus in HeLa-Zellen zur Expression von Cx43 zu funktionalen Gap Junctions führt.  Eine Transfektion von HeLa-Zellen mit einer  Cx43 cDNA, die N-terminal für das EGFP kodierte, gelang dagegen nicht (Bukauskas, persönliche Kommunikation).  Da sich Cx43 damit als unempfindlich für die C-terminale Fusion mit einem zusätzlichen Peptidstrang erwiesen hatte, wurde für die weiteren Arbeiten Cx43 verwandt. 

3.2.4.  Stabile Transfektion von Insektenzellen mit Cx43-6xHis
Die stabile Transfektion von Insektenzellen bietet ähnliche Vorteile wie die transiente Infektion von Insektenzellen durch rekombinante Baculoviren.  So erreichen auch membranständige Proteine hohe Expressionsniveaus, weiterhin können posttranslationale Modifikationen ähnlich denen in Säugerzellen durchgeführt werden.  Die stabile Transfektion von Insektenzellen bietet den zusätzlichen Vorteil, daß eine kontinuierliche Synthese und Isolierung des zu untersuchenden Proteins stattfinden kann, da die Zellen nicht wie im Baculovirensystem lysiert werden.  Diese Lyse hat zur Folge, daß immer wieder Neuinfektionen von parentalen Zellen notwendig sind, um weitere Mengen des interessierenden Gens zu exprimieren.  

Cx43-cDNA aus der Ratte (Beyer et al., 1987) wurde in  den ORF des Expressionsplasmids pIZTV5His kloniert.  Das Plasmid pIZTV5His besitzt eine Zeocinresistenz (Sh ble – Gen, Calmels et al., 1991; Drocourt et al., 1990) sowie das an die Zeocinresistenzgen fusionierte Green Fluorescent Protein (GFP).  Werden Insektenzellen mit einem pIZTV5His-Plasmid transfiziert, so exprimieren die Zellen GFP.  Eine Betrachtung solcher Zellen durch ein Fluoreszenzmikroskop mit einer Anregungswellenlänge von 460 bis 490 nm und einem Fluoreszenzfiltersatz von 515 bis 550 nm (entspricht dem FITC-Filtersatz) läßt die sofortige Identifizierung von transfizierten Zellen zu.  

3’ der MCS (Multiple Cloning Site) befindet sich das virale V5-Epitop, das aufgrund seiner Sequenz hochspezifisch und ohne Kreuzreaktion vom monoklonalen Anti-V5-Antikörper detektiert wird (Southern et al., 1991). Daran schließt sich 3’ ein 6xHis-Epitop an.  Um das am 3’-Ende liegenden Stoppkodon der Cx43-cDNA nicht 5’ vor das V5-Epitop sowie das 6xHis-Epitop in den Expressionsvektor zu klonieren, wurden die letzten vier Aminosäuren des C-Terminus deletiert.  Restriktionsanalysen des Vektorproduktes sowie eine DNA Sequenzierung zeigten, daß sich die Cx43wt-cDNA im ORF des V5-Epitops und  6xHis-Epitops befanden.

Für die Expression des Cx43-6xHis wurden High Five Insektenzellen ausgewählt.  Diese Zellinie bietet im Vergleich zu Sf9 und Sf21 Zellinien für viele Proteine ein höheres Expressionniveau (Davis et al., 1992).  Die dazu notwendige Transfektion der Insektenzellen geschah mittels einer Lipofektion und konnte aufgrund der Expression des an die Zeocinresistenz gekoppelten GFP unter einem Fluoreszenzmikroskop überprüft werden (Abb. 3.3.). 
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	Abb. 3.3.:  High Five Zellen, mit pIZTV5His/Cx43wt transfiziert.  Das Plasmid codiert für GFP, das konstitutiv exprimiert wird.  a) zeigt zur Fluoreszenz angeregtes GFP in High Five Zellen.  Die Betrachtung erfolgte mittels eines FITC-Filtersatzes bei 400facher Vergrößerung.  b) zeigt die gleichen Zellen im Phasenkontrast.


Zur Transfektionskontrolle wurden High Five Zellen die für die Transfektion benötigten Reagenzien einzeln ausgesetzt.  Weder die alleinige Behandlung der Insektenzellen mit dem Expressionsplasmid oder dem Transfektionsreagenz beeinträchtigte die Zellen in ihrem Wachstum oder ihrem Erscheinungsbild unter dem Phasenkontrastmikroskop.  Ebenfalls zu Kontrollzwecken wurden Insektenzellen mit einem für das CAT-Gen codierenden pIZTV5HisCAT Plasmid transfiziert.  Dieser kommerzielle Transfektionvektor codiert für ein Fusionprotein aus CAT, dem viralen V5-Epitop sowie dem 6xHis-Epitop.  Dieses Genprodukt besitzt eine molekulare Masse von 32 kd.  Weiterhin wurden unbehandelte Zellen als Kontrolle mitgeführt.

Die Zellen wurde 24 h, 48 h und 72 h nach der Transfektion unter dem Fluoreszenzmikroskop auf die Relation transfizierter Zellen zu nicht transfizierten Zellen untersucht.  1-5% der Insektenzellen zeigten 24 h nach der Transfektion die für das GFP typische grünliche Fluoreszenz.  48 h bzw. 72 h nach der Transfektion fluoreszierten 10-20 % der Insektenzellen.  Dies galt sowohl für das Cx43-Gen tragende Plasmid pIZTV5HisCx43 wie auch das für das CAT tragende Kontrollplasmid pIZTV5HisCAT und stimmt mit der zu erwartenden Transfektionseffizienz (Davis et al., 1992) sehr gut überein.  Transiente Transfektionen wurde durch eine SDS-PAGE Gelelektrophorese mit anschließendem Western Blot auf die Expression von Cx43-6xHis hin überprüft.  Es wurden pro Probentasche 3µg Gesamtproteinmenge aufgetragen.  Abb. 3.4. zeigt, daß nach 48 h das Maximum der Cx43 Expression erreicht ist, die Cx43-Menge in der Zelle bleibt bis 72 h nach der Transfektion konstant.  
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	Abb. 3.4.:  SDS-PAGE (12 %) mit anschließendem Western Blot einer transienten Transfektion von High Five Zellen mit pIZTV5His-Cx43 24 h, 48 h und 72 h nach der Transfektion.  Zur Kontrolle wurde eine Transfektion mit pIZTV5His-CAT durchgeführt.  CAT trägt C-terminal als Fusionsprotein ein V5- sowie ein 6xHis-Epitop und weist damit eine molekulare Masse von 32 kd auf.  Bei aquivalent aufgetragenen Gesamtproteinmengen ist die Expression von Cx43 nach 48 h am stärksten.  Die Zahlen am linken Rand besitzen die Einheit kD.  Der Western Blot wurde mit einem HRP konjugierten mk Anti-V5 Antikörper durchgeführt.


Die transfizierten High Five Zellen wurden 48 h nach der Transfektion einer insgesamt 14-tägigen Zeocinselektion ausgesetzt.  Die Insektenzellen wurden für die ersten sieben Tage einer Zeocinkonzentration im Insektenzellmedium von 800 µg/ml ausgesetzt.  Vom 8. bis zum 14. Tag betrug die Zeocinkonzentration 1200 µg/ml.  Vorversuche hatten ergeben, daß eine Startkonzentration von 1200 µg/ml die Insektenzellen zu stark schädigte.  Nach 14 Tagen konnten Klone von einigen 100 Zellen nachgewiesen werden.  Diese Klone zeigten unter einer Anregungswellenlänge von 460 nm die für das GFP typische grünliche Fluoreszenz.  Die Zellen wuchsen bis zur Konfluenz, so daß für das Cx43-Gen eine polyklonale High Five Cx43 Zellinie entstand.  Die transfzierten und selektionierten Zellen wurden weiterhin unter einer Zeocinkonzentration von 50 µg/ml gehalten.  Die Insektenzellen erwiesen sich nach dieser Untersuchung als stabil Cx43-6xHis exprimierend (Abb 3.5.).  
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	Abb. 3.5.:  SDS-PAGE (12 %) mit anschließendem Western Blot einer stabilen Transfektion von High Five Zellen mit pIZTV5His-Cx43 7d, 14d und 21d nach Beendigung der Selektion.  Die Zellen erwiesen sich als stabil Cx43 exprimierend.  Die Zahlen am linken Rand besitzen die Einheit kD.  Der Western Blot wurde mit einem HRP konjugierten mk Anti-V5 Antikörper durchgeführt.


Die stabil Cx43-6xHis exprimierenden High Five-Zellen wurden immunhistochemisch auf die Lokalisation der Cx43-6xHis in der Zelle untersucht.  Wie Abb. 3.6. zeigt, konnte Cx43-6xHis sowohl cytosolisch wie auch membranständig nachgewiesen werden.  Die an der Zelloberfläche auftretende Markierung kann als die Aggregation von Cx43-6xHis Proteinen zu Gap Junction Plaques gedeutet werden (Unger et al.,1999 b).
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	Abb.  3.6.:  Immunhistochemische Untersuchung der stabil Cx43-6xHis exprimierenden High Five Insektenzellen.  Ein HRP konjugierter mk Anit V5 Antikörper koppelte an das entsprechende Epitop, das C-terminal an das Cx43 fusioniert war.  Nach der Zugabe von DAB zeigt das dunkle Reaktionsprodukt die Lokalisation von Cx43 an.  a) und b) zeigen die DAB markierten Connexine bei 10facher und 400facher Vergrößerung.  c) und d) zeigen gleich behandelte nicht transfizierte Insektenzellen bei entsprechender Vergrößerung.


3.2.5.  Ortspezifische Mutagenese
Die ortsspezifische Mutagense des Cx43-wt-Gens zu Cx43K146C wurde durch PCR-Overlap-Extension erzielt (Ho et al., 1989).  Abb.3.7. veranschaulicht die dazu erforderlichen zwei PCR-Schritte.  In einem ersten PCR-Schritt wurden zwei DNA-Fragemente synthetisiert:  Ein „upstream“-Fragment des Cx43-Gens mit der gewünschten Mutation am 3’-Ende, sowie ein „downstream“-Fragment, das die Mutation am 5’-Ende trägt.  Jedes Fragement wird von seinem Mutageneseprimer, der an der gewünschten Aminosäuresequenzposition ein geändertes Basentriplett aufweist, und einem antiparallel dazu gelegenen, dem Wiltyp homologen Globalprimer, eingerahmt.

In einem zweiten PCR-Schritt wurden die sich im Bereich der Mutation überlappenden Fragemente unter Zugabe beider Globalprimer vereinigt, es entstand ein die Mutation tragendes Fragment.  Nach Restriktionsverdau mit Spe I und Sac II konnte das 1152 (vom Initionscodon bis zum deletierten C-Terminus) lange Fragment in das Plasmid pIZTV5His ligiert werden.  
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	Abb. 3.7.:  Generierung der ortspezisfischen Cysteinmutation Cx43K146C.  a) zeigt schematisch die für die Erzeugung der ortspezifischen Mutation notwendigen PCR-Schritte.  b) gibt die entsprechenden PCR-Produkte wieder, wobei folgende Zuordung gilt: Spur 1:  100 bp Marker,  Spur 2: upstream-Fragment, Spur 3: downstream-Fragement, Spur 4: DNA-Fragment nach der 2. PCR.  c) zeigt die Cx43 Cysteinmutante Cx43K146C nach einer transienten Expression in High Five Zellen im SDS-PAGE (12 %) und anschließendem Western Blot.  Der Western Blot wurde mit einem HRP konjugierten mk Anti-V5 Antikörper durchgeführt.  Die Zahlen am linken Rand besitzen die Einheit kD.
	


3.3.  Aufreinigung der Connexine

Für eine erfolgreiche ESR-Spektroskopie ist neben einer ausreichenden Proteinmenge die Probenreinheit ein entscheidender Parameter für den Erhalt aussagekräftiger ESR-Spektren.  Die in der Doppelmembran eingebundenen Halbkanäle oder die in zwei Doppelmembranen verhafteten ganzen Kanäle müssen von den cytosolischen sowie allen Nicht-Connexin-Membranproteinen getrennt werden.  Proteine, die nach der Isolation von Connexinen in der Probe als Verunreinigung zurück bleiben, sind potentielle Träger freier Cysteinreste.  Cysteinreste von Fremdproteinen können Spinlabelmoleküle binden, deren ESR-Spektren sich zum Spektrum der Spinlabelmoleküle, die an Connexine gekoppelt sind, hinzuaddieren.  Das gemessene Gesamt-ESR-Spektrum wird vom interessierenden ESR-Spektrum der Connexine abweichen.  Daher ist eine Aufreinigungsmethode, die eine sehr hohe Probenreinheit erzeugt, eine wesentliche Voraussetzung für eine erfolgreiche ESR-Spektroskopie.  

Eine weitere Voraussetzung für eine aussagekräftige ESR-Spektroskopie, ist der Erhalt der nativen Struktur und Funktion des Proteins während des Aufreinigungsprozesses.  Eine Vielzahl von Reaktionsbedingungen, die zur Aufreinigung von Proteinen eingesetzt werden können, beeinflussen irreversibel die Struktur sowie die Funktion eines Proteins.  Die Wahl von Reagenzien, des pH-Wertes sowie der Temperatur ist von entscheidender Bedeutung.

Zur Solubilisierung von Halbkanälen sind bereits verschiedene nicht ionische Detergenzien eingesetzt worden (Kistler et al., 1994; Loo et al., 1995; Buehler et al., 1995; Rhee et al., 1996).  Es konnten Detergenzien und Reaktionsbedingungen für den Solubilisierungsprozeß bestimmt werden, die die native Struktur und Funktion von Cx-Halbkanälen unbeeinflußt lassen, dabei aber vorhandene Cx-Halbkanäle sehr effektiv in Lösung bringen.  Hierzu zählen 8-POE (CMC = 0.23 %, 6 mM ) sowie 8-GLU (CMC = 0.89 %, 30 mM).  8-POE zeigt im Vergleich zu 8-GLU eine stärkere Selektivität Connexine anstatt anderer Membranproteine zu solubilisieren (Kistler et al., 1994).  Triton-X-100 zeigt ebenfalls eine erhöhte Selektivität für Connexine, (Kistler and Bullivant, 1988).  Es besitzt allerdings nur eine sehr niedrige CMC (0.02 %, 0.24 mM).  Eine niedrige CMC bewirkt, daß die Connexine auch bei sehr niedrigen Detergenzkonzentration in einem solubilisierten Zustand bleiben, was die Aggregation von Connexonen während eines Dialyseprozesse stark erschwert (Kistler et al., 1994).

Als große Schwierigkeit hat sich in der Connexin-Strukturforschung  die Wahl einer geeigneten Trennmethode herausgestellt, die die solubilisierten Cx-Halbkanäle von Nicht-Connexin-Proteinen effektiv separiert.  Bisher hat die Immunoaffinitätschromatographie (Loo et al., 1995, Rhee et al., 1996) die bei weitem größte Reinheit von Cx-Halbkanälen erzeugt.  Doch  beeinhaltet diese Methode einen obligatorischen Reinigungsschritt mit einem pH-Wert von 4 oder geringer.  Die Autoren wählten hierfür eine Reaktionszeit von 5 s, um Denaturierungen der Cx-Halbkanäle zu vermeiden.  Reaktionen die bei diesem pH-Wert stattfinden wie beispielsweise die Protonierung von Histidinresten (pKS = 6,5), Glutamat- und Aspartatresten (für beide pKS = 4,4) sowie die Verschiebungen im Wasserstoffbrückengerüst von α-Helices oder β-Faltblattstrukturen, sind um Größenordnungen schneller als 5 s.  Diese Reaktionen können aufgrund von Ladungsveränderungen zu strukturellen Umlagerungen im Protein führen, die möglicherweise irreversibel sind.  Daher erscheint eine Behandlung von Connexinproteinen mit Lösungen, die einen pH-Wert von 4,0 besitzen, nicht angebracht, wenn strukturelle oder funktionelle Fragen untersucht werden.

3.3.1.  Aufreinigung durch ein 6xHis-Epitop
Die Aufreinigung 6xHis-markierter Proteine bietet im allgemeinen den Vorteil neben der hohen Spezifität, mit der diese Proteine an eine Ni-NTA-Matrix binden, diese Proteine bei milden Bedingung im neutralen pH-Bereich eluieren zu können.   Werden 6xHis-markierte Membranproteine in Insektenzellen exprimiert, muß allerdings an die Ni-NTA-Affinitätschromatographie ein zweiter Auftrennungsschritt angeschlossen werden.  Insektenzellen exprimieren nativ eine Reihe von Proteinen, die mehr als ein Histidin in Serie hintereinander besitzen.  Diese Proteine besitzen ebenfalls eine Affinität zur Ni-NTA-Matrix und sind durch entsprechende Waschpuffer nur schwer oder gar nicht von der Säule zu entfernen. (Nekrosova et al., 1996).

Cx43-Halbkanäle aus transfizierten High Five Insektenzellen wurden mittels des nichtionischen Detergenzes 8-POE solubilisiert.  Die so erzeugte Probe besteht aus den interessierenden solubilisierten Cx43-Halbkanälen sowie einer großen Zahl weiterer solubilisierter Membranproteine.  Die während des Aufreinigungsprozesses gewonnene cytosolische Fraktion zeigte bei Kontrolluntersuchungen mittels Immunoblot niemals ein positives Cx43-Signal.

Im Batch-Verfahren wurde die Probe mit der Ni-NTA-Matrix inkubiert.  Nach dem Waschen wurde die Ni-NTA-Matrix mit einem 500 mM NTA-Imidazolelutionspuffer eluiert.  

Abb. 3.8. a) zeigt, daß ein großer Teil der 8-POE solubilisierten His-markierten Cx43-Proteine nicht an die Ni-NTA-Matrix bindet.  Sowohl in der Durchlauffraktion, wie auch in der ersten Waschfraktion können große Mengen an Cx43-6xHis nachgewiesen werden.  Durch eine Elution mit 500 mM Imidazol konnte eine nachweisbare Menge Cx43 aus der Säule gelöst werden.  Jedoch zeigt Abb. 3.8. b), daß die Eluatsfraktion Verunreinigungen aufwies, während eine Bande, die angereichertes Cx43 anzeigte, fehlt.  Damit ist der Anteil verunreinigender Proteine größer als der Anteil der Cx43-Moleküle an der Gesamtproteinmenge des Eluats.  Die Verunreinigungen ließen sich durch den Einsatz von 20 mM Imidazol und 2 M NaCl im Waschpuffer minimieren.  Die Schwierigkeit der geringen Bindung von Cx43-Halbkanälen an die NiNTA-Matrix beeinflußte dies jedoch nicht.  
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	Abb. 3.8.:  Zwei SDS-PAGE-Gele (12 %) mit identischer Spurbelegung.  In a) wurde das Gel einem Western Blot unterzogen.  Eluiertes Cx43 ist nachweisbar.  b) zeigt ein identisch belegtes Gel, allerdings Coomassie gefärbt.  Hier sind in der Eluatsspur zwar Verunreinigungen durch Fremdproteine sichtbar, jedoch ist keine Cx43-spezifische Bande identifizierbar. 

E: Eluat, FT: Durchlauf, M: Größenmareker, W: Waschen der Säule.  Die Zahlen am linken Rand besitzen die Einheit kD.  Der Western Blot wurde mit einem HRP konjugierten mk Anti-V5 Antikörper durchgeführt.


Eine densiometrische Auswertung zeigt, daß der Anteil der eluierten Cx43-Proteine nur etwa 1 % der Menge an Cx43 beträgt, die durch die Säule hindurchläuft.  Die absolut eingesetzte Cx43-Menge betrug ca. 1 mg (Berechnung siehe Zweischritt-Gelfiltration).  Dies bedeutet, daß die  gesamte eluierte Cx43-Proteinmenge nur etwa 10 µg betrug.  Somit mußte entweder ein schwaches Bindungsvermögen der Cx43-Halbkanäle an die Matrix vorliegen oder die gebundenen Cx43-Halbkanäle ließen sich nicht effektiv von der Ni-NTA-Matrix eluieren.  Um die zweite Hypothese der ineffektiven Elution von NiNTA-Matrix zu überprüfen, wurde die Imidazolkonzentration im Elutionspuffer schrittweise bis zu Löslichkeitsgrenze erhöht.  Dies erbrachte keine verbesserte Elution der Cx43-Halbkanäle.  

Ein sehr starkes Elutionsmittel stellt eine EDTA-Lösung dar.  EDTA komplexiert Ni2+-Ionen und löst diese von der NTA-Matrix und damit auch die gebundenen Proteine.  Doch auch der Einsatz eines NiNTA-Elutionspuffern mit einer 200 mM EDTA-Konzentration erbrachte keine höheren Ausbeuten während des Elutionsprozesses.  Somit muß davon ausgegangen werden, daß nicht mehr Cx43-Moleküle an die NiNTA-Matrix gebunden sind, als die nach dem Elutionsschritt vorgefundenen.  Es muß vermutet werden, daß die Bindung der Cx43-Halbkanäle an die NiNTA nicht quantitativ stattfindet. 

Die eingesetzte Ni-NTA-Säulenkapazität wurde so gewählt, daß sie die eingesetzte Cx43-Menge sechsfach übertraf.  Der Einsatz noch größerer Mengen an NiNTA-Matrix und damit eine Erhöhung der möglichen Bindungsstellen für 6xHis-markierte Proteine, führt zu keiner Erhöhung der Cx43-Menge im Eluat.

Einzig die Denaturierung der Cx43-Moleküle mit 6 M GuHCl erbrachte eine wesentliche Steigerung der eluierten Cx43-Menge.  Abb. 3.9. zeigt den Vergleich einer nativen Aufreinigung mit einer denaturierenden Aufreinigung.  Bei Auftrag gleicher Eluatsvolumina ist die Eluatsbande einer denaturierenden Aufreinigung von größerer Intensität als die Eluatsbande der nativen Aufreinigung.    

	Abb. 3.9.:  SDS-PAGE (12 %) mit anschließendem Western Blot einer NiNTA-Aufreinigung von Cx43 unter nativen Bedingungen (linke Spur) sowie unter denaturierenden Bedingungen (rechte Spur), wobei bei gleichen Eluationsvolumen gleich volumige Aliquots aufgetragen wurden.  Das 6xHis markierte Cx43 bindet unter denaturierenden Bedingungen wesentlich besser als unter nativen Bedingungen.

Die Zahlen am linken Rand besitzen die Einheit kD.  Der Western Blot wurde mit einem HRP konjugierten mk Anti-V5 Antikörper durchgeführt.
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Da strukturelle Untersuchungen mittels der ESR-Spektroskopie an intakten Cx43-Halbkanälen unternommen werden sollen, stellt eine Denaturierung der Cx43-Halbkanäle keine adäquate Vorgehensweise dar.  Ist das Hexamer in seine einzelnen monomoren Bestandteile zerfallen, so ist bisher keine Methode bekannt, den Halbkanal aus einzelnen Cx-Molekülen zu rekonstituieren.  

Aus den hier dargelegten Ergebnissen läßt sich schließen, daß das C-terminale His-Epitop, unter nativen Bedingungen nicht frei zugänglich ist.  Daraus resultierte die unzureichende Bindung der Halbkanäle an die NiNTA-Matrix.  Eine Isolation von Cx43-6xHis in der Form von Halbkanälen über Nickelchelatsäulen ist demnach in einer für die ESR-Spektroskopie notwendigen Quantität nicht möglich.

3.3.2.  Zweischritt-Gelfiltration zur Aufreinigung von Cx43-Halbkanälen

Die im folgenden dargestellte Trennmethode erreicht eine vergleichbare Reinheit wie die Immunoaffinitätschromatographie (Loo et al., 1995, Rhee et al., 1996), jedoch werden keine Reaktionsschritte benötigt, die eine Denaturierung des Proteins zur Folge haben könnten.

In einem ersten Aufreinigungsschritt wurden wie für die Ni-NTA-Affinitätschromatographie Cx43-Halbkanäle aus transfizierten High Five Insektenzellen mittels des nichtionischen Detergenzes 8-POE solubilisiert.  Die so erhaltene Lösung besteht aus den interessierenden Cx43-Halbkanälen sowie einer große Zahl weiterer solubilisierter Membranproteine.  Das Abtrennen dieser nicht-Cx-Proteine geschah in zwei Gelfiltrationsschritten.  Der erste Schritt diente dazu, den größten Teil der Fremdproteine abzutrennen.  Hierzu wurde eine bereits bekannte Eigenschaft der Cx-Halbkanälen benutzt.  Nach Entfernung des Detergenzes aus Lösungen solubilisierter Halbkanäle aggregieren diese zu größeren Strukturen.  Kistler et al. (1994), zeigten, daß sich die Connexone lateral zueinander anordnen und eine flächige Struktur bilden.

Diese Halbkanalaggregate besitzen eine der Anzahl der Halbkanäle entsprechend größere molekulare Masse als einzelne Halbkanäle.  In einer Gelfiltratrationschromatographie, die Proteine aufgrund ihrer molekularen Masse trennt (Abb. 3.10.), ist von Halbkanalaggregaten ein anderes Laufverhalten zu erwarten als von einzelnen Halbkanälen.  

Abb. 3.11. in Verbindung mit Abb 3.12. a) zeigt, daß Halbkanalaggregate tatsächlich ein so große molekulare Masse besitzen, daß sie im oder nahe dem Ausschlußvolumen (k’ = 0) der hier eingesetzten Gelfiltrationsmatrix Superose 6 PG (Pharmacia) zu finden sind.  Die Abbildung gibt das photometrische Elutionsprofil einer Cx43 haltigen Lösung wieder.  Die Lösung wurde durch die Solubilisierung von transfizierten, Cx43 exprimierenden High Five Insektenzellen hergestellt.  Vor der Gelfiltration wurde das Detergenz 8-POE aus dieser Lösung entfernt, indem die Probe gegen Puffer dialysiert wurde (nach Kistler et al., 1994).  Während dieses Dialyseprozesses tritt der gewünschte Aggregationseffekt ein.  Die Cx43-Halbkanäle bilden Halbkanalaggregate, die bei der anschließenden Gelfiltration im Bereich des Ausschlußvolumens zu finden sind.  Einen ersten Hinweis darauf liefert die mitgeführte Kontrolle.  Hier wurden nicht transfizierte, also Cx43 nicht exprimierende High Five Insektenzellen, der gleichen Solubilisierung- und Dialyseprozedur unterworfen.  Die so erhaltene Lösung wurde ebenfalls einer Gelfiltration unterzogen und das photometrische Elutionsprofil aufgezeichnet.  Die Cx43-haltige und Cx43-freie Proben wurden zeitgleich den jeweiligen Prozeduren unterworfen, zur Solubilisierung der Membranprotein stand jeweils die gleiche Anzahl von Insektenzellen zur Verfügung.
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	Abb. 3.10.: Eichgerade:  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) (Punkte und Regressionsgeraden, linke Ordinatenachse.  Der Laufpuffer setzte sich aus 50 mM NaPi, 300 mM NaCl bei einem pH-Wert von 8.0 zusammen.  In Abhängigkeit von der Aufgabenstellung enthielt der Laufpuffer 1% (w/v) Detergenz.  Die Flußrate betrug 8 ml/h, das Fraktionsvolumen beträgt 1 ml.  Die Abzisse ist durch den Kapazitätsfaktor k’ als (Ve – Vo)/Vo definiert, wobei Ve das Elutionsvolumen und Vo das Ausschlußvolumen darstellen. Vo entspricht dem Elutionsvolumen des Dextranblau (2000 kd).


Das Vorhandensein von Cx43-Halbkanalaggregaten  zeigt sich an der erhöhten Extinktion der Cx43-haltigen Probe im Bereich des Ausschlußvolumens (k’ = 0).  Die Extinktion der Cx43-haltigen Probe weist eine erheblich Abweichung von der Cx43-freien Kontrolle auf.  Im weiteren Elutionsverlauf zeigen beide Proben ein identisches Elutionsprofil.  Dies deutet darauf hin, daß keine größeren photometrisch detektierbaren Mengen von beispielsweise monomoren Cx43-Molekülen in der  Cx43-haltigen Probe auftreten.  Aus der Extinktionsdifferenz zwischen der Cx43-haltigen Probe und der Kontrolle konnte nach einer Proteinkonzentrationsbestimmung auf die synthesierte Cx-Menge geschlossen werden.  Sie lag in der Größenordnung von 10 mg Cx43 pro Liter Schüttelkultur.
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	Abb. 3.11.:  Erste Gelfiltration der Cx43 haltigen Proben und der Kontrolle nicht transfizierter High Five Zellen.  Deutlich ist der Unterschied im Proteingehalt im Bereich des Ausschlußvolumen bei k’ ≥ 0 zu sehen.  Die Extinktion wurde bei λ = 280 nm gemessen.


Abb.  3.12. a) zeigt den Cx43-spezifischen Elutionsverlauf.  Aliquots gleicher Volumina der Elutionsfraktionen wurden einem Dot-Blot unterzogen.  Cx43-Moleküle wurden durch HRP gekoppelte Antikörper markiert, die eine photographisch nachweisbare Chemolunineszenz vermittelten.  Die densiometrische Bestimmung der auf einem lichtempfindlichen Film abgebildeten „Dots“ erlaubt Aussagen über den relativen Gehalt von Cx43 im Elutionsverlauf, wobei der Gehalt an Cx43 einzelner Fraktionen sich immer auf die Fraktion mit maximaler Cx43-Konzentration bezieht.  Wie 3.12. a) verdeutlicht, ist die maximale Cx43-Konzentration im Bereich des Ausschlußvolumens zu finden.  Im weiteren Elutionsverlauf nimmt der relative Cx43-Gehalt stark ab.  Die nicht transfizierte Insektenzellkontrolle zeigt erwartungsgemäß kein Cx43-spezifisches Signal.

Die Proteinkonzentration der das Ausschlußvolumen definierenden Fraktion bei k’ = 0 wurde bestimmt.  Die Fraktion mit der maximalen Cx43-Konzentration (k’ = 0) weißt mit 630 µg/ml einen nahezu doppelt so hohen Proteingehalt wie die vergleichbare Cx43-freie Fraktion der Kontrolle auf.  Dieses Ergebnis zeigt allerdings auch, daß etwa 50 % der in dieser Fraktion gelösten Proteine als Fremdproteine anzusehen sind.  Diese Fremdproteine sind im zweiten Gelfiltrationsschritt zu entfernen.

Die Fraktion mit der maximalen Cx43-Konzentration sowie die vergleichbare Kontrollfraktion wurden mit dem Methanthiosulfonatspinlabel (MTSSL) spinmarkiert.  In diesem Schritt werden sowohl die freien Cysteingruppen tragenenden Fremdproteine wie auch die Cx43-Halbkanalaggregate markiert.  Durch die zweite Gelfiltration wird neben den spinmarkierten Fremdproteinen auch der nicht gebundene freie Spinlabel entfernt.

Im Anschluß an die Spinmarkierung wurden die Proben einer erneuten Detergenzbehandlung ausgesetzt.  Das nichtionische Detergenz 8-GLU (8 % w/v) sollte aus den vorhandenen Cx43-Halbkanalaggregate wieder einzelne, mittlerweile spinmarkierte Cx43-Halbkanäle herauslösen.  Diese 8-GLU solubilisierten, spinmarkierten Cx43-Halbkanäle besitzen eine wesentlich geringere molekulare Masse als die Halbkanalaggregate und sollten während der Gelfiltration über eine Superose 6 PG Matrix im Elutionsvolumen zu finden sein.  Voraussetzung für eine effektive Aufreinigung im Sinne der ESR-Spektroskopie ist natürlich, daß alle spinmarkierten Fremdproteine ein anderes Gelfiltrationsverhalten zeigen, als die zu untersuchenden solubilisierten und spinmarkierten Cx43-Halbkanäle.

Abb. 3.12. b) zeigt den Cx43-spezifischen Elutionsverlauf.  Deutlich ist im Vergleich zu Abb. 3.12. a) die Verschiebung eines großen Teils der Cx43-Proteine auf der Abzisse zu sehen.  Neben einem Cx43-Konzentrationsmaximum im Ausschlußvolumen (k’ = 0) ist nun ein Maximum bei k’ = 0,6 zu finden.  Aus der Eichgerade der Gelfiltrationssäule ist abzulesen, daß dieser Wert des Kapazitätsfaktors Proteinen mit einer molekularen Masse von 420 kd entspricht.  

Für Connexinhalbkanäle wurde gezeigt, daß sie bei einem Solubilsierungsprozeß etwa 55 % ihrer eigenen Masse in Form des Detergenzes binden (Rhee et al., 1996).  Die hier untersuchten Cx-Halbkanäle setzen sich aus sechs homomeren Cx43-Untereinheiten zusammen, die jeweils ein 2 kd schweres V5-6xHis-Epitop tragen.  Somit ist die Masse jeder Untereinheit 45 kd, die Masse eines daraus gebildeten Halbkanals beträgt 270 kd und damit die Masse eines solubilisieten Halbkanals 418,5 kd.  Dieser rechnerische Wert für einen solubilisierten Cx43-Halbkanal stimmt sehr gut mit dem aus dem Elutionsprofil ermittelten Wert von 420 kd überein.  Die Spinmarkierung der Cx43-Halbkanäle wird in diese Betrachtung nicht mit einbezogen, da die molekulare Masse eine MTSSL-Moleküls bei 246 Da liegt und diese minimale zusätzliche Masse von der eingesetzten Gelfiltrationsäule nicht aufgelöst wird.
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	Abb. 3.12.:  Gelfiltration detergenzbehandelter Cx43.  Detergenzbehandelte Connexine wurden auf die Säule aufgetragen und im Eluat durch eine Dot Blot Densiometrie quantitativ nachgewiesen (rechte Ordinate). 
a) Cx43 nach 8-POE Solubilisierung und anschließender Dialyse.  Große Aggregation von Cx43 sind im Bereich des Ausschlußvolumens der Gelfiltrationssäule nachweisbar. Der Pfeil markiert die Fraktion, die einer zweiten Detergenzbehandlung mit 8-GLU unterzogen wurde.  b) Cx43 nach der zweiten Detergenzbehandlung mit 8-GLU.  Die Fraktion mit der höchsten Cx43 Konzentration ist durch einen Pfeil gekennzeichnet.  Durch die Eichgerade läßt sich für Connexine dieser Fraktion eine Molekularemasse von 420 kd ermitteln.  Dieser Wert entspricht sehr gut der Molekularenmasse eines Halbkanals der zusätzlich 55 % seiner Eigenmasse in Form von Detergenzmolekülen trägt.  Es konnte kein monomeres Cx43 nachgewiesen werden.  Der Dot Blot wurde mit einem HRP konjugierten mk Anti-V5 Antikörper durchgeführt.


Das Detergenz 8-GLU kann demnach aus Cx43-Halbkanalaggregaten Cx43-Halbkanäle lösen.  Dieser Solubilisierungsprozeß ist, wie die Abb. 3.12. b) zeigt, nicht vollständig.  Ein nahezu gleicher Anteil der Cx43-Proteine bleibt unter den gewählten Bedingungen in Form von Halbkanalaggregaten.  Die zwischen dem Ausschlußvolumen (k’ = 0) und dem Elutionsmaximum bei k’ = 0,6 liegenden Fraktionen zeigen geringe Konzentrationen von Cx43, ebenso sind geringe Cx43-Konzentrationen in den Fraktion bis k’ = 0,8 zu finden.   Die von Rhoo et al. (1996) durchgeführte Größenbestimmung von immunoaffinitätschromatographisch aufgereingten Halbkanälen zeigt in einer Gelfiltration eine ähnliche Verteilung um das Halbkanalmaximum.  Die Autoren vermuten, daß möglicherweise auch pentamere oder septamere Halbkanäle aufgetrennt werden.  

Abb. 3.12. b) veranschaulicht, daß keine monomeren Cx-Moleküle, die bei k’ = 1,1 vorzufinden wären, auftreten.  Dies deckt sich mit dem Befund von Rhoo et al., 1996.

Abb. 3.13. verdeutlicht die Aufreinigung von Cx-Halbkanälen durch die Zweischritt-Gelfiltration.  Der Vergleich der Cx-haltigen Fraktionen bei k’ = 0,1 mit der entsprechenden Fraktion nicht transfizierter Kontrollzellen zeigt noch keine spezifische Cx43-Bande.  Nach der zweiten Gelfiltration ist in der intessierende Gelfiltrationsfraktion bei k’ = 0,6 ausschließlich Cx43 vorzufinden, während in der mitgeführten Kontrolle der nicht transfizierten Zellen in dieser Fraktion kein Protein nachzuweisen ist.

Die Cx-haltigen  Probe bei k’ = 0,6 wie auch die entsprechende Cx-freie Kontrolle wurden durch Ultrafiltration (MWCO = 100 kd) um einen Faktor 10 aufkonzentriert. 

Eine Proteinkonzentrationsbestimmung der aufkonzentrierten Proben ergab für die Cx-haltige Probe einen Wert von 0,96 µM Cx43, die Kontrolle zeigte keine meßbare Proteinkonzentration.

	Abb. 3.13.:  SDS-PAGE (12 %) mit anschließender Silberfärbung:  Spur 1:  Markerproteine, Spur 2:  Kontrolle aus nicht transfizierten Zellen nach der zweiten Gelfiltration bei k’ = 0,6,  Spur 3:  Cx43 haltige Probe nach der zweiten Gelfiltration bei k’ = 0, 6.  Während Cx43 nachweisbar ist, kann in der entsprechenden Kontrolle kein Protein nachgewiesen werden.   

Die Zahlen am linken Rand besitzen die Einheit kD.
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3.4.  ESR-Spektroskopie
Für die Cx-haltige Probe und ihre Kontrolle wurden im ESR-Spektrometer jeweils ein cw-Spektrum bei Raumtemperatur gemessen.  Aus dem in Abb. 3.14. a) wiedergegebenen Spektrum läßt sich die Konzentration der Spinlabelmoleküle, die dieses Spektrum erzeugen, mittels einer Spinzahlbestimmung zu c​ESR = 3.135 µM errechnen.   Die Proteinkonzentration der gleichen Probe wurde parallel mit 0.964 µM bestimmt.  Wird die Konzentration dieser Spinlabelmoleküle, die an die freien Cysteinreste des Cx43 gebunden sind, in Relation zur Konzentration der in der Probe befindlichen Cx43-Moleküle gesetzt, so ergibt sich die Anzahl der pro Cx43-Molekül gebundenen Spinlabelmoleküle.  Eine solche Berechnung ergab, daß pro Cx43-Molekül 3.25 Spinlabelmoleküle gebunden werden.  

Die Kontrollprobe zeigte kein ESR-spezifisches Signal.  Dies steht im Einklang mit den Befunden der Proteinkonzentrationsbestimmung und SDS-PAGE-Auftrennung der Proben.  Hier waren keine Fremdproteine nachweisbar.

Abb. 3.14 c) zeigt das Spektrum einer nach dem geschilderten Isolationsverfahren reproduzierten Cx43-Probe.  Die Cx43-ESR-Spektren aus Abb. 3.14 a) und c) stimmen überein.
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	Abb. 3.14.:  ESR-Spektren a) und b) der aufgereinigten Cx43-Proben sowie ihrer entsprechenden Kontrollen aus nicht transfizierten High Five Insektenzellen c) und d).  Das Cx43 Wildtypprotein verursacht ein deutliches auf freie Cysteinreste zurüchzuführendes Signal.  Die Kontrollen zeigen außer einem Rauschen kein Signal.


Die vorliegenden Ergebnisse weisen einen praktikablen Weg zur Expression und Aufreinigung einer für die ESR-Spektroskopie ausreichenden Menge spinmarkierter Cx43-Halbkanäle.  Die durchgeführte ortspezifische Mutagenese, die für das ortsspezifische Spinlabeln von Proteinen notwendig ist, belegt, daß ein gezieltes Cysteinscreening zur Strukturaufklärung des Cx43-Halbkanals hiermit möglich ist.
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