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4.  Diskussion

4.1. Expressionssysteme

4.1.1.  Expression von Connexinen in Insektenzellen

Die konstitutive Expression eines Connexingenes in stabil transfizierten Insektenzellen konnte in dieser Arbeit erstmalig für Cx43 durchgeführt werden.  Bisher war nur die transiente Expression eines Connexingenes durch die Baculovirus vermittelte Infektion von Insektenzellen möglich.  Den Vorteilen des Insektenzellsystems standen gravierende Nachteile bei der Infektion durch ein Baculovirus gegenüber.

Zu den Vorzügen des Insektenzellsystems zählt die postranslationale Modifikation eukaryonter Proteine.  So zeigt Cx43, das mittels der Baculovirusmethode transient in Insektenzellen exprimiert wurde, Serin-Phosphorylierungen, die denen aus Säugerzellen entspricht (Loo et al., 1995).  Speziell für die Untersuchung von Connexinen bietet das Insektenzellsystem den oft wünschenswerten Umstand, daß dieses Expressionssystem nicht für Connexin codiert.  Weiterhin bieten Insektenzellen die Möglichkeit zur Anlage von Schüttelkulturen im Litermaßstab, um das interessierende Protein in ausreichender Menge exprimieren zu können.  

Werden Insektenzellen nun mit rekombinanten Baculoviren infiziert, so ist die Lyse der Zellen unumgänglich.  Für die immer wieder notwendig werdende Neuinfektion von Insektenzellen ist eine intensive Betreuung der dazu benötigen Baculoviren erforderlich.  Der weitaus größte Nachteil des Baculovirus-Expressionssystems besteht allerdings in einer viral codierten Peptidase (Grosch et al., 1998), die zu einer ungewollten Spaltung des synthetisierten Proteins führt.  So sind Cx32-Halbkanäle, die mittels des Baculovirus-Expressionssystems gewonnen werden, nicht von ausreichender Homogenität.  Sie eignen sich nicht zur Rekonstitution von 2D-Kristallen solcher Qualität, daß sie für hochauflösende Kryo-Elektronen-Mikroskopie geeignet sind (Unger et al., 1999 b).  

Wird der Struktur-Funktionszusammenhang eines Proteins untersucht, so ist die Integrität des Proteins eine notwendige Bedingung.  Die Transfektion von Insektenzellen mit einem dafür geeigneten Expressionsplasmid (Jarvis et al., 1996; Hegedus et al., 1998) erlaubt die Vorteile des Insektenzellsystems zu nutzen ohne Gefahr zu laufen, das interessierende Protein durch eine viral codierte Peptidase zu degradieren.  Zusätzlich bietet die stabile Transfektion von Insektenzellen den Vorteil der konstitutiven Expression des interessierenden Plasmids über einen langen Zeitraum.

4.1.1.1.  Exprimierte Proteinmenge

Die ESR-spektroskopische Untersuchung von Proteinen verlangt aufgrund ihrer physikalischen Gegebenheiten eine Masse der Cx43-Probe in der Größenordnung von 250 ng.  Dies entspricht der Masse, die für eine schwache Bande in einem Coomassie-gefärbten SDS-PAGE Gel notwendig ist.  Andere spektroskopische Methoden zur Struktur- und Funktionsaufklärung, wie beispielsweise die FTIR- oder die Raman-Spektroskopie benötigen weitaus größere Stoffmengen als die ESR-Spektroskopie.  Doch obwohl die ESR-Spektroskopie mit vergleichsweise geringen Stoffmengen auskommt, besteht für Connexine das Problem, daß sie als integrale Membranproteine mit einer übergeordneten polymeren Aggregation nur ein schwaches Expressionsniveau aufweisen (Unger et al., 1999 b).

Das Baculovirus-Expressionssystem erlaubt die für ESR-Spektroskopie ausreichende Synthese von 2 mg Cx32 pro Liter Zellkultur (Stauffer et al., 1991)  Die hier erstmals durchgeführte stabile Transfektion von Insektenzellen erreicht für das Cx43-Protein 10 mg pro Liter Zellkultur.  Somit stellt die stabile Transfektion der Insektenzellen mit Cx43 ein geeignetes System dar, um die für spektroskopische Zwecke notwendige Stoffmenge zu synthetisieren.  Dies gilt insbesondere unter der Voraussetzung, die für nahezu alle spektroskopischen Verfahren gilt, geeignete Aufreinigungsschritte durchführen zu können.  Bei der Aufreinigung von Proteinen sind immer Stoffmengenverluste hinzunehmen.

Die stabile Transfektion von Insektenzellen eignet sich, wie hier gezeigt, zur Herstellung der für die ESR-Spektroskopie benötigten Cysteinmutanten.  Da die immerwieder notwendige Erzeugung rekombinanter Baculoviren entfällt, beschleunigt die Expression unterschiedlicher Cysteinmutanten durch stabil transfizierte Insektenzellen das in der ESR-Spektroskopie genutzte „Cysteinscreening“.  Hierbei werden aufeinanderfolgende Proteinpositionen sukzessive durch Cysteinreste ersetzt, um durch ESR-spektroskopische Verfahren Informationen über die Struktur und Funktion des Proteins zu gewinnen.

4.1.1.2.  Lokalisation der Connexine in der Zelle
Die hier gezeigten Ergebnisse für die Lokalisation des Cx43 in stabil transfizierten High Five Insektenzellen stimmen mit den Ergebnissen für transient Baculovirus-infizierte Sf9 Zellen überein (Loo et al., 1995).  Der Großteil des Connexins befindet sich in der Plasmamembran, nur ein geringer Anteil der Connexine ist im endoplasmatischen Reticulum anzutreffen.  Nicht transfizierte Insektenzellen zeigen keine Expression eines durch den benutzten Antikörper nachweisbaren Cx43-Gens.

Auch BHK Zellen, die mit der kompletten Cx43-cDNA oder der um 119 Aminosäure C-terminal verkürzten Deletionsmutante Cx43-263T cDNA transfiziert wurden, zeigen in der indirekten Immunfluoreszenzmikroskopie, daß das Antigen sowohl an der Zelloberfläche wie auch im Zellinnenraum anzutreffen ist.  Die Fluoreszenz an der Zelloberfläche deutet bei BHK Zellen auf eine Aggregation der rekombinanten Proteine zu Gap Junction Plaques hin (Unger et al. 1999 b). Die immunhistochemischen Untersuchungen der mit der Cx43-cDNA oder Cx43-M1-cDNA stabil transfizierten High Five Insektenzellen zeigen ein ähnliches Bild wie das von Unger et al. (1999 b) für BHK Zellen beschriebene.  In den High Five Insektenzellen ist das rekombinante Protein sowohl im Cytosol wie auch in der Zellmembran lokalisiert.  

Somit kann davon ausgegangen werden, daß rekombinante Cx43- oder Cx43-M1-Proteine in High Five Insektenzellen zu Gap Junctions aggregierten.  Das C-terminale V5-6xHis-Epitop nimmt demnach keinen Einfluß auf die Lokalisation der Cx43-Proteine.  Dies stimmt mit den Ergebnissen von Bukauskas et al. (2000) überein, die Cx43 C-terminal mit EGFP fusionierten und in HeLa-Zellen zur Expression brachten.

Die Expression eines Cx-Gens, in diesem Fall Cx46, das N-terminal ein 6xHis-Epitop trägt, scheiterte sowohl in Insektenzellen wie auch in HeLa-Zellen.  Die Expression von wt-Cx46, das N-terminal nicht mit einem Petid fusioniert war, ist für HeLa-Zellen in der Literatur allerdings einmal beschrieben und damit möglich (Koval et al., 1997).  Es ist zu vermuten, daß das N-terminale 6xHis-Epitop den Mechanismus des Öffnen und Schließens des Halbkanals beeinflußt.  Zum einen ist bekannt, daß endogene sowie heterolog exprimierte Halbkanäle unterschiedlicher Cx-Typen in der Plasmamembran öffnen können.  Dies wird durch eine Erniedrigung der extrazellulären Kalziumkonzentration oder durch lange depolarisierende Spannungen verursacht (Paul et al., 1991; Ebihara and Steiner, 1993; Gupta et al., 1994, Ebihara et al., 1995; Trexler et al., 1996).  N-terminal befindliche geladene Aminosäurereste sind für die spannungsempfindliche Regulation des  Öffnen und Schließens von Gap Junction Kanälen verantwortlich (Verselis et al., 1994, White et al., 1995).  Das N-terminale 6xHis-Epitop könnte durch die Wechselwirkung mit zweiwertigen Ionen des Mediums oder durch die Interaktion mit N-terminalen Aminosäureresten die Offenwahrscheinlichkeit eines Halbkanals erhöhen.  Möglich ist auch eine sterische Störung des Halbkanals durch das insgesamt 26 Aminosäurereste umfassende N-terminale His-Peptid.  Bukauskas (persönliche Kommunikation) berichtet, daß die Expression von N-terminal mit EGFP fusioniertem Cx43 in HeLa-Zellen nicht gelang.  Sollte die Offenwahrscheinlichkeit des 6xHis-Cx46-Halbkanals in einer infizierten Insektenzelle stark erhöht sein, so würde die Zellmembran ihre Funktion als Diffusionsbarriere zwischen Intrazellular- und Extrazellularraum verlieren.  Als Folge treten physiologisch unkontrollierte Diffusionsströme in die Zelle hinein sowie aus der Zelle heraus auf.  Die Homöostase der Zelle wird in diesem Fall so stark gestört, daß die Zelle abstirbt.  Damit besäße 6xHis-Cx46 für Insektenzellen ein cytotoxische Wirkung.

4.1.2.  Isolation von Connexinen aus Geweben
Verschiedene Gewebe der Säugetiere exprimieren Connexine sehr stark.  So sind das Herz (Beyer et al., 1987) und die Dezidua (Winterhager et al., 1993) Organe, die eine sehr starke Cx43 Expression besitzen.  Die Leber der Maus hingegen coexprimiert in hohem Maße Cx26  und Cx32 (Finbow et al., 1980; Paul, 1986).  Für ESR-spektroskopische Untersuchungen zur Strukturaufklärung von Proteinen ist das Cysteinscreening unerläßlich.  Dies bedeutet, daß neben einem hohen Expressionsniveau das benutzte Expressionssystem auch die Möglichkeit zur Herstellung mutagenisierter Proteine, bei denen Aminosäuren des wt-Proteins gegen Cysteine ausgetauscht werden, bieten muß.  Die aus Geweben isolierten Cx sind wt-Proteine.

Gleiches gilt für einige sekundäre Zellinien, die ebenfalls bestimmte Connexingene stark exprimieren, wie beispielsweise die Cx43 Expression in HRP-1 Zellen (Grummer et al, 1996).  Sie bieten den Vorteil der starken Expression, jedoch können diese Zellinien nur für die Isolation von wt-Connexinen genutzt werden.

4.1.3.  In vitro Translationssysteme
Die zellfreie Synthese von Connexinen, die Translokation in mircrosomale Membranen sowie die abschließende Aggregation zu Connexonen ist möglich.  Das in Abb. 3.1. gezeigte Profil einer Dichtegradientenzentrifugation stimmt mit den von Falk et al. (1997)  publizierten Profilen für monomere Connexine und hexamere Connexone überein.

Die Stoffmenge der synthetisierten Connexine ist allerdings bei den im µl-Maßstab durchgeführten Versuchsreihen so gering, daß der daraus folgende notwendige ml-Maßstab der Reaktionsansätze zum momentanen Zeitpunkt wirtschaftlich nicht durchführbar ist.  

Microsomale Membranen enthalten nativ bereits eine Vielzahl von Proteinen (Falk et al., 1997), so daß in vitro synthetisierte Connexinproteine einer Aufreinigungsprozedur unterworfen werden müßten.  Solche Isolationsverfahren sind immer mit Proteinverlusten verbunden.  Dies erhöht den Bedarf an in vitro synthetisiertem Protein. 

Von besonderem Interesse ist die zellfreie Synthese von Proteinen für die ESR-Spektroskopie allerdings, da sie eine Möglichkeit darstellt, Strukturuntersuchungen von Proteinen ohne die kovalente Kopplung eines Spinlabelmoleküls an einen Cysteinrest durchzuführen.  Cornish et al., 1993, zeigten, daß der Einbau radikalischer Aminosäurereste in die Polypetidkette des T4-Lysozyms schon während der Translation möglich ist.  Nonsensemutationen werden von Suppressor-tRNAs, die eine aktivierte radikalische Aminosäure tragen, erkannt, die radikalische Aminosäure wird in die Polypetidkette eingebaut.  Diese radikalischen Aminosäuren sind in ihrem molekularen Volumen bedeutend kleiner als ein Spinlabel, der kovalent mit einem Cysteinrest verknüpft ist.  Der Vorteil einer solchen Verfahrensweise besteht zum einen in der geringeren Invasivität der Proteinmodifikation für ESR-spektroskopische Zwecke, zum anderen würde die aufwendige und verlustreiche Trennung des interessierenden Proteins von der Gesamtheit aller anderen Proteine entfallen.  Das interessierende Protein ist in diesem Fall bereits spinmarkiert, die Cysteinreste aller anderen Proteine sind aufgrund des Verzichts auf kovalent bindende Spinlabel ohne Bedeutung.

Einen weiteren wichtigen Aspekt für die Expression von Connexinen in einem zellfreien System behandelt die Arbeit von Falk et al. (1997).  Sie untersuchen ausführlich die als Artefakt bei diesem Verfahren auftretende proteolytische Spaltung des Connexinpolypetids.  Sie findet reproduzierbar im ersten extrazellulären Loopbereich der untersuchten Connexine statt.  So zeigen sowohl Cx43 wie auch Cx46 diese Spaltung.  Die Proteolyse tritt im zellfreien System erst nach Zugabe der microsomalen Membranen auf.  Falk et al.(1997) vermuten eine membranständige Signalpeptidase als Ursache für diesen Effekt.  

4.2.  Isolationssysteme - Aufreinigung unter nicht denaturierenden Bedingungen

Für die Untersuchung der Struktur- und Funktionszusammenhänge eines Proteins ist die Aufreinigung, die keine irreversible Störung der Sekundär- und Tertiärstruktur zur Folge hat, eine notwendige Bedingung.  Connexine gehen als integrale Membranproteine eine übergeordnete polymere Aggregation zu Halbkanälen oder Gap Junction Membrankanälen ein.  Der Erhalt dieser quartären Strukturmerkmale während der Aufreinigungsprozedur ist ebenfalls essentiell.

Eine Extraktion der Connexine von einer Immunoaffitätsmatrix bei einem pH-Wert von 4 (Rhee et al., 1996) oder 2,5 (Loo et al., 1995) muß als äußerst kritisch betrachtet werden.  Diese niedrigen pH-Werte führen zu einer Reihe von Protonierungen verschiedener Aminosäurereste.  Diese Aminosäurereste können bei neutralem pH-Wert in ihrer deprotonierten Form wichtige strukturelle Funktionen auf den Ebenen der Sekundär, Tertiär- und Quartärstruktur erfüllen.  Werden diese Reste nun protoniert, kann es zu irreversiblen Verschiebungen im Aufbau des Proteins kommen.  Auch hydrolytische Spaltungen des Peptidrückgrates sind bei so niedrigen pH-Werten möglich.  Für das Connexinprotein liegen bisher keine Daten über die Abhängigkeit der Struktur von einer Absenkung des pH-Wertes vor.  Allerdings ist bekannt, daß der hohe pH-Wert von 11 bei der Alkaliextraktion von Gap Junction Plaques zu irreversiblen strukturellen Änderung führt (Cascio et al., 1990).  Bei hohem pH-Wert werden eine Reihe von Aminosäureresten deprotoniert, was die beobachteten irreversiblen strukturellen Veränderungen verursachen kann.  Auch wenn die Aufreinigung durch eine Immunoaffinitätschromatographie die bisher größte Reinheit der isolierten Halbkanäle gezeigt hat, erscheint dieses Verfahren aufgrund des notwendigen Elutionsschritts bei niedrigem pH-Wert als ungeeignet für die Struktur- und Funktionsaufklärung.

4.2.1.  Aufreinigung durch Zellfraktionierung und Dichtegradientenzentrifugation
Die gebräuchliste Aufreinigungsmethode für Connexine stellt die Zellfraktionierung mit anschließender Dichtegradientenzentrifugation dar (Goodenough et al., 1972).  Der zur Zellfraktionierung gehörende Extraktionsschritt kann entweder durch den Einsatz eines Detergenzes oder durch einen alkalischen pH-Wert bewerkstelligt werden.

Die Detergenzextraktionsmethode für Gap Junctions beruht auf der Beobachtung, daß Gap Junction-Komplexe einen relative Wiederstand gegen die Löslichkeit in unpolareren Detergenzien besitzen.  Die biochemischen Wechselwirkungen, die diesen relativen Widerstand begründen, sind unbekannt.  Es wird vermutet, daß es sich um nichtkovalente Bindungskräfte handelt, die die laterale Wechselwirkung zwischen Connexonen stabilisieren.  Für die Detergenzextraktion von Gap Junction Kanälen werden ionische Detergenzien wie Laurylsarcosin oder Cholsäure benutzt.  Dabei verursacht die Detergenzextraktionsmethode eine für die Kryo-Elektronenmikroskopie wünschenswerte Lipidextraktion aus den Gap Junction Plaques (Hertzberg, 1984).

Die Alkaliextraktionsmethode für Gap Junctions nutzt das Prinzip, daß integrale Membranproteine bei hohem pH-Wert nicht solubilisiert werden können (Steck, 1974, Hertzberg, 1984).

Vorteile der Alkaliextraktionsmethode nach Hertzberg (1984) im Vergleich zu der Detergenzextraktion sind der geringere Zeitaufwand und der höhere Ertrag an Gap Junction Proteinen.  Durch die Verfügbarkeit größerer Mengen an Gap Junction Protein war es nach Einführung der Alkaliextraktionsmethode für Gap Junctions möglich, Antikörper gegen verschiedene Gap Junction Proteine herzustellen.  Für Struktur- und Funktionsuntersuchungen nachteilig ist die der Alkaliextraktion immanente strukturelle Veränderung der Connexine.  So sinkt der Gehalt an α-Helices der Connexine (Cascio et al., 1990) von 50 % auf 40 % nach einer Behandlung mit dem für die Alkaliextraktion notwendigen pH-Wert von 11.

Die nach der Zellfraktionierung und Zuckergradientenaufreinigung von Gap Junctions durchgeführten coomassiegefärbten SDS-PAGE-Gele zeigen immer ein komplexes Profil mit einer Vielzahl von Banden (Beispiele:  Henderson et al., 1979; Nicholson et al., 1981; 1983, Cascio et al., 1990; Unger et al., 1999 b).  Die Vielzahl der Banden wird nicht ausschließlich auf Verunreinigung durch andere Proteine zurückgeführt, sondern auch auf während der Präparation gespaltenes Cx sowie die Tendenz der Cx in SDS unter Hitze zu aggregieren.  Henderson et al. (1979) und Nicholson et al. (1981, 1983) versuchten nach einer Cx32-Isolation aus Rattenleberzellen die neben der eigentlichen Cx-Bande auftretenden zusätzlichen Banden zu identifizieren.  Sie konnten eine Bande dem für Leberpräparationen typischen Kollagen zuweisen, während sie eine weitere Bande als Uricase identifizierten.  Für die meisten zusätzlich auftretenden Banden gelang eine solche Zuordnung allerdings nicht.

Nicholson et al.(1983) diskutieren ausführlich die Detergenzextraktionsmethode für Gap Junctions aus Rattenlebern.  Durch densiometrische Bestimmungen der SDS-Gele berechnen sie die Reinheit ihrer Präparation.  Die maximal mögliche Reinheit ihrer detergenzextrahierten Gap Junctions geben sie mit 77 % ± 9 % Gap Junction Proteinanteil an der Gesamtproteinmenge.  

Cascio et al. (1990) versuchten die Reinheit von alkaliextrahierten (Hertzberg, 1984) Gap Junction Proteinen aus Rattenlebern zu bestimmen.  Sie konnten die von Hertzberg publizierten Ergebnisse nicht reproduzieren und fanden in den SDS-PAGE Gelen immer eine Anzahl anderer zusätzlicher Banden.  Die Autoren zeigten, daß die detergenzextrahierten Gap Junction Kanäle von größerer Reinheit waren als die alkaliextrahierten.  Die densiometrischen Daten ihrer SDS-PAGE Gele zeigen für alkaliextrahierte Gap Junctions einen Connexingehalt von etwa 60 % an der Gesamtproteinmenge.

Die von Unger et al. (1999 b) für die Elektronen-Kryo-Mikroskopie aufgereinigten Gap Junction Plaques aus transfizierten BHK Zellen wiesen ebenfalls nach wie vor sehr große Verunreinigungen durch Nicht-Gap-Junction Proteine auf.  Sie erreichten nach ihren Angaben eine Reinheit, die der von 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 Cx43-263T Protein entsprechende Bande sichtbar gemacht werden konnte.  Diese Verunreingungen werden als Ursache für die Auflösungsgrenze angesehen, die nicht ausreichend ist, einzelne Aminosäurereste der Connexinpolypeptidkette zu identifizieren.

Einen weiteren Hinweis auf die Verunreinigung isolierter Gap Junction Plaques, stellt der Befund dar, daß die Immunisierung von Schafen mit Gap Junction Plaques, die durch die Alkaliextraktionsmethode gewonnen wurden, eine Antwort auf das Gap Junction Protein, wie auch auf eine ganze Reihe weiterer Membranproteine hervorruft (Cascio et al., 1990).
Es bleibt der Schluß, daß die klassische Methode der Gap Junction Präparation durch Zellfraktionierung und Zuckerdichtegradientenzentrifugation keine effektive Isolation von Gap Junction Kanälen darstellt.  Connexine  stellen in der Probe nur einen Anteil an der Gesamtproteinmenge.  Außerdem erfahren die Gap Junction Kanäle bei diesem klassischen Aufreinigungansatz bei Anwendung der Alkaliextraktionsmethode eine Denaturierung.  

Die Verunreinigungen der Plaques von über 20 % können das ESR-Spektrum aufgrund des Gehalts an freien Cysteinen der Nicht-Connexin-Proteine stark verfälschen.  Ein ESR-Spektrum einer Probe, die ausschließlich die äquivalenten Verunreinigungen der Plaques enthält, könnte vom ESR-Spektrum der Gap Junction Plaques, die diese Verunreinigungen besitzen, subtrahiert werden.  Das daraus resultierende Differenz-ESR-Spektrum wäre ausschließlich durch Connexinkomplexe verursacht.  

Die Plaque-immanenten Verunreinigungen lassen sich jedoch nicht als Kontrollprobe, die keine Connexinmoleküle enthält, gewinnen, da die Connexinkomplexe die tragende Struktur der Gap Junction Plaques darstellen.  Die Isolation einer Struktur ohne Connexinmoleküle, die die äquivalente Verunreinigungen besitzt, ist unmöglich.  Die Isolation von Gap Junctions durch Zellfraktionierung und Dichtegradientenzentrifugation für die angestrebte ESR-spektroskopische Untersuchung von Connexonen oder Gap Junction Kanälen ist als alleiniger Aufreingungsschritt aufgrund des hohen Verunreinigungsgrades, der sowohl der Alkaliextratktion wie auch der Detergenzextraktion eigen ist, nicht geeignet.  

Eine weiter Aufreinigung von Connexinkomplexen aus Gap Junctions, die durch Zellfraktionierung und Dichtegradientenzentrifugation angereichert wurden, ist von Stauffer et al. (1991) und Buehler et al. (1995) erprobt worden.  Beide setzten das nichtionische Detergenz 8-GLU zur Solubilisierung von Halbkanälen aus Gap Junction-Strukturen ein. Beide Autoren konnten nur unter alkalischen Bedingungen bei einem pH-Wert von 10 oder höher und unter Zusatz von DTT Halbkanalstrukturen aus den Gap Junction Plaques freisetzen.  Auf die denaturierende Wirkung hoher pH-Werte haben Cascio et al. (1990) hingewiesen.  DTT findet als Reduktionsmittel zur Spaltung von Disulfidbrücken eine häufige Anwendung und ist daher für die Isolation von Cx-Halbkanalstrukturen äußerst kritisch.  Die für das Docking zweier Connexone essentiellen Disulfidbrücken (Foote et al., 1998) der extrazellulären Loops werden durch DTT gespalten.  Dies führt zwar einerseits zur Trennung der beiden Connexone, andererseits liegen die extrazellulären Loops nun nicht mehr in ihrer nativen Struktur vor.  Erschwerend kommt hinzu, daß diese reduzierten Cysteinreste in der Lage sind, einen Spinlabel zu binden.  Dieser Effekt könnte nur bei einer ESR-spektroskopischen Untersuchung der extrazellulären Loops von Interesse sein.  Soll allerdings ein Cysteinscreening beispielsweise einer membranständigen α-Helix durchgeführt werden, erschweren zusätzliche freie Cysteingruppen die ESR-spektroskopische Untersuchung.  Eine Solubilisierung von Halbkanälen aus zuvor angereicherten Gap Junctions scheidet aus den genannten Gründen aus.  

Der in dieser Arbeit beschriebene Weg, Connexone mittels des Detergenzes 8-POE aus der Zellmembran zu isolieren, ermöglicht den Verzicht auf alkalische pH-Werte und benötigt nicht den Einsatz des Reduktionsmittels DTT.

4.2.2.  Solubilisierung und Gelfiltration
Der Unterschied bei der Solubilisierung von Kanal- oder Halbkanalstrukturen einerseits und der Isolation von Gap Junction Plaques andererseits liegt in der Benutzung unterschiedlicher Detergenzien.  So werden für die Isolation der Gap Junction Plaques bevorzugt ionische Detergenzien wie Laurylsarcosin oder Deoxycholsäure verwandt, während zur Gewinnung von Kanal- oder Halbkanalstrukturen nichtionische Detergenzien eingesetzt werden.  Detergenz-Solubilisierungsmethoden beruhen auf der Löslichkeit von Cx durch nichtionische Detergenzien, während Gap Junction Plaques aufgrund ihrer Unlöslichkeit in ionischen Detergenzien oder hohem pH isoliert werden.

Nach der Behandlung mit einem nichtionischen Detergenz besteht das Membranrohextrakt aus solubilisierten assozierten und integralen Membranproteinen, aus solubilisierten Membrankomplexen (z.B. Connexonen) sowie aus Lipiden.  Bei den solubilisierten Komplexen kann es sich in Abhängigkeit vom gewählten nichtionischen Detergenz sowohl um Connexone wie auch um einzelne Gap Junction Kanäle handeln (Engel et al., 1993).  Die Wahl des nichtionischen Detergenzes ist daher von entscheidender Bedeutung.  Da die Spezifität bestimmter Detergenzien für bestimmte Proteinstrukturen bisher nicht verstanden ist, kann das geeignete Detergenz nur empirisch ermittelt werden.  Kistler et al. (1994) zeigten eine gleich gute Effektivität unterschiedlicher nichtionischer Detergenzien für die Solubilisierung von Connexinkomplexen.  Sie konnten belegen, daß die Verwendung verschiedener nichtionischer Detergenzien zur Isolation unterschiedlicher Connexinkomplexe führt.  So werden durch die Verwendung von 8-POE ausschließlich Halbkanäle solubilsiert, während 8-GLU zusätzlich zur Solubilisierung ganzer Kanalstrukturen führt. Das Detergenz 8-POE besitzt eine größere Connexin-Selektivität als 8-GLU, denn es werden wesentlich weniger Nicht-Connexin-Proteine isoliert.  Diese Befunde legten die Verwendung der Detergenzien 8-POE und 8-GLU für die hier durchgeführten Experimente nahe.   Eine Beeinträchtigung der Funktionaliät 8-GLU solubilisierten Halbkanäle konnten Rhee et al. (1996) nicht feststellen.  Kistler et al. (1994) belegten auch, daß die Halbkanäle nach einer Dialyse gegen einen geeigneten Puffer sich lateral zu sogenannten Halbkanal-Blättern assozieren.  

Die in dieser Arbeit präsentierte 2-Schritt-Gelfiltration erlaubt die Isolation solubilisierten Cx43 in der Form von Connexonen.  Dabei wird eine Reinheit der Connexinhalbkanäle erzielt, die der mittels Immunoaffinitätschromatographie isolierten Connexine gleichkommt (Loo et al., 1995; Rhee et al., 1996).  Vor dem ersten Gelfiltrationschritt wurden die Befunde von Kistler et al.(1994) genutzt, Halbkanalstrukturen durch das nichtionische Detergenz 8-POE aus der Zellmembran zu solubilisieren, um sie im Anschluß daran durch eine Dialyse gegen einen detergenzfreien Puffer zu Halbkanal-Blättern zu aggregieren.  Durch die erste Gelfiltration konnten diese Halbkanalaggregate eingeengt werden und ein Großteil der Nicht-Connexin-Proteine abgetrennt werden.

Die Gelfiltration durch das Detergenz 8-GLU solubilisierter Cx-Halbkanäle mittels einer Superose 6 PG-Matrix als einen zweiten Schritt einer Aufreinigungsprozedur ist bereits von Buehler et al. (1995) erfolgreich durchgeführt worden.  Die Connexinkomplexe wurden hier vor der Gelfiltration allerdings aus Gap Junction Plaques, die mittels Zellfraktionierung und Dichtegradientenzentrifugation angereichert wurden, durch einen hohen pH-Wert sowie unter Einsatz von DTT solubilisiert.  

In der hier vorgestellten Aufreinigungsprozedur werden die Halbkanäle vor der zweiten Gelfiltration zunächst spinmarkiert, um sie anschließend mittels des Detergenzes 8-GLU zu solubilisieren.  Das connexinspezifische Elutionsprofil der zweiten Gelfiltration belegt, daß die Solubilisierung von Halbkanalstrukturen gelang.  Die Ergebnisse belegen aber auch, daß unter den hier gewählten Bedingungen der Solubilisierungsprozeß nicht vollständig ist.  Möglicherweise kann durch die Wahl einer längeren Solubilisierungszeit oder eines anderen Detergenzes eine Optimierung erreicht werden.  

Zusammenfassend läßt sich festhalten, daß es der in dieser Arbeit beschrittene Weg einer 2-Schritt-Gelfiltration erlaubt, Connexone unter milden Bedingungen in einem nichtionischen Detergenz mit einer sehr hohen Reinheit aus der Zellmembran zu isolieren.

4.2.3.  Solubilisierung und Aufreinigung durch ein 6xHis-Epitop
Eine Aufreinung des Cx43, das C-terminal mit einem 6xHis-Epitop fusioniert war, über eine Nickelchelatsäule gelang quantitativ nur unter denaturierenden Bedinungen.  Dies legt den Schluß nahe, daß das 6xHis-Epitop in der nativen Form des Cx43 nicht an die Nickelchelatmatirix binden konnte, wofür es zwei mögliche Erklärungen gibt.  Zum einen könnte der C-Terminus eine solche Tertiärstruktur aufweisen, daß das 6xHis-Epitop sich im Inneren dieses ca. 13 kd Proteinbereichs befindet.  Zum anderen könnte ein freiliegendes 6xHis-Epitop mit der potentiellen Histidin-Bindungsstelle des C-Terminus wechselwirken.  Diese Bindungsstelle geht im sogenannten „ball-and-chain“-Modell eine Wechselwirkung mit Histidin 95 am Kanaleingang ein und ist für den Öffnen- und Schließenmechanismus des Kanals mitverantwortlich (Ek et al., 1994).  Beide Erklärungsmodelle haben zur Folge, daß das 6xHis-Epitop nicht mit den Nickelionen adäquat wechselwirken kann und daher der Halbkanal nicht an die Matrix gebunden werden kann.

Möglicherweise können ausreichend milde Denaturierungsbedingungen gefunden werden, die einerseits eine Freilegung des 6xHis-Epitops für die Nickelchelatchromatographie erlauben, andererseits die Renaturierung des Connexins nach der Elution ermöglichen.  Ebenso denkbar ist die für einige Versuchsansätze bereits verwandte Abspaltung des C-Terminus auf der cDNA-Ebene (Unger et al., 1997; 1999 a, b; Morely 1996) und der Fusion dieses verkürzten Connexins mit einem 6xHis-Epitop.

4.3.  Untersuchung von Halbkanälen 
Wenn in Plasmamembranen Halbkanäle vorkommen sollten, die für eine signifikante Zeitdauer geöffnet sein können, so ist die Vitalität der Zelle beeinflußbar.  Das endogene Xenopus Cx38 (Ebihara, 1995) sowie heterolog im Xenopus Oozyten-Expressionssystem synthetisierte Connexine können durch niedrige extrazelluläre Kalziumkonzentrationen oder lange depolarisierende Spannungen zum Öffnen von Halbkanälen veranlaßt werden (Paul et al., 1991; Ebihara and Steiner, 1993; Gupta et al., 1994, Ebihara et al., 1995; Trexler et al., 1996).  Die  endogenen Halbkanäle sind so reguliert, daß sie unter normalen Bedingungen im geschlossenen Zustand vorliegen.  Auch von anderen Zellsystemen sind apparente Halbkanalströme bekannt (DeVries and Schwartz, 1992; Malchow et al., 1993; Liu et al., 1995).

Halbkanäle können nicht konstitutiv geöffnet sein, allerdings ist ein reguliertes Öffnen möglich.  Die biologische Funktion von funktionalen Halbkanälen in der Zellmembran ist Gegenstand der augenblicklichen Diskussion.  Favorisierte Hypothesen sind Funktionen bei der Verletzung von Geweben oder eine Koordinierung der Bildung eines Gap Junction Kanals.

Biochemische, physiologische und strukturelle Untersuchungen zeigen, daß die molekularen Komponenten, die für die Kanalübergänge und Kanalempfindlichkeiten verantwortlich sind, für jeden Halbkanal einzeln und unabhängig voneinander existieren und nicht eine molekulare Komponente von beiden Halbkanälen geteilt wird (Makowski et al., 1977; Unwin and Zampighi, 1980; Spray et al., 1991).  In einigen Fällen verhalten sich Gap Junction Kanäle so, als würden die Halbkanäle unabhängig voneinander arbeiten (DeVries and Schwartz, 1992).  In Blastomeren von Teleostei führt eine pH-Erniedrigung in einer von zwei gekoppelten Zellen zu einer ungleichen Spannungsempfindlichkeit.  In der Zelle mit erniedrigtem pH-Wert scheint der Spannungssensor in einer bisher unbekannten Weise verändert, während der Spannungssensor der anderen Zellen unbeeinflußt bleibt.  

Werden zwei gepaarte Oozyten so mit mRNAs transfiziet, daß die Oozyten unterschiedliche Connexine exprimieren, verhalten sich die daraus gebildeten Gap Junction Kanäle so, als seien sie lineare Kombinationen zweier unabhängig voneinander arbeitender Halbkanäle (Swenson et al., 1989; Werner et al., 1989; Ebihara et al., 1995).  Unterschiede in der Spannungsempfindlichkeit heterotypischer Gap Junction Kanäle werden durch die Gleichrichtung des Kanalstroms verursacht.  Diese Gleichrichtung entsteht, wenn der Gap Junction Kanal zwei ungleiche Stromleitungswege in Serie geschaltet hat (Suchyna et al., 1994; Bukauskas et al.,1995).

Diese Ergebnisse belegen, daß eine genaue Untersuchung der Funktionsweisen eines Halbkanals für das Verständnis der Funktionsweise eines Gap Junction Kanals wichtig ist.  In den Fällen, in denen eine funktionale Wechselwirkung zwischen Halbkanälen festgestellt wurde (Hennemann et al., 1992; Bruzzone et al., 1994a), kann der Vergleich mit den Eigenschaften der Halbkanäle klären, welche Eigenschaften der Gap Junction Kanäle durch kooperative Effekte entstehen.

4.4.  ESR-Spektroskopie
Die 2-Schritt-Gelfiltration zur Aufreinigung von Cx43-Halbkanälen erlaubt die Durchführung ESR-spektroskopischer Messungen des spinmarkierten Cx43-Halbkanals.  Wie hier gezeigt wurde, besitzt der Cx43-Wildtyp drei freie Cysteinreste, an die ein Spinlabelmolekül binden kann.  Foote et al. (1998) wiesen nach, daß die sechs Cysteinreste der extrazellulären Loops durch intramolekulare Disulfidbrücken  oxidiert sind und somit keine Spinlabelmoleküle binden können.  Die drei freien Cysteinreste sind im C-Terminus zu vermuten, was durch eine Abspaltung dieser Proteindomäne vor der zweiten Gelfiltration und anschließender ESR-Spektroskopie des C-Terminus sowie des Restproteins nachweisbar wäre.

Das Signal-zu-Rauschen-Verhältnis der Cx43-ESR-Spektren ist durch den Einsatz größerer Zellzahlen zu Beginn der Aufreinigung möglich.  Zusätzlich ist eine quantitative Optimierung der Solubilisierung der Halbkanalstrukturen vor der 2. Gelfiltrationsschritt anzustreben.
Strukturelle Informationen über den Cx43-Halbkanal sind durch das Cysteinscreening zu erhalten.  Durch den sukzessiven Ersatz eines Aminosäurerestes des Wildtypproteins durch einen Cysteinrest, an den das Spinlabelmolkül binden kann, wird durch ESR-spektroskopische Methoden ein Abbild der Struktur- und Funktion interssierende Proteindomänen erzeugt (Steinhoff et al., 1995).  Da das Wildtyp-Cx43 bereits über freie Cysteinreste wie hier gezeigt verfügt, müssen Kontrollproben des Cx43-Wildtyps gegen die Cysteinmutanten gemessen werden.  Das Spektrum des Wildtypproteins kann nun vom Spektrum der Cysteinmutante subtrahiert werden.  

Unter der Voraussetzung, daß die detektierten freien Cysteinreste sich im C-Terminus befinden, wäre die Deletion des C-Terminus eine weitere Möglichkeit diese Cysteinreste ESR-spektroskopisch nicht berücksichtigen zu müssen.  In Anlehnung an die Arbeiten von Unger et al. (1997, 1999 a, b) könnten strukturelle Untersuchungen der membranständigen Domänen, der Loopregionen sowie des N-Terminus vorgenommen werden.

4.5.  Ausblick

Für Gap Junction Kanäle oder Cx-Halbkanäle existieren keine Strukturdaten auf der Ebene der Aminosäurereste.  Der hier vorgestellte Weg einer Überexpression von Cx43-Halbkanälen in stabil transfizierten Insektenzellen und der anschließenden Aufreinigung durch eine 2-Schritt-Gelelektrophorese stellt die methodischen Voraussetzungen dar, ESR-spektroskopische Untersuchungen an Cx43-Halbkanälen vorzunehmen.  Zukünftig können Daten über die Lage und Dynamik einzelner Aminosäurereste gewonnen werden, die durch das sukzessive Cysteinscreening zu einem strukturellen Bild einer interessierenden Cx-Domäne zusammengefügt werden können.  Hierdurch ist eine strukturelle und funktionelle Aufklärung von Cx43-Halbkanälen auf der Ebene einzelner Aminosäurereste möglich.  So ist es von großem Interesse nachzuweisen, daß die transmembrane M3-Domäne die Pore auskleidet.  Ebenso kann die Struktur und Lage der anderen membranständigen Domänen erarbeitet werden.  Auch die Übergange der Cx43-Polypetidkette aus der Membran in die wässrige Lösung können aufgeklärt werden.  Nicht zuletzt ist eine strukturelle und dynamische Untersuchung des Öffnen und Schließens der Membranpore realisierbar.

