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5.  Zusammenfassung
Connexine stellen die strukturelle Grundeinheit der Zell-Zell-Kommunikation dar.  Die als Gap Junction Kanäle bezeichneten Connexin-Dodekamere bilden in sich gegenüberliegenden Zellmembranen eine wassergefüllte Pore aus.  Die Innenräume zwei benachbarter Zellen werden so verknüpft, um den Austausch von Ionen und kleineren Molekülen zu erlauben.  Die zum Verständnis der Funktion dieser Kanäle notwendige Strukturaufklärung liefert bisher Daten unzureichender Auflösung.  Die hier am erfolgreichsten verwandte Methode der Elektronen-Kryo-Mikroskopie benötigt die als Gap Junction Plaques bezeichneten zweidimensionalen Kristalle.  Bisher existiert keine Isolationsmethode für diese Kristalle, die eine solcher Reinheit ermöglicht, daß eine Strukturaufklärung mit einer Auflösung in der Größenordnung der Aminosäureseitenketten erreicht wird.

Die Elektronenspinresonanzspektroskopie (ESR-Spektroskopie) stellt einen neuen Ansatz für die strukturelle Untersuchung von Connexinen dar, da sie auf die Isolation von zweidimensionalen Kristallen verzichtet.  So können auch solubilisierte Proteinkomplexe strukturell untersucht werden.  Die ESR-Spektroskopie benötigt hochreine Proteinproben, wobei die Möglichkeit der Solubilisierung des untersuchten Proteins weitergehende Aufreinigungsmethoden erlaubt, als sie für die kristallinen Gap Junctions möglich ist.  Aufgrund der benötigten Proteinmengen verlangt die ESR-Spektroskopie ein Überexpressionssystem für das zu untersuchende Protein.  Essentiell für die ESR-Spektroskopie ist die Möglichkeit zur ortspezifischen Mutagenese nativer Aminosäuren zu Cysteinresten.  An diese Cysteinreste wird die das ESR-Signal verursachende Spinsonde als Reportermolekül kovalent gebunden.

In dieser Arbeit konnte erstmals ein Connexin, Cx43, stabil in Insektenzellen exprimiert werden.  Dieses heterologe Expressionsystem ermöglicht die posttranslationale Aggregation der Connexine zu Halbkanalstrukturen, wie eine Molekulargewichtsbestimmung mittels einer Gelfiltration des solubiliserten Proteins zeigte.  Eine immunhistochemische Untersuchung lokalisierte die Connexine in der Zellmembran.  Eine Zellfraktionierung bestätigte, daß die exprimierten Connexine ausschließlich in der Membran und nicht im Cytosol zu finden waren.  Die Insektenzellen erwiesen sich über den gesamten Untersuchungszeitraum von mehreren Wochen als stabil Cx43 exprimierend.  Die Syntheseleistung lag bei ca. 10 mg Cx43-Protein pro Liter Insektenzellen-Schüttelkultur.  Das hier eingesetzte eukaryonte Expressionsystem erlaubte die Erzeugung stabiler Transfektanden innerhalb von 17 Tagen.  Diese vergleichweise schnelle Etablierung stabiler, überexprimierender eukaryonter Transfektanten ist im Hinblick auf das für die ESR-Spektroskopie typische Cysteinscreening von großem Vorteil.  Für dieses Cysteinscreening konnte eine erste Cysteinmutante, K146C, kloniert und in den Insektenzellen zur Expression gebracht werden.    

Weitere Expressionssysteme wurden unter dem Blickwinkel der Bedürfnisse der ESR-Spektroskopie getestet.  So zeigte die in vitro-Transkription und -Translation von Connexinen zwar die Aggregation der Monomere zu Halbkanälen, jedoch waren die exprimierbaren Proteinmengen um Größenordnungen zu gering.  

Im Hinblick auf eine funktionelle Aufreinigung von Halbkanalstrukturen wurde ein 6xHis-Epitop N-terminal an das Cx46-Gen fusioniert.  Die Expression eines solchen Proteins gelang weder in HeLa-Zellen noch in Insektenzellen, was im Zusammenhang mit der Schaltfunktion des N-Terminus für das Öffnen und Schließen der Kanäle zu sehen ist.  So könnte das zusätzliche N-terminale Peptid das Öffnen des membranständigen Halbkanals verusachen und damit die Zellmembran als Diffusionbarriere kurzschließen.  Dies mindert die Vitalität der Zelle.

Die C-terminale Klonierung des 6xHis-Epitops erlaubte die funktionelle Expression von Cx43 in Insektenzellen.  Jedoch erwies sich die native Aufreinigung im Gegensatz zur denaturierenden Aufreinigung über eine Nickelchelatsäule als nicht quantitativ.  Als Ursache muß eine sterische Blockade des 6xHis-Epitops angesehen werden, die eine effektive Bindung an die Säule verhindert.

Bisher verwandte Aufreinigungsmethoden für Connexine waren entweder von mangelnder Reinheit oder denaturierten das Protein irreversibel.  In dieser Arbeit konnte eine neue Aufreinigungsmethode für Connexine etabliert werden, die Zwei-Schritt-Gelfiltration.  Sie erlaubt die Isolation hochreiner Cx-Halbkanäle unter nativen Bedingungen.  Hierbei konnte gänzlich auf extreme pH-Werte oder Reduktionsmittel verzichtet werden, was für die Aufreinigung von Connexinkomplexen von außerordentlich Bedeutung ist.  In einem ersten Schritt wurden Aggregate von Cx43-Halbkanälen gebildet und vom Großteil der restlichen Membranproteine mittels einer Gelfiltration getrennt.  Im zweiten Schritt wurden diese Aggregate wieder in einzelne Cx43-Halbkanäle aufgelöst.  Durch eine erneute Gelfiltration konnten die verunreinigende Fremdproteine von den Cx43-Halbkanälen getrennt werden.  Die so gewonnenen Cx43-Halbkanäle waren von solcher Reinheit, daß keine Fremdproteine nachgewiesen werden konnten.

Erste ESR-Spektren von Wildtyp-Cx43-Halbkanälen konnten aufgezeichnet werden.  Sie belegen, daß drei der neun nativen Cysteine des Cx43 für die Spinsonde zugänglich sind und diese kovalent binden.  

Mit dieser Arbeit wurde ein Weg zur Expression ausreichender Connexinmengen erarbeitet.  Die Isolation hochreiner Cx-Halbkanäle unter nativen Bedingungen für ESR-spektroskopische Untersuchungen wurde etabliert.  Die ortspezifische Mutagenese des Connexingens konnte durchgeführt werden und diese Mutante zur Expression gebracht werden.  Somit ist nun eine detailierte Untersuchung der Struktur von Connexinen durch das ESR-spektroskopische Cysteinscreening möglich.

