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C. Ergebnisse

1.
Selektion von Transfektanten und immunhistochemische Untersuchungen

Nach der Co-Transfektion der BeWo-Zellen, bei welcher ein Cx-Expressionsvektor mit der cDNA von Cx26, Cx40 und Cx43 sowie ein Puromycin-Selektionsvektor mit dem Puromycin-N-Acetyltransferase-(pac-)Resistenzgen mittels Liposomen-Technik in die Zellen eingebracht worden waren, wurden Puromycin-resistente Transfektanten (Abb.1) auf ihr Vorhandensein von Connexin-Proteinen immunhistochemisch untersucht.

Für die BeWo-Zellinie wurden jeweils 30-40 resistente Transfektanten, die mit den Connexinen 26, 40 und 43 stabil transfiziert wurden und in den Kammern der Kulturplatten einen homogenen Zellrasen ausbildeten, für die Immunhistochemie isoliert und entsprechend charakterisiert.

Abb. 1: 
BeWo-Zellklon nach Transfektion in Kultur
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Die Abbildung zeigt die Bildung klonaler Zellaggregate nach Transfektion (A) und die randständigen, typischen klonalen Zellausläufer (B) am Beispiel eines Cx26-Klons 18 Tage nach Transfektion (A: 6,3-fache Vergröße-rung; B: 20-fache Vergrößerung).

Der Nachweis dieser verschiedenen Gap-junction-Untereinheiten an der Zellmembran erfolgte mit spezifischen Antikörpern, die gegen den intrazellulären C-Terminus des Moleküls gerichtet waren. Die Bindungsspezifität dieser Primärantikörper wurde von Traub et al., (1994), bereits charakterisiert und die Ergebnisse publiziert, so daß umfangreiche Kontrollen entfallen konnten.

Die immunhistochemische Untersuchung stellte nicht nur den Erfolg der stabilen Transfektion sicher, sondern diente auch der Charakterisierung der verschiedenen Transfektanten bezüglich der Homogenität, Art und Morphologie der exogenen Cx-Expression. Auch ein Vergleich zur endogenen Cx40-Expression der BeWo-Zellen war möglich.

Gap-junction-Kanäle sind nicht einzeln und homogen über die Zellmembran verteilt, sondern bilden sogenannte „Plaques“ (Hellmann et al., 1995). Diese Aggregate erscheinen in der Immunfluoreszenz als punktförmige Gebilde.

In meinen Untersuchungen lagen diese distinkten Punkte in mehreren Varianten vor:

Sie reichten von einer inhomogenen Streuung von Plaque-Formationen über eine perlschnur-artige Aneinanderreihung bis hin zu homogen verteilten Expressionsmustern entlang der Membranen (Abb.2). 

Als Negativkontrolle wurden die mit ihren entsprechenden Leervektor transfizierten Zellen verwendet. Diese im folgenden als „Puromycin-Klone“ bezeichnete Zellpopulation bestand aus dem Basisvektor ohne Cx-Insert und dem Puromycin-Selektionsvektor.

Etwa zehn Transfektanten eines Connexins mit hoher und homogener Expression wurden in Kultur gehalten. Die drei besten etablierten Transfektanten eines Connexins wurden schließlich für die Proliferationsbestimmung eingesetzt.

Abb. 2:  
Immunhistochemischer Nachweis von Cx26 (A,B), Cx40 (C,D) und Cx43 (E,F) in 

transfizierten BeWo-Zellen. 
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Fluoreszenzaufnahme (links) und zugehörige Phasenkontrastaufnahme (rechts). Auf den Fluoreszenzaufnahmen erkennt man positive Signale an den Zellgrenzen der transfizierten BeWo-Zellen, nicht dagegen an den Zellgrenzen der Puromycin-Klone mit dem transfizierten Leervektor pSG-5 (G: Untersuchung auf Cx43 als Negativkontrolle). Ausnahme: Der auf Cx40 untersuchte Puromycin-Klon (H) zeigt eine inhomogene Cx40-Expression, welche der endogenen Cx40 Expression der BeWo-Zellen entspricht.

Vergrößerung: 40 x (A,C,E,G,H); 100 x / Öl (B,D,F).
1.1 Stabile Transfektion von BeWo-Zellen mit Cx26:
Von 33 immunhistochemisch untersuchten Transfektanten zeigten zehn Transfektanten die typische Plaque-Formation der Gap-junctions als perlschnurartige Gebilde  (Abb. 2 A, B).

Teilweise sind sehr kräftige Plaque-Formationen erkennbar. Ferner fallen auch zytoplas-matische Lokalisationen von Cx-Proteinen mit Fluoreszenz als intrazelluläre Vesikel auf (Abb. 2 B). Dies ist ein Zeichen dafür, daß der Klon hinsichtlich der Proteinbiosynthese zur Cx-Expression sehr aktiv ist. 

Die übrigen Transfektanten zeigten nur eine heterogene oder keine Expression.
Der entsprechende Puromycin-Klon mit dem transfizierten Leervektor pSV.SPORT wurde ebenfalls auf Cx26 untersucht. Wie erwartet konnte keine Expression nachgewiesen werden.

1.2 Stabile Transfektion von BeWo-Zellen mit Cx40:
Von 26 Transfektanten, die immunhistochemisch untersucht wurden, zeigten zehn Transfek-tanten eine gute und homogene Expression.

Neben einer perlschnurartigen Immunreaktion fiel in den meisten Fällen auch ein homogen verteiltes Expressionsmuster entlang der Membranen auf (Abb. 2 C).

Die immunhistochemische Färbung dieser homogenen Zellpopulation unterschied sich von solcher mit schwacher, inhomogener, endogener Cx40-Expression bzw. von den Puromycin-Klonen, die mit dem Leervektor pSG-5 transfiziert wurden (Abb. 2 H).

In Abb. 2 D sind ebenfalls deutlich zytoplasmatische Lokalisationen von Cx-Proteinen in der Immunfluoreszenz zu erkennen.

1.3 Stabile Transfektion von BeWo-Zellen mit Cx43:

Von 43 Transfektanten zeigten 11 immunhistochemisch untersuchte Transfektanten ein kräftiges, homogenes Expressionsmuster an den Membranen.

Vereinzelt war auch eine punktförmige Immunreaktion von Gap-junctions erkennbar
(Abb. 2 E).

Die entsprechend auf Cx43 getesteten Puromycin-Klone mit dem transfizierten Leervektor pSG-5 zeigten keine Expression (Abb. 2 G).

Zusammenfassung:

1.
Rund ein Drittel der Puromycin-resistenten Transfektanten, die auf das Vorhandensein
von 
Connexin-Proteinen mittels Immunhistochemie analysiert wurden, zeigten 
eine hohe und homogene Connexin-Expression. Die Ausbeute an etablierten Transfektan-ten mit hoher und homogener Expression ließ sich nach Reduktion des
Selektionsdruckes 
verbessern. In Vorversuchen an Cx26-Transfektanten zeigte sich,
daß diese bei einem Selektionsdruck von 1,0 mg/ml Puromycin in Kultur degenerati-
ve Plaques bildeten und sich schließlich auflösten. Passagieren führte vielfach zu ver-
mindertem Anwachsen und schließlich zum Absterben der Zellen (Abb. 3).


Die Senkung der Puromycinkonzentration von 1,0 auf 0,75 mg/ml führte nicht 

nur dazu, daß rund ein Drittel aller stabil transfizierten Transfektanten eine hohe und 

homogene Cx-Expressionsrate aufwies, sondern auch dazu, daß die potentiell 

toxischen Einflüsse des Puromycins zunächst keine Auswirkungen auf die 

Kultivierung zeigten.


Die Puromycin-Konzentration im Kulturmedium wurde entsprechend bekannter 

Literaturquellen so gewählt, daß zur Selektion auf Resistenz nach Transfektion mit 

einer Dosis begonnen wird, die gerade ausreicht, die als Kontrolle dienenden 

parentalen BeWo-Zellen absterben zu lassen und schrittweise auf eine 

Endkonzentration gesteigert wird, welche die parentalen BeWo-Zellen deutlich 

absterben läßt.

2.
Das immunhistochemische Bild der Gap-junction-Expression variierte hinsichtlich 

der 
Morphologie unter den drei Connexintypen.


Während bei Cx26 die typische Plaquebildung mit perlschnurartigen Punktformatio-

nen 
vorherrschend war, kam bei Cx40 ein homogenes, lineares Muster hinzu. Dieses 

Muster entlang der Membranen war bei den Cx43-Transfektanten vorherrschend.



Die Untersuchung der Puromycin-Klone mit dem transfizierten Leervektor pSG-5 auf 

Cx 40 bestätigte die bekannte, inhomogene endogene Cx40-Expression der BeWo-

Zellinie.

Abb. 3: 
Typischer degenerativer Verlauf eines Cx26-transfizierten Klons während der Kultivierung bei einer
 
Puromycin-Konzentration von 1,0 mg/ml.


A:
Die Abbildung zeigt, wie sich die Zellen nach etwa 3 Wochen Kulturdauer zu einem 


Plaque organisiert haben, welcher v. a. zentral zur Degeneration neigt.


B:
 Im Zuge der Degeneration beginnt der Plaque sich aufzulösen.


C:
Zustand nach Trypsinisierung der Plaques. Ein Anwachsen eines homogen verteilten
 

Zellrasens blieb aus. Nur noch einzelne absterbende Zellen sind sichtbar.



Vergrößerung: 6,3 x
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2. 
Proliferationsverhalten von verschiedenen BeWo-Connexin-Transfektanten im

Vergleich zu den Puromycin-Klonen mit transfiziertem Leervektor und den 

parentalen BeWo-Zellen

2.1  Erster Versuchsansatz zur Ermittlung der Proliferationsrate

Der Einfluß der exogenen Connexin-Expression auf das Proliferationsverhalten der stabil transfizierten BeWo-Zellen wurde an zwei bis drei Transfektanten eines Connexins überprüft, die nach immunhistochemischen Untersuchungen mit einer hohen und homogenen Connexinexpression ausgewählt worden waren. 

Um das Proliferationsverhalten zu untersuchen, wurden in einer ersten Versuchsreihe 10000 Zellen der jeweiligen Connexin-Transfektanten, 10000 Zellen der jeweiligen Puromycin-Klone mit entsprechendem Leervektor und 10000 parentale BeWo-Zellen ausplattiert und über einen Zeitraum von 10 Tagen kultiviert. Zur Bestimmung der Proliferationsrate wurden alle zwei Tage die Zellzahl bestimmt und graphisch gegen die Zeit aufgetragen. 

In den folgenden Diagrammen ist die Zellzahl gegen die Zeit in Tagen (d = days) aufgetragen. 

2.1.1  Proliferationskurven der Cx26-Transfektanten 

Abb. 4: 
Proliferationskurven zweier Cx26-Transfektanten (A: pPH9(28); B: pPH9(33)), des Puro-Klons mit
 

transfiziertem Leervektor Sport(3) und der parentalen BeWo-Zellen. 



Im Vergleich zu den BeWo-Zellen zeigt sich eine deutlich reduzierte Proliferation für Cx26-


Transfektanten.
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Die Cx26-Klone pPH9(28) und pPH9(33) zeigten einen deutlichen Proliferationsverlust gegenüber den parentalen BeWo-Zellen. Auch die Teilungsaktivität der Puromycin-Klone, mit dem Leervektor Sport(3) transfiziert, war geringer als die BeWo-Zellen und ist vergleichbar mit der der Cx26-Transfektanten.

2.1.2 Proliferationskurven der Cx43-Transfektanten

 Abb. 5: 
Proliferationskurven dreier Cx43-Transfektanten (A: pPH17(19); B: pPH17(34); C: pPH17(41)), der Puromycin-Klone mit dem Leervektor pSG-5 und der parentalen BeWo-Zellen.


Im Vergleich zu den BeWo-Zellen zeigt sich eine deutlich reduzierte Proliferation für Cx43-

Transfektanten.
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Die Cx43-Transfektanten pPH17(19), (34) und (41) waren ebenfalls in ihrer Proliferation gegenüber den parentalen BeWo-Zellen deutlich gehemmt. Die Puromycin-Klone mit den transfizierten Leervektoren verhielten sich in der Proliferation dagegen eher heterogen, insgesamt aber zeigten sie ebenfalls eine geringe Teilungsaktivität.

2.1.3 Proliferationskurven der Cx40-Transfektanten

Abb. 6: 
Proliferationskurven zweier Cx40-Transfektanten (A: pPH18(18); B: pPH18(20)), der Puromycin-

Klone
mit dem Leervektor pSG-5 und der parentalen BeWo-Zellen.


Im Gegensatz zu den Cx26- und Cx43-Transfektanten zeigt sich eine hohe Proliferationsaktivität bei

Cx40-Transfektanten.
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Die Zellen der Cx40-Transfektanten pPH18(18) und pPH18(20) wiesen im Gegensatz zu den Cx26- und Cx43-Transfektanten eine hohe Proliferationsrate auf. Die Teilungsaktivität des Cx40-Klons pPH18(20) überstieg sogar die der parentalen BeWo-Zellinie.

Die Puro-Klone mit den Leervektoren pSG-5(2) und pSG-5(5) proliferierten eher schwach und zeigten auch hier einen heterogenen Kurvenverlauf.

Zusammenfassung des ersten Versuchsansatzes:

An allen Kurven ließ sich zeigen, daß die Zellzahl nach Aussat von 10000 Zellen sowohl bei den verschiedenen Cx-Transfektanten und Puro-Klonen als auch bei der parentalen BeWo-Zellinie zunächst absank und erst ab dem 6. Tag ein verstärktes Zellwachstum und damit eine Steigerung der Proliferation zu verzeichnen war.

Die Puro-Klone mit den transfizierten Leervektoren verhielten sich in ihrer Proliferation uneinheitlich. Mal lagen sie in ihrer Proliferation über den Cx-Transfektanten, mal darunter. Insgesamt waren sie aber proliferationsschwach und erreichten nicht die Proliferationsstärke der parentalen BeWo-Zellen.

Vergleicht man das Proliferationsverhalten der Cx-Transfektanten mit den parentalen BeWo-Zellen, so bewirkte Cx26 und Cx43 eine deutliche Abnahme der Proliferation, während Cx40-Expression eher einen Proliferationsanstieg nach sich zog.

2.2   Wiederholter Versuchsansatz zur Ermittlung der Proliferationsrate

Da im ersten Versuchsansatz zur Proliferationsbestimmung jeder einzelne Cx-Transfektant in zeitlich nicht identischen Ansätzen mit unterschiedlichen Puromycin-Klonen und einer jeweiligen parentalen BeWo-Kontrolle verglichen wurde, wurde zur besseren Standardisierung und zur Verifizierung der ersten Ergebnisse der Versuchsansatz mit denselben Cx-Transfektanten unter veränderten Bedingungen wiederholt. Hierbei wurden nur noch ein Puromycin-Klon mit dem entsprechend transfizierten Leervektor pSV.SPORT und pSG-5 und die parentale BeWo-Kontrolle mit allen Connexin-Transfektanten an einem Tag zur Proliferation ausgesät.

Zwischen dem ersten und dem Wiederholungsversuch lag ein Zeitraum von 5-7 Wochen.

In dieser wiederholten Versuchsreihe zeigten sich folgende Ergebnisse:

2.2.1 Proliferationskurven der Cx26-Transfektanten

Abb. 7: 
Proliferationskurven dreier Cx26-Transfektanten (pPH9(1), (28) und (33)), des Puromycin-Klons mit

dem transfizierten Leervektor Sport(3) und der parentalen BeWo-Zellen.


Im Gegensatz zur ersten Versuchsreihe zeigten die Cx26-Transfektanten eine erhöhte Zellteilungsrate.
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Die Cx26-Transfektanten zeigten gegenüber der ersten Proliferationsreihe eine erhöhte Proliferationsstärke. Der Klon pPH9(1) zeigte eine Proliferation, die über der der parentalen BeWo-Zellen lag. Auch der Klon pPH9(28), der in seiner Proliferation in der Nähe der parentalen BeWo-Zellen lag und der Klon pPH9(33) neigten im Gegensatz zur ersten Versuchsreihe zu einer stärkeren Zellteilungsaktivität.

Wie unter Kapitel 2.3 weiter ausgeführt, zeigten immunhistochemische Untersuchungen an diesen Transfektanten einen Verlust von Cx26. Die Abbildung zeigt, daß nach immunhisto-chemisch festgestelltem Cx-Verlust, die Cx26-Transfektanten wieder eine erhöhte Proliferationsaktivität erlangen, die für Klon pPH9(1) sogar über der der parentalen BeWo-Zellen liegt.

2.2.2 Proliferationskurven der Cx43-Transfektanten

Abb. 8: 
Proliferationskurven dreier Cx43-Transfektanten (pPH17(34), (41) und (19)), des Puromycin-Klons
 
pSG-5(1) und der parentalen BeWo-Zellen.

Im Gegensatz zur ersten Versuchsreihe zeigte der Klon pPH17(19) eine erhöhte Zellteilungsrate. Die anderen Cx-Transfektanten zeigten dagegen erneut eine reduzierte Proliferation im Vergleich zu den BeWo-Zellen.




Die Zellteilungsrate der Cx43-Transfektanten variierte. Im Gegensatz zur ersten Versuchsreihe zeigte der Klon pPH17(19) einen Proliferationsschub, während die anderen beiden Klone pPH17(34) und pPH17(41) die Ergebnisse der ersten Versuchsreihe, d.h. die einer verminderten Proliferationsaktivität, bestätigten.

Immunhistochemische Untersuchungen an diesen Transfektanten zeigten einen Verlust der Cx43-Expression für pPH17(19), während bei den anderen beiden Transfektanten weiter eine Cx43-Expression festzustellen war. Die Abbildung veranschaulicht, daß bei Erhalt der Cx-Expression (immunhistochemisch nachgewiesen bei Klon pPH17(34) und (41) eine reduzierte Proliferationsaktivität bestehen bleibt, Cx-Verlust (immunhistochemisch nachgewiesen für  Klon pPH17(19)) dagegen einen Proliferationsschub bewirkt.

2.2.3 Proliferationskurven der Cx40-Transfektanten

Abb. 9: 
Proliferationskurven zweier Cx40-Transfektanten (pPH18(18) und pPH18(20)), des Puromycin-Klons

pSG-5(1) und der parentalen BeWo-Zellen.

Im Gegensatz zur ersten Versuchsreihe zeigten die Cx40-Transfektanten eine reduzierte Zelltei-lungsrate.




Auch die Cx40-Transfektanten zeigten gegenüber der ersten Versuchsreihe eine veränderte Teilungsaktivität. 

Insbesondere der Klon pPH18(20), der in der ersten Versuchsreihe durch eine hohe Proliferationsrate gekennzeichnet war, zeigte nun einen markanten Proliferationsverlust. Ebenfalls ist anhand des Kurvenverlaufs eine Reduktion der Zellteilungsrate des Klons pPH18(18) erkennbar, die aber insgesamt über der von Klon pPH18(20) lag. 

Die immunhistochemische Untersuchung ergab einen Cx-Expressionsverlsut für beide Transfektanten. Im Gegensatz zu den Cx26- und Cx43-Transfektanten zeigt die Abbildung nach immunhistochemisch nachgewiesenem Cx-Verlust eine reduzierte Proliferationsaktivität für die Cx40-Transfektanten.

Die beiden Puromycin-Klone mit den Leervektoren pSG-5(1) und Sport(3) blieben  wie in der ersten Versuchsreihe sehr proliferationsschwach.

Schlußfolgerung:

Diese unterschiedlichen, z.T. widersprüchlichen Ergebnisse der beiden Proliferationsuntersu-chungen der Cx-Transfektanten ließen vermuten, daß die Transfektanten im späteren Wieder-holungsversuch ein verändertes Connexinspektrum gegenüber der ersten Versuchsreihe aufwiesen.

Aus diesem Grunde wurden alle Transfektanten erneut immunhistochemisch untersucht. Außerdem wurde eine RNA-Analyse durchgeführt, um eine Veränderung der Connexin-Expression auf Transkriptionsebene auszuschließen.

Die RNA der verschiedenen Transfektanten wurde nach Abschluß der beiden Versuchsreihen isoliert, elektrophoretisch getrennt und nach dem Transfer auf eine Nylonmembran mit der jeweiligen Cx-cDNA-Sonde hybridisiert. Die Membranen mit RNA der Cx26- und Cx43-Transfektanten wurden nach Abwaschen der cDNA-Sonde mit einer Cx40-cDNA-Sonde rehybridisiert, um zusätzlich die endogene Expression von Cx40 zu ermitteln.

Die Ergebnisse dieser Untersuchungen bestätigten die Vermutung eines veränderten Connexinspektrums in der wiederholten Versuchsreihe:

2.3  Immunhistochemie und RNA-Analyse der Cx26-Transfektanten

Abb. 10:
Immunhistochemische Untersuchung zum Nachweis von Cx26 an einem Cx26-Transfektanten des
 
Wiederholungsversuchs (15. Woche in Kultur).

Der Transfektant zeigte gegenüber den Voraufnahmen zur ersten Versuchsreihe einen Verlust der   Cx26-Expression.
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Bei den Cx26-Transfektanten konnte nach Abschluß des zeitlich späteren Wiederholungsver-suchs kein Cx26 immunhistochemisch mehr nachgewiesen werden.

Abb. 11: 
Autoradiogramm der RNA-Analyse von Cx26-Transfektanten der ersten Versuchsreihe (A) und der
 
wiederholten Versuchsreihe (B) nach Hybridisierung mit einer Cx26-cDNA-Sonde und einer 

(-Actin-Kontrolle.


A: 
Die Abbildung zeigt das exogene Cx26-Transkript (Soll: 1,2 kb) der Transfektanten
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B:
Die Abbildung zeigt im Gegensatz zum ersten Hybridisierungsexperiment unterschiedlich
 
starke Signale für das exogene Cx26-Transkript. Der Puro-Klon mit dem Leervektor
 
Sport (3) zeigt kein Signal.

Auch auf mRNA-Ebene ließ sich eine Reduktion der Transkriptionsrate feststellen. Waren die mRNA-Konzentrationen für die exogenen Cx26-Transkripte im ersten Hybridisierungs-experiment für alle drei Transfektanten auf dem gleichen Level, so sank die detektierbare mRNA-Konzentration im zweiten Blot insbesondere für pPH9(1), was dessen starke Proliferation in der wiederholten Versuchsreihe erklären könnte.

Abb. 12:
Autoradiogramm der RNA-Analyse von Cx26-Transfektanten der ersten Versuchsreihe (A) und der
wiederholten Versuchsreihe (B) nach Hybridisierung mit einer Cx40 c-DNA-Sonde zur Bestimmung der endogenen Cx40-Transkription.

A: 
Es sind schwache Signale für das endogene Cx40-Transkript (Soll: 3,3 kb) erkennbar. Am 

deutlichsten ist das Signal für pPH9(33) erkennbar.
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B: 
Die Cx26-Transfektanten zeigen insgesamt nur ein schwaches, der Puro-Klon mit dem Leervektor 


Sport(3) dagegen ein deutlicheres Signal für das endogene Cx40-Transkript (Soll: 3,3 kb).

Ein Gehalt an endogenem Cx40-Transkript bei den Cx26-Transfektanten war in beiden Northern-Blots nur schwach nachweisbar (Abb. 12).

2.4 Immunhistochemie und RNA-Analyse der Cx43-Transfektanten

Abb. 13: 
Immunhistochemische Untersuchung zum Nachweis von Cx43 am Klon pPH17(19) des Wieder-


holungsversuchs (15. Woche in Kultur).



Klon pPH17(19) zeigte gegenüber den Voraufnahmen einen Verlust der Cx43-Expression 


Vereinzelt sind intrazellulär gelegene Signale zu erkennen.
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Bei den Cx43-Transfektanten konnte nach Abschluß der wiederholten Versuchsreihe immun-histochemisch kein Cx43 mehr bei dem Klon pPH17(19) nachgewiesen werden. Allenfalls sind intrazellulär gelegene Signale zu erkennen (Abb.13). Die anderen beiden Transfektanten haben ihr Connexin hingegen behalten.

Dieser Cx43-Verlust spricht für den Proliferationsschub des Klons pPH17(19) gegenüber den anderen beiden Transfektanten.

Abb. 14:
Autoradiogramm der RNA-Analyse von Cx43-Transfektanten der ersten Versuchsreihe (A) und der

wiederholten Versuchsreihe (B) nach Hybridisierung mit einer Cx43-cDNA-Sonde und einer

(-Actin-Kontrolle.


A: 
Die Abbildung zeigt nur sehr schwache Signale für das exogene Cx43-Transkript
(Soll: 1,14 kb) der Transfektanten.


B:
Die Abbildung zeigt, wie im ersten Hybridisierungsexperiment, nur schwache Signale für


das exogene Cx43-Transkript bei Klon pPH17(34) und (41). Für Klon pPH17(19) ist 


das Signal am deutlichsten erkennbar. Der Puro-Klon mit dem Leervektor pSG-5(1) zeigt 


kein Signal.
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Die Banden auf beiden Autoradiogrammen erwiesen sich insgesamt als sehr schwach. Am deutlichsten konnte ein Signal für das exogene Cx43-Transkript des Klons pPH17(19) detek-tiert werden (Abb. 14).

 Abb. 15: 
Autoradiogramm der RNA-Analyse von Cx43-Transfektanten der ersten Versuchsreihe (A) und der 
wiederholten Versuchsreihe (B) nach Hybridisierung mit einer Cx40 c-DNA-Sonde zur Bestimmung der endogenen Cx40-Transkription.


A: 
Die Cx43-Transfektanten zeigen unterschiedlich starke Signale für das endogene Cx40-Transkript
 

(Soll: 3,3 kb). Am deutlichsten ist das Signal für Klon pPH17(34).


B:
Die Cx43-Transfektanten zeigen insgesamt nur schwache Signale für das endogene Cx40-Trans-


kript, wobei erneut das Signal für pPH17(34) am deutlichsten erkennbar ist. Der Puro-


Klon mit dem Leervektor pSG-5(1) besitzt nur ein schwaches Signal.
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Endogene Cx40 mRNA war am deutlichsten für pPH17(34) in den Hybridisierungs-experimenten nachweisbar (Abb. 15).

2.5  Immunhistochemie und RNA-Analyse der Cx40-Transfektanten

Abb. 16: 
Immunhistochemische Untersuchung zum Nachweis von Cx40 an einem Cx40-Transfektanten des 

Wiederholungsversuchs (14. Woche in Kultur). 


Der Transfektant zeigte gegenüber den Voraufnahmen einen Verlust der exogenen Cx40-Expression.
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Bei den beiden Cx40-Transfektanten konnte nach Abschluß der wiederholten Versuchsreihe ebenfalls kein Cx40 immunhistochemisch mehr nachgewiesen werden, (Abb. 16).
Es konnte allenfalls eine geringe endogene Cx40-Expression festgestellt werden.

Abb. 17: 
Autoradiogramm der RNA-Analyse von Cx40-Transfektanten der ersten Versuchsreihe (A) und der 

wiederholten Versuchsreihe (B) nach Hybridisierung mit einer Cx40 c-DNA-Sonde und einer
 
(-Actin-Konrolle.


A:
Die Abbildung zeigt lediglich das endogene Cx40-Transkript (Soll: 3,3 kb) der Transfektanten. Das Signal war für Klon pPH18(18) stärker als für Klon pPH18(20).
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B:
Die Abbildung zeigt ebenfalls unterschiedlich starke Signale für das endogene Cx40-Transkript. Unter den Cx40-Transfektanten war das Signal bei pPH18(18) erneut stärker als bei pPH18(20). Unter den Puro-Klonen war das Signal mit dem Leervektor Sport(3) stärker als mit dem Leervek-tor  pSG-5(1). Die Menge der RNA von den parentalen BeWo-Zellen war für eine Beurteilung unzureichend.

Auf mRNA-Ebene konnte bereits im ersten Hybridisierungsexperiment das exogene Cx40-Fragment (1,16 kb) nicht mehr detektiert werden. Die mRNA wurde aber auch erst 3-5 Wochen nach der ersten Versuchsreihe isoliert. Auf beiden Autoradiogrammen war lediglich das endogene Cx40-Transkript (3,3 kb) nachweisbar (Abb. 17).

In beiden Hybridisierungsexperimenten war die endogene Cx40 mRNA-Konzentration bei Klon pPH18(18) höher als bei Klon pPH18(20).

Der Verlust des exogenen Cx40 und damit der Verlust einer homogenen Cx40-Expression führte nach diesen Ergebnissen zu einem Proliferationsverlust. Die höhere Proliferations-aktivität des Klon pPH18(18) gegen pPH18(20) nach dem Verlust des exogenen Transkriptes scheint auf die endogene Cx40-Expression zu beruhen.

Dies ließ sich durch die RNA-Analyse bestätigen, wo Klon pPH18(18) eine höhere endogene Cx40 Transkriptionsrate aufwies als Klon pPH18(20).

Zusammenfassend ließen sich folgende Ergebnisse aus den beiden Versuchsreihen ziehen:

1. 
Die stabile Transfektion von BeWo-Zellen mit Cx-Genen führte zunächst zu einer 

homogenen exogenen Cx-Expression, die sich immunhistochemisch nachweisen ließ. 

Im Laufe der Kultivierung veränderte sich jedoch das Cx-Spektrum der 

Transfektanten. Sie zeigten nach längerer Zeit in Kultur eine Abnahme ihrer 

Connexin-Expression. Zumindest auf Proteinebene war ein immunhistochemischer 

Nachweis limitiert. 


Obwohl auf Proteinebene kein Nachweis von Connexinen mehr möglich war, 

konnten auf mRNA-Ebene trotzdem exogene Cx-Transkripte nachgewiesen 

werden.

2. 
Cx26- und Cx43-Expression führte zu einer Proliferationshemmung der transfizierten 

BeWo-Zellklone. Ein Verlust dieser Connexine führte wieder zu einer verstärkten 

Induktion der Proliferation. 


Eine homogenere Cx40-Expression, die zusätzlich durch das exogen eingebrachte

Cx40-Transkript erzielt wurde, führte zu einer verstärkten Proliferation. Verlust die-

ses exogen eingebrachten Connexins führte zu einer verminderten Proliferation. Der 

Grad  endogener Cx40-Expression schien dann maßgebend für die Proliferationsstär-

ke zu sein.

3.
Die Puromycin-Klone mit den transfizierten Leervektoren pSG-5(1) und 

Sport(3) erzielten die geringsten Proliferationsraten.
3.
(-hCG-Hormonproduktion von verschiedenen BeWo-Connexin-Transfektanten 
im Vergleich zu ihren Puromycin-Klonen und den parentalen BeWo-Zellen

Ein funktionelles Charakteristikum von Chorionkarzinomen ist die Produktion von Plazenta-hormonen. Sie können als Differenzierungsparameter herangezogen werden (Kliman et al., 1986 und Kohler et al., 1971).

Am Beispiel der (-hCG-Produktion wurde untersucht, ob sich Unterschiede in der Hormonproduktion und somit in der Differenzierung zwischen Transfektanten, Puromycin-Klonen und der parentalen BeWo-Zellinie feststellen lassen konnten.

Dazu wurde das Medium in den 12-Loch-Kammern, welches am 10. Tag der Proliferation zu je 1 ml entnommen wurde, auf (-hCG hin untersucht. Es wurde 24 h zuvor durch 2 ml frisches Medium ersetzt. Die verschiedenen Hormonkonzentrationen für Transfektant, Puro-Klon und parentale BeWo-Zellinie wurden als mU pro 2 ml pro Zelle und pro 24 h ausgewertet und graphisch als Säulendiagramm dargestellt.

Folgende Ergebnisse stellten sich dar:

3.1  (-hCG-Hormonproduktion exemplarischer Cx-Transfektanten der ersten Versuchs-  reihe

Abb. 18: 
(-hCG-Hormonproduktion eines Cx26-Transfektanten (A), eines Cx40-Transfektanten (B) und eines Cx43-Transfektanten (C) mit ihren entsprechenden Puromycin-Klonen und der parentalen BeWo-Zellen am 10. Tag der ersten Versuchsreihe.
Die Cx-Transfektanten sowie die Puromycin-Klone zeigten im Vergleich zu den BeWo-Zellen eine deutlich geringere (-hCG-Hormonproduktion.
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Die Erwartung, daß die transfizierten Zellklone durch ihr Connexin neben der Proliferations-hemmung auch eine verstärkte Differenzierung zeigten, ließ sich hinsichtlich der (-hCG-Sekretion nicht bestätigen.

Sämtliche Cx-Transfektanten lagen mit ihren (-hCG-Werten deutlich unter der parentalen BeWo-Zellinie. Diese wies in allen Abbildungen die höchsten (-hCG-Werte auf.

Auch die Puro-Klone lagen in ihren (-hCG-Werten wesentlich unter denen der parentalen BeWo-Zellen.

Ein Vergleich von Cx-Klon und seinem jeweiligen Puro-Klon zeigt keinen signifikanten Effekt des exogenen Connexins auf die Differenzierung.

3.2  (-hCG-Hormonproduktion der Cx-Transfektanten im Wiederholungsansatz

Der exogene Cx-Verlust der Cx26-Transfektanten und der Cx40-Transfektanten im Wiederholungsansatz führte zu keinen signifikanten Änderungen auf die (-hCG-Produktion.

Die (-hCG-Werte von Cx-Transfektanten, Puro-Klonen und parentalen BeWo-Zellen bestätigten vielmehr die Ergebnisse der ersten Versuchsreihe.

Einzig und allein die (-hCG-Werte der Cx43-Transfektanten deuteten eine Korrelation von positiver Cx43-Expression und höherer (-hCG-Produktion an (Abb. 19).

Abb. 19: 
(-hCG-Hormonproduktion der Cx43-Transfektanten (pPH17(34), (41) und (19)), des Puromycin-


Klons mit dem Leervektor pSG-5(1) und der parentalen BeWo-Zellen am 10. Tag der 


wiederholten Versuchsreihe.

Klon pPH17(34), der als Einziger der Cx43-Transfektanten eine homogene Cx43-Expression zu diesem Zeitpunkt aufwies, zeigte gegenüber den anderen Cx43-Transfektanten die höchste (-hCG-Hormonproduktion. Mit abnehmender Cx43-Expression sanken tendentiell auch die (-hCG-Werte.


Bei Klon pPH17(34) konnte unmittelbar nach dieser Versuchsreihe eine positive Cx43-Expression nachgewiesen werden und bei Klon pPH17(41) wenig später ebenfalls eine positive, aber schwächere Cx43-Expression. Bei Klon pPH17(19) blieb eine positive Cx43-Expression dagegen aus.

Zusammenfassend ließen sich folgende Beobachtungen machen:

In sämtlichen Versuchsreihen fand man mit Abstand die höchsten (-hCG-Werte bei den parentalen BeWo-Zellen. Die Werte der Cx-Transfektanten und Puromycin-Klone lagen mit etwa 3-4 milli Units signifikant darunter. Dies entspricht einer durchschnittlich geringeren Hormonproduktion von 70-80%. 

Diese Feststellung führte zu der Vermutung, daß die Puromycin-Selektion, unter welcher die Cx-Transfektanten und Puromycin-Klone, nicht aber die parentale BeWo-Kontrolle standen, offenbar erneut einen toxischen Einfluß auf die Transfektanten ausübt. 

Dies wurde bereits bei der Kultivierung von Cx-26-Transfektanten in den Vorversuchen beschrieben, die unter einem höheren Selektionsdruck von 1,0 mg/ml standen und eine Atoptose zeigten. Die neueren Versuchsreihen zeigen, daß Puromycin in niedrigerer Dosierung zwar nicht zum Absterben der Transfektanten führt, möglicherweise aber einen entscheidenden, supprimierenden Effekt auf die (-hCG-Produktion hat und damit die Differenzierung der Transfektanten hemmt.

Vergleicht man unter diesem Gesichtspunkt lediglich die (-hCG-Werte zwischen Cx-Klon und Puro-Klon, so konnte sich in einigen Beispielen tendenziell eine Korrelation von höherer Differenzierung bei höherem endogenen oder exogenen Cx-Gehalt feststellen lassen. Diesen Schluß konnte man v. a. bei Vergleich der Cx43-Transfektanten der wiederholten Versuchs-reihe mit ihrem Puromycin-Klon mit dem transfizierten Leervektor pSG-5(1) ziehen, der nur eine schwache endogene Cx40-Transkriptionsrate aufwies. Eine positive exogene Cx43-Expression bei den Cx43-Transfektanten führt zu einer höheren Differenzierung und verhilft trotz des potentiell supprimierenden Puromycin-Effektes somit zu höheren (-hCG-Werten als bei den Puromycin-Klonen.

Bei den Cx26-Transfektanten dagegen bewirkte ein Cx-Verlust bei gleich schwachen endogenen Cx40 mRNA-Levels keine signifikante Änderung der (-hCG-Produktion. Wohl aber scheint die höhere mRNA-Konzentration für das endogene Cx40 beim Puro-Klon mit dem Leervektor Sport(3) für dessen größere Hormonproduktion verantwortlich zu sein, (s. Abb. 12).

Insgesamt ist aber festzuhalten, daß solche Unterschiede hinsichtlich der ß-hCG-Produktion innerhalb der Transfektanten in Abhängigkeit vom Grad der endogenen und exogenen Cx-Expression bzw. mRNA-Konzentration nur Tendenzen zeigen. Allgemeingültige signifikante Unterschiede, die für alle Transfektanten in den beiden Versuchsreihen gelten, konnten nicht erhoben werden.

Vielmehr steht die signifikant geringere Hormonproduktion der unter dem Selektionsdruck stehenden Cx-Transfektanten und Puro-Klone gegenüber der parentalen BeWo-Zellen im Vordergrund.
4. 
Einfluß des Puromycin-Selektionsdruckes auf Proliferation und (-hCG-
   
Hormonproduktion

Um den Einfluß des Puromycin-Selektionsdruckes auf Proliferation und (-hCG-Produktion von Cx-Transfektant und Puromycin-Klon näher zu untersuchen, wurde eine Proliferations-reihe an zwei Cx43-Transfektanten und am Puro-Klon mit dem transfizierten Leervektor pSG5-(1) unter Berücksichtigung unterschiedlicher Puromycinkonzentrationen durchgeführt.

4.1 Proliferationsverhalten und (-hCG-Hormonproduktion bei verschiedenen Puromycinkonzentrationen am Beispiel zweier Cx43-Transfektanten
Vor Beginn der Proliferationsreihe wurden die beiden Cx43-Transfektanten pPH17(34) und pPH17(19) unter folgenden drei verschiedenen Puromycinkonzentrationen über einen Zeitraum von 2-3 Wochen in Kultur gehalten: 0,25 mg/ml, 0,5 mg/ml und 0,75 mg/ml.

Anschließend wurden jeweils 20000 Zellen zur Ermittlung der Teilungsrate ausgesät, ihre Zellzahl am 4.,7. und 10. Tag bestimmt und die (-hCG-Konzentration an den am 10. Tag entnommenen Medien analysiert.

Zum Zeitpunkt der Aussaat der beiden Cx43-Transfektanten konnte immunhistochemisch keine Cx43-Expression mehr nachgewiesen werden.

Folgende Ergebnisse konnten festgestellt werden:

Abb. 24: 
Proliferationskurven zweier Cx43-Transfektanten (A: pPH17(34); B: pPH17(19)) in Abhängigkeit von drei verschiedenen Puromycin-Konzentrationen (0,25; 0,5 und 0,75 mg/ml) sowie des 
Puro-Klons mit dem Leervektor pSG-5(1) bei unveränderter Puromycin-Konzentration und der parentalen BeWo-Zellen.
Eine Abhängigkeit von Zellteilungsrate und Puromycin-Konzentration konnte nicht festgestellt werden. Klon pPH17(34) zeigte eine höhere Zellteilungsrate als pPH17(19).
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Zunächst erwiesen sich beide Transfektanten in ihrer Proliferationsgeschwindigkeit sehr heterogen. Der Klon pPH17(19) hatte wesentlich geringere Zellzahlen als pPH17(34). Eine Erklärung könnte die höhere mRNA-Konzentration für Cx43 bei Klon 17(19) und die stärkere endogene Cx40-mRNA-Konzentration bei 17(34) sein (s.Abb. 14 und 15).

Klon 17(34) lag sowohl bei 0,25 mg/ml als auch bei 0,5 mg/ml Puromycin-Konzentration in seinen Zellzahlen höher als bei den BeWo-Zellen. Die Zellzahlen bei 0,75 mg/ml Selektionsdruck lagen nur knapp unter der BeWo-Zellkurve.

Einen Einfluß der Puromycinkonzentration in Form einer Proliferationshemmung konnte sich an diesem Cx43-Klon somit nicht bestätigen lassen, zumal der Puro-Klon mit dem Leervektor pSG5(1), der bei 0,5 mg/ml Selektionsdruck geführt wurde, im Gegensatz dazu kaum Wachstum zeigte (Abb. 24 A).

Klon 17(19) war zwar insgesamt im Wachstum gehemmt, eine eindeutige Korrelation der verschiedenen Puromycin-Konzentrationen zur Proliferationsgeschwindigkeit konnte aber ebenfalls nicht festgestellt werden (Abb.24 B).

Abb. 25: 
(-hCG-Hormonproduktion der bei verschiedenen Puromycin-Konzentrationen kultivierten
Cx43-Transfektanten (pPH17(34) = dunkelblau und pPH17(19) = hellblau), des Puro-Klons mit dem Leervektor pSG-5(1) und der parentalen BeWo-Zellen.



Die (-hCG-Werte wurden an den am 10. Tag der Versuchsreihe entnommenen Medien 


analysiert. Die Puromycin-Konzentrationen in den Medien der Cx43-Transfektanten lagen bei 0,25; 


0,5 und 0,75 mg/ml.

Die Abb. zeigt eine Korrelation von (-hCG-Hormonproduktion und Puromycin-Konzentration: Je niedriger die Puromycin-Konzentration desto höher sind die (-hCG-Werte.


Die (-hCG-Analyse bestätigte dagegen eine Korrelation zwischen Puromycin-Konzentration und (-hCG-Produktion. 

Je niedriger der Puromycin-Selektionsdruck war, desto höher die Werte der (-hCG-Hormon-produktion. Der bei 0,5 mg/ml Puromycin gehaltene Leervektor lag im (-hCG-Wert ebenfalls über den (-hCG-Werten der bei 0,75 mg/ml gehaltenen Cx43-Transfektanten.

Wiederum die höchsten (-hCG-Werte erzielte die parentale BeWo-Kontrolle.

4.2
Proliferationsverhalten und (-hCG-Hormonproduktion bei verschiedenen Puromycinkonzentrationen am Beispiel des Puromycin-Klons mit dem pSG5-(1)-Leervektor

Anschließend wurde der Puromycin-Klon mit dem Leervektor pSG-5(1), der nur über eine schwache endogene Cx40 mRNA verfügte, unter den Puromycinkonzentrationen 0,25 , 0,5 , 0,75 und 1,0 mg/ml hinsichtlich Proliferation und (-hCG-Produktion untersucht.

Abb. 26: 
Proliferationskurven des bei verschiedenen Puromycin-Konzentrationen kultivierten Puro-


Klons mit dem transfizierten Leervektor pSG-5(1) und der parentalen BeWo-Zellen.


Die Puromycin-Konzentrationen lagen bei 0,25 , 0,5 , 0,75 und 1,0 mg/ml Medium.

Bei  dem Puro-Klon ließ sich tendentiell eine höhere Zellteilungsrate feststellen, je niedriger die Puromycin-Konzentration war.


Die Untersuchungen ergaben, daß die parentale BeWo-Zellkurve die stärkste Proliferations-rate zeigte. Keine der vier Puro-Klone konnte sich der Proliferationsgeschwindigkeit der parentalen BeWo-Zellinie nähern.

Gleichwohl zeigte sich eine von der Puromycin-Dosis abhängige Proliferationsgeschwindig-keit unter den Puromycin-Klonen.

Die höchsten Zellzahlen erreichten die unter 0,25 und 0,5 mg/ml Selektionsdruck gehaltenen Klone (Abb.26), während die unter 0,75 und 1,0 mg/ml Puromycin gehaltenen Puro-Klone eine geringere Proliferationsrate aufwiesen. 

Abb. 27: 
(-hCG-Hormonproduktion des bei verschiedenen Puromycin-Konzentrationen kultivierten


Puro-Klons mit dem transfizierten Leervektor pSG-5(1) und der parentalen BeWo-


Zellen.



Die (-hCG-Werte wurden an den am 10. Tag der Versuchsreihe entnommenen Medien


analysiert.

Die Abb. zeigt auch beim Puromycin-Klon eine Abhängigkeit der Höhe der (-hCG-Werte von der Puromycin-Konzentration im Medium: Je niedriger die Puromycin-Konzentration desto höher sind die (-hCG-Werte.




Noch deutlicher zeigte sich eine Puromycin-Dosis-Abhängigkeit in der (-hCG-Produktion. Je niedriger die Puromycin-Konzentration im Medium der Puro-Klone war,  desto höher die Werte der (-hCG-Hormonproduktion.

Zusammenfassung:

Eine Korrelation von Puromycin-Dosis und Proliferationsgeschwindigkeit ließ sich nur bei dem Puromycin-Klon mit dem transfizierten pSG5-(1)-Leervektor feststellen, der lediglich über eine schwache endogene Cx40-mRNA verfügte.

Solange auf Transkriptionsebene stärkere endogene Cx40-mRNA- oder exogene Cx43-mRNA-Konzentrationen detektierbar waren (wie am Beispiel der beiden Cx43-Transfektanten), so war eine eindeutige Abhängigkeit von Puromycin-Konzentration und Proliferationsgeschwindigkeit nicht gegeben.

Eine deutliche Abhängigkeit der Puromycin-Dosis zeigte sich dagegen auf die Stärke der (-hCG-Hormonproduktion. Sowohl bei den Cx43-Transfektanten als auch bei dem Puro-Klon mit dem Leervektor pSG-5(1) sanken die (-hCG-Hormonwerte mit steigendem Puromycin-Selektionsdruck.

5.  RNA-Analyse des Puromycin-Resistenzgens

Da Puromycin offensichtlich einen Einfluß auf die transfizierten BeWo-Zellen ausübt und diese nicht nur ihre Differenzierung, sondern möglicherweise auch ihre Proliferation bei steigender Dosierung hemmt - wie es zumindest die Proliferationsergebnisse am Puromycin-Klon mit dem Leervektor pSG-5(1) andeuten - stellt sich die Frage nach der intakten Funktionsfähigkeit des Puromycin-Resistenzgens (pac-Gen = Puromycin-N-acetyltransferase-Gen) im Puromycin-Selektionsvektor pBEH-pac18.

Dieser etwa 1 kb große Genabschnitt (Vektorkarte s.Anhang in Mat. und Meth.) kodiert im Normalfall ein Enzym, die Puromycin-N-acetyltransferase, welches durch eine Acetylierungs-reaktion das Puromycin inaktiviert.

Um zu testen, ob dieser Genabschnitt tatsächlich auch abgelesen und in mRNA transkribiert wird, wurde die RNA sämtlicher Transfektanten mit einer Puromycin-cDNA-Sonde rehybridisiert.

Abb. 28: 
Autoradiogramm der RNA-Analyse sämtlicher Transfektanten der ersten Versuchsreihe (A-C) und der wiederholten Versuchsreihe (D-F) nach Hybridisierung mit einer Puromycin-cDNA-Sonde 
zur Bestimmung der Transkriptionsrate des Puromycin-N-acetyltransferase(pac)-Gens (Soll: ca. 1 kb)



Die Abb. zeigt kein Signal für das zugehörige Transkript des Puromycin-Resistenzgens.


Folgende Ergebnisse stellten sich dar:

1.  Ein 1 kb-Transkript des Puromycin-Resistenzgens konnte bei allen untersuchten Cx-Transfektanten und den Puromycin-Klonen nicht nachgewiesen werden.

2.  
Das Signal des pPH9(33)-Klons der ersten Versuchsreihe im kleinen kb-Bereich läßt 
sich nicht dem pac-Transkript zuordnen (Abb.27 A). Möglicherweise ist ein Ketten-abbruch beim Ablesen des pac-Gens für diese Bande verantwortlich oder es handelt sich um eine Kreuzreaktion.

3.  Sämtliche Autoradiogramme zeigen starke Signale im 4,2 - 4,4 kb-Bereich. Dabei handelt es sich offenbar um eine Kreuzreaktion der verwendeten Puromycin-cDNA-Sonde mit der 28sRNA.

Die RNA-Analyse ergab, daß offenbar das Puromycin-N-acetyltransferase-(pac)-Gen nicht in ausreichendem Maße transkribiert wurde. Es konnte kein Signal für das postulierte 1 kb mRNA-Fragment detektiert werden.

Warum die transfizierten Zellen im Verlauf ihrer Kultivierung die Transkription des pac-Gens herunterreguliert oder gar eingestellt haben, welche Vorgänge dabei eine Rolle gespielt haben können und wie die Zellen ohne die Puromycin-N-acetyltransferase die Einwirkung des Puromycins tolerierten, soll u.a. Gegenstand der Diskussion sein.

6. Tumorwachstum im Nacktmausmodel

Um das Proliferationsverhalten Cx-transfizierter BeWo-Zellklone mit parentalen BeWo-Zellen nicht nur in-vitro, sondern auch in-vivo miteinander zu vergleichen, wurde je ein positiver Klon der drei Connexine sowie die parentale BeWo-Zellinie, wie in Kapitel 6 unter Material und Methoden beschrieben, in einer Menge von 106 Zellen subkutan in die Flanken der Nacktmäuse eingebracht.

Es standen jeweils drei Nacktmäuse für die Applikation eines Klons zur Verfügung. Die auserwählten Klone der Cx-Transfektanten 26, 40 und 43 wurden zuvor immunhisto-chemisch auf eine homogene Cx-Expression an der Zellmembran überprüft. Über einen Zeitraum von 8-12 Wochen wurden regelmäßig die Nacktmäuse auf eine Tumorentwicklung hin beobachtet und der Injektionsort durch Abtasten inspiziert.

Während dieser Zeit ließ sich weder bei den Cx-Transfektanten, noch bei den parentalen BeWo-Zellen ein induziertes Tumorwachstum bei den Nacktmäusen feststellen. 

Somit konnten für die BeWo-Zellen und ihre Transfektanten im Gegensatz zu Jeg-3 u.a. Chorionkarzinomzellen keine Tumoren im Nacktmausmodell etabliert werden. 

Dies bedeutet, daß es sich bei der BeWo-Zellinie im klassischen Sinne um keine Tumorzellinie handelt, da man von einer klassischen Tumorzellinie im Nacktmausmodell erwartet, daß sie anwächst und Tumoren in vivo ausbildet.
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Tabelle1

				MW		s		Einzelwerte hCG (mU/2ml)

		pPH 9 (28)		0.51		0.17		0.37		0.45		0.70

		Sport (3)		2.41		0.14		2.28		2.56		2.39

		Bewo		6.58		0.75		6.40		5.94		7.40

				MW		s		Einzelwerte hCG (mU/2ml)

		pPH 18(18)		1.38		0.22		1.22		1.29		1.63

		pSG-5 (2)		1.09		0.07		1.13		1.01		1.12

		BeWo		5.36		0.63		5.60		5.84		4.65

				MW		s		Einzelwerte hCG (mU/2ml)

		pPH 17 (34)		1.20		0.17		1.20		1.04		1.37

		pSG-5 (1)		0.67		0.22		0.50		0.59		0.92
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		17(41)		1.04		0.55		0.54		1.63		0.94

		17(19)		0.37		0.12		0.31		0.29		0.51

		pSG-5(1)		1.16		0.40		1.22		1.53		0.74

		BeWo		4.97		0.29		5.28		4.71		4.92
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		17(34) 0,25		0.68		0.11		0.62		0.61		0.80

		17(19) 0,25		0.98		0.35		0.81		0.74		1.38
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Tabelle1

				Mittelwerte der Proliferationsmessungen								Standardabweichung

		Puro (mg/ml)		0d		4d		7d		10d		s 0d		s 4d		s 7d		s 10d

		17(34) 0,25		20000		9533		60467		404333		0		2403		2532		27392

		17(34) 0,5		20000		19200		89467		478333		0		5200		4331		32500

		17(34) 0,75		20000		11533		43533		286333		0		3252		6278		14174

		pSG-5 (1)		20000		6800		6600		19000		0		4133		1400		4060

		BeWo		20000		9667		49200		310000		0		3331		8102		41645

				Mittelwerte der Proliferationsmessungen								Standardabweichung

		Puro (mg/ml)		0d		4d		7d		10d		s 0d		s 4d		s 7d		s 10d

		17(19) 0,25		20000		6600		16800		75400		0		1587		1929		37990

		17 (19) 0,5		20000		5133		10000		20400		0		1102		4331		6490

		17 (19) 0,75		20000		8067		15933		60867		0		611		306		2532

		pSG-5 (1)		20000		6800		6600		19000		0		4133		1400		4060

		BeWo		20000		9667		49200		310733		0		3331		8102		41645
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Tabelle1

				Mittelwerte der Proliferationsmessungen								Standardabweichung

		Puro (mg/ml)		0d		4d		7d		10d		s 0d		s 4d		s 7d		s 10d

		17(34) 0,25		20000		9533		60467		404333		0		2403		2532		27392

		17(34) 0,5		20000		19200		89467		478333		0		5200		4331		32500

		17(34) 0,75		20000		11533		43533		286333		0		3252		6278		14174

		pSG-5 (1)		20000		6800		6600		19000		0		4133		1400		4060

		BeWo		20000		9667		49200		310000		0		3331		8102		41645

				Mittelwerte der Proliferationsmessungen								Standardabweichung

		Puro (mg/ml)		0d		4d		7d		10d		s 0d		s 4d		s 7d		s 10d

		17(19) 0,25		20000		6600		16800		75400		0		1587		1929		37990

		17 (19) 0,5		20000		5133		10000		20400		0		1102		4331		6490

		17 (19) 0,75		20000		8067		15933		60867		0		611		306		2532

		pSG-5 (1)		20000		6800		6600		19000		0		4133		1400		4060

		BeWo		20000		9667		49200		310733		0		3331		8102		41645
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Tabelle1

				MW		s		Einzelwerte hCG (mU/2ml)

		pPH 9 (28)		0.51		0.17		0.37		0.45		0.70

		Sport (3)		2.41		0.14		2.28		2.56		2.39

		Bewo		6.58		0.75		6.40		5.94		7.40

				MW		s		Einzelwerte hCG (mU/2ml)

		pPH 18(18)		1.38		0.22		1.22		1.29		1.63

		pSG-5 (2)		1.09		0.07		1.13		1.01		1.12

		BeWo		5.36		0.63		5.60		5.84		4.65

				MW		s		Einzelwerte hCG (mU/2ml)

		pPH 17 (34)		1.20		0.17		1.20		1.04		1.37

		pSG-5 (1)		0.67		0.22		0.50		0.59		0.92

		BeWo		5.22		1.52		5.23		6.74		3.70

				MW		s		Einzelwerte hCG (mU/2ml)

		17(34)		2.22		0.89		1.20		2.60		2.86

		17(41)		1.04		0.55		0.54		1.63		0.94

		17(19)		0.37		0.12		0.31		0.29		0.51

		pSG-5(1)		1.16		0.40		1.22		1.53		0.74

		BeWo		4.97		0.29		5.28		4.71		4.92

		Puro (mg/ml)		MW		s		Einzelwerte hCG (mU/2ml)

		17(34) 0,25		0.68		0.11		0.62		0.61		0.80

		17(19) 0,25		0.98		0.35		0.81		0.74		1.38

		17(34) 0,5		0.62		0.13		0.47		0.68		0.70

		17(19) 0,5		0.45		0.08		0.48		0.51		0.36

		pSG5-(1)		0.75		0.81		0.06		0.54		1.64

		17(34) 0,75		0.25		0.05		0.19		0.27		0.29

		17(19) 0,75		0.17		0.12		0.06		0.15		0.30

		BeWo		3.91		1.16		3.54		2.98		5.21

				MW		s		Einzelwerte hCG (mU/2ml)

		pSG5-(1) 0,25		1.72		0.43		2.22		1.47		1.47

		pSG5-(1) 0,5		0.40		0.04		0.45		0.37		0.38

		pSG5-(1) 0,75		0.26		0.03		0.28		0.23		0.27

		pSG5-(1) 1,0		0.13		0.03		0.11		0.16		0.13

		BeWo		4.61		0.10		0.88		1.04		0.85
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Diagramm1

		0,25		0.43

		0,5		0.04

		0,75		0.03

		1,0		0.03

		BeWo		0.1



MW

hCG (mU*10-3/2ml)

hCG (mU/2ml) bei verschiedenen Puromycin-Konzentrationen

Puro-Klon

1.72

0.4

0.26

0.13
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Tabelle1

				MW		s		Einzelwerte hCG (mU/2ml)

		pPH 9 (28)		0.51		0.17		0.37		0.45		0.70

		Sport (3)		2.41		0.14		2.28		2.56		2.39

		Bewo		6.58		0.75		6.40		5.94		7.40

				MW		s		Einzelwerte hCG (mU/2ml)

		pPH 18(18)		1.38		0.22		1.22		1.29		1.63

		pSG-5 (2)		1.09		0.07		1.13		1.01		1.12

		BeWo		5.36		0.63		5.60		5.84		4.65

				MW		s		Einzelwerte hCG (mU/2ml)

		pPH 17 (34)		1.20		0.17		1.20		1.04		1.37

		pSG-5 (1)		0.67		0.22		0.50		0.59		0.92

		BeWo		5.22		1.52		5.23		6.74		3.70

				MW		s		Einzelwerte hCG (mU/2ml)

		17(34)		2.22		0.89		1.20		2.60		2.86

		17(41)		1.04		0.55		0.54		1.63		0.94

		17(19)		0.37		0.12		0.31		0.29		0.51

		pSG-5(1)		1.16		0.40		1.22		1.53		0.74

		BeWo		4.97		0.29		5.28		4.71		4.92

		Puro (mg/ml)		MW		s		Einzelwerte hCG (mU/2ml)

		17(34) 0,25		0.68		0.11		0.62		0.61		0.80

		17(19) 0,25		0.98		0.35		0.81		0.74		1.38

		17(34) 0,5		0.62		0.13		0.47		0.68		0.70

		17(19) 0,5		0.45		0.08		0.48		0.51		0.36

		pSG5-(1)		0.75		0.81		0.06		0.54		1.64

		17(34) 0,75		0.25		0.05		0.19		0.27		0.29

		17(19) 0,75		0.17		0.12		0.06		0.15		0.30

		BeWo		3.91		1.16		3.54		2.98		5.21

				MW		s		Einzelwerte hCG (mU/2ml)

		pSG5-(1) 0,25		1.72		0.43		2.22		1.47		1.47

		pSG5-(1) 0,5		0.40		0.04		0.45		0.37		0.38

		pSG5-(1) 0,75		0.26		0.03		0.28		0.23		0.27

		pSG5-(1) 1,0		0.13		0.03		0.11		0.16		0.13

		BeWo		4.61		0.10		0.88		1.04		0.85
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		0.68		0.1069267662

		0,25		0.3510460559

		0.62		0.127410099

		0.45		0.0793725393

		Puro-Klon		0.8100205759

		0,75		0.0529150262

		0.17		0.1212435565

		BeWo		1.1601293031
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Diagramm1

		0d		0d		0d		0d		0d		0		0		0		0		0		0		0		0		0		0

		4d		4d		4d		4d		4d		10301		10301		305		305		2500		2500		200		200		945		945

		7d		7d		7d		7d		7d		11161		11161		17160		17160		10163		10163		3331		3331		2082		2082

		10d		10d		10d		10d		10d		41791		41791		38751		38751		17131		17131		17535		17535		2003		2003
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Tabelle1

				Mittelwerte der Proliferationsmessungen								Standardabweichung

				0d		4d		7d		10d		s 0d		s 4d		s 7d		s 10d

		pPH 9 (1)		10000		25800		112867		513267		0		10301		11161		41791

		pPH 9 (28)		10000		15133		47933		203667		0		2500		10163		17131

		pPH 9 (33)		10000		7200		25933		93400		0		200		3331		17535

		Sport (3)		10000		3933		10667		26667		0		945		2082		2003

		BeWo		10000		13933		68533		267933		0		305		17160		38751



&LAbb.11:

Proliferationskurven dreier Cx26-Klone, des Leervektors Sport (3) und der parentalen BeWo-Zellen.
Die Abbildung zeigt, daß nach Cx-Verlust die Cx26-Klone wieder eine erhöhte Proliferationsaktivität erlangen.
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		0		0		0		0		0		41791		41791		38751		38751		17131		17131		17535		17535		2003		2003
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Diagramm1

		0d		0d		0d		0d		0d		0		0		0		0		0		0		0		0		0		0

		4d		4d		4d		4d		4d		4812		4812		10520		10520		7537		7537		13077		13077		5696		5696

		7d		7d		7d		7d		7d		38671		38671		26153		26153		4518		4518		9488		9488		2701		2701

		10d		10d		10d		10d		10d		96878		96878		20996		20996		29288		29288		6795		6795		18652		18652

		14d		14d		14d		14d		14d		246327.695018919		246327.695018919		61329.7100379049		61329.7100379049		88274.1940395564		88274.1940395564		108806.127278445		108806.127278445		5188.4487084291		5188.4487084291
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Tabelle1

				Mittelwerte der Proliferationsmessungen										Standardabweichung

		Puro (mg/ml)		0d		4d		7d		10d		14d		s 0d		s 4d		s 7d		s 10d		s 14d		14

		pSG5(1) 0,25		20000		31467		99467		440933		1143333		0		7537		4518		29288		88274		1243000		1075000		1112000

		pSG5(1) 0,5		20000		40800		153133		660333		1227333		0		10520		26153		20996		61330		1178000		1208000		1296000

		pSG5(1) 0,75		20000		23200		57933		259800		956800		0		5696		2701		18652		5188		951000		961000		958400

		pSG5(1) 1,0		20000		45600		69533		347867		946533		0		13077		9488		6795		108806		1064000		926400		849200

		BeWo		20000		101600		657200		1273667		1647333		0		4812		38671		96878		246328		1394000		1886000		1662000
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Tabelle2

		0		0		0		0		0		0		0		0		0		0		0		0		0		0		0

		0		0		0		0		0		4812		4812		10520		10520		7537		7537		13077		13077		5696		5696

		0		0		0		0		0		38671		38671		26153		26153		4518		4518		9488		9488		2701		2701

		0		0		0		0		0		96878		96878		20996		20996		29288		29288		6795		6795		18652		18652

		0		0		0		0		0		246327.695018919		246327.695018919		61329.7100379049		61329.7100379049		88274.1940395564		88274.1940395564		108806.127278445		108806.127278445		5188.4487084291		5188.4487084291
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Diagramm2
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Tabelle1

				MW		s		Einzelwerte hCG (mU/2ml)

		pPH 9 (28)		0.51		0.17		0.37		0.45		0.70

		Sport (3)		2.41		0.14		2.28		2.56		2.39

		Bewo		6.58		0.75		6.40		5.94		7.40

				MW		s		Einzelwerte hCG (mU/2ml)

		pPH 18(18)		1.38		0.22		1.22		1.29		1.63

		pSG-5 (2)		1.09		0.07		1.13		1.01		1.12

		BeWo		5.36		0.63		5.60		5.84		4.65

				MW		s		Einzelwerte hCG (mU/2ml)

		pPH 17 (34)		1.20		0.17		1.20		1.04		1.37

		pSG-5 (1)		0.67		0.22		0.50		0.59		0.92

		BeWo		5.22		1.52		5.23		6.74		3.70

				MW		s		Einzelwerte hCG (mU/2ml)

		17(34)		2.22		0.89		1.20		2.60		2.86

		17(41)		1.04		0.55		0.54		1.63		0.94

		17(19)		0.37		0.12		0.31		0.29		0.51

		pSG-5(1)		1.16		0.40		1.22		1.53		0.74

		BeWo		4.97		0.29		5.28		4.71		4.92

		Puro (mg/ml)		MW		s		Einzelwerte hCG (mU/2ml)

		17(34) 0,25		0.68		0.11		0.62		0.61		0.80

		17(19) 0,25		0.98		0.35		0.81		0.74		1.38

		17(34) 0,5		0.62		0.13		0.47		0.68		0.70

		17(19) 0,5		0.45		0.08		0.48		0.51		0.36

		pSG5-(1)		0.75		0.81		0.06		0.54		1.64

		17(34) 0,75		0.25		0.05		0.19		0.27		0.29

		17(19) 0,75		0.17		0.12		0.06		0.15		0.30

		BeWo		3.91		1.16		3.54		2.98		5.21

				MW		s		Einzelwerte hCG (mU/2ml)

		pSG5-(1) 0,25		1.72		0.43		2.22		1.47		1.47

		pSG5-(1) 0,5		0.40		0.04		0.45		0.37		0.38

		pSG5-(1) 0,75		0.26		0.03		0.28		0.23		0.27

		pSG5-(1) 1,0		0.13		0.03		0.11		0.16		0.13

		BeWo		4.61		0.10		0.88		1.04		0.85
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		0.68		0.1069267662

		0,25		0.3510460559

		0.62		0.127410099

		0.45		0.0793725393

		Puro-Klon		0.8100205759

		0,75		0.0529150262

		0.17		0.1212435565

		BeWo		1.1601293031
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				MW		s		Einzelwerte hCG (mU/2ml)

		pPH 9 (28)		0.51		0.17		0.37		0.45		0.70

		Sport (3)		2.41		0.14		2.28		2.56		2.39

		Bewo		6.58		0.75		6.40		5.94		7.40

				MW		s		Einzelwerte hCG (mU/2ml)

		pPH 18(18)		1.38		0.22		1.22		1.29		1.63

		pSG-5 (2)		1.09		0.07		1.13		1.01		1.12

		BeWo		5.36		0.63		5.60		5.84		4.65

				MW		s		Einzelwerte hCG (mU/2ml)

		pPH 17 (34)		1.20		0.17		1.20		1.04		1.37

		pSG-5 (1)		0.67		0.22		0.50		0.59		0.92

		BeWo		5.22		1.52		5.23		6.74		3.70

				MW		s		Einzelwerte hCG (mU/2ml)

		17(34)		2.22		0.89		1.20		2.60		2.86

		17(41)		1.04		0.55		0.54		1.63		0.94

		17(19)		0.37		0.12		0.31		0.29		0.51

		pSG-5(1)		1.16		0.40		1.22		1.53		0.74

		BeWo		4.97		0.29		5.28		4.71		4.92

		Puro (mg/ml)		MW		s		Einzelwerte hCG (mU/2ml)

		17(34) 0,25		0.68		0.11		0.62		0.61		0.80

		17(19) 0,25		0.98		0.35		0.81		0.74		1.38

		17(34) 0,5		0.62		0.13		0.47		0.68		0.70

		17(19) 0,5		0.45		0.08		0.48		0.51		0.36

		pSG5-(1)		0.75		0.81		0.06		0.54		1.64

		17(34) 0,75		0.25		0.05		0.19		0.27		0.29

		17(19) 0,75		0.17		0.12		0.06		0.15		0.30

		BeWo		3.91		1.16		3.54		2.98		5.21

				MW		s		Einzelwerte hCG (mU/2ml)

		pSG5-(1) 0,25		1.72		0.43		2.22		1.47		1.47

		pSG5-(1) 0,5		0.40		0.04		0.45		0.37		0.38

		pSG5-(1) 0,75		0.26		0.03		0.28		0.23		0.27

		pSG5-(1) 1,0		0.13		0.03		0.11		0.16		0.13

		BeWo		4.61		0.10		0.88		1.04		0.85
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