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D.  Diskussion

1. 
Connexine regulieren Wachstums- und Differenzierungsvorgänge in verschiedenen 
Geweben

Das Invasionsvermögen des Trophoblasten wurde häufig mit dem von Tumorzellen verglichen (Yagel et al., 1989; Strickland und Richards, 1992). Im Gegensatz zum kontrolliert invasiven Wachstum des Trophoblasten der humanen Plazenta, stellt das weibliche Chorionkarzinom eine Tumorform dar, die sich durch unkontrolliertes invasives Wachstum dieser Zellen auszeichnet.

Der entscheidende Unterschied zwischen diesen invasiven Tumorzellen und invasiven Trophoblastzellen besteht in dem örtlich und zeitlich begrenzten Proliferations- und Invasionspotential des Trophoblasten während der Plazentation.

Chorionkarzinomzellinien werden oft als in vitro-Modell für die frühe Implantationsphase des humanen Trophoblasten verwendet, in der die Trophoblastzellen zahlreiche Tumoreigenschaf-ten ihrer malignen Variante annehmen, z.B die Expression von proteolytischen Proteinen, die für die Auflösung extrazellulärer Matrix notwendig sind (Librach et al., 1991), ein verändertes Integrinmuster (Damsky et al., 1993) und die Expression von Pro-Onkogenen wie cerb-B-2 (Mühlhauser et al., 1991). Neben diesen Gemeinsamkeiten von Chorionkarzinom und Trophoblastzellen, besteht jedoch der entscheidende Unterschied in der kontrollierten Invasivität des Trophoblasten in vivo: Die invasive Phase des Trophoblasten ist räumlich auf das Endometrium und zeitlich auf das erste Drittel der Schwangerschaft begrenzt, während das Chorionkarzinom eine unbegrenzte Invasivität zeigt.

Welche Regulationsmechanismen im einzelnen an dieser Begrenzung der invasiven und proliferativen Phase der Trophoblastzellen beteiligt sind, ist noch nicht genau bekannt.

Welchen Anteil Gap-junctions, die Vermittler der direkten zytoplasmatischen Zell-Zell-Kommunikation, an dieser Kontrolle von Proliferation, Invasion und Differenzierung haben, sollte durch Transfektionsexperimente an der Chorionkarzinomzellinie BeWo aufgezeigt werden. Chorionkarzinome unterliegen in ihrem Proliferations- und Invasionsverhalten nicht mehr den normalen Regulationsmechanismen. Die drei Chorionkarzinomzellinien BeWo (Patillo und Gey, 1968), Jeg-3 (Kohler und Bridson, 1971) und JAr (Patillo et al., 1971) wurden in verschiedenen Experimenten hinsichtlich ihrer Trophoblast- und Tumoreigenschaften intensiv untersucht. Grümmer et al., (1994), stellten ein unterschiedliches Invasionsverhalten von BeWo, Jeg und JAr Multizellsphäroiden in vorkultivierten Hühnerherzfragmenten und in kultiviertem humanem Endometrium fest. 

Die Expression von Connexinen scheinen bei der gezielten Kontrolle von Wachstumsprozessen von entscheidender Bedeutung zu sein. Ein Verlust der Cx-Expression kann zu unkontrolliertem Wachstum führen. Dies ist aus zahlreichen Beispielen der Literatur bekannt. 

Ein eindrucksvolles Beispiel für den Zusammenhang zwischen Verlust von zellulärer Kommunikation und Tumorgenese zeigen in vivo Versuche an Cx32-defizienten Mäusen. Eine homozygote Mutation des Cx32-Gens, welches in der Leber von Wild-Typ-Mäusen exprimiert wird, führte dazu, daß die Mäuse deutlich mehr spontane und durch Diethylnitrosamin induzierte Lebertumoren entwickelten (Temme et al., 1997). Connexin 32 stellt damit ein Tumorsuppressorgen für Leberkarzinome in Mäusen dar. Auch ein verändertes Connexinexpressionmuster spielt in der Tumorgenese eine Rolle (Holder et al., 1993). Das kleinzellige Bronchialkarzinom z.B. exprimiert Cx26, während normales Lungengewebe Cx43 exprimiert. Aber auch eine unveränderte Connexinexpression, wie beim Prostata-karzinom, ist beschrieben worden. So exprimieren Prostatakarzinome unverändert zum Normalgewebe Cx43 (Wilgenbus et al.1992).

2. 
Variationen im Connexin-Expressionsmuster während der Plazentation und die Art 
des Connexin-Typs regulieren die Stärke der Proliferation und Differenzierung 

Direkte Zell-Zell-Kommunikation durch Gap-junctions scheinen an der gezielten Kontrolle von Invasion, Migration und Proliferation der Trophoblastzellen sowie ihrer Differenzierung eine wichtige Rolle zu spielen.

Untersuchungen während der Implantation und Plazentaentwicklung der Ratte zeigten eine geordnete Expression von Gap-junction-Kanälen sowohl im Trophoblasten als auch im Endometrium (Winterhager et al., 1993 und 1996). Als Reaktion auf den invadierenden Trophoblasten kommt es bei der Ratte zu einer Cx43-Expression in der gesamten Dezidua und einer auf den durch den Trophoblasten geformten Implantationskammer begrenzten Cx26-Expression im Uterusepithel.

Während der Plazentaentwicklung zeigt die Blastozyste der Ratte zunächst eine Co-Expression von Cx31 und Cx43 auf, die aber mit Beginn der Implantation eine Segregation aufweist (Reuss et al., 1996). Die stark proliferierenden und invasiven Zellen des Ektoplazentarkonus, der vom polaren Trophoblasten gebildet wird, sind durch Cx31-Expression gekennzeichnet, während die Cx43-Expression auf den eigentlichen Embryo beschränkt bleibt. Da Cx31 und Cx43 keine funktionellen Gap-junction-Kanäle ausbilden können (Elfgang et al., 1995), haben sich Embryo und Trophoblast somit kompartimentalisiert. Während der weiteren Entwicklung der Plazenta verlieren die Trophoblasten ihre invasiven Eigenschaften und differenzieren sich zur reifen Plazenta. Dies ist mit einem Wechsel der Expression von Cx31 zu Cx26 im labyrinthären Abschnitt und zu Cx43 in den Spongiotrophoblasten, sowie den Riesenzellen verbunden (Reuss et al., 1996). Die Differenzierung der Trophoblastzellen zu verschiedenen Subpopulationen geht also mit einer Induktion anderer Connexingene einher. An der Maus wurden entsprechende Befunde erhoben (Dahl et al., 1996).

Untersuchungen zur Connexin-Expression der humanen Plazenta zeigten hingegen ein anderes Verteilungsmuster von Connexinen (von Ostau, Dissertation, Universitätsklinikum Essen, 1997, Winterhager et al., 1999). Während der villöse Zytotrophoblast keine Connexin-Expression aufwies, war eine als extravillöser Zytotrophoblast bezeichnete Zellpopulation durch eine starke Cx40-Expresssion charakterisiert. Diese, durch eine starke Proliferation gekennzeichnete Zellpopulation, fand sich in der sog. juxtastromalen Region von Zellinseln und Zellsäulen, vorrangig im frühen Entwicklungsstadium der Plazenta.

3. 
Eine Cx40-Expression geht mit einer verstärkten Proliferation einher und wird in 
unterschiedlichem Ausmaß bei Chorionkarzinomzellen gefunden
In Untersuchungen zur Connexin-Expression der drei Chorionkarzinomzellinien BeWo, Jeg-3 und JAr konnte ebenfalls, wenn auch in unterschiedlichem Ausmaß, die Expression des Connexin40-Gens nachgewiesen werden (Hellmann et al., 1996).

Da das trophoblastische Ursprungsgewebe der Chorionkarzinomzellinie BeWo bisher nicht bekannt war, führte die Detektion von Cx40 in den Zellinseln bzw. Zellsäulen der humanen Plazenta zu der Vermutung, daß diese Zellen möglicherweise den Ursprungsort für das Chorionkarzinom darstellten. Einen weiteren Hinweis dafür bietet die Entdeckung, daß in beiden Zelltypen p53 Proteine immunhistochemisch nachweisbar sind, ohne daß eine Mutation vorliegt (Landers et al., 1994 und Marzusch et al., 1995).

Von Ostau konnte außerdem an männlichen Chorionkarzinomen eine Cx40-Expression nachweisen (Dissertation, Universität-Essen, 1998). Die Tatsache, daß das männliche als auch das weibliche Chorionkarzinom zu den am stärksten metastasierenden Tumorarten überhaupt gehört und Cx40 bei der Metastasierung den Aufbau einer homologen wie heterologen direkten Zell-Zell-Kommunikation mit Endothelzellen vermittelt, welche durch Cx37, 40 und 43 charakterisiert sind (El-Sabban et al., 1991 und Bruzzone et al., 1993), sowie die Tatsache, daß die in den Zellinseln und Zellsäulen durch Cx40 ausgestatteten Zellen der humanen Plazenta durch stetige Proliferation auch in der terminal differenzierten Plazenta gekennzeichnet sind, führte zu der Hypothese, daß Cx40 ein Kanal zur Koordination einer verstärkten Proliferation mit folgender Invasion darstellt. Die Rolle von Cx40 sollte in diesen Transfektionsstudien ebenfalls näher untersucht werden.

Warum die juxtastromal gelegenen Zytotrophoblastzellen der Zellinseln und -säulen eine signifikante Cx40-Expression aufweisen, ist bislang jedoch ungeklärt.

Für die Yamasaki-These (1991), daß ein Verlust von Zelladhäsionsmolekülen und Zellkontakten mit für einen Invasivitätsprozeß von Zellen verantwortlich ist, sprechen die Untersuchungsergebnisse, die die Arbeitsgruppe Winterhager et al. (1996) am extravillösen Trophoblasten herausfanden. Während die Zellen des extravillösen Zytotrophoblasten der Haftzotten in das maternale Gewebe, der Dezidua, migrieren - also vom proliferativen zum invasiven Zelltyp übergehen - geht die Cx40-Expression verloren. Bei erneuter Zellaggregation, die im Plazentabett stattfindet, reexprimieren diese invasiven Zytotrophoblasten ihre Cx40-Expression.

Ob die Connexin40-Expression in malignen Trophoblastzellen, die bekanntlich im Gegensatz zu den Trophoblastzellen irreversible invasive Eigenschaften besitzen, eine Funktion hat oder der Cx40-Kanal nur rudimentär in Chorionkarzinomzellen ausgebildet ist, wurde von Hellmann an den Chorionkarzinomzellinien BeWo, Jeg-3 und JAr untersucht (Hellman et al., 1996). Die untersuchten Zellinien zeigten ein inhomogenes Expressionsmuster an Cx40 Gap-junction-Kanälen und waren in ihrem Kopplungsvermögen uneinheitlich. Dies wurde durch Lucifer Yellow-Injektion (ein negativ geladener, fluoreszierender und nicht membrangängiger Farbstoff), Kalziumtransfer und biophysikalischen Untersuchungen unter Berücksichtigung der ladungsabhängigen Permeabilität der Cx-Kanäle nachgewiesen.

Drei Befunde konnten abgegrenzt werden: BeWo-Zellen, die eine inhomogene Cx40-Expression zeigten, JAr-Zellen, die Cx40- und Cx43-Kanäle koexprimierten und sich durch gutes Kopplungsvermögen auszeichneten, sowie weitgehend kopplungsdefiziente Jeg-3-Zellen, in denen lediglich geringe Mengen von Cx40-Transkripten nur mit Hilfe der RT-PCR-Methode nachgewiesen werden konnte. Obwohl die Jeg-3-Zellinie ursprünglich als Subklon von BeWo isoliert wurde, konnte auf Proteinebene kein Cx40 detektiert werden.

Neben der Funktionalität der Kanäle, die Hellmann (Dissertation, 1995) v.a. an Cx40- und Cx43-Kanälen von parentalen BeWos und Transfektanten beleuchtete, führte er auch zellbiologische Untersu-chungen durch. Er stellte fest, daß Zellen, die den Cx40-Kanal exprimierten, zwar untereinander gekoppelt sind, sich aber der Kontrolle durch den umliegenden Gewebeverband entziehen. Insbesondere die heterozelluläre Kommunikation, also das Kommunikationsver-mögen zu anderen Zellen, ist stark herabgesetzt, was frühere Untersuchungen, die von Bruzzone et al. (1993) und Elfgang et al. (1995) durchgeführt wurden, bestätigt. Hellmann konnte dies an co-kultivierten parentalen BeWo-Zellen (Cx40) und mit Cx43 transfizierten HeLa-Zellen demonstrieren (Hellmann, Dissertation, Universität Essen, 1995).

So könnte die eingeschränkte hetero-zelluläre Kommunikation des Cx40-Kanals auch als Erklärung für die auf den extravillösen Trophoblasten an den Zellinseln und Zellsäulen der humane Plazenta begrenzte Proliferationsmöglichkeit dienen. Diese mögliche in vivo Kompartimentalisierung durch Expression von unterschiedlichen Cx-Kanälen in verschiedenen Bereichen eines Gewebes, sollte auch in den Experimenten an Nacktmäusen untersucht werden.

So hätte man von Cx40-transfizierten BeWo-Zellen, die subkutan in die Flanken der Nacktmäuse injiziert worden waren, vermutet, daß sie proliferativere Eigenschaften zeigten als BeWo-Zellen, die mit Cx26 oder Cx43 transfiziert worden waren. Entgegen den Erwartungen konnte jedoch für die BeWo-Zellinie kein Tumorwachstum beobachtet werden, d.h., daß die BeWo-Zellen im klassischen Sinne keine Tumorzellen darstellen.

Um Rückschlüsse auf Cx-spezifische Auswirkungen von Tumorzellen auf Proliferation und Invasion in vivo zu treffen, wären somit weitere Transfektionsexperimente an Nacktmäusen auch mit anderen Chorionkarzinomzellinien erforderlich.

Eine Reduzierung des Tumorwachstums in vivo konnte nach Transfektionen von C6 Gliomazellen mit Cx32 (Bond et al., 1994), SKHep1 Zellen mit Cx32 (Eghbali et al., 1991) und HeLa Zellen mit Cx26 (Mesnil et al., 1995) beobachtet werden.

4. 
Die exogene Cx-Expression ändert das Proliferationsverhalten der Chorionkarzinom-
zellinie BeWo

Im Rahmen dieser Arbeit sollte der Einfluß von exogen exprimierten Connexinen auf Proliferation, Invasion sowie Differenzierung und damit auf die Tumorigenität der Chorionkarzinomzellinie BeWo untersucht werden.

Dabei wurden verschiedene Connexin-Gene (cDNA-Fragmente von Ratten-Cx26, humanem Cx40 und humanem Cx43) über Expressionsvektoren zusammen mit einem Puromycin-Selektionsvektor mittels Liposomentechnik in die maligne Trophoblastzellinie BeWo co-transfiziert und die Proliferation in vitro mit der Negativkontrolle (den Puromycin-Klonen, welche den Basisvektor ohne Cx-Insert + den Puromycinselektionsvektor enthielten) und der parentalen BeWo-Zellen verglichen. Unterschiede in der Differenzierung sollten anhand der (-hCG-Hormonproduktion aufgezeigt werden.

BeWo-Zellinien und auch Connexin-Transfektanten zeigten an Nacktmäusen, wie schon erwähnt, kein tumoröses Wachstum.

Zunächst konnten auf Proliferationsebene Cx-spezifische signifikante Unterschiede in der Zellteilungsrate in vitro festgestellt werden.

In der ersten Versuchsreihe zeigten die mit Cx26 und Cx43 transfizierten BeWo-Klone gegenüber den parentalen Zellen eine deutliche Reduzierung des in vitro-Wachstums, während Cx40 transfizierte BeWo-Zellen eine erhöhte Zellteilungsrate aufwiesen.

Damit wichen die Ergebnisse der BeWo-Transfektanten von dem geänderten Proliferations-verhalten transfizierter Jeg-3-Zellen insofern ab, als daß Hellmann in seinen Untersuchungen an mit Cx26, 40 und 43 transfizierten Zellklonen eine allgemeine Reduzierung der Proliferation für alle Transfektanten gegenüber der Kontrolle feststellte (Hellmann et al., 1999). Hellmann et al., (1999), beschrieben Cx26 als den Kanal, der die Zellproliferation am effektivsten hemmte und die Differenzierung induzierte. Cx40-Transfektanten konnten eben-falls die Zellteilungsrate herabsetzen, wiesen aber geringere (-hCG-Hormonwerte als Differenzierungsmarker auf. Cx43 übte nur einen moderaten Einfluß auf Proliferation und Differenzierung aus.
Kritisch anzumerken ist jedoch, daß Hellmann in früheren Proliferationuntersuchungen (Dissertation, Universität Essen, 1995) an Jeg-3-Transfektanten ganz andere Ergebnisse erzielte. Dort stellte er für alle Cx43-Transfektanten die deutlichste Reduzierung der Proliferation fest, während Cx26 und Cx40 nur geringe Unterschiede in der Zellteilungsrate zur Ausgangszellinie zeigte und v.a. den geringen Einfluß der starken und homogenen Cx40- Expression herausstellte. Für Zellen, die mit Cx43 transfiziert worden waren, vermutete Hellmann aufgrund von RNA-Analysen die Induktion des endogenen Cx43 Gens, welches zusätzlich einen auf Cx43-Kanäle beschränkten Austausch wachstums-inhibierender Stoffe verstärken könnte.

Ein solches Hybridisierungsignal konnte ich in den RNA-Analysen an Cx43-Transfektanten jedoch nicht bestätigen.

Transfektionsexperimente an Jeg-3-Zellen (Hellmann et al., 1998) zeigen, daß man kritisch mit der Frage umgehen muß, ob es sich bei der Wachstumsinhibition nach Cx-Transfektion tatsächlich um einen Effekt handelt, der durch das exprimierte Cx-Gen hervorgerufen wird, oder ob vielmehr die Transfektion an sich und mit ihr einhergehende exogene Einflüsse, wie der Puromycin-Selektionsdruck, entscheidend das Wachstumsverhalten bestimmen.

Durch vergleichende Transfektionsexperimente mit verschiedenen Cx-Kanälen und an verschiedenen Zellinien sollte geklärt werden, ob ein ganz bestimmter Cx-Typ zur Prolifera-tionshemmung führt oder ob dies von der Zelle abhängt, also die Wachstumsinhibition ein kanalspezifisches oder ein zellspezifisches Phänomen darstellt.

Mesnil (1995) hat in seinen Transfektionsstudien an HeLa-Zellen festgestellt, daß nur die exogene Expression von Cx26, nicht aber die von Cx40 und Cx43, eine wirksame hemmende Wachstumskontrolle an HeLa-Zellen in vitro und in vivo ausübt, obwohl das Ausmaß der direkten Zell-Zell-Kommunikation, durch Transfer von Lucifer Yellow nachgewiesen, annähernd gleich war. Mesnils Ergebnis spricht für die These, daß entsprechend der variablen Connexin-Ausstattung in verschiedenen Geweben, die Connexine zellspezifische und damit vom jeweiligen Zellverband abhängige Aufgaben besitzen.

Ergebnisse von anderen Laborinstituten bestätigten die Auffassung, daß die Connexin-spezifische Funktion in einem Gewebe nicht durch Transfektion dieses Connexins auf andere Gewebe übertragbar ist (Dermietzel et al., 1993).

Vielmehr scheint die ursprüngliche Connexinexpression, wie sie unter normalen, physiologischen Bedingungen existiert, die entscheidende Rolle in der Tumorsuppression zu spielen. So konnte gezeigt werden, daß reinduzierte direkte Zell-Zell-Kommunikation - vermittelt durch Transfektion von Cx43 - mit einem Verlust von Tumorigenität von zuvor chemisch transformierten Mäuse-Fibroblasten und einer Abnahme der Tumorigenität von Ratten-Gliazellen verbunden ist. Sowohl Mäuse-Fibroblasten als auch Ratten-Gliazellen exprimieren unter physiologischen Umständen Cx43 (Naus et al., 1992; Rose et al., 1993).

Des weiteren  wurde eine Reduzierung der Wachstumsraten von  hepatischen SKHep1-Tumorzellen in vitro nach Transfektion von Cx32 erzielt, welches physiologisch das dominierende Connexin in Hepatozyten ist (Eghbali et al., 1991). 

Mesnil (1995) erklärte die selektive Cx26 vermittelte Proliferationshemmung mit der physiologisch hohen Transkriptionsrate von Cx26 in Cervixzellen der Ratte, jenem Gewebe, aus dem HeLa-Zellen ursprünglich hervorgegangen sind.

Diese Theorie läßt sich auf die in der vorliegenden Arbeit dargestellte erhöhte Proliferationsrate von Cx40-transfizierten BeWo-Zellen anwenden.

Als Ursprungsgewebe dieser Chorionkarzinomzellinie wird, wie erwähnt, der extravillöse Trophoblast diskutiert, der sich durch Cx40-Expression und starke Proliferation auszeichnet (von Ostau, 1997). Eine Korrelation von Cx40-Expression und starker Zellteilungsrate bestätigt sich durch meine Transfektionsstudie, zumal nach immunhistochemischem Verlust der exogenen Cx40-Expression im Wiederholungsansatz die Proliferation eindeutig zurückging. Selbst nach dem exogenen Cx40-Verlust proliferierte derjenige Klon stärker, der eine höhere endogene Cx40-Transkriptionsrate besaß.

Die Expression von Cx40 scheint also ein Charakteristikum von proliferierenden pseudo-malignen (extravillöser Trophoblast der humanen Plazenta) wie von proliferierenden malignen Trophoblastzellen zu sein.

Für diese Aussage spricht ferner die Detektion von Cx40 im männlichen, proliferierenden Chorionkarzinom (von Ostau, 1997) sowie der Nachweis der stärksten Ki-67-Expression, in jenen Arealen der humanen Plazenta und des männlichen Chorionkarzinoms, die sich durch eine Cx40-Expression auszeichneten. Ki-67 ist ein Proliferationsmarker, der immunhistoche-misch ein Antigen der S-Phase markiert.

Diese Ergebnisse lassen vermuten, daß es bei der Expression von Cx40 um einen Kanaltyp handelt, der entgegen mancher bisheriger Meinung nicht etwa die Proliferation hemmt, sondern für Trophoblastzellen und ihrer malignen Variante, dem Chorionkarzinom, eine verstärkte Zellteilungsrate induziert.

In diesem Zusammenhang ist das hohe Metastasierungspotential von Chorionkarzinomen in Zusammenhang mit der Fähigkeit zur hetero-zellulären Kommunikation zu Endothelzellen interessant. Endothelzellen sind durch Expression von Cx37, 40 und 43 charakterisiert und Cx40 am Aufbau von heterologen Kanälen mit Cx37 (Bruzzone et al., 1993) entscheidend beteiligt. Es wird spekuliert, daß die Cx40 vermittelte direkte Zell-Zell-Kommunikation zu Endothelzellen für die starke Intravasation der Chorionkarzinomzellen verantwortlich ist.

Cx40 als Tumorsuppressorgen zu sehen, ist in dieser Hinsicht somit sehr fragwürdig. Drei Feststellungen sprechen dagegen:

1.  Die mit Cx40 assoziierte erhöhte Proliferationsaktivität

2.  Die heterotypische Kommunikation des Cx40-Kanals. Die Zellen sind zwar untereinander gekoppelt, entziehen sich allerdings der Kontrolle durch den umliegenden Gewebeverband (Bruzzone, 1993)

3.  Der einzige Cx-Typ, der zu funktionellen Kanälen mit Cx40 führt, ist das Cx37. Dieser heterologe Cx40/Cx43-Kanal ist möglicherweise an der Kopplung von malignen Trophoblastzellen an Endothelzellen beteiligt und kann so die Intravasation mit der Folge der Metastasierung begünstigen (Grümmer, persönliche Mitteilung).

Trotz des Einflusses von Puromycin auf das Proliferationsverhalten der transfizierten BeWo-Zellen, läßt sich in dieser Arbeit doch auch noch ein unterschiedlicher Einfluß der Kanäle auf die Proliferation feststellen.

Connexin26 und Connexin43 könnte nach den hier vorliegenden Ergebnissen, im Gegensatz zu Connexin40, die Tumorigenität von BeWo-Zellen herabsetzen. Die exogene Expression von Cx26 und Cx43 geht mit proliferationsinhibierenden Effekten einher.

Diese Beobachtungen sprechen für die Theorie einer kanalspezifischen Regulation von Tumorigenität, denn Cx26 und Cx43 sind für BeWo-Zellen nicht zellspezifisch, so daß diese Kanäle als Tumorsuppressorgene fungieren könnten, wie von Lee et al. (1992) in anderen Arbeiten postuliert. 

Wie diese Wachstumskontrolle durch solche Connexin-Kanäle vermittelt werden könnte, ist Gegenstand der Forschung. Wachstumsregulierende Signale, die durch Gap-junction-Kanäle transferiert werden, werden schon seit langer Zeit diskutiert (Loewenstein, 1988). Mehr Einblick in die molekularen Mechanismen, die dieses Phänomen charakterisieren, konnte Chen et al. (1995) durch seine Untersuchungen mit Ratten-Cx43 transfizierten TRMP-Zellen geben. Cx43 führte durch Verdopplung der G1- und S-Phasendauer zu einer Wachstumsinhibition. Diese Effekte waren mit einer reduzierten Expression spezifischer, den Zellzyklus regulierender Gene verknüpft, wie Cyclin A, D1, D2 sowie CDK5 und CDK6.

Daß die in dieser Arbeit festgestellte Proliferationshemmung von Cx26- und Cx43-Transfektanten eindeutig mit der Expression von Cx26 und Cx43 korreliert ist, zeigen die Ergebnisse des Wiederholungsansatzes. Cx-Transfektanten, bei denen immunhistochemisch ein Cx-Verlust festgestellt worden war, zeigten eine höhere Zellteilungsrate.

Auch wenn immunhistochemisch kein Nachweis von exogen eingebrachten Connexinen mehr möglich war, schien eine gewisse Zell-Zell-Kommunikation noch vorhanden, solange auf mRNA-Ebene Mengen von exogenen Cx-Transkripten feststellbar waren. So konnten Unterschiede in der Proliferation an immunhistochemisch negativen Cx26-Transfektanten mit dem Grad zu detektierender Cx26-Transkripte korreliert werden. Dies konnte auch Mesnil (1995) in seiner Studie von Cx26-transfizierten HeLa-Zellen bestätigen, der feststellte, daß Transfektanten mit hoher Cx26-Transkriptionsrate tumorsuppressive Eigenschaften besaßen, während Transfektanten mit niedriger Cx26 -Transkriptionsrate tumorbegünstigend wirkten. Mesnil führte die Unterschiede in der Tumorigenität - obwohl er für alle Cx26-Transfektanten ein ähnliches Ausmaß von direkter Zell-Zell-Kommunikation eruierte (LY) - auch auf die unterschiedliche Lokalisation von Cx26-Proteinen in der Zelle zurück, z. B. wenn  diese häufig intrazellulär nachzuweisen waren.

5. 
Einfluß der endogenen Cx40-Expression auf das Proliferationsverhalten nach 
exogenem Cx-Verlust
Im Gegensatz zu HeLa-Zellen, die lange als kopplungsdefizient galten, bevor die Expression geringer Mengen von Connexin45 nachgewiesen werden konnte (Hellmann, Dissertation 1995), muß bei der Proliferationsbewertung von immunhistochemisch negativen Cx26- und Cx43-Transfektanten die Rolle der endogenen Cx40-Expression von BeWo-Zellen berücksichtigt werden, da der Cx40-Kanal - wie sich in den Untersuchungen zeigte - mit erhöhter Proliferation assoziiert ist. 

Um die Frage zu beantworten, ob bei immunhistochemisch negativen Cx-Transfektanten eine erhöhte Proliferation durch exogenen Cx-Verlust und niedriger Cx-Transkriptionsrate auf mRNA-Ebene oder durch eine starke endogene Cx40-Expression verursacht wird, wurden die Membranen mit der RNA aller Cx26- und Cx43-Transfektanten mit einer Cx40-cDNA-Sonde rehybridisiert. 

Die Untersuchungen führten zu dem Ergebnis, daß bei gleicher endogener Cx40-Expression, wie sie z.B. bei den Cx26-Transfektanten bestand, Unterschiede in der Proliferation eindeutig auf die Transkriptionsrate des exogen eingebrachten Connexins zurückzuführen sind. In den Fällen, in denen aber sowohl unterschiedliche Transkriptionsraten des exogenen Connexins als auch unterschiedliche Mengen von endogenen Cx40-Transkripten zum Nachweis kommen, muß man beide Transkriptionsraten zur Beurteilung der Proliferation vergleichen. So konnte am Proliferationsverhalten der immunhistochemisch negativen Cx43-Transfektanten pPH17(34) und pPH17(19) bei verschiedenen Puromycinkonzentrationen die geringere Zellteilungsrate von pPH17(19) mit einer höheren mRNA-Transkriptionsrate für Cx43 begründet werden, während bei dem Klon pPH17(34) eine stärkere endogene Cx40-Transkriptionsrate vorherrschend war.

Die hier durchgeführten Transfektionsstudien zeigen, wie differenziert man das Ausmaß endogener und exogener Transkription und Proteinexpression von Connexinen und ihren Einfluß auf die Proliferation sehen muß, wenn - wie in diesem Falle - die Cx-Transfektanten nur vorübergehend die exogen eingebrachten Connexine auf Proteinebene exprimieren und nach einiger Zeit in Kultur nicht mehr nachweisbar sind.

6.  Einfluß des Selektionsdruckes von Puromycin auf die Proliferation und Differenzie-rung

Ein ganz entscheidender Faktor, der bei der Bewertung der Proliferation und v.a. der Differen-zierung der Zellen berücksichtigt werden muß, ist die Rolle des Puromycins.

Es fällt auf, daß die Puromycin-Klone (Basisvektor ohne Cx-Insert + Puromycinselektions-vektor) in allen Versuchsreihen die geringsten Proliferationsraten erzielten, obwohl man ihre Zellteilungsrate im Bereich der parentalen BeWo-Zellen erwartet hätte, da beide Zellreihen nicht durch die postulierte Wirkung des exogen eingebrachten Connexins beeinflußt werden.

Dieser Vergleich zeigt, daß Puromycin offensichtlich einen supprimierenden Effekt auf die Proliferation transfizierter Zellen hat und nach den Proliferationskurven von Cx-Klonen und Puro-Klonen zu urteilen, scheint die stärkste Proliferationshemmung nicht etwa durch die Expression von Connexinen, sondern allein durch die Puromycineinwirkung auf die Zellen verursacht zu sein. Die Untersuchung aller Klone auf die intakte Funktionsfähigkeit des Puromycin-Resistenzgens brachte schließlich auch die Erkenntnis, daß die Klone nach einiger Zeit in Kultur das pac-Gen (= Puromycin-N-acetyltransferase-Gen) im Puromycin-Selektionsvektor pBEH-pac18 nicht mehr transkribieren und offensichtlich das auf sie einwirkende Puromycin auch ohne das inaktivierende Enzym subtoxisch tolerierten.

Puromycin ist ein Nucleosid-Antibiotikum aus Streptomyces alboniger, welches die Protein-synthese an den Ribosomen sowohl bei Prokaryonten als auch bei Eukaryonten hemmt. Es stellt ein Analogon der endständigen Aminoacyladenosingruppe einer tRNA dar und verursacht einen vorzeitigen Kettenabbruch, da es den Eintritt der Aminoacyl-tRNA in die A-(Aminoacyl-)Stelle des Ribosoms blockiert. Seine Aminogruppe geht in einer von der Peptidyltransferase katalysierten Reaktion mit der Carboxylgruppe der wachsenden Peptidkette eine Peptidbindung ein. Das Produkt ist ein Peptid mit einem kovalent gebundenen Puromycinrest. Anschließend dissoziiert die unvollständige Polypeptidkette vom Ribosom ab (Stryer, 1994).

Es ist aber auch nicht von der Hand zu weisen, daß die Connexine durchaus an den erwähnten Effekten auf die Proliferation der BeWo-Zellen nach Transfektion beteiligt sind. Dies ergibt sich sowohl durch Vergleich der drei verschiedenen Cx-Klonen untereinander als auch durch die veränderten Proliferationverhältnisse nach Cx-Verlust. Nur sind Proliferationsunterschiede zwischen Connexin-Transfektant und parentaler BeWo-Zelle nicht allein aufgrund des veränderten Cx-Musters zurückzuführen, sondern man muß die Rolle des Puromycins und seine Wirkung berücksichtigen.

Streng genommen ist somit ein Vergleich von BeWo-Transfektant und parentaler BeWo-Zelle nicht zulässig und es empfiehlt sich, Proliferation und Differenzierung lediglich zwischen Cx-Transfektant und seinem Puromycin-Klon zu vergleichen, da nur diese beiden Zellgruppen dem Puromycin ausgesetzt sind. Dies wird auch bei der Analyse der (-hCG-Werte deutlich, einem Plazentahormon, welches als Marker der Differenzierung anzusehen ist und sowohl von Trophoblasten als auch von Chorionkarzinomzellen sezerniert wird (Kliman et al.,1986 und Kohler et al., 1971). Entsprechende Untersuchungen an Cx-Klonen von Jeg-3-Zellen (Hellmann et al., 1998, in press) postulierten, daß Connexine durch Kopplung und direkter Zell-Zell-Kommunikation zu höherer Differenzierung führen. In den durchgeführten  Untersuchungen wiesen jedoch nicht die Cx-Klonen die höchsten Werte von (-hCG auf, sondern paradoxerweise die nicht-transfizierten parentalen BeWo-Zellen. Daraus läßt sich die Schlußfolgerung ziehen, daß Puromycin auch eine Differenzierung der BeWo-Zellen unterdrückt.

Daß die Puromycin-Dosis einen möglichen Toxizitätsfaktor darstellt, konnte bereits an Vorversuchen mit Cx26-Klonen festgestellt werden, die bei einer höheren Dosis kultiviert worden waren. Die Kulturen waren nach wenigen Passagen durch Plaquebildung und Degeneration gekennzeichnet. Eine Reduzierung des Puromycin-Selektionsdruckes auf 0,75 mg/ml führte zum einen zu einer höheren Ausbeute an Klonen und zum anderen zu weniger Komplikationen während der Kultivierung.

7. 
Eine lange Kulturdauer begünstigt durch Selektion Klone, die ohne Expression des Resistenzgens den Selektionsdruck von Puromycin tolerieren
Interpretiert man die mRNA-Analyse des Puromycin-Resistenzgens dahingehend, daß die Transfektanten im Laufe ihrer Kultivierung die Transkription des Resistenzgens herunter-regulieren bzw. gänzlich verlieren, wird offensichtlich, warum Puromycin die erwähnten supprimierenden Effekte auf Proliferation und Differenzierung ausübt. Es wird nicht in ausreichendem Maße die Puromycin-N-acetyltransferase (pac) exprimiert, welche das Puromycin in seiner Wirkung inhibiert.

Der toxische Einfluß des Puromycins in Form der Proteinbiosynthesehemmung könnte damit eine entscheidende Ursache dafür sein, daß die Cx-Transfektanten ihre exogene Expression im Laufe der Kultivierung verlieren. Durch das Puromycin wird die Proteinsynthese an den Ribosomen, die Translation, gehemmt, während die Transkription unberührt bleibt (Stryer, 1994). Für diese These spricht der immunhistochemisch festgestellte Cx-Verlust auf Protein-ebene, während mRNA-Analysen noch deutliche Transkriptionsraten zeigten. Eine Mutation des Puromycin-Resistenzgens als mögliche Ursache der mangelnden pac-Expression ist nicht haltbar, da man bei fehlerfreier Hybridisierung der mRNA dieses im Autoradiogramm gesehen hätte.Zu hinterfragen ist ferner, warum sich die Proteinbiosynthesehemmung nicht letal auf  Lebens- und Wachstumsvorgänge der transfizierten BeWo-Zelle ausgewirkt hat, denn ein vermehrtes signifikantes Absterben von Zellen bei der Endkonzentration von 0,75 mg/ml Puromycin im Medium war nicht festzustellen.

Diese Beobachtungen könnte man damit erklären, daß einzelne transfizierte BeWo-Zellen durch Mutationen oder durch Adaptionen im Laufe der Kultivierung einen Selektionsvorteil erhielten, der bei niedrigerem Puromycinselektionsdruck dazu führte, daß durch klonale Selektion diejenigen Zellen bevorteilt wurden, welche die Puromycinkonzentration auch ohne einer zwangsweisen Expression des Puromycin-Resistenzgens tolerierten.

Ist zu Beginn der Selektion mit stufenweiser Erhöhung der Puromycin-Konzentration nach stabiler Transfektion noch von einer Aktivität des Puromycin-Resistenzgens auszugehen, welche schließlich auch dazu führte, daß homogen exprimierende Cx-Transfektanten isoliert werden konnten, so scheint zum Zeitpunkt der mRNA-Extraktion der die Klone begünstigende Selektionsvorteil bereits vollzogen gewesen zu sein. Die mRNA der ersten Versuchsreihe wurde etwa 8-10 Wochen nach erfolgter Transfektion isoliert.

Die sich auf diese Weise entwickelte Toleranz gegenüber dem Puromycin würde auch erklären, warum letztendlich die Proteinbiosynthesehemmung sich nicht einschneidend auf die Homeostase und Aufrechterhaltung essentieller Stoffwechselprozesse in der Zelle ausgewirkt hat.

Ein anderer Gesichtspunkt, der die Toleranz der Zellklone gegenüber dem Puromycins erklären könnte, ist das Phänomen der primären Resistenz einiger Tumore gegen verfügbare Noxen, z.B. im Rahmen einer Chemotherapie  (Borst, P., 1999). Diese Tumoren produzieren zelluläre Marker, meist Glykoproteine, die in der Literatur für ein Nichtansprechen einer Chemotherapie bei der Behandllung von malignen Tumoren verantwortlich gemacht werden. Solche Marker werden von sog. „Multidrogenresistenzgenen“ kodiert, die entweder endogen oder durch Kontakt mit Noxen aktiviert werden (Ramachandran et al., 1999). 

Zu beachten ist ferner, daß im Grunde zu keinem Zeitpunkt ein Selektionsdruck auf die Expression der Connexine bestand, sondern lediglich zu Beginn der Transfektion auf Integration der Vektoren ins Genom - ein wesentlicher Schwachpunkt dieser Methode beim Transfer und der Klonierung von Genen. Hier wäre zukünftig für weitere Transfektionsexperimente unter Umständen ein Expressions-vektor, der beide Gene, sowohl für den Selektionsmarker als auch für das zu exprimierende Connexin trägt, von effizienterem Nutzen.

Die exogene Expression der Connexine könnte, vor dem Hintergrund der Co-Transfektion aus gesehen, d.h. der Transfektion zweier Plasmidvektoren, bei der das Resistenz vermittelnde Gen nicht auf dem gleichen Vektor wie die Cx-Expressionseinheit lokalisiert ist, durch mangelnden oder fehlenden Selektionsdruck herunterreguliert worden sein, ohne daß ihre Proteinbiosynthese wirklich durch das Puromycin gehemmt wurde.

Die gewonnene Toleranz gegenüber dem Puromycin bei einer niedrigeren Dosis reichte somit aus, die BeWo-Transfektanten weiter in Kultur zu halten. Trotzdem konnten sich von der Puromycin-Dosis abhängige toxische bzw. subtoxische Einwirkungen auf die transfizierten BeWo-Zellen feststellen lassen.

8. 
Die (-hCG-Hormonproduktion kann als Marker der Toxizität für die Zellklone 
herangezogen werden und Cx-Kanäle helfen bei der Detoxifizierung

Der Einfluß von verschiedenen Puromycin-Dosen auf Proliferation und (-hCG-Produktion wurde an zwei immunhistochemisch negativen Cx43-Transfektanten und am Puro-Klon mit dem transfizierten Leervektor pSG-5(1) untersucht. Ein eindeutiger Zusammenhang zwischen hohen Puromycin-Dosen und daraus resultierender geringerer Zellteilungsrate, konnte bei den Cx-Transfektanten jedoch nicht festgestellt werden. Anders die Wachstumskurven des Puro-Klons: Hier konnte eine von der Puromycin-Dosis abhängige Zellteilungsrate aufgezeigt werden. Je höher die Puromycin-Konzentration im Medium war, desto geringer die Prolifera-tionsgeschwindigkeit. Die höchste Zellteilungsrate wies die von Puromycin unbeeinflußte parentale BeWo-Kontrolle auf.

Noch eindrucksvoller stellte sich der Zusammenhang für die (-hCG-Hormonproduktion dar. Die (-hCG-Hormonwerte korrelierten eindeutig mit der zugeführten Puromycin-Dosis im Medium, unabhängig davon, ob es sich um die Cx-Transfektanten oder die Puro-Klone gehandelt hat. Die (-hCG-Werte sanken mit steigendem Puromycin-Selektionsdruck.

Damit kann man die (-hCG-Produktion in diesen Versuchsreihen nicht als Differenzierungs-marker ansehen, sondern vielmehr als Marker der auf die Zellklone einwirkenden Toxizität.

Die (-hCG-Werte spiegeln offensichtlich wider, wie stark Puromycin auf die Transfektanten einwirkt. Cx-Kanäle scheinen auch dabei offensichtlich eine entscheidende Rolle zu spielen.

Es fällt auf, daß in den Versuchsreihen der Puro-Klon pSG-5(1) gegenüber den Cx40- und Cx43-Transfektanten durchweg die niedrigsten (-hCG-Werte aufwies. Die Cx-Transfektanten konnten scheinbar mit dem Puromycin besser umgehen, solange sie durch Cx-Kanäle in Verbindung standen. 

Auch wenn immunhistochemisch kein Cx-Protein mehr detektierbar war, schien dieser Effekt Bestand zu haben, solange auf mRNA-Ebene eine erhöhte Transkriptionsrate des betreffenden Connexins nachgewiesen werden konnte und trotzdem ein geringer Einbau in die Zellmembran stattfand, der lediglich immunhistochemisch nicht mehr feststellbar war. Schon Hellmann stellte in seinen physiologischen Experimenten fest, daß der immunhistochemische Cx-Nachweis nicht sensitiv genug ist, um die Kommunikationsleistungen einer Zelle zu erfassen (Hellmann, Dissertation 1995).

Für diese Theorie sprechen insbesondere die (-hCG-Werte der Cx43-Transfektanten des Wiederholungsansatzes. Derjenige Transfektant, bei dem immunhistochemisch noch Cx43 detektierbar war, hatte die höchsten Werte. Es folgten abhängig von der Transkriptionsrate die Werte der anderen beiden Transfektanten. Bei den Cx40-Transfektanten war ebenfalls der höhere Grad der endogenen Cx40-Transkriptionsrate entscheidend.

Der Puro-Klon mit dem Leervektor pSG-5(1) wies zum Vergleich nur eine schwache endogene Cx40-Transkription auf. Die höheren Werte des Puro-Klons mit dem Sport(3)-Leervektor ließen sich dagegen mit der stärkeren endogenen Cx40-mRNA-Bande der mRNA-Analyse erklären.

Connexine verhelfen augenscheinlich zu einer Detoxifizierung. Möglicherweise werden über die Cx-Kanäle Puromycin-inaktiviernde Substanzen ausgetauscht. Der Austausch von zyto-toxischen Molekülen bzw. therapeutischen Agentien via Gap-junctions wurde in Versuchen zur Gentherapie an Krebszellen beobachtet, die mit dem Herpes Simplex Virus Tymidin-Kinase-Gen (HSV-tk) transfiziert worden waren (Hamel et al., 1996 und Mesnil et al., 1996). Die Expression dieses Enzyms ist dafür verantwortlich, daß Ganciclovir C (ein Virostatikum, welches ein nichttoxisches Prodrug darstellt) - wenn man dieses den Tumorzellen zuführt - phophoryliert wird und dadurch in hochtoxische Metabolite überführt wird, die den Zelltod der transfizierten Tu-Zellen vermitteln. Die Forschergruppen fanden heraus, daß Zellen, die nicht mit dem HSV-tk-Gen transfiziert worden waren, aber in unmittelbarer Nachbarschaft dieser transfizierten, HSV-tk-exprimierenden Zellen lagen, nach Behandlung mit Ganciclovir ebenso abstarben. Diese Beobachtung wurde “Bystander Effekt” genannt. 

Dieser “Bystander Effekt” wurde wiederholt von zahlreichen Laboratorien mit der Connexin-Expression und Zell-Zell-Kommunikation via Gap-junctions erklärt (Fick et al., 1995 und Vrionis et al., 1997). Es konnte ein Transfer der toxischen Produkte von Ganciclovir von HSV-tk-positiven via Gap-junctions in tk-negative Tu-Zellen nachgewiesen werden.

Damit können therapeutische Agentien, wie in meiner Versuchsreihe vermutlich Puromycin-detoxifizierende Moleküle, durch Diffusion über Gap-junction-Kanäle in ihrer Wirkung entscheidend verstärkt werden.

Dieses Phänomen würde auch erklären, warum die Puromycin-Klone die niedrigsten Wachstumsraten aufwiesen. Ihnen standen nur die endogenen Cx-Kanäle zur Verfügung, die jedoch die Rolle der Detoxifizierung des Puromycins nicht in dem Maße ausüben konnten wie die Cx-Transfektanten, die zusätzlich exogene Cx-Kanäle besitzen.

Die Ergebnisse dieser Arbeit unterstützen damit die Hypothese, daß Gap-junctions wesentlich an der Homeostase von Geweben beteiligt sind und protektive Effekte, besonders nach toxischer Exposition, ausüben.

9. 
Schlußfolgerungen und Ausblick für Transfektionsexperimente
Die Transfektionsexperimente mit verschiedenen Connexinen in der Chorionkarzinomzellinie BeWo haben gezeigt, wie komplex man in-vitro-Versuche zur Bestimmung von Proliferation und Differenzierung und die Rolle von Connexin-Kanälen bei der Tumorsuppression sehen muß, wenn man diese exogen in Zellen einbringt.

Proliferationshemmung und Differenzierung allein auf die Wirkung exogener Connexin-Expression in vitro zurückzuführen, ist als kritisch zu bewerten.

Man muß nicht nur berücksichtigen, daß Transfektionexperimente spezifische Klone selektieren, in denen die Connexin-Gene willkürlich ins Genom eingebaut und i.d.R. durch einen viralen Gen-Promotor abgelesen werden, sondern auch, daß Selektionsmarker, wie in meinem Falle das Puromycin, einen wesentlichen Einfluß auf die Zelle ausüben und Proliferation sowie Differenzierung inhibieren können.

Es stellt sich die Frage, ob Transfektionsexperimente an Zellinien in vitro ein geeignetes Modell zur Beurteilung einer Wachstumsinhibition durch Connexine darstellen und damit ein approbates mögliches Verfahren eines gezielten und dauerhaften Gentransfers in eukaryotische Zellen sein kann.

In den durchgeführten Transfektionstudien hat sich gezeigt, daß mit Hilfe der Co-Transfektion zwar die Integration von Genen über Plasmide als Vektoren erfolgreich war und diese in etwa einem Drittel der Fälle zu homogen exprimierenden Transfektanten führte, die Expression der transfizierten Gene allerdings nicht dauerhaft war. Neben dem Risiko der unberechenbaren, willkürlichen Integration der transfizierten Gene ins Genom und damit der Gefahr von Beschädigungen wichtiger Gensequenzen, erwies sich als entscheidender Unsicherheitsfaktor in dieser Methode der Selektionsdruck. Dieser besteht bei der Co-Transfektion im Grunde nach Zugabe des entsprechenden Antibiotikums lediglich auf Expression des Resistenzgens, nicht aber auf die Expression der eigentlich erwüschten Cx-Gene. Ein zu hoher Selektionsdruck aber kann zu einem Überwiegen des selektionierenden Antibiotikums und damit zu toxischen Effekten führen, wenn die Zelle eine adäquate Transkription des Resistenzgens nicht mehr bewerkstelligen kann. Ein zu niedriger Selektionsdruck kann dazu führen, daß Zellen durch Mutation bzw. Adaption eine Toleranz gegenüber dem niedrig dosierten Antibiotikum entwickeln. Dieser niedrige Selektionsdruck führt unter der Inkaufnahme möglicher zelltoxischer Einwirkungen des verwendeten Antibiotikums zu einer stabileren und effektiveren Proteinbiosynthese der Zelle, da sie nun auf die Expression nicht-essentieller Gene, die in den Expressionsvektoren lokalisiert sind, verzichten kann. Die entsprechenden Gene - in diesen Untersuchungen das Puromycin-Resistenzgen  - werden inaktiviert oder gehen möglicherweise gar verloren. 

Dieses Phänomen ist aus der Literatur bekannt. Schmidt-Kastner et al., (1996), konnten an embryonalen Karzinomzellen ebenfalls feststellen, daß nach effizienter, stabiler Transfektion klonierter DNA eine starke Tendenz zum Verlust der Expression dieser transfizierten Gene besteht und der Verlust der Expression sehr rasch über wenige Generationen vollzogen wird, wenn der Selektionsdruck reduziert wird.

Um die für den Expressionsverlust verantwortlichen Mechanismen zu untersuchen, co-transfizierte die Arbeitsgruppe embryonale Karzinomzellen (P19 EC Zellen) mit zwei Plasmiden. In einem Plasmid war ein Gen integriert, welches die Beta-Galaktosidase von E. coli kodierte, das andere Plasmid trug ein Puromycin-Resistenzgen. Neben exprimierenden Zellen gab es auch Zellen, die das Beta-Galaktosidase-Gen und das Resistenzgen nach einigen Subkulturen nicht exprimierten. Weitergehende Untersuchungen ergaben, daß man unter diesen zwei Klassen unterscheiden konnte. Die einen hatten die transfizierten Gene verloren, die anderen hatten sie unter Beibehaltung der Gensequenzen inaktiviert. Letzteres wurde darauf zurückgeführt, daß transfizierte DNA im Genom somatischer Zellen linear hintereinander angeordnet (“in tandem”) integriert wird. Diese in mehreren Kopien vorliegende Anordnung innerhalb eines Genoms nach Transfektion ist sehr instabil. Es wird postuliert, daß derartige Sequenzen als Ziele zur Inaktivierung oder zur Neuordnung im Genom erkannt werden. Hohe Mutationsraten und keine oder nur geringe Expressionsraten sind die Folge.

Eine weitere Form der Gen-Inaktivierung, die in der Literatur diskutiert wird, ist die DNA-Methylierung. Sie wurde für eine Vielzahl von Genen beschrieben, insbesondere nach Transfektion, Mikroinjektion und zellfreien Transkriptionsexperimenten.

In eukaryotischen Zellen führt die Methylierung von Cytosinen in spezifischen CpG Dinukleotiden zu einer Inhibition oder Inaktivierung des Promotors, was eine Repression der Transkription verursacht (Razin und Cedar, 1991).

Drei Mechanismen der Transkriptionshemmung und damit der Genexpression aufgrund DNA-Methylierung werden diskutiert: 

Zum einen wird durch Methylierung von Cytosinen in bestimmten CpG-Dinukleotiden der Promotorregion eines Gens die Bindung einiger essentieller Transkriptionsfaktoren verhindert und so die Transkription reduziert, zum anderen gibt es Proteine, die kompetitiv an methylierte DNA-Sequenzen binden und so eine Bindung von Transkriptionsfaktoren hemmen und schließlich kann bei einigen Genen die Methylierung zu einer Formation von inaktiven Chromatinstrukturen führen, welche eine effiziente Transkription inhibieren (Comb und Goodman, 1990; Meehan et al., 1992; Graessmann, 1993).

Welche Rolle die Art des Promotors bei der DNA-Methylierung spielt, wurde von Bryans et al.(1992) am SV40 early Promotor analysiert, der in den hier durchgeführten Transfektions-experimenten ebenfalls Bestandteil der verwendeten Vektoren war. 

Wird der SV40 early Promotor innerhalb seines natürlichen viralen Genoms methyliert, so konnten keine inhibitorischen Effekte auf die Gen-Expression erzielt werden, wenn die virale DNA in Zellen überführt wurde. Die wenigen CpG im SV40-Genom werden normalerweise in vivo nicht methyliert. Bryans et al. (1992) konnten jedoch nachweisen, daß eine Methylierung eine Inhibierung der Transkription verursacht, wenn der SV40 early Promotor in ein Plasmid integriert wurde. Da die Inhibierung mit dem Ausmaß der Anwesenheit von Methylcytosinen anstieg, wurden methylierte CpG-Sequenzen im Vektor für diese Hemmung verantwortlich gemacht, welche zu einer Formation inaktiver Chromatin-Strukturen führten.

Diese Erkenntnis bedeutet, daß ein Vektor, der reich an CpG-Sequenzen ist, eine Expression transfizierter Gene unterdrücken kann. Somit könnte möglicherweise die Inaktivierung der Transkription des Puromycin-Resistenzgens und der Cx-Gene auf CpG-reiche DNA-Regionen in den verwendeten Vektoren mit nachfolgender Methylierung zurückzuführen sein.  

Es gibt Untersuchungsergebnisse, die zeigen, daß CpG-DNA-Regionen in transformierten Zellen sukzessive methyliert wurden (Antequera, 1990). Die Autoren ziehen daraus die Schlußfolgerung, daß ein Gen-Transfer, wenn dieser zufällig ins Genom erfolgt, wirkungslos hinsichtlich der Expression des Gens bleibt, wenn das Gen in G- und C-reiche Umgebung integriert wird. 

Die aufgeführten Beispiele zeigen, daß ein Gentransfer mittels Transfektion problematisch ist. Gerade dort, wo eine dauerhafte Integration und Expression erwünscht wäre, müßten sicherere und effizientere Methoden etabliert werden. 

Eine andere Methode der Wahl für eine Klonierung von Genen in E. coli ist die Verwendung von Bakteriophagen als Vektor. Wie das Plasmid zeichnet sich der Bakteriophage dadurch aus, sich unabhängig vom Genom der Bakterienzelle, d. h. autonom zu vermehren. Im Gegensatz zu den Plasmidvektoren, die durch physikalische oder chemische Methoden in die E. coli-Zelle eingeschleust wird, dringt ein einzelner Bakteriophage, wie z. B. Lambda, durch Infektion einer Bakterienzelle in diese ein, vermehrt sich dort und infiziert auch die umliegenden E. coli-Zellen, was nach Lysierung der Bakterienzellen zur Bildung sog. Plaques in einem Bakterienrasen führt.

In die Bakteriophagenmoleküle können nun fremde DNA-Segmente eingefügt werden und mit den Phagen in den Bakterienzellen vermehrt werden.

Die Vorteile der Phagen bei der DNA-Klonierung liegen darin, daß sie wesentlich leichter als Plasmide in Bakterien eindringen und höhere Mengen rekombinanter DNA gewonnen werden können, die dann möglicherweise zu einer effizienteren Transfektion von Eukaryontenzellen führen. Mit solchen Viruspartikeln ist die Klonierungseffizienz noch zehn mal höher als bei der routinemäßigen Plasmid-Transformation (Stryer, 1994).

Die oben erwähnte Problematik bei der Integration rekombinanter DNA-Moleküle ins Genom der eukaryotischen Zelle und ihre Auswirkungen bleiben jedoch bestehen.

Eine andere Methode, die möglicherweise zu einer besseren Insertion von Genen ins Genom führt, besteht darin, neue Gene über Viren in eukaryotische Zellen zu bringen. Die wirksamsten Vektoren sind dabei Retroviren, die ihre Wirte normalerweise nicht töten. Mit Hilfe der Reversen-Transkriptase entsteht eine doppelhelikale DNA-Form des Virus-Genoms, die mit statistischer Wahrscheinlichkeit in die chromosomale DNA der Wirtszelle eingebaut wird und zusammen mit der normalen Zell-DNA wirkungsvoll exprimiert und repliziert wird.

Ein Beispiel aus der Medizin offenbart die Möglichkeiten der Gentherapie, aber auch welche Schwierigkeiten damit verbunden sind. Folgende Erkenntnisse über die somatische Gentherapie der Mukoviszidose konnten bisher gesammelt werden (Hildebrand, 1997):

In der somatischen Gentherapie der Mukoviszidose, der häufigsten autosomal-rezessiven Stoffwechselerkrankung, konnte in vitro als auch in vivo an Ratten über Adenoviren, die spezifisch Atemwegsepithelien infizierten, die fehlende DNA-Information, das CFTR-Gen, in Bronchialepithelien übertragen werden.

In 70% der Fälle handelt es sich bei dem Gendefekt um eine Mutation auf dem langen Arm des Chromosom 7, wo die Aminosäure Phenylalanin in Position 508 des Proteins fehlt. Das intakte Gen kodiert für ein Protein, den “Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance Regulator” (CFTR), welcher die Chloridpermeabilität an der Zellmembranoberfläche herabsetzt.

In dem Artikel faßt die Autorin zusammen, daß in klinischen Studien an Mukoviszidose-Patienten sich der Erfolg des Gentransfers jedoch nicht einstellte, da man für ein effizientes Transferergebnis zu hohe Virusdosen benötigte. Entzündungsreaktionen, kanzerogenes Risiko der Adenoviren, Bildung neuer Genkombinationen aus Virus- und Wirtszellen sowie humorale Immunmechanismen zeigten die Grenzen dieser Methode am Menschen auf.

Der Nachteil der Liposomen-Technik, die auch in dieser Arbeit zur Transfektion der BeWo-Zellen Verwendung fand und in einer Studie als Vektor für die Behandlung von Mukoviszidose-Patienten benutzt wurde, lag darin, daß ein großer Teil der DNA nach der Membranfusion und Endozytose intrazellulär durch lysosomale Enzyme zerstört wurde. Liposomen haben im Gegensatz zu Viren zwar keine antigene Wirkung auf den Organismus und tragen nicht zum Risiko einer Rekombination bei, doch sie verfügen intrazellulär über keinen Mechanismus, der die transfizierte DNA, wie bei den Viren,  in den Zellkern bringt. Es mußten daher große Mengen von Liposomen-DNA-Komplexen eingesetzt werden, um eine effiziente Korrektur in vivo zu erreichen. Außerdem wurde in einer Studie die Wirksamkeit dieses DNA-Transfers nur an der Nasenschleimhaut von Patienten nachgewiesen, am Brochialepithel allerdings noch nicht (Hildebrand, 1997).

Ferner müßte die Behandlung mit Liposomen regelmäßig wiederholt werden, wobei die Verträglichkeit der häufigen Applikation einer hohen Menge DNA und Liposomen bisher unbekannt ist.

Diese Beispiele somatischer Gentherapie am Menschen zeigen, mit welchen Problemen und unkalkulierbaren Risiken ein Gentransfer in vivo verbunden ist. 

Neben dem Problem der richtigen Wahl eines effizienten Vektors und der oft nur kurzen Wirkdauer des transfizierten Gens in eukaryotischen Zellen, haben die in dieser Arbeit durchgeführten Transfektionsexperimente an der Chorionkarzinomzellinie BeWo gezeigt, daß ein dauerhafter Gen-Transfer von zahlreichen exogenen und endogenen Faktoren abhängig sein kann. Insbesondere der Wahl eines geeigneten Selektionsdruckes sowie der Art und Lokalisation des Einbaus von Cx-Gen und Resistenzgen in Expressionsvektoren kommt höchster Bedeutung zu.

Eine neuartige Technik, das Doppel-Ersatz-Verfahren (“Double Replacement”) bietet die Möglichkeit, DNA-Sequenzen in-vivo gegen andere Sequenzen auszutauschen (Wu et al., 1994). Über homologe Rekombination in embryonale Stammzellen wird eine Zielsequenz durch eine veränderte Sequenz ersetzt, ohne daß Fremdsequenzen wie Selektionsmarker zurückbleiben.

Diese Technik könnte zukünftig Methode der Wahl werden, da gezielt Genveränderungen an Zellen vorgenommen werden können, ohne daß diese von störenden Umgebungs-Sequenzen auf Vektoren, wie z. B. methylierte CpG-Sequenzen oder von der Wirksamkeit eines geeigneten Selektionsdruckes abhängig sind.

