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1 Einleitung

1.1 Interzellulare Kommunikation mittels Gap Junctions

Ein Hauptmerkmal von multizelluléaren Organismen ist die koordinierte Antwort auf externe
und interne Reize. Dieses Verhalten erfordert eine komplexe interzellulare Kommunikation,
die ein geordnetes physiologisches Zusammenwirken einzelner Zellen und Zellgruppen zum
Nutzen des Gesamtorganismus ermdglicht. Mechanismen zur Ubermittlung von
interzellul&ren Signalen erlauben jeder Zelle ihre spezielle Rolle im Zellverband zu erfillen.
Die stammesgeschichtlich alteste Form der Signaltbermittlung von Zelle zu Zelle bei Tieren
sind Gap Junction Kandle, spezialisierte Membranstrukturen, die Zytoplasmata benachbarter
Zellen direkt miteinander verbinden und so den Austausch von lonen und kleinen Molekilen
ermaglichen.

Gap Junction Kandle konnten sowohl bei Vertebraten as auch bei Invertebraten gefunden
werden (Finbow et al., 1984; Pitts und Finbow, 1986; Berdan und Gilula, 1988). Bel den
Mammalia sind sie in fast alen Zelltypen vertreten, mit Ausnahme einiger weniger terminal
differenzierten Zellen wie Skelettmuskelzellen, Spermien und Erythrozyten. Auch Pflanzen
weisen Gap Junction-8hnliche Strukturen auf, die als Plasmodesmata bezei chnet werden, und
ebenfals der Zell-Zell-Kommunikation dienen (Yaholm et al., 1991; Hunte et al., 1993).

1.2 Aufbau der Gap Junctions

Der Begriff der Gap Junctions wurde von Revel und Karnovsky (1967) geprégt, die das
Auftreten spezieller Membranstrukturen im Zusammenhang mit der elektrischer Kopplung
zwischen tierischen Zellen beobachtet hatten.

Der Abstand der Plasmamembranen zweier benachbarter Zellen betragt im Normalfall 20 bis
30 nm, im Bereich der Gap Junctions verringert sich dieser Abstand auf 2 bis 3 nm (Caspar et
al., 1988). Dieser interzelluldre Spalt wird von hexameren Strukturen, den Gap Junction
Kanden Uberbrickt (Revel und Karnovsky, 1967). Gap Junction Kanédle kdnnen einzeln oder
als Aggregate von bis zu mehreren tausend auftreten. Ab einer Dichte von circa 10* Kanélen
pro pm? Membranfl&che spricht man von Gap Junction-Plagues (Lowenstein, 1981). Aus den
Ergebnissen elektronenmikroskopischer Untersuchungen (Chalcrokt und Bullivant, 1970,
Unwin und Zampighi, 1980) und Rontgenstrahlbeugungsanalysen (Makowski et a., 1977)
konnte schliefdlich ein Modell fir die Struktur der Gap Junction Kanédle abgeleitet werden.
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beteiligte
Plasmamembranen

Spalt von
2-3nm Connexon
Langsschnitt einer Kanalpore Connexin

Abbildung 1 - 1: Schematischer Ausschnitt aus einem Gap Junction- Plague mit Gap Junction Kanadlen und den
Plasmamembranen zweier Zellen (veréndert nach: Makowski et al., 1977)

Jede Zelle stellt einen Halbkanal, auch als Connexon bezeichnet, zur Bildung eines
kompletten, funktionellen Kanals zur Verfigung, um den interzelluldren Spalt zu
Uberbriicken. Sechs identische oder dhnliche Transmembranproteine (Connexine) lagern sich
radial zusammen und bilden so eine zentrale, hydrophile Pore. Dieses Hexamer stellt ein
Connexon dar. Jedes Connexon hat einen Auf3endurchmesser von 7 bis 8 nm, und in
gedffneten Zustand eine Porenwelte von 1bis 1,5 nm (Caspar et al., 1977, Makowski et al.,
1977; Loewenstein, 1981; Y aeger, 1998).

1.3 Connexine: Die Proteine der Gap Junctions

Gap Junction Proteine stammen aus einer Multigenfamilie. Die biochemische Untersuchung
von Gap Junction-haltigen Membranfraktionen diverser Gewebe, wie beispielsweise Leber,
Herz und Linse, ergab, dass es sich bei den in diesen Organen vorkommenden Connexinen
um unterschiedliche, aber homologe Proteine handelt (Kistler et al., 1988). Manche
Connexine werden in mehr Zellen exprimiert als andere, und die meisten Zellen exprimieren
mindestens zwei verschiedene Connexine. Trotz der hohen Homologie weisen die aus
unterschiedlichen Connexine gebildeten Kandle spezifische, unterschiedliche Eigenschaften

auf.
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1.3.1 Nomenklatur

Fur die Nomenklatur der Connexine existieren zwei alternative Systeme. Nach der von Beyer
vorgeschlagenen Nomenklatur setzt sich der Name fir ein Connexin aus der Abkirzung Cx
und der aus der cDNS-Sequenz abgel eiteten theoretischen Mol ekillmasse zusammen (Beyer et
al., 1988). Beispielsweise wird das in der Leber vorkommende 21kDa-Connexinprotein mit
Cx26 bezeichnet. Die Bezeichnung der Spezies, abgekirzt oder ausgeschrieben, kann dem
Namen vorangestellt werden, so ist hCx26 oder humanCx26 der Name fur das menschliche
Connexin Cx26.

Die zweite Nomenklatur unterteilt die Connexine entsprechend dem Grad ihrer
Sequenzidentitat in vier verschiedene Gruppen (a,3,y und d) ein. Die Mehrheit der bekannten
Connexine gehdren der a- oder der B-Gruppe an (Gimlich et a., 1990), Cx36 und Cx45
bilden jewells eine eigene Gruppe (Goodenough et a., 1996; Sohl et al., 1996). Der Name
eines Connexins ergibt sich aus der Bezeichnung der Gruppe gefolgt von einer Zahl, die den

Connexinen einer Gruppe fortlaufend nach dem Zeitpunkt ihrer Entdeckung zugeordnet wird.

1.3.2 Genfamilie der Connexine

Gemeinsames Merkmal fast aller Connexine ist ihre Genstruktur (siehe Abbildung 1 - 2).
Connexingene bestehen aus zwel Exons, wobei dem oft kurzen, untranslatierten ersten Exon
ein Intron variabler Lé&nge und dann das zweite Exon, das die komplette kodierende Region
enthdlt, folgt.

Exonl Intron Exon2

1l

Abbildung 1 - 2: Schema der Genstruktur der Connexine
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Bisher wurden drei Connexine gefunden, deren Genstruktur von diesem Muster abweicht. Bel
Cx35 aus Rochen (O'Brian et a., 1996) und dem dazu homologen Cx36 der Maus (Sohl et
al., 1998) unterbricht ein Intron die kodierende Region; das Cx45-Gen aus Maus enthdlt drei
Exons, die untrandatierten Exons 1 und 2, die von dem kodierenden Exon 3 gefolgt werden
(Plum, Dissertation 1999).

In Tabelle 1 - 1 ist eine Ubersicht der bisher bekannten Connexine der Maus dargestellt.
Ebenso konnten auch Connexingene aus dem Genom einiger anderer Tierarten beispielsweise
Xenopus (Ebihara et a., 1989; Gimlich et al., 1990), Huhn (Beyer et a., 1990; Rup et al.,
1993), Hund (Kanter et al., 1992) und aus Mensch kloniert und dem entsprechenden Nager-

Connexinen zugeordnet werden.

Connexin Alternative  Theoretische Expressionsorte Chromosomale
Nomenklatur Molmasse[kDa] (Beispiele) L okalisierung

Cx26 B2 26.5 Gehirn®, Pankreas’, Niere®, Endometrium’, 14
Cx30 B6 304 Haut'’, Gehirn'’
Cx30.3 B5 303 Haut™ 4
Cx31 B3 31.0 Placenta®, Haut™ 4
Cx31.1 B4 31.1 Haut™ 4
Cx32 B1 320 Pankreas', Gehirn®, Leber®, X
Cx33 a7 329 Haut', Hoden™ X
Cx36 31 36.1 Retina'®
Cx37 ad 376 Lunge™, Niere™,
Cx40 a5 40.4 Herz", Lunge®, Niere™, Endothel™®
Cx43 al 43.1 Herz", Gehirn®, Endothel®, Lunge’ 10
Cx45 vyl 45.7 Lunge®, Haut™®, Herz"® 11
Cx46 a3 46.0 Linse', Herz'° 14
Cx50 a8 49.6 Linse™ 3
Cx57 a9 57.1 Haut®, Herz®, Niere®

Tabelle 1 - 1: Bekannte Nagerconnexine, Beispiele ihrer Expressionsorte und die chromosomale Lokalisierung
ihrer Gene bel der Maus (Beispiele), Cx29 ist noch nicht beriicksichtigt.

Quellen : * Dermitzel et al., 1984; >Beyer et al., 1987; * Dermitzel et al., 1984; * Traub et al., 1989; ® Zhang und

Nicholson, 1989; ° Larson et al., 1990; " Risek et al., 1990; ® Hoh et al., 1991; ° Nishi et al., 1991;° Paul et al.,

1991; * Willecke et al., 1991b; ** Haeflinger et al., 1992; ** Hennemann et al., 19923, b, ¢ und d; ** White et al.,

1992; *° Bruzzone et al., 1993; *° Butterweck et al., 1994; " Dahl et al., 1996; *° Sohl et al., 1998; *° Thomas et

al., 1998; ®Mantey et al., 1999.

Genfamilien entstehen im Verlauf der Evolution durch Duplikation und Abwandlung der

urspringlichen Gene. Wie auch fur andere Genfamilien lasst sich fur die Connexine ein
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Stammbaum durch einen Vergleich der Aminosduresequenzen aufstellen. Eine Betrachtung
aller bisher bekannten Aminosduresequenzen von Connexinen weist auf einen dhnlichen
Aufbau der Connexinproteine aus Zytoplasma-, Transmembran- und Extrazellulardomanen
hin. Die beiden extrazellularen Schleifen haben einen hohen Konservierungsgrad, sie weisen
60 bis 80 % Sequenzidentitdt auf und eignen sich gut fur vergleichende Anaysen.
Abbildung 1 - 3 zeigt die Aufteilung der Connexine in vier Gruppen; Cx36 und Cx45 haben
Sonderstellung a's einziges Connexin in ihrer jeweiligen Gruppe.

mCx36 mCx45

- - - -

mCEx50 rCx46 mCx40 mCx37 MCx43 rCEx33 mEx57 mCx31 mCx31.1 mCx30.3 mMCx32 mCx30 mCx26

Abbildung 1 - 3: Phylogenetischer Stammbaum der Nagetier-Connexine. Grundlage ist der Vergleich der ersten
extrazelluldren Schleifen von Ratte Cx33, Ratte Cx46 und fast allen bekannten Maus-Connexinen mittels des
HUSAR-Programms TREE.(Verandert nach Sohl et al., 1998). Nicht berticksichtigt ist Cx29, das erst kirzlich
von Sohl (in Vorbereitung) entdeckt wurde und das in zusétzliche, neue Gruppe eingeordnet wird.

1.3.3 Topologie der Connexine

Um ein Modell der molekularen Struktur der Connexine abzuleiten, wurden diverse
Connexine mit verschiedenen Methoden untersucht. Hydrophobizitéts-Analysen der von den
jeweiligen cDNS abgeleiteten Aminosauresequenzen (Kyte und Doolittle, 1982) ergaben ein

Muster aus konservierten und variablen Regionen, aus dem sich ein Strukturmodell eines
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Transmembranproteins ergab, das die Plasmamembran mit vier, circa 20 Aminosauren
langen, hydrophoben Domanen durchspannt. Weitere Ergebnisse aus selektiven
proteol ytischen Spaltungen (Zimmer et al., 1987; Hertzberg et al., 1988; Y ancey et al., 1989),
Peptidmikrosequenzierungen und Untersuchungen mit peptidspezifischen  Antikérpern
(Goodenough et al., 1988; Nicholson und Zhang, 1988; Beyer et al., 1989; Laird und Revel,
1990) bestétigten und erweiterten dieses Modell. Danach besteht ein Connexin aus vier als
M1 bis M4 bezeichneten Transmembrandomanen, zwei extrazelluldren Schleifen (E1 und E2)
und Amino- und Carboxyterminus, die beide im Zytoplasma lokalisiert sind. Die beiden
extrazelluldren Schleifen E1 (zwischen M1 und M2) und E2 (zwischen M3 und M4), sowie
die Transmembrandoménen M1 bis M4 stellen die am stérksten konservierten Regionen der
Connexine dar. Im Gegensatz dazu weisen die zytoplasmatische Schleife (zwischen M2 und
M3) und der Carboxyterminus hochste Sequenzvariabilitée auf. Die Ursache der
GroRRenunterschiede der Connexine liegt hauptsachlich in den verschiedenen Langen dieser
Regionen des Molekiils (Bennett et al, 1991).

[ o33 COOH Zytoplasma

......

- : . Membran

||||||

Extrazellulérer

Spalt

Abbildung 1 — 4: Topologisches Modell des Cx26-Proteins, (Nicholson und Zhang, 1988.)

Rontgenstrahl-Beugeanalysen (Tibbitts et al., 1990) ergaben weitere Informationen Uber die
Transmembranregionen: sie sind circa 3 bis 4 nm lang, haben eine a-helicae
Sekundérstruktur und sind beziglich der Kanalachse um 20° geneigt. Die dritte
Transmembrandomane ist wahrscheinlich an der Auskleidung der Kanalpore beteiligt, da sie
einen amphiphilen Charakter hat, jede vierte Aminosaure trégt hier einen polaren Rest.

Rahmann und Evans (1991) zeigten, dass die beiden extrazelluldren Doméanen Uber drel

konservierte Cysteinreste verfiigen, die sowohl innerhalb einer Schleife als auch zwischen den
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Schleifen Disulfidbriicken ausbilden. Diese Disulfidbriicken stabilisieren die Konformation
der extrazelluldaren Schleifen und sind wichtig fur das Andocken zweier Connexone zur
Bildung eines vollstandigen Kanals (Dahl et a., 1994; Foote et al., 1998; Y eager, 1998).

1.4 Eigenschaften der Gap Junction Kanale

Urspriinglich wurde angenommen, dass Gap Junction Kandle unspezifische Poren sind, durch
die Molekile bis circa 1000 Da frei passieren konnen. Inzwischen ist aber bekannt, dass Gap
Junctions unterschiedliche Permeabilitét fur bestimmte Molekile aufweisen und so eine
selektive Kommunikation erlauben. Aus verschiedenen Connexinen aufgebaute Gap Junction
Kande haben spezifische biophysikalische Eigenschaften und unterscheiden sich sowohl in
ihrer  Selektivitdt und in ihrer Permeabilitdt als auch in ihrer elektrischen
Einzelkanalleitfahigkeit. Diese Charakteristika zusammen mit der Vidfat von
Connexinisoformen ertffnet ein breites Spektrum moglicher spezifischer Funktionen von

biologischer Relevanz.

1.4.1 Die strukturelle Vielfalt der Gap Junction Kanéale

Connexine zeigen ein spezifisches, zeitliches und réumliches Ausprégungsmuster. lhre
Expression erfolgt gewebe- und zelltypisch ( z. B.: Paul, 1985; Beyer et al., 1989; Dermietzel
et al., 1989; Gimlich et al., 1990; Risek und Gilula, 1991; Golinger und Paul 1994, Sohl et a .,
1998). Gap Junction Kandle, die aus verschiedenen Connexinen zusammengesetzt sind,
besitzen unterschiedliche biophysikalische Eigenschaften. Sie unterscheiden sich in
Einzelkanalleitfahigkeit, Permeabilitét und Spannungsabhéangigkeit (Fishman et al., 1990;
Swensom et al., 1990; Bennett et a., 1991; Moreno et a., 1991und 1994; Chen et DeHaan,
1992; Takens-Kwak und Jongsma, 1992; Veenstra et al., 1992 und 1994a und b; Kanemitzu
und Lau 1993, Steinberg et al., 1994).

Zusétzlich zu den diversen Kandlen, die nur aus einem einzigen Connexin zusammengesetzt
sind, ermdglicht der Aufbau eines Gap Junction Kanals aus zwei Connexonen, die ihrerseits
wieder aus sechs Connexinen aufgebaut sind, ene groe Anzahl an
Kombinationsmoglichkeiten an Gap Junction Kandlen unterschiedlicher Eigenschaften. Man



Einleitung 14

unterscheidet zwischen homomeren (aus sechs gleichen Untereinheiten aufgebauten) und
heteromeren (aus verschiedenen Untereinheiten aufgebauten) Connexonen. Connexone
koénnen entweder mit Connexonen desselben Typs einen homotypischen oder mit anderen
Connexonen einen heter otypischen Kanal bilden (Kumar und Gilula, 1996).

Durch Untersuchungen an Oozyten-Paaren der Spezies Xenopus laevis, in die mRNS
verschiedener Connexine mikroinjiziert wurde, konnten heterotypische Kande nachgewiesen
werden (White et a., 1995). Die Existenz heterotypische Kandle konnte auch mit humanen
Zellen, die mit cDNS fur unterschiedliche Connexine transfiziert wurden bestétigt werden
(Elfgang et al., 1995). Diese Experimente zeigten, dass nur einige Kombinationen von
Connexinen zu funktionsfahigen Kanden fuhren. So kénnen bel spiel sweise homomere Cx43
Connexone mit homomeren Connexonen, aufgebaut aus Cx37 oder Cx45, heterotypische,
funktionelle Gap Junction Kande bilden, nicht aber mit Cx40. Mutagenesestudien ergaben,
dass die zweite extrazellulére Schleife der beteiligten Connexine das Andocken zweier
Connexone zur Bildung eines kompletten Kanals vermittelt (White et al., 1994). Andere
Untersuchungen deuten auf eine Beteiligung der zytoplasmatischen Schleife und des
C-Terminus hin (Haubrich et a., 1996). Der Nachweis von heteromeren Kanédlen ist
schwierig und konnte nur in Einzelfdlen durchgefiihrt werden. So konnte die Bildung von
heteromeren Gap Junction Halbkandlen aus den in Hepatozyten vorkommenden Connexinen
Cx26 und Cx32 nur in einem zellfreien Transkiptions/Tranglations-System nachgewiesen
werden (Ahmad et al., 1999). In Hepatozyten dagegen konnte nur gezeigt werden, dass
homotypische und heterotypische Gap Junction Kande aus Cx26 und Cx32 existieren, die
Anwesenheit von heteromeren Kandlen aus diesen beiden Connexinen konnte weder

nachgewiesen noch ausgeschlossen werden (Valiunas et a., 1999).

1.4.2 Elektrische Einzelkanalleitfahigkeit, Permeabilitat und

Selektivitat

Elektrische Einzelkanalleitfahigkeit: Die Untersuchungen mehrerer Arbeitsgruppen
zeigten, dass Gap Junction Kanél e aus verschiedenen Connexinen unterschiedliche el ektrische
Einzelkanalleitfahigkeiten von 26 bis 300 pS zeigen (Chen und DeHaan, 1992; Takens-Kwak
et a., 1992; Veenstraet a., 1992 und 1994a und b; Moreno et a., 1994; Spray, 1994). Auch
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konnen die Werte der elektrischen Einzelkanalleitfahigkeit eines, aus einem Connexin
gebildeten Kanals, abhangig von der Phosphorylierung des Connexins, variieren (Moreno et
al., 1992 und 1994).

Permeabilitat und Selektivitat: Die Permeabilitét eines Gap Junction Kanals kann durch die
Mikroinjektion eines Indikatormolekiils oder eines Farbstoffs und die Beobachtung deren
Ausbreitung durch Gap Junctions in Nachbarzellen bestimmt werden. Eine Korrelation
zwischen der Permeabilitédt eines Kanals fur ein (Farbstoff-)Molekil und der elektrische
Einzelkanalleitfahigkeit ist in den meisten Fallen nicht gegeben, eher scheint die Permeabilitét
von elektrostatischen Wechselwirkungen zwischen Molekll und Kanalpore abhéngig zu sein
(Elfgang et a., 1995; Veenstra et a., 1995; Veenstra, 1996). Die Injektion von
Farbstoffmolekiilen oder —lonen unterschiedlicher Grof3e, Struktur und Ladung in Zellen, die
mittels Gap Junctions kommunizieren, zeigt ein komplexes Muster an Permeabilitéten.
Untersuchungen von Elfgang et al. (1995) ergaben, dass belispiel sweise aus Cx26, 37, 43 oder
45 gebildete Gap Junctions Kande den Farbstoff Ethidiumbromid (393 kDa) gut
transferierten. Bei Cx40-Kanden hingegen ist der Transfer stark reduziert und Kande aus
Cx31 und Cx32 sind fur Ethidiumbromid undurchlassig. Der Transfer anderer Farbstoffe wie
Lucifer Yellow (443 kDa), DAPI (279 kDa) und Propidiumjodid (414 kDa) ist ebenso
unterschiedlich ausgepragt und von den Connexinen, die die Gap Junction Kanale bilden,
abhangig.

Verschiedene Gap Junction Kande zeigen zwar keine Spezifitét bezlglich bestimmter lonen,
aber unterschiedliche Selektivitét gegeniiber lonen verschiedener Ladungen. Zum Beispiel
betragt das Permeabilitétsverhdtnis von Anionen zu Kationen fur Huhn Cx45 0,12 und fir
menschliches Cx37 0,43 (Veenstra et al., 1994).

Des weiteren sind Gap Junction Kanéle spannungsabhéngig, das bedeutet, dass die Funktion
des Kanals (der Offnungszustand eines Kanals) von der Potentialdifferenz zwischen den
Nachbarzellen bestimmt wird, die der Kana verbindet. Das Ausmald der
Spannungsabhangigkeit und die Beziehung zwischen Leitféhigkeit und Spannung ist
spezifisch fur die jeweiligen Connexine, die den Kanal bilden (Bennett und Verselis, 1992).
Ebenso besteht eine Abhangigkeit der Kanalfunktion vom pH; (pH-Wert in Innern der Zelle),
deren Ausmal3 durch die Connexine, die den Kanal bilden, bestimmt wird (Liu et al., 1993).
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1.5 Funktionen von Gap Junction Kanélen

Gap Junction Kandle sind fur die meisten niedermolekularen Metabolite und Signalmolekile
permeabel. Physiologisch wirksame Substanzen wie Aminosauren, Zucker und Nukleotide
(Johnson und Sheridan, 1971; Rieske et al., 1975; Pitts und Simms, 1977; Pederson et al.,
1980) und sekundére Botenstoffe wie CAMP (Imanaga, 1974; Tsien und Weingart, 1976) und
Ca™* (Sanderson et al., 1990; Cornell-Bell et al., 1990; Charles et al., 1992; Enkvist und
McCarthy,1992) konnen mittels Gap Junctions von einer Zelle in die ndchste gelangen. Durch
die unterschiedlichen Permeabilitdten und Selektivitéten der aus verschiedenen Connexinen
aufgebauten Gap Junction Kandlen kann ein komplexes Muster aus Kommunikation und
Kommunikationsbarrieren zwischen verschiedenen Zellen und Zelltypen innerhab eines
Organismus entstehen. Zusammen mit der zell- und gewebespezifischen Expression der
verschiedenen Connexine und der Bildung sowohl homomerer as auch heteromerer
Connexone und ihrer Zusammenlagerung zu homotypischen und heterotypischen Kandlen
kann eine Diversitdt der Kommunikation erreicht werden, die es den Gap Junctions
ermoglicht, vielféltige Funktionen innerhalb unterschiedlichster biologischer Prozesse zu
erfullen.

151 Embryonalentwicklung

Schon in sehr frihen Entwicklungsstadien eines Embryos kann die Transkription von
verschiedenen Connexinen und interzellul&re Kommunikation via Gap Junctions (Kopplung)
nachgewiesen werden (Davies et a.,1996; Dahl et al., 1995). Insbesondere die Fahigkeit der
Gap Junctions, den Transfer von Signalmolekilen und Zweitbotenstoffen wie cAMP, IP; und
Kalzium zu erméglichen, dirfte hier von grof3er Bedeutung sein. Wird die Kommunikation in
frihen Entwicklungsstadien beispielsweise mit Hilfe von anti-Connexin Antikdrpern oder
Gegensinn-mRNS  blockiert, kommt es bei Xenopuss und Mausembryonen zu
Entwicklungsstérungen (Paul, 1995; Paul et al., 1995; Lee et a., 1987; Bevilacqua et a.,
1989). Die Bildung von Kommunikationsbereichen innerhalb derer eine individuelle
Regulierung der Genexpression moglich sein konnte, wird durch das spezifische
Expressionsmuster verschiedener Connexine ermdglicht. Die Inkompatibilitdt einzelner
Connexine, die miteinander keine funktionellen Gap Junction Kandle bilden, kénnen zu

Kommunikationsbarrieren fihren. So sind im Mausembryo Zellen, die sich aus der inneren
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Zellmasse entwickelt haben Uber Cx43 Kandle gekoppelt, wdhrend vom Trophektoderm
abstammende Zellen das zu Cx43 inkompatible Cx31 exprimieren (Dahl et a., 1996). Auch
bei Drosophila Larven und bei anderen Vertebraten konnten solche Ubereinstimmungen
zwischen Kommunikations- und Entwicklungsbereichen gefunden werden (Lo, 1988; Bagnall
et a., 1992), was nahe legt, dass den Gap Junctions eine wichtige Funktion bei der

Entstehung von Entwicklungsbereichen zukommt.

1.5.2 Nahrstoffaustausch

Eine weitere Funktion der Gap Junctions ist die metabolische Kopplung, die Gewahrleistung
des Austauschs von physiologisch relevanten Substanzen zwischen Zellen, die nicht Gber
Blutgefal3e versorgt werden konnen. Dies gilt zum Beispiel fur die Zellen der Augenlinse
(Goodenough, 1992; White et al., 1992), fur die Versorgung der Follikelzellen im Saugerovar
(Caveney et a., 1985) und fur den Glucosetransport Uber die Placenta (Gabriel et al., 1998).
Auch innerhalb einer Zelle kann es metabolische Kopplung geben. Im peripheren
Nervensystem verbinden reflexive, aus Cx32 gebildete, Gap Junctions die vielen Schichten
einer Schwann’schen Zelle (Snipes und Suter, 1995).

1.5.3 Weiterleitung elektrischer Erregungswellen

Gap Junction Kanéle erlauben die Weiterleitung elektrischer Erregungswellen in neuronalen
und nicht neuronalen Geweben. In elektrischen Synapsen ist so eine im Vergleich zu
chemischen Synapsen schnellere Ubertragung von Aktionspotentialen moglich. Dies wird
zum Beispiel von kaltblitigen Fischen in arktischen Gewdassern genutzt (Bruzzone und
Ressot, 1997). Beispiele fur die elektrische Kopplung Uber Gap Junctions sind die
Erregungsleitung im Herzen (Gros und Jongsma, 1996), die koordinierte Kontraktion der
Uterusmuskulatur wahrend der Geburt (Winterhager et al., 1991, Chow and Lye, 1994), die
Koordination der Darmperistaltik sowie die synchrone Kontraktion von Myoepithelzellen in
den Endstiicken exokriner Drisen (Nagato und Tandler, 1986).

Im Gehirn erflllen die Gap Junction Kande wahrscheinlich noch eine weitere Funktion bei

der Pufferung von Kaliumionen, die bel neuronaler Aktivitét in den extrazelluldren Raum
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ausgeschittet werden. So erlauben astrozytére Gap Junctions wahrscheinlich eine schnellere
Vertellung der lokal am Ort der Freisetzung durch Astrozyten aktiv aufgenommene
K*-lonen. Dadurch wird der elektrochemische Gradient, der der Aufnahme entgegenwirkt,
reduziert (Orkand, 1986; Enkvist und Maccarthy,1994).

154 Connexine und Krankheiten

Ein Zusammenhang zwischen Mutation von Connexingenen und Krankheiten konnte in
vielen Fallen nachgewiesen werden. Die meisten Mutationen wurden bisher im Cx32-Gen bei
Menschen mit einer X-chromosomal vererbten Form der Charcot-Marie-Tooth-Krankheit
(CMTX) gefunden. Diese Krankheit &uRBert sich in ener langsam fortschreitenden
Degenerationen des Myelins, das die Axone der Motoneuronen umgibt (Bergoffen et al.,
1993). Es kommt zu ener Stérung der saltatorischen Erregungsleitung, die zu einer
zunehmend verlangsamten Reizweiterleitung und einer Atrophie der Muskeln fihrt. Bel
CMTX-Patienten sind, obwohl Cx32 auch in einer Vielzahl anderer Gewebe exprimiert wird,
keine weiteren Defekte gefunden worden, was auf eine mogliche Kompensation der Cx32-
Funktion durch andere, koexpimierte Connexine hinweist. Die besondere Bedeutung von
Cx32 fur das Myelin besteht in der Bildung reflexiver Gap Junctions in den Schwann’schen
Zellen (Boneet al., 1997).

Ebenso wurden Mutationen in drei Connexin-Genen mit Hordefekten assoziiert. Das
Auftreten von Taubheit beim Menschen wird sowohl mit dominanten als auch mit rezessiven
Mutationen des unter anderem auch im Innenohr exprimierten Cx26 in Verbindung gebracht
(Denoyelle et al., 1997 und 1998; Kelley et al., 1998a; Estivill et al., 1998). Auch dominante
Mutationen von Cx31 scheinen beim Menschen in Zusammenhang mit einer verfriht
einsetzenden Hochfrequenzschwerhoérigkeit zu stehen (Xia et al., 1998), ebenso wurden
dominante Mutationen im Cx30-Gen beim Menschen mit einer sensineuralen
Schwerhorigkeit assoziiert (Grifa et a., 1999). Interessanterweise wurden Mutationen von
Cx26 und Cx31 auch mit Hautleiden in Verbindung gebracht (Richards et a., 1997, 1998a
und b).

Eine der ersten Funktionen, die der interzelluldaren Kommunikation durch Gap Junctions
zugeschrieben wurde, war die Steuerung des Zellwachstums (Loewenstein und Kanno, 1966).
Aufgrund der offensichtlichen Wichtigkeit der Gap Junctions fur die Erhatung der

metabolischen Kontinuitdt wurde schon 1979 die Modulation der interzelluldren
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Kommunikation mit der Karzinogenese in Verbindung gebracht (Loewenstein, 1979). Es
konnte gezeigt werden, dass einige Tumorpromotoren die interzelluldre Kommunikation
inhibieren. Dadurch kénnte die Wachstumskontrolle, welche die umgebenden normalen
Zellen durch die Gap Junctions auf die Tumorzellen ausiiben, aufgehoben werden und die
Expansion des Tumors voranschreiten (Murray und Fitzgerald, 1979; Enmoto und Y amasaki,
1985; Mesnil und Yamasaki, 1988; Klaunig und Ruch, 1990). Bei Brustkrebs zum Beispiel
exprimieren die Tumorzellen nicht langer digenigen Connexine, die im normalen
Brustgewebe zu finden sind (Lee et al., 1991). Umgekehrt steigern differenzierungsfordernde
Substanzen wie Retinolsaurederivate, die als Tumorsuppressoren wirken konnen, die
Expression von Connexinen (Wolf, 1992; Asato et a., 1993). Allerdings ist die
Tumorpromotion nicht notwendigerweise mit einer Abnahme interzelluléarer Kommunikation
verbunden, und Wachstumsfaktoren wie beispielsweise TGF-3 konnen tumorférdernd wirken,
ohne die Kopplung zu beeinflussen (Abernethy et al., 1985; Boreiko et al., 1986; Hamel et a.,
1988; Budunova, 1994). AulRerdem besteht die Mdglichkeit, dass bei der Tumorentstehung in
vivo die heterologe Kommunikation zwischen Tumorzellen und umgebenden normalen
Gewebe die Invasivitdt und Metastasis des Tumors bedingt (Bréuner et al., 1990; El Sabban
und Pauli, 1995).

Die Herstellung und Erforschung Connexin-defizienter Knockout-Méause bestétigen und
erweitern die Ergebnisse, die mit anderen Methoden tber die Funktion der Gap Junctions und
insbesondere Uber den Zusammenhang der Uber Connexine vermittelten interzelluléren
Kommunikation und verschiedenen Krankheitsbildern gewonnen wurden.

So ergab die Untersuchung einer Cx32-defizienten Knockout-Maus, dass die Méause im
fortgeschrittenen Alter in Analogie zu CMTX-Patienten eine Degeneration des peripheren
Myelins und eine damit einhergehende Verminderung der Nervenleitgeschwindigkeit
aufwiesen (Anzini et a. 1997). Aufgrund der kirzeren Ubertragungstrecke von
Nervenimpulsen bel Mausen zeigt die motorische Beeintrchtigung geringere Auswirkungen
als beim Menschen. Aulerdem zeigten die Cx32-defizienten Mause im Vergleich zu
normalen Mausen eine gesteigerte Anfaligkeit fir chemisch induzierte Lebertumoren, womit
erstmals ein direkter Beweis fur die Rolle eines Connexins in der Wachstumskontrolle in vivo
erbracht wurde (Temme et a., 1997).
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1.6 Regulation der Gap Junction vermittelten interzelluléaren

Kommunikation

Gap Junctions kénnen durch eine Vielzahl von Faktoren und Mechanismen reguliert werden,
die zu einer Verstarkung oder einer Verminderung der von Gap Junctions vermittelten
Kommunikation fuhren kdnnen. Die Regulation kann sowohl auf Transkiptionsebene als auch
auf Proteinebene, wie beispielsweise durch die Modulation der Kanaleigenschaften (Offnen
und Schlief3en ) und die Degradation der Connexinproteine, erfolgen.

1.6.1 Regulation des Offnungszustandes

Gap Junction vermittelte interzelluldre Kommunikation kann durch die Regulation des
Offnungszustandes der Kande schnell und reversibel beeinflusst werden. Die
Offnungswahrscheinlichkeit des Einzelkanals kann durch die intrazellul&re K onzentration von
Ca’*-lonen, den pH-Wert und die Potential differenz zwischen den Zellen beeinflusst werden.

Erreicht die intrazellul&re Kalziumkonzentration Werte oberhalb des normalen
physiologischen Rahmens von 10° mol/l, kommt es zu einer schnellen Entkopplung der
Zellen, was als Schutzmechanismus in unmittelbarer Nahe von Verletzungen interpretiert
wird (Rose und Loewenstein, 1975). Unter normalen physiologischen Bedingungen sind die
Kande jedoch fiur Kalzium-lonen permeabel, was fir die Signalkopplung von Zellverbéanden
wichtig ist (Saez et al.,1989a). Auch eine Erniedrigung des intrazelluldren pH-Wertes
fuhrt zu enem Verschluss der Gap Junction Kande. Der Connexin-spezifische
Regulationsmechanismus ist hierbei stark von der Lange des C-Terminus abhéngig (Bennett
und Verselis, 1992; Liu et al., 1993; Hermans et a., 1995; Wang und Peracchia, 1996; Wang
et al., 1996). Es ist moglich, dass der Einfluss des pH-Wertes das Offnen und Schlief¥en der
Kande nicht unabhangig reguliert, sondern die Folge eines Konzentrationsanstiegs der
Kalzium-lonen ist, da Kalziumchelatoren einer pH-abhangigen Entkopplung entgegenwirken
(Peracchiaet al., 1996).

Auch die Potentialdifferenz zwischen den durch Gap Junctions verbundenen Zellen reguliert
das Offnen und SchlieRRen der Kandle in einer Connexin-spezifischen Weise. So reagiert ein
aus Cx45 aufgebauter Kana bereits auf geringe Unterschiede in der Potentiadifferenz
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innerhalb des normalen physiologischen Bereiches, die Cx43-Kandle unbeeinflusst lassen
(Reed et al., 1993; Moreno et al., 1994a und 1995; Bukauskas et al., 1995). Die Bedeutung
der Potentialabhangigkeit der interzellularen Kommunikation konnte darin liegen, dass
zellspezifische Wechsel im Ruhepotential zu einer Potentialdifferenz fihren kénnten, die
einen Verschluss der Gap Junction Kandle und somit eine Entkopplung von angrenzenden
Zellen nétig macht (Bevans und Harris et al., 1999).

Auch viele Zweitbotenstoffe und Wachstumsfaktoren wie beispielsweise CAMP, cGMP, [P
und DAG koénnen Einfluss auf die interzelluldre Kommunikation durch eine Verdnderung der
Offnungswahrscheinlichkeit ausiiben. Diese schnelle Regulation erfolgt zumeist Uber die
Phosphorylierung der einzelnen Connexinproteine. Durch solche Substanzen kann die
Kopplung sowohl gesteigert als auch verringert werden (Bennett et al., 1991; Takens-Kwak
und Jongsma, 1992; Saez et a., 1990, 1993 und 1998). So wird in priméren
Rattenhepatozyten die Kommunikation durch CAMP gesteigert, was mit elner verstarkten
Phosphorylierung von Cx32 an Serinresten einhergeht (Saez et a., 1990). Eine cAMP
induzierte Phosphorylierung von Cx43-Kandlen kann, abhangig von der Zelle in der Cx43
exprimiert wird, entweder zu einer Abnahme der Offnungswahrscheinlichkeit des Kanals
(Moreno et al., 1992 und 1994b; Takens-Kwak und Jongsma, 1992) oder zu einer gesteigerten
Kommunikation (DeMello, 1988; Burt und Spray, 1988; Godwin et al., 1993) fuhren. Die
Modulation der Phosphorylierung des Connexins steuert in diesen Zellen aso die
Kommunikation.

Auch der Transport von Cx43 zur Plasmamembran wird durch Phosphorylierung beeinflusst
(Musil und Goodenough, 1991, Laird et a., 1995). Cx43 kann Uber verschiedene Wege
phosphoryliert werden. Unterschiedliche Phosphorylierung kann die interzellulére
Kommunikation steigern oder aber herabsetzen. So ist eine direkte Phosphorylierung an
Tyrosinresten durch die v-src-Kinase genauso mdoglich  wie durch  diverse
Signaltransduktionswege Uber Rezeptortyrosinkinasen und die MAP-Kinase (Lau et a., 1996;
Warn et al., 1998). Phosphorylierung an Serinresten kann Uber Zweitbotenstoffe wie DAG
und cGMP erreicht werden (Kwak et al., 1995; Kwak und Jongsma, 1996; Hossain et a.,
1998). Somit erscheint Cx43 als ein Beispiel fir die Auspragung eines signalmodulierten zell-
und gewebespezifischen Phosphorylierungsmusters der Connexine, welches die Gap Junction
Kande funktionell an die jewelligen physiologisch definierten Bedingungen anpasst
(Swenson et al., 1990; Kadle et al., 1991; Kanter et a., 1992).

Als Mechanismus fir die Regulation der Connexin Kande durch Offnen und Schlielen

werden zwei Modelle diskutiert. Nach dem Twist- oder Rotationsmodell soll eine Drehung
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der Connexone beziehungsweise der dritten Transmembrandoménen zu einer Anderung des
Neigungswinkels der Connexine fuhren, wodurch die Kanalpore verschlossen wird (Unwin
und Ennis, 1983; Unwin, 1989; Perkins et al., 1998). Das zweite , Ball-an-der-K ette” -Model |
beinhaltet den Verschluss der Kanalpore durch den C-Terminus als ,,Ball* an einer flexibelen
V erbindungsdomane (,, Kette"), welcher mit der zytoplasmatischen Schleife interagiert und so
die Kanalpore wie ein Flaschenkorken verschlief3t (Ek et al., 1994 und 1996; Calero et a.,
1998; Stergiopolus et al., 1999). Beide Modelle zur Regulation des Offnungszustandes eines
Gap Junction Kanals kénnten nebeneinander realisiert sein (Barrio et al., 1997; Nicholson et
al., 1998).

Des weiteren blockieren viele lipophile Substanzen, wie beispielsweise die aliphatischen
Alkohole Octanol und Heptanol sowie die ungeséitigte Fettsdure Arachidonsdaure, die
Kommunikation tber Gap Junctions in einer reversiblen, dosisabhangigen Weise (Burt, 1991;
Bennett und Versdlis, 1992; Perrachia et a., 1994). Diese Hemmung beruht wahrscheinlich
nicht auf einer spezifischen Interaktion mit den Connexin Kandlen, sondern auf eine

Inkorporation der Substanzen in die Lipiddoppelschicht der Plasmamembran.

1.6.2 Regulation der Connexinexpression

Hinweise auf eine komplexe Transkriptionskontolle der Connexine gibt nicht nur ihr
spezifisches raumliches und zeitliches Ausprégungsmuster, sondern auch die vielféltigen
Regulationsmdglichkeiten der Expression durch Hormone. So wird im Myometrium die
Expression von Cx26 durch Progesteron reguliert (Orsino et al., 1996) und die Menge von
Cx43 durch das Verhaltnis Progesteron zu Ostrogen gesteuert (Petrocelli und Lye, 1993). Im
Endometrium  korreliert das Expressionsniveau beider Connexine mit  der
Ostrogenkonzentration (Grimmer et al., 1994). Zusitzlich kann die Expression des Cx43-
Gens in verschiedenen Zellen durch Prostaglandin E2 und PTH sowie durch Interleukin 13
beeinflusst werden (Civitelli et a., 1998; Fernandez et al., 1998).

Zwar konnten mdgliche Promotoren bel den Connexingenen Cx26 (Hennemann et al., 1992b;
Kiang et a., 1997), Cx32 (Hennemann et al., 1992b; Bai et al., 1993), Cx40 (Seul et al., 1997,
Groenewegen et al., 1998) und Cx43 (De Leon et a., 1994; Yu et al., 1994; Lefebvre et a.,
1995) isoliert und teilweise analysiert werden, die molekularen Grundlagen der
Transkriptionskontrolle sind aber bisher noch weitgehend unverstanden.
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Neben der Kontrolle der Transkriptionsinitiation gibt es auch Mdglichkeiten fur ene
Regulation der mRNS-Stabilitét. So konnten Hinweise dafir gefunden werden, dass in
verschiedenen Zelltypen cAMP die Stabilitét der mRNS von Cx32 und Cx43 erhthen kann
(Fujitaet a., 1987; Saez et a., 1989b; Stagg und Fletcher, 1990) und die Stabilitdt des Cx43-
Transkripts ebenso durch Retinolséure beeinflusst wird (Clairmont und Sies, 1997).

1.6.3 Regulation durch Degradation der Connexine

Untersuchungen zeigten, dass die komplexen Membranstrukturen der Gap Junctions keine
statischen und langlebigen Strukturen sind, sondern al's sehr dynamische Strukturen vorliegen,
die einem stdndigen Prozess von Neubildung und Abbau unterworfen sind. So wurden fir
Connexine relativ kurze Habwertszeiten bestimmt: 1-2 Stunden fiur Cx43 in priméaren
Rattenherzmuskelzellen (Laird et al., 1991); 2-3 Stunden fir Cx32 und Cx26 in primaren
Mausleberzellen (Traub et al., 1987 und 1989) und 2,9 Stunden fir Cx45 in priméren
Rattenherzmuskelzellen (Darrow et al., 1995). Diese schnelle Degradation der Connexine
deutet auf einen moglichen Regulationsmechanismus der interzelluldren Kommunikation hin.
Ein weiterer Hinweisist die Reaktion von E36 Zellen und priméren Rattenherzmyozyten auf
ein kurzzeitiges Erhdhen der Temperatur. Dieses Experiment dient als Modell fir den Stress,
dem Herzmuskelzellen wahrend einer Ischdmie ausgesetzt sind; die Zellen zeigten einen
schnelleren Abbau des exprimierten Cx43-Proteins (Laing und Beyer 1995; Laing et a.,
1998).

Die Menge an Connexinprotein in der Plasmamembran scheint direkt mit der Kopplung zu
korrelieren. Hinweise dafir geben beispielsweise diverse Kopplungsexperimente, die die
Ausbreitung eines mikroinjizierten Farbstoffs in mit verschiedenen Connexinen transfizierten
Zellen untersuchten. Es zeigte sich hierbel, dass Zellen, die das gleiche Connexin in
unterschiedlicher Menge exprimieren, groRere Kopplung aufwiesen, wenn das
Expressionsniveau des Connexins hoher war (D. Manthey personliche Mitteilung; Diestel,
Dissertation 2001). Es kann davon ausgegangen werden, dass Zellen ihre interzellulére
Kommunikation unter anderem durch Verringerung der Menge an bestehenden Gap Junction
Kanden beeinflussen kdnnen, auch wenn die moglichen Mechanismen zur Steuerung der

Degradation in der Zelle noch nicht gefunden sind.
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Inwieweit die Phosphorylierung der Connexine eine Rolle bel ihrem Abbau spielt, ist bisher
nicht ausreichend untersucht und daher noch unklar. Dennoch finden sich Hinweise, dass die
Phosphorylierung einen moglichen Mechanismus zur Steuerung der Degradation der
Connexine darstellt. Bei einer Cx43 exprimierenden Tumorzelllinie konnte eine Korrelation
zwischen dem Verlust bestimmter phosphorylierter 1soformen von Cx43 und dem schnellen
Turnover der Gap Junctions gezeigt werden (Laird et al., 1995). Weitere Untersuchungen an
Cx32 zeigten aulRerdem, dass die durch cAMP induzierte Phosphorylierung den durch durch
bestimmte Proteasen, p~Calpain und m-Calpain, vermittelten Abbau des Connexin verringern
kann (Elviraet al., 1993 und 1994).

1.7 Der Lebenszyklus der Gap Junctions

Die einzelnen Schritte die zur Formation der Gap Junctions fihren, die Biosynthese der
Connexine, Transport, Zusammenlagerung zu Connexonen und die Bildung der Gap Junction
Kandle sowie ihre raumliche Abfolge sind weitgehend erforscht, wenn auch noch immer viele
Detailfragen offen sind (Laird, 1996). Insbesondere die Darstellung und Untersuchung von
GFP-Connexin-Chiméren in jungster Zeit (Jordan et al., 1999) hat viele der vorher
gewonnenen Resultate anschaulich bestétigt und neue Erkenntnisse hinzugefigt. Im
Gegensatz dazu sind die Prozesse, die zur Degradation der Gap Junctions fuhren, noch

weitgehend ungeklart.

1.7.1 Bildung von Gap Junction Kanalen

Ebenso wie andere kanalbildende Membranproteine werden die Connexine von Ribosomen
synthetisiert, die an das Endoplasmatische Retikulum (ER) gebunden sind, und
kotrandational in dessen Membran integriert, bevor die Polypepdidkette vollstandig
trandatiert ist (Falk et al., 1994; Zhang et a, 1996). Cx26 kann in vitro allerdings auch
posttrandational in die ER-Membran inseriert werden (Zhang et al, 1996). Im ER bilden die
Connexine ihre korrekte Struktur aus, die intramolekulare Disulfidbriicken innerhalb der
spéteren extrazelluléren Schleifen werden kotranslational gebildet (Evans et al, 1994). Der

Amino- und Carboxyterminus der Connexine in der Membran des ER sind zum Cytoplasma
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hin orientiert. Auch die Phosphorylierung der Connexine beginnt bereits im ER und auch im
Golgiapparat (Laird et al., 1995).

Die Zusammenlagerung von sechs Connexinen zu einem Connexon erfolgt im Gegensatz zu
den meisten anderen integralen Membranproteinen nicht im ER, sondern findet erst im trans-
Golgi-Netzwerk statt (Musil und Goodenough, 1991; Musil, 1993). Der Mechanismus, der die
Oligomerisierung der Connexine im ER verhindert, ist noch nicht aufgekléart. Es ist aber
maoglich, dass eine Interaktion mit Chaperonen im ER die Ursache ist.

Der Transport der gebildeten Connexone erfolgt wahrscheinlich Uber vom trans-Golgi-
Netzwerk abgeschnirte Vesikel. Der Mechanismus des Transports und der Adressierung zur
Plasmamembran ist alerdings noch nicht vollsténdig erforscht. Die Untersuchung von
MDCK-Zéellen, die mit GFP-Cx43-Chiméren transfiziert wurden zeigte, dass hier zwei
Populationen von Veskeln verschiedener GrofRe und Mobilitét existieren, die als
Transportintermediaten in Frage kommen. Es konnte beobachtet werden, wie die kleineren
der beobachteten Vesikel gelegentlich mit der Plasmamembran zu verschmelzen schienen,
was darauf hinweist, dass sie tatsachlich ein Teil des Transportmechanismus der Connexone
zur Membran sein kénnten (Jordan et al., 1999).

Sind die Connexone in der Plasmamembran angekommen, muissen zur Bildung
funktionsfahiger Gap Junction Kandle zwe Halbkande benachbarter Zellen
aneinanderdocken. Elektrophysiologische Daten lassen vermuten, dass die Connexone auch
als ungepaarte Halbkande in der Plasmamembran existieren kénnen (Paul et al., 1991,
DeVries und Schwartz, 1992). Diese Ergebnisse wurden durch die Beobachtung von mit
Cx43-GFP transfizierten N2A-Zellen bestétigt. Hier wurde das chimére Protein nicht nur an
Kontaktmembranen sondern auch in der Plasmamembran an Stellen ohne Kontakt zu anderen
Zellen und von einzelnen Zellen gefunden (Jordan et al., 1999). Dies konnte erkl&ren, warum
die Formation von Gap Junction Kanden sehr schnell innerhalb weniger Minuten nach der
Ausbildung von Zell-Zell-K ontakten erfolgen kann (Rook et al., 1990).

Das Andocken zweier Halbkande geschieht durch die Ausbildung von nicht-kovalenten
Wechsaelwirkungen zwischen den extrazellul&ren Schleifen der betelligten Connexine
(Manjunath et al., 1984; Unger et a., 1999). Hierbel spielen Zelladhésionsmolekile eine
wichtige Rolle (Kanno et al., 1984, Musil et a., 1990b; Bergoffen et al., 1993; Fujimoto et al.,
1997). In der Plasmamenbran findet auch die weitere Phosphorylierung der Connexine statt.
So erfolgt der grofdte Teil der Phosphorylierung von Cx43, wenn es die Plasmamembran
erreicht hat. Ein kausaler Zusammenhang zur Ausbildung von funktionellen Gap Junction

Kand en konnte allerdings noch nicht aufgezeigt werden (Laird et al., 1996).
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1.7.2 Degradation von Gap Junction Kanélen

Larsen und Mitarbeiter konnten 1979 als erste annuléare Gap Junctions beobachten. Dabei
handelt es sich um intrazellul&re Strukturen, die von einer Doppelmembran umgeben sind. Es
wurde angenommen, dass annuldre Gap Junctions Zwischenstufen einer Internalisierung der
Gap Junctions durch Endocytose und der anschlieffenden Degradation durch Lysosomen
darstellen (Larsen und Tung, 1978; Larsen et a., 1979, Vaughan und Lasater, 1990).
Annuldre Gap Junctions wurden morphologisch in vielen Arbeiten beschrieben und gegen
Connexine spezifische Antikorper benutzt, um zu bestétigen, dass diese Strukturen Connexine
beinhalten (Dermietzel et al., 1991; Ridey et a., 1992; Naus et a, 1993). Auch in neueren
Untersuchungen an Zellen, die ein Cx43/EGFP-Fusionsprotein exprimieren, konnten
Connexin enthaltende Vesikel nachgewiesen werden, die wahrscheinlich den annuléren Gap
Junctions entsprechen (Jordan et al, 1999 und 2001). Annulére Gap Junctions scheinen also
eine Zwischenstufe in der Degradation der Gap Junctions darzustellen, es kann aber nicht
ausgeschl ossen werden, dass es noch andere Moglichkeiten der Internalisierung gibt.

Es gibt mehrere Hinweise auf eine Betelligung von Lysosomen an der Degradation von
Connexinen. So zeigte die subzelluldren Fraktionierung von Rattenleber, dass Cx32 in
Lysosomen in vergleichbarer Menge wie im Golgiapparat zu finden ist (Rahman et al., 1993).
Gap Junctions beziehungsweise Connexine konnten in Lysosomen oder Phagolysosomen
nachgewiesen werden (Naus et al, 1993). AulRerdem verursachen Inhibitoren der |ysosomalen
Enzyme in verschiedenen Zellen eine Anreicherung von Cx43 sowie eine Verlangerung der
Halbwertszeit (Laing et al., 1997; Laing et al., 1998).

Ebenso gibt es aber auch Ergebnisse, die eine Beteiligung von Proteasomen am Abbau der
Connexine nachweisen. Durch elektromikroskopische Untersuchungen konnte gezeigt
werden, dass Ubiquitin an Gap Junction Plaques assoziiert sein kann (Hulser et a., 1998; Riz
und Hulser et al., 2001). Laing und Bayer (1995) zeigten, dass die Degradation von Cx43
Ubiquitin-abhangig ist und somit das Proteasom eine wichtige Rolle zu spielen scheint. Des
weiteren fihren auch Inhibitoren des proteasomalen Abbaus zu einer Steigerung der Menge
an Cx43 in einigen Zellen und zu einer verlangerten Halbwertszeit des Proteins (Laing und
Beyer, 1995; Laing et a., 1997; Laing et a., 1998). Es gibt zumindest fir Cx43 Hinweise,
dass sowohl Lysosomen als auch Proteasomen an der Degradation beteiligt sind. Unklar ist
aber noch, ob dies fur alle Connexine gilt und ob Proteasomen und Lysosomen gleichermal3en
zu einem einzigen Abbauweg beitragen oder ob es aternative Wege zum Abbau von

Connexinen in einer Zelle gibt, die entweder Uber Proteasomen oder Lysosomen verlaufen.
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1.8 Ziele dieser Arbeit

In der vorliegenden Arbeit sollten Regulationsmdglichkeiten der Zell-Zell-Kommunikation
auf Proteinebene untersucht werden. Insbesondere sollte die Bedeutung der Degradation als
Regulationsmechanismus nachgewiesen werden. Auch der Zusammenhang zwischen der
Phosphorylierung eines Connexins und seiner Kopplungseigenschaften sollte anaysiert

werden.

1.8.1 Degradation

Die Degradation der Connexinproteine kann nur dann als Regulationsmechanismus der Zell-
Zell-Kommunikation eine Bedeutung haben, wenn in den Zellen Mdoglichkeiten zur
Verfligung stehen um die Degradationsrate zu variieren.

Die Anderung der Degradationsrate (Halbwertszeit) eines Connexins durch die Koexpression
mit anderen Connexinen ist eine dieser Moglichkeiten. Analysen der Halbwertszeit eines
Connexins in An- und Abwesenheit eines zweiten sollten zeigen, ob diese Moglichkeit zur
Regulation der Kommunikation Anwendung findet. Zu diesem Zweck sollten vergleichende
Untersuchungen an embryonalen Maushepatozyten aus normalen und Cx32-defizienten
Tieren vorgenommen werden. Mit den Hepatozyten steht ein System von zwe fast
identischen Zellen zur Verflgung, die sich nur in der Expression eines Connexins
unterscheiden: normale Hepatozyten exprimieren Cx26 und Cx32 wahrend Cx32-defiziente
Hepatozyten nur Cx26 auspragen.

Des weiteren sollte festgestellt werden, ob sich die diese Ergebnisse auf das artifizielle

System der HelL a-Transfektanten Ubertragen lassen.

1.8.2 Phosphorylierung

Eine Beeinflussung der Zell-Zell-Kommunikation durch eine veranderte Phosphorylierung
eines Connexins konnte in vielen Féllen nachgewiesen werden. Einige Reagenzien, wie
CAMP und TPA, koénnen die Phosphorylierung von Connexinen verandern; diese
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Verdnderungen zeigen in verschiedenen Zellen unterschiedliche Auswirkungen auf die
Kopplung (Kapitel 1.6.1).

Anhand von Untersuchungen an zwei Tumorzelllinien, A 172 und U 87, die aus dem gleichen
Gewebe stammen, sollten die Auswirkungen einer verdnderten Phosphorylierung
vergleichend an Zellen untersucht werden, die sich nur in wenigen Parametern unterscheiden.
Dafr sollte die Phosphorylierung des exprimierten Cx43 unter Einfluss von cAMP und TPA
analysiert werden und ein Zusammenhang mit der Kopplung hergestellt werden.
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2 Material

2.1 Chemikalien

Die verwendeten Chemikalien wurden, sofern nicht anders vermerkt, in Analyse-Qualitét
(p.a.) von den Firmen Difco, Fluka, Gibco BRL, Roche (ehemals Boehringer Mannheim),
Merck, Serva, oder Sigma bezogen. Enzyme und Nuklectide lieferten die Firmen Amersham
Pharmacia Biotech, Roche, New England BiolLabs, Pharmacia und Promega.
Radiochemikalien und Nylonmembranen wurden bei Amersham Pharmacia Biotech

erworben.

2.2 Einwegartikel

Sterile Zellkulturartikel wurden von den Firmen Costar, Falcon, Nunc und Sarstedt bezogen.

Pipettenspitzen und Reagenzgefal3e stammten von Sarstedt.

2.3 Allgemeine Stammldsungen, Puffer und Enzymlésungen

Die angegebenen Losungen wurden, sofern nicht anders vermerkt, mit zweifach destilliertem
Wasser (A. bidest) angesetzt.

Denhardt”s-L6sung (50 x) 1 % (w/v) Ficoll
1 % (w/v) Polyvinylpyrrolidon
1 % (w/v) BSA/Fraktion
Filtrieren durch Faltenfilter

DMPC-H,O (v/v) 0,2 % Dimethylpyrocarbonat in A. bidest

UN rithren und 1 h autoklavieren

DNS-Ladepuffer (6x) 0,25 % Bromphenolblau
0,25 % Xylencyanol
30 % Glycerin
Lagerung bel 4°C



Ethidiumbromid-Stamml 6sung
(20 mg/ml)

Formamid (deionisiert)

Hybridisierungsl6sung

MOPS (10x) (pH 7,0)

PBS' (pH 7,2)

PBS

RNS-Auftragspuffer
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1 % Ethidiumbromid
Lagerung lichtgeschitzt bei 4°C

5 % (w/v) lonenaustauscherharz
mit Formamid 30 min ruhren (RT), filtrieren

Lagerung bel —20°C

50 % Formamid

SSC 5x

Denhardt’s Reagenz 5 x

0,5 % (w/v) SDS

50 pg/ml Heringsperma-DNS (sonifiziert, Roche)

200 mM M orpholinopropansulfonsaure
50 mM Natriumacetat

10 mM EDTA

1 Srd bei 120°C autoklavieren
Lagerung lichtgeschtitzt bei 4°C

137 mM NaCl
2,7mM KCI

8,1 mM NaHPO,
1,5 mM KH,PO,
0,7 mM CaCl,
0,5 mM MgCl,

wie PBS', jedoch ohne Calcium- und Magnesium-Salze

(v/v) 10 x MOPS Puffer (= 4ml)

Glycerin 87 %ig (= 2ml)

Formamidgeion (= 3ml)

EDTA (=40l 1M EDTA)

Formaldehyd (= 720 pl Formaldehyd 37%)
Ethidiumbromid 50 pg/pl
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Bromphenolblau (= 0,025 g)
mit DMPC-H,0 auf 10 ml auffillen
Lagerung bel 4°C

SSC 20 x (pH 7,5) 3 M NaCl
0,3 M Trinatriumcitrat

SDS-Stamml 6sung 20 % SDS
L6sen bei 65°C; Lagerung bel RT

TBE (10x) (pH 8,3) 900 mM Tris
900 mM Borsaure
25mEDTA
TE-Puffer (pH 8,0) 10 mM Tris-HCI
1 mM EDTA

20 min autoklavieren

TBS (pH 7,5) 10 mM Tris
50 mM NaCl
2.4 Losungen fur die Bakterienkultur

Die hier aufgeflhrten Losungen wurden, sofern nicht anders angegeben, mit A. bidest
angesetzt und autoklaviert. Hitzelabile Substanzen wurden sterilfiltriert (Rotrandfilter 0,2 pm,
Schleicher & Schill) und den Medien nach Abkuhlung auf 55°C zugegeben. Bei der
Verwendung der Medien fir Agarplatten erfolgte vor dem Autoklavieren die Zugabe von
1,5 % (w/v) Agar.

Ampizillin-Stammldsung 500 mg Ampizillinin 5 ml A.bidest
(200 mg/ml) |6sen, sterilfiltrieren, Lagerung bei —20° C



LB-Medium (pH 7,4)

Kanamycin-Stamml 6sung
(20 mg/ml)

RNase 2000 (2 mg/ml)

TFB 1 (pH 5,8)

TFB Il (pH 7,0)

YT™ (pH 7,5)

Material 32

10 g NaCl

10 g Bacto Trypton

5 g Bacto Hefe-Extrakt

mit A. bidest auf 1 Liter auffillen
Lagerung bel 4° C

Kanamycin in A.bidest |6sen, sterilfiltrieren
Lagerung bei —20° C

100 mg RNase 2000

1ml RNase T (1 x 10° U)

49 ml RNase Puffer

15 min kochen, langsam abkiihlen lassen

Lagerung bel —20° C

30 mM KAc

50 mM MnCl;,

100 mM RbCl

10 mM NaCl

15 % (v/v) Glycerin
Lagerung bel 4° C

10 mM NaMOPS
75 mM CaCl,

10 mM RDbCI

15 % (v/v) Glycerin
Lagerung bei 4° C

0,8 % Trypton

0,5 % Bacto-Hefe-Extrakt

0,5 % NaCl

autoklavieren, abkuihlen und Zugabe von:
20 mM MgSO, (sterilfiltriert)

10 mM KCl (sterilfiltriert)

Lagerung bel 4° C
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2.5 Bakterienstamm

Name: E. coli XL1-blue

Genotyp: recAl, endAl, gyrA96, thi-1, A(mcr)A183, A (mcrCB-hsdSMR-
mrr)173, supE44, relAl, lac [F proAB lacl9Z AM15 Tn10 (Tet
12,5 pg/ml)]

Verwendung: Vermehrung von Plasmiden

Quédlle: Bullock er al., 1987

2.6 Plasmide

Klonierungsvektor

Name: pcDNA3.1/Zeo(+)

Beschreibung: eukaryontischer Expressionsvektor,
enthdlt Zeocynresistenz

Bezugsquelle: Invitrogen

Abbildung 2 —1: Vektorkarte von pcDNA3.1/Zeo(+)




Material 34

Rekombinantes Plasmid

Name: pBS/cod.cx32NaeSac

Insertion: codierende Region von Cx32 der Maus

Referenz: Eva Thonnisen, unverdéffentlichte Ergebnisse
Hael

P

pBSicod.cx32NaeSac
P 3510 bps

pHEuescnipt
12325 bp)

Abbildung 2 — 1: Vektorkarte von pBS/cod.cx32NaeSac

Rekombinantes Plasmid fur die Transfektion

Name: PcDNA3.1/Zeo(+)/CX32

Klonierungsstrategie: mittels PCR mit spezifisch abgeleiteten Startermolekilen wurde
die codierende Region von Cx32 der Maus des Vektors
pBS/cod.cx32NaeSac amplifiziert und dabei Erkennungs-
sequenzen fur die Restriktionsendonucleasen BamHI und EcoRl
vor und hinter der codierenden Region von Cx32 eingefihrt.
Das PCR-Fragment wurde mit BamHI und EcoRI verdaut und in
den mit BamHI und EcoRI linearisierten Expressionsvektor
PcDNA3.1/Zeo(+) kloniert.
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BamHI

e -~

5000 1000
- PcDNA3.1/Zeo(+)VCX32 W o
Ampicillin 5991 bps
“EcoRl
Neol EI"-Iv.:lzﬁl
Abbildung 2 — 1: Vektorkarte von pcDNA3.1/Zeo(+)/CX 32
2.7 Oligonukleotide und Hybridisierungssonden

Die fur die gezielte Einfuhrung von Erkennungsseguenzen von Endonukleasen verwendeten
Oligonukleotide wurden von der Firma ARK Scientific GmbH Biosystems hergestellt. Die
Schmel ztemperatur (Ty) wurde nach der in Abschnitt 3.5 beschriebenen Formel berechnet.
Die lyophylisiert gelieferten Oligonukleotide wurden in TE-Puffer gelost. Die Lagerung
erfolgte bei —20° C.

Cx32hin (Sinn-Starter, enthalt eine Bam HI-Erkennungssequenz):
Sequenz 5'=>3": CGG GAT CCCTGC CCT GACCTT TTGACG GC

Cx32rueck?2 (Gegensinn-Starter, enthélt eine Eco RI-Erkennungssequenz):
Sequenz 5'=>3": GGA ATT CCG TAG GAG AAG GAG GGG CAG GT

Die eingefuhrten Schnittstellen sind fettgedruckt dargestellt und die im Vergleich zur
urspriinglichen Sequenz veranderten Basen unterstrichen.




Material 36

In den Hybridisierungsexperimenten wurden folgende DNS-Fragmente eingesetzt:

Cx26-Probe  Fragment aus der codierenden Region von Cx26 (Nelleset a., 1996),

Cx31-894Bp mit EcoRl und Bam HI aus pcDNA3.1/Zeo(+)/CX32 geschnittenes 953 bp
langes DNS-Fragment, welches die codierende Region von Maus-Cx32 enthélt.

2.8 Losungen fur die Zellkultur

Sowelt nicht anders erwahnt, wurden alle angegebenen Losungen mit A. bidest hergestel It
und sterilfiltriert. Medien fur die aktive Zellkultur wurden vor Gebrauch 20 min bei 37°C

erwarmt.

Anheftungsmedium 45 % (viv) MX83
45 % (v/v) DMEM
10 % (v/v) fotales Kadberserum

DMEM Dulbecco s Modified Eagle Medium (10 g/L)
NaHCOs (3,7 g/L)
pH 6,9; Lagerung bei 4° C

DMEMM™ Dulbecco's Modified Eagle Medium ohne Methionin (10 g/L)
NaHCO; (3,7 g/L)
pH 6,9; Lagerung bei 4° C

DMEMP Dulbecco’s Modified Eagle Medium ohne ortho-Phoshat (10 g/L)
NaHCOs (3,7 g/L)
pH 6,9; Lagerung bei 4° C

D 10-Medium DMEM (450 ml)
10 % (v/v) fotales Kéberserum (50 ml)
100 U/ml Penizillin
100 pg/ml Streptomycin
2mM L-Glutamin



D 10 M"-Medium

D 10 P-Medium

D 10-Puromycin-Medium

D 10—Zeo/Puro-Medium

Glutamin-Stamml 6sung
(100 x)

MX83-Medium

PBS

Pen/Strep-Stamml 6sung
(100x) (pH 8,2)
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DMEM M~
10 % (v/v) gegen 0,9 % NaCL diaysiertes fotales Kélberserum
2mM L-Glutamin

DMEM P
10% (v/v) gegen 0,9 % NaCL dialysiertes fétales Ké berserum
2 mM L-Glutamin

D 10-Medium
1 pg Puromycin pro ml D10-Medium

D 10- Puromycin-Medium
50 pg Zeocin pro ml D10-Medium

200 mM L-Glutamin
Lagerung bel —20° C

MX82-Medium (CC PRO)
supplementiert mit verschiedenen sterilen Losungen (nach
Hoffmann et al., 1989)
frisch hinzugeben: 1 pg/ml Hydrocortison
100 ng/ml EGF (Paesel-Lorei)
10 pg/ml Insulin
10 pg/ml Transferin

siehe 2.3, jedoch 20 Minuten autoklavieren

0,6 % Penizillin G
1 % Streptomycinsulfat
mit Puck scher Saline auffiillen

Lagerung bei —20° C
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Puck sche Saline 137 mM NaCl
54 mM KCI
5,5 mM D(+)-Glucose
4,5 mM NaHCO;
Lagerung bei —20° C

Puromycin-Stammlésung (0,5 mg/ml)
in A. bidest 10sen
Lagerung bel —20° C

Typsin-Losung (pH 7,5) 0,04 % Trypsin
0,5 mM EDTA-Natriumsalz
auffillen mit Puck”scher Saline
Lagerung bel —20° C

2.9 Zellen

Primar zellen:
Embryonale Maushepatozyten
prapariert aus der Leber 18 Tage alter Mausembryonen (Traub et al., 1987).

Zdllinien:
A 172 (ATCC CRL 1620)
Glioma-Zéelllinie aus menschlichem Gewebe (Giard et al., 1973)

IAR20
L eberepithel-Zelllinie aus Ratte (Montesano et al., 1977).

U 87 (ATCC HTB 14)
Glioma-Z€lllinie aus menschlichem Gewebe (Ponten and Macintyre, 1968).

WBF344
Leberepithel-Zelllinie aus Ratte (Tsao et al., 1984).
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HeLa (ATCC CCL2)
Aneuploide, epitheloide Cervixcarcinom-Zelllinie aus menschlichem Gewebe (Gey et a.,
1952).

Hel aTransfektanten:

HelLa-Zellen, stabil transfiziert mit der cONS verschiedener Connexine
Hel a-Cx26 (Manthey Dissertation, 1998)

Hela-Cx32, HeLa-Cx43, HeLa Cx45 (Elfgang et al., 1995)

Hel a-Cx43/Cx45 (Elfgang et al., 1995)

2.10 Antikorper

Die hier angegeben Antikorper wurden fur Immunfluoreszenzen, Immunprézipitationen
und/oder Immunoblots eingesetzt.

Primare Antikor per:

Antikorper anti-Cx26

Spezifizierung polyklonal aus Kaninchen, gegen das isolierte 21 kD Protein aus Leber

Referenz Traub et al., 1982 und 1989

Verdunnungen 1: 500 in der indirekten Immunfluoreszenz, 2 pl / 1ml im Immunobl ot

Antikorper anti-Cx26zy

Spezifizierung monoklonal aus Mausaszyten, affinitétsgereinigt, gegen eine
Aminosauresequenz aus der zytoplasmatischen Schleife von Ratte-
Cx26

Bezugsquelle Zymed

Verdinnungen 1: 1000 in der indirekten Immunfluoreszenz

Antikorper anti-Cx32

Spezifizierung polyklonal aus Kaninchen, gegen das isolierte 26 kD Protein aus Leber

Referenz Traub et al., 1982 und 1989

Verdinnungen

1: 500 in der indirekten Immunfluoreszenz, 2 pl / Iml im Immunobl ot



Antikorper

Spezifizierung

Referenz

Verdinnungen

Antikorper

Spezifizierung

Referenz

Verdinnungen
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anti-Cx43t

polyklonal aus Kaninchen, affinitétsgereinigt, peptidspezifisch, gegen
Aminosdure 360 bis 382 von Ratte-Cx43

Traub et al., 1992

1:50 in der indirekten Immunfluoreszenz, 1,5 pl / Iml im Immunobl ot

anti-Cx45

polyklonal aus Kaninchen, affinitatsgereinigt, gegen das Fusionsprotein
aus GST und Aminosdure 258 bis 396 von Maus-Cx45

Butterweck et al., 1994

1: 50 in der indirekten Immunfluoreszenz, 2 pl / Iml im Immunobl ot

Sekundare Antikorper:

Antikorper

Spezifizierung

Bezugsquelle

Verdinnungen

Antikorper

Spezifizierung

Bezugsquelle

Verdinnungen

Antikorper

Spezifizierung

Bezugsquelle

Verdinnungen

Cy3-anti-Mouse 1gG

polyklonal, aus Ziege, affinitétsgereinigt, gegen Maus 1gG, gekoppelt
mit dem fluoreszierenden Farbstoff Cy3

Dianova

1: 1000 in der indirekten Immunfluoreszenz

Cy3-anti-Rabbit 1gG

polyklonal, aus Ziege, affinitétsgereinigt, gegen Kaninchen IgG,
gekoppelt mit dem fluoreszierenden Farbstoff Cy3

Sigma

1: 400 in der indirekten Immunfluoreszenz

DTAF-anti-Rabbit IgG

polyklonal, aus Ziege, affinitétsgereinigt, gegen Kaninchen IgG,
gekoppelt mit dem fluoreszierenden Farbstoff DTAF

Sigma

1: 200 in der indirekten Immunfluoreszenz
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2.11 GroRenstandards

Als Grolenstandards fur Agarose-Gelel ektrophorese wurde der Lambda-Standard verwendet,
der durch den Verdau von Lambda-DNS mit den Enzymen Eco Rl und Hind Il hergestellt

wurde. Der RNS-Standard wurde von der Firma Gibco-BRL bezogen.

Standard FragmentgroiRe Konzentration Auftrag
in kb in ng/pl inpl
A-DNS 21,2, 5,1, 5,0; 4,3; 3,5; 2,0; 1,9; 1,6; 50 5
Eco RI/Hind 111 1,4; 0,95; 0,83; 0,56; 0,125
RNS-Standard 95; 75 44, 24,14, 0,24 1000 4

Tabelle2.1: GroRenstandardsin der Agarose-Gelelektrophorese

In der SDSPAGE wurden as ProteingroBenstandards im Labor hergestellter

Comassiemarker und Blaumarker sowie Farbmarker der Firma Novex eingesetzt.

Standard Coomassie-M arker Blaumarker Farbmarker
Groleder | 68 kDa(BSA) 250 kDa 250 kDa (Myosin)
Marker- 45 KkDa (Ovabumin) 98 kDa 148 kDa (Phosporylase B)
Proteine 29 kDa (Carbonahydrase) 64 kDa 64 kDa (Glutamic Dehydrogenase)
25,5 kDa (Chymotrypsinogen) 50 kDa 50 kDa (Carbonahydrase)
14 kDa (Ribonuclease A) 36 kDa 36 kDa (Myoglobin-Blue)
12,4 kDa (Cytochrom C) 30 kDa 30 kDa (Myoglobin-Blue)
16 kDa 16 kDa (Lysosym)
6 kDa 6 kDa (Aprotenin)
4 kDa 4 kDa (Insulin)

Tabelle2.2: Protein-Grofenstandards.
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2.12 Kommerzielle Reagenzien-Satze

Folgende Kommerzielle Reagenzien-Sétze wurden im Rahmen dieser Arbeit laut Anleitung
desHearstellersverwendet:  QIAquick Gel Extraktion Kit von Quiagen
Qiagen Plasmid Midi Kit von Quiagen
Bicinchonic Acid Protein Assay Kit von Sigma
Megaprime-DNA-labelling system von Amersham
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3 Methoden

Allgemein wurden die Regeln fur genaues und sauberes Arbeiten im Labor beachtet. Es
wurden die Anweisungen fur Arbeiten mit gentechnisch verénderten Organismen befolgt.
Sterilarbeiten erfolgten unter einem geeigneten Abzug. Gesundheitsschadliche oder
umweltgeféhrdende Stoffe wurden den Sicherheitsbestimmungen gemald verwendet und
entsorgt. Arbeiten mit radioaktiven Materialien wurden nach einer Gesundheitsuntersuchung

und Sicherheitsunterweisung mit besonderer Vorsicht im Isotopenlabor durchgefihrt.

3.1 Herstellung kompetenter Bakterien und Transformation

Zur Hestellung kompetenter Bakterien fur die Transformation wurde ein Protokoll
verwendet, das Transformationsraten von = 5108 transformierte Kolonien pro pg Plasmid-
DNS ermdglicht (Hanahan et al., 1983).

Eine einzelne Kolonie der Wirtsbakterien wurde in 25 ml YT -Medium (iber Nacht
kultiviert. Mit 50 pl der stationdren Bakterienkultur wurden 5 ml Y T* -Medium angeimpft
(1:100 Verdunnung) und bei 37° C bis zu einer ODgy=0,8 inkubiert (225 UpM). Diese
gesamte Vorkultur wurde zu 100 ml vorgewarmten Y T™*-Medium gegeben und bis zu einer
ODgno von 0,45 bis 0,55 bei 37° C erneut kultiviert. Anschlief3end wurde die Kultur auf zwei
50 ml Rohrchen (Falcon) aufgeteilt, 5 Minuten auf Eis abgekthlt und zentrifugiert (5000
UpM, 5 min, 4° C, Heraeus Minifuge T). Der Uberstand wurde vollstandig entfernt. Die
Zellen wurden bel 4° C in jeweils 10 ml TFB | (4°C) resuspendiert, 10 Minuten auf Eis
inkubiert und erneut sedimentiert (5000 UpM, 5 min, 4° C, Heraeus Minifuge T). Nach
Verwerfen des Uberstandes wurden die Sedimente bei 4° C in je 2 ml TFB Il (4° C)
aufgenommen, die beden Ansidze zusammengegeben, und jeweils 200 ul
Bakteriensuspensionen in ein 1,5 ml Schraubdeckelgefald tberfihrt. Die Aliquots wurden in
flissigem Stickstoff oder auf Trockeneis schockgefroren und sind bei —70° C mehrere Monate

lagerbar.

Fur die Transformation wurden die kompetenten Bakterien auf dem Eis aufgetaut. Bei einer
Retransformation wurden ca. 25-50 ng Plasmid-DNS sonst der gesamte Ligationsansatz mit
50 pl der Bakterien vermischt und 30 Minuten bei 4° C inkubiert. Die Transformation erfolgte
durch einen Hitzeschock bei 42° C fir 70 Sekunden im Wasserbad und sofortige Abkuhlung
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auf dem Eis (2 min). Zu den Ansétzen wurden 450 pl LB-Medium pipettiert und diese eine
Stunde inkubiert (37° C, 250 Upm). Anschliefend wurden 100 pl und 400 pl der
Bakteriensuspension auf zwei antibiotikahaltige LB-Agarplatten (z.B. Ampizillin oder
Kanamycin) ausplattiert und tber Nacht bei 37° C im Brutschrank inkubiert.

3.2 DNS-Praparation

3.2.1 Analytische-Plasmid-Isolierung (Minipraparation)

Die nach Wilmrig (1985) abgewandelte Plasmidpréparation findet Verwendung zur schnellen
Durchmusterung rekombinanter Klone. Das Verfahren liefert ca. 2 bis 5 pg DNS in einem
Reinheitsgrad, der fur die meisten Restriktionsanaysen und auch Sequenzierungen
ausreichend ist.

Eine Einzelkolonie wurde Uber Nacht bei 37° C im Schittelinkubator bei 225 Upm in 2,5 ml
LB-Medium (entsprechend mit oder ohne Antibiotikum) inkubiert. 1,0 ml der Kultur wurden
durch Zentrifugation sedimentiert (10.000 UpM, RT, 30 s, Beckman). Der Uberstand wurde
verworfen, das Sediment in 250 pl Lysispuffer | resuspendiert und 10 Minuten auf Eis
inkubiert. Anschlief?end wurde die Suspension mit 40 ul frisch angesetzter Lysozym-L 6sung
(10 mg/ml) versetzt, gemischt, 60 Sekunden in einem kochenden Wasserbad inkubiert und
danach sofort 15 Minuten auf Eis abgekuhlt. Die Bakterientrimmer wurden abzentrifugiert
(13.000 UpM, 4° C, 15 min, Sigma) und mit Hilfe eines autoklavierten Zahnstochers aus dem
Reaktionsgefald entfernt. Die Féllung der Plasmid-DNS erfolgte durch Zugabe von 500 pl
Ethanol absolut (-20° C), kurzem Mischen und Inkubation auf Eis fir 15 Minuten.
Anschlief3end wurde die Plasmid-DNS sedimentiert (13.000 UpM, 4° C, 15 min, Sigma), der
Uberstand verworfen und das Sediment mit 1 ml 70 % (v/v) Ethanol (-20° C) gewaschen
(13.000 UpM, 4° C, 5 min, Sigma). Der Uberstands wurde verworfen, das Sediment 5
Minuten bel 65° C im Wasserbad getrocknet und in 50 pl TE-Puffer resuspendiert. Danach
wurde die Plasmid-DNS 10 Minuten bel 65° C im Wasserbad inkubiert. Die Lagerung fand
bei —20° C dtatt.
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Lysispuffer | (PH 7,5) 50 mM Tris-HCI; pH 7,5
62,5mM EDTA ; pH 7,5
0,4 % (v/v)Triton X 100
2,5M LiCl,
Lagerung bel 4° C

Lysozym-L 6sung 10 mg/ml Lysozym in A.bidest

Ldsung immer frisch ansetzen

3.2.2 Praparative-Plasmid-lsolierung (Midipraparation)

Grolere Mengen an Plasmid-DNS (100 bis 200 pg) mit hohem Reinheitsgrad wurden mit
dem Reagenziensatz der Firma Quiagen (Quiagen Plasmid Midi Kit ) isoliert. Die Prgparation
erfolgte nach den Angaben des Herstellers.

3.2.3 Isolierung von DNS aus Agarosegelen

Zur Isolierung von DNS-Fragmenten aus einem Agarosegel wurde das DNS-Fragment unter
UV-Licht (302 nm) mit einem sauberen Skalpell aus dem Gel ausgeschnitten, in ein 2 mi
Reaktionsgefdld Uberfuhrt und ein Reagenziensatz der Firma Qiagen (QIAquick-Gel-
Extraktion-Kit) nach Herstellerangaben benutzt.

3.2.4 Fallung von DNS mit der Natriumacetat-Methode

Diese Fallung von DNS wurde zur Konzentrierung oder Umpufferung eingesetzt: Zur DNS-
Losung wurden 1/10 Vol. Natriumacetat (3M; pH 5,2) und 2,5 Vol. Ethanol abs. (-20° C)
gegeben. Der gut durchmischte Ansatz wurde zur Prézipitation 10 Minnuten bei —70° C
inkubiert. Das Prazipitat wurde sedimentiert (13.000 UpM, 4° C, 30 min, Sigma), mit 2,5-
fachem Vol. 70 % (v/v) Ethanol gewaschen (13.000 UpM, 4° C, 10 min, Sigma) und im
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Wasserbad bel 50° C getrocknet. Die DNS wurde dann im gewinschten Volumen TE-Puffer
oder A. bidest gel Ost.

Natriumacetatlésung 3 M Natriumacetat in A.bidest |6sen
1 Stunde autoklavieren
pH 4,8

3.25 Photometrische Konzentrationsbestimmung von

Nukleinsauren

Die Konzentration von Nukleinsduren lasst sich durch Messen der Absorption von UV-Licht
nach dem Lambert-Beer-Gesetz bestimmen, da die Purine und Pyrimidine der
Nukleinsdurebasen aromatische Ringsysteme mit einem Absorptionsmaximum von 260 nm
enthalten. Es wurde eine Verdinnung der zu messenden Probe (RNS, DNS oder
Oligonukleotide) in A. bidest oder TE-Puffer hergestellt (Gesamtvollumen 500 ul) und die
Extinction bel 260 und 280 nm gegen A. bidest bzw. TE-Puffer als Nullwert vermessen
(Spektralphotometer: Beckman DU®640). Unter Beriicksichtigung des Verdiinnungsfaktors
wurde die Konzentration berechnet. Eine Absorptionseinheit entspricht bel  einem
Strahlengang von 1 cm Lange einer Konzentrationen von 50 pg/ml DNS, 20 pg/mi
Oligonukleotide und 40 pg/ml RNS oder einzelstrangiger DNS.

Auch Phenol und die aromatischen Aminosauren absorbieren im kurzwelligen Bereich (280
nm), so dass durch Bilden des Quotienten Aso/Azgo €ine Abschétzung des Reinheitsgrades
der Probe maoglich ist. Erfolgreich aufgereinigte Proben zeigen einen Quotienten von 1,8 bis
2,0 bel DNSund von 1,9 bis 2,0 bel RNS.

3.3 RNS-Préparation

Bel alen Arbeiten mit RNS missen Schutzmal3nahmen getroffen werden, um RNase-
Kontaminationen und damit RNS-Abbau zu vermeiden. Hierzu zadhlen:

Abwischen aller Gerédte und Arbeitsflachen mit 96 % Ethanol.

Tragen von mit 96 % Ethanol desinfizierten Handschuhen.

Einstiindiges Autoklavieren und lediglich kurzfristiges Offnen aller GefaRe.
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Behandlung aller Lésungen mit 0,1 % (v/v) DMPC und anschlief3endes Autoklavieren (1 Std).
Losungen, bei denen diese Behandlung nicht moglich ist (DMPC reagiert mit Aminen),
werden mit fir RNS-Arbeiten reservierten Reagenzien angesetzt und 1 Stunde autoklaviert.

Lagerung von RNS bei allen Arbeiten auf Eis (soweit mdglich).

3.3.1 RNS-Isolierung aus Kulturzellen mit TriStarTM-Reagenz

Zur RNS-Préparation wurden die konfluent gewachsenen Zellen in den Kulturschalen
zweimal mit PBS (4° C) gewaschen, das TriStar "-Reagenz (2,5 ml fiir eine 6 cm Schale)
hinzugegeben und die Zellen durch mehrmaliges Auf- und Abpipettieren lysiert.

Das Zellhomogenat wurde in ein 15 ml Rohrchen Uberfihrt und kann jetzt fir einige Zeit bei
-70° C gelagert werden. Bel direkter Weliterverarbeitung wurde das Zellhomogenat
5 Minuten RT inkubiert. Eingefrorene Zellhomogenate wurden nach dem Auftauen ebenfalls
5 Minuten bei RT inkubiert.

Zu dem Ansatz wurden 500 pl Chloroform gegeben, sofort 30 Sekunden grindlich geschittelt
und weitere zwei bis drei Minuten bei RT inkubiert. Die Proben wurden zentrifugiert (12.000
UpM, 4° C, 15 min, Beckman Zentrifuge J2-21, Rotor JA20). Die obere RNS-haltige,
wassrige Phase wurde in ein frisches 15 ml Rohrchen Gberfuhrt. Eine Kontamination mit der
mittleren Protein- und der unteren DNS-Phase wurde hierbei vermieden. Die Falung der RNS
erfolgte durch Zugabe von 1,5 ml Isopropanol und Inkubation von 30 Minuten bel —20° C.
Nach einer Zentrifugation (12.000 UpM, 4° C,15 min, Beckman Zentrifuge J2-21, Rotor JA-
20) wurde die RNS als weilRes Sediment sichtbar. Der Uberstand wurde verworfen, das
Sediment mit 5 ml Ethanol 70 % gewaschen und zentrifugiert (10.000 UpM, 4° C, 5 min,
Beckman Zentrifuge J2-21, Rotor JA20). Nach vollstandiger Abnahme des Uberstandes und
Lufttrocknung wurde das Sediment in 100 pul DMPC-H,O aufgenommen, in en
Schraubdeckel gefal’ tberfihrt und bei —70° C gelagert oder zu weiterer Verwendung auf Eis
gestellt.
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34 DNS-in-vitro Rekombination

34.1 Restriktionsendunukleasespaltung

Die Typ |l-Restriktionsendonukleasen wurden von Amersham, Roche oder New England
BioLabs bezogen und entsprechend den Herstellerangaben in den mitgelieferten
Puffersystemen bel angegebener Temperatur eingesetzt. Die Verdauzeit betrug in der Regel
2 Stunden. Bel Verunreinigung der Proben mit RNS (z.B. nach analytischer Plamidisolierung)
wurden pro Ansatz 0,5 pl RNase 2000 hinzugefigt.

3.4.2 Ligation Gberhangender, kohasiver Enden

Fur die Ligationsreaktionen wurde die T4-DNS-Ligase und der mitgelieferte 10 x Ligase-
Puffer von Roche verwendet.

Es wurden 25-50 ng linearisierte Vektor-DNS und im Verhdtnis 1:2, 1:3, und 1:4 Insert-DNS
eingesetzt. Je nach Gesamtvolumen (10 — 15 pl) wurde der Ansatz mit und 1 — 1,5 ul T4-
DNS-Ligase (1 U/ul) versetzt, tibet Nacht bei 16°C im Wasserbad inkubiert und im Anschluss
fur die Transformation eingesetzt.

3.5 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Mittels der Polymerase-Kettenreaktion (engl. ,Polymerase Chain Reaction*) wird ein
bestimmtes DNS-Fragment in vitro exponentiell und selektiv amplifiziert (Mullis und Falona,
1987). Verwendet man als Startermolekile Oligonukleotide, die eine im Vergleich zur
Sequenz, die as Schablone eingesetzt wird, eine etwas verénderte Nukleotidfolge aufweisen,
kann man Erkennungssequenzen von Endonukleasen in das Amplikon einfihren.
Voraussetzung dafur ist, dass das Startermolekil eine ausreichende Lange hat, um trotz der

ausgetauschten Nukleotide wahrend der Hybridisierungsphase zu binden.
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Fur die PCR wurde die aus dem Bakterium Pyrococcus furiosus isolierten Pfu-Polymerase
(Stratagene) eingesetzt. Die eingesetzten Startermolekile (Kapitel 2.7) hatten eine Lange von
29 Basen, es waren vier (Sinn-Starter) beziehungswel se sechs (Gegensinn-Starter) Nukleotide

ausgetauscht. Ein 50 pl-Ansatz setzte sich aus folgenden Komponenten zusammen:

5 ul 10 x Pfu-PCR-Puffer

1l 10 mM CTP-, GTP-, ATP-; TTP-Mix
1 pl 20 pM Sinn-Starter

1 ul 20 pM Gegensinn-Starter

100 ng DNS

39,0 pl A. bidest

1 pl (2,5 U) Pfu-Polymerase

Der Ansatz wurde mit einer Positiv- und einer Negativ-Kontrolle jewells in einem
Mikroinjektionsgefald auf Eis zusammenpipettiert und mit 50 pl Mineraldl Gberschichtet. Die
Temperaturen der einzelnen Zyklen wurden mit der Hilfe eines programmierbaren
Thermozyklers (Hybaid Omni Gene, MWG-Biotech) folgendermalen geregelt:

Zyklus Temperatur Zeit

Denaturierung 94°C 5min 1 Zyklus
Denaturierung 94°C 30s ]
Hybridisierung 72°C 45s 30 Zyklen
Synthese 72°C 0s

Auffillreaktion der partiell -
doppelstréngigen Molektle  72°C 20 min 1 Zyklus

Dabel sollte die Temperatur fir die Hybridisierung der Startermolekile mit einer Lange von
mehr als 14 Nukleotiden zwischen 60° C und 74° C liegen.
Nach Ablauf des PCR-Programms konnten die Ansdtze bei 4° C gelagert oder weiter

verwendet werden.
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3.6 Gelelektrophorese zur Auftrennung von DNS und RNS

3.6.1 Native Gelelektrophorese

Die native Agarose-Gelelektrophorese dient zur analytischen und prdparativen Auftrennung
doppelstréngiger DNS-Fragmente. Je nach Lange der aufzutrennenden Fragmente wird das
Aufldsungsvermogen des Gels durch die Variation der Agarosekonzentration von 0,5 %
(Fragmentgrofie 500 bis 20.000 bp) bis 2,0 % (Fragmentgroéf3e 50 bis 600 bp) angepasst.

Die entsprechende Agarosemenge wurde durch Erhitzen im Laufpuffer gelést und
Ethidiumbromid vor dem Gief2en in einer Endkonzentration von 0,5 pg/ml zugegeben, um die
DNS bei Bestrahlung durch UV-Licht sichtbar zu machen. Die Proben wurden mit 1/5 Vol. 6
x DNS-Ladepuffer versetzt. Zur Bestimmung der Fragmentléange wird paralel der DNS-
Grofenstandards aufgetragen. Die Auftrennung erfolgte in TBE-Puffer bei einer Spannung
von 80V bis130 V.

3.6.2 Denaturierende Agarose-Gelelektrophorese

Die elektrophoretische Auftrennung der RNS-Molekile erfolgt unter denaturierenden
Bedingungen in formaldehydhaltigen 1,0 %igen Agarosegelen. Der Zusatz von Formaldehyd
als stark denaturierendes Agens dient der Unterdriickung auftretender RNS-Trennartefakte,
wie sie bei partieller Doppelstrang-Bildung entstehen.

Fur ein mittleres Gel wurden 1,25 g Agarose mit 109 ml A. bidest (1 Stunden autoklaviert)
aufgekocht. Bei einer Temperatur von ca. 60° C wurden 12,5 ml 10 x MOPS-Puffer und
3,125 ml Formaldehyd (37 %) zugegeben, kurz gemischt und das Gel sofort gegossen. Je 10
pg der RNS-Proben und der 3 pg RNS-GroRRenstandard wurden entsprechend der Volumina
mit 5 x Auftragspuffer versetzt, 3 Minuten bei 65° C denaturiert, sofort auf Eis gestellt und
direkt aufgetragen. Die Auftrennung erfolgte bei 100 V ca 3 bis 4 Stunden. Wahrend der
Elektrophorese wurde der Puffer stindlich mit einer Plastikpipette umgewalzt. Unter UV-
Licht konnte die Laufhéhe der dominierenden 28S rRNS (4,7 kb) und 18S rRNS (2,2 kb) und
die des RNS-GroRRenstandards fur die Transkriptlangenbestimmung der zu untersuchenden
RNS herangezogen werden.
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(5x) RNS-Auftragspuffer  (v/v) 10 x MOPS Puffer (= 4ml)
Glycerin 87 %ig (= 2ml)
Formamidgeon (= 3ml)
EDTA (=40l 1M EDTA)
Formaldehyd (= 720 pl Formaldehyd 37%)
Ethidiumbromid 50 pg/pl
Bromphenolblau (= 0,025 g)
auf 10 ml aufftllen mit DMOC-H,0, Lagerung bei 4° C

3.6.3 Nukleinsduretransfer und — Hybridisierung

Zur Untersuchung von Nukleinsduren durch Hybridisierung mit radioaktiv markierten Sonden
wurden elektrophoretisch aufgetrennte Nukleinsduren durch Kapillartransfer auf eine
Tréagermembran Ubertragen (Southern, 1975). Der Transfer von RNS wird als Northern Blot
bezeichnet. Die auf der Tragermembran immobilisierte DNS oder RNS kann nun mit einer
radioaktiv markierten DNS-Sonde hybridisiert werden. Dabei wird die Bindungsstabilitét
zwischen DNS-Sonde und Matrize durch deren Homologie und durch physikalische Faktoren
wie lonenstdrke, Temperatur und pH-Wert beeinflusst. Durch Variieren der
Hybridisierungsbedingungen kann die Hybridstabilitat (Stringenz) beeinflusst werden.

3.6.4 Transfer von RNS auf eine Tragermembran

(Northern Blot)

Nach der Auftrennung von RNS durch Agarosegel-Elektrophorese mit Formaldehyd wird das
Gel zum Kapillarblot eingesetzt. Hierbei wird die RNS auf eine Nylonmembran Gbertragen.

Das Gel wurde zuerst 20 Minuten auf der Wippe in 20 x SSC aquilibriert. Eine Glasscheibe
wurde quer Uber eine mit Transferpuffer (20 x SSC) gefillte Schale gelegt. Auf diese Platte
wurden zwei Streifen Whatman 3MM-Papier entsprechend der Breite des Geles gelegt, die
Papierenden tauchten in die Transferl6sung ein. Das Gels wurde mit den Taschen nach unten
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luftblasenfrel auf das feuchte Filterpapier gelegt. Eine auf Gelgrofe zurechtgeschnittene
Hybond N-Membran (Amersham) wurde eine Minute mit A. bidest, dann eine Minute mit
2 X SSC vorbehandelt und luftblasenfrei auf das Gel abgerollt. Vier Lagen mit 20 x SSC
befeuchtetem 3MM-Papier wurden auf die Membran aufgelegt, ein Stapel Papierhandtiicher
hinzugefugt und die Konstruktion beschwert. Es wurde mindestens 12 Stunden bel RT
geblottet.

Nach Abbau des Blots wurde die Tragermembran 5 Minuten in 2 x SSC gewaschen. Zur
Fixierung der RNS wurde die Membran 20 Minuten bei 120° C gebacken und 12 Sekunden
mit UV-Licht (UV-Stratalinker) behandelt.

3.7 Herstellung radioaktiv markierter Sonden

Zur radioaktiven Markierung von Doppelstrang DNS-Fragmenten wurde die Zufallsstart-
Methode (,,random primed oligolabelling*) verwendet. Diese Methode dient der radioaktiven
DNS-Markierung mit Hilfe unspezifisch bindender Hexanukleotid-Startermolekiile, an denen
die Klenow-DNS-Polymerase die Zweitstrangsynthese und damit den Einbau radioaktiv
markierter Nukleotide (a-**P-dCTP) startet. Es wurde der Reagenziensatz ,,Megaprime-DNA-
labelling system® (Amersham) nach Herstellerangaben verwendet.

Eingesetzt wurden 50 ng linearisierter Sonden-DNS und 20 uCi a-**P-dCTP (3000 Ci/mmol,
10 mCi/ml, Amersham) pro Ansatz. Um die freien dNTPs abzutrennen, wurde Uber eine
Sephadex G50-Saule zentrifugiert (5 min, RT, 1500 UpM Hettich Universal 2S).

Das Eluat wurde 3 Minuten zur Denaturierung der Sonde gekocht, auf Eis gestellt und fir die
Vorhybridisierung (Kapitel 3.7.3) eingesetzt.

3.7.1 Hybridisierung an immobilisierter RNS

Zunéchst wird die Membran zur Absédttigung der unspezifischen Bindungsstellen
vorhybridisiert. Die Nylonmembran mit den gebundenen Nukleinsauren wurde gerollt und in
eine  Hybridiserungsréhre  (Amersham) geschoben. Es wurden 10 ml der
Hybridisierungslosung und 50 pl HeringspermaDNS (10 mg/ml, Roche), die zuvor
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5 Minuten gekocht und dann 5 Minuten auf Eis inkubiert worden war, zugegeben. Dieser
Ansatz wurde dann im Rollinkubator 2 Stunden bei 42° C inkubiert.

Danach wurde die radioaktive, hitzedenaturierte DNS-Sonde zugegeben und die
Hybridisierung der Membran erfolgte bei 42° C ca. 20 Stunden im Rollinkubator. Zum
Entfernen nicht spezifisch gebundener Sonde wurde die Membran dreimal mit Waschpuffer
(1 x SSC, 0,1 % SDS) bel 60° C im Schittelwasserbad gewaschen (zweimal 30 und einmal 10
Minuten). Je nach gewlnschter Stringenz wurde die Salzkonzentration der Waschlésungen
stufenweise bis auf 0,2 x SSC herabgesetzt. Aus 20 x SSC und 20 % SDS werden durch
entsprechende V erdiinnungen mit A. bidest die jeweiligen Waschl6sungen hergestellt.

Die Membran wurde feucht mit der zuletzt verwendeten Waschlésung in Haushaltsfolie

eingeschweil3t und bei —70° C autoradiographiert.

3.8 Kultur und stabile Transfektion hoherer Zellen

Alle Arbeiten zur Kultivierung von Zellen wurden in Steril-Banken mit Laminar-Luftstrom
(BDK) nach den géangigen Methoden der Zellkultur durchgefihrt. Fir die Inkubation der
Zellen bei 37° C wurden Brutschrénke mit wassergeséttigter Atmosphére verwendet, die mit
5 beziehungsweise 10 % CO, begast wurden (Heraeus).

3.8.1 Kultivierung von adharenten Saugerzelllinien

Zéllinien wurden in D 10-Medium und Hel a-Transfektanten in D 10—Puromycin-Medium
oder D 10-Zeo/Puro-Medium bei 10 % CO, kultiviert. Fur die Kultivierung primarer
embryonaler Maushepatozyten wurde M X83-Medium bel 5 % CO2 verwendet.
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3.8.2 Praparation und Kultivierung von Hepatozyten

aus Mausembryonen

Die Isolierung embryonaler Maushepatozyten wurde wie in Traub et al. (1987) beschrieben
durchgefthrt. Das Medium MX83 wurde analog Hoffmann et al. (1989) zusammengesetzt.
Die Préparation von embryonalen Hepatozyten von ein bis drei schwangeren Méausen erfolgt
unter sterilen Bedingungen und mit sterilen Materialien (Besteck, Ldsungen, etc.).

Die schwangere Maus wurde durch Dislokalisation des Genicks getttet, der Bauchraum
getffnet, die Embryonen komplett mit Uterushaut herausgenommen und in eine 10 cm
Petrischale gelegt. Die Embryonen wurden aus der Uterushaut und dem Embryonensack
genommen, in eine frische Petrischale Uberfiihrt und durch Durchschneiden des Genickes
getdtet. Ein Schnitt in den Oberbauch eines Embryos knapp unter den Brustwirbeln lief3 die
Leber hervorquellen, die mittels zweier Pinzetten entfernt und in eine 6 cm Petrischale mit
5ml Anheftmedium Uberfihrt wurde. Es wurden nacheinander aus allen Embryonen die
Lebern herausprapariert und diese anschlief3end mit einer Schere circa 5 Minuten in kleine
Stiicke zerschnitten. Das Anheftmedium wurde mit einer Pasteurpipette abgenommen und die
Leberstiicke mit 5 ml Collagenaselésung (37° C) in einen 100 ml Erlenmeyerkolben mit
weiteren 7 ml Collagenaselosung (37° C) und einem RUhrfisch gespllt. Die Leberstiicke
wurden 12 Minuten bei 37° C unter sanften Ruhren inkubiert. Anschlief3end wurde der
Uberstand in eine 100 ml Glasflasche mit 12 ml Anheftmedium (4° C, auf Eis) Uberfuhrt. Es
folgten 3 weitere Inkubationen mit je 12 ml Collagenaselosung (37° C) fur 15 Minuten bei
37° C unter sanften Ruhren. Die gesammelten Uberstande wurden auf zwei 50 ml
Falconrohrchen (4° C, auf Eis ) vertellt und 15 Sekunden bei 2500 UpM, 4° C in einer
Heraeus-Christ-Zentrifuge zentrifugiert. Die Uberstande wurden abgenommen, die Pellets in
zusammen 5 bis 10 ml Anheftmedium resuspendiert und die Suspensionen in einem
Falconréhrchen gesammelt. Die Zellzahl wurde bestimmt und circa 1,4 x10° Zellen in 1 ml
Anheftmedium in eine 3,5 cm Petrischale gegeben. Nach 3 Stunden Inkubation im
Brutschrank (37° C, 10% CO,;) wurde das Medium abgesaugt und je 1 ml MX83
dazugegeben. Am néchsten Morgen und falls nétig auch am darauf folgenden Tag wurden die
Zéellen circa 5 ma mit DMEM-Medium gewaschen, um die toten Zellen zu entfernen und
anschlieffend mit MX83 gefittert. Am dritten Tag nach der Préparation waren die Zellen dann
circa zu 95 % konfluent .
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Collagenaselosung: 56 mg Collagenase H (Boehringer)
gelost in 50 ml PBS
stets frisch ansetzen
steril filtrieren (Porengrof3e O, 45 um)

aus 37° C erwarmen

3.8.3 Behandlung von Zellen mit Degradationshemmern und

anderen Reagenzien

Wurden Zellen eingesetzt, um den Einfluss von Degradationshemmern auf Gap Junctions zu
untersuchen, wurden die Zellen bevor sie fir entsprechende Experimente, wie zum Beispiel
der Mikroinjektion, verwendet wurden, zweima mit dem entsprechenden Kulturmedium,
gewaschen und erneut Medium hinzugegeben. Drei Stunden vor den entsprechenden
Experimenten wurde dem Medium Chloroquin-Stammldsung (12 bis 15 pl pro 1 ml Medium,
angepasst and die untersuchten Zellen) beziehungsweise vier Stunden zuvor Lactacystin-
Stammlésung (2 bis 2,5 pl pro 1 ml Medium) hinzugefiigt. Wurde die Anderung der
Phosphorylierung von Connexinen untersucht, wurden die Zellen ebenfalls drei Stunden vor
den entsprechenden Experimenten gewaschen und TPA, ein Aktivator der Proteinkinase C
oder der sekundéare Botenstoff cCAMP (in Form von dibutyryl cAMP (dbcAMP), enem
membrangangigen Derivat) direkt nach dem Waschen dem Medium in den
Endkonzentrationen 100 ng/ml (TPA) und 1 Mol/ml (CAMP)hinzugefugt.

Parallel zu solchen Experimenten wurden stets Kontrollexperimente mit Zellen, die analog

gewaschen wurden , nicht aber mit Reagenzien behandelt wurden, durchgefthrt.

Lactacytin- Stammldsung 200 pg Lactacystin (Calbiochem)
(120 mM) gelost in 53 pl Dimethylsulfoxid
lagern bei —20° C, stabil fur etwadrei Monate

Chloroquin-Stammlésung 5200 pg Chloroquin
(20 mM) gelost in 500 pl sterilem PBS
lagern bei —20° C
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TPA und dbcAMP wurden vor der Zugabe zum Medium in steriler physiologischer Kochsalz-
Losung (140 mM NaCl) angesetzt, diese Losungen konnten bei —20° C gelagert werden.

3.8.4 Metabolische Markierung von Kulturen adhéarenter Zellen

Fir metabolische Markierungen von Kulturzellen wurde **P-ortho-Phosphat oder **S-
Methionin eingesetzt. Die Markierung wurde an Zellen durchgefihrt, die eine Konfluenz von
85 % (HelLaTransfektanten und Zelllinien) beziehungsweise 95 % (Maushepatozyten)
erreicht hatten.

Markierungen mit **S-Methionin:

Die Zellen wurden zweimal mit PBS (37° C), einma mit DMEMM ™-Medium (methioninfrel,
37° C) gewaschen und eine Stunde mit D 10 M"-Medium (1 ml Medium fir eine 6 cm-Schale,
0,5 ml Medium fir eine 3,5 cm-Schale) weiterkultiviert. Nach Zugabe von 100 pCi/ml *s-
Methionin zum Medium erfolgte die Markierung fur 4 Stunden beziehungsweise fir eine
Stunde (nur bei ,, Pulse-Chase” -Experimenten zur Halbwertszeitbestimmung) unter standigen

Schwenken auf einer Wippe im Brutschrank.

Markierungen mit **P-Methionin:

Die Zellen wurden dreimal mit DMEMP -Medium (phosphatfrei, 37° C) gewaschen und eine
Stunde mit D 10 P-Medium (1 ml Medium fir eine 6 cm-Schale, 0,5 ml Medium fir eine 3,5
cm-Schale) weiterkultiviert. Nach Zugabe von 100 puCi/ml ¥*P-ortho-Phosphat zum Medium
erfolgte die Markierung fir 4 Stunden unter stdndigen Schwenken auf einer Wippe im

Brutschrank.

Chloroquin, TPA oder dbcAMP wurden drei Stunden vor Ende der vierstindigen Markierung
zum Medium hinzugegeben, die Zugabe von Lactacystin erfolgte zu Beginn der Markierung.
Die Konzentrationen wurden wie in Kapitel 3.8.3 beschrieben gewahlt. Nach der Markierung
wurden die Zellen mit RIPA-Puffer lysiert (Kapitel 3.11.1).
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3.85 Stabile Transfektion mit Hilfe der Lipofektin-Methode

Bel diesser Methode wird die DNS in Liposomen verpackt, die mit der Zellmembran
fusionieren. FUr die Transfektion wurde Tfx-20 (Promega) verwendet.

Die HelL a-Transfektante wurde auf 10 cm-Kulturschalen so ausplattiert, dass sie am néchsten
Tag eine Konfluenz von ca. 60 % aufwies. In einem 15 ml Réhrchen wurden 10 pg Transfer-
DNS im Expressionsvektor pcDNA3.1/Zeo(+) zu 6 ml D10-Medium pipettiert, grindlich
vermischt und 60 pl Tfx-20-Reagenz hinzugegeben (Ladungsverhdtnis von Tfx-20 : DNS,
wie 1:3). Der Ansatz wurde grindlich gemischt und 10 bis 15 Minuten bei RT inkubiert.
Waéhrend dieser Inkubation wurden die 10 cm-Kulturschalen mit den zu tranfizierenden
Zellen zweimal mit PBS gewaschen. Das DNS/Tfx-20/D10-Medium-Gemisch wurde auf die
mit PBS gewaschenen Zellen gegeben und die Kulturschalen fir 45 Minuten im Brutschrank
inkubiert (10 % CO,, 37° C). Nach Zugabe von weiteren 6ml D10-Medium wurden die Zellen
weitere 14 bis 18 Stunden im Brutschrank kultiviert. AnschlieRend wurden die Zellen
zweimal mit PBS gewaschen und fur ca. 30 Stunden in D10-Medium weiterkultiviert (10 %
CO,, 37° C).

Nun wurden die Zellen nach zweimaligem Waschen mit PBS trypsiniert und in
Verdinnungen von 1:3 bis 1:10 mit D 10-Zeo/Puro-Medium auf neue 10 cm-Schalen
ausplattiert und auf Zeocin-Resistenz zu selektioniert. Die weitere Kultivierung der Zellen
fand mit D 10-Zeo/Puro-Medium, dabei wurde das Medium alle 3-4 Tage gewechselt.

Nach ein bis zwei Wochen konnten resistente Klone isoliert werden. Die Kulturschalen
wurden zweimal mit PBS gewaschen und die Klone in eine Vertiefung einer 48-Well-
Kulturschale (Falkon) tberfiihrt, in die 500 pl Selektionsmedium (D 10-Zeo/Puro-Medium)
vorgelegt waren. Dazu wurden die Zellen eines Klons mit einer gelben Spitze von der
Kulturschale vorsichtig abgeschabt, aufgesaugt und vorsichtig durch mehrmaliges Auf- und
Abpipettieren in den 500 ul Selektionsmedium vereinzelt. Die Isolierung der Zell-Klone mit
der gelben Spitze erfolgte halbsteril unter Beobachtung mit einem Lichtmikroskop bel 10-
facher VergrofRerung. Die Zellen wurden in D 10—Zeo/Puro-Medium vermehrt.

3.9 Mikroinjektion in adharent wachsenden Kulturzellen

Die Mikroinjektion und daraufhin folgende Beobachtung der Ausbreitung von

Fluoreszenzfarbstoffen (z.B. Lucifer Yellow) oder Indikatormolekilen (z.B. Neurobiotin) in
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Zéllen, dient zum Nachweis funktioneller Gap Junction Kanédle und zu ihrer Charakterisierung
Uber die Bestimmung der Anzahl der gekoppelten Zellen (Zellen, in die sich der Farbstoff
oder das Indikatorreagenz ausgehend von der injizierten Zelle, ausbreitet).

Fur die Mikroinjektion mittels lontophorese wurden Kapillaren aus Borsilikatglas mit
massiven Innenfilament verwendet (GB 100-F8P, Science Products GmbH). Die
Injektionskapillaren (GB 100-F8P, Science Products GmbH) wurden mit Hilfe eines
horizontalen Kapillarenziehgeréat (PD-5, Narishige, Tokio) zu einem Spitzendurchmesser von
1-2 um ausgezogen. Die Kapillare wurde mit dem stumpfen Ende in die Farbldsung gestellt,
so dass die gezogene Spitze durch die Kapillarkréfte mit Farblosung gefillt wurde.
Anschlief3end wurde die Kapillare luftblasenfrei mit 1 M KCI gefillt und in den mit 1 M KClI
gefiillten Mikroelektrodenhalter aus Plexiglas mit AgCl-Ubergang (EH-1S, Sachs) eingesetzt.
Der Mikroelektrodenhalter wurde dann an einen steuerbaren Mikromanipulator angebracht
und konnte Uber das Steuergerdat bewegt werden. Die Injektion des Farbstoffes erfolgte durch
Anlegen eines positiven Stroms von 20 nA fir 10 bis 15 Sekunden. Die Mikroinjektion wurde
mit dem inversen Mikroskop IM 35 von ZEISS (Fluoreszenzeinrichtung HBO 100 W)
beobachtet. Die zu untersuchenden Zellen wurden zwel Tage (HelLaTransfektanten und
Zélllinien) oder drel Tage (Maushepatozyten) vor der Kopplungsmessung in 6 cm- oder 3,5
cm-Schalen ausplattiert und hatten zum Zeitpunkt der Messung einen Konfluenzgrad von
etwa 80 % bis 95 % (M aushepatozyten) erreicht.

Wurde der Farbstoff Lucifer Yellow injiziert, konnte die Ausbreitung des Farbstoffs direkt
verfolgt werden. Die Zellen, in die sich der Farbstoff innerhalb von 90 Sekunden ausgebreitet
hatte, wurden gezahlt und dienten als Mal3 fur die Kopplung. Hierbel wurde zwischen
koppelnden Zellen 1. Ordnung, also Zellen, die der injizierten Zelle unmittelbar benachbart
waren und solchen 2. Ordnung, die den Zellen 1. Ordnung unmittelbar benachbart waren,
unterschieden.

Lucifer Yellow 4% (w/v) in1 M LiCl l6sen
zentrifugieren (Sigma, 13000 UpM, 15 min, 4° C)
Uberstand bei 4° C lichtgeschiitzt aufbewahren

Damit der Injektionserfolg mit Neurobiotin beobachtet werden konnte, wurde der
Neurobiotin-Lésung zusétzlich Rhodamin-3-Isothiocyanat Dextran zugegeben. Nach den
Injektionen (10 bis 20 Injektionen pro Kulturschale innerhalb von 15 Minuten) wurden die
Kulturschalen zweima mit PBS (RT) gewaschen und die Zellen in Glutaraldehyd-L6sung
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(2ml auf eine 6 cm-Schale, 1ml auf eine 3,5 cm Schale) fixiert. Nach dreimaligem Waschen
der Zellen mit PBS (RT) wurden siein Triton X-100-L6sung (2ml auf eine 6 cm-Schale, 1ml
auf eine 3,5 cm Schale) 2 Stunden unter standigem Schwenken permeabilisiert, zweimal mit
PBS (RT) gewaschen und fir 90 min mit 2 ml Meerrettich-PO-Ldsung bei RT inkubiert.
Nach zweimaligem Waschen mit PBS (RT) erfolgte die Farbreaktion durch Inkubation von
30 Sekunden in Diaminobenzidin-Ldsung (2ml auf eine 6 cm-Schale, 1ml auf eine 3,5 cm
Schale). Die Farbreaktion wurde durch Absaugen der Diaminobenzidin-Losung und
dreimaliges Waschen mit PBS gestoppt. Die Zellen wurden mit PBS' Uberschichtet und die

Anzahl der geférbten Zellen pro Injektion konnte unter einem Mikroskop ausgezahlt werden.

Neurobiotin-Losung 6 % (w/v) Neurobiotin
0,4 % (w/v) Rhodamin-3-Isothiocyanat Dextran
0,1 M Tris
pH 7,6; Lagerung lichtgeschiitzt bei 4° C

Glutaraldehyd-L 6sung 1% Glutaraldehyd
mit PBS auffillen

Losung immer frisch ansetzen

Triton X-100-Ldsung 2 % Triton X-100
mit PBS auffillen
Lagerung bel 4° C

Diaminobenzidin-Losung 1 Tablette Diaminobenzidin
in 15 ml TBSlésen
sterilfiltrieren; Lagerung bei —20° C
um Diaminobenzidin-Farbel 6sung zu erhalten
0,003 % H,0, frisch hinzufiigen

M eerrettich-PO-L6sung 0,1 % Meerettich Peroxidase Avidin D
mit TBS auffillen, sterilfiltrieren;

Lagerung bei —20° C
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3.10 Indirekte Immunfluoreszenz-Analyse

Zellen wurden bis zu einer Konfluenz von 85 bis 95 % auf angedizten Deckgléaschen
kultiviert. Nach zweimaligem Waschen mit PBS™ wurden der Zellen mit Ethanol abs.
(-20° C) fir 5 Minuten bei RT fixiert. Anschlieffend wurde einmal mit PBS" (4° C) und
zweimal mit PBS'/0,1 % BSA (4° C) gewaschen. Nun wurde die erste Antikérperlésung auf
die Zellen gegeben (20 ul bei Verwendung von 10 mm-Deckglaschen) und 1 Stunde bei RT
inkubiert. Nach dreimaligem Waschen mit PBS'/0,1 % BSA (4°C) wurde die Losung des
zweiten, fluoreszenzgekoppelten Antikorpers auf die Deckgléschen pipettiert und 1 Stunde
lichtgeschiitzt bei RT inkubiert. AnschlielRend wurden die Zellen viermal mit PBS' (4° C) und
zweimal mit A. bidest (RT) gewaschen und auf den vorbereiteten Objekttragern in einem
Tropfen para-Phenylendiamin eingebettet. Nach einem Abdichten der Deckgléser durch
Entellan wurden die Objekttrager bel 4° C im Dunkeln gelagert. Die Auswertung erfolgte mit
Hilfe eines Fluoreszenzmikroskops (Axiophot, Zeiss).

Die Antikorper wurden entsprechend wie in 2.10 beschrieben in 0,5 % Caseinldsung verdunnt
(frisch hergestellt durch Mischen des Antikdrpers mit Caseinlésung und PBS).

Casein-Losung 1% Casein
0,1 % Natriumacid (NaNs3),
sterilfiltrieren; Lagerung bei 4° C

Deckglaschen mit Aceton waschen
3 bis 4 Stunden mit 2 % Na,CO3 bei RT inkubieren
mehrmals mit A.bidest waschen

trocknen, autoklavieren

para-Phenyldiamin 10 ml PBS-
100 mg p-Phenylendiamin
90 ml Glycerol
pH 8 mit 0,5 M Carbonat-/Bicarbonatpuffer (3,7 g NaHCO3; und
0,6 g N&oCO3 ad 100 ml)einstellen



Methoden 61

3.11 Proteinpraparation

3.11.1 Herstellung von Zellysaten

Die Zellen wurden bis zu Konfluenz von 85 % - 95 % kultiviert und je nach Experiment
entsprechend 3.8.3 mit Reagenzien behandelt. Wurden die Zelllysate anschlief3end fur die
SDS-PAGE verwendet, wurden sie entweder direkt in 1x SDS-Probenpuffer oder in Tris-
SDS-Puffer (unvollsténdiger Probenpuffer, |&sst Proteinbestimmung zu) lysiert. War, wie zum
Beispiel nach allen metabolischen Markierungen, eine Immunprézipitation als

anschlief3endes Experiment geplant, wurden die Zellen in RIPA-Puffer lysiert.

(1x) Sample buffer 62,5M Tris-HCI, pH 6,8
3 % (w/v) SDS
10 % (v/v) Glycerin
5 % (v/v) [-Mercaptoethanol
0,001 % (w/v) Bromphenolblau

Tris-SDS-Puffer 0,06 M Tris-HCI, pH 6,8
3% SDS

Lysevon Zellen in RIPA-Puffer

Vor der Lysierung wurden die Zellen zweima mit PBS (RT) gewaschen, auf Eis gestellt und
nochmals mit PBS (4°C) gewaschen. Nach dem letzten Waschen wurden die Zellen
sorgféltig trockengesaugt und entsprechend der Schalengrof3e 250 ul (3,5 cm-Schale) oder
500 ul (6 cm-Schale) Lysispuffer auf den Zellrasen gegeben. Nach 5 Minuten Inkubation auf
Eis wurden die Zellen mit Hilfe eines Gummischabers und in en 15 ml
Schraubdeckel reaktionsgefald tberfuhrt. Nun wurde dieser Ansatz weitere 20 Minuten auf Eis
inkubiert und wahrend dieser Zeit alle 5 Minuten mit dem Strudel mischer sorgfaltig gemischt.
Das Lysat wurde anschlief3end 30 Minuten bei 4°C (13000 UpM, Sigma) zentrifugiert und der
Uberstand entweder sofort fiir eine Immunprézipitation eingesetzt oder bei —20°C (radioaktive
Proben) oder —70°C (nicht radioaktive Proben) gelagert. Zur Lyse von mit *P-ortho-Phosphat
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markierten Zellen wurde dem Lysispuffer zusdtzlich Na-ortho.Vanadat in der

Endkonzentration 10 mM zugegeben.

RIPA-Puffer 10 mM Phoshphatpuffer pH 7,2
0,1 % (W/v) SDS
1 % (v/v) Triton-X-100
0,1 % (w/v) Natruimdesoxycholat (DOC)
40 mM NaF
vor Verwendung 1*Complete™ (Stock: 25*, Boehringer

Mannheim) hinzufiigen

Phoshphatpuffer 10 mM NaHPO, (pH 9,16)
pH 7,2 mit 10 mM NaH,PO, (pH 4,7) auf pH 7,2 einstellen
3.11.2 Bestimmung der Proteinkonzentration von Zelllysaten

Die Konzentrationsbestimmung von Proteinlysaten wurde mit Hilfe des Reagenziensatz
Bicinchonic Acid Protein Assay Kit von Sigma durchgefthrt. Das Prinzip beruht auf der
Fahigkeit der Proteine zur Reduktion von Kupfersulfat. Dabel ist die photometrische
Absorption der zu untersuchenden Kupfersulfatlosungen bei 562 nm proportional zur
Proteinkonzentration. Die Durchfihrung erfolgte nach Herstellerangaben.

3.11.3 Immunprazipitation

Mit Hilfe von Protein A, das in Protein A-Sepharose (Pharmacia) kovaent gebunden an eine
Sepharose-Matrix vorliegt, wird die konstante Region von zum Beispiel Kaninchen
Antikoérpern gebunden und damit immobilisiert. So kénnen spezifische Proteine aus einem
Zdllysat in Form von Antikorper-Antigen-Komplexen isoliert werden.

250 pl  RIPA-Zelllysat (Kapitel 3.11.1) wurden mit 40 pl Sepharose CL-4B (in TBS,
Pharmacia) versetzt und zwei Stunden bei 4°C drehend inkubiert. Der Ansatz wird
anschlieBend zentrifugiert (Sigma, 6000 UpM, 4°C, 2 min) und der Uberstand zu einem
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vorbereiteten Gemisch aus 10 pl Protein A-Sepharose (in TBS, Pharmacia) und Antikorper
pipettiert und 12 bis 14 Stunden bei 4°C drehend inkubiert. Die entstandenen Komplexe aus
Antigen , Antikorper und Protein A-Sepharose wurden in einem Zentrifugationsschritt
sedimentiert (Sigma, 6000 UpM, 4°C, 2 min). Das Pellet wurde dann dreimal mit je 500 pl
Waschpuffer und einmal mit A.bidest gewaschen, zwischen Waschschritten wurde das Pellet
durch Zentrifugation erneut sedimentiert (Sigma, 6000 UpM, 4° C, 2 min).

Zur Vorbereitung der Auftrennung der immunprézipitierten Proteine in der SDS-PAGE
(Kapitel 3.12) wurden die moglichst trockenen Pellets mit 15 pl 1* SDS-Probenpuffer versetzt
und nach kraftigen Mischen 5 Minuten bei 60° C im Wasserbad erhitzt. Der Ansatz wurde
zentrifugiert (Sigma, 13000 UpM, RT, 2 min) und der Uberstand wurde einer SDS-PAGE
unterzogen.

Sollten die Proben vor der elektrophoretischen Auftrennung mit alkalischer Phosphatase
behandelt werden, wurde das Pellet nach dem dritten Waschschritt in 500 pl A.bidest
resuspendiert und gleichmal3ig auf zwel 1,5 ml-Reaktionsgefde verteilt. Die eine Héfte
wurde as Kontrollprobe ohne akalisch Phosphatase-Behandlung auf Eis aufbewahrt, die
zweite Halfte wurde zentrifugiert (Sigma, 6000 UpM, 4°C, 2 min). Der Uberstand wurde
verworfen und das Pellet in 500 pl Verdinnungspuffer gewaschen, zentrifugiert (Sigma, 6000
UpM, 4° C, 2 min) und der Uberstand verworfen. Zu dem Pellet wurden dann 15 pl
Verdunnungspuffer und 5 U alkalische Phosphatase (Boehringer Mannheim) hinzugegeben
und 30 Minuten bel 37° C im Wasserbad inkubiert. Anschlief3end wurden beide Proben, mit
und ohne akalische Phosphatase zentrifugiert (Sigma, 6000 UpM, 4°C, 2 min) und der
Uberstand in der SDS-PAGE eingesetzt. Zur Immunprézipitation von mit *P-ortho-Phosphat
markierten Proteinen wurde dem Waschpuffer zusétzlich Na-ortho-Vanadat in der

Endkonzentration 10 mM zugegeben.

TBS fiur Sepharose 50 mM Tris-HCI, pH 7,4
150 mM NaCl
0,02 % (w/v) NaN3

Waschpuffer (pH 7,0) 10 mM Phoshphatpuffer, pH 7,0
1M NaCl
10 mM EDTA
40 mM NaF
0,2 % (v/v) Triton-X-100
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Verdunnungspuffer(pH 9,7) 1 mM Tris-HCI, pH 9,5
0,5 mM MgCl,
0,4 uM ZnCl,

3.12 » Pulse-Chase“-Experimente

Zur Bestimmung der Halbwertszeit wurden Zellen fiir eine Stunde (Pulse) mit *S-Methionin
markiert und anschliefiend nicht direkt lysiert, sondern zuerst fir verschiedene Zeiten in
Kulturmedium mit doppelter Methioninkonzentration weiterkultiviert (Chase).

Eine Schale (0O Stunden Chasezeit) wurde nach der Markierung sofort lysiert, die restlichen
Zelen wurden nach der einstiindigen Markierung mit *S-Methionin zweimal mit
Kulturmedium mit doppelter Methioninkonzentration gewaschen und sofort weiterkultiviert.
Wurde der Einflufd von Degradationshemmern untersucht, so wurden dem Medium direkt zu
Anfang der Chasezeit Lactacystin und Chloroquin in den in Kapitel 3.8.3 aufgefiihrten
Konzentrationen hinzugefugt.

Nach verschiedenen Chasezeiten wurden die Zellen wie in Kapitel 3.11.1 beschrieben mit
RIPA-Puffer lysiert und anschlief3end eine Immunprézi pitation durchgefihrt.

3.13 SDS-Polyacrylamidgel-Elektrophorese (SDS-PAGE)

Zur Auftrennung von Proteinen nach ihrer GrofRe wurde die diskontinuierliche SDS-
Gelelektrophorese nach Laemmli (1970) angewandt. Es wurden Trenngele mit einem Gehalt
an Polyacrylamid von 10 beziehungsweise 12,5 % und einer Dicke von 1,5 mm verwendet.
Zunéchst wurde das Trenngel gegossen und mit 0,1 prozentiger SDS-L6sung Uberschichtet.
Nachdem das Trenngel polymerisiert war, wurde die SDS-Lésung entfernt und das
Sammelgel mit eingesetztem Kamm gegossen. Die fertig polymerisierten Gele wurden in die
Elektrophoreseapparatur eingespannt.

Zu Proben, die in TrissSDS-Puffer lysiert wurden, wurde im Verhdtnis 3:1
4 x SDS.Probenpuffer gegeben, in SDS-Probenpuffer lysierte Proben konnten direkt
aufgetragen werden. Parallel zu den Proben wurde ein Molekulargewichtsstandard
aufgetragen. Die Elektrophorese erfolgte anfangs bel 20 mA (Sammelgel) und spéter bei
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25 mA (Trenngel). Nachdem die Proben aus den Taschen in das Sammelgel gelaufen waren
wurde eine Wasserkuhlung (10°C) angeschlossen. Nach der Elektophorese wurden die Gele
mit nicht radioaktiv markierten Proben direkt fir den Elektrotransfer (Kapitel 3.13)
verwendet. Gele mit radioaktiven Proben wurden zunéchst fixiert (50 % Methanol. 15 %
Eisessig, 35 % A.bidest) und entweder direkt getrocknet oder zuerst mit Amplify-Ldsung
(Amersham) inkubiert und dann getrocknet. Anschlief3end wurden die getrockneten Gele in
einer Filmkassette mit einem Rontgenfilm (*°S: BioMax MR oder ¥P: X omat AR von
Kodak) bei —70°C autoradiographiert.

Losung A 30 % (w/v) Acrylamid
0,8 % (w/v) N,N"-Methylen-bis-acrylsdureamid

Losung B 1,5M Tris
0,4 % (w/v) SDS
pH 8,8 mit konz. HCI

Losung D 0,5M Tris
0,4 % SDS (w/v)
pH 6,8 mit konz. HCI

0,4%Sammelgel (pH 6,8) 1,00 ml Acrylamid-Stammlsg.
1,88 ml Losung D
4,50 ml A. bidest
10,0 pl TEMED (N,N,N",N"-Tetramethylendiamid)
45,0 pl APS (Ammoniumperoxodisulfat)

Trenngel (pH 8,8) 12,5 % 6,72 ml Acrylamid-Stammlsg.
5,04 ml Losung B
8,12 ml A. bidest
18,8 ul TEMED
96,6 ul APS
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Trenngel (pH 8,8) 10 % 8,30 ml Acrylamid-Stammlsg.
5,04 ml Lésung B
8,12 ml A. bidest
15,13 pl TEMED
96,6 ul APS

Elektrophorese-Puffer (10 x) 0,25M Tris
1,92 M Glycin
1%SDS

(4 x) Sample buffer 250 M Tris-HCI
12 % (w/v) SDS
40 % (v/v) Glycerin
20 % (v/v) 3-Mercaptoethanol
0,004 % (w/v) Bromphenolblau

3.14 Proteintransfer und immunologischer Nachweis

3.14.1 Elektroblot

Der Transfer der Proteine aus dem Gel auf Nitrozellulose erfolgte mit Hilfe eines Elektroblots
in Elektrotransfer-Puffer (Sambrook et al., 1989). Die durch SDS-Anlagerung negativ
geladenen Proteine wurden durch Anlegen eines elektrischen Feldes aus dem Gel auf die
proteinbindende Nitrozellulose (0,45 pm, Schleicher und Schill) tbertragen. Dazu wurden
die am Transfer beteiligten Komponenten mit Elektrotransfer-Puffer durchtrénkt und in
folgender Reihenfolge luftblasenfrei Ubereinandergelegt: ein Schaumstofflappen, eine Lage
3MM-Papier, das Gel, die mit A. bidest befeuchtete Nitrozellulose, eine weitere Lage 3MM-
Papier und zum Schluss ein zweiter Schaumstofflappen. Dieser Sandwich-Aufbau wurde in
die mit Elektrotransfer-Puffer geflillte Elektroblotkammer eingesetzt und der Transfer erfolgte
2 Stunden bei einer angelegten Spannung von 100 V bel 4°C.

Nach Beendigung des Transfers wurde der Molekulargewichtsmarker von der Nitrozellulose-
Membran abgetrennt, in Ponceau S geférbt und getrocknet. Die restliche Membran wurde
entweder direkt for den immunologischen Nachweis eingesetzt oder zwischen zwei

Filterpapieren getrocknet. Das Polyacrylamidgel wurde fur 2 Stunden in Coomassie-
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Farbel 6sung gefarbt und die Proteinbanden durch mehrmaliges Wechseln der Entféarbel 6sung

sichtbar gemacht.

Elektrotransfer-Puffer 20 mM Tris
150 mM Glycin
20 % Methanol

Coomassie-Farbel sung 0,25 % (w/v) Coomassie Brillant Blue R-250
10 % (v/v) Essigsaure
50 % (v/v) Methanol
Filtrieren durch Faltenfilter; Lagerung lichtgeschitzt bei RT

Coomassie-Entfarber 10 % (v/v) Essigsaure
30 % (v/v) Methanol

Ponceau S Farbel 6sung 0,2 % (w/v) Ponceau S

3 % (v/v) Trichloressigsaure

3.14.2 Immunologischer Proteinnachweis

Die Membran mit den transferierten Proteinen wurde, direkt nach dem Elektroblot oder
getrocknet nach einer 5-minttigen Inkubation in A. bidest, zur Absattigung unspezifischer
Bindungsstellen 2 Stunden unter Schwenken bei RT in Roti-Block inkubiert. Anschlief3end
erfolgte die Inkubation mit dem spezifischen Antikorper Uber Nacht bel RT.

Am folgenden Tag wurden die nicht gebundenen Antikdrper durch zweimaliges Waschen
(20 min, 30 min) mit Blotto entfernt und die Membran anschlieRend mit *#I-Protein A
(0,5 uCi/ml, Amersham) fur 2 Stunden unter Schwenken inkubiert. Unspezifisch gebundenes
12|_protein A wurde durch viermaliges Waschen mit Roti-Block (je 30 min) entfernt. Die
Membran wurde dann kurz in PBS gewaschen und anschlief3end getrocknet. Die
Autoradiographie erfolgte in einer Filmkassette mit einem Rontgenfilm (X omat AR von
Kodak) bel —70° C.

Roti-Block 1 x 10 x Roti-Block (Roth)
mit A. bidest frisch herstellen
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4 Ergebnisse

4.1 Die Halbwertszeit von Connexin43 ist abhangig von der

exprimierenden Zelle

Connexind3 ist eines der meistuntersuchtesten Connexine, auch Halbwertszeitbestimmungen
wurden schon mehrmals durchgefuihrt. So ergab die Untersuchung der Halbwertszeit von
Cx43 zum Beispiel in priméren Rattenherzmuskelzellen 1-2 Stunden (Laird et al., 1991)
beziehungsweise 1,4 Stunden (Laing et al., 1998) und in mit Cx43 transfizierten E36-Zellen
2,5 Stunden (Laing, 1995). Die exakte Bestimmung einer Halbwertszeit ist experimentell
schwierig und es kann davon ausgegangen werden, dass sich die Ergebnisse unterschiedlicher
Experimentatoren stark unterscheiden kénnen. Die Bestimmung der Halbwertszeit von Cx43,
paralel unter den gleichen Laborbedingungen durchgefihrt in verschiedenen Zellsystemen,
sollte zeigen, ob die Halbwertszeit von Connexinen ene proteintypische Konstante ist oder ob

sievon der Zelle, die das Connexin exprimiert, abhangig ist.

Zdllinie | Referenz

IAR20 |eine Leberepithel-Zdlllinie aus Ratte (Montesano et al., 1977)
WBF344 | eine Leberepithel-Zelllinie aus Ratte (Tsao et al., 1984)

HeLaK7 |eine Cervixcarcinom-Zelllinie aus menschlichem Gewebe (Gey et al., 1952), die
mit rCx43 stabil transfiziert wurde (Elfgang et al., 1995)

U 87 |eineGlioma-Zelllinie aus menschlichem Gewebe (Ponten und Macintyre, 1968)

Tabelle4 — 1: Untersuchte Zellen und Referenzen

Es ist bekannt, dass die in der Tabelle 4 — 1 aufgefuhrten Zellen Connexind3 exprimieren.
Cx43 wurde mittels RNS-Blot und Immunoblot nachgewiesen (WBF344: Ren et al., 1994,
IAR20: Bex et a., 1995, 19; HeLaK7: Elfgang et al., 1995; U 87: Shinoura et a., 1996). In
der Literatur werden WBF344-, IAR20- und HeLaK7-Zellen als gut koppelnd charakterisiert
und weisen in der Immunfluoreszenz-Analyse die fir Connexine typischen Signale an den
Kontaktmembranen auf.
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411 Nachweis von Cx43 in den verschiedenen

Zellensystemen

Eine Immunoblot-Analyse der Zelllysate sollte zeigen, in welchem Mal3e die verschiedenen
Zellen Cx43 exprimieren. In alen Zelllysaten konnte ein deutliches Signal bel ca. 43 kDa
(nichtphosphoryliertes Cx43: Py oder NP) und oberhalb 43 kDa bis 46 kDa (phosphoryliertes
Cx43: Py, P, P; und hochphosphoryliertes Cx43 HP) detektiert werden, die Signalintensitéten
der IAR20-, WBF344- und U 87-Zelllysate waren etwas schwécher aber in vergleichbarer
Grofenordnung wie die Intensitét des Signalsder Hel aK7-Transfektanten (Abb. 4 - 1).

kDa

68 —»

45 —p . ; . " Cx43 Pla P2, P3, HP
Cx43 Py

29 —p
26 —p

HelLaK7 IAR20 HelLaK7 WBF344 HelL aK7 u 87

Abbildung 4 - 1. Immunoblotanalysen von IAR 20-, WBF 344-,U 87 und HeL aK 7-Zelllysaten

Jeweils paarweise wurden die gleichen Mengen an Gesamtprotein der Lysate von HelLaK7 und 1AR20
beziehungsweise WBF344 oder U 87 aufgetragen. Die Detektion der Signale erfolgte durch Markierung mit
1253 Protein A und anschlieRende Autoradiographie.

Zur weiteren Untersuchung der Expression wurde Cx43 mit affinitétsgereinigten polyklonalen
Antikdrpern aus den verschiedenen metabolisch mit **S-Methionin markierten Zelllysaten
immunprézipitiert. Die Analyse des isolierten Cx43-Proteins mittels SDS-PAGE und
anschlief3ender Autoradiographie ergab ebenfalls deutliche, positive Signale bei ca. 43 kDa
(nichtphosphoryliertes Cx43: Py) und oberhalb 43 kDa (phosphoryliertes Cx43) (Abb. 4 - 1).
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Abbildung 4 — 2: Immunpr&zipitationen von Cx43 aus | AR20-, WBF344-,U 87 und HeL aK 7- Zelllysaten
Die Zellen wurden vorher mit 3S-Methionin metabolisch markiert und das immunprazipitierte Cx43 nach
Auftrennung durch SDS-PAGE mittels Autoradiographie detektiert.

In der Literatur wurde zwar beschrieben, dass U 87-Zellen Cx43 exprimieren, aber im
Gegensatz zu den anderen untersuchten Zellen wurden keine Aussagen tber die Kopplung der
Zellen und die Lokalisation des Connexins gemacht, so dass nicht sicher ist, ob Cx43 in
diesen Zellen funktionelle Gap Junctions bildet. Ein Vergleich der Halbwertszeiten von Cx43
in verschiedenen Zellen ist aber nur dann sinnvoll, wenn in Cx43 in allen untersuchten
Zdllen funktionierende Gap Junction Kandle bildet. Anhand einer indirekten
Immunfluoreszenzanalyse von U 87- im Vergleich zu HelLaK 7-Zellen konnte gezeigt werden,
dass Cx43 auch in diesen Zellen an den Kontaktmembranen lokalisiert ist (Abb. 4 - 3) .
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Abbildung 4 — 3: Immunfluor eszenzanalysen von U87- und HeL aK 7- Zellen.

Die fur Connexine typischen Signale an den Kontaktmembranen konnten sowohl bei U87- Zellen als auch bei
den HelLaK 7-Transfektanten nachgewiesen werden. Cx43 wurde durch den spezifischen Antikorper erkannt und
durch Cy3-konjugierten zweiten Antikérper nachgewiesen. Der Balken entspricht ca. 20 um.

A: Fluoreszenzaufnahmen, B: Phasenkontrastaufnahmen.

Die Funktionalitdt der Gap Junction Kande zwischen U 87-Zellen wurde durch die
Ausbreitung von Lucifer Yellow, einem fluoreszierenden Farbstoff, der in eine einzelne Zelle
injiziert wurde, nachgewiesen. Die Anzahl benachbarte Zellen erster und zweiter Ordnung, in
die der Farbstoffes aus der injizierten Zelle durch Gap Junction Kande innerhalb einer
bestimmten Zeit gelangt, dient als ein Mal3 fir die Kopplung der Zellen. Mikroinjektion von
Lucifer Yellow in U 87-Zellen zeigte, dass auch diese Zellen funktionierende Gap Junction
Kandle besitzen, durch die sich der Farbstoff in die Nachbarzellen der injizierten Zelle
ausbreitet (Abb. 4 - 4).



Ergebnisse 72

Abbildung 4 — 4: Mikroinjektionsexperimente mit U87- und HeL aK 7- Zellen.

In eine einzelne U87- oder HeLaK7-Zelle wurde der Farbstoff Lucifer Yellow injiziert und das Ausmald der
Kopplung nach 90 Sekunden beobachtet. Die mit Farbstoff injizierte Zelle ist mit einem roten
Stern % gekennzeichnet, der Balken entspricht ca. 12 um.

A Fluoreszenzaufnahmen, B: Phasenkontrastaufnahmen.

Ein Vergleich von Injektionsexperimenten mit HeLaK7- und U 87-Zellen (Abb. 4 - 4) ergab
eine geringere Kopplung fur U87-Zellen. Die quantitative Auswertung ist in Tabelle 4 - 2
dargestellt. Die Auszdhlung der Zellen in die sich der Farbstoff ausgebreitet hatte, erfolgte
90 Sekunden nach Injektion der Zellen mit Lucifer Yellow. Unterschieden wurde zwischen
koppelnden Zellen 1. Ordnung, also Zellen, die der injizierten Zelle unmittelbar benachbart
waren und solchen 2. Ordnung, die den Zellen 1. Ordnung unmittelbar benachbart waren. Die
Angabe koppelnde Zellen 1. Ordnung erfolgt in % der Anzahl der Zellen 1. Ordnung
insgesamt, gleiches gilt fur die Zellen 2. Ordnung. Die Bestimmung der Ordnung bel U87-
Zellen ist relativ schwierig, da die Zellen nicht nur in einer einzelnen Schicht, sondern
teilweise auch Ubereinander wachsen und die Zellen aul3erdem lange, diinne Ausléufer bilden,
die ummittel baren Kontakt ermoglichen, der nicht unbedingt offensichtlich ist. U 87-Zellen
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koppeln etwas schwécher as die HeLa-Cx43-Transfektanten, der injizierte Farbstoff konnte

sich aber in den Uberwiegenden Teil der Nachbarzellen (70 %) ausbreiten.

Anzahl der Anzahl der koppelnde Zellen koppelnde Zelen
Injektionen gefarbten Zelen 1. Ordnung 2. Ordnung
insgesamt
usg7 20 8+28 70+ 10,5% 85+ 13,7%
HelL aK7 20 13+17 96+119% 84+12,7%

Tabelle 4 —2: Mikroinjektionsexperimente mit U 87- und HelL aK 7- Zellen.

In eine einzelne U 87- oder HelLaK7-Zelle wurde der Farbstoff Lucifer Yellow injiziert und das Ausmald der
Kopplung nach 90 Sekunden beobachtet. Die Angaben Anzahl der Injektionen und Anzahl der geférbten
Zellen insgesamt sind in absoluten Werten angegeben, die Anzahl der gefarbten Zellen insgesamt wurde Uber
dle Injektionen gemittelt. Die Angaben koppelnde Zellen 1. und 2. Ordnung sind, bezogen auf die
Gesamtanzahl der Zellen, die der injizierten Zelle jeweils in 1. und 2. Ordnung benachbart waren, in Prozent
angegeben. Alle Werte sind mit Standardabweichung angegeben.

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass das in den untersuchten vier Zelllinien
exprimierte Cx43-Protein zum Aufbau von funktionellen Gap Junction Kandlen verwendet

wird und die Zellen eine gute Kopplung aufweisen.

4.1.2 Bestimmung der Halbwertszeit von Connexin43 in

den verschiedenen Zellsystemen

Proteine werden in der Zelle stéandig aus Aminosaurebausteinen synthetisiert und wieder zu
diesen abgebaut. Als Mal3 fur die Geschwindigkeit der Degradation dient hierbel die
Halbwertszeit der Proteine, also die Zeit nachdem die Hafte der urspriinglich vorhandenen
Menge des Proteins abgebaut wurde. Die Abbaukinetik der Connexine entspricht einem
negativen exponentiellen Wachstum.

Die Bestimmung der Halbwertszeit erfolgte mittels , Pulse-Chase*- Experimenten. Hierbel
werden die verschiedenen zu 90 bis 95 % konfluenten Zellen zwei Tage nach dem
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Ausplattieren zuerst fur die Dauer einer Stunde mit einem methioninfreien Medium kultiviert
(Hungern), dann metabolisch in Gegenwart von **S-Methionin markiert (, Pulse). Fir die in
dieser Zeit von den Zellen synthetisierten Proteine wird auch radioaktiv markiertes Methionin
als Baustein genutzt. Anschlief3end werden die Zellen fur verschiedene Zeiten mit Medium,
das die doppelte nicht radioaktive Methioninkonzentration enthalt, kultiviert (,Chase’). Ab
jetzt kann der Abbau der radioaktiv markierten Proteine verfolgt werden. Schliefdlich werden
die Zellen lysiert, Cx43 wird immunpréazipitiert und aufgetrennt. Die Autoradiogramme
zeigen Signale abnehmender Intensitdt, die dem geringer werdenden Gehalt an radioaktiv
markiertem Protein mit zunehmender ,, Chase*-Zeit entsprechen (Abbildung 4 -5und 4 - 7).

» Chase"-Zeit (in Stunden)

/| W W = e
Cx43 — sl
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Cx43 —
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0 1 2 4 6 8

Abbildung 4 —5: Beispiel einer ,, Pulse-Chase" -Experimentreihe von WBF344-Zellen

Die Zellen wurden fiir eine Stunde mit *S-Methionin markiert (Pulse), anschliefend fiir verschiedene Zeiten (O,
1, 2, 4, 6, und 8 Stunden) mit nicht radioaktivem Medium kultiviert (Chase) und lysiert. Das aus den Zelllysaten
immunprézipitierte Cx43 wurde nach Auftrennung durch SDS-PAGE mittels Autoradiographie detektiert.
Dargestellt sind die Cx43-Signale der kirzer exponierten Autoradiogrammen von vier unterschiedlichen
Experimenten. In die Auswertung miteinbezogen wurden die abnehmenden Signale von Cx43 P, und von den
phosphorylierten Formen.
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Fur die verschiedenen Zelllinien wurden meist vier ,, Pulse-Chase” -Experimente durchgefhrt,
die Signale nach Autoradiographie (Abbildung 4 — 5 und 4 - 7) mit Hilfe des Programms
Imagemaster ausgewertet und mit den Ergebnissen der Proteinbestimmung der Zelllysate
verrechnet. Von jedem Experiment wurden hierbel verschiedenen lang exponierte
Autoradiogramme ausgewertet. Die so erhatenen prozentualen IOD-Werte (Intensitét
optischer Dichte der Signale, der zu der ,,Chase*-Zeit null Stunden gehdrige Wert wurde as
100 Prozent gesetzt) wurden unter Verwendung des Programms Graph Pad Prism als Gerade
der Form Iny = mx + n dargestellt (Abbildung 4 — 6).

WBF344

=
o
]

10D (%)

0 | | | | | | | | | |
o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Zeit (Stunden)

Abbildung 4 — 6: Beispiel einer Auswertung: , Pulse-Chase" -Experimentreihe von WBF344-Zellen

Die prozentuaen 10D-Werte (y-Achse; der Wert, der zur ,,Chase”-Zeit null Stunden gehdrt wurde als 100
Prozent gesetzt) aus vier unterschiedliche Experimenten wurden halblogarithmisch gegen die Zeit (x-Achse)
aufgetragen und unter Verwendung des Programms Graph Pad Prism als Gerade der Form Iny = mx + n
dargestellt.

Die experimentell ermittelten Werte lief3en sich ale in guter Naherung as ene
Regressionsgerade in dieser Form darstellen (die Korrelationskoeffizienten r waren stets
groRRer as 0,93, was fur funf oder mehr Werte bedeutet, dass zwischen den Werten mit
mindestens 98 % Sicherheit eine lineare Beziehung besteht). Die Funktionsparameter der

Geraden wurden durch das Programm Graph Pad Prism berechnet und die Halbwertszeit ty,



Ergebnisse 76

wurde nach der Formel ty, = (In50 - n) / m aus der Geradegleichung fur den Funktionswert
50 Prozent bestimmt, die Wachstumskonstante der Exponentialfunktion k ergibt sich aus der
Formel k =1n2/ ty.

IAR20 -Z€dllen
» Chase"-Zeit (in Stunden)
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Abbildung 4 —7: , Pulse-Chase" -Experimente von | AR20-, WBF344-, U 87 und HelL aK 7-Zellen

Dargestellt sind Autoradiogramme von ,, Pulse-Chase” -Experimenten zur Halbwertszeitbestimmung von Cx43 in
IAR20-, WBF344-,U 87 und HelLLaK 7-Zellen (abgebildet in dieser Reihenfol ge von oben nach unten). Die Zellen
wurden fiir eine Stunde mit **S-Methionin metabolisch markiert (Pulse) anschliefend fiir verschiedene Zeiten
0, 1, 2, 3, 4, 6, und 8 Stunden) mit nicht radioaktivem Medium kultiviert (Chase) und lysiert. Das aus den
Zelllysaten immunprézipitierte Cx43 wurde nach Auftrennung durch SDS-PAGE mittels Autoradiographie
detektiert. Dargestellt sind stellvertretend die Signale von jeweils einem Experiment der verschiedenen
Zdllinien. In die Auswertung miteinbezogen wurden die abnehmenden Signale von Cx43 P, und von den
phosphorylierten Formen.
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Die fur ene Zdllinie ermittelten Werte stimmten mest sehr gut Uberein
(Tabelle 4 — 3), die Bestimmungen erfol gten insgesamt mit einer guten Reproduzierbarkeit.
Die Auswertung der ,Pulse-Chase*-Experimente, die mit den verschiedenen Zelllinien
durchgefuhrt wurden (Abbildung 4 — 7) zeigte, dass die Halbwertszeit von Connexinen keine
vom Zelltyp unabhangige Grofie ist, sondern von Zelllinie zu Zelllinie variieren kann.

Die Halbwertszeit von Cx43 in den beiden Leberepithelzelllinien, 2,5 Stunden in WBF344-
und 2,6 Stunden in IAR20-Zellen, sind sehr dhnlich. Auch die Halbwertszeit in HelLaK7-
Zellen weicht mit 2,4 Stunden von diesen Werten kaum ab. Die Habwertszeit in den
Gliomazellen U 87 ist mit 1,9 Stunden aber deutlich kirzer. Die Ergebnisse der
Halbwertszeitbestimmungen sind in Tabelle 4 — 3 zusammengefasst.

Zdllinien Halbwertszeit Standar dabweichung
IAR20 2,5 Stunden 0,1 Stunden
WBF344 2,6 Stunden 0,1 Stunden
U 87 1,9 Stunden 0,1 Stunden
Hel aK7 2,4 Stunden 0,1 Stunden

Tabelle 4 — 3: Halbwertszeiten.
Die Halbwertszeiten von Cx43 in IAR20-, WBF344-, U 87- und Hel.aK7-Z€ellen wurden durch Auswertung von

»Pulse-Chase" -Experimenten bestimmt. Der angegebene Wert in Stunden ist der Mittelwert aus mehreren
durchgefiihrten Experimenten. Die Werte sind mit Standardabwei chung angegeben.

Halbwertszeitbestimmungen eines Connexins kdnnen nur dann direkt miteinander verglichen
werden, wenn die Bestimmungen in den gleichen Zellen oder zumindest in &hnlichen
Zdllinien (wie z.B. WBF344- und IAR20-Zellen) durchgefiihrt worden sind, da die

Halbwertszeiten in verschiedenen Zdlllinien deutlich voneinander abwei chen kdnnen.
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4.2 Connexin26 wird in primaren Hepatozyten durch die

Expression von Cx32 stabilisiert

Die Degradation von Connexinproteinen ist ein moglicher Regulationsmechanismus der Zell-
Zell-Kommunikation. Bisher konnte gezeigt werden, dass die Halbwertszeit von Connexinen
keine zelltypunabhangige, konstante Groél3e ist, sondern von Zelle zu Zelle variieren kann.
Damit es mdglich ist, die Kommunikation Uber den Abbau von Connexinen gezielt zu
regulieren, muss es in der Zelle Moglichkeiten zur Modulation der Halbwertszeit geben.

Die Expression von Connexinen erfolgt gewebe- und zelltypspezifisch, wobei die meisten
Zelltypen zwei oder mehr verschiedene Connexine aufweisen. Das komplexe
Expressionsmuster und insbesondere die gemeinsame Expression von verschiedenen
Connexinen in einer Zelle konnte eine Mdglichkeit zur Modulation der Degradation
darstellen. So ist die exprimierte Menge von Cx26 in Cx32-defizienten priméaren
Maushepatozyten (exprimieren nur Cx26) im Vergleich zu normaen priméren
Maushepatozyten (exprimieren Cx26 und Cx32) auf circa 50 % reduziert, obwohl die Menge
an MRNS in beiden Zellen gleich ist (Nelles et al., 1996). Dieses Ergebnis ist Gberraschend,
da man eher erwarten wirde, dass die Menge an Cx26 ansteigt, um den Verlust von Cx32 in
der Zelle auszugleichen.

Um festzustellen, ob die molekulare Ursache der Reduktion der Proteinmenge von Cx26 in
priméren Maushepatozyten eine schnellere Degradationsrate ist, wurde die Halbwertszeit von
Cx26 mittels , Pulse-Chase*- Experimenten, analog wie in Kapitel 4.1.2 beschrieben,
bestimmt.

Die priméren Hepatozyten wurden aus den Lebern von 19 Tage aten Cx32-defizienten und
normalen (F1-Generation) Mausembryonen prapariert und drei Tage nach dem Ausplattieren
fur die , Pulse-Chase"-Experimente eingesetzt. Die Kulturen waren zu diesen Zeitpunkt zu
etwa 95 % konfluent. Die Qualitét der Préparationen wurde parallel zu jedem ,, Pulse-Chase" -
Experiment durch indirekte Immunfluoreszenzanalysen mit Antikorpern spezifisch gegen
Cx26 und Cx32 uUberprift. Solche Hepatozytenkulturen, die die fur funktionell aktive
Connexinkandle typischen, an den Kontaktmembranen lokalisierten Signale aufwiesen,

wurden fur die Experimente verwendet.
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Hepatozyten (Cx32 Knockout)
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Abbildung 4 - 8: , Pulse-Chase" -Experimente von primar en Hepatozyten der M aus

Dargestellt sind Autoradiogramme von ,, Pulse-Chase” -Experimenten zur Halbwertszeitbestimmung von Cx26 in
Cx32-defizienten Maushepatozyten, von Cx26 in normalen Maushepatozyten sowie von Cx32 in normalen
Maushepatozyten (abgebildet in dieser Reihenfolge von oben nach unten). Die Zellen wurden fur eine Stunde
mit *°S-Methionin metabolisch markiert (Pulse) anschlieRfend fiir verschiedene Zeiten (0, 1, 2, 4 und 6 Stunden)
mit nicht radioaktivem Medium kultiviert (Chase) und lysiert. Das aus den Zelllysaten immunprézipitierte Cx26
und Cx32 wurde nach Auftrennung durch SDS-PAGE mittels Autoradiographie detektiert. Dargestellt sind
stellvertretend die Signale von jewells einem Experiment.
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Die Abbildung 4 — 8 zeigt Autoradiogramme von je einem ,, Pulse-Chase"* -Experiment nach
Immunprazipitation und Auftrennung durch SDS-Gelelektrophorese. Die Autoradiogramme
zeigen Signale abnehmender Intensitdt, die dem geringer werdenden Gehalt an radioaktiv
markiertem Protein mit zunehmender ,, Chase®-Zeit entsprechen. Zusétzlich zur Halbwertszeit
von Cx26 in Cx32-defizienten und normalen priméren Hepatozyten wurde auch die
Halbwertszeit von Cx32 in normalen priméaren Hepatozyten bestimmt.

Die Auswertung der ,Pulse-Chase’-Experimente, die mit priméaren Maushepatozyten
durchgefuhrt wurden (Abbildung 4 — 8) zeigte, dass die Habwertszeit von Cx26 in
Abwesenheit von Cx32 deutlich reduziert ist. Die Ergebnisse dieser Experimente sind in
Tabelle 4 4 zusammengefasst.

Zdlen Halbwertszeit Standar dabweichung
Normale 1,8 Stunden (Cx32) 0,1 Stunden
Hepatozyten 1,5 Stunden (Cx26) 0,2 Stunden

Cx32-defiziente

0,9 Stunden (Cx26) 0,1 Stunden
Hepatozyten

Tabelle 4 — 4: Halbwertszeiten von Connexinen in M aushepatozyten.

Die Halbwertszeiten von Cx26 und Cx32 in primédren Hepatozyten der Maus wurden durch Auswertung von
»Pulse-Chase" -Experimenten bestimmt. Der angegebene Wert in Stunden ist der Mittelwert aus mehreren
durchgefiihrten Experimenten. Die Werte sind mit Standardabwei chung angegeben.

In Wildtyphepatozyten betrégt die Halbwertzeit von Cx26 1,5 Stunden, in Cx32-defizienten
Zellen hingegen 0,9 Stunden. Dies entspricht einer Verkirzung der Halbwertzeit auf 60 % in
Abwesenheit von Cx32. Mit der Verkirzung der Halbwertzeit auf 60 % geht die Reduzierung
der Proteinmenge auf ca. 50 % einher. Connexinproteine konnen sich also gegenseitig gegen
Abbau stabilisieren. Die Connexinmenge in den Maushepatozyten wird durch den Abbau,

ersichtlich in der veranderten Halbwertzeit, reguliert.
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4.3 An der Degradation von Connexin26 und 32 sind sowohl

Lysosomen als auch Proteasomen beteiligt

Die meisten Membranproteine werden in den Lysosomen abgebaut (Steinman et al., 1983,
Hare, 1990). In jungster Zeit konnte aber auch fur die Degradation einiger Membranproteine
eine Beteiligung der Proteasomen nachgewiesen werden (Hicke, 1997). So zeigten Laing et
al. (1995, 1997 und 1998), dass beim Abbau des Proteins Cx43 beide Degradationswege,
lysosomaler und proteasomaler Abbau, eine Rolle spielen, wobel der proteasomale Abbau fur
die Zellen groRere Bedeutung zu haben scheint. Die Untersuchung der
Degradationsmechanismen von Cx26 und Cx32 sollte zeigen, ob dies auch fir Cx26 und
Cx32 zutrifft. Insbesondere sollte untersucht werden, ob die Destabilisierung von Cx26 in
Cx32-defizienten priméren Maushepatozyten sich auf deutliche Unterschiede der
Abbaumechanismen von Cx26 in Abwesenheit von Cx32 und koexprimiert mit Cx32
zurlckfuhren | &sst.

Neben priméren Maushepatozyten aus normalen und Cx32-defizienten Lebern wurden auch
HeLaTransfektanten, die Cx26 (Manthey, Dissertation, 1998) beziehungsweise Cx32
(Elfgang et al., 1995) exprimieren, fur die Experimente herangezogen, um algemeingiltigere

Aussagen Uber die Abbaumechanismen der beiden Connexinproteine treffen zu konnen.

4.3.1 Die Hemmung des lysosomalen und des proteasomalen
Abbauweges fuhren zu einer Steigerung der

Proteinmenge von Cx26 und Cx32

Um festzustellen, ob lysosomaler und/oder proteasomaler Abbau an der Degradation von
Cx26 und Cx32 beteiligt sind, wurden Kulturen von priméren Maushepatozyten und HeLa
Transfektanten mit spezifischen Hemmern fir beide Abbauwege behandelt. Ist einer der
beiden Abbauwege an der Degradation der untersuchten Connexine betelligt, ist eine
Steigerung der Menge an Connexinprotein in Anwesenheit des spezifischen Inhibitors zu
erwarten.
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Hel aCx26-Transfektanten Hel aCx32-Transfektanten
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Abbildung 4 — 9: Immunprazipitationen von Cx26 und Cx32 aus mit Lactacystin und Chloroquin
inkubierten embryonalen Hepatozyten und Hel a-Transfektanten

Die Zellen wurden vorher mit **S-Methionin metabolisch markiert und zu einem Teil der Zellen wurde wahrend
dieser Zeit Lactacystin oder Chloroquin in das Markierungsmedium gegeben. Cx26 beziehungsweise Cx32
wurde aus dem Lysat immunprézipitiert. Nach der Auftrennung durch SDS-PAGE wurden die Signale mittels
Autoradiographie detektiert. Zu jeden Experiment mit Einsatz der Inhibitoren Lactacystin (Lac) oder Chloroquin
(Chl) wurde parallel eine Kontrolle (Kon) ohne Inhibitoren durchgefiihrt und auf das gleiche Gel aufgetragen.
Dargestellt sind stellvertretend die Signale von jeweils einem Experiment.

Als Inhibitor des lysosomalen Abbauweges wurde Chloroquin, eine schwache Base, die den
pH-Wert in den Lysosomen und spéaten Endosomen anhebt und so die lysosomalen Enzyme
hemmt, verwendet. Lactacystin, das mit einer Untereinheit des Proteasoms reagiert und es so
spezifisch inhibiert (Fenteany et a., 1995) wurde zur Hemmung des proteasomalen
Abbauweges eingesetzt.

Die Experimente wurden unter &hnlichen Bedingungen (Inkubationszeiten und
Konzentrationen der Inhibitoren) durchgefihrt, wie die publizierten Experimente zum Abbau
von anderen Membranproteinen insbesondere von Cx43 (Laing et al., 1998) und dem
epithelialen Natrium-Kanal ENaC (Staub et al., 1997). Die Konzentrationen der Inhibitoren
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wurden hierbel von Zelltyp zu Zelltyp etwas variiert, um einen maximalen Effekt zu erzielen.
Im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrte vergleichende Experimente mit verschiedenen
Konzentrationen von Lactacystin und Chloroquin ergaben fir HelLaTransfektanten die
wirksamen Konzentrationen von 20 pMol (Lactacystin) beziehungsweise 240 pMol
(Chloroquin) und fur priméare Hepatozyten die wirksamen Konzentrationen von 25 uMol
(Lactacystin) beziehungsweise 300 pMol (Chloroquin).

Die zu 90 bis 95 % konfluenten Zellen wurden zwel Tage (HelLaTransfektanten)
beziehungsweise drei Tage (primére Maushepatozyten) nach dem Ausplattieren zuerst fur die
Dauer einer Stunde mit einem methioninfreien Medium kultiviert, dann in vivo mit einem *S-
haltigen Medium fir vier Stunden inkubiert (,, Pulse*). Wahrend dieser vier Stunden wurde zu
den Zellen in Dimethylsulfoxid gelostes Lactacystin oder as Kontrolle reines
Dimethylsulfoxid in das Medium gegeben. Chloroquin, gelést in physiologischer
Kochsalzlésung, beziehungsweise reine Kochsalzlésung als Kontrolle, wurde dem ,, Pulse”-
Medium fir die letzten drel Stunden hinzugefiigt. Anschlief3end wurden die Zellen lysiert und
Cx26 beziehungsweise Cx32 wurde aus dem Lysat immunprazipitiert und mittels SDS-PAGE
aufgetrennt. Die Autoradiogramme (Abbildung 4 — 9) zeigen Signale unterschiedlicher
Intensitét, die der Menge an Connexinprotein in den Lysaten der verschieden behandelten
Zellen entsprechen. Die Signal e wurden densitometrisch ausgewertet (Imagemaster), die 10D-
Werte der jewells paraled zu den enzelnen Experimenten durchgefihrten
Kontrollexperimente (Zugabe von Dimethylsulfoxid oder Kochsalzlsung) as 100 % gesetzt
und mit den Werten der Lactacystin- oder Chloroquin-Inkubation verglichen. Die
Experimente, Chloroquin/Lactacystin-Inkubation versus Kontolle, wurden fir jeden Zelltyp
mindestens dreimal durchgefihrt. Eine Zusammenfassung der Ergebnisse der einzelnen
Experimenteist in Tabelle 4 — 5 zu finden.

Eine Steigerung der Proteinmenge der beiden Connexine konnte sowohl bei Behandlung mit
Lactacystin (auf 155 % bis 190 %, verglichen mit der Kontrolle) als auch mit Chloroquin (auf
140 % bis 195 %, verglichen mit der Kontrolle) beobachtet werden. Dies ist ein Hinweis
dafir, dass beide Abbauwege an der Degradation der beiden Connexine Cx26 und Cx32
beteiligt sind. Die Wirkung von Chlororoquin auf die Menge der beiden untersuchten
Connexine war bei Hepatozyten und Hel a-Transfektanten meist etwas starker. Insgesamt ist
die Steigerung der Connexinmenge in Anwesenheit von Degradationshemmern in HelLa
Transfektanten (auf 185% bis 195%, verglichen mit der Kontrolle) hoher als in Hepatozyten
(auf 140 % bis 165 %, verglichen mit der Kontrolle), dies konnte auf die Uberexpression von
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Cx26 und Cx32 unter der Kontrolle starker Promotoren des verwendeten Expressionsvektors

zuriickzuftihren sain.

Zédlltypen Kontrolle . Chloroquin . Lactacystin .
Hel.a Cx26 (1) 100 % 190 + 30 % 195+ 30 %
Wt Hepatocyten, Cx26 (2) 100 % 165+ 25 % 150+ 20 %
Hepatocyten Cx32 ko (3) 100 % 155+ 10% 150+ 20 %
HelLa Cx32 (4) 100 % 190+ 10 % 185+ 15%
Wt Hepatocyten, Cx32 (5) 100 % 160 + 20 % 140 + 10 %
250
200
150
100 A
50 -
0.

Tabelle 4 — 5. Auswirkung von Lactacystin und Chloroquin auf die Menge an detektierten Cx26 oder
Cx32 in Wildtyp(Wt) Hepatozyten, Cx32 Knockout(Ko) Hepatozyten beziehungsweise in
Hel a-Transfektanten.

Metabolisch mit *S-Methionin markierte Zellen, in An- und Abwesenheit von Degradationshemmern, wurden
lysiert und Cx26 beziehungsweise Cx32 immunprézipitiert und mittels SDS-PAGE aufgetrennt. Die Intensitéten
der durch Autoradiographie detektierten Signale entsprechen der Menge an Connexinprotein in den Lysaten der
verschieden behandelten Zellen. Die 10OD-Werte der jeweils paralel zu den einzelnen Experimenten
durchgefiihrten Kontrollexperimente wurden als 100 % gesetzt und mit den Werten der Lactacystin- oder
Chloroquin-Inkubation verglichen. Die Werte sind mit Standardabweichung angegeben. Zur besseren Ubersicht
sind die Werte zusétzlich graphisch dargestellt.
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Beim Vergleich der Resultate von Cx26, as einzigem Connexin in Cx32-defizienten
Hepatozyten und koexprimiert mit Cx32 in normalen Hepatozyten, sind keine signifikanten
Unterschiede zu erkennen. Die Degradationsinhibitoren zeigen weitgehend gleiche Wirkung
in den untersuchten Zellen. Sowohl in Cx32-defizienten Hepatozyten als auch in normalen
Hepatozyten steigt die Menge an Cx26 in Anwesenheit von Lactacystin auf 155 % an. In
Anwesenheit von Chloroquin steigt die Menge an Cx26 in Cx32-defizienten Hepatozyten auf
155 % und in normalen Hepatozyten auf 165 % an, das heildt auch hier wird etwa der gleiche
Effekt erzielt. Der Degradationsmechanismus scheint in beiden Zellen der gleiche zu sein und
Cx32 kann also Cx26 gegen lysoma und proteasomal vermittelten Abbau gleichermal3en
schitzen.

Generell scheinen Proteasomen und Lysosomen in einem etwa gleichen Mal3e an der
Degradation von Cx32 und Cx26 in Hepatozyten und Hel a-Transfektanten beteiligt und der

Abbaumechanismus identisch zu sain.

4.3.2 Die Hemmung des lysosomalen und des proteasomalen
Abbauweges fluhrt zu einer Verlangerung der
Halbwertszeit von Cx26 und Cx32

Die Steigerung der Menge eines Proteins in Anwesenheit von spezifischen Inhibitoren der
lysosomalen Enzym- oder der Proteasomaktivitét ist ein Hinweis dafir, dass dieses Protein
Uber diese Wege abgebaut wird. Um auszuschlief3en, dass die Steigerung der Connexinmenge
in den untersuchten Zellen durch einen unbekannten Sekundéreffekt der eingesetzten
Inhibitoren verursacht wird, muss aber dennoch gezeigt werden, dass diese Inhibitoren
tatséchlich den Abbau von Cx26 und Cx32 hemmen, sich aso die Habwertszeit durch
Inkubation der Zellen mit den Inhibitoren im Vergleich zur Halbwertszeit, die in Zellkulturen
in Abwesenheit von Hemmern bestimmt worden ist, verlangert.

Zunéchst wurden die Halbwertszeiten von Cx26 und Cx32 in HelLaTransfektanten analog
wie in Kapitel 4.1.2 und 4.2 beschrieben bestimmt. Die Halbwertszeiten von Cx26 und Cx32
in normalen und Cx32-defizienten Hepatozyten wurden im Kapitel 4.2 bestimmt. Die ,, Pulse-
Chase"-Experimente (Abbildung 4 — 10) ergaben fur Cx26 in HelLaTransfektanten eine
Halbwertszeit von 1,9 Stunden und fur Cx32 ebenfals 1,9 Stunden. Die Ergebnisse sind in
Tabelle 4 — 6 zusammengefasst. Ein Vergleich der Halbwertszeiten von Cx26 zeigt, dass die
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Degradation von Cx26 in Cx32-defizienten Hepatozyten (Habwertszeit 0,9 Stunden)
ungefahr doppelt so schnell wie in HeLa-Transfektanten (Halbwertszeit 1,9 Stunden) erfolgt.
Dagegen ist der Unterschied der Degradationsrate von Cx26 in Hel a-Transfektanten
(Halbwertszeit 1,9 Stunden) zu Cx26 in normalen Hepatozyten (Halbwertszeit 1,9 Stunden)
wesentlich geringer, obwohl Cx26 in den Hepatozyten, im Gegensatz zu Cx26 exprimiert in
HelLaTransfektanten, durch Cx32 stabilisiert wird. Dies zeigt erneut, dass ein Vergleich der

Halbwertszeiten von Connexinen nur in gleichen oder sehr dhnlichen Zellen méglich ist.

Hel aCx26-Transfektanten

» Chase"-Zeit (in Stunden)

Cx26 — -
0 1 2 4 6 8
Hel aCx32-Transfektanten

Cx32 —

Abbildung 4 — 10: ,, Pulse-Chase" -Experimente von Hel. aCx26-und Hel aCx32-Transfektanten

Dargestellt sind Autoradiogramme von ,, Pulse-Chase" -Experimenten zur Halbwertszeitbestimmung von Cx26
und Cx32 in HelLa-Transfektanten. Die Zellen wurden fir eine Stunde mit *S-Methionin metabolisch markiert
(Pulse), anschlieffend fir verschiedene Zeiten (0, 1, 2, 3, 4, 6 und 8 Stunden) mit nicht radioaktivem Medium
kultiviert (Chase) und lysiert. Das aus den Zelllysaten immunprézipitierte Cx26 und Cx32 wurde nach
Auftrennung durch SDS-PAGE mittels Autoradiographie detektiert. Dargestellt sind stellvertretend die Signale
von jeweils einem Experiment.
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Die , Pulse-Chase"-Experimente zum Nachwels des Einflusses der Inhibitoren Lactacystin
und Chloroquin auf die Halbwertszeit von Cx26 und Cx32 in Hepatozyten und HelLa-
Transfektanten (Abbildung 4 — 11) wurden unter dhnlichen Bedingungen (Inkubationszeiten
der Inhibitoren und ,, Chase"-Zeiten) wie die publizierten Experimente zum Abbau von Cx43
(Laing et al., 1998) durchgefihrt. Die Konzentrationen der Inhibitoren wurden wie in Kapitel
4.3.1 gewdhlt. Lactacystin und Chloroquin wurden fir HelLaTransfektanten in den
Konzentrationen 20 uMol (Lactacystin) beziehungsweise 240 uMol (Chloroquin) und fir
primére Hepatozyten in den Konzentrationen von 25 pMol (Lactacystin) beziehungsweise
300 pMol (Chloroquin) eingesetzt.

Die Habwertszeitenbestimmungen von Cx26 und Cx32 in HelaTransfektanten und
primaren Maushepatozyten erfolgten mit folgenden Anderungen analog wie in Kapitel 4.1.2
und 4.2 beschrieben: Wahrend des ,, Chase” wurde zu den Zellen in Dimethylsulfoxid gel6stes
Lactacystin oder Chloroquin, gelost in physiologischer Kochsalzlésung, hinzugefiigt. Die
,Chase“-Zeiten betrugen 0, 2, 4 und 6 Stunden. Die Autoradiogramme (Abbildung
4 — 11) zeigen Signale, die deutlich langsamer in ihrer Intensité abnehmen as in den
Experimenten ohne Zugabe von Inhibitoren (Abbildung 4 — 8 und 4 — 10) beziehungsweise
fast gar nicht abnehmen. In Tabelle 4 — 6 sind die Ergebnisse der Halbwertszeitbestimmungen
in Anwesenheit der Degradationsinhibitoren zusammengefasst und auch die Werte in
Abwesenheit der Inhibitoren erneut aufgefihrt.

Unter dem Einfluss von Chloroquin verlangern sich die Halbwertszeiten von Cx26 und Cx32
in allen untersuchten Zellen auf tber sechs Stunden beziehungsweise es ist wahrend der sechs
Stunden ,,Chase”-Zeit keine Degradation festzustellen. Diese Ergebnisse sind in der Tabelle
mit > 6 Stunden eingetragen. Die Veranderungen der Halbwertszeit in Anwesenheit von
Lactacystin sind geringer. Dennoch lassen diese Ergebnisse keine Aussage dartiber zu, ob der
Antell lysosomaler oder proteosomaler Degradation grof3er oder wichtiger fur den Abbau der
Connexine Cx26 und Cx32 ist, da die Wirkungsmechanismen von Lactacystin und
Chloroquin unterschiedlich sind. Chloroquin ist eine membrangangige Base, die relativ
schnell von Zellen aufgenommen werden kann und schnell zu einer Erhdhung des pH-Werts
in den sauren Kompartimenten der Zelle, wie den spéten Endosomen und den Lysosomen,
fuhrt und dadurch die Reaktionsfahigkeit der Enzyme in den Lysosomen hemmt. Auch
Lactacystin kann die Zellmembran durchdringen und reagiert mit den im Zytosol lokalisierten
Multienzymkomplex, dem Proteasom. Durch die Ausbildung einer kovalenten Bindung
zwischen dem Lactacystinmolekil und einem Teil des Proteasoms wird dieses inaktiviert.



Ergebnisse 88

Hel aCx26-Transfektanten

CX26 —  “— — — - Cx05 L, W e e e

0 2 4 6 0 20, 4 6
Chloroquin Lactacystin

Hel aCx32-Transfektanten
oxaz . . ‘ “ A Cx32 - g s

0 2 4 6 0 2 4 6
Chloroquin L actacystin

.l

Wildtyphepatozyten, Cx26

Cx26 » o S e 6. S B G e

0 2 4 6 0 2 4 6
Chloroquin L actacystin

Wildtyphepatozyten, Cx32

- ’
4 6

Chlor oquin Lactabyétin

Cx32 -

Cx32-Knockout-Hepatozyten, Cx26

-
Cxo. R SR O e oo R O e
e B 4 6 F = =

Chloroquin L actacystin

Abbildung 4 — 11: Halbwertszeitbestimmungen von Cx26 und Cx32 aus mit Lactacystin und Chloroquin
inkubierten embryonalen Hepatozyten und HeL a-Transfektanten

Untersucht wurde die Halbwertszeit von Cx26 und Cx32 exprimiert in Hel a-Transfektanten, von Cx26 und
Cx32 exprimiert in normalen Hepatozyten und von Cx26 in Cx32 defizienten Hepatozyten (abgebildet in dieser
Reihenfolge von oben nach unten) in Anwesenheit von Chloroquin (linke Spalte) und Lactacystin (rechte
Spalte). Die Zellen lie? man zunéchst eine Stunde hungern, dann wurden sie mit *S-Methionin metabolisch fiir
eine Stunde markiert (Pulse), anschlieffend flr verschiedene Zeiten (0, 2, 4 und 6 Stunden) mit nicht
radioaktivem Medium kultiviert (Chase) und lysiert. Wahrend des ,,Chase” wurde dem Medium entweder
Lactacystin oder Chloroquin beigefiigt. Das aus den Zelllysaten immunprazi pitierte Cx26 und Cx32 wurde nach
Auftrennung durch SDS-PAGE mittels Autoradiographie detektiert. Dargestellt sind stellvertretend die Signale
von jeweils einem Experiment.
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Zéelltypen Kontrolle . Chloroquin . Lactacystin .
Hel.a Cx26 (1) 1,9+ 0,1 Std > 6 Std 4,6+0,8 Std
Hel.aCx32 (2) 1,9+ 0,2 Std > 6 Std 29+0,2sd
Wt Hepatocyten, Cx26 (3) 1,5+ 0,2 Std > 6 Std 4,1+ 0,23 Std
Wt Hepatocyten, Cx32 (4) 1,8+0,1Std > 6 Std 2,3+0,3Sd
Hepatocyten Cx32 ko (5) 0,9+0,1sd > 6 Std 2,3+0,2std

7

Tabelle 4 — 6: Auswirkung von Lactacystin und Chloroquin auf die Halbwertszeit von Cx26
oder Cx32 in Wildtyp (Wt) Hepatozyten, Cx32 Knockout (Ko) Hepatozyten und in
Hel a-Transfektanten.

Die Halbwertszeiten von Cx26 und Cx32 in HelLa-Transfektanten, in normalen und Cx32-defizienten
Hepatozyten wurden durch Auswertung von ,, Pulse-Chase” -Experimenten in Anwesenheit von Chloroquin und
Lactacystin bestimmt und den Werten ohne Einsatz von Inhibitoren gegentibergestellt. Der angegebene Wert in
Stunden ist der Mittelwert aus mehreren durchgef iihrten Experimenten. Die Werte sind mit Standardabweichung
angegeben. Zur besseren Ubersicht sind die Werte zusitzlich graphisch dargestelIt.
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In der Literatur gibt es keine vergleichenden Daten Uber die Zeitspanne, die die beiden
Inhibitoren bis zu ihrer vollen Wirksamkeit brauchen oder das Ausmal? der Inhibition der
Degradationsenzyme. Werden Lactacystin und Chloroguin dem ,, Chase*-Medium von Zellen
hinzugefiigt, kann also nicht unbedingt davon ausgegangen werden, dass die Wirkung beider
Inhibitoren zum gleichen Zeitpunkt und in gleichem Ausmal} einsetzt. Die Ergebnisse der
Halbwertszeitverlangerungen in Anwesenheit von Lactacystin oder Chloroquin kénnen aso
nicht direkt quantitativ miteinander verglichen werden.

Auch unter Einfluss von Lactacystin verléngert sich die Halbwertszeit. Der Einfluss auf die
Halbwertszeit von Cx26 ist in Hepatozyten und HelLa-Transfektanten stérker as auf die
Halbwertszeit von Cx32: In den HelL a-Transfektanten verlangert sich die Halbwertszeit von
Cx26 um den Faktor 2,4, von Cx32 um den Faktor 1,5. In Hepatozyten verlangert sich die
Halbwertszeit von Cx26 um den Faktor 2,7 (normale Hepatozyten) beziehungsweise 2,6
(Cx32-defiziente Hepatozyten) und von Cx32 um den Faktor 1,3. Es ist nicht auszuschlief3en,
dass der Anteil an proteasomalem Abbau von Cx26 grof3er ist als von Cx32. Auch hier zeigt
sich, ebenso wie bei der Steigerung der Proteinmenge, dass der Einfluss von Lactacystin auf
die Halbwertszeit von Cx26 und Cx32 in den Uberexprimierenden Hel aTransfektanten
grofer ist als in den Hepatozyten, die die Connexine zelltypspezifisch exprimieren. Eine
unterschiedliche Auswirkung von Lactacystin auf Cx32 und Cx26 in Hepatozyten ist auch in
den HeLa-Zellen zu beobachten, so dass sich die Transfektanten as Modellsystem zur
Untersuchung der Degradation ebenfalls eignen.

Ein Vergleich der Daten zeigt keine Unterschiede in der Wirkung der Inhibitoren auf Cx26 in
normalen oder Cx32-defizienten Hepatozyten. In beiden Zellen wird die Degradation von
Cx26 in Anwesenheit von Chloroquin fast vollstandig inhibiert und auch in Anwesenheit von
Lactacystin verlangert sich die Halbwertszeit um ungeféhr den gleichen Faktor. Cx32 scheint
Cx26 also gleichermal?en vor durch Lysosomen und Proteasomen vermittelten Abbau
schiitzen zu kénnen.

Schliefdlich konnte gezeigt werden, dass sowohl Lactacystin als auch Chloroquin die
Halbwertszeit von Cx26 und Cx32 in den untersuchten Zellen verlangert, dass heil3t beide
Inhibitoren vermindern die Degradation der Connexine in den Zellen. Zusammen mit den
Daten Uber die Steigerung der Proteinmenge in Anwesenheit der Inhibitoren weisen die
Ergebnisse auf eine Betelligung der Lysosomen und der Proteasomen am Abbau von Cx26
und Cx32 hin.
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4.3.3 Die Hemmung des lysosomalen und des proteasomalen

Abbauweges fuhrt zu einer Steigerung der Kopplung

In den vorangegangen Kapiteln 4.3.1 und 4.3.2 wurde gezeigt, das die Degradationsrate, also
die Halbwertszeit, die Menge an Cx26 und Cx32 in der Zelle reguliert. Die Verlangerung der
Halbwertszeit durch Degradationsinhibitoren fihrte zu einer Steigerung der Proteinmenge in
den untersuchten Zellen. Um einen Zusammenhang zwischen der Funktion der Connexine
und der Regulierung der Proteinmenge durch Degradation herzustellen, wurde die Kopplung
von Cx26 beziehungsweise Cx32 exprimierenden Hel aTransfektanten und normalen und
Cx32-defizienten embryonalen Maushepatozyten in An- und Abwesenheit von den
Inhibitoren Lactacystin und Chloroquin bestimmt. Die Konzentrationen der Inhibitoren
wurden wie in Kapitel 4.3.1 gewahlt. Lactacystin und Chloroquin wurden fir HelLa
Transfektanten in den Konzentrationen 20 pMol (Lactacystin) beziehungsweise 240 uMol
(Chloroquin) und fur primére Hepatozyten in den Konzentrationen von 25 pMol
(Lactacystin) beziehungsweise 300 uMoal (Chloroquin) eingesetzt.

Die Funktionalitdt der Gap Junction Kanadle zwischen den untersuchten Zellen wurde durch
die Ausbreitung von Neurobiotin, das in eine einzelne Zelle durch Mikroinjektion eingebracht
wurde, bestimmt. Die Anzahl der Zellen, in die sich das Vitamin aus der injizierten Zelle
durch Gap Junction Kanédle innerhab einer bestimmten Zeit ausbreitet, dient als ein Mal3 fir
die Kopplung der Zellen. Neurobiotin wurde entweder direkt in die Zellen oder nach
vierstindiger Inkubation mit Lactacystin beziehungsweise dreistindiger Inkubation mit
Chloroquin mikroinjiziert. Nach der Mikroinjektion wurden die Zellen fixiert, Neurobiotin
durch eine Farbreaktion (Kapitel 3.9) nachgewiesen und anschlief3end die braungeféarbten
Zéllen, in die sich Neurobiotin ausgebreitet hatte, ausgezahlt. Insgesamt wurden fir eine
Auswertung mindestens 20 Injektionen durchgefihrt, ausgezéhlt und der Mittelwert
bestimmt. Die Abbildungen 4 — 12 und 4 — 13 zeigen die Ausbreitung von Neurobiotin in
normalen und Cx32-defizienten Hepatozyten sowie in Hela-Transfektanten, die Cx26
beziehungsweise Cx32 exprimieren. Mikroinjektionsexperimente in Anwesenheit von
Inhibitoren wurden stets paralel zu einem Kontrollexperiment an einem Tag durchgefihrt
(Kapitel 3.8.3). Die Kontrollexperimente wurden stets mit Hepatozyten aus der gleichen
Préparation oder mit HelL a-Transfektanten, die aus dem gleichen Kulturgefald beim Splitten
ausplattiert wurden, durchgefuhrt.
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nor male Hepatozyten Cx32-defiziente Hepatozyten

Kontrolle Kontrolle

Chloroquin Chloroquin

L actacystin L actacystin

Abbildung 4 - 12: Mikr oinjektionsexperimente mit embryonalen M aushepatozyten.

In normale (linke Spalte) und Cx32-defiziente (rechte Spalte) Hepatozyten wurde Neurobiotin injiziert und das
Ausmal3 der Kopplung durch die Ausbreitung des Molekils beobachtet. Dargestellt sind unbehandelte
Zdlkulturen (Kontrolle, oberste Zeile: A und B) in Vergleich zu mit Chloroquin (Chloroquin, mittlere Zeile:
C und D) und Lactacystin (Lactacystin, unterste Zeile: E und F) inkubierten Zellen.



Ergebnisse 93

Hel a-Cx26-Transfektanten Hel a-Cx32-Transfektanten

A

Kontrolle Kontrolle

Chloroquin Chloroquin

L actacystin L actacystin

Abbildung 4 - 13: Mikr oinjektionsexperimente mit Hel a-Transfektanten.

In mit Cx26 (linke Spalte) und Cx32-transfizierte (rechte Spalte) Hel a-Zellen wurde Neurobiotin injiziert und
das Ausmal? der Kopplung durch die Ausbreitung des Molekills beobachtet. Dargestellt sind unbehandelte
Zellkulturen (Kontrolle, oberste Zeile: A und B) in Vergleich zu mit Chloroquin (Chloroquin, mittlere Zeile: C
und D) und Lactacystin (Lactacystin, unterste Zeile: E und F) inkubierten Zellen.
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Die durchschnittliche Anzahl koppelnder Zellen des Kontrollexperimentes wurde mit 100 %
gleichgesetzt und die Durchschnittswerte der Experimente in Anwesenheit der Inhibitoren
entsprechend berechnet. Zur Bestimmung der prozentualen Veranderung der Kopplung
wurden mindestens zwei Experimentreihen, bestehend aus einem paralel durchgefiihrten
Kontrollexperiment und einem Experiment in Anwesenheit eines Inhibitors, ausgewertet, fr
jede Reihe die Kopplungsénderung in Prozent bestimmt und ein Mittelwert der prozentualen
Werte mit Standardabweichung berechnet. Die Ergebnisse der Mikroinjektionen sind in
Tabelle 4 — 7 zusammengefasst, die durchschnittliche Anzahl koppelnder Zellen aller
Kontrollexperimente fur einen Zelltyp ist in Klammern angegeben.

In Anwesenheit von Lactacystin stieg die Kopplung insgesamt auf 137 % bis 173 % der
Kontrolle an. Die geringste Steigerung (133 %) war bei den mit Cx26 transfizierten HelL a-
Zellen zu beobachten. Bei den anderen Zelltypen konnten eine fast gleiche Steigerung der
Kopplung um etwa den Faktor 1,7 festgestellt werden. In Kapitel 4.3.2 wurde gezeigt, dass
die Auswirkung von Lactacystin auf die Halbwertszeit bei den Hepatozyten grof3er war als bel
den HelLaTransfektanten. Dies konnte hier zwar auch fir die ausschlieflich Cx26
exprimierenden Cx32-defizienten Hepatozyten (Steigerung der Kopplung auf 166 %) und
Hel a-Cx26-Transfektanten (Steigerung der Kopplung auf 137 %) beobachtet werden, die
Kopplung von Cx32-Transfektanten und Wildtyp Hepatozyten jedoch steigt in Anwesenheit
von Lactacystin auf etwa den gleichen Wert (173 beziehungsweise 170 %) an. Insgesamt
konnte gezeigt werden, dass Lactacystin in allen untersuchten Zellen einen deutlichen Anstieg
der Kopplung bewirkte. Die Hemmung der proteasomal vermittelten Degradation durch
Lactacystin fuhrt somit zu einer Steigerung der Menge an funktionellem Cx26- und Cx32-
Protein.

Auch Chloroquin verursacht in drei der untersuchten Zelltypen eine Steigerung der Kopplung.
In Anwesenheit von Chloroquin ist in HeLa-Cx26-Tansfektanten und in Cx32-defizienten
Hepatozyten ein Anstieg der Kopplung in etwa gleicher GrofRenordnung (183 %
beziehungsweise 184 %, zusammengefasst in Tabelle 4 — 7) zu beobachten. Die Zunahme der
Kopplung von normalen Hepatozyten ist hingegen deutlich geringer (153 %) und in Hel a-
Cx32-Transfektanten ist kein Anstieg der Kopplung mehr festzustellen. Die Kopplung in
diesen Zellen wurde als 98 % der Kopplung von Kontrollkulturen bestimmt. Dies scheint im
Widerspruch zu der deutlich erhbhten Menge an Cx32-Protein (siehe Kapitel 4.3.1) und der
stark verléngerten Halbwertszeit von Cx32 (siehe Kapitel 4.3.2) in HeLa-Transfektanten zu
stehen. Wéhrend die Hemmung des lysosomalen Abbaus durch Chloroquin scheinbar keinen

Effekt auf die Kopplung von Zellen, die ausschliefdlich Cx32 exprimieren, hat, ist ein
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deutlicher Effekt bel Zellen, die zusdtzlich Cx26 exprimieren, zu beobachten. Die
Auswirkung auf die Kopplung von Cx32-defiziente Hepatozyten und Hela-Cx26-
Transfektanten ist nochmals grofer.

Zdlltypen Kontrolle . Chloroquin . Lactacystin l

HelLa Cx26 (1) 100 % (137) 183%+ 6% 137%+ 8%

HelLa Cx32 (2) 100 % ( 70) 98 % + 11 % 173 % + 15 %

Wt Hepatocyten (3) 100 % ( 85) 153 % + 18 % 170 %+ 1%

Hepatocyten Cx32 ko (4) |100 % ( 47) 184 % + 27 % 166 % + 14 %

200
180 +
160 -
140 +
120 ~
100 -
80 A
60 -
40 ~
20 -

Tabelle 4 — 7: Auswirkung von Lactacystin und Chloroquin auf die Kopplung vermittelt von Cx26- und
oder Cx32-Kandlen in Wildtyp (Wt) Hepatozyten, Cx32 Knockout (K 0) Hepatozyten
beziehungsweise in Hel a-Transfektanten.

Die durchschnittliche Anzahl der koppelnden Zellen (HeLaCx26-, Cx32-Transfektanten, normale und Cx32-
defizienten Hepatozyten) wurden durch Auswertung von Neurobiotin-Mikroinjektion und anschlief3ender
Farbreaktion bestimmt. Die Werte in Anwesenheit von Chloroquin oder Lactacystin wurden mit den Werten der
Kontrollexperimente ohne Einsatz von Inhibitoren verglichen. Die Werte der Kontrollexperimente wurden
100 % gesetzt und die anderen Werte entsprechend in prozentuale Werte umgerechnet. Die angegebenen Werte
in % sind die Mittelwerte der prozentualen Werte, die sich aus den verschiedenen Experimentenreihen ergaben.
Diese Werte sind mit Standardabweichung angegeben. Zur besseren Ubersicht sind die Werte zusitzlich
graphisch dargestellt.
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In Anwesenheit von Chloroquin scheint sich funktionell aktives Cx26-Protein in Zellen
anzureichern. Dieses angereicherte Protein fihrt in HelLa-Cx26-Transfektanten, Cx32-
defizienten Hepatozyten und auch in normalen Hepatozyten zu einer deutlichen Steigerung
der Kopplung, wobei in normalen Hepatozyten die Steigerung der Kopplung zwischen den
Werten fir Cx26 allein-exprimierenden Zellen und den Hel a-Cx32-Transfektanten liegt, die
Kopplungssteigerung also durchaus nur durch Cx26 vermittelt sein kann. Cx32-Protein,
welches sich in mit Chloroquin inkubierten Zellen anreichert, erscheint funktionell inaktiv zu
sein beziehungsweise weniger zur Kopplung beitragen zu konnen.

Die Hemmung der lysosomalen Degradation durch Chloroquin hat auf Cx26 und Cx32
verschiedene Auswirkungen. Es kénnte also entweder einen unterschiedlichen Mechanismus
des lysosomal vermittelten Abbaus fir Cx26 und Cx32 geben oder der Mechanismus ist fir
beide Proteine gleich, so dass die unterschiedlichen Eigenschaften der Proteine den
Unterschied in der Auswirkung der Hemmung der lysosomalen Degradation bedingen. Ein
unterschiedlicher Mechanismus durfte, da die beiden Proteine sehr &hnlich sind, eher
unwahrscheinlich sein. Ein Unterschied der beiden Proteine, der moglicherweise das
unterschiedliche Verhalten erklaren konnte, ist der Phosphorylierungszustand. Cx32 ist
phosphoryliert, wahrend Cx26 keine Phosphorylierung aufweist.

Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse der letzten drei Kapitel, dass die Modulation der
Degradation ein moglicher Mechanismus zur Regulation der Kopplung in der Zelle ist. Eine
Inhibition lysosomal und proteasomal vermittelter Degradation erhdht durch eine
Verlangerung der Halbwertszeit der Proteine die Menge an Connexin in der Zelle. Ist diese
Erhéhung der Proteinmenge durch Inkubation mit Lactacystin verursacht, ist stets auch eine
erhohte Kopplung zu beobachten. Das in diesem Fall in den Zellen angereicherte Protein ist
also funktionell aktiv und trégt zur Kopplung zwischen den Zellen bei. Ein solcher
Zusammenhang konnte auch fur mit Chloroquin inkubierte Zellen, die Cx26 exprimieren,
gezeigt werden. FUr Hel a-Cx32-Transfektanten konnte aber in Anwesenheit von Chloroquin
keine Steigerung der Kopplung nachgewiesen werden. Es liegt nahe, dass das in den Zellen

angereicherte Cx32 in einer Form vorliegt, die funktionell inaktiv ist.
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4.3.4 Die Hemmung des lysosomal vermittelten Abbaus durch
Chloroquin fuhrt zu einer Anreicherung von Cx32 in
dephosphorylierter Form

Bei adlen bisher untersuchten Connexinen, mit Ausnahme von Cx26, konnte eine
posttranslationale Phosphorylierung nachgewiesen werden. So konnte zum Beispiel die
Phosphorylierung als posttrandationale Modifikation unter anderem fir Cx32, Cx40, Cx43
(Traub et al., 1994), Cx31 (Traub et a., 1995) und Cx45 (Butterweck et al., 1994a) gezeigt
werden. In den im Rahmen dieser Arbeit untersuchten embryonalen normalen und Cx32-
defizienten Maushepatozyten und HelLa Transfektanten konnte ebenfalls phosphoryliertes
Cx32 nachgewiesen werden, nicht aber phosphorylierte Formen von Cx26.

Die Abbildungen 4 — 14 und 4 — 15 zeigen den Nachweis von phosphoryliertem Cx32 mittels
Immunprézipitation des Proteins aus Lysaten von mit **P-ortho-Phosphat radioaktiv
markierten Hepatozyten und Hel a-Transfektanten. Die Markierungen wurden wie in vorigen
Kapiteln und in Kapitel 3.8.4 beschrieben durchgefiihrt. Die Markierungen mit *°S-Methionin
und *2P-ortho-Phosphat wurden stets parallel am gleichen Tag durchgefiihrt, um eine

Vergleichbarkeit der Signalintensitdten zu gewahrleisten.

%3 Methionin-Markierung %2p_ortho-Phosphat-Markierung
Cx32 . | . .- -
Cx26 — Bl ——— -

1 2 3 1 2 3

Abbildung 4 - 14: Immunpr&zipitationen von Cx32 und Cx26 aus Zelllysaten von normalen und Cx32-
defizienten Hepatozyten

Die Zellen wurden vorher mit *S-Methionin (linke Spalte) oder *?P-ortho-Phosphat (rechte Spalte) metabolisch
markiert und Cx32 (1) beziehungsweise Cx26 (2 und 3) aus den Lysaten der normalen (1 und 2) und Cx32-
defizienten (3) Hepatozyten immunprézipitiert. Nach Auftrennung durch SDS-PAGE wurden die Connexine
mittels Autoradiographie detektiert.

Bel Immunpréazipitationen aus dem Lysat normaler Hepatozyten von Cx32 oder Cx26 mit
spezifischen Antikorpern wird das jeweils andere Connexin ko-immunprazipitiert. So sind in

der in Abbildung 4 — 14 gezeigten Immunprazipitation aus *S-markierten normalen
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Hepatozyten jeweils zwei Banden, Cx32 und Cx26, zu sehen. Entsprechend zeigen beide
Immunprazipitate, mit Antikérper gegen Cx26 und Cx32, der mit radioaktivem 3'P-ortho-
Phosphat markierten normalen Hepatozyten die Bande des phosphorylierten Cx32. Die Lysate
der Cx32-defizienten Zellen weisen diese Cx32-Bande nicht auf. Die Immunprazipitation der
mit *S-Methionin markierten Cx32-defizienten Hepatozyten zeigt nur die Cx26-Banden. Die
Immunprézipitation der *P-markierten Cx32-defizienten Hepatozyten zeigt keine Bande.
Weder aus dem Lysat normaler noch Cx32-defizienter Hepatozyten konnte phosphoryliertes
Cx26 immunprézipitiert werden, obwohl durch die Immunprazipitation der *S-markierten
Lysate Cx26-Protein eindeutig nachgewiesen werden konnte. Die Abwesenheit der Cx26
Bande in den mit **P-markierten Zellen |&sst darauf schlieflen, dass Cx26 sowohl in normalen

als auch in Cx32-defizienten Hepatozyten nicht phosphoryliert wird.

%5 M ethionin-Markierung ¥p_ortho-Phosphat-Markierung

Cx32 - ‘ :

Cx26 — —— Cx26 —

Cx32 -

Abbildung 4 - 15: Immunpr &zipitationen von Cx32 und Cx26 aus Zelllysaten von Cx26 und Cx32
exprimierenden Hel a-Transfektanten

Die Zellen wurden vorher mit *S-Methionin (linke Spalte) oder *P-ortho-Phosphat (rechte Spalte) metabolisch
markiert und Cx26 (Spur 1) beziehungsweise Cx32 (Spur 2) aus den Lysaten von mit Cx26 (1) oder Cx32 (2)
transfizierten HeLa-Zellen immunprézipitiert. Nach Auftrennung durch SDS-PAGE wurden die Connexine
mittels Autoradiographie detektiert.

Auch in dem Lysat der Cx26 exprimierenden HeLa-Zellen (siehe Abbildung 4 — 15) lief3 sich
kein phosphoryliertes Cx26 nachweisen. Eine fur Cx32 spezifische Bande konnte in dem
Lysat nach **S-Methionin-Markierung und *2P-ortho-Phosphat-Markierung nachgewiesen
werden. Cx32 liegt also in HelLaTransfektanten und in normalen Hepatozyten in
phosphorylierter Form vor. Die beiden etwa gleich starken Banden des mit **S-Methionin
oder mit **P-ortho-Phosphat markierten Proteins in den mit Cx32 transfizierten HeLa-Zellen
sind beide schon nach relativ kurzer Expositionszeit von zwei Tagen deutlich im
Autoradiogramm zu erkennen. Insgesamt sind die Intensitéten der Connexin-Banden in den
Lysaten der Uberexprimierenden HelL a-Transfektanten wesentlich stérker als die Intensitéten
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der Banden in den Hepatozytenlysaten. Die Untersuchungen zur Auswirkung der Hemmung
der Degradation durch Inkubation mit Chloroquin und Lactacystin wurde deshalb mit HeLa
Cx32-Transfektanten durchgefihrt. Die Inkubation von Cx32-HelaTransfektanten mit
Lactacystin fuhrt zu einer deutlichen Steigerung der Proteinmenge an Cx32.

%3 Methionin-Markierung ¥2p_ortho-Phosphat-Markierung

Cx32 -
Cx32 -

Kon Lac Kon Lac

Abbildung 4 - 16: Immunprézipitationen von Cx32 aus Zelllysaten von Cx32 exprimierenden HelL a-
Transfektanten in An- und Abwesenheit von Lactacystin

Die Zellen wurden mit *S-Methionin (linke Spalte) oder *P-ortho-Phosphat (rechte Spalte) metabolisch
markiert. Wahrend des ,,Pulse” wurde die eine Hélfte der Zellen mit Lactacystin inkubiert (Lac), die anderen
Zellen dienten as Kontrolle (Kon). Cx32 wurde aus den Lysaten immunprézipitiert und nach Auftrennung
durch SDS-PAGE mittels Autoradiographie detektiert.

Abbildung 4 — 16 zeigt eine Zunahme der Signalintensitét des aus den Lysaten von HelLa
Transfektanten immunprézipitierten Cx32 in Anwesenheit von Lactacystin im Vergleich zur
Kontrolle der mit **S-Methionin und mit ¥*P-ortho-Phosphat markierten Zellen. Mit der
Zunahme der Menge an Cx32-Protein in mit Lactacystin behandelten Zellen, repréasentiert
durch die Steigerung der Signalintensitat nach **S-Methionin-Markierung, geht eine Zunahme
des phosphorylierten Cx32-Proteins, représentiert durch die Steigerung der Signalintensitét
nach **P-ortho-Phosphat-Markierung, einher. Es scheint, dass das Cx32, welches sich bei der
Hemmung des proteasomal vermittelten Abbaus durch Lactacystin in der Zelle anreichert,
ebenso phosphoryliert vorliegt, wie Cx32 in unbehandelten Zellen. Dafur spricht zusétzlich,
dass aul}er der Steigerung der Proteinmenge auch eine Steigerung der Kopplung in
L actacystin-behandelten Zellen erreicht wird (siehe Kapitel 4.3.3).

Im Gegensatz zu diesem Ergebnis fuhrt die Steigerung der Proteinmenge an Cx32 nicht zu
einer Steigerung von phosphoryliertem Cx32. In Abbildung 4 — 17 sind die Signale von
Immunprézipitationen aus Lysaten von mit **S-Methionin und **P-ortho-Phosphat markierten
Hel a-Cx32-Transfektanten in An- und Abwesenheit von Chloroquin dargestellt.
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%3 Methionin-Markierung ¥p_ortho-Phosphat-Markierung
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Abbildung 4 - 17: Immunpréazipitationen von Cx32 aus Zelllysaten von Cx32 exprimierenden Hel a-
Transfektanten in An- und Abwesenheit von Chloroquin

Die Zellen wurden mit *S-Methionin (linke Spalte) oder *-P-ortho-Phosphat (rechte Spalte) metabolisch
markiert. Wahrend der letzten drei Stunden des ,Pulse" wurde die eine Hélfte der Zellen mit Chloroquin
inkubiert (Chl), die anderen Zellen dienten als Kontrolle (Kon). Cx32 wurde aus den Lysaten immunprézipitiert
und Connexin32 nach Auftrennung durch SDS-PAGE mittels Autoradiographie detektiert.

Das Autoradiogranm nach *S-Methionin-Markierung weist ein deutlich stérkeres Cx32-
Signal nach der Immunprézipitation aus den Lysaten in Anwesenheit von Chloroquin
kultivierten Zellen im Vergleich zur Kontrolle auf. Dies zeigt, dass sich in Anwesenheit von
Chloroquin Cx32-Protein anreichert. Das Autoradiogranm nach **P-ortho-Phosphat-
Markierung zeigt ein umgekehrtes Bild: Das Signa der Kontrolle ist wesentlich stérker as
das des Experimentes mit Chloroquin. Eine gréf3ere Menge an Cx32-Protein fuhrt zu einem
deutlich schwécheren Signal. In Zellen, die zur Hemmung des lysosomal vermittelten Abbaus
mit Chloroquin behandelt worden sind, ist Cx32 in wesentlich geringerem Ausmal}
phosphoryliert als in Kontrollzellen. Diese geringere Phosphorylierung kdnnte der Grund fur
die unveranderten Kopplung der Hel a-Cx32-Transfektanten trotz gréf3eren Proteinmenge
sein.

Insgesamt zeigt ein Vergleich des mit **S-Methionen oder 32P-ortho-Phosphat markierten
Cx32 in An- und Abwesenheit der Inhibitoren Lactacystin und Chloroquin (siehe Abbildung
4 - 16 und 4 - 17) deutliche Unterschiede in der Intensitét der Banden der verschiedenen
Lysate. Wahrend das in den mit Lactacystin inkubierten Zellen angereicherte Cx32 zu einem
etwa gleichen Anteill wie in Kontrollzellen phosphoryliert ist, fuhrt die Inkubation mit
Chloroquin zu einer Anreicherung von Cx32, das weniger phosphoryliert ist als im
Kontrollexperiment ohne Chloroquininkubation.
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4.4 Connexin26 wird auch in HeLa-Zellen durch die

Expression von Cx32 stabilisiert

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass in Hepatozyten die Degradationsrate von Cx26
durch die Koexpression von Cx32 beeinflusst wird. In diesem Zelsystem wird die
Proteinmenge an Cx26 und damit auch die durch dieses Connexin vermittelte Kopplung durch
die Expresson von Cx32 moduliert. Die Expresson von Cx32 sellt aso enen
Regulationsmechanismus der Habwertszeit von Cx26 in Maushepatozyten dar. Um
nachzuweisen, dass die Verléangerung der Halbwertszeit von Cx26 durch Koexpression von
Cx32 ein nicht nur auf Hepatozyten begrenzter Mechanismus ist, wurden die in dieser Arbeit
untersuchten Cx26 exprimierenden Hel a-Zellen zusétzlich mit Cx32 stabil transfiziert. Die
Koexpression von Cx32 und Cx26 sollte, wenn die Stabilisierung von Cx26 eine generelle,
zelltypunabhangige Eigenschaft von Cx32 ist, zu einer deutlichen Verlangerung der

Halbwertszeit von Cx26 fihren.

441 Stabile Transfektion von HeLa-Cx26-Zellen mit Cx32

Fir die Transfektion der Puromycin-resistenten Hel a-Cx26-Transfektanten wurde die
codierende Region von MausCx32 in den eukaryontische Expressionsvektor
pcDNA3.1/Zeo (+) von Invitrogen, der ein Zeocin-Resistenzgen enthélt, kloniert. Der Vektor
pBS/cod.cx32NaeSac, der die kodierende Region von Maus-Cx32 enthalt (Eva Thénnisen,
unveroffentlichte Ergebnisse) wurde fur die Klonierung als Ausgangsbasis verwendet. Durch
PCR mit den spezifisch abgeleiteten Startermolekilen (Primer) Cx32hin und Cx32rueck?2
konnten Erkennungssequenzen fur die Restriktionsendonukleasen BamHI und EcoRI, die
auch in der multiplen Klonierungsstelle des Vektors pcDNA3.1/Zeo vorhanden sind, vor und
hinter der kodierenden Region von Cx32 eingefihrt werden. Das durch die PCR amplifizierte
Fragment wurde auf ein Gel aufgetragen, nach der Elektrophorese eluiert und anschlief3end
mit BamHI und EcoRI verdaut. Das nach einer weiteren Gelelektrophorese und Elution
aufgereinigte Fragment wurde direkt fur die Ligation mit dem ebenfalls mit BamHI und
EcoRI gespalten und anschlieffend aufgereinigten Vektor pcDNA3.1/Zeo eingesetzt. Nach

Transformation und Plasmid-Prdparation wurde die Sequenz der codierenden Region durch
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eine Sequenzierung von der Firma Seglab Uberprift. Von dem klonierten eukaryontische
Expressionsvektor pcDNA3.1/Zeo(+)/CX32 wurden 10 pg Plasmid-DNS fir die stabile
Transfektion von HeLa-Cx26-Zellen mit Hilfe der Lipofektin-Methode eingesetzt. Positive
Klone wurden mit Zeozin und Puromycin selektioniert und die Expression von Cx26 und
Cx32 durch Immunfluoreszenzexperimente Uberprift. Der Klon VI F5, der in der indirekten
Immunfluoreszenzanalyse Ahnlichkeiten mit embryonalen Maushepatozyten im Verhdtnis

von Cx26- und Cx32-Signalen aufwies, wurde naher analysiert.

4.4.2 Charakterisierung der HeLa-Cx26/ Cx32-
Doppeltransfektanten

Durch die Northern Blot Anayse sollte gezeigt werden, dass der durch indirekte
Immunfluoreszenzanal yse a's positiv erkannte Klon, auch das Transkript fir Cx26 und Cx32
enthalt.

Das Autoradiogramm (Abbildung 4 — 18) zeigte die fir Hepatozyten bereits publizierten
Signale der Transkripte von Cx26 (2,5 Kb, Spur 3) und Cx32 (1,6 Kb, Spur 4) (Nelles et al.,
1996). Auch die RNS der Cx26/Cx32-Doppeltransfektanten enthielt wie erwartet das Cx26-
Transkript (Spur 2, das Signal entsprach dem der HeL a-Cx26-Transfektanten, gezeigt in der
Doktorarbeit von Dieter Manthey, 1998) und das Cx32-Transkript (Spur 5, das erwartete
Signal bei 1,2 Kb und ein weiteres Signal bel 1,7 Kb). Als Positivkontrolle fur das Signal des
Cx32-Tanskript wurde RNS aus HelL a-Cx32-Transfektanten (Spur 6, Elfgang et al., 1995)
verwandt. RNS aus HelLa Wildtyp wies keine Signale auf.

Die Signalintensitéten der Cx26- und Cx32-Tanskripte der Hepatozyten-RNS haben etwa die
gleich GroRenordnung, die Intensitdt des Cx32-Signals ist jeweils etwas geringer. Das
Verhdltnis der Transkriptmenge von Cx26 und Cx32 in RNS aus VI F5 entspricht weitgehend
dem Verhdtnis in Hepatozyten.
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Abbildung 4 - 18: Northern Blot Hybridisierung von RNS aus Hepatozyten, HeL a Wildtyp,
Hel aCx32- und Cx26/Cx32-Transfektanten mit Cx32- und Cx26-DNS-Sonden

RNSaus VI F5 (Spur 2 und 5) und Hepatozyten (Spur 3 und 4) wurden untersucht. HeLa-Wildtyp-RNS (Spur 1
und 7) wurde al's Negativkontolle und HeL a-Cx32-RNS al's Positivkontrolle (Spur 6) verwandt. Pro Spur wurden
20ug Gesamt-RNS aufgetragen. Die Spuren 1, 2 und 3 wurden mit Cx26-DNS-Sonde (Kapitel 2.7) und die
Spuren 4, 5, 6 und 7 mit Cx32-DNS-Sonde (Kapitel 2.7) hybridisiert.

Die Expression von Cx26- und Cx32-Protein in VI F5-Zellen wurde durch
Immunprazipitationsexperimente nachgewiesen. Abbildung 4 - 19 zeigt ein &hnliches
Expressionsmuster fir Cx26 und Cx32 in Hepatozyten und VI F5-Zellen. Bel der
Immunprézipitation eines Connexins aus den Lysaten beider Zellen wird das jeweils andere
Connexin koprézipitiert. Bei der Immunprézipitation von Cx26 ist auf3er einer deutlichen
Cx26-Bande eine schwéchere Cx32-Bande zu sehen. Wird umgekehrt Cx32
immunprazipitiert, weist das Autoradiogramm auf3er dem Cx32-Signal noch ein Cx26-Signal
auf, welches bei Hepatozyten etwa gleiche Intensitét wie das Cx32-Signal hat und bel VI F5
etwas stérker ist ads das Cx32-Signal. Anhand der Signalstdrke der
Immunprazipitationsexperimente kann keine Aussage Uber das Expressionsniveau von Cx26
im Vergleich zu Cx32 getroffen werden, da die Affinitét der beiden verschiedenen Antikorper
zu den jeweiligen Antigen (Cx26 oder Cx32) unterschiedlich sind. Ein Vergleich der
Mengenverhdtnisse von Cx26 zu Cx32 in beiden Zelltypen ist jedoch moglich.
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Abbildung 4 - 19: Immunpré&zipitationen von Cx32 und Cx26 aus Zelllysatenen von Hepatozyten und
Hel a-Cx26/Cx32-Transfektanten VI F5.

Die metabolisch mit **S-Methionin markierten Zellen wurden lysiert und Cx26 (Spur 1) oder Cx32 (Spur 2) aus
den Lysaten von normalen Hepatozyten und Hela-Doppeltransfektanten VI F5 immunprézipitiert. Nach
Auftrennung durch SDS-PAGE wurden die Connexine mittels Autoradiographie detektiert.

Anhand indirekter Immunfluoreszenzanalyse konnte die Lokalisation der Connexin-Proteine
inden VI F5-Zellen im Vergleich zu Hepatozyten (Abbildung 4 — 20) gezeigt werden.

Sowohl in den Hepatozyten als auch den VI F5-Zellen sind Cx32 und Cx26 hauptsachlich in
den Kontaktmembranen der Zellen lokalisiert. Ein Vergleich des Expressionsmusters von
Cx32 und Cx26 (Abbildung 4 — 20) zeigt, dass die beiden Connexine sowohl in Hepatozyten
als auch in VI F5-Zellen nachweisbar sind. Zur Verdeutlichung weisen in Abbildung 4 — 20
Pfeile auf einzelne Zellen hin, an denen die Kolokalisation in der Kontaktmembran besonders
gut zu beobachten ist.

Insgesamt ist die Expression und Lokalisation von VI F5-Zellen der von Hepatozyten sehr
dhnlich, so dass die HelLaDoppeltransfektante in manchen Aspekten als Modell zur

Untersuchung der Wechselwirkungen zwischen Cx26 und Cx32 dienen kann.
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Abbildung 4 — 20: Immunfluor eszenzanalysen von VI F5-Zellen im Vergleich zu Hepatozyten

Die fur Connexine typischen Signale an den Kontaktmembranen konnten sowohl bei VI F5-Zellen a's auch bei
den Hepatozyten nachgewiesen werden. Cx26 und Cx32 wurden durch spezifische Antikorper erkannt und
durch Cy3-konjugierten (Cx26) oder DTAF-konjugierten (Cx32) zweiten Antikdrper nachgewiesen. Die
Uberlagerung der Cx.26-Signale (rot, Cy3-konjugierter zweiter Antikorper, Bilder E und F) und Cx32-Signale
(grin, DTAF-konjugierter zweiter Antikorper, Bilder G und H) zeigt die Kolokalisation der beiden Connexine
an. In der Doppelbelichtung (Bilder A und C) entstehen die gelben Signale durch die Uberlagerund der Signale
von Cx26 und Cx32. Der Balken entspricht ca. 17 pm.

A, C: doppelbelichtete Fluoreszenzaufnahmen ; E bis H: einfachbelichtete Fluoreszenzaufnahmen
B, D: Phasenkontrastaufnahmen
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4.4.3 In VI F5-Zellen ist die Halbwertszeit von Cx26 im
Vergleich zu HelLa-Cx26-Zellen stark verlangert

Die Habwertszeit von Cx26 und Cx32 in VI F5-Zellen wurde, analog wie bereits in Kapitel
4.1.2 beschrieben, bestimmt und mit den in Hepatozyten (siehe Kapitel 4.2) und in anderen
Hel a-Transfektanten (siehe Kapitel 4.3.2) ermittelten Werten verglichen. Die Auswertung
der Autoradiogramme (Abbildung 4 - 21) ergab fir Cx32 die Halbwertszeit von 2,1 Stunden.
Dieser Wert unterscheidet sich kaum von dem in Hel a-Cx32-Transfektanten bestimmten
Wert von 1,9 Stunden. Fir Cx26 ergab sich in den Doppeltransfektanten VI F5 eine
Halbwertszeit von 4,4 Stunden, eine im Vergleich zu den Hel a-Cx26-Transfektanten um den

Faktor 2,3 verlangerten Wert. Die Ergebnisse sind in Tabelle 4 — 8 zusammengefasst.

, Chase" -Zeit (in Stunden)

0 1 2 4 6 8
Cx26 — | —— e e  sonsmnmrsn - P
0 1 2 4 6 8

Abbildung 4 — 21: , Pulse-Chase" -Experimente von VI F5-Zellen

Dargestellt sind Autoradiogramme von ,, Pulse-Chase" -Experimenten zur Halbwertszeitbestimmung von Cx26
und Cx32 in VI F5-Zellen. Die Zellen wurden fiir eine Stunde mit **S-Methionin metabolisch markiert (Pulse)
anschlieflend fir verschiedene Zeiten (0, 1, 2, 4, 6 und 8 Stunden) mit nicht radioaktivem Medium kultiviert
(Chase) und lysiert. Das aus den Zelllysaten immunprézipitierte Cx26 und Cx32 wurde nach Auftrennung durch
SDS-PAGE mittels Autoradiographie detektiert. Dargestellt sind stellvertretend die Signale von jeweils einem
Experiment.
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Connexine Hepatozyten (1) HelL a-Transfektanten (2)
Cx26 alein exprimiert 0,9+0,1Std . 1,8+0,1 Std .
Cx26 in Anwesenheit von Cx32 15+ 0,2 Std 44+0,4Sd

Cx32 in Anwesenheit von Cx26| 1.9+ 0,2 Std . 21+0,1Std .

Stunden
5 =

%

4.5 1 200

4,7

100

35 4+—

34—

2,5

2

15

1

0,5 -

Tabelle 4 — 8: Auswirkung der Koexpression von Cx32 auf die Halbwertszeit von Cx26 in Hepatozyten
und Hel a-Transfektanten.

Die Halbwertszeiten von Cx26 und Cx32 in HelLa-Transfektanten, in normalen und Cx32-defizienten
Hepatozyten wurden durch Auswertung von ,Pulse-Chase-Experimenten bestimmt. Die Werte der
Halbwertszeit von Cx26 allein exprimiert und koexprimiert mit Cx32 wurden gegentibergestellt. Der angegebene
Wert in Stunden ist der Mittelwert aus mehreren durchgefiihrten Experimenten. Die Werte sind mit
Standardabweichung angegeben. Zur besseren Ubersicht sind die Werte zusitzlich graphisch dargestellt. Das
groRere Diagramm zeigt die Werte der Halbwertszeiten in Stunden, das kleinere die prozentualen Werte jeweils
aufgetragen auf der X-Achse.

Die Expression von Cx32 verlangert die Halbwertszeit von Cx26 in Hepatozyten und Hel &
Zellen um etwa den Faktor 2 des Wertes ohne zusdtzliche Cx32-Expression. Die
Stabilisierung eines Connexins durch die Expression eines anderen scheint also ein generelles
Prinzip zu sein, das sich zumindest fur die Connexine Cx32 und Cx26 auch in ganz
unterschiedlichen Zellsystemen, wie den priméren Maushepatozyten und den artifiziellen
Hel a-Transfektanten, beobachten |&sst.
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4.5 Hinweise auf die Bildung von heteromeren Kanélen aus
Connexin26 und Connexin32

Das Vorhandensein von heterotypischen Cx26/Cx32 Gap Junction Kanédlen ist in der Literatur
gut dokumentiert (Valiunas et a., 1999, Bruzzone et a, 1996, Elfgang et a, 1995). Die
Existenz von funktionellen, heteromeren Kandlen in Zellen ist jedoch nicht eindeutig
nachgewiesen. Die deutliche Stabilisierung von Cx26 durch die Expression von Cx32 legt
eine enge Wechselwirkung zwischen den beiden Proteinen nahe, die im Fall von heteromeren
Kandlen gegeben wére. Durch verschiedene Immunprézipitationsexperimente sollte die
Maoglichkeit der Bildung heteromerer Gap Junction Kandle aus Cx26 und Cx32 untersucht
werden.

Hel a-Cx32 Hel a-Cx26/Cx32 Hel a-Cx26
! ! l

!

‘ « Cx26

Abbildung 4 — 22: Immunpr &@zipitationen aus Lysaten von Hel. a-Cx26, - Cx32-Transfektanten und HelL a-
Cx26/Cx32-Doppeltransfektanten

Dargestellt sind Autoradiogramme von |mmunprézipitationsexperimenten der Lysate aus metabolisch mit *S-
Methionin markierter HeL a-Cx32- (Spur 1), HeLaCx26/Cx32- (Spur 2 und 3) und Hel a-Cx26- Zellen (Spur 4)
Es wurden spezifische Antikorper gegen Cx26 (Spur 1 und 3) und gegen Cx32 (Spur 2 und 4) verwendet. Cx26
und Cx32 werden in Hela-Doppeltransfektanten koprézipitiert. Die Antikorper zeigen keine Kreuzreaktionen.

Nach der Immunprézipitation von Cx26 oder Cx32 aus Lysaten aus Hepatozyten oder
Hel a-Cx26/Cx32-Doppeltransfektanten mit spezifischen Antikorpern wird stets das andere
Connexin koimmunprézipitiert (siehe Kapitel 4.4.2 und Abbildung 4 - 22). Eine
Kreuzreaktion der Antikorper kann ausgeschlossen werden, da eine Immunprézipitation mit
Antikorper gegen Cx26 aus einem Hel a-Cx32-Lysat kein Signal ergibt, ebenso wie eine
Immunprézipitation mit Antikorper gegen Cx32 aus einem HelLaCx26-Lysat (siehe
Abbildung 4 - 22).



Ergebnisse 109

Abbildung 4 — 23 zeigt die Autoradiogramme der Immunprézipitationen von Cx26 und Cx32
aus Lysaten von kokultivierten HeLa-Cx26- und Hel.a-Cx32-Zellen und Lysatgemischen im
Vergleich zu Kontrollimmunprazipitationen aus HelLaCx26- und Hela-Cx32-
Transfektanten. Werden Lysate von Hela-Cx26- und HeLaCx32-Zellen im Verhdtnis eins
zu eins gemischt und anschlief3end eine Immunprézipitation mit Antikorper gegen Cx26 und
gegen Cx32 durchgefiuihrt, kann jewells nur eine Bande, namlich die des entsprechenden
Antigens, detektiert werden. Ebenso wird jeweils nur hauptsachlich eine Bande aus den Lysat
kokultivierer Zellen immunprézipitiert. Im Fall der Immunprazipitation mit Antikdrper gegen
Cx32 ist zusétzlich eine sehr schwache Bande in Hohe des Cx26-Signals zu sehen, was auf

eine sehr geringe Koimmunprazipitation hindeuten kénnte..

HelL a HelL a
-Cx26 Mix. Kokult. -Cx32 Mix. Kokult.
! ! ! ! ! !

Cx26 — | aw s s

Abbildung 4 — 23: Immunpr azipitationen aus L ysaten von HelL a-Cx26, - Cx32-Transfektanten,
kokultivierten HeLa-Cx26, -Cx32-Zellen und Lysatgemischen aus Hel a-Cx26- und
Hel aCx32-Transfektanten

Dargestellt sind die Autoradiogramme der |mmunpréazipitationsexperimente aus Lysaten von metabolisch mit
%3 Methionin markierter HeLa-Cx26- (Spur 1), HelL.a-Cx32-Zellen (Spur 4), kokultivierten Hel.a-Cx26- und
Cx32-Zellen (Spur 3 und 6) und von Lysatgemischen der beiden Zellen (Spur 2 und 5) Es wurden spezifische
Antikorper gegen Cx26 (Spur 1, 2 und 3) und gegen Cx32 (Spur 4, 4 und 5) verwendet.

Die Koimmunpraziptation von Cx26 und Cx32 aus Zellen, die beide Connexine exprimieren
ist ein Resultat von Wechselwirkungen zwischen diesen Connexinen, die in den Zellen
vorliegen und nicht erst wahrend des Experiments entstehen. Dies wir dadurch gezeigt, dass
die Immunprazipitation aus Lysatgemischen unter gleichen experimentellen Bedingungen nur
zu einer Bande fuhrt. Kokultivierte HelLaCx26- und HelLaCx32-Zellen konnen
homotypische und heterotypische Gap Junction Kande bilden, aber keine heteromeren
Kandle. Die Tatsache, dass die Immunpréazipitation aus Lysaten kokultivierter Zellen fast
ausschliefdich ein Signal ergibt, deutet darauf hin, dass die Koimmunprazipitation von Cx26
und Cx32 auf Wechselwirkungen zwischen den beiden Proteinen beruht, die sich in

kokultivierten Zellen nicht aushbilden konnen. Insgesamt deuten die Ergebnisse auf das
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Vorhandensein von heteromeren Cx32/Cx26 Gap Junction Kandlen in Hepatozyten und
Hel a-Cx26/Cx32-Doppeltransfektanten hin.

4.6 Die Stabilisierung eines Connexins auf Proteinebene
durch Koexpression eines zweiten Connexins lasst sich
auch auf andere Connexine ubertragen:

Cx43 stabilisiert Cx45

In Kapitel 4.4.3 konnte gezeigt werden, dass die Stabilisierung von Cx26 durch Koexpression
von Cx32 ein genereller Mechanismus zu sein scheint, der nicht nur in Hepatozyten
beobachtet werden kann, sondern sich auch auf HelLaCx26/Cx32 Doppeltransfektanten
Ubertragen l&sst. Vor diesem Hintergrund stellte sich die Frage, ob dieser Mechanismus der
Stabilisierung auf Proteinebene auch fur andere Connexine Gultigkeit hat.

Fir die Untersuchung dieser Frage standen Hel a-Cx43/Cx45-Doppeltransfektanten zur
Verfligung, die von Claudia Elfgang im Rahmen ihrer Dissertation 1994 stabil transfiziert und
charakterisiert wurden. Die Halbwertszeit von Cx43 in den Doppeltransfektanten und die
Halbwertszeit von Cx45 in Hela-Cx45-Transfektanten (Elfgang et al., 1995) und den
Doppeltransfektanten wurde analog wie in Kapitel 4.1.2 bestimmt (Abbildung 4 — 24 und 4 -
25).

» Chase" -Zeit (in Stunden)

.
e TR EEE

Abbildung 4 — 24: , Pulse-Chase" -Experimente zur Bestimmung der Halbwerteszeit von Cx45 in HelL a-
Transfektanten

Dargestellt ist ein Autoradiogramm eines ,, Pulse-Chase" -Experimentes zur Halbwertszeitbestimmung von Cx45
in Hela-Cx45-Transfektanten. Die Zellen wurden fiir eine Stunde mit *S-Methionin metabolisch markiert
(Pulse) anschliefRend fur verschiedene Zeiten (0, 1, 2, 4, 6 und 8 Stunden) mit nicht radioaktivem Medium
kultiviert (Chase) und lysiert. Das aus den Zelllysaten immunprazipitierte Cx45 wurde nach Auftrennung durch
SDS-PAGE mittels Autoradiographie detektiert. Dargestellt sind stellvertretend die Signale von einem
Experiment.
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, Chase" -Zeit (in Stunden)
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Abbildung 4 — 25: , Pulse-Chase" -Experimente mit Hel a-Cx43/45-Doppeltransfektanten

Dargestellt sind Autoradiogramme von ,, Pulse-Chase" -Experimenten zur Halbwertszeitbestimmung von Cx43
und Cx45 in Hel a-Doppeltransfektanten. Die Zellen wurden firr eine Stunde mit *S-Methionin metabolisch
markiert (Pulse), anschlief3end fir verschiedene Zeiten (O, 1, 2, 4, 6 und 8 Stunden) mit nicht radioaktivem
Medium kultiviert (Chase) und lysiert. Das aus den Zelllysaten immunprézipitierte Cx43 und Cx45 wurde nach
Auftrennung durch SDS-PAGE mittels Autoradiographie detektiert. Dargestellt sind stellvertretend die Signale
von jeweils einem Experiment.

Die Halbwertszeit von Cx43 in HelLa-Zellen wurde im Kapitel 3.1.2 mit 2,4 Stunden
berechnet. Die Halbwertszeit von Cx45 in Hela-Cx45-Einfachtransfektanten betrégt 2,4
Stunden. Im Vergleich dazu betragt die Halbwertszeit in  HeLaCx43/Cx45-
Doppeltransfektanten fir Cx43 2,2 Stunden und fur Cx45 4,6 Stunden. Die Ergebnisse sind in
Tabelle 4 — 9 zusammengefasst. Die Koexpression von Cx43 schitzt Cx45 deutlich vor
dessen Abbau. Die Halbwertszeit verlangert sich um den Faktor 1,8. Dies ist ein dhnlich
starke Stabilisierung des Connexins wie sie durch Koexpression von Cx32 bel Cx26 in
Leberzellen und HeL a-Doppeltransfektanten zu beobachten ist, hier erfolgt eine Verlangerung
der Halbwertszeit um etwa den Faktor 2. Die Halbwertszeit von Cx43, bestimmt in den
Doppeltransfektanten, ist im Vergleich zu Cx43 alein exprimiert nahezu gleich, der
Unterschied von 0,2 Stunden ist sehr gering.

Die Experimente haben gezeigt, dass die Stabiliserung eines Connexins durch die
Koexpression eines anderen nicht ausschliefdlich auf Cx26 und Cx32 beschrénkt ist. Auch
Cx43 kann Cx45 gegen Abbau stabilisieren. Dieser Mechanismus der Stabilisierung gegen

Abbau durch Koexpression scheint fir Connexine typisch zu sein.
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Connexine Connexin 43 (1) Conexind5 (2)

Connexin alein exprimiert 2,4+ 0,2 Std . 24+0,1Sd .

Cx43 und Cx45 koexprimiert 2,2+0,1Std 46+04Sd

4,5 1 200

100

Cx43 (1) Cx45 (2)

Tabelle 4 —8: Auswirkung der Koexpression von Cx43 auf die Halbwertszeit von Cx45in HelL a-
Cx43/Cx45-Doppeltransfektanten.

Die Halbwertszeiten von Cx43 und Cx45 in HelLaDopeltransfektanten wurden mittels , Pulse-Chase"-
Experimenten bestimmt und mit den Werten in HeLa-Cx43- und HelL a-Cx45-Transfektanten verglichen. Der
angegebene Wert in Stunden ist der Mittelwert aus mehreren durchgefiihrten Experimenten. Die Werte sind mit
Standardabweichung angegeben. Zur besseren Ubersicht sind die Werte zusétzlich graphisch dargestellt. Das
grofere Diagramm zeigt die Werte der Halbwertszeiten in Stunden, das kleinere die prozentualen Werte jeweils
aufgetragen auf der X-Achse.
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4.7 Die Zell-Zell-Kommunikation mittels Gap Junction
Kanalen kann durch das Phosphorylierungsmuster des

exprimierten Connexins gesteuert werden

In den vorherigen Kapiteln konnte gezeigt werden, dass die Verdnderung der
Degradationsrate einen moglichen  Regulationsmechanismus fur die Zdl-Zdl-
Kommunikation, tber die Anderung der Menge an Connexinprotein in den Zellen, darstellt.
Neben dieser Mdglichkeit stehen Zellen noch verschiedene andere Regul ationsmechanismen
zur Verfigung (siehe auch Kapitel 1.6). Eine dieser Mdglichkeiten stellt die Variation der
Phosphorylierung des Connexinproteins in der Zelle dar. Um den Einfluss der
Phosphorylierung eines Connexins auf die Kopplung nachzuweisen, ist ein Vergleich
zwischen Zellen, die den gleichen Hintergrund haben (aus dem gleichen Gewebe stammen)
und sich mdglichst nur in Kopplung und Phosphorylierungsmuster (Ausprégung der
unterschiedlichen phosphorylierten Isoformen) des exprimierten Connexins unterscheiden,
besonders gut geeignet. Es kann davon ausgegangen werden, dass hier andere die Kopplung
beeinflussende Parameter, wie zum Beispiel die Halbwertszeit, &hnlich genug sind, um auf
die Unterschiede in der Kopplung keinen Einfluss zu haben.

Untersuchungen an den beiden Zelllinien U 87 (bereits vorgestellt in Kapitel 3.1) und A 172
(Giard et a., 1973), die beide aus menschlichen Gliomen etabliert worden sind, zeigten, dass
hier Zellen vorliegen, die den gleichen Hintergrund haben und ein einziges Connexin in etwa
gleicher Menge mit gleicher Halbwertszeit auspragen.

4.7.1 Vergleichende Charakterisierung der Cx43-Expression in
U 87-und A 172-Zellen

Zuerst wurde die Auspragung von Cx43 in U 87- und A 172-Zellen untersucht. Durch
Immunaoblotanalysen von Zelllysaten (Abbildung 4 — 26) konnte gezeigt werden, dass beide
Zellen Cx43 in dhnlichen Ausmald exprimieren, U 87-Zellen exprimieren etwa 1,4-fache
Mengean Cx43wie A 172 Zéellen.
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u 87 A 172

Cx43 >

Abbildung 4 - 26: Immunoblotanalysen von U 87- und A 172-Z€lllysaten.

Es wurden jeweils 10 pl Lysat von 95% konfluenten A 172- und U87-Zellen aufgetragen, die Proteine durch
SDS-PAGE aufgetrennt und durch Elektroblot auf eine Tragermembran transferiert. Die Detektion der Signale
erfolgte nach einer Inkubation mit gegen Cx43 spezifischen Antikérper durch Markierung mit **J-Protein A und
anschlieflende Autoradiographie. Die Signdintensitéten wurden mit Hilfe des Programms Imagemaster
verglichen.

Die Halbwertszeit von Cx43 in A 172-Zellen wurde analog wie in Kapitel 4.1.2 mit ,, Pulse-
Chase"-Experimenten als 2,1 Stunden bestimmt (Abbildung 4 — 27), die Halbwertszeit von
Cx43in U 87-Zellen ist mit 1,9 Stunden (siehe Kapitel 4.1.2) sehr ahnlich.

» Chase" -Zeit (in Stunden)

Cx43 -

Abbildung 3 — 27: , Pulse-Chase" -Experimente zur Bestimmung der Halbwerteszeit von Cx43 in A 172-
Zéllen

Dargestellt ist das Autoradiogramm eines ,, Pulse-Chase" -Experimentes zur Halbwertszeitbestimmung von Cx43
in A 172-Zellen. Die Zellen wurden fir eine Stunde mit *S-Methionin metabolisch markiert (Pulse),
anschlieffend fir verschiedene Zeiten (0, 1, 2, 4, 6 und 8 Stunden) mit nicht radioaktivem Medium kultiviert
(Chase) und lysiert. Das aus den Zelllysaten immunprézipitierte Cx43 wurde nach Auftrennung durch SDS-
PAGE mittels Autoradiographie detektiert. Dargestellt sind stellvertretend die Signale von einem Experiment.

Es konnte gezeigt werden, dass in den Glioma-Zelllinien U 87 und A 172 sowohl das
Expressionsniveau as auch die Halbwertszeit von Cx43 weitgehend Ubereinstimmen. Die
Ergebnisse sind auch in Tabelle 4 — 10 zusammengefasst.
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Die Untersuchung der Kopplung durch Mikroinjektionsexperimente mit Lucifer Yellow
(analog wie in Kapitel 4.1.1 beschrieben) und Neurobiotin (analog wie in Kapitel 4.3.3
beschrieben) ergab jedoch grofl3e Unterschiede in der Funktion der Gap Junction Kandle,
bezogen auf ihr Kopplungsverhalten. Wahrend in eine U 87-Zelle injiziertes Lucifer Yellow
sich in durchschnittlich 8 + 2,8 Nachbarzellen ausbreitete (siehe Kapitel 3.1.1), konnte in A
172-Zellen fast nie eine Ausbreitung von Lucifer Yellow von injizierten Zellen in
Nachbarzellen beobachtet werden (bei insgesamt 37 Injektionen konnte nur zweimal
beobachtet werden, dass Lucifer Yellow sich auch in eine der Nachbarzellen erster Ordnung
ausbreitete, dies entspricht durchschnittlich 0,05 £ 0,04 koppelnden Zellen. Abbildung 4 — 28
zeigt eine Injektion von Lucifer Yellow in A 172-Zellen.

Abbildung 4 — 28: Mikroinjektion von Lucifer Yellow in A 172- Zellen.

In eine einzelne A 172-Zelle wurde der Fluoreszenz-Farbstoff Lucifer Yellow injiziert. Nach 90 Sekunden
konnte keine Ausbreitung des Farbstoffes beobachtet werden, ebenso nach finf und zehn Minuten. Die mit
Farbstoff injizierte Zelle ist mit einem roten Stern ¥ gekennzeichnet, der Balken entspricht 12 um.

A: Fluoreszenzaufnahme, B: Phasenkontrastaufnahmen.

Weitere  Mikroinjektionsexperimente  zeigten, dass sich jedoch Neurobiotin in
A 172-Zéellen aus der injizierten Zelle durch Cx43 Gap Junction Kandle in Nachbarzellen
ausbreiten kann. Die Ausbreitung von Neurobiotin fand aber in wesentlich geringerem Malie
statt alsin U 87 Zellen. Wahrend bel U 87-Zellen durchschnittlich pro Injektion 90 koppelnde
Zellen gezahlt werden konnte, ergab die Auszahlung der koppelnden A 172-Zellen einen
Durchschnittswert von 36 koppelnden Zellen.

Die Kopplung ist in A 172-Zellen im Vergleich zu U 87-Zellen um den Faktor 2,5 reduziert.
Ebenso zeigen Immunfluoreszenzanalysen von A 172-Zellen deutlich weniger Connexin-
typische Signale an der Kontaktmembran (Abbildung 4 — 29) als U 87-Zellen. In U 87-Zellen
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konnten mittels indirekter Immunfluoreszenz Cx43 Gap Junction Plagues as deutliche,
punktformige Signale nachgewiesen werden, die entlang der Kontaktmembranen lokalisiert
waren. Die Signale waren besonders haufig an Stellen zu finden, an denen die langen, diinnen
Audaufer einer Zelle eine andere Zelle berthrten. Die weil3en Pfeile in Abbildung 4 — 29
zeigen auf Gap Junction Plagues entlang eines solchen Audlaufers einer Zelle. Insgesamt
zeigte die indirekte Immunfluoreszenz haufige und regelméldige Signale von Gap Junction
Plagues in U 87-Zellen (siehe auch Kapitel 4.1, Abbildung 4 — 3). In A 172-Zellen waren die
Signale deutlich seltener und schwéacher ausgeprégt. Nur selten waren die fur Gap Junctions
typischen Signale an Kontaktmembranen zu beobachten. In Abbildung 4 — 29 weisen Pfeile
auf solche Signale hin. Der Unterschied in der Signalintensitét und Haufigkeit ist grofier, als
eine um den Faktor 1,4 reduzierte Menge an Cx43 erwarten |asst. Die Ergebnisse sind auch in
Tabelle 4 — 10 zusammengefasst.

Abbildung 4 — 29: Immunfluoreszenzanalysen von U 87- und A 172- Zellen.

Die fur Connexine typischen Signale an den Kontaktmembranen konnten bei U87- Zellen nachgewiesen werden.
Bel A 172-Zellen waren nur wenige Signale zu sehen. Die Pfeile weisen auf Signale an den Kontaktmembranen
zwischen zwei Zellen hin. Cx43 wurde durch den spezifischen Antikorper erkannt und durch Cy3-konjugierten
zweiten Antikorper nachgewiesen. Der Balken entspricht ca. 6 um.

A: Fluoreszenzaufnahme, B: Phasenkontrastaufnahmen.
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Verschiedene Untersuchungen haben einen Zusammenhang zwischen einer veranderten
Phosphorylierung und einer veranderten Zell-Zell-Kommunikation hergestellt (Moreno et al.,
1992 und 1994; Takens-Kwak und Jongsma, 1992). Auch ein Zusammenhang zwischen
Phosphorylierung und Connexintransport beziehungsweise Gap Junction Bildung konnte
gezeigt werden (Atkinson et al., 1993; Burghardt et al., 1995). Eine mogliche Ursache fir die
Unterschiede in der Kopplung und in der Lokalisierung von Cx43 in U 87- und A 172-Zellen
konnte also in der Ausprdgung der phosphorylierten Isoformen von Cx43 in den beiden
Zellen liegen.

Da die verschieden phosphorylierten Isoformen von Cx43 unterschiedliche Mobilitaten in der
SDS-PAGE aufweisen, gibt die Auftrennung der Cx43-Immunprézipitate aus den Lysaten
metabolisch mit *S-Methionin markierter Zellen tiber SDS-PAGE Aufschluss (Abbildung
4 — 30) Uber das Phosphorylierungsmuster von Cx43 in den beiden Zellen.

u 87 A 172

— fo43 P,, Py, HP
<+—(Cx43 Po

Cx43 P,, Ps, HP ? (_. 
Cx43p,———> *

Abbildung 4 — 30: Immunpr azipitationen aus Lysaten von U 87- und A 172-Zellen.

Dargestellt sind die Autoradiogramme der |mmunprézipitationsexperimente aus Lysaten von metabolisch mit
35 Methionin markierten U 87- und A 172-Zellen. Es wurde ein spezifischer Antikérper gegen Cx43
verwendet.

Die Autoradiogramme zeigen, dass in den U 87-Z€llen, die eine gute Kopplung aufweisen,
Cx43 hauptsachlich in den Modifikationen Py (stérkstes Signal) und P; (zweitstérkstes Signal)
vorliegt. Andere Isoformen mit geringerer Mobilitét sind schwécher ausgepragt. In A172-
Zellen ist die Isoform geringster Mobilitdt am stérksten ausgepragt, daneben liegt Cx43 auch
in den Modifikationen Py (zweitstérkstes Signal) und P (drittstérkstes Signal) vor. Es liegt
nah, dass die veranderte Kopplung in den beiden Zellinien mit den unterschiedlich
phosphorylierten Isoformen des exprimierten Cx43 in Zusammenhang steht.

Insgesamt zeigt die Auspragung der verschiedenen Cx43 Isoformen in U 87- und A 172-
Zellen deutliche Unterschiede.
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Eigenschaft U 87-Zellen A 172-Zellen
Expression von Cx43 +++++ F+++
Halbwertszeit 1.9 Stunden 2 1 Stunden
Kopplung
(Ausbreitung von Lucifer Yellow) Attt nein
Kopplung
(Ausbreitung von Neurobiotin) +++++ ++
Signale in der Immunfluoreszenz +++++ ++

Tabelle 4 — 10: Zusammenfassung: Vergleichende Charakterisierung der Cx43-Expression in U 87- und
A 172-Zéellen.

Die einzelnen Eigenschaften sind im Vergleich der Zellen A 172 und U 87 mit + (positiv aber schwach) bis
+++++ (positiv und sehr stark) bewertet.

4.7.2 Die Erh6éhung der intrazellularen cAMP-Konzentration
und die Aktivierung der Proteinkinase C mit TPA
verandern die Kopplung von U 87- und A 172-Zellen

Die Funktion der Gap Junction Kandle, die Zell-Zell-Kommunikation, scheint in U 87- und
A 172-Zellen vom Phosphorylierungsmuster von Cx43 bestimmt zu sein. Es sollte untersucht
werden, ob cAMP (ein sekundérer Botenstoff und ein Aktivator der Proteinkinase A, der eine
Phosphorylierung von Cx43 induzieren kann, siehe auch Kapitel 1.6.1) und TPA (ein
Aktivator der Proteinkinase C) einen Einfluss auf die Zell-Zell-Kommunikation durch eine
Verénderung der Phosphorylierung von Cx43 in den beiden Zellen austiben. Insbesondere
sollte festgestellt werden, ob die durch cAMP und TPA mdglicherweise induzierte
Phosphorylierung die Kopplung der beiden Zellen gleichermalien beeinflusst, oder ob die
Unterschiede in der Kopplung durch eine solche Verénderung des Phosphorylierungsmusters
aufgehoben werden kann. Die Bestimmung der Kopplung durch Mikroinjektionsexperimente
mit Neurobiotin wurde als Mal3 fur die Zell-Zell-Kommunikation benutzt. Die Experimente

wurden analog wie in Kapitel 4.3.3 beschrieben durchgefiihrt. Parallel zu einem Experiment
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in Anwesenheit eines Kinaseaktivators wurde stets ein Kontrollexperiment durchgeftihrt. Die
Ergebnisse einer Experimentreihe (Kontrollexperiment und Experiment in Anwesenheit von
CAMP oder TPA) wurden in % berechnet, der Wert des Kontrollexperimentes wurde 100 %
gesetzt. Aus mehreren Experimentreihen wurde der Mittelwert in Prozent berechnet, die
Ergebnisse sind in Tabelle 4 — 11 dargestellt.

Zelltypen Kontrolle . CAMP . TPA .

U 87(1) 100 % (90) 146 %+ 14 % 4%+ 16 %

A 172 (2) 100 % (32) 147%+ 4% 81%+ 8%

%
160

140

120

100 -

80 A
60 -
40 A
20 -

Tabelle4 — 11: Auswirkung von cAM P und TPA auf die Kopplung vermittelt von Cx43- und
in U 87- und A172-Zellen

Die durchschnittliche Anzahl der koppelnden Zellen (U 87- und A 172-Zellen) wurden durch Auswertung von
Neurobiotin-Mikroinjektion und anschlie3ender Farbreaktion bestimmt. Die Werte in Anwesenheit von cAMP
oder TPA wurden mit den Werten der Kontrollexperimente ohne Einsatz von Inhibitoren verglichen, die Werte
der Kontrollexperimente wurden 100 % gesetzt und die anderen Werte entsprechend in prozentuae Werte
umgerechnet. Die angegebene Werte in % sind die Mittelwerte der prozentuaen Werte, die sich aus den
verschiedenen Experimentreihen ergaben. Diese Werte sind mit Standardabwei chung angegeben. Zur besseren
Ubersicht sind die Werte zusitzlich graphisch dargestelIt.

Die Wirkung der Kinaseaktivatoren auf die beiden Gliomazellen war weitgehend identisch.
Die Anwesenheit von cCAMP steigerte die Kopplung um etwa den Faktor 1,5, TPA hingegen
reduzierte die Kopplung um etwa den Faktor 0,75. Eine Aktivierung der Proteinkinase C
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fUhrte also zu reduzierter Zell-Zell-Kommunikation, eine gesteigerte Konzentration an cAMP
zu einem Anstieg der Zell-Zell-Kommunikation.

Die Auswirkung der beiden Reagenzien wurde auch mit Immunprézipitationen aus Lysaten
von mit CAMP und TPA behandelten Zellen untersucht.

Zuerst wurde untersucht, ob die Immunprazipitate aus mit *S-Methionin markierten Zellen

Unterschiede im Phosphorylierungsmuster von Cx43 in U 87- und A 172-Zellen aufwiesen.

U 87 A 172
Kon TPA Kgn )

Cx43 P,, P5, HP f.
Cx43P,———»

= 4 Cxa3p, P HP
T 4——Cx43p,

cAMP

R I

Kon

Cx43p,, Py, HP 4 .
Cx43p, —» W

-—-—-f Cx43 P, P3, HP
B Cxsh,

Abbildung 4 — 31: Immunpr azipitationen aus Lysaten von U 87- und A 172-Zellen.

Dargestellt sind die Autoradiogramme der |mmunpréazipitationsexperimente aus Lysaten von metabolisch mit
®S Methionin markierten U 87- und A 172-Zellen in Anwesenheit von cAMP und TPA und von
Kontrollexperimenten (Kon). Es wurde ein spezifischer Antikorper gegen Cx43 verwendet.

Die in Abbildung 4 — 31 dargestellten Autoradiogramme zeigen, dass sich das
Phosphorylierungsmuster von Cx43 in den Gliomazellen in Anwesenheit von TPA éndert. In
beiden Zellen scheint die Cx43 P, Bande zu verschwinden. Eine Verbreiterung des Signals
etwa in Hohe der P, Bande, welche die zuvor distinkte Bande Uberdeckt, spricht fir eine
Zunahme der Phosphorylierung, die nicht dem vorher in den Zellen nachgewiesenen Muster
entspricht. Gleichzeitig nimmt die Intensitdt der Bande niedrigster Mobilitéat in A 172-Zellen
ab.
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Durch die Immunprazipitationen aus Lysaten nach *?P-ortho-Phosphat-Markierung von mit
CcAMP und TPA behandelten Zellen wurde untersucht, ob die Reagenzien das Ausmall der
Phosphorylierung in  den Gliomazellen, représentiert durch das Verhdltnis der

Signalintensitédten der Immunprazipitate in der Autoradiographie, verandern.

U 87 A 172
Kon cAMP Kon TPA Kon cAMP TPA

Cx43 ‘ ‘ ﬂ ﬁ . Cx43

Abbildung 4 — 32: Immunpr azipitationen aus L ysaten von U 87- und A 172-Zellen.

Dargestellt sind die Autoradiogramme der |mmunprazipitationsexperimenten aus Lysaten von metabolisch mit
¥p_ortho-Phosphat  markierten U 87- und A 172-Zellen in Anwesenheit von cAMP, TPA und von
Kontrollexperimenten (Kon). Es wurde ein spezifischer Antikorper gegen Cx43 verwendet.

Abbildung 4 — 32 zeigt die Autoradiogramme der Immunprazipitate der *2P-ortho-Phosphat-
Markierung. Die Signdintensitdéten wurden mit Hilfe des Programms Imagemaster
densitometrisch ausgewertet.

Die Behandlung der Zellen mit cAMP hat eine minimale Steigerung der Phosphorylierung
zufolge (Signalintensitédten: U 87 Kon zu cAMP wie 1 zu 1,2; A 172 Kon zu cAMP wie 1 zu
1,15). Die Steigerung der Phosphorylierung in Anwesenheit von TPA ist wesentlich grofier
(Signaintensitdten: U 87 Kon zu TPA wie 1 zul,5; A 172 Kon zu TPA wie 1 zu 2,5).

Die Auswirkung von cAMP und TPA l&sst sich aso auch an einer verénderten
Phosphorylierung, sowohl im Ausmal® als auch in der Expression der verschiedenen
Isoformen, beobachten.

Insgesamt konnte gezeigt werden, dass die Erhdhung der cAMP-Konzentration die Zell-Zell-
Kommunikation deutlich erhoht, wahrend aber keine bis hdchstens eine geringe Verénderung
des Phosphorylierungsmusters und der Gesamtphosphorylierung beobachtet werden konnte.
Die Aktivierung der Proteinkinase C durch TPA resultiert in einer verminderten Kopplung
und in einer Veranderung des Phosphorylierungsmusters sowie einer deutlichen Zunahme der
Gesamtphosphorylierung. Qualitativ betrachtet konnten keine Unterschiede in der Wirkung
der Reagenzien auf beide Gliomazellen beobachtet werden.
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5 Diskussion

51 Kann die Zell-Zell-Kommunikation durch die

Degradationsrate gesteuert werden?

Die fur Membranproteine relativ kurze Halbwertszeit der Connexine (Kapitel 1.6.3) legt nahe,
die Degradation der Connexinproteine als moglichen Regulationsmechanismus fir die Zell-
Zell-Kommunikation in Betracht zu ziehen (Laird et al., 1996). Neuere Ergebnisse (Saffitz et
al., 2000) weisen konkret auf die Regulation der Connexindegradation als wichtigen
Mechanismus der Kontrolle der interzellularen Kopplung im Herz unter normalen und
pathophysiologischen Bedingungen hin. Dies wiirde voraussetzen, dass Zellen Mdglichkeiten
zur Verfigung stehen, die Degradationsrate zu variieren. Die im Rahmen dieser Arbeit
durchgefiihrten Untersuchungen der Habwertszeit von Cx43 in verschiedenen Zellen
(Kapitel 4.1) ergab, dass diese keine Zelltyp-unabhéngige Grof3e ist, sondern sich von Zelle
zu Zelle unterscheiden kann (1,9 bis 2,5 Stunden). Dies weist darauf hin, dassesin den Zellen
Moglichkeiten zur Variation der Degradationsrate gibt. In den folgenden Kapiteln wird der
Einfluss des Expressonsmusters der Connexine als Moglichkeit der Modulation der

Degradation und die Degradationsrate als Regul ationsmechanismus der Kopplung diskutiert.

51.1 Ein Connexin kann durch die Koexpression eines

weiteren Connexins gegen Abbau stabilisiert werden

Die Connexine sind eine heterogene Gruppe von Proteinen, bisher wurden sechzehn Nager-
Connexine beschrieben (Tabelle 1 — 1). Sie bilden die Gap Junction Kande, durch die die
Zellen miteinander kommunizieren. Die Grinde fur die molekulare Heterogenitét der
Connexin Kanéle (siehe Kapitel 1.4) in vivo blieb bisher weitgehend unklar. Das Auftreten
von unerwarteten Phanotypen bei , Knock-In“-Experimenten mit Mausen, in denen ein
Connexin durch ein anderes in seiner Funktion ersetzt wurde, zeigte, dass die
Aufrechterhaltung des zelluldren Gleichgewichts nicht nur einfach von der Existenz einer
Zell-Zell-Kommunikation, sondern auch von den spezifisch-exprimierten Connexinen
abhangig ist (White und Bruzzone, 2000).
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Die Connexine zeigen ein aul3erst komplexes, zell- und gewebetypisches Expressionsmuster
(siehe Kapitel 1.4). Einige werden ubiquitar exprimiert, andere nur sehr selten, in wenigen,
spezifischen Organe und Zellen (Beyer und Willecke, 2000). Oft exprimieren Zellen mehr als
ein Connexin. So werden Cx26- und Cx32-mRNA in Leber, Niere, Darm, Lunge, Magen,
Milz und Gehirn gemeinsam ausgepragt (Zhang und Nicholson, 1989). Connexin26 kann aber
auch alein (in Leptomeningialzellen, Spray et a., 1991) oder mit anderen Connexine, wie
zum Beispiel Cx43 (in Pinealozyten, Saez et a., 1991) exprimiert werden. Durch die
Expression von mehr als einem Connexin in einer Zelle ergibt sich eine Viefat von
Kombinationsmoglichkeiten in der Zusammensetzung der Gap Junction Kande, die
homomer, homotypisch, heteromer und heterotypisch aufgebaut sein kdnnen (siehe
Kapitel 1.4.1).

Das Expressionsmuster der Connexine in den verschiedenen Zellen legt die mdglichen
Connexinzusammensetzungen der Gap Junction Kandle fest und diese bestimmt die
Eigenschaften des Kanals (Kapitel 1.4.2), wie beispielsweise die Grof3e des Durchmessers der
Kanapore und welche Ladungen mit der Auskleidung der Pore assoziiert sind (Veenstra,
1996; Beblo und Veenstra, 1997; Bevans et al., 1999). Auch die Abhangigkeit der
Offnungswahrscheinlichkeit eines Gap Junction Kanals von der zeluléren
Calciumkonzentration, dem pH-Wert und der Potentialdifferenz zwischen den durch die Gap
Junctions verbundenen Zellen wird durch die Connexine, aus denen der Kanal aufgebaut ist,
festgelegt (Trexler et a., 1996; Veenstra, 1996; Purnick et al., 2000; Beyer et al., 2000).

Das zell- und gewebespezifische Auspragungsmuster eines Connexins legt fest, ob en
Connexin alein oder koexprimiert mit andern Connexinen vorliegt. Die im Rahmen dieser
Arbeit durchgefiihrten Experimente zeigten, dass das Auspragungsmuster der Connexine noch
eine weitere Eigenschaft, neben den in vorherigen Abschnitt beschriebenen, bestimmt: die
Degradationsrate.

Da ein Connexin durch die Expression eines weiteren Connexins auf Proteinebene gegen
Abbau geschiitzt werden kann, kann das Expressionsmuster der Connexine auch die
Degradationsrate der Connexine bestimmen. Dieser Zusammenhang konnte fir verschiedene
Connexine erstmalig nachgewiesen werden. So verursacht die fehlende Expression von Cx32
eine Verkirzung der Halbwertszeit von Cx26 um den Faktor 0,6 (Kapite 4.2), die
Halbwertszeit von Cx26 nimmt also in Anwesenheit von Cx32 um den Faktor 1,7 zu. Die
zusétzliche Expression von Cx32 in HeLa-Cx26-Transfektanten fuhrt zu einer um den Faktor
2,4 verlangerten Halbwertszeit von Cx26 in diesen Zellen (Kapitel 4.4.3). Ahnliches konnte
durch vergleichende Untersuchungen in HelLa-Cx43/Cx45-Doppeltransfektanten und HeLa
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Cx45-Transfektanten gezeigt werden: die Halbwertszeit von Cx45 wird durch Koexpression
von Cx43 um den Faktor 1,9 verlangert (Kapitel 4.6). Diese Ergebnisse sind in Tabelle5 -1

zusammengefasst.
Connexin Connexin allein
Vergleich folgender Zellen Cx koexprimiert exprimiert
I |
(1) Primére, normale Hepatozyten und
i o Cx26 1,5Stunden 0,9 Stunden
Priméare Cx32-defiziente Hepatozyten
(2) HeLa-Cx26/Cx32-Doppeltransfektanten
Cx26 4,4 Stunden 1,8 Stunden
und HeL a-Cx26- Transfektanten
(3) HeL a-Cx43/Cx45-Doppel transfektanten
Cx45 4,6 Stunden 2,4 Stunden

und Hel a-Cx45-Transfektanten

0 0,5 1 15 2
Stunden

2,5

3 35

Tabelle5—1: Auswirkung der Koexpression von Connexinen auf ihre Halbwertszeit

Die Halbwertszeiten von Cx26, Cx32 und Cx45 in Hela-Transfektanten, Hel a-Doppeltransfektanten und in
normalen sowie Cx32-defizienten Hepatozyten wurden durch Auswertung von ,, Pulse-Chase" -Experimenten
bestimmt. Die Werte der Halbwertszeit des alein exprimierten Connexins wurde der Halbwertszeit des
Connexins, koexprimiert mit einem weiteren Connexin, gegentibergestellt. Der angegebene Wert in Stunden ist
der Mittelwert aus mehreren durchgefiihrten Experimenten. Zur besseren Ubersicht sind die Werte zusétzlich

graphisch dargestellt.

Wahrend sich die Halbwertszeiten von Cx26, koexprimiert mit Cx32, und von Cx45,

koexprimiert mit Cx43, im Vergleich zu den einzeln exprimierten Connexinen deutlich
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verlangert haben, bleiben die Halbwertszeiten von Cx32 (einzeln: 1,9 zu koexprimiert:
2,1 Stunden) und Cx43 (einzeln: 2,4 zu koexprimiert: 2,2 Stunden) nahezu unverandert
(Kapitel 4.4.3 und 4.6). Cx32 stabilisiert Cx26 gegen Abbau und Cx43 entsprechend Cx45.
Umgekehrt geht Cx26 jedoch keine stabilisierende Wechselwirkung mit Cx32 sowie Cx45
keine mit Cx43 ein. Ein bestimmtes Connexin ist in der Lage ein anders zu stabilisieren, ohne
dass es selbst gegen Abbau stabilisiert wird. Die Stabiliserung von Connexinen gegen
Degradation erfolgt also nicht gegenseitig, sondern einseitig. Auf welchen Wechselwirkungen
der Connexine diese Stabilisierung beruht, bleibt unklar. Die in dieser Arbeit vorgestellten
Resultate zeigen, dass mit der Koexpression von bestimmten Connexinen eine langsamere
Degradation eines der in der Zelle exprimierten Connexins erreicht werden kann. Ebenso
kann das ,, Abschalten* der Expression eines Connexins durch ,, Knock-Out”-Experimente in
den betroffenen Zellen zu ener Destabilisierung eines Connexins fuhren. Die
Degradationsrate von Connexinen kann also durch das Expressionsmuster der Connexine in

den verschiedenen Zellen moduliert werden.

5.1.2 Der Abbauweg von Connexin26 und Connexin32

beinhaltet lysosomale und proteasomale Degradation

Die bisherigen Untersuchungen zum Abbau der Connexine sind fast ausschliefdlich im
Hinblick auf Cx43 durchgefiihrt worden. Die Ergebnisse wiesen sowohl auf eine Beteiligung
von Lysosomen als auch Proteasomen am Abbau von Connexind3 hin (siehe Kapitel 1.7.2).

Endopl asmatisches Retikulum
* \ Ubiquitinierung

__— Kontrolle (,Proofreai nery Aminosdren

Golgiapparat

Pl asm!nembran
(Connexone — Plaques)

/ ? \

Proteasome L Endosom/ Lysosom
Aminosauren Aminosauren

Abbildung 5 —1: Wege der Cx43-Degradation (nach Laing et al. (1997 ) ins Deutsche tGiber setzt)
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Offen ist allerdings noch, ob der lysosomal und der proteasomal vermittelte Abbau zu einem
einzigen Abbauweg von Cx43 gemeinsam beitragen oder ob es zwei getrennte, alternative
Abbauwege gibt (siehe Abbildung 5 —1).

Im Rahmen dieser Arbeit wurde zum ersten mal die Degradation von Cx32 und Cx26 sowohl
in priméren Maushepatozyten as auch in HeLa-Cx32- und HelaCx26-Transfektanten
untersucht und verglichen. Es konnte gezeigt werden, dass an der Degradation von Cx26 und
Cx32 lysosoma als auch proteasoma vermittelter Abbau einen Anteil hat. Diese
Schlussfolgerung basiert auf den Ergebnissen, dass sowohl die Hemmung des |ysosomal
vermittelten Abbaus durch Chloroquin als auch die Hemmung des proteasomal vermittelten
Abbaus durch Lactacystin eine Steigerung der Menge an Cx26 und Cx32 in den
Immunprazipitaten und eine deutliche Verléangerung der Halbwertszeit zur Folge hat (Kapitel
4.3.1und 4.3.2). In Tabelle 5 — 2 sind die Ergebnisse zusammengefasst und die Resultate von
Cx26 denen von Cx32 gegenubergestel|t.

Ein Vergleich des Anstiegs der Proteinmenge an Cx26 und Cx32 bel Inhibierung des
lysosomalen Abbaus durch Chloroquin zeigt, dass die Anderung der Proteinmengen fiir Cx26
und Cx32 in den entsprechenden Zellen etwa gleich ist (190 % in HeLa-Einfachtransfektanten
und 160/165 % in priméren Hepatozyten). Ebenso ist der Einfluss der Hemmung der
lysosomalen Degradation auf Cx26 und Cx32 gleich stark. In alen untersuchten Zellen
verlangert sich die Halbwertszeit der beiden Connexine auf weit Gber sechs Stunden, das heift
innerhalb der sechsstiindigen Chaseperiode konnte keine Abnahme beobachtet werden. Diese
Ergebnisse sprechen dafirr, dass der lysosomale Abbau an der Degradation von Cx26 und
Cx32 den gleichen Antell hat.

Eine Hemmung des proteasomal vermittelten Abbaus durch Lactacystin steigert die Menge an
Cx26 und Cx32 in den entsprechenden Zellen in dhnlichen Umfang (auf 195/185 % in HeLa
Einfachtransfektanten und auf 150/140 % in primaren Hepatozyten). Die Verlangerung der
Halbwertszeit ist jedoch bei Cx26 deutlich groRer as bel Cx32 (240/150 % in HelLa
Einfachtransfektanten und 260/130 % in primaren Hepatozyten). Der proteasomal vermittelte
Abbau scheint an der Degradation von Cx26 stérker beteiligt zu sein als an der Degradation
von Cx32.

Ingesamt resultiert sowohl die Inhibition lysosomal vermittelten Abbaus als auch die
Inhibition des proteasomal vermittelten Abbaus in einer deutlich verminderten Degradation
der beiden Connexine Cx26 und Cx32. Die vorliegenden Ergebnisse zeigen, dass beide
Abbauwege zur Degradation beitragen.
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Connexin26
Chloroquin  Lactacystin | Chloroquin  Lactacystin
Zéelltypen Anderung der Proteinmengein % des Kontrollwertes
(1) HeLaEinfachtransfektanten | 190 % 195 % 190 % 185 %
(2) Normale Hepatozyten 165 % 150 % 160 % 140 %
(3) Cx32-defiziente Hepatocyten | 155 % 150 % - -

Anderung der Halbwertszeit in % des Kontrollwertes

(4) HeLa-Einfachtransfektanten |>>350 % 240 % >>350 % 150 %

(5) Normale Hepatozyten >>350 % 260 % >>350 % 130 %

(6) Cx32-defiziente Hepatocyten | >>350 % 270 % - -

Halbwertszeit

3 Proteinmenge 3

o
=
o
o
N
o
o

300 % 0 100 200 300 %

Tabelle 5 — 2: Auswirkung von Lactacystin und Chloroquin auf die Menge an detektierten Cx26 oder
Cx32 sowie auf die Halbwertszeit in Wildtyp (Wt) Hepatozyten, Cx32 Knockout (Ko)
Hepatozyten beziehungsweise in Hel. a-Cx26- und Hel a-Cx32-Transfektanten

Die Proteinmenge an Cx26 und Cx32 in An- und Abwesenheit von Degradationshemmern wurde in
Immunprazipitaten der Lysate metabolisch mit *S-Methionin markierter Zellen bestimmt, die Halbwertszeit mit
»Pulse-Chase" -Experimenten ermittelt. Die Werte der jeweils paralel zu den einzelnen Experimenten
durchgefiihrten Kontrollexperimente wurden als 100 % gesetzt und mit den Werten der Lactacystin- oder
Chloroquin-Inkubation verglichen. Zur besseren Ubersicht sind die Werte zusétzlich graphisch dargestellt.
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Die Wirkung von Chloroquin auf die Menge der beiden untersuchten Connexine war bel
Hepatozyten und Hel a-Transfektanten meist etwas stérker. Auch die Halbwertszeit wurde in
Anwesenheit von Chloroquin deutlich stérker beeinflusst, innerhalb von sechs Stunden
zeigten die , Pulse-Chase"-Experimente keinen nennenswerten Abbau der Connexine. Das
konnte bedeuten, dass Lysosomen einen grofderen Anteil an der Degradation haben (wenn ein
gemeinsamer Abbaumechanismus angenommen wird), oder dass der lysosomale vermittelte
Abbau in der Zelle wichtiger ist (wenn von zwel alternativen Abbauwegen ausgegangen
wird). Dies konnte jedoch auch in einer unterschiedlichen Effizienz der Inhibitoren in der
Hemmung des entsprechenden Abbauweges liegen. Lactacystin geht eine kovaente
Verbindung mit einer Untereinheit des Proteasoms ein und inhibiert so spezifisch die
Funktion des Multienzymkomplexes Proteasom (Fenteany et al., 1995). Da Zellen stéandig
neue Proteasomen synthetisieren und die Reaktion mit Lactacystin eine gewisse Zeit in
Anspruch nimmt, ist trotz der Inkubation mit Lactacystin ein Anteil der Proteasomen in den
Zellen aktiv. Chloroquin hemmt durch eine Erhéhung des pH-Wertes die Aktivitét aler pH-
abhéngigen lysosomalen Enzyme. Diese unterschiedlichen Wirkmechanismen konnen
durchaus einen Unterschied in der Effizienz der Inhibitoren verursachen, der die grofRere
Wirkung von Chloroquin erklaren kénnte.

Im Gegensatz dazu scheinen bel der Degradation von Cx43 in einer Herzmuskel-Zelllinie
beide Abbauwege gleichermal3en beteiligt zu sein. Der Einsatz von sowohl lysosomaen als
auch proteasomalen Hemmern fuhrt zu ahnlichen Ergebnisse (Laing et al., 1997). In E36-
Zellen wird die Menge an Cx43-Protein und dessen Degradationsrate sogar deutlich starker
durch proteasomale Hemmer beeinflusst (Laing und Beyer, 1995). In primaren
Herzmuskel zellen konnte jedoch, analog zu den in dieser Arbeit vorgestellten Ergebnissen der
Degradation von Cx26 und Cx32 in priméren Hepatozyten und Hel a-Transfektanten, ein
groRRerer Einflud der lysosomalen Hemmer auf die Degradation des exprimierten Cx43
beobachtet werden (Laing et a., 1998). Offensichtlich kann der Antell proteasoma und
lysosomal vermittelten Abbaus bei Cx43 von Zelltyp zu Zelltyp variieren, dies konnte auch
durch Ergebnisse von Musil und Mitarbeitern (2000) bestétigt werden, die die Auswirkung
von Hemmern des lysosomalen und proteasomal en Proteinabbaus in parallelen Experimenten
an mehreren Cx43-exprimierenden Zellen testeten. Hingegen besteht bel Cx26 und Cx32,
zumindest in priméren Hepatozyten und HelL a-Transfektanten, kein qualitativer Unterschied

in Auswirkungen der Inhibitoren des lysosomalen und proteasomalen Abbaus.



Diskussion 129

5.1.3 Die Hemmung der lysosomalen Degradation fuhrt zu
einer Anreicherung von deutlich schwéacher

phosphoryliertem Cx32 im Vergleich zur Kontrolle

In HeLa-Transfektanten und Hepatozyten liegt phosphoryliertes Cx32 vor (siehe Abbildung
4 — 14 und 4 — 15). Die Phosphorylierung von Cx32 ist schon vielfach untersucht worden. So
ist bekannt, dass Cx32 in vitro durch Serin/Threonin-Proteinkinasen phosphoryliert werden
kann (Seez et a., 1998). Auch die EGF-Rezeptor-Kinase ist in der Lage Cx32 an
Tyrosinresten zu phosphorylieren (Diez et a., 1998). Es konnte bisher aber noch nicht
aufgekléart werden, welche Rolle ein verandertes Ausmald der Phosphorylierung von Cx32
beziiglich der Regulation der Zell-Zell-Kommunikation spielt. Es gibt jedoch Hinweise dafr,
dass die Phosphorylierung von Cx32 eine Rolle fur die Regulation der Zell-Zell-
Kommunikation spielt (Traub et al., 1987). Auch konnte nachgewiesen werden, dass die
Phosphorylierung von Cx32 die Entfernung des Connexins aus der Membran und seine
Proteolyse verhindern kann (Saez et al., 1989, Elvira et al., 1993 und 1994). Ebenso konnte
der Phosphorylierungsgrad anderer Connexine in Zusammenhang mit ihrer Degradation
gebracht werden. So zeigten Laird und Mitarbeiter (1995), dass eine Korrelation zwischen
dem Verlust von hoéher phosphorylierten Isoformen von Cx43 und einer beschleunigten
Degradation der Gap Junction Plaques zu bestehen scheint.

In Kapitel 4.3.4 konnte gezeigt werden, dass die Inhibierung des proteasomalen Abbaus die
Menge an phosphorylierten Cx32 steigert. Die Autoradiographien der Cx32-Immunprazipitate
aus Lysaten mit radioaktivem Methionin sowie mit radioaktiven ortho-Phosphat markierten
Zellen zeigten in beiden Félen eine deutliche Steigerung der Signalintensitdt der mit
Lactacystin behandelten Zellen im Vergleich zur Kontrolle (Abbildung 4 — 16). Fir die
Hemmung der lysosomalen Degradation mittels Chloroquin ergab sich ein gegensétzliches
Resultat. Die Signaintensitét der mit *°S-Methionin markierten und immunprazipitierten
Lysate der Chloroquin-behandelten Zellen waren im Vergleich zur Kontrolle wesentlich
groRer (Intensititen ca. 1,9 zu 1), wahrend die Signale der mit **P-ortho-Phosphat markierten
und immunprazipitierten Lysate der Chloroquin-behandelten Zellen deutlich schwécher waren
(Intensitdten ca. 0,15 zu 1). Zieht man in Betracht, dass die Menge an Cx32 um den Faktor
1,9 zunahm, fuhrt eine Inhibierung des lysosomalen Abbaus mittels Chloroguin zu einer
Abnahme des Phosphorylierungsgrad von Cx32 auf unter 10 % der in den
Kontrollexperimenten vorhandenen Phosphorylierung.
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Die eine Aminogruppe enthaltende Verbindung Chloroquin hemmt zwar die Aktivitat der
lysosomalen Proteasen durch die Anhebung des pH-Wertes, nicht aber die Endozytose von
Membranproteinen und ihren Transport zu den Lysosomen (Fritsch et al., 1988). Wird der
lysosomale Abbau durch Chloroquin gehemmt, kénnen sich die Connexine in den Lysosomen
und in der Membran ansammeln. Die Herabregulation der Degradation findet also nicht durch
eine Verhinderung des Abbaus statt, sondern der begonnene Abbau wird unterbrochen. Die
Ergebnisse zeigen, dass einer der ersten Schritte des lysosomal vermittelten Abbaus von Cx32
die Dephosphorylierung zu sein scheint.

Es ist bekannt, dass Chloroquin in hoher Konzentration (10 mM und hoher) die
Phosphorylierung bestimmter Proteine in Hefezellen teilweise hemmen kann. Die in dieser
Arbeit eingesetzte Chloroquinkonzentrationen betrug maximal 300 pM. Somit ist es
unwahrscheinlich, dass eine Inhibierung der Phosphorylierung durch die Anwesenheit von
Chloroquin verursacht wurde. Um zu bestétigen, dass die Anreicherung von schwéacher
phosphoryliertem Cx32 auf den unterbrochenen lysosomal vermittelten Abbau und nicht auf
eine ,Nebenwirkung® von Chloroquin zurtickzufthren ist, wurden die Markierungen mit
radioaktivem **S-Methionin und *2P-ortho-Phosphat in An- und Abwesenheit von Leupeptin
wiederholt (siehe Abbildung 5 — 2). Leupeptin ist ein Peptid, das in Lysosomen
vorkommende Serin-Proteasen aber auch weitere Proteasen hemmen kann (Aoyagi et al.,
1969).

%S Methionin-Markierung ¥p_ortho-Phosphat-Markierung

-—
o - . . -

Kon Chl Leu Kon Chl Leu

Abbildung 5 - 2: Immunprazipitationen von Cx32 aus Zelllysatenen von Cx32 exprimierenden HelL a-
Transfektanten in An- und Abwesenheit von L eupeptin.

Die Zellen wurden mit *S-Methionin (linke Spalte) oder **P-ortho-Phosphat (rechte Spalte) metabolisch
markiert. Wahrend des ,,Pulse* wurde ein Drittel der Kulturschalen mit Leupeptin inkubiert (Leu), ein Drittel mit
Chloroquin und die anderen Zellen dienten a's Kontrolle (Kon). Cx32 wurde aus den Lysaten immunprazipitiert
und nach Auftrennung durch SDS-PAGE mittels Autoradiographie detektiert.
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Die Verwendung des Proteasehemmers Leupeptin zeigte im Vergleich zu Chloroquin nur
einen moderaten Effekt, es konnte eine Steigerung der Menge an Cx32-Protein auf 135 bis
150 % in Hela-Cx32-Transfektanten beobachtet werden, wahrend mit Chloroquin eine
Steigerung auf durchschnittlich 190 % (siehe Tabelle 5 — 2) erzielt wurde.

Ein Vergleich der Signalintensitsten der immunprazipitierten mit 3’P-orthoPhosphat
markierten HeL a-Cx32-Lysate ergab ein Verhdtnis der Intensitéten von 1 (Kontrolle) zu 0,8
(Leupeptin). Damit ist die Verringerung des Signals geringer, as dies fir die Inkubation mit
Chloroquin gezeigt werden konnte. Zieht man die Steigerung der Proteinmenge unter Einfluss
von Leupeptin (Faktor 1,4) in Betracht, so betragt der Phosphorylierungsgrads von Cx32 ca.
60 % des Phosphorylierungsgrads, der in den Kontrollzellen beobachtet werden konnte.
Leupeptin verursacht einen geringeren Verlust der Phosphorylierung von Cx32 als
Chloroquin. Dies kann durch die insgesamt schwéchere Wirkung von Leupeptin erklart
werden, die an der geringeren Steigerung der Proteinmenge zu sehen ist.

Die Ergebnisse der Inkubation mit Leupeptin bestétigt also das Ergebnis einer reduzierten
Phosphorylierung von Cx32 bei Hemmung des lysosomalen Abbaus. Dies weist darauf hin,
dass die Dephosphorylierung von Cx32 einer der ersten Schritte sein konnte, die den
lysosomal vermittelten Abbau einleiten.

Ob die Dephosphorylierung von Cx32 schon in der Plasmamembran, auf den Weg zu den
Lysosomen oder in den Lysosomen stattfindet ist offen. Immunfluoreszenzanalysen
(Abbildung 5 — 3) von unbehandelten im Vergleich zu mit Chlorogquin behandelten Hel a-
Cx32-Transfektanten zeigen, dass auch in mit Chloroquin inhibierten Zellen ein grof3er Anteil
des exprimierten Cx32 in den Plasmamembranen lokalisiert ist. Die Immunfluoreszenzsignale
von Cx32 an den Kontaktmembranen sind bei den mit Chloroquin behandelten Zellen etwas
groRer und stérker. Der Zuwachs der Signale an den Kontaktmembranen entspricht nicht der
deutlichen Steigerung der Menge an Cx32-Protein. Es kann davon ausgegangen werden, dass
sich entweder eine grof3e Menge an vereinzelten Gap Junction Kandlen zusétzlich in der
Plasmamembran befinden und/oder weitere Connexinmolekdile intrazelluldr, zum Beispiel in
Lysosomen, vorliegen. Beides kann mit der durchgefiihrten Immunfluoreszenzanayse nicht
nachgewiesen werden. Da in Anwesenheit von Chloroquin der Phosphorylierungsgrad von
Cx32 aber nur etwa 10 % im Vergleich zu Kontrollzellen betragt, ist es wahrscheinlich, dass
die im Zusammenhang mit dem Iysosoma vermittelten Abbau stattfindende
Dephosphorylierung von Cx32 schon in der Plasmamembran beginnt.
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Abbildung 5 — 3: Immunfluor eszenzanalysen von Hel a-Cx32-Zellen in An- und Abwesenheit von

Chloroquin

Mit Chloroquin (Chl) inkubierte Hela-Cx32-Transfektanten wurden mit unbehandelten Zellen (Kon) verglichen.
Cx32 wurde durch den spezifischen Antikorper erkannt und durch Cy3-konjugierten zweiten Antikorper
nachgewiesen. Der Balken entspricht ca. 15 pm.

A Fluoreszenzaufnahme, B: Phasenkontrastaufnahmen.

5.1.4 Die Degradationsrate beeinflusst die Zell-Zell-

Kommunikation

Im Rahmen dieser Arbeit konnte zum ersten Mal gezeigt werden, dass die Zell-Zell-
Kommunikation auf der Ebene der Degradation reguliert werden kann (Urschel et al.,
International Gap Junction Conference 1999). Durch die Herabregulierung der Degradation
bei Verwendung von Lactacystin und Chloroquin kann eine Anreicherung von funktionell
aktivem Gap Junction Proteinen ereicht werden, die eine Zunahme der Zell-Zell-
Kommunikation ermdglichen.

Die Inhibierung des lysosomal und proteasomal vermittelten Abbaus in Cx26-exprimierenden
Zellen (HeLa-Cx26-Transfektanten, normale und Cx32-defiziente Hepatozyten) fuhrt zu einer
deutlichen Steigerung der Kopplung auf bis zu tber 180 % des Wertes, der in Kontrollzellen
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bestimmt wurde (Kapitel 4.3.3). Ebenso fuhrt die Hemmung der proteasomalen Degradation
in Cx32-exprimierenden Zellen (HeLa-Cx26-Transfektanten und normale Hepatozyten) zu
einer dhnlichen Steigerung der Kopplung auf bis zu Uber 170 %. Die Hemmung der
lysosomalen Degradation resultiert jedoch nicht in einer Anderung der Zell-Zell-
Kommunikation in Zellen, die nur Cx32 ausprégen. Der fur die Kopplung der Hel a-Cx32-
Transfektanten bestimmte Wert fir Chloroquin-behandelte Zellen unterschied sich nicht vom
Wert der Kontrolle (Chloroquin-behandelte Zellen: 98 %, Kontrolle: 100 %). Der Wert , der
fur die Kopplung von Chloroguin-inkubierten normalen Hepatozyten, die sowohl Cx32 als
auch Cx26 exprimieren, bestimmt wurde, lag mit 153 % des Kontrollwertes in der Mitte der
Werte fir HeL a-Cx32-Transfektanten (98 %) und fur Cx32-defiziente Hepatozyten (184 %).
Diese Werte legen nah, dass in den Hepatozyten nur die durch Cx26 vermittelte Kopplung
anstieg und Cx32 nicht zur Steigerung beitrug.

An verschiedenen Cx43-exprimierenden Zellen durchgefihrte Untersuchungen (Musil et al.,
2000) zeigten dhnliche Ergebnisse. Sowohl die Inhibierung des lysosomalen as auch des
proteasomalen Abbaus fuhrte zu einer Verminderung der Degradation des exprimierten Cx43,
jedoch nur die Hemmung der proteosoma vermittelten Degradation resultierte in einer
deutlich Steigerung der Kopplung. Inhibitoren der Lysosomenaktivitét beeinflussten die Zell-
Zéell-Kommunikation nicht.

Cx43 liegt ebenso wie Cx32 in Zellen teilweise in phosphorylierten Isoformen vor. Die in
Kapitel 5.1.3 diskutierten Ergebnisse legen nah, dass die Ursache fur eine unveranderte
Kopplung, trotz der deutlich gesteigerten Proteinmenge, die Dephosphorylierung der

Connexine im Zuge des lysosomal vermittelten Abbaus ist.

Insgesamt deuten die Ergebnisse auf zwel mogliche Modelle fur die Degradation von
Connexinen hin:
1. Die gemeinsame Beteiligung des proteasomalen und lysosomalen Abbaus an der
Degradation der Connexine (Abbildung 5 — 4.1). Der proteasomal vermittelte Abbau
(keine Dephosphorylierung) geht hier dem lysosomal vermittelten Abbau (jetzt findet
die Dephosphorylierung statt) voraus.
2. Proteasoma vermittelter Abbau und lysosomal vermittelter Abbau sind zwei
aternative Systeme die der Zelle zum Abbau der Connexine zur Verfigung stehen,
wobei en Schritt des Iysosomalen Abbaus die Dephosphorylierung der
phosphorylierten Connexinisoformen ist (Abbildung 5 —4.2).
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Fir das erste Modell sprechen starke Effekte, die sich in der Verléangerung der Halbwertszeit
sowie die Steigerung der Proteinmenge und der Kopplung widerspiegeln, die sowohl die
Inhibierung der lysosomalen als auch der proteasomalen Degradation bewirken. Diese
konnten nicht nur in den in dieser Arbeit untersuchten Zellen, sondern auch noch in einigen
andern nachgewiesen werden (Laing und Beyer, 1995, Laing et al., 1997 und 1998, Musi| et
a., 2000, VanSlyke et a., 2000). Dies deutet auf eine Hemmung der gesamten
Connexindegradation mit jeweils beiden Inhibitoren hin.

Neuere Ergebnisse von Jordan und Mitarbeitern (2001) deuten drauf hin, dass es in Zellen
zwei dternative Abbauwege fur Connexine geben konnte. Es konnte gezeigt werden, dass
annuléare Gap Junction Zwischenstufen lysosomalen Abbaus der Gap Junctions sind. Da diese
aber nicht in alen Zellen in einer Haufigkeit nachgewiesen werden konnen, die die schnelle
Degradation der Connexine erklért, ist ein zweiter - moglicherweise proteasomaler -

Abbauweg wahrscheinlich.

1. Plasmamembran

Dephosphoryl ierung\gnnexone, Plaques

Proteasomen

Proteasomen
und
@ 4% LYysosomen L ysosomen:
Annulare %ﬁ% €in gemeinsamer
Gap Junctions Abbaumechanismus
\
NP Aminosiuren

Abbildung5—-41.: Wege der Cx43-Degradation in einer Zelle
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2. Plasmamembran

Dephosphorylieryng Connexone, Plagues
/ Proteasomen
Proteasomen und
Lysosomen:

Annulére

Gap Junctions /

Zwei getrennte

Abbauwege
Aminosauren
%Lysosomen
Abbildung 5—-4 2.: Wege der Cx43-Degradation in einer Zelle
5.2 HelLa-Transfektanten: ein geeignetes Modellsystem zur

Untersuchung der Degradation

Die Transfektion von Connexinen in kommunikationsdefizienten Hela-Zellen ist schon
erfolgreich fur viele Fragestellungen, insbesondere fur die vergleichende Untersuchung der
Eigenschaften der durch verschiedene Connexine oder mutierte Connexine gebildeten Gap
Junction Kanéle, angewandt worden (Willecke und Haubrich, 1996). Die Ergebnisse dieser
Arbeit zeigen, dass HelL a-Transfektanten auch ein geeignetes System zur Untersuchung der
Degradation der Connexine sind.

Es konnte gezei gt werden, dass bestimmte Connexine in der Lage sind, andere Connexine auf
Proteinebene gegen Degradation zu stabilisieren. Fur diese Fragestellung standen mit den
priméren, embryonalen, normalen Maushepatozyten ein ideales Zellsystem zur Verflgung.

Die Kultivierung von priméren Zellen ist jedoch zeitaufwendig und die in den Zellen
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exprimierten Connexine sind nicht beliebig variierbar, sondern von dem zellspezifischen
Auspragungsmuster der Connexine vorgegeben.

In Hepatozyten von normalen Mausembryonen ist die Halbwertszeit von Cx26 um etwa den
Faktor 2 groRBer as in Hepatozyten von Cx32-defizienten Mausembryonen. Dieser
Verlangerungseffekt wurde auch in Hela-Cx26/Cx32-Doppeltransfektanten beobachtet. Die
Stabilisierung eines Connexins durch die Existenz eines anderen konnte auch im artifiziellen
Zdlsystem der Hel a-Transfektante untersucht werden. Hier konnte auch die Stabilisierung
von Cx45 durch Cx43 nachgewiesen werden.

Die Untersuchung der Abbauwege von Cx26 und Cx32 wurde durch die Behandlung von
Zellen mit Inhibitoren des lysosomalen und proteasomalen Degradation durchgefihrt. Es
zeigte sich, dass die durch die Inhibitoren verursachten Anderungen in den Zellen, verlangerte
Halbwertszeit und gesteigerte Proteinmenge sowie erhdhte Kopplung, sowohl in den priméren
Zellen as auch in den HelaTransfektanten beobachtet werden konnte (Kapitel 4.4.1,
4.3.2.und 4.3.3). Die Effekte der Inhibitoren waren in den Hel a-Transfektanten zumeist sogar
stérker ausgepragt.

Insgesamt zeigen diese Ergebnisse, dass HelLa Transfektanten ein geeignetes System zur

Untersuchung der Degradation der Connexine sind.

5.3 Bilden Connexin26 und Connexin32 heteromere Kanale?

Die Mdglichkeit der Bildung von heteromeren Gap Junction Kanden, insbesondere in
Hepatozyten, wurde schon mehrmals untersucht. Unter Verwendung eines zellfreien
Transkriptions-Trandations-System konnte die Bildung von heteromeren Halbkandle aus
Cx26 und Cx32 nachgewiesen werden (Ahmad et a., 1999). Auch in mit Cx26 und Cx32
transfizierten Insektenzellen konnte dies beobachtet werden (Stauffer et al., 1995). Die
Untersuchung der elektrischen Eigenschaften von Gap Junction Kandlen in priméren
Hepatozyten (Valiunas, et al., 1999) ergaben kein eindeutiges Resultat: Homotypische und
heterotypische Kandle konnten nachgewiesen, die Anwesenheit von heteromeren Gap
Junction Kandlen nicht ausgeschlossen werden. Anderen Untersuchungen analysierten die
pH-Sensitivitdt der Gap Junctions in Hepatozyten und fanden weitere Hinweise fir die
Bildung von heteromeren Gap Junction Kandlen in diesen Zellen (Lee et a., 1998).

Die im Rahmen dieser Arbeit durchgefihrten Immunprézipitationen mit Antikorpern
spezifisch gegen Cx26 beziehungsweise Cx32 ergaben stets beide Connexinbanden fir
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Zellen die beide Connexine exprimierten (Kapitel 4.5). Eine Kreuzreaktion des Antikorpers
konnte ausgeschl ossen werden (siehe Abbildung 4 — 22). Interessanterwei se konnte aus einem
Gemisch der Lysate von Hel.a-Cx26— und Hel a-Cx32-Transfektanten nur jeweils eine Bande
immunprazipitiert werden (siehe Abbildung 4 — 23). Somit kann ausgeschlossen werden, dass
die Koimmunprézipitation von Cx26 mit Cx32 oder von Cx32 mit Cx26 auf
Wechselwirkungen beruht, die sich erst wadhrend des Immunprazipitationsexperimentes
ausbilden. Auch die Immunprézipitation aus Lysaten von kokultivierten HeLa-Cx26- und
HelLa-Cx32-Transfektanten, hier kdnnen neben homomeren und homotypischen auch
heterotypische Kandle ausgebildet werden, ergab nur jeweils eine Bande, wéahrend
Immunprazipitate von Hel.a-Cx26/Cx32-Doppeltransfektanten zwel Banden aufwiesen (siehe
Abbildung 4 — 23). Die Koimmunprézipitation von Cx26 und Cx32 geht aso auf
Wechselwirkungen zuriick, die sich nicht in kokultivierten HeLa-Cx26- und Hel a-Cx32-
Transfektanten, sondern nur in Hepatozyten und Hel a-Cx26/Cx32-Doppeltransfektanten
ausbilden konnen.

Insgesamt sind diese Ergebnisse ein Hinweis auf die Existenz heteromerer Gap Junction
Kande in HeLa-Cx26/Cx32-Doppel transfektanten und Hepatozyten.

5.4 Die Beeinflussung der Kopplung durch Reagenzien, die

das Phosphorylierungsmuster verandern kénnen

Die Phosphorylierung der Connexine kann die Zel-Zell-Kommunikation regulieren
(Kapitel 1.6.1). Um die Funktion der Gap Junctions zu untersuchen und zu modulieren,
wurden schon vielfach Proteinkinase-Aktivatoren und -Hemmer eingesetzt. Es scheint jedoch,
dass die gleichen Phosphorylierungsbedingungen in unterschiedlichen Zellen, die auch
verschiedene Connexine exprimieren kénnen, andere Wirkung zeigen kdnnen (Kwak et al.,
1995). Auch die Phosphorylierung von Cx43 kann die Gap Junction Funktion positiv und
negativ beeinflussen (zusammengefasst von Lampe und Lau, 2000).

Reagenzien, die das zellulére cAMP-Niveau anheben, erhthen meist die Gap Junction
Kommunikation, indem sie zum Beispiel die Phosphorylierung der Connexine steigern (Saez
et a., 1986; Traub et al., 1987, Atkinson et al., 1995; Burghardt et al., 1995; Darrow et al,
1996). Phorbolester wie TPA und andere Reagenzien, die die Proteinkinase C aktivieren,
fhren in der Regel zu einer Inhibierung der Kopplung (Kwak et al., 1995; Lampe et al.,
2000).
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Die beiden Glioma-Zelllinien U 87 und A 172 exprimieren Cx43 auf dhnlichen Niveau
(Verhdltnis des ausgeprégten Cx43-Proteins: 1 (A 172) zu 1,4 (U 87), siehe Abbildung
4 — 26). Auch die fir Cx43 bestimmte Halbwertszeit ist fast gleich, sie betrégt in
U 87-Zellen 1,9 Stunden und in A 172-Zellen 2,1 Stunden (siehe Tabelle 4 — 9). Dennoch ist
die Zel-Zell-Kommunikation, bestimmt durch die Kopplung nach Neurobiotin-Injektion, in
A 172-Z€llen deutlich geringer asin U 87-Zellen (siehe Tabelle 4 — 9). Es konnte gezeigt
werden, dass die Unterschiede in der Kopplung der beiden Zelllinien wahrscheinlich auf das
Phosphorylierungsmuster, die Auspragung der verschiedenen phosphorylierten Isoformen von
Cx43, in den jeweiligen Zellen zurlckzufthren ist (Kapitel 4.7.1).

Die Untersuchung des Einflusses von cAMP und TPA auf die Zell-Zell-Kommunikation und
das Phosphorylierungsmuster von Cx43 sollte zeigen, ob die Unterschiede in der Kopplung
der beiden Zellen durch die Anderung des Phosphorylierungsmusters angeglichen werden
konnten oder ob in beiden Zelllinien, trotz der Unterschiede, dhnliche Effekte beobachtet
werden konnten.

Die Steigerung der zelluldren cAMP-Konzentration durch Inkubation mit dbcAMP, fihrte in
beiden Zellen zu einer Steigerung der Kopplung auf 150 % (Tabelle 4 — 10), obwohl die
Steigerung der Gesamtphosphorylierung von Cx43 nur minimal war und auch keine
Steigerung der Proteinmenge beobachtet werden konnte (Abbildungen 4 — 31 und 4 - 32). Das
zeigt, dass die Regulierung der Zell-Zell-Kommunikation tber minimale Anderungen
erfolgen konnte. AulRerdem kann nicht ausgeschl ossen werden, dass der sekundére Botenstoff
CAMP, der vielfaltig Signalkaskaden auslésen kann, die interzelluldare Kommunikation auch
durch andere Faktoren als die Phosphorylierung und Menge an exprimierten Cx43
beeinflussen kann. So kann beispielsweise die Erhohung der zelluldren cAMP-K onzentration
in manchen Zellen zu einer Anderung der Leitfahigkeit fihren (Saez et a., 1986; Burt und
Spray, 1988; Spray et al, 1991).

Die Aktivierung der Proteinkinase C durch TPA resultierte in beiden Zellen in einer
Inhibierung der Gap Junction Kommunikation (auf 74 beziehungsweise 81 % der
Kontrollwerte (Tabelle 4 — 10). In beiden Zedllinien war eine Verdnderung des
Phosphorylierungsmusters  (Abbildung 4 — 31) wund ene Zunahme der
Gesamtphosphorylierung zu beobachten (Abbildung 4 - 32). Es konnte jeweils eine Abnahme
der Po-Isoform und das Auftreten einer neuen, diffuse Bande in der Hohe um P; bis P
festgestellt werden. Cx43 ist normalerweise hauptsachlich an Serinresten phosphoryliert
(Lampe und Lau, 2000). Eine Aktivierung der Proteinkinase C durch TPA konnte zu

Phosphorylierung von Cx43 an Serinresten fuhren, die ohne diese verstérkte Aktivierung der
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Proteinkinase C nicht moglich wédre. So konnte eine Cx43-Isoform mit verdndertem
Laufverhalten entstehen, die in den Kontrollexperimenten nicht vorhanden ist. Erstaunlich ist,
dass die Gesamtphosphorylierung von Cx43 in A 172- wesentlich stérker zunimmt als in
U 87-Zellen (Kapitel 4.7.2). Die Phosphorylierung in Gegenwart von TPA betragt in A 172-
Zellen 250 % und in U 87-Zellen 150 % der unbehandelten Kontrollzellen. In A 172-Zellen
liegt Cx43 hauptsachlich unphosphoryliert (Po oder NP Isoform) vor. Es scheint, dass
unphosphoryliertes Cx43 wesentlich leichter durch die Proteinkinase C phosphoryliert werden

kann als phosphorylierte I soformen.

55 Ausblick

Die im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Experimente ergaben, dass bestimmte
Connexine durch Koexpression eines weiteren stabilisiert werden konnen. Der Mechanismus
der Stabilisierung ist aber weitgehend unklar. Aus den Resultaten kann nur abgeleitet werden,
dass die Stabilisierung der Connexine auf Proteinebene gegen die beiden moglichen
Abbauwege, lysosomal vermittelter Abbau und proteasoma vermittelter Abbau,
gleichermal3en zu schiitzen scheint. So ist die Steigerung der Proteinmenge an Cx26 sowie die
Verlangerung der Halbwertszeit durch Inhibitoren des lysosomalen und proteasomalen
Abbaus in Cx32-defizienten und normalen Hepatozyten fast gleich. Weitere Untersuchung
des Mechanismus der Stabiliserung, zum Beispiel durch in HelLaZellen transfizierte
Domaénenaustauschmutanten von Cx32 und Cx26, konnten auch zur weiteren Aufklérung des
Degradationsmechanismus der Connexine beitragen. Experimente mit Hel a-Cx26/Cx32-
Doppeltransfektanten, die Cx26 und Cx32 in verschiedenen Verhdtnissen exprimieren,
konnten zeigen, welche Menge an Cx32 notig ist, um Cx26 zu stabilisieren oder ob es einen
linearen Zusammenhang zwischen der Degradationsrate und der Grofe des Verhaltnisses der
Menge an Cx26 und Cx32 gibt. Die Untersuchung von Hepatozyten, die nur Cx32
exprimieren, es wird daran gearbeitet Cx32 anstelle von Cx26 in Mausen zu exprimieren
(personliche Mitteilung von T. Ott), wirde zeigen, wie priméare Zellen auf den Verlust von
Cx26 reagieren und konnten die in HelLa-Cx26-Transfektanten gewonnenen Ergebnisse
bestatigen.

Ein Thema von physiologischer Bedeutung ist die Regulation der Zell-Zell-Kommunikation
durch die Degradation. Es konnte gezeigt werden, dass die Connexindegradation durch das

Expressionsmuster in den verschiedenen Zellen moduliert werden kann. Des weiteren fihrt
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die Inhibition proteosomalen Abbaus zu einer Heraufregulation der durch Cx26 und Cx32
vermittelten Kopplung. Ebenso kann eine Steigerung der durch Cx26 vermittelten Zell-Zell-
Kommunikation durch die Hemmung des lysosomalen Abbaus erreicht werden. Ein wichtiges
Ziel der zukinftigen Forschung wird es sein, weitere Faktoren zu finden, die die
Degradationsrate der Connexine in den Zellen modulieren kann. Solche Faktoren kénnten den
Zellen ermdglichen, sehr schnell, durch die Modulation der Degradation und somit durch die
Regulation der Zell-Zell-Kommunikation, auf 8uf3ere Einfllisse zu reagieren.

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass sowohl der lysosomal vermittelte Abbau als auch
der proteasomal vermittelte Abbau einen Anteil an der Degradation von Cx32 und Cx26
haben. Diese Ergebnisse stimmen mit den publizierten Daten fiur Cx43, exprimiert in
verschiedenen Zellen, und Cx32 beziehungsweise mutiertem Cx32, ausgepragt in PC 12-
Zellen, Uberein (Laing und Beyer, 1995, Laing et al., 1997 und 1998, Musil et al., 2000,
VanSlyke et al., 2000).

Noch immer sind viele Telle des Puzzles der Degradation der Connexinproteine nicht
entdeckt. Sicher scheint nur, dass sowohl der proteasomale und der lysosomale Abbau an der
Degradation der Connexine teilhaben. Zukuinftige Untersuchungen werden zeigen miissen, ob
beide Abbauwege zu einen Mechanismus der gemeinsamen Degradation beitragen oder ob es
zwel alternative Abbaumechanismen gibt. Jordan und Mitarbeiter konnten zeigen, dass
annuldre Gap Junctions einen Tell der Abbauweges der Connexine bilden und sehr
wahrscheinlich in den lysosomalen Abbauweg miinden. Jedoch kann nicht ausgeschlossen
werden, dass die Moglichkeit lysosomalen Abbaus ohne eine Betelligung von annuldren Gap
Junctions (Jordan et a., 2001) besteht. Der Nachweis verminderter Phosphorylierung von
Cx32 bei Inhibierung des lysosomalen Abbaus hat ein weiteres Puzzleteil aufgedeckt. Weitere
Experimente werden zeigen, ob sich diese Beobachtung auch auf andere Connexine
Ubertragen |8sst.

Weitgehend unklar ist die Beteiligung der Proteasomen an der Degradation der Connexine.
Zwar konnten Laing und Beyer (1995) einen Hinwels fur die Ubiquitinierung von Cx43
erbringen, aber ein konkreter Nachweis fur die Ubiquitinierung der Connexine und ihren
Abbau durch Proteasomen steht noch aus. Es ist durchaus moglich, dass ein bekannter oder
noch nicht entdeckter Interaktionspartner der Connexine, wie beispielsweise E-Cadherin
(Jongen et a., 1991), N-Cadherin (Meyer et a., 1992) oder ZO-1 (Toyofuku et al., 2000),
durch Proteasomen degradiert wird und die Connexine erst nach deren Abbau aus der

Membran entfernt und abgebaut werden kénnen. Untersuchungen zum Abbau von mutierten
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Connexinen, in denen verschiedene Lysine durch andere Aminosauren ersetzt wurden,
konnten Aufschluss tber die Rolle des proteasomalen Abbaus an der Connexindegradation
geben. So konnte durch diese Technik beispielsweise die Ubiquitinierung des
Wachstumshormon-Rezeptors (Govers et a., 1997) und des Epithelialen Natriumkanals
ENaC (Staub et al, 1997) nachgewiesen werden. Zusammenfasst konnte gezeigt werden, dass
lysosomaler und proteasomaler Abbau zur Degradation der Connexine Cx26 und Cx32
beitragen und die Inhibierung des lysosomaen Abbaus eine Dephosphorylierung von Cx32
verursacht. Die weitere Aufkldrung des Abbaumechanismus der Connexine wird auch
Einsichten in die Regulation der Degradation erméglichen.

Verminderte Gap Junction Kommunikation kann dazu fihren, dass isolierten Zellen weniger
inhibitorische Signale empfangen und eine unregulierte Zellteilung und Differenzierung
ausgel 6st werden kann (Ruch, 1994). So konnte magligne Transformation in der Lunge (Ruch
et a., 1998) und in der Leber (Trosko und Ruch 1999) mit einem Verlust der Gap Junction
Kommunikation in Verbindung gebracht werden. Es konnte gezeigt werden, dass das
Expressionsniveau von Cx43 in Gliomen und Glioma-Zelllinien stark variieren kann
(Shinouraet a., 1996). In neueren Untersuchungen konnte ein Zusammenhang zwischen dem
hoéheren Expressionsniveau von Cx43 und einer gesteigerten Kopplung nachgewiesen werden.
Hinwelise wurden gefunden, dass eine verminderte Kopplung mit einer erhdhten Aggressivitat
von Tumoren einhergeht (Soroceanu et al., 2001).

Die im Rahmen dieser Arbeit untersuchten Gliomazellen zeigten eine stark unterschiedliche
Kopplung, die nicht durch Unterschiede im Niveau an exprimierten Cx43, sondern durch ein
veréndertes Phosphorylierungsmuster erklart werden konnte. Es ist wahrscheinlich, dass die
Variation des Phosphorylierungsmusters von Cx43 eine weitere Moglichkeit, neben der
Veranderung der Menge an exprimiertem Connexin, darstellt, um die Zell-Zéll-
Kommunikation im Laufe der Tumorgenese zu verandern.

Es konnte gezeigt werden, dass cCAMP und TPA die Phosphorylierung in A 172- und U 87-
Zellen in verschiedenem Umfang andern kénnen und dass dies auch zu einer Anderung des
Kopplungsverhaltens fuhrt. Durch weitere Untersuchungen mit Reagenzien, die in der Lage
sind, das Phosphorylierungsmuster zu veréandern, konnten Wege gefunden werden, die
Phosphorylierung der gering-koppelnden A 172-Zellen so zu é&ndern, dass die
Zd|-Zell-Kommunikation heraufreguliert wird. So kdnnten Mechanismen aufgeklart werden,
die die Verminderung der Zell-Zell-Kommunikation in Gliomzellen ausldsen und damit die

Tumorgenese erst moglich machen.
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6 Zusammenfassung

Die durch Gap Junctions vermittelte Zell-Zell-Kommunikation kann vielfédltig Uber
verschiedene Mechanismen reguliert werden. Ziel dieser Arbeit war es, zum einen die
Degradation der Connexinproteine als moglichen Ansatzpunkt der Regulation zu untersuchen
und zum anderen den Einfluss einer veranderten Phosphorylierung der Connexine auf die
Kopplung zu analysieren.

Die Degradation der Connexine kann nur dann zur Regulation der Gap Junction Funktion
dienen, wenn esin den Zellen Méglichkeiten zur Modulation der Degradationsrate gibt.

Die Ergebnisse dieser Arbeit haben gezeigt, dass das Expressionsmuster der Connexine ihre
Degradationsrate, bestimmt durch die Halbwertzeit, modulieren kann. Durch Untersuchungen
der Halbwertzeit von Cx26, Cx32, Cx43 und Cx45 in Zellen mit unterschiedlichen Connexin-
Expressionsmuster konnte nachgewiesen werden, dass Cx32 Cx26 und Cx43 entsprechend
Cx45 auf Proteinebene gegen Abbau stabilisieren konnen. So ist die Halbwertzeit von
Connexin26 in primaren, normalen Hepatozyten, die Cx26 und Cx32 exprimieren, um den
Faktor 2 grof3er, asin Cx32-defizienten Hepatozyten. Dieser Unterschied in der Halbwertzeit
erklart auch, die in den Cx32-defizienten Hepatozyten deutlich reduzierte Menge an Cx26-
Protein.

An der Degradation von Cx32 und Cx26 sind sowohl der lysosomal vermittelte Abbau als
auch der proteasomal vermittelte Abbau beteiligt. Kopplungsanalysen ergaben in Cx26-
exprimierenden Zellen eine deutliche Steigerung der Kopplung unter dem Einfluss
lysosomaler as auch proteasomaler Inhibitoren. Auch in Cx32-exprimierenden Zellen konnte
eine Steigerung der Kopplung durch Hemmung des lysosomalen Abbaus, nicht aber durch
Inhibition des proteasomalen Abbaus, beobachtet werden.

Diese Ergebnisse zeigten zum ersten mal, dass die durch Cx26 und Cx32 vermittelte Gap
Junction Kommunikation durch die Degradationsrate hochreguliert werden kann.

Der Unterschied in der Beeinflussung der Kopplung durch Degradationshemmer in Zellen,
die Cx26 beziehungsweise Cx32 exprimieren, konnte durch den Nachweis von
dephosphoryliertem Connexin32 bei Inhibition des lysosomalen Abbaus erklért werden. Die
Dephosphorylierung eines Connexins im Zusammenhang mit der lysosomalen Degradation
eréffnet einen neuen Aspekt des Degradations-M echanismus der Connexine.

Durch die Transfektion von Cx32 zusétzlich zu Cx26, in HeLa-Zellen und vergleichende
Untersuchungen an priméren Zellen sowie an HelL a-Transfektanten konnte gezeigt werden,
dass das artifizielle Zellsystem Hela Transfektante gut geeignet ist, um den Abbau der
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Connexine zu untersuchen. So konnte mittels Immunprazipitationsanalysen von HelLa
Cx26/Cx32-Doppeltransfektanten und Cx26- sowie Cx32-Einfachtransfektanten ein
Nachweis fir die mogliche Bildung heteromerer Gap Junction Kanale erbracht werden.

Es wurden Untersuchungen zur Expression und Funktion von Cx43 in den Glioma-Zelllinien
A 172 und U 87 durchgefuhrt. Es zeigte sich, dass die beiden Zélllinien ein etwa gleiches
Proteinniveau und gleiche Halbwertzeit von Cx43 aufwiesen. Dennoch konnten grol3e
Unterschiede in der Kopplung festgestellt werden. Der Nachweis eines unterschiedlichen
Phosphorylierungsmusters zeigte eine mogliche Erkl&rung auf. Trotz der Unterschiede in der
durch Cx43 vermittelten Kopplung zeigten cAMP und TPA &hnliche Wirkung in beiden
Zéllinien: Durch cAMP wurde die Kopplung auf jewells etwa 150 % gesteigert, wéhrend
TPA die Kopplung auf etwa 80 % reduzierte.

Diese Ergebnisse zeigten, dass die Zell-Zell-Kommunikation in Tumorzellen nicht nur durch
das Expressionsniveau, sondern auch durch ein verandertes Phosphorylierungsmuster des

exprimierten Connexins beeinflusst werden kann.
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