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Zusammenfassung 

Sowohl die Freisetzung von Adenosin als auch die Aktivität von Connexin-Halbka-

nälen werden mit pathologischen Ereignissen in der Lunge, wie Entzündungen, in 

Verbindung gebracht. Die humane Calu-3-Zelllinie wurde als Modell für das Epithel 

der Atemwege verwendet, um das Zusammenspiel zwischen Connexin-Halbkanälen 

und Adenosinrezeptorsignalwegen in Epithelzellen der Atemwege zu untersuchen. 

Die Genexpression von Connexin-Isoformen auf mRNA- und Proteinebene wurde 

mittels quantitativer real time PCR, Western Blotting und Immunfärbetechniken ana-

lysiert. Der Beitrag spezifischer Connexin-Isoformen zur Bildung von Halbkanälen 

wurde durch short interfering RNA-vermittelte Connexin-spezifische Knockdowns 

und anschließende Farbstoffaufnahmeexperimente bestimmt. 5'-N-Ethylcarboxa-

midoadenosin (NECA) ein Adenosinrezeptor-Agonist, sowie pharmakologische In-

hibitoren spezifischer Adenosinrezeptor-Subtypen und intrazellulärer Adenosinre-

zeptor-Signalmoleküle, wurden verwendet, um die Rolle des Adenosinrezeptorsig-

nalweges zur Regulierung der Connexin-Halbkanalaktivität zu klären. NECA stei-

gerte die Connexin 26-Halbkanalaktivität in Calu-3-Zellen über die Stimulierung des 

A2B Adenosinrezeptor. Diese Hochregulierung erfolgte durch die Aktivierung der 

Proteinkinase A und des Transkriptionsfaktors spezifisches Protein 1, was zu einer 

erhöhten Proteinproduktion von Connexin 26 führte. Zudem wurden zwei neue po-

lyphenolische Verbindungen, CVB2-61 und CVB4-57, als Connexin-Halbkanalblo-

cker getestet. Beide Verbindungen blockierten die Farbstoffaufnahme in Neuro2a-

Zellen, die humanes Connexin 26 oder Connexin 46 exprimierten. Dass CVB2-61 

und CVB4-57 die Farbstoffaufnahme in Connexin 26-exprimierenden Zellen bei ei-

ner Konzentration von 5 µM hemmten, während bei Zellen, die Connexin 46 expri-

mieren, 20 µM hemmten, ließ auf eine Spezifität für Connexin 26-Halbkanäle schlie-

ßen. CVB2-61 oder CVB4-57 in einer Konzentration von 5 µM unterdrückten die 

Farbstoffaufnahme in NECA-behandelten Calu-3-Zellen. Dieses Ergebnis bestätigt, 

dass die Farbstoffaufnahme und ihre Verstärkung durch den Adenosinrezeptorsig-

nalweg in Calu-3-Zellen auf Connexin 26 zurückzuführen ist. Im Rahmen dieser Ar-

beit konnte gezeigt werden, dass der A2B Adenosinrezeptor die Connexin 26-Halb-

kanalaktivität verstärkt und dass die neuen polyphenolischen Connexin-Halbkanal-

blocker CVB2-61 und CVB4-57 diesen Effekt unterdrücken können, was auf einen 

möglichen therapeutischen Nutzen der Verbindungen für Connexin 26-Halbkanal-

abhängige Pathologien hindeutet.  

Schlagwörter: Connexin-Halbkanal, Adenosinrezeptor, Farbstoffaufnahme, Atem-

wegsepithel, Connexin Halbkanal Blocker  
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Abstract 

Both adenosine release and connexin hemichannel activity are associated with patho-

logical events in the lung like inflammation. We used the human Calu-3 cell line as 

model for the airway epithelium to study the interplay between connexin hemichan-

nels and adenosine receptor signalling in airway epithelial cells. mRNA and protein 

expression of connexin isoforms were analysed using quantitative real time PCR and 

Western blotting as well as immunostaining techniques. The contribution of specific 

connexin isoforms to hemichannel formation was determined by small interfering 

RNA-mediated connexin-specific knockdown and subsequent dye uptake experi-

ments. 5'-N-Ethylcarboxamidoadenosine (NECA) as adenosine receptor agonist as 

well as pharmacological inhibitors of specific adenosine receptor subtypes and aden-

osine receptor intracellular signalling molecules were used to elucidate the role of 

adenosine receptor signalling for the regulation of connexin hemichannel activity. 

NECA increased connexin 26 hemichannel activity in Calu-3 cells via adenosine re-

ceptor subtype A2B. The response was due to activation of protein kinase A and tran-

scription factor specific protein 1, resulting in an increased protein production of 

connexin 26. Further, two new phenolic compounds, CVB2-61 and CVB4-57, were 

tested as connexin hemichannel blocker. Both compounds blocked dye uptake in 

Neuro2a cells expressing human connexin 26 or connexin 46. The finding that 

CVB2-61 and CVB4-57 inhibited the dye uptake in connexin 26 expressing cells at 

concentrations as low as 5 µM, while 20 µM was need for cells expressing connexin 

46 suggest a specificity for connexin 26 hemichannels. CVB2-61 or CVB4-57 at 

5 µM supressed the dye uptake in NECA-treated Calu-3 cells. The results seem to 

confirm that the dye uptake and its enhancement by the adenosine receptor signalling 

in Calu-3 cells were due to connexin 26. This work demonstrated that the adenosine 

receptor A2B enhances connexin 26 hemichannel activity and that the new polyphe-

nolic connexin hemichannel blockers CVB2-61 and CVB4-57 can prevent this effect, 

suggesting a possible therapeutic benefit of the compounds for connexin 26 hemi-

channel dependent pathologies. 

Keywords: Connexin hemichannel, adenosine receptor, dye uptake, airway epithe-

lium, connexin hemichannel blocker  
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1 Einleitung 

1.1 Connexin-Halbkanäle und Gap Junctions 

Connexin (Cx)-Halbkanäle, auch Connexon genannt, sind Membrankanäle, die in 

verschiedenen Zellen vorkommen. Sie bilden eine größenselektive Pore, die Meta-

boliten und Ionen, die kleiner als 1,5 kDa sind, passieren können (Nielsen et al. 

2012). Cx-Halbkanäle in der Zellmembran bieten so eine Möglichkeit des Stoffaus-

tausches zwischen dem intrazellulären und dem extrazellulären Raum (Esseltine und 

Laird 2016). Cx-Halbkanäle können miteinander verbunden werden, um Gap Junc-

tions zwischen zwei benachbarten Zellen zu bilden (Abbildung 1), was die interzel-

luläre Kommunikation ermöglicht (Goodenough und Paul 2009; Maeda und Tsuki-

hara 2011; Sáez et al. 2005). Dies lässt eine Synchronisation des Gewebes zu, wie 

zum Beispiel bei der synchronen Kontraktion von Herzmuskelzellen (Oviedo-Orta 

und Howard Evans 2004; Orellana et al. 2012b). Cx-Kanäle können geöffnet oder 

geschlossen vorliegen, die Gatingmechanismen der Cx-Kanäle sind unter anderem 

von der extrazellulären und intrazellulären Ca2+-Konzentration abhängig (Contreras 

et al. 2003; Sáez et al. 2005). Die Öffnung von Cx-Halbkanälen in der Membran 

erfolgt meist vorübergehend für einen Austausch zwischen dem Zytosol und dem 

extrazellulären Raum (Goodenough und Paul 2003), was z. B. durch die Freisetzung 

von intrazellulärem Adenosintriphosphat (ATP) als Reaktion auf eine Erhöhung der 

intrazellulären Ca2+-Konzentration erfasst wurde (Anselmi et al. 2008; Kreda et al. 

2007; Contreras et al. 2003; Lopez et al. 2016; Sáez et al. 2005). Wie wichtig die Cx-

Kanäle für die Zellphysiologie sind, zeigen verschiedenen Krankheiten, die bei Cx-

Mutanten mit veränderter Cx-Kanalfunktion auftreten (Rabionet et al. 2002; Pfenni-

ger et al. 2011). 

Cx-Halbkanäle und Gap-Junctions werden von Cx-Proteinen gebildet. Es sind 21 

verschiedene humane Cx-Isoformen bekannt (Söhl und Willecke 2004). Die ver-

schiedenen Cx-Proteine werden mit der Abkürzung Cx bezeichnet, gefolgt von ei-

nem Suffix, das die Molekularmasse des Polypeptids in kDa angibt (Beyer et al. 

1987). Die empfohlene Nomenklatur für die Cx-Gene beginnt mit GJ (gap junction), 

gefolgt von einem Buchstaben der Untergruppe A, B, C, D und einer Zahl, die die 

Reihenfolge der Entdeckung angibt. Zum Beispiel war das Gen für Cx43 das erste 

identifizierte Cx-Gen der A-Gruppe und wird daher als GJA1 bezeichnet. Die Unter-

gruppenzugehörigkeit (A-D) basiert auf den allgemeinen Sequenzhomologien und 
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der Länge der zytoplasmatischen Schleife des Membranproteins (Beyer und Bert-

houd 2009). Cx-Proteine werden in fast allen Zelltypen mit Ausnahme von differen-

zierten Skelettmuskelzellen, Erythrozyten und reifen Spermatozoiden exprimiert 

(Nielsen et al. 2012). Einige Cx-Isoformen, wie Cx36 in den Neuronen, werden nur 

von wenigen spezialisierten Zelltypen exprimiert, während andere, wie Cx43, ubiqui-

tär in fast allen Geweben vorkommen (Willecke et al. 2002; Laird 2006). Cx sind 

membranständige Proteine mit zwei konservierten extrazellulären Schleifen, einer 

intrazellulären Schleife und zytoplasmatischen N-Terminus und C-Terminus (Niel-

sen et al. 2012; Maeda und Tsukihara 2011; Maeda et al. 2009) (Abbildung 1). Wie 

andere klassische integrale Membranproteine werden Cx  im endoplasmatischen Re-

tikulum (ER) kotranslational synthetisiert (Laird 2006), mit einer möglichen Aus-

nahme für Cx26. Zhang et al. (1996) zeigten, dass Cx26 sowohl post- als auch ko-

translational in die ER-Mikrosomenmembranen importiert werden kann, und Ahmad 

und Evans (2002) zeigten in in vitro-Experimenten einen möglichen direkten Import 

in die Plasmamembran. Diese Ergebnisse konnten jedoch an keiner Membran in vivo 

bestätigt werden. Die Oligomerisierung von Cx findet entweder im ER statt (Laird 

2006) oder im trans-Golgi-Netzwerk, abhängig von der Isoform (Musil und 

Goodenough 1993; Koval et al. 1997). Es gilt die Annahme, dass der Transport von 

Cx zur Zelloberfläche nach dem ER-Austritt durch das ER-Golgi-Intermediate-Kom-

partiment zum cis-Golgi-Netzwerk erfolgt (Laird 2006), mit Ausnahme von Cx26 

(Evans et al. 1999). Zur direkten Untersuchung und zum Vergleich der naszierenden 

und stationären Freisetzung von Cx43 und Cx26 zur Plasmamembran und Biogenese 

von Cx-Kanälen nutzten Thomas et al. (2005) Cx43 und Cx26 markiert mit fluores-

zierenden Proteinen die in Brustkrebs- und Rattennierenzellen exprimiert wurden. Es 

zeigte sich, dass sowohl Cx26 als auch Cx43 vor dem Transport zur Zelloberfläche 

durch den Golgi-Apparat geleitet werden. Interessanterweise war Cx26 innerhalb der 

Plasmamembran mobiler als Cx43, was auf Unterschiede bei der Bindung an Pro-

teingerüste zurückzuführen sein könnte (Thomas et al. 2005). Die Gerüstproteine 

binden meist an Motive im C-Terminus der Cx. Es ist möglich, dass der extrem kurze 

C-Terminus von Cx26 den Gerüstproteinen nicht genügend Bindungsmotive bietet. 

Mehrere assoziierte Gerüstproteine verankern die Cx in Plaques in der Zellmembran, 

meist über zytoskelettale Filamente (Lauf et al. 2002). Das Tight Junction-assoziierte 

Protein Zonula Occludens (ZO) 1 beispielsweise verankert Cx43 an Aktinfilamente 

und ist an der Bildung von Gap Junctions und dem Abbau von Cx beteiligt (Rhett et 

al. 2011). Die Halbwertszeiten von Cx scheinen von der Isoform und dem zugrunde-

liegendem Gewebe abzuhängen, werden aber meist für Cx26, Cx32, Cx43 und Cx45 

zwischen 1-5 h beschrieben (Laird 2005; Hervé et al. 2007). Der Abbau erfolgt so-
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wohl durch das Proteasom als auch durch das Lysosom und wird durch Ubiquitinie-

rung und Phosphorylierung reguliert (Laird 2006). Es wird weiterhin beschrieben, 

dass Gap Junctions als komplette Gap Junction aus benachbarten Zellen in sogenann-

ten Annular Junctions internalisiert werden (Falk et al. 2016). 

 

Abbildung 1: Schematische Darstellung von Connexin (Cx), Connexon und Gap 
Junction. Cx-Proteine bestehen aus vier Transmembrandomänen (TM), zwei extra-
zellulären Schleifen (E), einer zytoplasmatischen Schleife (CL) sowie N-Terminus 
und C-Terminus im intrazellulären Raum. Sechs Cx bilden ein Connexon, zwei Con-
nexone benachbarter Zellen bilden eine Gap Junction. 

1.1.1  Connexine im Atemwegsepithel 

Das Epithel der Atemwege bildet die erste Abwehrlinie, die die Lunge vor Umwelt-

einflüssen schützt und damit die Aufrechterhaltung der Lungenhomöostase ermög-

licht. Zu diesem Zweck exprimieren die Epithelzellen der Atemwege Tight Junction-

Proteine wie Claudine und Adapterproteine wie ZO, um eine starke Zellbarriere, die 

Tight Junctions, zu bilden (Foster et al. 2000; Stanke et al. 2021). Die Barrierefunk-

tion kontrolliert den parazellulären Fluss und ermöglicht einen geregelten Durchgang 

von Substanzen zwischen dem luminalen und dem abluminalen Lungenraum. Clau-

dine sind Membranproteine, die über Adapterproteine wie ZO mit dem Zytoskelett 

verbunden sind (Umeda et al. 2006). Es gibt 26 menschliche Claudin-Isoformen, die 

zell- und gewebespezifisch exprimiert werden, was zu einer gewebespezifischen Bar-

rierefunktion führt (Krause et al. 2015). Im Lungenepithel werden Claudin-3, Clau-

din-4 und Claudin-7 exprimiert (Schlingmann et al. 2015).  

Was die Expression von Cx-Isoformen im Atemwegsepithel betrifft, so wurden 

Cx26, Cx30, Cx31 und Cx43 in Primärkulturen und Gewebe nachgewiesen (Losa et 

al. 2011). Bisherige Untersuchungen konnten verschiedene Cx-Isoformen den spezi-

fischen Lungenzelltypen zuordnen (Losa und Chanson 2015) (Abbildung 2). Die 

Lunge kann in Luftröhre, Bronchien, Bronchiolen und Alveolen unterteilt werden. 

Die assoziierten Zellen, die das Epithel bilden, sind für jeden Abschnitt spezifisch. 
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Die Expression von Cx32 wurde im bronchiolären Epithel nachgewiesen (Losa et al. 

2011). Die Luftröhre und weitestgehend die Bronchien sind mit differenzierten Be-

cher- und Keulenzellen als sekretorische Zellen ausgekleidet, sowie mit Basalzellen, 

die durch Teilung und Differenzierung dem Ersatz von alten oder beschädigten Zel-

len dienen (Abbildung 2). Die Sekretion von Muzin durch Becher- und Keulenzellen 

ist eine der wichtigsten Schutzfunktionen des Lungenepithels, da es Mikroben und 

Partikel einfängt (Ridley und Thornton 2018). In der Luftröhre, den Bronchien und 

den Bronchiolen befinden sich Flimmerzellen (Abbildung 2). Entlang der Atemwege 

gewährleisten diese den Transport von Sekret durch koordinierte metachronale Zili-

artätigkeit (Wang et al. 2010). Es wurde gezeigt, dass die Basalzellen Cx30 und Cx31 

exprimieren und Gap Junctions mit Flimmerzellen ausbilden, die aus Cx30 bestehen 

(Losa und Chanson 2015). Die Becherzellen exprimieren Cx26, Cx30, Cx32 und 

Cx43 (Losa und Chanson 2015). Alveolen sind mit zwei Arten von Epithelzellen 

ausgekleidet, Typ I und Typ II, wobei Typ I die Blut-Luft-Schranke bildet und Typ II 

sowohl oberflächenaktive Substanzen sezerniert als auch als Zellersatz durch Diffe-

renzierung für den Typ I fungiert (Abbildung 2). Die Alveolarepithelzellen vom 

Typ I exprimieren Cx43 und Cx46, während die Alveolarepithelzellen vom Typ II 

Cx43 und Cx32 exprimieren (Losa und Chanson 2015). 

Neben ihrer Barrierefunktion entsprechen die Epithelzellen der Atemwege, insbe-

sondere die Becherzellen, den submukösen Drüsen der Lunge und sind eine wichtige 

Quelle der oberflächenaktiven Substanzen der Atemwege, die sich aus Muzinen und 

immunologischen Bestandteilen zusammensetzten (Losa und Chanson 2015). Diese 

Eigenschaften ermöglichen eine chemische Abwehr gegen Eindringlinge und die 

Rekrutierung von Immunzellen. Eine akute Entzündungsreaktion entwickelt sich bei 

Lungenverletzungen durch Infektionen, Lungenentzündungen, Traumata und Hyper-

oxie (Ware und Matthay 2000), die durch eine massive Infiltration von Immunzellen 

in die Lunge gekennzeichnet sind. Die Lunge ist ein mechanisch aktives System, das 

der äußeren Umgebung ausgesetzt ist und besonders empfindlich auf Verletzungen 

und Entzündungen reagiert. In Studien wurden intra- und extrazelluläre Kommuni-

kationswege identifiziert, die eine ordnungsgemäße Lungenfunktion als Reaktion auf 

Verletzungen und Krankheiten fördern (Losa et al. 2011). Cx-Kanäle, übernehmen 

hier mehrere zentrale Rollen bei der Förderung einer regulierten Entzündungsreak-

tion und der Erleichterung der Lungenreparatur (Losa et al. 2011). Verschiedene Pa-

thologien können die normalen Kommunikationswege, die für eine ordnungsgemäße 

Lungenfunktion erforderlich sind, stören, darunter akute Lungenverletzungen, 

Asthma, zystische Fibrose, Lungenfibrose und Krebs (Losa et al. 2011). Die Rolle 

der Cx bei der Ausbreitung infektiöser Signale scheint von Bedeutung zu sein, da die 
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Herunterregulierung von Cx43 und damit der Gap Junction-Kommunikation gewe-

beschützend ist, während die Hochregulierung von Cx40 entzündungshemmende 

Signale vermittelt (Losa et al. 2011). Die Cx übernehmen weiter eine wichtige Rolle 

in der Barrierefunktion des Atemwegsepithels, da gezeigt wurde, dass eine Überex-

pression von Cx26 die Barrierefunktion durch Tight Junctions in Lungenepithelzel-

len beständiger gegen den Na+/K+-ATPase-Inhibitor Ouabain machen kann (Go et 

al. 2006). 

 

 

Zelltyp Cx-Isoform 

Basalzelle 30, 31 

Flimmerzelle 30 

Becherzelle 26, 30, 32, 43 

Alveolarepithelzelle Typ I 43, 46 

Alveolarepithelzelle Typ II 32, 43 

Abbildung 2: Schema der Zelltypen entlang des Lungenbaumes. In der Trachea und 
den Bronchien werden Basalzellen, Flimmerzellen, Keulenzellen und Becherzellen 
gebildet. Die Bronchiolen weisen Keulenzellen und Flimmerzellen auf, die Alveolen 
zwei Arten von Epithelzellen. Tabelle: Connexin (Cx)-Isoformen, die in den Zellty-
pen der Lunge exprimiert werden (Losa und Chanson 2015). 

1.1.2  Mechanismen zur Regulierung der Connexinexpression 

Die Zellkommunikation über Cx-Kanäle hängt von dem spezifischen Muster der Cx-

Genexpression ab (Bedner et al. 2012). Dieses verändert sich während der Entwick-

lung und bei pathologischen Ereignissen, was zu einer Veränderungen der Gap Junc-

tion-Kopplung und der Cx-Halbkanalaktivität führt (Willebrords et al. 2016). Wie 

andere Gene kann auch die Cx-Expression durch die Transkriptionskontrolle regu-

liert werden, die neben den Regulationsfaktoren für Abbau und Verwendung der Cx-

messenger Ribonukleinsäuren (mRNA) der wichtigste Faktor ist (Oyamada et al. 

2005). 
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Cx-Gene sind nach dem folgenden Schema aufgebaut, eine 52-untranslatierte Region 

(52-UTR) auf Exon 1, getrennt von der vollständigen Cx-Kodierungsregion und der 

anschließenden 32-untranslatierten Region (32-UTR) auf Exon 2 (Fishman et al. 

1991). Mit Ausnahme von GJB2, konnten mittlerweile für mehreren Cx-mRNAs ver-

schiedene Spleißisoformen entdeckt werden (Oyamada et al. 2005; Oyamada et al. 

2013). Oyamada et al. (2013) führten zelltypunabhängige, ubiquitäre Transkriptions-

faktoren auf, die die Cx-Expression regulieren. Sie beschrieben die Bindungsstelle 

für das spezifische Protein 1 (Sp1) als gemeinsames Element in der transkriptionellen 

Aktivität von GJB2, GJB6, GJA1 und GJA5. Darüber hinaus wurde gezeigt, dass Sp1 

in Abhängigkeit von anderen mit-exprimierten Transkriptionsfaktoren, z. B. Kernre-

zeptor-Subfamilie 1 Gruppe D Mitglied 2, die GJA1-Expression hoch- oder herun-

terregulieren kann (Negoro et al. 2013). Der Transkriptionsfaktor Sp1 besitzt eine 

Zinkfinger-Desoxyribonukleinsäure (DNA)-Bindungsdomäne, die GC-reiche Mo-

tive benötigt, um in der Promotorregion zu binden (Kadonaga et al. 1987). Für den 

basalen GJA1-Promotor wirkt Sp1 in Synergie mit der Histon-Acetyltransferase 

p300/zyklisches Adenosinmonophosphat (cAMP) response element-binding protein 

(CREB-p300) (Hernandez et al. 2006; Mukherjee und Sengupta Bandyopadhyay 

2018). Ein Beispiel für die Aktivierung von CREB-p300 ist der Signalweg durch 

Guanin-Nukleotid-bindende Proteine (G-Proteine) als Reaktion auf aktivierte puri-

nerge Membranrezeptoren. Die stimulierten alpha Untereinheiten, G³s, einiger G-

Proteine stimulieren die Adenylylcyclase, was zu einem Anstieg von cAMP führt, 

einem aus intrazellulärem ATP erzeugten sekundären Botenstoff (Ross und Gilman 

1980). cAMP als sekundärer Botenstoff kann in der Zelle unter anderem die Protein-

kinase A (PKA) stimulieren. Der cAMP/PKA-Komplex kann im Zellkern CREB 

phosphorylieren und die Interaktion von der cAMP Response Element-Sequenz 

(CRE) und CREB-p300 fördern, was zu einer verstärkten Transkription von CREB-

regulierten Genen führt. Außerdem können cAMP-Signalwege die Expression von 

Sp1 und anderen Transkriptionsfaktoren stimulieren  (Rohlff et al. 1997; Li et al. 

2014). 

All dies deutet stark darauf hin, dass der cAMP-Signalweg ein Instrument zur Regu-

lierung der Cx-Expression und damit zur Regulierung der Cx-Halbkanalaktivität ist. 

Eine verstärkte cAMP-Synthese kann durch einen G-Protein-gekoppelten Adenosin-

rezeptor induziert werden, der im folgenden Kapitel beschrieben wird. 
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1.2 Adenosinrezeptorsignalwege in der Lunge 

Damit das Epithelgewebe in der Lage ist auf Krankheitserreger oder schädigende 

Ereignisse zu reagieren, werden in der Membran der Epithelzellen verschiedene Re-

zeptoren zur Erkennung von Erreger- und Verletzungssignalen exprimiert. Nukleo-

tide wie Adenosin, ein Derivat von ATP, und auch ATP selber gehören zu diesen 

Verletzungssignalen (Riteau et al. 2010; Blackburn 2003). Der extrazelluläre Purin-

anstieg erfolgt als Reaktion auf zellulären Stress oder Zellschäden, von zum einem 

den Eindringling wie Bakterien oder zum anderen den Gewebezellen (Riteau et al. 

2010). Unter diesen Umständen wird intrazelluläres ATP oder Adenosin durch meh-

rere mögliche Mechanismen freigesetzt. Aktivierte Membrankanäle, deren Lumen 

groß genug ist, Nukleotide oder Nukleoside passieren zu lassen (Anselmi et al. 2008; 

D'hondt et al. 2011) oder Ko-Stimulation, wie z. B. Degranulation (Eltzschig et al. 

2006) können zu einem extrazellulären Anstieg von Adenosin und ATP führen. 

ATP selbst ist ein Signalmolekül, das durch die Bindung an purinerge P2 Rezeptoren 

wirkt (Riteau et al. 2010). Weiter kann nach der Freisetzung von ATP dieses von 

extrazelluläre Nukleotidasen, die Differenzierungscluster (clusters of differentiation, 

CD) CD39 und CD73 (Zimmermann 2000) zu extrazellulärem Adenosin dephospho-

ryliert werden (Abbildung 3) (Yegutkin 2008), das wiederum die Zellen durch Bin-

dung der purinergen P1 Rezeptoren stimulieren kann. Hohe Konzentrationen von 

extrazellulärem Adenosin stehen im Zusammenhang mit entzündlichen Ereignissen, 

die häufig mit Verletzungen und Krankheiten einhergehen (Eckle et al. 2009). Beim 

Menschen sind vier P1 Rezeptor-Subtypen bekannt: A1, A2A, A2B und A3. Die ver-

schiedenen Rezeptorsubtypen induzieren unterschiedliche Signalwege in der Zelle. 

Die P1 Rezeptoren gehören zur Familie der G-Protein-gekoppelten Rezeptoren, die 

durch die Regulierung der Aktivität der Adenylylcyclase, die Konzentration von in-

trazellulärem cAMP steuern, während die Subtypen A1 und A3 in einem verminder-

ten cAMP-Spiegel resultieren, werden die Subtypen A2A und A2B mit einem erhöhten 

cAMP-Spiegel in Verbindung gebracht (Collis und Hourani 1993).  

Im Epithel der Atemwege sind die Adenosinrezeptoren A2A und A2B die am häufigs-

ten vorkommenden Subtypen (Eckle et al. 2009). Ihre Rolle in der Physiologie des 

Atemwegepithels ist jedoch komplex, da gezeigt wurde, dass Adenosin sowohl ge-

webeschützend als auch gewebeschädigend wirken kann (Zhou et al. 2011; Zhou et 

al. 2009b). Agonisten des A2A Adenosinrezeptors verhinderten bei Asthmapatienten 

die Infiltration von entzündungsfördernden Immunzellen in die Lunge, was auf eine 

schützende Rolle des A2A Adenosinrezeptos hinweist (Haskó et al. 2009).  
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Abbildung 3: Adenosinstoffwechsel und -signalweg. Extrazelluläres Adenosin kann 
mit G-Protein gekoppelten Adenosinrezeptoren (AR) interagieren, die die Produk-
tion des sekundären Botenstoffes zyklisches Adenosinmonophosphat regulieren. A-
denosintriphosphat (ATP) kann durch mehrere Mechanismen freigesetzt werden (in 
Grafik: ???). ATP wird durch membrangebundene extrazelluläre Nukleotidasen wie 
CD39 zu Adenosinmonophosphat (AMP) und durch CD73 zu Adenosin dephospho-
ryliert. Extrazelluläres Adenosin kann auch über fakultative Nukleosidtransporter 
(NT) transportiert werden. Extrazelluläres ATP kann purinerge P2 Rezeptoren sti-
mulieren. 

Im Gegensatz dazu wurde festgestellt, dass eine gewebeschützende oder eine gewe-

beschädigende Rolle des A2B Adenosinrezeptors von den akuten oder chronischen 

Stadien einer Lungenverletzung abhängt (Zhou et al. 2011; Zhou et al. 2009b). Stu-

dien von Eckle et al. (2008b) untersuchten den Beitrag der Adenosinrezeptorsignal-

wege zur Abschwächung Beatmungsgerät-induzierter Lungenschädigung in Mäusen. 

Die genetische Deletion des A2B Adenosinrezeptors in diesen Mäusen zeigte eine 

verkürzte Überlebenszeit und eine erhöhte pulmonalen Albuminausschüttung wäh-

rend einer akuten Lungenverletzung nach 24 Stunden. Dagegen wurde in einem chro-

nischen Entzündungsprozess gezeigt, dass Antagonisten des A2B Adenosinrezeptors 

die Mastzelldegranulation und die Überproduktion von pro-inflammatorischen Me-

diatoren in der Lunge bei Mäusen in einem asthmatischen Zustand verhinderten, was 

in diesem Zusammenhang auf eine destruktive Rolle des A2B Adenosinrezeptors 

schließen lässt (Mustafa et al. 2007; Haskó et al. 2008). Mäuse, die ein induziertes 

genetisches Defizit des purinkatabolischen Enzyms Adenosin-Desaminase haben, 

entwickeln, durch die anhaltend erhöhte extrazelluläre Adenosinkonzentration Merk-

male einer chronischen Lungenerkrankung wie Fibrose, neutrophilenreiche Entzün-

dung und Zerstörung des alveolären Luftraums (Blackburn et al. 2000). Die Behand-

lung mit einem A2B Adenosinrezeptor-Antagonisten bei diesen Adenosin-Desa-

minase-defizienten Mäusen während der chronischen Krankheitsphase führte zu ei-

nem Rückgang der Lungenentzündung und Fibrose (Sun et al. 2006). Diese Befunde 
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legten für die Autoren die Vermutung nahe, dass der A2B Adenosinrezeptor in chro-

nischen Krankheitsstadien pro-fibrotisch wirkt.  

Dieser widersprüchliche, entzündungsfördernde (Anvari et al. 2010) und entzün-

dungshemmende (Schingnitz et al. 2010; Eckle et al. 2008a; Eckle et al. 2008b) Cha-

rakter des A2B Adenosinrezeptors in der Lunge könnte mit einer Bifunktionalität des 

Rezeptors erklärt werden, die in der Arbeit von Sun et al. (2012) vorgestellt wurde. 

Die Aktivierung des A2B Adenosinrezeptors durch Adenosin führt zu pro-inflamma-

torischen Effekten, während der A2B Adenosinrezeptor eine Adenosin-unabhängige 

Runterregulation der pro-inflammatorischen Reaktion induziert. Dies wäre auf eine 

mögliche Liganden-unabhängige Bindung des Transkriptionsfaktors nuklearer Fak-

tor kappa-light-chain-enhancer aktivierter B-Zellen (NF-»B) an den C-Terminus des 

A2B Adenosinrezeptors zurückzuführen. NF-»B ist Teil der Entzündungsprozesse 

(Hatada et al. 2000), pro-inflammatorische Reaktionen könnten somit durch die As-

soziation des Transkriptionsfaktors NF»B1 an den A2B Adenosinrezeptor herunter-

reguliert werden. Dies soll die gegensätzlichen Wirkungen des A2B Adenosinrezep-

tors, durch Gegenwart und Abwesenheit seines Liganden, Adenosin erklären. 

Hohe Konzentrationen von Adenosin in der Lunge kennzeichnen pathophysiologi-

sche Situationen (Driver et al. 1993; Huszár et al. 2002). Eine hohe Konzentration 

von extrazellulärem ATP, als Vorgängermolekül für Adenosin (Zimmermann 2000), 

ist in pathologischen Situationen nachweißlich durch die vermehrte Öffnung von Cx-

Halbkanälen in der Lunge hervorgerufen (Arzola-Martínez et al. 2021; Eltzschig et 

al. 2006; Riteau et al. 2010). Ein mögliches Zusammenspiel von Cx-Halbkanälen und 

Adenosinrezeptoren in der Lunge ist bisher ungeklärt. Die Cx-Halbkanäle könnten 

in ihrer Funktion als Membrankanäle eine Quelle für extrazelluläres Adenosin in der 

Lunge unter pathophysiologische Bedingungen darstellen (Abbildung 3). 

 1.3 Connexin-Halbkanalinhibitoren als potentielle Therapeutika 

Die Öffnungswahrscheinlichkeit der Cx-Halbkanäle in der Membran ist normaler-

weise gering. Einerseits trägt das Andocken von Cx-Halbkanälen zwischen benach-

barten Zellen zu Gap Junctions zu einer verringerten Anzahl von Cx-Halbkanälen in 

der Zellmembran bei. Andererseits reduziert die hohe Konzentration von externem 

Ca2+ die Öffnungswahrscheinlichkeit von Cx-Halbkanälen stark. Pathologische Zu-

stände wie Membrandepolarisation, Erhöhung der intrazellulären Ca2+-Konzentra-

tion, Verringerung der extrazellulären Ca2+-Konzentration, mechanische Stimulation 

und oxidativer Stress können die Aktivität der Cx-Halbkanäle erhöhen (Contreras et 
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al. 2003; Lopez et al. 2016; Sáez et al. 2005). Entzündungen gehören zu den patho-

logischen Zustände, die zu einer erhöhten Cx-Halbkanalaktivität führen (Calder et 

al. 2015; Willebrords et al. 2016). Das Initiieren einer akuten Entzündungsreaktion 

ist der erste Mechanismus der angeborenen Immunantwort, um das Gewebe vor 

Krankheitserregern und deren schädlichen Auswirkungen zu schützen. Dabei soll die 

ursprüngliche Ursache der Infektion oder Verletzung beseitigt und die Geweberepa-

ratur eingeleitet werden (Waisman et al. 2015). Mikrobiologisch induzierte Entzün-

dungen und sterile Entzündungen des Epithels, gekennzeichnet durch sterile Akteure 

wie ATP und Adenosin, beinhalten die Rekrutierung von Immunzellen, wie Makro-

phagen, Neutrophile, dendritische Zellen und B-Zellen, durch die Freisetzung von 

molekularen Mediatoren, den Zytokinen (Chen und Nuñez 2010).  

Cx sind als Akteure bakterieller Infektionen beschrieben worden. So, erhöhten pa-

thogen-assoziierte molekulare Muster (PAMPs) wie Lipopolysaccharide (LPS) von 

gramnegativen Bakterien die Organisation und Menge der Cx-Halbkanäle in der 

Membran von Epithelzellen des Darms (Clair et al. 2008). Peptidoglykan als bakte-

rielles Endotoxin erhöhte die Cx26-Halbkanalaktivität und setzte dadurch ATP als 

Botenstoff in epithelialen Hautzellen frei (Donnelly et al. 2012). Neben einer bakte-

riellen Infektion zeigten auch virusinfizierte Astrozyten eine erhöhte Cx-Halbka-

nalaktivität (Orellana et al. 2014). Die erhöhte Cx-Halbkanalaktivität kann zu einer 

Freisetzung von intrazellulärem Adenosin und ATP führen,  dass die Adenosinrezep-

torsignalwege aktiviert (Abbildung 3) und dadurch eine Entzündung fördern kann 

(Anvari et al. 2010; Sun et al. 2006; Zhou et al. 2009a). Cx26-Halbkanäle und Cx43-

Halbkanäle stehen im Zusammenhang mit der Entzündungsreaktion und der Entzün-

dungssignalgebung des Epithels (García-Vega et al. 2019; Retamal et al. 2015; 

Mugisho et al. 2018). Daher ist die Entwicklung von Cx-Halbkanalinhibitoren, die 

für die Behandlung von Entzündungsreaktionen in verschiedenen Krankheiten ein-

gesetzt werden könnten, Gegenstand aktueller Forschung (Losa et al. 2011; Wille-

brords et al. 2017).  

Neben nicht-selektiven Cx-Kanalinhibitoren wie 18³-Glycyrrhetinsäure (GA) und 

ihren Derivaten, die allesamt nicht Cx-Halbkanal-spezifisch sind, gibt es sogenannte 

mimetische Peptide, die eine spezifische Aminosäuresequenz in der extrazellulären 

Schleife des Cx nachahmen (Bock et al. 2011; Wang et al. 2013). 43Gap27 ist ein 

Beispiel für ein mimetisches Peptid, das Cx43-Halbkanäle hemmte und nachweislich 

die Wundheilung von diabetischem Hautgewebe verbesserte (Pollok et al. 2011). 

Darüber hinaus hemmte 43Gap27 die durch Cx-Halbkanäle vermittelte ATP-Freiset-
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zung in vitro in humanen Leukozyten (Eltzschig et al. 2006). Zusätzlich aber unter-

drückte 43Gap27 auch die Zell-Kopplung über Gap Junctions (Decrock et al. 2009), 

ein Befund, der die Verwendung des mimetischen Peptids für therapeutische Maß-

nahmen einschränken kann. Das mimetische Peptid Gap19, das auf Grundlage der 

intrazellulären Cx43-Schleifensequenz entwickelt wurde, scheint spezifisch für 

Cx43-Halbkanäle zu sein, ohne die Gap Junction-Kommunikation zu verändern 

(Abudara et al. 2014). Die Tatsache, dass Gap19 in die Zellen eindringen muss (Abu-

dara et al. 2014), erschwert allerdings seine klinische Verwendung. Das Molekül 

Boldin, ein Alkaloid, das als Inhibitor an Cx43-Halbkanälen getestet wurde, funkti-

oniert, ohne in die Zellen eindringen zu müssen, und wurde als Behandlung zur Ver-

ringerung neuronaler Schäden bei neurodegenerativen Erkrankungen vorgeschlagen 

(Yi et al. 2017). Ein anti-Cx26-Antikörper, der die Cx26-Halbkanäle blockieren 

kann, ohne die Gap Junctions zu beeinträchtigen, wurde von Xu et al. (2017) entwi-

ckelt mit dem Ziel Krankheiten zu behandeln, die mit hyperaktiven Cx26-Halbkanä-

len in Verbindung gebracht werden. All diese Moleküle sind Beispiele für die lau-

fende Entwicklung und Anwendung spezifischer Inhibitoren für Cx-Halbkanäle. 

 1.4  Zielsetzung 

Sowohl Cx-Kanäle (Losa et al. 2011) als auch die Adenosinsignalgebung (Blackburn 

2003; Zhou et al. 2011; Feoktistov et al. 1998; Haskó et al. 2009) sind an verschie-

denen chronischen Lungenerkrankungen beteiligt. Wie genau die Adenosinsignalge-

bung und Cx-Kanäle von Epithelzellen interagieren, war ein Schwerpunkt dieser Ar-

beit. Wie bereits beschrieben, ist die Barrierefunktion eine wichtige Eigenschaft des 

Lungenepithelgewebes. Daher wurde die humane Bronchialepithelzelllinie Calu-3 

verwendet, die eine Barriere ausbildet und submuköse Becherzelleigenschaften auf-

weist (Foster et al. 2000; Go et al. 2006; Kreda et al. 2007). Die Aktivität der Halb-

kanäle in der Membran der Calu-3-Zellen wurden durch Messung der intrazellulären 

Fluoreszenzintensität eines Farbstoffes mittels Farbstoffaufnahmeexperimenten 

(Schadzek et al. 2018), sowie die Gap Junction-Kopplung mittels der Goldnanopar-

tikel-vermittelten Laserperforation /Farbstofftransfer-Methode ermittelt (Begandt et 

al. 2015). Dabei sollte festgestellt werden, welchen Einfluss die Stimulation durch 

Adenosinrezeptor-Agonisten auf die Aktivität der Cx-Halbkanäle und die Gap Junc-

tion-Kopplung hat. Die in Calu-3-Zellen exprimierten Cx-Isoformen sollten durch 

mRNA- und Proteinquantifizierung ermittelt werden. Ein siRNA-vermittelter 

Knock-down spezifischer Cx-Isoformen sollte eine oder mehrere der ermittelten Cx-

Isoformen der Cx-Halbkanalaktivität zuordnen können. Darüber hinaus sollte die 

Auswirkungen der Adenosinrezeptorsignalwege auf die Cx-Halbkanäle in Calu-3-
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Zellen genauer untersucht werden. Knock-down Versuche und pharmakologische In-

hibierung und Stimulierung von Adenosinrezeptor-Subtypen sollte eine Zuordnung 

des zu Grunde liegenden Adenosinrezeptor-Subtyps in dem Signalweg zur Änderung 

einer Cx-Halbkanalaktivität ermöglichen. Die Aufklärung des Mechanismus, der zu 

einer Änderung der Aktivität von Cx-Halbkanälen durch die Adenosinrezeptorstimu-

lierung führte, sollte mittels Inhibitoren der Zielproteine im Adenosinrezeptorsignal-

weg in Farbstoffaufnahmeexperimenten ermöglicht werden. 

Im zweiten Schwerpunkt der Arbeit wurden zwei polyphenolische potenzielle Cx-

Halbkanalblocker getestet: der Diarylether CVB2-61 und das Diarylheptanoid und 

Curcuminoid-Analogon CVB4-57. CVB2-61 wurde bereits als wirksames Therapeu-

tikum bei Atherosklerose publiziert (Vanucci-Bacqué et al. 2016). CVB4-57 wurde 

bisher noch nicht beschrieben, aber der Polyphenol- und Cucuminoid-Ursprung ist 

vielversprechend und könnte eine zukünftige therapeutische Leitstruktur sein 

(Kumar und Goel 2019; Vanucci-Bacqué et al. 2016). Durch Farbstoffaufnahme-

experimente in Zellen sollte die Kapazität zur Blockierung der Cx-Halbkanäle 

untersuchen werden. Durch die gezielte Transfektion von humanem Cx26 oder hu-

manem Cx46 in zuvor nicht Cx-exprimierende Zellen sollten die entsprechenden Cx-

Halbkanäle ausgebildet werden. Diese würden zur Analyse einer möglichen Cx-Iso-

form-Spezifizität bezüglich einer Blockierung durch CVB2-61 und CVB4-57 unter 

den beiden Cx-Isoformen dienen. CVB2-61 und CVB4-57 sollten außerdem in en-

dogen Cx-exprimierenden Zellen mit Cx-Halbkanälen und Gap Junction-Kopplung 

getestet werden. Die erfolgreiche Entwicklung eines Cx-Isoform-spezifischen Cx-

Halbkanal-Blockers, der sich von einer zusätzlichen Inhibierung der Gap Junction-

Kopplung abgrenzen würde, würde neben einem möglichen therapeutischen Ansatz 

ein wertvolles Instrument für die Untersuchung der Rolle von Cx-Halbkanälen in 

Zellen und Gewebe ermöglichen. 
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4 Diskussion und Ausblick 

Cx-Halbkanäle und Gap Junctions spielen mehrere zentrale Rollen während der re-

gulierten Entzündungsreaktion und Gewebeerneuerung in der Lunge. Verschiedene 

Pathologien können die normalen Kommunikationswege, die für eine ordnungsge-

mäße Lungenfunktion erforderlich sind, stören, darunter akute Lungenverletzungen, 

Asthma, zystische Fibrose, chronisch obstruktive Lungenerkrankung (chronic ob-

structive pulmonary disease, COPD), Lungenfibrose und Krebs (Losa et al. 2011). 

Bisherige Studien zeigten, dass chronische Lungenerkrankungen aus einem dauer-

haft erhöhten Adenosinspiegel und dadurch anhaltend stimulierten Adenosinrezeptor 

resultieren können (Blackburn et al. 2000; Sun et al. 2006). Daraus lässt sich ein 

Zusammenspiel zwischen der Adenosinrezeptorstimulierung und einer abnormalen 

Funktion von Cx-Kanälen in der Lunge ableiten, welches in dieser Arbeit untersucht 

wurde. Dabei wurde der erste Fokus daraufgelegt, inwieweit ein Adenosinrezeptor-

Agonist die Cx-Kanäle in Lungenepithelzellen beeinflusst. Hierbei wurde der Fokus 

auf die Cx-Halbkanäle gelegt und die Cx-Halbkanal-bildende Isoform bestimmt. 

Weiter wurde der stimulierte Adenosinrezeptor-Subtyp bestimmt. Nach Ermittlung 

einer A2B Adenosinrezeptor-abhängigen Erhöhung der Cx26-Halbkanalaktivität 

wurde ein möglicher, zugrundeliegender Signalweg analysiert (Kapitel 2, Dierks et 

al. 2019). Der zweite Fokus der Arbeit umfasste die Ermittlung und Anwendbarkeit 

von zwei potenten polyphenolischen Cx-Halbkanalblockern, CVB2-61 und 

CVB4-57. Diese dienten als Cx-26 Halbkanalinhibitoren für die durch die A2B Ade-

nosinrezeptorstimulierung erhöhte Cx26-Halbkanalaktivität (Kapitel 3, Dierks et al. 

2022), welche zukünftig bei den oben genannten Erkrankungen als mögliche Thera-

peutika eingesetzt werden könnten. 

4.1  Durch welche Mechanismen können Adenosinrezeptorsignal-

wege die Aktivität der Connexin 26-Halbkanäle erhöhen? 

In Calu-3-Zellen führte die Stimulation der Adenosinrezeptoren durch den Adeno-

sinrezeptor-Agonisten 5'-N-Ethylcarboxamidoadenosin (NECA) zu einer erhöhten 

Farbstoffaufnahme, was auf eine erhöhte Cx-Halbkanalaktvität schließen lässt (Ka-

pitel 2, Dierks et al. 2019). In quantitativen real time Polymerasekettenreak-

tion(qPCR)-Experimenten konnte eine erhöhte GJB2-Expression und in Western-
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Blot-Experimenten eine erhöhte Cx26-Proteinexpression beobachtet werden (Kapi-

tel 2, Dierks et al. 2019). Nach dem Einsatz von Cx26-spezifischer siRNA in Calu-

3-Zellen führte die Stimulation des Adenosinrezeptors nicht mehr zu einer erhöhten 

Halbkanalaktivität (Kapitel 2, Dierks et al. 2019). Daher wurde angenommen, dass 

die erhöhte Halbkanalaktivität nach Adenosinrezeptorstimulation auf die Cx26-

Halbkanäle zurückzuführen ist. Welche Mechanismen zu einer Erhöhung der Cx26-

Halbkanalaktvitität führen können, soll im Folgenden geklärt werden. 

Eine molekular-dynamische Simulationen der Struktur für offene Cx26-Halbkanäle 

zeigte, dass ko- und posttranslationale Modifikationen von Cx26-Halbkanälen eine 

wichtige physiologische Rolle spielen, indem sie die Leitfähigkeit und Ionenselekti-

vität von Cx26-Kanälen definieren (Kwon et al. 2011). Mehrere Cx-Isoformen sind 

Phosphoproteine (Nielsen et al. 2012), Veränderungen in ihrem Phosphorylierungs-

zustand können an der Regulierung der Öffnungswahrscheinlichkeit ihrer Halbka-

näle beteiligt sein (Laird 2005; Laird et al. 1991). Cx26 wurde früher als nicht-phos-

phoryliertes Cx beschrieben (Laird 2005). Jedoch wurde später in der Arbeit von 

Locke et al. (2009) Cx26 aus transfizierten, nicht endogen Cx-exprimierenden Zel-

len, mittels Massenspektrometrie analysiert, wobei eine Reihe von posttranslationa-

len Modifikationen, einschließlich Phosphorylierung, festgestellt wurden. In dieser 

Arbeit zeigten Ergebnisse, durch die pharmakologische Inhibierung der PKA, dass 

die erhöhte Cx26-Halbkanalaktivität PKA-abhängig ist (Kapitel 2, Dierks et al. 

2019). Die PKA ist in der Lage, Cx zu phosphorylieren (Laird 2005). Es gibt keine 

Untersuchungen in dieser Arbeit bezüglich des Phosphorylierungszustandes von 

Cx26 nach Adenosinrezeptorstimulierung. Allerdings finden Phosphorylierungsvor-

gänge innerhalb von Minuten statt, während der von uns beobachtete Mechanismus 

erst nach Stunden aufgezeigt werden konnte (Kapitel 2, Dierks et al. 2019), was die 

Phosphorylierung von Cx26 zur Erhöhung der Cx-Halbkanalaktivität unwahrschein-

lich macht.  

Ein weiterer Parameter für die Cx-Halbkanalaktivität ist die Anzahl und Dichte der 

verfügbaren Halbkanäle in der Membran. Diese kann durch verschiedene Faktoren 

erhöht werden. Eine Möglichkeit dafür wäre die Remodellierung von bereits beste-

henden Cx-Halbkanälen aus Gap Junction in der Membran in polarisierten Zellen an 

die apikale (luminale) Seite in sogenannten Plaques. Die Remodellierung könnte zu 

einer verminderten Gap Junction-Kopplung führen, da aus den bestehenden Gap 

Junctions Cx-Halbkanäle würden. Ein Remodellierungseffekt in der Membran wurde 

in dieser Arbeit nicht gezeigt, allerdings zeigten ergänzende Ergebnisse dieser Arbeit 

eine verminderte Gap Junction-Kopplung in Calu-3-Zellen nach einer Stimulation 
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mit NECA (Kapitel 2, Dierks et al. 2019). Die Remodelllierung ist erwähnenswert, 

da neue unveröffentlichte Daten der Arbeitsgruppe eine erhöhte Cx26-abhängige 

Halbkanalaktivität innerhalb weniger Stunden in Calu-3-Zellen nach Toll-like-Re-

zeptorstimulation mit LPS zeigten. In diesem Fall war eine erhöhte GJB2 mRNA- 

und/oder Cx26-Proteinmenge bisher nicht nachweisbar. Dies legt die Vermutung 

nahe, dass die beiden genannten Regulationsmechanismen, wie Phosphorylierung 

und Remodellierung an der Erhöhung der Cx-Halbkanalaktivität während der Stimu-

lation mit LPS beteiligt sein könnten. 

Eine weitere Möglichkeit, die Cx-Halbkanalaktivität zu erhöhen, wäre eine erhöhte 

Dichte an Cx-Halbkanälen in der Membran, durch Cx-Expression und Bildung von 

mehr Cx-Halbkanälen. In dieser Arbeit wurde in qPCR-Experimenten eine erhöhte 

GJB2-Expression und in Western-Blot-Experimenten eine erhöhte Cx26-Protein-

menge nach Adenosinrezeptorstimulierung durch den Agonisten NECA gezeigt (Ka-

pitel 2, Dierks et al. 2019). Somit wurde ein Regulationsmechanismus vermutet, der 

über eine erhöhte Cx26-Expression zu einer erhöhten Cx26-Halbkanalaktivität nach 

Adenosinrezeptorstimulation führte (Kapitel 2, Dierks et al. 2019). Ein cAMP/PKA-

abhängiger Anstieg der GJB2 mRNA-Expression nach Stimulation des Adenosinre-

zeptors wurde durch mehrere Ergebnisse aufgezeigt (Kapitel 2, Dierks et al. 2019). 

Zum einen wurde gezeigt, dass sich die intrazelluläre cAMP-Konzentration in Calu-

3-Zellen nach Adenosinrezeptorstimulierung durch NECA signifikant erhöhte (Ka-

pitel 2, Dierks et al. 2019). Zum anderen zeigten Experimente mit Rp-cAMPS, ein 

cAMP-Antagonisten und PKA-Inhibitor (Gjertsen et al. 1995) nach der Kultivierung 

der Calu-3-Zellen mit NECA, dass die GJB2-mRNA-Expression auf Kontrollniveau 

verblieb (Kapitel 2, Dierks et al. 2019). Dies bestätigte die Bedeutung von 

cAMP/PKA für die GJB2-mRNA-Expression. Die Möglichkeit, dass die PKA als 

Kinase den Transkriptionsfaktor CREB phosphoryliert und somit eine Regulierung 

der Cx-Genexpression ermöglicht (Zhang et al. 2005), liegt nahe, wurde aber in die-

ser Arbeit nicht weiter untersucht. Farbstoffaufnahmeexperimente zeigten eine 

Cx26-abhängige Erhöhung der Cx-Halbkanalaktivität durch NECA (Kapitel 2, 

Dierks et al. 2019). Daher wurde die Rolle des Transkriptionsfaktors Sp1, der als 

Transkriptionsfaktor für das GJB2-Gen beschrieben wurde, untersucht (Oyamada et 

al. 2005; Oyamada et al. 2013). In dieser Arbeit wurde Withaferin A als Sp1-Inhibitor 

(Prasanna Kumar et al. 2009) zusammen mit NECA verwendet. Nach Kultivierung 

von Calu-3-Zellen mit dem Sp1-Inhibitor und dem Adenosinrezeptor-Agonisten lag 

die Expression von GJB2-mRNA auf Kontrollniveau, was die Relevanz von Sp1 als 

Transkriptionsfaktor in diesem Signalweg verdeutlichte (Kapitel 2, Dierks et al. 

2019). Die Promotorregionen sowohl der GJB2- als auch der GJB6-Gene enthalten 



Diskussion und Ausblick 

 

58 
 

Bindungsstellen für Sp1 (Del Castillo und Del Castillo 2017; Oyamada et al. 2005; 

Oyamada et al. 2013). Die Ergebnisse zeigten, dass die Transkription der Gene GJB2 

und GJB6 nach der Behandlung mit NECA hochreguliert wurden (Kapitel 2, Dierks 

et al. 2019), was auf eine Kontrolle der Gentranskription in diesem Signalweg hin-

weist, denn beide Gene befinden sich im Taubheitslocus DFNB1 auf dem menschli-

chen Chromosom 13 Arm q Band 12 (Guilford et al. 1994) und es wurde gezeigt, 

dass sie zusammenhängen und ko-reguliert sind (Ortolano et al. 2008).  

Da gezeigt wurde das der cAMP-Signalweg an der Aktivierung von Transkriptions-

faktoren beteiligt ist (Rohlff et al. 1997), liegt die Vermutung nahe, dass die Tran-

skriptionsfaktoren Sp1 und CREB durch eine cAMP-Synthese nach Stimulation der 

Adenosinrezeptoren in Calu-3-Zellen aktiviert wurden. Ein cAMP/PKA-Komplex 

führte folglich über den Transkriptionsfaktor Sp1 und vermutlich CREB zu einer 

Hochregulierung der GJB2-Expression und damit einer vermehrten Synthese von 

Cx26-Protein. Der Anstieg des Cx26-Proteins führte zur Bildung von Cx26-Halbka-

nälen in der Zellmembran, was in einer signifikanten Zunahme der Cx26-Halbka-

nalaktivität in Atemwegsepithelzellen nach Adenosinrezepotorstimulation zu sehen 

war (Kapitel 2, Dierks et al. 2019). 

 4.2 Die (patho)physiologische Bedeutung der A2B Adenosinrezep-

tor-induzierten Steigerung der Connexin 26-Halbkanalaktivität 

Zuvor wurde gezeigt, dass der Adenosinrezeptor-Agonist NECA die Cx26-Halbka-

nalaktivität in Calu-3-Zellen erhöhte (Kapitel 2, Dierks et al. 2019). Weiter wurde 

untersucht welcher Adenosinrezeptor-Subtyp diesem Signalweg zugrunde liegt. 

Hierbei wurde die wichtige Rolle des A2B Adenosinrezeptors bei der Steigerung der 

Cx26-Halbkanalaktivität in Calu-3-Zellen mit mehreren Ansätzen gezeigt. Erstens  

wurde die mRNA- und Proteinexpression des A2B Adenosinrezeptors in Calu-3-Zel-

len durch qPCR und Western-Blot-Experimente nachgewiesen (Kapitel 2, Dierks et 

al. 2019). Auch Eckle et al. (2014) zeigten in Calu-3-Zellen die Expression des A2B 

Adenosinrezeptors. Die Ergebnisse der qPCR-Experimente zeigten ebenfalls eine er-

höhte Adenosinrezeptor ADORA2B mRNA-Menge im Vergleich zur ADORA2A 

mRNA-Menge (Kapitel 2, Dierks et al. 2019). Der A2B Adenosinrezeptor wird als 

der am häufigsten vorkommende Adenosinrezeptorsubtyp in bronchialen Epithelzel-

len von verschiedenen Autoren bestätigt (Davis und Lazarowski 2008; Sun et al. 

2006). Zweitens blockierte der A2B Adenosinrezeptor-spezifische Inhibitor 

MRS1754 den NECA-induzierten Anstieg der Cx26-Halbkanalaktivität (Kapitel 2, 

Dierks et al. 2019), während der A2A Adenosinrezeptor-spezifische Inhibitor 
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SCH58261 den NECA-induzierten Anstieg der Cx26-Halbkanalaktivität nur gering-

fügig abschwächte (Kapitel 2, Dierks et al. 2019). Drittens wurde beobachtet, dass 

der A2B Adenosinrezeptor-spezifische Agonist BAY60-6583 eine signifikant erhöhte 

Farbstoffaufnahme in Farbstoffaufnahmeexperimenten induzierte, während der A2A 

Adenosinrezeptor-spezifische Agonist CGS21680 geringfügig und nicht signifikant 

die Farbstoffaufnahme erhöhte (Kapitel 2, Dierks et al. 2019). Viertens führte NECA 

in A2B-Adenosinrezeptor-siRNA-behandelten Zellen mit einer reduzierten A2B Ade-

nosinrezeptorexpression nicht zu einer signifikanten Erhöhung der Farbstoffauf-

nahme (Kapitel 2, Dierks et al. 2019). Diese Ergebnisse führen zu der Aussage, dass 

NECA die Cx26-Halbkanalaktivität nur über den A2B Adenosinrezeptor beeinflusste, 

der auch der am stärksten exprimierte Adenosinrezeptor in den Calu-3-Zellen ist. 

Adenosin aktiviert den A2B Adenosinrezeptor im mikromolaren Bereich, wobei die 

anderen drei Adenosinrezeptor-Subtypen im Vergleich im nanomolaren Bereich ak-

tiviert werden (Fredholm et al. 2001; Fredholm 2007). In vivo führen pathophysiolo-

gische Bedingungen wie Inflammation oder Hypoxie und Zellschädigung zu einem 

Anstieg der Konzentrationen von extrazellulärem Adenosin (Eckle et al. 2009; Fre-

dholm 2007; Zhou et al. 2010). So zeigte beispielsweise die Adenosinkonzentration 

in der Epithelschleimhautflüssigkeit von Probanden mit der chronischen Lungener-

krankung Asthma einen signifikanten Anstieg im Vergleich zu Kontrollprobanden 

(Driver et al. 1993; Huszár et al. 2002). Zusätzlich zeigten andere Studien eine er-

höhte Expression des A2B Adenosinrezeptors als Reaktion auf Entzündungen, Zell-

stress und Verletzungen (Kolachala et al. 2005; Németh et al. 2003; Sitaraman et al. 

2002). Diese Ergebnisse deuten stark auf eine Aktivierung des A2B Adenosinrezep-

tors unter pathologischen Bedingungen hin. In dieser Arbeit wurde NECA in einer 

Konzentration von 10 µM verwendet. NECA ist ein Adenosin-Analogon, wobei die 

5'-Hydroxymethylgruppe durch eine N-Ethylcarboxamido-Gruppe ersetzt wurde 

(Camaioni et al. 1997). Es konnte ein signifikanter Anstieg des intrazellulären 

cAMP-Spiegels in Calu-3-Zellen nach 20-minütiger Stimulation mit NECA nachge-

weisen werden (Kapitel 2, Dierks et al. 2019), was auf eine Aktivierung durch A2 

Adenosinrezeptor und G³s vermittelte intrazelluläre cAMP-Produktion schließen 

lässt (Strohmeier et al. 1995).  

Betrachtet man die Lunge als gesamtes System, zeigen einige Studien, dass dem A2B 

Adenosinrezeptor eine gewebeschützende Rolle unter akuten pathophysiologischen 

Bedingungen zugeschrieben werden kann (Eckle et al. 2008a; Eckle et al. 2008b; 

Hoegl et al. 2015; Li et al. 2021; Schingnitz et al. 2010; Yang et al. 2006). In ihrer 
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Arbeit setzten Eckle et al. (2008a) Mäuse einer Hypoxie (4 % Sauerstoff über 4 Stun-

den) aus, welche zu Lungenödemen und erhöhter Gefäßpermeabilität führt. Untersu-

chungen zeigten, dass die Behandlung mit BAY 60-6583, einem A2B Adenosinrezep-

tor-Agonist, die durch die Hypoxie verursachte alveolär-kapillare erhöhte Permeabi-

lität dämpfte. Weitere Studien von Schingnitz et al. (2010) untersuchten den Beitrag 

der endogenen Adenosinsignalgebung zur Abschwächung der Endotoxin-induzierten 

Lungenschädigung in Mäusen. Die genetische Deletion des A2B Adenosinrezeptors 

in diesen Mäusen war im Vergleich zu den anderen Adenosinrezeptor-Subtypen mit 

einer verkürzten Überlebenszeit und einem erhöhten pulmonalen Albuminpermeabi-

lität während der akuten Lungenverletzung nach 24 Stunden verbunden. Diese Au-

toren schlagen inhalative A2B Adenosinrezeptor-Agonisten als Behandlung bei 

akuten Lungenverletzungen vor. Insgesamt zeigen diese Studien, dass hohe extrazel-

luläre Adenosinkonzentrationen in Verbindung mit dem A2B Adenosinrezeptor einen 

endogenen Weg darstellen, um die Lunge vor Lungenödemen und übermäßigen Ent-

zündungen bei akuten Lungenverletzungen zu schützen (Eckle et al. 2008a; Eckle et 

al. 2009; Schingnitz et al. 2010; Li et al. 2021). Der Mechanismus, durch den die 

hohe Adenosinkonzentration und der A2B Adenosinrezeptor das Gewebe bei akuten 

Lungenverletzungen schützen, ist bisher nicht geklärt. Einen Ansatz dafür könnte in 

dieser Arbeit gezeigt worden sein. Die Stimulierung des A2B Adenosinrezeptors 

führte in Calu-3-Zellen zu einer erhöhten Cx26-Expression (Kapitel 2, Dierks et al. 

2019), die wiederum in demselben Zellmodell von Go et al. (2006) als Barriere-

schützend beschrieben wurde. Die Autoren stellten fest, dass eine Vorbehandlung 

mit den Gap Junction-Blockern GA und Oleamid den durch die Cx26-Überexpres-

sion bedingten Schutz der Tight Junction-Barriere nicht beeinflusste. Sie schlossen 

daraus, dass die Barriere nur durch die Expression von Cx26 und nicht durch dessen 

Kanalfunktion gestärkt wurde. Es ist jedoch noch unklar, wie die Expression von 

Cx26 die Barrierefunktion der Tight Junctions regulieren könnte. Generell ist zu sa-

gen, dass die Aufrechterhaltung der Tight Junction-Barriere während pathogener Zu-

stände eine gewebeschützende Eigenschaft darstellt. 

Weitere Studien beschrieben die chronische A2B Adenosinrezeptorstimulierung wäh-

rend einer Entzündung als gewebeschädigend (Zhou et al. 2011; Zhou et al. 2009a; 

Sun et al. 2006; Sun et al. 2008). In der Arbeit mit Adenosin-Desaminase-defizienten 

Mäusen, welche durch ihren Defizit erhöhte endogene Adenosinkonzentration im 

Lungengewebe aufwiesen, wurden pathologische Merkmale aufgezeigt, wie Defekte 

in Alveogenese, Lungenentzündungen und Atemwegsverengungen. Bei diesen Ade-

nosin-Desaminase-defizienten Mäusen konnte eine Ausschüttung von entzündungs-
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fördernden Mediatoren der Stimulierung des A2B Adeonsinrezeptors zugeordnet wer-

den (Blackburn 2003; Blackburn et al. 2000; Zhou et al. 2009a). Dabei wurden die 

Mediatoren Interleukin-6 und Tumor-Nekrose-Faktor ³ (TNF³), einem Zytokin und 

Effektor für Entzündungsprozesse (Zelová und Hoaek 2013), von den Epithelzellen 

der alveolären und bronchialen Atemwege in Adenosin-Desaminase-defizienten 

Mäusen ausgeschüttet (Pedroza et al. 2011). In humanen bronchialen Epithelzellen 

wurde durch den Adenosinrezeptor-Agonist NECA eine erhöhte Freisetzung von In-

terleukin-19 über die Aktivierung des A2B Adenosinrezeptors gezeigt. Hierbei stimu-

lierte Interleukin-19 wiederum humane Monozyten zur Freisetzung von TNF-³ 

(Zhong et al. 2006). In Calu-3-Zellen wurde gezeigt, dass Adenosin eine Freisetzung 

von Interleukin-6 auslöst, zusammen mit entzündungsförderndem Interleukin-8 (Sun 

et al. 2008). Epithelzellen der Lunge zeigen somit einen pro-inflammatorischen Bei-

trag durch die Freisetzung von Zytokinen bei chronischer A2B Adenosinrezeptorsti-

mulierung. 

In dieser Arbeit konnten wir zeigen, dass eine chronische Stimulierung des A2B Ade-

nosinrezeptors in Calu-3 Zellen zu einer gesteigerten Cx26-Halbkanalaktivität 

führte. In der Arbeit von García-Vega et al. (2019) wurde beobachtet, dass pathogene 

Reize eine gesteigerte GJB2-Expression induzieren, was zu einer gesteigerten Cx26-

Halbkanalaktvität in Epithelzellen führte. Sie beobachteten in Hautepithelzellen eine 

erhöhte GJB2-mRNA Menge nach 6-stündiger Behandlung mit bakteriellem Pep-

tidoglykan als PAMP. Zusammengenommen weisen diese Ergebnisse darauf hin, 

dass pathogene Reize eine gesteigerte GJB2-Expression induzieren, was zu einer ge-

steigerten Cx26-Halbkanalaktvität in Epithelzellen führt. Zudem beobachteten die 

Autoren, dass die Freisetzung von dem Zytokin Interleukin-6 nach dem pathogenen 

Reiz durch die Verwendung von Cx-Halbanalinhibitoren verhindert wurde, was die 

Cx26-Halbkanalaktivität in dem Signalweg zur Freisetzung von Zytokinen involvie-

ren würde (Robertson et al. 2010; García-Vega et al. 2019). Wie genau der Beitrag 

der Cx26-Halbkanalaktivität zur Zytokin-Freisetzung aussehen könnte, wird im Fol-

genden diskutiert. 

Extrazelluläres ATP ist eine Quelle für extrazelluläres Adenosin, indem das ATP 

durch CD39 und CD73 gespalten wird (Yegutkin 2008). Adenosin stimuliert den A2B 

Adenosinrezeptor von Epithelzellen und führt bei chronischer Stimulierung zur Pro-

duktion von Zytokinen (Sun et al. 2008; Zhong et al. 2006). García-Vega et al. (2019) 

zeigten in ihrer Arbeit eine gesteigerte ATP-Freisetzung nach Stimulation mit Pep-

tidoglycan als PAMP in Hautepithelzellen, die durch Cx-Inhibitoren verhindert wer-

den konnte. In weiteren Zellmodellen konnte gezeigt werden, dass Cx-Halbkanäle 
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ATP unter, purinergen Stimuli freisetzten. Cx26, Cx32 und Cx43, die in Karzinom-

zellen exprimiert wurden, bildeten Halbkanäle, die als Reaktion auf eine purinerge 

Stimulation mit Uridintriphosphat, einem sehr potenten Agonisten von purinergen 

P2Y2- und P2Y4-Rezeptoren, ATP freisetzten (Cotrina et al. 1998). Anhand dieser 

Daten können Cx-Halbkanäle als Teil der purinergen Signalübertragung in Zellen 

betrachtet werden. In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass die Stimulierung des A2B A-

denosinrezeptors zu einer erhöhten Cx26-Halbkanalaktivität in Calu3-Zellen führte 

(Kapitel 2, Dierks et al. 2019). Es wäre anzunehmen, dass eine verstärkte Cx26-Halb-

kanalaktivität als Reaktion auf eine initiale A2B Adenosinrezeptorstimulierung zu ei-

ner Freisetzung von ATP führt. ATP wird degradiert zu Adenosin, das wiederum zu 

einer chronischen Stimulation des A2B Adenosinrezeptors führt der wiederum zur 

Produktion von Zytokinen beiträgt. Zusammengenommen entsteht so ein Kreislauf 

(Abbildung 4). Im Lungenepithelgewebe würde dies bedeuten, dass es zu einer chro-

nischen Entzündungen kommt, wie sie bei Asthma oder COPD betrachtet wird (Sun 

et al. 2006; Zhou et al. 2011). 

Um die Annahme zu unterstützen, dass die Cx26-Halbkanälaktivität zu einer ATP-

Freisetzung nach A2B Adenosinrezeptorstimulierung in Calu-3-Zellen führt, sollte in 

weiteren Experimenten die Freisetzung von ATP in Calu-3-Zellen nach Stimulierung 

mit NECA ermittelt werden. Zur weiteren Analyse von Immunreaktionen wie die 

Zytokinausschüttung nach A2B Adenosinrezeptorstimulierung im Gewebe und der 

Beitrag von Cx26-Halbkanalaktvität bei der Zytokinausschüttung, könnten ex vivo-

Modellen, wie z. B. die humanen Lungenschnitte (PCLS) verwendet werden, die mit 

spezifischen Adenosinrezeptoragonisten und Cx-Halbkanalblocker gezielt behandelt 

und analysiert werden würden. Henjakovic et al. (2008) veröffentlichten PCLS als 

Modell zur Charakterisierung von Veränderungen in der Zytokinproduktion und der 

Expression von Zelloberflächenmarkern nach Inkubation mit immunoaktiven Sub-

stanzen wie LPS (Sewald und Danov 2022) und Influenzaviren, die Asthmaexazer-

bationen verursachten. 

In dieser Arbeit wurde erstmals eine erhöhte Cx26-abhängige Halbkanalaktivität in 

Epithelzellen durch die Aktivierung des A2B Adenosinrezeptors identifiziert (Kapitel 

2, Dierks et al. 2019). Frühere Veröffentlichungen haben gezeigt, dass eine erhöhte 

Cx26-Halbkanalaktivität destruktiv sein kann und Entzündungen und Krankheiten 

fördert (Willebrords et al. 2016; Losa et al. 2011; Kielian 2008; Mazereeuw-Hautier 

et al. 2007; Pfenniger et al. 2011; García-Vega et al. 2019; Retamal et al. 2015; Schal-

per et al. 2009). Daher wird die Hemmung einer Cx-Halbkanalaktivität als therapeu-

tischer Ansatz diskutiert (Willebrords et al. 2017; Losa et al. 2011). Den meisten 
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bekannten Cx-Kanalinhibitoren fehlt es an Cx-Isoformspezifizität und Differenzie-

rung in Gap Junctions und Cx-Halbkanälen (Willebrords et al. 2017). Es gibt derzeit 

nur wenige Moleküle, die Cx-Isoform- und Cx-Halbkanal-selektiv blockieren kön-

nen (Abudara et al. 2014; Xu et al. 2017; Yi et al. 2017). Diese wenigen Moleküle 

sind ein Beispiel der laufenden Entwicklung einer spezifischen Hemmung von Cx-

Halbkanälen. In dieser Arbeit wurden zwei neue polyphenolischen Verbindungen, 

CVB2-61 und CVB4-57 entdeckt, die selektiv Cx-Halbkanäle im Vergleich zu Gap 

Junctions hemmen, mit einer dosisabhängigen Selektivität für Cx26 im Vergleich zu 

Cx46 (Kapitel 3, Dierks et al. 2022), die im folgenden Kapitel beschrieben werden. 

 

Abbildung 4: Postulierte Adenosin-Signalkaskade in Calu3-Zellen. Extrazelluläres 
Adenosin aktiviert den G-Protein-gekoppelten A2B-Adenosinrezeptor. Über die Ak-
tivierung der Adenylylcyclase (AC) wird der sekundäre Botenstoff zyklisches Ade-
nosinmonophosphat (cAMP) erzeugt und aktiviert die Proteinkinase A (PKA), sowie 
das spezifische Protein 1 (Sp1) und cAMP-Response-Element-bindende Protein 
(CREB). Dies führt zur Transkriptionskontrolle des GJB2-Genes. Die erhöhte Ex-
pression des Cx26-Proteins und eine verstärkte Insertion von Cx26-Halbkanälen in 
die Membran führt zu einer gesteigerten Aktivität der Cx26-Halbkanäle (Kapitel 2, 
Dierks et al. 2019). Adenosintriphosphat (ATP) kann durch die Aktivität des Cx-
Halbkanals in den extrazellulären Raum freigesetzt werden (Cotrina et al. 1998). 
ATP wird durch extrazelluläre Nukleotidasen zu extrazellulärem Adenosin dephos-
phoryliert. Ectonucleosid-Triphosphatdiphosphohydrolase-1 (CD 39) und Ecto-52-
Nucleotidase (CD73) sind solche membrangebundenen Enzyme, die die lokale Ade-
nosinproduktion für die Rezeptorsignalgebung regulieren (Yegutkin 2008). 
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 4.3 Inhibierung von Connexin-Halbkanälen 

Im dritten Kapitel wurde die Etablierung und Analyse von zwei polyphenolischen 

Verbindungen beschrieben, dem Diarylether CVB2-61 und dem Diarylheptanoid 

CVB4-57, als Cx-Halbkanalblocker (Kapitel 3, Dierks et al. 2022). Für CVB2-61 

wurde bereits nachgewiesen, dass es aufgrund seiner anti-oxidativen, anti-radikali-

schen und anti-angiogenen Eigenschaften Atherosklerose verhindert (Vanucci-Bac-

qué et al. 2016). Atherosklerose in Endothelzellen kann durch Thrombin ausgelöst 

werden, welches die Blutgerinnung und Entzündungsprozesse aktiviert (Okamoto 

und Suzuki 2017). Seminario-Vidal et al. (2009) zeigten, dass Thrombin die Öffnung 

von Cx-Halbkanälen und eine anschließende erhöhte ATP-Freisetzung in Lun-

genepithelzellen fördert, was auf eine Integration von Cx-Halbkanälen in den chro-

nischen Entzündungsprozess Atherosklerose hinweist. CVB4-57, das bisher nicht 

beschrieben wurde, weist eine phenolische Einheit auf, die anti-radikalische Eigen-

schaften vermittelt (Kumar und Goel 2019), einen Piperazin-Kern als bekanntes ent-

zündungshemmendes Pharmakophor (Jain et al. 2021) und zwei Stickstoffatome für 

potenzielle Wasserstoffbrückenbindungen mit Aminosäuren der Cx (Kapitel 3, 

Dierks et al. 2022). Generell sollten beide Verbindungen eine geringe Gesamttoxizi-

tät erreichen und spezifisch auf Cx-Halbkanäle abzielen, ohne Gap-Junctions zu be-

einträchtigen oder die Gewebephysiologie zu verändern, um als mögliche Therapeu-

tika in Cx-Halbkanalaktivität-vermittelten Erkrankungen wie in neurodegenerativen 

Erkrankungen (Orellana et al. 2012a), Asthma (Arzola-Martínez et al. 2021) oder in 

der Krebstherapie (Zhang et al. 2014) eingesetzt zu werden. 

Als Cx-Halbkanalinhibitoren wurden bisher verschiedene Moleküle getestet. Dazu 

gehören zum einen die Malariamittel Chinin und Mefloquin, nichtsteroidale Entzün-

dungshemmer, entzündungshemmende Medikamente wie Fenamate (Flufenamin-

säure), die Narkosemittel Propofol und Ketamin, Cyclodextrin, GA und ihre Deri-

vate, wie Carbenoxolon; Alkohole wie Heptanol und Octanol; 2-Aminoethoxydiphe-

nylborat (2-APB); und mimetische Peptide der extrazellulären Cx Schleifensequen-

zen, anti-Cx-Antikörper und Aminoglykosid-Antibiotika und deren Derivate ohne 

antibiotische Wirkung. Chinin blockierte in transfizierten Xenopus leavis-Oozyten 

Halbkanäle, die aus Cx35, Cx46 und Cx38 bestanden (Ripps et al. 2002). Mefloquin, 

ein synthetisches Analogon von Chinin hemmte in transfizierten Xenopus laevis-

Oozyten die Cx26 und Cx50 Halbkanalaktivität (Levit et al. 2015). Flufenaminsäure 

hemmte Halbkanäle die aus Cx50, Cx46 und Cx38 in transfizierten Xenopus laevis-

Oozyten bestanden (Spray et al. 2002). Propofol inhibierte indirekt die Cx43-Halb-

kanalaktvitiät in Mikrogliazellen mittels Reduktion der Cx43-Expression (Zhang et 
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al. 2021). Für Ketamine wurde gezeigt, dass sie Cx43-Halbkanäle in Astrozyten von 

Mäusen inhibierten (Liu et al. 2016). Cyclodextrin blockierte reversibel die Poren 

von Cx26- und Cx32-Halbkanälen (Locke et al. 2004). GA inhibierte Cx50- und 

Cx46-Halbkanäle (Eskandari et al. 2002), während sein wasserlösliches Derivat Car-

benoxolon Cx-Halbkanäle bestehend aus Cx26 und Cx38 in Xenopus laevis-Oozyten 

inhibierte (Ripps et al. 2002, 2004). Heptanol bewirkte eine schrittweise Abnahme 

des Ionenstroms durch Cx43-Halbkanäle in einer planaren Lipiddoppelschicht (Bro-

kamp et al. 2012) und für Octanol wurde gezeigt, dass es Cx50-Halbkanalströme 

hemmte (Eskandari et al. 2002). 2-APB hemmte reversibel und pH-abhängig aufge-

reinigte homomere Cx32- und heteromere Cx26/Cx32-Halbkanäle aus nativem Le-

bergewebe von Nagern, die Diphenyleinheit von 2-APB wurde als das Pharmako-

phor zur Cx-Kanalinhibierung festgestellt (Tao und Harris 2007). All die bisher auf-

gelisteten Inhibitoren wirkten neben den Cx-Halbkanälen auch auf Gap Junctions 

und viele weitere zelluläre Ziele, darunter Ionenkanäle, Rezeptoren, Transporter und 

Enzyme (Willebrords et al. 2017), womit sie neben der Cx-Inhibierung die Zellen 

stark beeinträchtigen. Raffiniertere Inhibitoren, welche gezielt Cx-Kanäle inhibieren, 

sind die mimetischen Peptide der extrazellulären Cx-Schleifensequenz. In vitro 

hemmten die mimetischen Peptide der Cx43-Schleifensequenz, 43Gap26 und 
43Gap27, die Cx43-Halbkanalvermittelte ATP-Freisetzung und Farbstoffaufnahme 

bei kurzer Exposition (Braet et al. 2003; Eltzschig et al. 2006). Bei längerer Exposi-

tion führten sie ebenfalls zur Unterdrückung der entsprechenden Gap Junction-Akti-

vität (Braet et al. 2003; Decrock et al. 2009). Im Laufe der Zeit wurde festgestellt, 

dass sie auch die Cx-Kanäle bestehend aus Cx32, Cx40 und Cx37 beeinflussten 

wodurch die zuvor postulierte Spezifität relativiert wurde (Vuyst et al. 2006; Vuyst 

et al. 2009; Evans und Boitano 2001). Die Exposition der Zellen mit 43Gap27 könnten 

Auswirkungen auf die Cx43-Phosphorylierung haben, insbesondere von Serin368, 

und würden daher die Cx43-Kanalaktivität beeinflussen (Solan und Lampe 2009). 

Peptid5 ist ein im Vergleich zu Gap27 um 5 Aminosäure in N-terminaler Richtung 

verschobenes Peptid (Danesh-Meyer et al. 2012). Es hemmte Cx-Halbkanäle bei 

niedriger Konzentration, während es bei höherer Konzentration auch Gap Junctions 

hemmt (O'Carroll et al. 2008). Die genannten Cx-Inhibitoren wurden zur Untersu-

chung einer Vielzahl von zellulären Prozessen verwendet, wie z. B. dynamische 

Ca2+-Signale, Freisetzung von Neurotransmittern, sowie die Ausbreitung des Zell-

tods (Willebrords et al. 2016; Willebrords et al. 2017), in Studien über das Immun-

system (Oviedo-Orta und Howard Evans 2004), das Gefäßsystem (Matchkov et al. 

2004), Herz (Davidson et al. 2012), Lunge (Sarieddine et al. 2009), Gehirn (Bock et 

al. 2011; Bock et al. 2012), Haut (Pollok et al. 2011) und Leber (Vinken et al. 2010). 

Eine spezifische Inhibierung der Cx-Halbkanäle mit Isoform-Spezifität würde die 
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Aufklärung von zellulären Prozessen verbessern und spezifischer als therapeutisches 

Mittel fungieren und somit bisher verwendete nicht-selektive Inhibitoren ersetzen 

können. (Willebrords et al. 2017).  

Bisher wurde gezeigt, dass mimetische Peptide, die die intrazellulären Schleifen von 

Cx nachahmen, Moleküle wie Boldin (Yi et al. 2017), anti-Cx-Antikörper sowie 

Aminoglykosid-Antibiotika (AlFindee et al. 2018) nachweislich Cx-Halbkanäle blo-

ckierten ohne die Gap Junction-Kopplung zu beeinträchtigen. Mimetische Peptide 

wie das L2-Peptid, Gap19 oder 32Gap24, die einer Sequenz in der zytoplasmatischen 

Schleife von Cx43 oder Cx32 entsprechen, hemmen deren Halbkanalöffnung ohne 

Beeinträchtigung der Gap Junction-Kopplung, müssen aber in die Zelle eindringen 

um zu wirken (Wang et al. 2013; Seki et al. 2004). Ein spezifischer anti-Cx26-Anti-

körper der extrazellulär wirkt wurde von Xu et al. (2017) entwickelt und in vitro in 

menschlichen Keratinozyten getestet. Das Ziel dieser Arbeit war die Blockierung 

mutierter hyperaktiver Cx26-Halbkanäle, als therapeutische Maßnahme. Der anti-

Cx26-Antikörper bindet reversibel an die extrazelluläre Schleife von Cx26 und be-

einträchtigt die vom Gap Junction-Kanal abhängige Kommunikation nicht. Im drit-

ten Kapitel wurden zwei polyphenolische Verbindungen, CVB2-61 und CVB4-57, 

untersucht, die in der Lage waren Cx-Halbkanäle sowohl in einem transgenen Ex-

pressionssystem als auch in nativen Zellen reversibel zu blockieren (Kapitel 3, Dierks 

et al. 2022). In der humanen Lungenepithelzelllinie Calu-3, welche endogen Cx26, 

Cx43 und Cx45 exprimieren (Kapitel 2, Dierks et al. 2019), wurde festgestellt, dass 

die beiden Wirkstoffe die Gap Junction-Kopplung bei langer Exposition (24 h) und 

hoher Konzentration (20 µM) nicht beeinträchtigten (Kapitel 3, Dierks et al. 2022). 

Dies weist darauf hin, dass sie spezifisch auf Cx-Halbkanäle wirken. Zudem wurde 

mittels eines Cx-Expressionssystems in Zellen ohne native Cx-Halbkanalfunktion, 

der Neuro2a (N2a)-Zelllinie (Kapitel 3, Dierks et al. 2022) eine Selektivität der In-

hibierung der Cx-Halbkanäle zu CVB2-61 und CVB4-57 bei niedrigen Konzentrati-

onen (g 5 µM) für Cx26-Halbkanäle und bei höheren Konzentrationen für Cx46-

Halbkanälen (g 20 µM) beobachtet (Kapitel 3, Dierks et al. 2022). Dies deutet darauf 

hin, dass eine Cx-Isoformspezifität erreicht werden kann. In den Calu-3-Zellen 

wurde aufgezeigt, dass bei 24-stündiger Inkubationen mit CVB2-61 oder CVB4-57 

zusammen mit dem Adenosinrezeptor-Agonisten NECA, die Farbstoffaufnahme bei 

beiden Wirkstoffen reduziert wurde (Kapitel 3, Dierks et al. 2022). Nachdem 

CVB2-61 oder CVB4-57 während der Farbstoffaufnahme-Experimente von den Zel-

len ausgewaschen wurden, konnte die Aktivität der Cx26-Halbkanäle wieder gemes-

sen werden, und die NECA-induzierte Erhöhung der Farbstoffaufnahmerate (Kapitel 

2, Dierks et al. 2019) wurde im Vergleich zu Zellen, die unter Kontrollbedingungen 
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kultiviert wurden, weiterhin beobachtet (Kapitel 3, Dierks et al. 2022). Dies zeigt 

zum einen eine reversible Blockierung der Cx26-Halbkanäle durch CVB2-61 oder 

CVB4-57. Zudem wurde im zweiten Kapitel beschrieben, dass die NECA-bedingte 

Erhöhung der Farbstoffaufnahmerate mit einer erhöhten Expression von Cx26 zu-

sammenhing (Kapitel 2, Dierks et al. 2019). Daher ist es unwahrscheinlich, dass 

CVB2-61 und CVB4-57 die Cx26-Expression negativ beeinflussten. Interessanter-

weise wurde eine unterschiedliche Wirkung auf die Halbkanalaktivität von Calu-3-

Zellen nach 24-stündiger Inkubation mit CVB2-61 oder CVB4-57 allein oder zusam-

men mit dem Adenosinrezeptor-Agonisten NECA beobachtet. Die Farbstoffaufnah-

merate von Zellen, die mit CVB2-61 kultiviert wurden, war im Vergleich zu Kon-

trollzellen deutlich erhöht (Kapitel 3, Dierks et al. 2022). In ersten unveröffentlichten 

qPCR-Experimenten konnte nachgewiesen werden, dass die mRNA-Menge der 

GJB2-Isoform nach der Kultivierung zusammen mit dem Adenosinrezeptor-Agonis-

ten NECA und CVB2-61 im Vergleich zur Kultivierung nur mit NECA signifikant 

erhöht war. Bei CVB4-57 zusammen mit NECA konnte kein Unterschied in der 

mRNA-Expression von GJB2 im Vergleich zu NECA festgestellt werden. Es konn-

ten also Auswirkungen in Verbindung mit NECA von CVB2-61 auf die GJB2-Gen-

regulation nachgewiesen werden, während für CVB4-57 in Verbindung mit NECA 

keine Auswirkungen auf die GJB2-Genregulation festgestellt wurden. Diese unter-

schiedlichen Auswirkungen von CVB2-61 und CVB4-57 auf die GJB2-Genregula-

tion sollten genutzt werden, um weiter zu untersuchen, wie sie Cx-Halbkanäle blo-

ckieren und welche Auswirkungen sie insgesamt in der Zelle haben können. 

Die Blockierungsmechanismen der Wirkstoffe CVB2-61 und CVB4-57 auf die Cx-

Halbkanäle sind Thema aktueller Forschung. Sowohl ein Mechanismus wie er bei 

der hemmenden Wirkung von langkettigen Alkoholen Anästhetika und Fenamate be-

obachtet wird, kann ausgeschlossen werden, sowie der Mechanismus von GA und 

seinen Derivaten. Der Wirkmechanismus langkettiger Alkohole, Anästhetika und 

Fenamate kann nicht zwischen Gap Junction-Kanälen und den Cx-Halbkanälen un-

terscheiden. Da die Gap Junction-Kopplung weder von CVB2-61 noch von CVB4-57 

beeinflusst wurde (Kapitel 3, Dierks et al. 2022), ist das Wirkungsmodell einer Än-

derung der Membranfluidität, wie bei den genannten Molekülen, unwahrscheinlich. 

Für GA wurde gezeigt, dass sie nachteilige Auswirkungen auf die Barrierefunktion 

von Epithelzellen hat (Malekinejad et al. 2022). In Messexperimenten zum 

transepithelialen Widerstand konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass Carben-

oxolon bei einer Konzentration von 100 µM, einer üblichen Konzentration für die 

Hemmung von Cx-Kanälen, innerhalb von Minuten eine Ruptur der Barriere indu-

zierte (Kapitel 3, Dierks et al. 2022). Was CVB2-61 und CVB4-57 betrifft, so hatte 
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die höchste Konzentration (20 µM) beider Verbindungen bei 24-stündiger Anwen-

dung keine signifikante Wirkung auf die Barrierefunktion (Kapitel 3, Dierks et al. 

2022), womit auch ein ähnlicher Wirkmechanismus wie GA und Carbenoxolon für 

CVB2-61 und CVB4-57 ausgeschlossen werden kann. Die mimetischen Peptide, wie 

Gap26 und Gap27 (Pollok et al. 2011), binden die extrazellulären Domänen der Cx 

und beeinträchtigen somit wahrscheinlich negativ die Öffnung der Cx-Halbkanäle. 

Der genaue Wirkmechanismus der mimetischen Peptide ist immer noch unklar, aber 

mögliche Mechanismen, wie die Bindung an intakte Cx-Kanäle zur Induktion einer 

Konfirmationsänderung (Martin et al. 2005) oder indirekte sterische Effekte (Wang 

et al. 2007), die zur Kanalschließung führen würden, werden diskutiert. Abhängig 

von der Dauer der Anwendung haben die extrazellulär Cx-bindenden mimetischen 

Peptide negative Auswirkungen auf die Gap Junction-Kanäle, da sie durch Bindung 

an Cx-Halbkanäle die Neubildung von Gap Junctions verhindern oder deren Auf-

spaltung begünstigen (Bodendiek und Raman 2010). Es konnte gezeigt werden, dass 

CVB2-61 und CVB4-57 die Gap Junction-Bildung und -Kopplung in den Calu-3-

Zellen nicht beeinträchtigt (Kapitel 3, Dierks et al. 2022), daher wird einen ähnlichen 

Mechanismus, wie für die extrazellulär an Cx bindenden mimetischen Peptide, vor-

erst ausgeschlossen.  

Das derzeitige Verständnis der chemischen Voraussetzungen von CVB2-61 und 

CVB4-57 für die Hemmung ist noch ungeklärt. Um dies zu definieren, könnte die 

Blockierung der Cx-Halbkanalaktivität durch Strukturanaloga von CVB2-61 und 

CVB4-57 getestet werden. Hier könnten Unterschiede in der Blockierung der Ana-

loga aufzeigen welches Pharmakophor der Blockierung von Cx-Halbkanälen zuzu-

ordnen ist, wie es z. B. in anderen Studien mit der Diphenyleiheit von 2-APB gezeigt 

wurde (Tao und Harris 2007). Die Art und Weise der Interaktion zwischen CVB2-61 

oder CVB4-57 und den Cx-Halbkanälen sollte weitergehend ermittelt werden. Neben 

Experimenten wie die Kristallisation von Cx-Halbkanälen in Gegenwart einer der 

beiden Verbindungen, könnten auch molekulardynamische Simulationen Ansatz-

punkte bieten. Ein äquimolares humanes Cx46-Wildtyp-Modell ist verfügbar, seit 

Schadzek et al. (2019) die Auswirkungen der Cx46N188T-Mutante auf die Bildung 

von Gap Junctions untersucht haben. Das humane Cx46-Modell basiert auf der hoch-

auflösenden Kristallstruktur von humanem Cx26 (PDB ID: 2ZW3) (Maeda et al. 

2009). Daher ist eine Simulation mit dem Cx26-Halbkanal, dem Cx46-Halbkanal und 

CVB2-61 und CVB4-57 mit detaillierter Strukturverfügbarkeit in Zukunft möglich. 

Die Simulationen können einige Interaktionspunkte von CVB2-61 und/oder 

CVB4-57 mit Aminosäuren der Cx aufzeigen. Diese Annahmen können durch Mu-

tationsstudien, bei denen die Verwendung spezifischer Cx26- und Cx46-Mutanten in 
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transfizierten Zellen durch Farbstoffaufnahmeexperimente überprüft werden, um die 

Blockierung der beiden Verbindungen in den Mutanten zu testen. In den ersten un-

veröffentlichten Schritten einer solchen Mutationsstudie zeigten wir, dass CVB2-61 

in Farbstoffaufnahmeexperimenten von transfizierten N2a-Zellen mit aktiven Cx-

Halbkanälen der Cx46N188T-Mutante (Abbildung 5) keine blockierende Wirkung 

mehr hatte. Im Gegensatz dazu zeigte CVB4-57 eine Blockierung der Farbstoffauf-

nahme in transfizierten N2a-Zellen mit aktiven Cx-Halbkanälen der Cx46N188T-

Mutante (Abbildung 5). Die Cx46N188T-Mutante hat eine Mutation in der zweiten 

extrazellulären Schleife des Transmembranproteins (Schadzek et al. 2016; Schadzek 

et al. 2019). Hierbei ersetzt die Aminosäure Threonin die Aminosäure Asparagin. 

Die Cx46N188T-Mutante weist weniger verfügbare Wasserstoffbrückenbindungen 

in der extrazellulären Schleife auf als der Cx46-Wildtyp (Schadzek et al. 2016). Die 

Wasserstoffbrückenbindung könnte daher für die Blockierung mit CVB2-61 aber 

nicht CVB4-57 relevant sein. Diese Vorversuche zeigen erste Anhaltspunkte für die 

Aufklärung der Blockierungsmechanismen von CVB2-61 und CVB4-57. 

  

                         (a)                   (b) 

Abbildung 5: Farbstoffaufnahmeexperimente in transfizierten Neuro2a-Zellen, mit 
der humanen Cx46N188T-Mutante (Schadzek et al. 2016). (a) Mikroskopische Auf-
nahme von transfizierten Zellen mit hCx46N188T internal ribosomal entry site 
(IRES) grünem Fluoreszenzprotein (GFP). GFP in Grün, anti-Cx46-Antikörper in 
Rot, Zellkerne mit DNA-Fluoreszenzfarbstoff in Blau, Skala 20 µm. (b) Die Farb-
stoffaufnahmerate der Zellen ermittelt aus der Ca2+-freien Phase des Experiments. 
CVB2-61 (20 µM) verringerte die Farbstoffaufnahmerate nicht. CVB4-57 (20 µM) 
zeigte eine signifikante Verringerung der Farbstoffaufnahme. Die Daten wurden an-
hand von drei unabhängigen Experimenten analysiert, normalisiert und mit der Kon-
trolle verglichen (Student's t-test, p < 0,001 ***, Mittelwert ± SEM). 
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4.4  Fazit 

Der A2B Adenosinrezeptor wird durch hohe extrazelluläre Adenosinkonzentration 

stimuliert, die in der Lunge mit pathologischen Ereignissen verbunden sind (Black-

burn 2003; Blackburn et al. 2000; Zhou et al. 2009b). Bei einer chronischen Stimu-

lation des A2B Adenosinrezeptors kommt es zu Krankheiten wie Asthma und COPD 

(Zhou et al. 2009b; Zhou et al. 2011; Zhou et al. 2010). Im ersten Schwerpunkt dieser 

Arbeit wurde eine Integration von Cx26-Halbkanälen in den A2B Adenosinrezeptor-

signalweg in Lungenepithelzellen gezeigt (Kapitel 2, Dierks et al. 2019). Die Akti-

vierung das A2B Adenosinrezeptors führte in Calu-3-Zellen zu einer verstärkten 

Cx26-Halbkanalaktivität aufgrund der durch cAMP/PKA gesteigerten Expression 

von Cx26 messbar auf mRNA- und Proteinebene. Eine durch Adenosin induzierte 

Verstärkung der Cx26-Halbkanalaktivität können intrazelluläre Moleküle, insbeson-

dere Adenosin und ATP freisetzten, was wiederum zu einer erhöhten extrazellulären 

Adenosinkonzentration führt. Es ist möglich, dass die chronische Stimulierung des 

A2B Adenosinrezeptors und die erhöhte Cx26-Halbkanalaktivität in einem Kreislauf 

zusammenwirken, der eine Entzündung befeuert und aufrechterhält, was zu schädli-

chen Auswirkungen im Gewebe führen kann (Abbildung 6). In diesem Modell 

könnte eine gezielte Blockierung der Cx26-Halbkanalaktivität eine mögliche Be-

handlungsmethode für chronisch entzündliche Erkrankungen des Atemwegsepithels 

darstellen (Willebrords et al. 2017). Im zwei Schwerpunkt dieser Arbeit wurden zwei 

neue polyphenolische Cx-Halbkanalblocker mit einer Selektivität für Cx26 im Ver-

gleich zu Cx46 ermittelt, CVB2-61 und CVB4-57. Die Analyse beider Verbindungen 

ermöglichte eine Blockierung der Cx-Halbkanäle, ohne wichtige Gewebeeigenschaf-

ten, wie die Barrierefunktion oder die Gap-Junction-Kopplung in Epithelzellen der 

Atemwege zu beeinträchtigen, was darauf schließen lässt, dass die beiden Verbin-

dungen nicht zytotoxisch sind. Beide Verbindungen, CVB2-61 und CVB4-57, blo-

ckierten reversibel die erhöhte Cx26-Halbkanalaktivität in Epithelzellen der Atem-

wege nach Stimulation des A2B Adenosinrezeptors (Kapitel 3, Dierks et al. 2022). 

Experimente in denen Calu-3-Zellen mit dem Adenosinrezeptor-Agonisten NECA 

zusammen mit CVB2-61 oder CVB4-57 kultiviert wurden zeigten, dass die blockie-

rende Wirkung von CVB2-61 und CVB4-57 nicht den Signalweg behinderte, der zu 

einer erhöhten Cx26-Halbkanalaktivität führte. Dies zeigt, dass es sich um zwei 

starke Blocker handelt, die vermutlich keine negativen Auswirkungen auf die 

cAMP/PKA-abhängige Erhöhung von Cx26, messbar auf mRNA- und Proteinebene, 

haben.  
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Abbildung 6: Schema eines Kreislaufs der sterilen Entzündung mit den Akteuren A-
denosintriphosphat (ATP), Adenosin, A2B Adenosinrezeptor und den ATP-freiset-
zenden Connexin 26 (Cx)-Halbkanälen. Zellstress, Zelltod erhöhen den extrazellulä-
ren ATP-Spiegel. Der extrazelluläre Adenosinspiegel wird durch Spaltung von ATP 
zu Adenosin erhöht. Extrazelluläres Adenosin stimuliert den A2B Adenosinrezeptor, 
was zu Entzündungen führen kann (Sun et al. 2006). Es wurde gezeigt, dass der A2B 
Adenosinrezeptorsignalweg die Cx26-Proteinproduktion erhöhte, was wiederum zu 
einer gesteigerten Cx26-Halbkanalaktivität führte, die intrazelluläres ATP oder Ade-
nosin freisetzen kann. Ein Kreislauf, der zu einer chronischen, schädlichen Entzün-
dung im Gewebe führen könnte. Die neuen polyphenolischen Cx26-Halbkanalblo-
cker CVB2-61 und CVB4-57 könnten diesen Kreislauf durch Blockierung der Con-
nexin 26-Halbkanalaktivität durchbrechen. Vollständigkeitshalber sei erwähnt, dass 
extrazelluläres ATP purinerge Rezeptoren (P2X) stimuliert, was ebenfalls zu einer 
Entzündungsreaktion führen kann (Jones et al. 2014). 

Im Gewebe ist die erste Entzündungsreaktion ein Schutzmechanismus, um die Ursa-

che der Entzündung zu beseitigen oder die Entzündung einzudämmen. Eine akute 

Entzündung führt zu lokal erhöhten Konzentrationen von Signalmolekülen wie ATP 

und Adenosin, die bei anhaltender erhöhter Konzentration zu einer chronischen und 

gewebeschädigenden, sterilen Entzündung führen. Wir haben einen möglichen Zu-

sammenhang identifiziert, bei dem durch Adenosinsignalwege eine verstärkte Cx26-

Halbkanalaktivität (Kapitel 2, Dierks et al. 2019) vermehrt intrazelluläres ATP und 

Adenosin freisetzt kann, was zu einer chronischen Stimulierung des A2B Adenosin-

rezeptors führt und in einer chronischen Entzündungsreaktion resultieren kann (Ab-

bildung 6). Die  beiden potenten Cx-Halbkanalblocker CVB2-61 und CVB4-57 blo-

ckieren nachweislich die verstärkte Cx26-Halbkanalaktivität durch die Stimulierung 
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des A2B Adenosinrezeptors (Kapitel 3, Dierks et al. 2022). Daher wird hier vorge-

schlagen die mögliche Freisetzung von Adenosin und ATP durch die Stimulierung 

des A2B Adenosinrezeptors-bedingte Steigerung der Cx26-Halbkanalaktivität mit 

CVB2-61 oder CVB4-57 zu blockieren. Der Kreislauf, der zu einer kontinuierlich 

erhöhten extrazellulären Adenosinkonzentration und anschließender chronischen 

Stimulierung des A2B Adenosinrezeptors führt, der mit einer chronischen Entzün-

dung im Gewebe einhergeht, kann somit unterbrochen werden (Abbildung 6). 
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