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Zusammenfassung 

Eine Dysregulation der Gap Junction-abhängigen direkten Zell-Zell-Kommunikation in 

vaskulären Endothel- und glatten Muskelzellen ist assoziiert mit Erkrankungen wie Hypertonie 

oder Arteriosklerose. Deshalb werden Gap Junctions vaskulärer Zellen als neues therapeutisches 

Ziel zur Behandlung dieser Erkrankungen postuliert. Dipyridamol ist ein Wirkstoff, der in der 

Schlaganfall-Therapie und -Prävention eingesetzt wird. Obwohl für ihn vasoprotektive 

Eigenschaften nachgewiesen wurden, wird er derzeit als Inhibitor der Thrombozyten-

Aggregation eingesetzt. Das Ziel dieser Dissertation war daher die Analyse eines möglichen 

Einflusses von Dipyridamol auf die Gap Junction-abhängige Kommunikation in vaskulären 

Endothel- und glatten Muskelzellen.  

Durch die Scrape Loading/Farbstofftransfer-Methode konnte eine konzentrations- und zeit-

abhängige Erhöhung der Gap-Junction-abhängigen Kopplung durch therapeutisch relevante 

Konzentrationen zwischen 1 µM und 100 µM Dipyridamol vermutlich nach Aktivierung einer 

cAMP-abhängigen Signalkaskade nachgewiesen werden. Proteinkinase A (PKA)-Inhibitoren 

konnten die Dipyridamol-induzierte Erhöhung nur teilweise reduzieren, sodass die Gap 

Junction-abhängige Kopplung vermutlich über PKA-abhängige und -unabhängige Signalwege 

reguliert wurde. Die durch Dipyridamol erhöhte Kopplung korrelierte mit einer über 

Immunfärbungen nachgewiesenen vermehrten Akkumulation von Connexin 43 (Cx43) in der 

Zellmembran. Während einer 6-stündigen Inkubationszeit wurde im Scrape Loading/Farbstoff-

transfer die Kopplung durch Dipyridamol signifikant im Vergleich zu Kontrollbedingungen 

erhöht, ohne eine Veränderung von Cx43 auf mRNA- und -Proteinebene hervorzurufen. Diese 

erhöhte Kopplung konnte zudem nicht durch Brefeldin A inhibiert werden, was auf eine 

Regulation bereits existierender Connexone/Gap Junctions nach dem Passieren des Golgi-

Apparats durch Dipyridamol hindeutete. Nach 24 h Applikation von Dipyridamol wurde die 

Cx43-mRNA- und -Proteinmenge erhöht, bei einer gleichzeitigen signifikanten Steigerung der 

Gap Junction-Kopplung im Scrape Loading/Farbstofftransfer. Durch die 24-stündige Applikation 

wurde zudem die Migrationsform von Cx43 in der SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese 

verändert, was auf eine Erhöhung der Cx43-assoziierten Gap Junction-Plaques hindeutete. Eine 

Langzeitapplikation von Dipyridamol führte daher vermutlich durch die Neusynthese und die 

posttranslationale Modifikation von Cx43 zur einer erhöhten Assemblierung der Gap Junctions 

in der Zellmembran und damit zu einer erhöhten Gap Junction-Kopplung.  

Weiterhin konnte in dieser Dissertation gezeigt werden, dass die Gap Junction-abhängige Kopp-

lung vaskulärer Zellen das therapeutische Ziel eines pharmakologisch verwendeten Wirkstoffs 

ist, der für die Therapie und Prävention von Schlaganfällen verwendet wird. Der therapeutische 

Einfluss von Dipyridamol bzw. anderen Wirkstoffen auf diese Kopplung, sowie die Rolle der Gap 

Junctions in vaskulär-assoziierten Erkrankungen sollte zukünftig in Modellsystemen erforscht 

werden, die beispielsweise hypoxische, inflammatorische oder hyperglykämische Bedingungen 

nachahmen, wie sie während eines Schlaganfalls oder Diabetes vorherrschen.  

Schlagworte: Gap Junction, Dipyridamol, vaskuläre Zellen. 
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Abstract 

Dysregulations of the gap junction-dependent direct cell to cell communication in vascular 

endothelial and smooth muscle cells are commonly associated with diseases like hypertension 

or arteriosclerosis. Therefore gap junctions of the vascular cells have been proposed as target of 

therapeutic treatment for these pathologies. Dipyridamole is a drug used in therapy and 

prevention of stroke. Although it has vasoprotective effects, dipyridamole currently develops its 

therapeutic effect as an inhibitor of thrombocytes aggregation. The aim of the present thesis was 

to analyse whether dipyridamole could also affect the gap junction-dependent cell to cell 

communication in vascular cells.  

The scrape loading/dye transfer (SL/DT) technique revealed that dipyridamole induced an 

increase in gap junction coupling in aortic endothelial and smooth muscle cell lines. 

Pharmacological experiments showed that the dipyridamole-induced increase in gap junction 

coupling was observed at therapeutic relevant drug concentrations of 1 µM to 100 µM and was 

related to an activation of cAMP-dependent signalling cascades. The dipyridamole-induced 

increase in gap junctional coupling was partly antagonized by inhibitors of protein kinase A 

(PKA), indicating that probably PKA-dependent and PKA-independent pathways are involved. 

Immunostaining revealed a correlation between the dipyridamole-induced increase in gap 

junction coupling and an increased accumulation of connexin 43 (Cx43) in the membrane of 

endothelial cells. A dipyridamole application time of 6 h correlated with a significant increase in 

gap junction coupling in comparison to control conditions using SL/DT without showing any 

changes in Cx43 mRNA or protein. Moreover, brefeldin A could not antagonise the dipyridamole-

induced increase in gap junction coupling observed after 6 h which indicated a short-term effect 

of dipyridamole on connexins beyond the Golgi apparatus. An increase in cellular content of 

Cx43 mRNA or protein was observed after a dipyridamole application time of 24 h which 

correlated with the significant increase in gap junction coupling. Additionally, the 24 h 

application time correlated with a change in Cx43 migration behaviour in SDS-polyacrylamide 

gel electrophoresis. Concluding, dipyridamole induced an increase in gap junction coupling 

probably by activating cAMP synthesis in vascular cells followed by an enhanced accumulation 

of Cx43 in the cell membrane. During the first 6 h, this increase was related to already 

synthesized connexins beyond the Golgi apparatus. After 24 h dipyridamole probably stimulated 

new synthesis of connexins as well as connexin posttranslational modifications.  

Furthermore, the results of the present thesis show that gap junction coupling in the vascular 

system is a pharmacological target of a drug used in treatment and prevention of stroke and 

cardiovascular insults. In future studies, the therapeutic applicability of dipyridamole or other 

drugs on the gap junction-dependent cell to cell communication as well as the role of gap 

junctions in vascular-associated diseases should be investigated using model systems mimicking 

for example hypoxic, inflammatory or hyperglycaemic conditions that are associated with stroke 

or diabetes. 

Keywords: Gap junction, dipyridamole, vascular cells. 



Einleitung 

3 
 

1 Einleitung 

1.1 Gap Junctions und Connexine 

Gap Junctions sind Kanäle, die das Zytoplasma benachbarter Zellen verbinden. Sie 

ermöglichen einen direkten Austausch von Ionen, Metaboliten und sekundären 

Botenstoffen bis zu einem Molekulargewicht von etwa 1 kDa (Alexander & Goldberg 

2003, Kumar & Gilula 1996). Die Expression von Gap Junctions konnte in fast allen 

Zellarten bis auf wenige Ausnahmen, wie reife Samenzellen, Thrombozyten und 

differenzierte Skelettmuskeln, gezeigt werden. Die elektrische und metabolische 

Kopplung von Zellen durch Gap Junctions (Goodenough et al. 1996, Rackauskas et al. 

2010, Saez et al. 2003) kann die Entwicklung, Proliferation und Differenzierung der 

Zellen regulieren, indem räumliche Gradienten von Signalmolekülen oder Nährstoffen 

verändert werden (Goodenough & Paul 2009). 

Funktionsstörungen von Gap Junctions sind häufig assoziiert mit verschiedenen 

Krankheitsbildern wie zum Beispiel neurodegenerativen Erkrankungen, Haut-

erkrankungen oder Taubheit (Bergoffen et al. 1993, Duman & Tekin 2012, Macari et al. 

2000, Maestrini et al. 1999, Willecke et al. 1999). Eine Dysregulation der Gap Junction-

abhängigen Kommunikation wurde ebenfalls während der Tumorgenese beobachtet 

(Mesnil et al. 2005, Mroue et al. 2011).  

1.1.1 Struktur und Aufbau der Gap Junctions 

Gap Junctions sind aus Proteinuntereinheiten, den sogenannten Connexinen aufgebaut. 

Im Menschen sind bis dato 21 Connexin-Isoformen bekannt, in der Maus 20 Isoformen 

(Söhl & Willecke 2003, Söhl & Willecke 2004). Connexine sind Transmembranproteine 

mit vier Transmembrandomänen, die über zwei extrazelluläre und eine intrazelluläre 

Schleife miteinander verbunden sind. Der Amino- und der Carboxylterminus (N- und C-

Terminus) der Connexine sind im Zytoplasma lokalisiert. Während der N-Terminus, die 

Transmembrandomänen und die extrazellulären Schleifen hochkonserviert sind, gibt es 

starke Sequenzvariationen zwischen den einzelnen Isoformen in der intrazellulären 

Schleife und dem C-Terminus (Laird 2006, Yancey et al. 1989, Zimmer et al. 1987). Zur 
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Unterscheidung der verschiedenen Connexin-Isoformen haben sich zwei Nomen-

klaturen durchgesetzt. Bei der ersten werden die Connexine (Cx) nach ihrem Molekular-

gewicht in kDa eingeteilt. Cx43 ist demnach ein Connexin mit einem Molekulargewicht 

von 43 kDa. In der zweiten Nomenklatur werden die Connexine nach dem phylo-

genetischen Ursprung in drei Untergruppen entsprechend ihrer Sequenzhomologie und 

der Länge ihrer C-Termini eingeteilt. Es werden α-, β-und γ-Connexine unterschieden 

(Eiberger et al. 2001, Söhl & Willecke 2003, Söhl & Willecke 2004).  

Von einer Zelle werden meistens mehrere Connexin-Isoformen exprimiert, wobei die 

Expression gewebe- und zelltypspezifisch ist. Einige Connexine werden seltener, andere 

wie zum Beispiel Cx43 dagegen in vielen Zelltypen exprimiert (Goodenough et al. 1996, 

Laird 2006, Willecke et al. 2002). Jede Connexin-Isoform hat eine Reihe eigener funk-

tioneller Eigenschaften, die nicht oder nur teilweise durch die Expression einer anderen 

Isoform übernommen werden können (Johnstone et al. 2009). Durch Knock-In-

Experimente wurde die Rolle spezifischer Connexin-Isoformen nachwiesen. Cx43, 

dessen Fehlen in Knock-Out-Mäusen zu starken kardiovaskulären Defekten führt, wurde 

durch Cx26, Cx32 oder Cx40 ersetzt. Keine der drei Knock-In-Varianten konnte die durch 

Cx43 erfüllten Funktionen vollständig ersetzen, sondern zeigte neue Abnormalitäten wie 

z. B. ventrikuläre Arrhytmien oder kardiologische Malformationen (Plum et al. 2000, 

Reaume et al. 1995, Winterhager et al. 2007).  

Einzelne Connexine lagern sich zu einem Hexamer zusammen, einem sogenannten 

Connexon oder Hemikanal. Jede Zelle steuert für die Ausbildung eines vollständigen Gap 

Junction-Kanals an der Plasmamembran ein Connexon bei. Bei der Expression mehrerer 

Connexin-Isoformen in einer Zelle können sich Connexone aus nur einer oder aus 

verschiedenen Isoformen zusammensetzen und bilden dann Homo- oder Heteromere. 

Verbinden sich an der Plasmamembran zwei gleich zusammengesetzte Connexone, 

kommt es zu homotypischen Gap Junctions. Unterschiedlich zusammengesetzte 

Connexone bilden heterotypische Gap Junctions aus. Nicht alle Connexin-Isoformen sind 

miteinander kompatibel, vermutlich können nur Isoformen der gleichen Untergruppe 

(z. B. α:α) miteinander interagieren (Falk et al. 1997, Goodenough & Paul 2009, 

Segretain & Falk 2004). 



Einleitung 

5 
 

Die zahlreichen homo- und heterotypischen Gap Junctions weisen, neben den Connexin-

spezifischen Funktionen, physiologische Unterschiede unter anderem in der Selektivität 

und der Permeabilität von Molekülen auf (Bevans et al. 1998, Elfgang et al. 1995, Mroue 

et al. 2011, Veenstra 1996). Weiterhin können auch gleich aufgebaute Gap Junction-

Kanäle unterschiedliche Funktionen wahrnehmen, die wahrscheinlich durch ihre 

Interaktionspartner wie zum Beispiel interzelluläre Adhäsionsproteine reguliert werden 

können (Giepmans et al. 2001, Mroue et al. 2011, Singh & Lampe 2003, Singh et al. 

2005).  

1.1.2 Synthese und Degradierung von Connexinen und Gap Junctions 

Connexine als Transmembranproteine werden während der Protein-Biosynthese durch 

spezifische Signalsequenzen cotranslational in die Membran des endoplasmatischen 

Retikulums (ER) integriert (Falk et al. 1994, Falk & Gilula 1998). Im weiteren Verlauf der 

Connexin-Biosynthese wird ein Transport von dem ER über das endoplasmatic 

reticulum-Golgi intermediate compartment (ERGIC) und den Golgi-Apparat vermutet 

(Pfeffer & Rothman 1987, Rothman & Wieland 1996). Während dieses Transports findet 

die Oligomerisierung der Connexine zu Connexonen statt, wobei der genaue Zeitpunkt 

der Oligomerisierung zelltyp- und connexinspezifisch ist. Cx37, Cx40 und Cx45 

beispielsweise bilden schon im ER Connexone aus, Cx43 oligomerisiert hingegen erst im 

trans-Golgi-Bereich (Das Sarma et al. 2002, Maza et al. 2005, Musil & Goodenough 1993). 

Über einen Mikrotubuli- und Actinfilament-abhängigen Vesikeltransport werden die 

fertigen, aber geschlossenen Hemikanäle an die Membran transportiert (Falk et al. 1997, 

Falk & Gilula 1998, George et al. 1999). In der Membran liegen Gap Junctions als Plaques 

zu Dutzenden bis Tausenden nebeneinander vor. Die Connexone werden jedoch 

vermutlich nicht direkt zu bestehenden Gap Junction-Plaques gebracht, sondern in 

distalen Regionen in die Plasmamembran integriert. Sie diffundieren dann lateral in der 

Membran zu bestehenden Gap Junction-Plaques (Gaietta et al. 2002). Die Ausbildung 

eines neuen Kanals an der Peripherie des Plaques erfolgt durch die Verbindung eines 

Connexons mit einem Connexon der benachbarten Zelle über eine Interaktion der 

extrazellulären Schleifen der einzelnen Connexine (Bao et al. 2004, Foote et al. 1998). 

Die funktionellen Gap Junction-Kanäle können anschließend durch multiple 
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Regulationsmechanismen in ihrem Öffnungszustand und ihrer Öffnungszeit reguliert 

werden (Solan & Lampe 2005). Der Abbau von Gap Junctions/Connexinen ist Gegen-

stand derzeitiger Forschungen und scheint sowohl proteasomale als auch lysosomale 

Wege zu beinhalten (Laing & Beyer 1995, Laing et al. 1997, Musil et al. 2000, Qin et al. 

2003). Dabei konnten Annular Junctions beobachtet werden, große vesikelartige 

Strukturen, die durch Invagination der gesamten Gap Junction Struktur mitsamt der 

Plasmamembran der Nachbarzelle entstehen (Jordan et al. 2001, Larsen et al. 1979).  

1.1.3 Regulationsmechanismen der Gap Junction-abhängigen Kommunikation 

Zellen und Gewebe besitzen diverse Möglichkeiten sich an verändernde Bedingungen 

anzupassen und durch die umgebenden Reize die Kommunikation über Gap Junctions zu 

regulieren. Entgegen früherer Meinungen besitzen Gap Junctions eine Halbwertszeit von 

wenigen Stunden, je nach Zelltyp und Connexin-Zusammensetzung (Musil et al. 2000, 

Saffitz et al. 2000). Gap Junction-Plaques sind daher kein starrer Verbund von 

zusammengelagerten Kanälen, sondern eine dynamische und variable Struktur, die sich 

innerhalb von Minuten an veränderte Umgebungsparameter anpassen kann. Im Uterus 

zum Beispiel nimmt kurz vor der Geburt die Menge der Gap Junctions um das Fünffache 

zu und wird kurz nach der Geburt wieder auf das Ausgangsniveau herunter reguliert 

(Hendrix et al. 1992, Risek et al. 1990, Winterhager et al. 1991). 

Zur Modifikation der Gap Junction-abhängigen Kommunikation können zum einen von 

bestehenden Gap Junction-Kanälen die Permeabilität für bestimmte Moleküle, die 

Öffnungswahrscheinlichkeit oder die Öffnungszeit reguliert und zum anderen die Anzahl 

funktioneller Gap Junction-Kanäle in der Plasmamembran verändert werden 

(Goodenough & Paul 2009, Martin & Evans 2004). Eine direkte Regulation bereits 

bestehender Gap Junction-Kanäle kann durch Veränderungen der Spannung, der 

intrazellulären Calciumkonzentration, des pH-Werts oder der Phosphorylierung 

erfolgen (Lazrak & Peracchia 1993, Liu et al. 1993, Noma & Tsuboi 1987, Solan & Lampe 

2005). Das Schließen der Gap Junctions durch erhöhte Calciumkonzentrationen ist zum 

Beispiel essentiell für Zellen, die sich von verletzten Zellen abgrenzen und so eine 

Depolarisierung der intakten Zelle und den Verlust von Metaboliten über die 
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angrenzende, sterbende Zelle vermeiden können (Deleze 1970). Auch Phospho-

rylierungen der Connexine durch spezifische Kinasen können einen Einfluss auf 

existierenden Gap Junction-Kanäle haben. So führen Phosphorylierungen durch die 

Proteinkinase A (PKA) meistens zu einem Öffnen der Gap Junctions, während 

Phosphorylierungen durch die Proteinkinase C (PKC) eher zu einem Schließen der 

Kanäle führen (Berthoud et al. 1997, Berthoud et al. 2000, Lampe & Lau 2004). 

Die Anzahl funktioneller Gap Junctions in der Zellmembran kann durch die 

Beeinflussung des gesamten Biosynthese-Prozesses von Connexinen reguliert werden. 

So ist die Expression von Connexinen ein dynamischer Prozess und wird sowohl 

während der Entwicklung, als auch während des Zellzyklus modifiziert (Mroue et al. 

2011, Solan & Lampe 2007). Auch über Phosphorylierungen durch verschiedene 

Kinasen kann die Expression der Connexine gesteuert werden - nachgewiesen sind zum 

Beispiel PKA-, mitogen activated protein kinase (MAPK)-, Phosphoinositid-3-

Kinase/Proteinkinase B- oder β-Catenin-vermittelte Veränderungen der Connexin-

Genexpression (Salameh et al. 2006, Salameh & Dhein 2011, Xia et al. 2010, Zhang et al. 

2005). Auch die Proteinsynthese (Burghardt et al. 1995), der Transport (Hunter et al. 

2005, Olk et al. 2009), die Gap Junction-Assemblierung und die Degradierung (Lan et al. 

2005, Musil et al. 2000) können reguliert werden (Goodenough & Paul 2009, Segretain & 

Falk 2004).  

Eine Schlüsselrolle in der Regulation der Gap Junction-abhängigen Kommunikation 

nimmt der Second Messenger zyklisches AMP (cAMP) ein. Abhängig von Zelltyp und 

Versuchsmethode wird über eine intrazelluläre Erhöhung von cAMP die Gap Junction-

abhängige Kopplung auf verschiedenen Ebenen verstärkt. So kann cAMP bei Cx43 die 

Expression und Menge an mRNA, die Proteinmenge, den Transport an die Plasma-

membran, die Gap Junction-Formation und/oder die Größe der Plaques erhöhen 

(Atkinson et al. 1995, Holm et al. 1999, Mehta et al. 1992, Paulson et al. 2000, TenBroek 

et al. 2001). Nach einer Aktivierung durch cAMP und der Rekrutierung von weiteren 

Signalmolekülen ist beispielsweise der Transkriptionsfaktor cAMP response element 

binding protein (CREB) an einer erhöhten Genexpression von cx43 beteiligt (Salameh et 

al. 2009). 
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Eine weitere wichtige Rolle in der gesamten Regulation der Connexine und Gap 

Junctions nimmt der Phosphorylierungszustand der Connexine ein. Bis auf Cx26 

besitzen Connexine multiple Phosphorylierungsstellen in ihrer Aminosäuresequenz 

(Lampe & Lau 2000, Saez et al. 1998, Solan & Lampe 2005). Gerade Cx43 als eines der 

am häufigsten exprimierten Connexine ist strukturell intensiv untersucht worden. Es 

sind Phosphorylierungsstellen für zahlreiche Kinasen nachgewiesen worden, wie 

beispielsweise für die PKA, PKC, Caseinkinase 1 (CK1) oder MAPK (Cooper & Lampe 

2002, Lampe 1994, Warn-Cramer et al. 1998, Yogo et al. 2006). Diese Kinasen phospho-

rylieren spezifisch unterschiedliche Serin- oder Tyrosinreste des C-Terminus. Die 

Phosphorylierungen der spezifischen Aminosäurereste erfolgen nicht nur in Gap 

Junction-integrierten Molekülen, sondern schon kurz nach der Synthese des Proteins. 

Hierbei ist das Phosphorylierungsmuster mit einer spezifischen Lokalisation von Cx43 

in der Zelle assoziiert und wird daher während des Transports bis zur Plasmamembran 

und bis zum endgültigen Einbau in Gap Junctions verändert (Solan & Lampe 2007, Solan 

& Lampe 2009). Phosphorylierungen durch die PKA oder die CK1 werden meist mit 

positiven Modifikationen wie zum Beispiel dem Einbau der Connexone in die 

Plasmamembran assoziiert (Cooper & Lampe 2002, Paulson et al. 2000), wohingegen 

Phosphorylierungen durch andere Kinasen eine Negativregulation der Connexine zur 

Folge haben können (Berthoud et al. 1993). So forcieren Phosphorylierungen durch die 

PKC oder MAPK die Internalisierung von Cx43-Gap Junctions (Leithe & Rivedal 2004, 

Solan & Lampe 2008). 

1.2 Gap Junctions im vaskulären System 

Gefäßwände besitzen grundlegend alle den gleichen Aufbau und können in die drei 

Schichten Intima, Media und Adventitia unterteilt werden. Die Intima als innerste 

Schicht kleidet mit einer Lage von Endothelzellen die Gefäßwände aus und hat dadurch 

direkten Kontakt mit dem Blut und den darin enthaltenen vasoaktiven Substanzen. 

Hinter der Intima liegt die Schicht der Media, dessen zellulärer Hauptbestandteil die 

glatten Muskelzellen sind, die direkt mit den Endothelzellen der Intima gekoppelt sind. 

Die Endothelzellen der Intima sind längs der Gefäßachse in Richtung des Blutflusses 

angeordnet, glatte Muskelzellen der Media hingegen helikal. In der angrenzenden 
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Adventitia liegt das Bindegewebe, das die Gefäße in ihrer Umgebung verankert. Dieser 

Grundaufbau der Gefäße kann sich zwischen Arterien und Venen in der Ausprägung 

unterscheiden - zum Beispiel ist die Muskelzellschicht der Media bei Venen geringer 

ausgeprägt als bei Arterien (Beny et al. 2006, Brisset et al. 2009, Haefliger et al. 2004, 

Johnstone et al. 2009).  

Die Zellen innerhalb der Gefäßwand sind untereinander über Gap Junctions verbunden. 

Neben homozellulären Gap Junctions zwischen glatten Muskelzellen oder Endothel-

zellen bilden sich auch heterozelluläre Gap Junctions aus, die sogenannten 

myoendothelialen Gap Junctions (Johnstone et al. 2009, Rhodin 1967). In Zellen des 

vaskulären Systems sind die Kanäle aus einer Vielfalt von Connexinen aufgebaut, wobei 

die Expression abhängig von der untersuchten Gefäßart ist (Figueroa et al. 2004, Severs 

et al. 2001). Die Expression der Connexin-Isoformen ist in der Literatur kontrovers 

diskutiert. Zumeist wird allerdings das Vorkommen von Cx37, Cx40, Cx43 und Cx45 in 

vaskulären Zellen beschrieben (Bruzzone et al. 1993, Hoffmann et al. 2003). Glatte 

Muskelzellen exprimieren dabei hauptsächlich Cx43 sowie Cx40 und Cx45 (Gabriels & 

Paul 1998, Kruger et al. 2000). In Endothelzellen werden neben Cx40 auch Cx37 und 

Cx43 exprimiert (Gabriels & Paul 1998, Little et al. 1995, van Kempen & Jongsma 1999). 

Die essentielle Rolle der vaskulär exprimierten Connexine konnte durch spezifische 

Knock-Outs gezeigt werden (de Wit et al. 2000, Figueroa et al. 2004, Willecke et al. 

2002). Neben der Regulation des vaskulären Tonus haben die Deletionen Einfluss auf 

den Blutdruck und auf die kardiovaskuläre Entwicklung in Mäusen. Ein Knock-Out von 

Cx40 ruft eine Hypertonie und eine irreguläre Vasomotion in Mäusen hervor (de Wit et 

al. 2006, Kurtz et al. 2007, Wagner et al. 2007). Andere Knock-Outs sind letal, wie bei 

Cx45 (Kruger et al. 2000, Willecke et al. 2002) oder Cx43 (Reaume et al. 1995). Ein 

Knock-Out von Cx43 spezifisch in Endothelzellen von Mäusen führt zu Hypotonie und 

Bradykardie (Liao et al. 2001). 

1.2.1 Physiologie der vaskulären Gap Junctions 

Die Regulation des Blutdrucks und des Blutflusses in einem Blutgefäß wird durch eine 

Feinabstimmung zwischen den Endothel- und den glatten Muskelzellen innerhalb der 
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Gefäßwand erreicht. Blutgefäße stellen ein komplexes multizelluläres System dar, das 

durch eine Gap Junction-vermittelte Kommunikation als Einheit funktionieren kann. 

Verglichen zur Gesamtgröße eines Gefäßes koordinieren die relativ kleinen Zellen damit 

eine gleichmäßige Regulation über Strecken des Gefäßes, sowie die gleichmäßige 

Regulation zwischen einzelnen Gefäßen in einem weit verästelten Gefäßsystem. Diese 

Regulation kann den Gefäßtonus und den luminalen Gefäßdurchmesser verändern, 

indem die glatten Muskelzellen kontrahieren oder relaxieren. Hierbei beeinflussen sich 

glatte Muskelzellen und Endothelzellen gegenseitig, so dass erst durch die direkte Zell-

Zell-Kommunikation über Gap Junctions die Funktion der vaskulären Zellen erfüllt 

werden kann (Figueroa et al. 2004, Figueroa & Duling 2009). 

Die Kommunikation über Gap Junctions findet in der Gefäßwand entlang des Gefäßes 

(longitudinal) oder von Zellschicht zu Zellschicht (transversal) statt (Beny et al. 2006). 

Eine longitudinale Kommunikation findet über homozelluläre Gap Junctions statt. In den 

glatten Muskelzellen zum Beispiel kann die nach einem Stimulus hervorgerufene 

Änderung des Membranpotentials longitudinal über Gap Junctions elektrisch fortgeleitet 

werden. Die Änderung des Membranpotentials in den benachbarten glatten Muskel-

zellen kann dann zur Öffnung spannungsabhängiger Ca2+-Kanäle führen und eine 

Kontraktion der glatten Muskelzellen hervorrufen. Glatte Muskelzellen synchronisieren 

über diese Zell-Zell-Kommunikation den vaskulären Tonus über mehrere Millimeter 

eines Gefäßes (Christ et al. 1991, Christ et al. 1992, Segal & Duling 1986).  

Eine transversale Kommunikation ergänzt die longitudinale Kommunikation und erfolgt 

über die myoendothelialen Gap Junctions (Beny et al. 2006, Emerson & Segal 2000, Goto 

et al. 2002, Griffith 2004). In der relaxatorischen Regulation des vaskulären Tonus wird 

angenommen, dass durch einen lokalen Stimulus der Endothelzellen ein endothelium-

derived hyperpolarizing factor (EDHF) freigesetzt wird (Feletou & Vanhoutte 1996, 

Vanhoutte 2004), das Signal über Gap Junctions weitergeleitet wird und zur Hyper-

polarisierung der glatten Muskelzellen führt (Busse et al. 2002, Dora et al. 2003, Griffith 

et al. 2004).  
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Die Beteiligung der spezifischen Connexin-Isoformen an dieser Signalausbreitung nach 

einem Stimulus ist nicht vollständig geklärt. Cx40 der Endothelzellen und myoendo-

theliale Gap Junctions scheinen an der Weiterleitung des EDHFs aus den Endothelzellen 

beteiligt zu sein (Griffith 2007, Isakson et al. 2006, Wolfle et al. 2007). Die longitudinale 

Ausbreitung des hyperpolarisierenden Signals in den glatten Muskelzellen wird 

wahrscheinlich über Cx43-assoziierte Gap Junctions vermittelt (Chaytor et al. 2005). Die 

EDHF-vermittelte Reaktion erfolgt zusätzlich zu der endothelium-derived relaxation 

factor (EDRF)-vermittelten Reaktion. Sie wirkt Gap Junction-unabhängig von den 

Endothel- auf die glatten Muskelzellen und wird vermutlich durch Stickstoffmonoxid 

(NO) als EDRF hervorgerufen (Goodenough & Paul 2009).  

Eine Dysregulation oder Dysfunktion der vaskulär exprimierten Connexine in diesem 

komplexen System führt oftmals zu vaskulären Beeinträchtigungen und ist mit 

Erkrankungen, wie zum Beispiel Hypertonie oder Arteriosklerose assoziiert (Brisset et 

al. 2009, Figueroa et al. 2006, Kwak et al. 2002). In Gefäßbereichen mit starkem 

Scherstress, wie er an Verzweigungsstellen auftreten kann, konnte ebenfalls eine 

veränderte Connexin-Expression nachgewiesen werden (Gabriels & Paul 1998). Gap 

Junctions sind für die Wundheilung von Gefäßen essentiell und Connexine werden 

während der Wundheilung stark reguliert (Figueroa et al. 2004, Kwak et al. 2001). Eine 

Rolle spielen veränderte Expressionsmuster von Connexinen ebenso in Krankheits-

bildern wie Diabetes oder Adipositas (Heilbronn & Campbell 2008, Inoguchi et al. 1995), 

die als chronisch gelten. Chronische Erkrankungen zeigen Eigenschaften von 

Entzündungen oder Wunden, die das vaskuläre System angreifen und zu einer 

veränderten Gap Junction-Regulation führen können. Green und Nicholson postulieren 

daher eine Verbesserung der chronischen Erkrankungen, indem durch die Behandlung 

der dysregulierten Gap Junctions der dauerhafte Entzündungszustand aufgehalten 

werden und eine Regeneration des vaskulären Systems erfolgen könnte (Green & 

Nicholson 2008). Die Gap Junctions und ihre Regulation werden daher als 

therapeutisches Ziel vorgeschlagen (Brisset et al. 2009, Green & Nicholson 2008). 
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1.3 Dipyridamol 

Dipyridamol wird primär in Kombination mit Acetylsalicylsäure (ASS) zur sekundären 

Prophylaxe von transienten ischämischen Attacken (TIA, vorübergehende Durch-

blutungsstörungen) und Schlaganfällen eingesetzt (Aldenhoff et al. 1997). Nach der 

European Stroke Prevention Study 2 und der European/Australasian Stroke Prevention in 

Reversible Ischaemia Trial ist eine kombinierte Therapie doppelt so effektiv im Vergleich 

zur Monotherapie in der Reduktion des Schlaganfall- und TIA-Risikos (Diener et al. 

1996, ESPRIT Study Group  et al. 2006). Der von Dipyridamol vermittelte Effekt ist die 

Inhibierung der Thrombozyten-Aggregation, indem membranständige equilibrative 

nucleoside transporter (ENT) inhibiert werden und folglich extrazellulär eine erhöhte 

Adenosin-Konzentration entsteht (Molina-Arcas et al. 2009, Podgorska et al. 2005). 

Adenosin bindet an die Adenosin-Rezeptoren der Thrombozyten und aktiviert 

intrazellulär über ein trimeres GS-Protein die Adenylyl-Zyklase (Gao & Jacobson 2011, 

Haslam & Rosson 1975). Durch diese Aktivierung steigt der intrazelluläre cAMP-Spiegel 

an. cAMP wiederum nimmt in Thrombozyten Einfluss auf die Gerinnungskaskade und 

inhibiert die Thrombozytenaggregation, indem der Schritt der Konformationsänderung 

des Glykoproteins IIb/IIIa und die resultierende Bindung an den Von-Willebrand-Faktor 

oder an Fibrinogen inhibiert wird (Kehrel 2008).  

Dipyridamol wird ebenfalls für einen Einsatz nach Angioplastien oder Implantation von 

Herzklappen oder Gefäßprothesen diskutiert, da in Studien eine proliferations-

hemmende Wirkung auf glatte Muskelzellen gezeigt werden konnte. In Folge von 

Angioplastien sind vaskuläre Stenosen dokumentiert worden, die durch eine 

myointimale Hyperplasie (übermäßige Proliferation der glatten Muskelzellen) 

hervorgerufen werden. Weiterhin ist eine übermäßige Kolonisation der Implantate 

durch glatte Muskelzellen beobachtet worden, die oftmals zu einer Stenose führt 

(Zhuplatov et al. 2006). Eine proliferationshemmende Wirkung von Dipyridamol konnte 

auch in vaskulären Endothelzellen nachgewiesen werden (Liem et al. 2001). Zudem 

kann Dipyridamol durch die Erhöhung des extrazellulären Adenosin-Spiegels Apoptose 

in glatten Muskelzellen induzieren und könnte damit einen Einfluss auf die Ausbildung 

einer Arteriosklerose nehmen (Peyot et al. 2000).  
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Neben diesen Anwendungen sind für Dipyridamol weitere Effekte bekannt. So wirkt es 

antioxidativ, indem es unter anderem die Bildung reaktiver Sauerstoffspezies in 

Endothelzellen und Thrombozyten verringert (Chakrabarti et al. 2005). Durch die 

Potenzierung des NO-Systems wirkt es als Vasodilator. Dipyridamol kann in 

ischämischen Geweben den Blutfluss wieder herstellen und stimuliert die Angiogenese 

über endokrine Nitrit/NO-Signalwege (Venkatesh et al. 2010). Ebenso konnte die 

Adhäsion von Neutrophilen, die aus ischämischen Schlaganfallpatienten isoliert wurden, 

an die vaskulären Endothelzellen durch Behandlung mit Dipyridamol verhindert 

werden. Diese während Entzündungsreaktionen vorkommende Adhäsion spielt 

vermutlich eine Rolle in der Ausbildung von arteriosklerotischen Plaques, die zum 

Schlaganfall führen können. Diese Vermutung wird durch die Beobachtung unterstützt, 

dass Neutrophile an instabilen und rupturierten Plaques detektiert wurden (Hallevi et 

al. 2007).  

Zusammenfassend hat Dipyridamol also neben seiner Rolle als Thrombozyten-

Aggregationshemmer vielfältige Effekte, die zusammengenommen vasoprotektiv wirken 

können. Dipyridamol könnte demnach eine bedeutende Rolle im vaskulären System 

zugesprochen werden. Die positiven, entzündungshemmenden Effekte auf das vaskuläre 

System könnten vor allem im Kontext von Entzündungsreaktionen, zum Beispiel 

während und nach Schlaganfällen relevant sein (Guo et al. 2010, Schaper 2005). 

1.4 Zielsetzung der Dissertation 

Gap Junctions in vaskulären Endothel- und glatten Muskelzellen sind grundlegend an 

der Aufrechterhaltung der Gefäß-Funktion beteiligt. Dysregulationen vaskulärer 

Connexine und der vaskulären Zell-Zell-Kommunikation führen meist zu 

kardiovaskulären Beeinträchtigungen und sind assoziiert mit Erkrankungen wie 

Arteriosklerose oder Hypertonie, die beide Risikofaktoren für Schlaganfälle sind 

(Figueroa et al. 2006, Kwak et al. 2002, Simmons et al. 2012). Daher werden Gap 

Junctions als neues Therapieziel in vaskulär-assoziierten Erkrankungen postuliert 

(Brisset et al. 2009, Green & Nicholson 2008). Der Wirkstoff Dipyridamol wird in der 

Therapie und Prävention von Schlaganfällen als Thrombozyten-Aggregationshemmer 
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vor allem in Kombination mit ASS eingesetzt (Weber et al. 2012). Für Dipyridamol sind 

jedoch nachweislich vasoprotektive Eigenschaften bekannt (Guo et al. 2010, Schaper 

2005). Dieser Wirkstoff könnte daher neben der thrombotischen Therapie eine 

Verwendung in der vaskulären Therapie mit besonderem Augenmerk auf die Gap 

Junctions finden. Ziel dieser Arbeit war daher erstmals einen möglichen Einfluss von 

Dipyridamol auf die Gap Junction-abhängige Kommunikation in Zellen des vaskulären 

Systems zu analysieren. Als Modell für die vaskulären Zellen wurden zwei etablierte 

Zelllinien des Gefäßsystems verwendet. Die Zelllinie GM-7373 stammt aus 

Endothelzellen einer Rinderaorta, die Zelllinie A-10 aus glatten Muskelzellen der Aorta 

einer Ratte. Ziel dieser Arbeit war es zunächst mit Hilfe der Scrape 

Loading/Farbstofftransfer-Methode die Kopplung der Zellen über Gap Junctions zu 

untersuchen und mögliche Dipyridamol-induzierte Veränderungen in der Kopplung 

nachzuweisen. Zudem sollte der Signalweg von Dipyridamol, der Einfluss auf die Gap 

Junction-abhängige Kopplung hat, aufgedeckt werden. Durch Variation der 

Applikationszeiten von Dipyridamol und durch Verwendung von Inhibitoren und 

Aktivatoren des Signalwegs sollte der Wirk-mechanismus der Dipyridamol-vermittelten 

Regulation der Gap Junction-abhängigen Kopplung untersucht werden. Schließlich sollte 

untersucht werden auf welcher Ebene Dipyridamol die Regulation des Connexin-

Biosynthese-Prozesses beeinflusst. Mittels einer Analyse der Expression, der 

Proteinsynthese und der Proteinlokalisation von Cx43 in Endothelzellen wurden diese 

Fragestellungen beantwortet. 
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2 Ergebnisse 

Die vorliegende Arbeit zeigt den Einfluss von Dipyridamol auf die Gap Junction-

abhängige Kommunikation in vaskulären Endothel- und glatten Muskelzellen. In drei 

verschiedenen Veröffentlichungen wurde dieser Einfluss analysiert. Die Publikation 

„Dipyridamole increases gap junction coupling in bovine GM-7373 aortic endothelial cells 

by a cAMP-protein kinase A dependent pathway” (Begandt et al. 2010, Anhang A) konnte 

den Effekt von Dipyridamol auf die aortalen Endothelzellen der Rinderzelllinie GM-7373 

zeigen. Die zweite Publikation „Biphasic increase of gap junction coupling induced by 

dipyridamole in the rat aortic A-10 vascular smooth muscle cell line” (Begandt et al. 

2013a,  Anhang B) analysiert das Verhalten der Gap Junction-abhängigen Kopplung nach 

der Stimulation mit Dipyridamol in glatten Muskelzellen der Rattenzelllinie A-10. In der 

dritten Publikation „Dipyridamole-related enhancement of gap junction coupling in the 

GM-7373 aortic endothelial cells correlates with an increase in the amount of connexin 43 

mRNA and protein as well as gap junction plaques“ (Begandt et al. 2013b, Anhang C) 

wurde in den GM-7373 Endothelzellen analysiert, auf welcher Ebene Dipyridamol die 

Cx43-abhängige Gap Junction-Kopplung reguliert. Die Ergebnisse der Publikationen 

werden nachfolgend zusammengefasst wiedergegeben. 

2.1 Dipyridamol erhöht konzentrationsabhängig die Gap Junction-abhängige 

Kopplung in vaskulären Endothel- und glatten Muskelzellen 

Vaskuläre Endothel- und glatte Muskelzellen wurden mit Dipyridamol in 

Konzentrationen von 1 bis 100 µM inkubiert. Mithilfe der Scrape Loading/Farbstoff-

transfer-Methode wurden Änderungen der Gap Junction-abhängigen Kopplung in vitro 

untersucht. Hierzu wurden vollständig konfluente Zellen in Gegenwart des membran-

impermeablen Farbstoffes Lucifer Yellow (0,25 %, 457 Da) angeschnitten. Während 

einer definierten Inkubationszeit konnte die Diffusion des Farbstoffes durch die Gap 

Junction-gekoppelten Zellen erfolgen. Lucifer Yellow zeigte danach in unbehandelten 

oder mit 0,5 % Ethanol behandelten Endothelzellen eine Diffusionsweite von 93 bzw. 

97 Pixeln (Abbildung 2.1), in glatten Muskelzellen eine Diffusionsweite von 81 bzw. 

82 Pixeln (Abbildung 2.2). Dipyridamol konnte nach einer Inkubationszeit von 24 h die 
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Diffusionsweite konzentrationsabhängig erhöhen. Relativ zu den unbehandelten Zellen 

wiesen Endothelzellen eine erhöhte Diffusionsweite von Lucifer Yellow auf 104, 127, 

130, 137, 153, 160, 173 und 146 % nach der Inkubation mit Ethanol, 1, 5, 10, 25, 50, 75 

und 100 µM Dipyridamol auf (Abbildung 2.1).  

 

Abbildung 2.1: Dipyridamol verstärkte die Gap Junction-abhängige Kopplung in bovinen GM-7373 

Endothelzellen. Dipyridamol wurde 24 h vor dem Scrape Loading/Farbstofftransfer zugegeben. (A) 

Fluoreszenzaufnahmen der Diffusion von Lucifer Yellow in Ethanol- (eth., 0,5 %) oder 

Dipyridamol- (dip., 50 µM) behandelten Zellen. Die Skala entspricht 100 µm. (B) Quantitative 

Auswertung des Effektes von Dipyridamol auf die Gap Junction-abhängige Kopplung. Soweit nicht 

anders gekennzeichnet wurden immer mindestens sechs unabhängige Versuche durchgeführt. In 

diesen und allen nachfolgenden Versuchen unterschieden sich die Ethanol-behandelten Zellen 

nicht signifikant im Vergleich zu unbehandelten Zellen (unt.). Die Ergebnisse sind als mittlere 

Diffusionsweite ± Standardfehler (SEM) dargestellt. Signifikante Änderungen sind mit * für p<0,05, 

** für p<0,01 und *** für p<0,001 gekennzeichnet und gelten nachfolgend für alle Abbildungen 

(modifiziert nach Begandt et al. 2010). 

Glatte Muskelzellen wiesen im Vergleich zu Ethanol-behandelten Zellen eine 

Veränderung der relativen Diffusionsweiten auf 103, 113, 128, 137, 158, 165 und 178 % 
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nach Inkubation mit den entsprechenden Dipyridamol-Konzentrationen auf 

(Abbildung 2.2). 

 

Abbildung 2.2: Dipyridamol verstärkte die Gap Junction-abhängige Kopplung in A-10 glatten 

Muskelzellen der Ratte. (A) Die Fluoreszenzaufnahmen zeigen die Diffusion von Lucifer Yellow in 

Zellen unter Kontrollbedingungen (eth.) und mit 50 µM Dipyridamol (dip.) nach 24 h Inkubation. 

Die Skala repräsentiert 100 µm. (B) Quantitative Auswertung der Diffusionsweiten bei 

verschiedenen Dipyridamol-Konzentrationen (modifiziert nach Begandt et al. 2013a). 

 

2.2 Die Gap Junction-abhängige Kopplung in vaskulären Zellen wird durch 

Dipyridamol über einen cAMP/PKA-abhängigen Weg verstärkt  

Dipyridamol führt zu einer extrazellulären Erhöhung der Adenosin-Konzentration durch 

Inhibierung der ENTs (Molina-Arcas et al. 2009, Podgorska et al. 2005). In Thrombo-

zyten aktiviert Adenosin nach der Bindung an Adenosin-Rezeptoren die Adenylyl-

Zyklase und ruft einen intrazellulären Anstieg von cAMP hervor (Anfossi et al. 2002, 

Eisert 2006, Kim & Liao 2008). cAMP ist ein bekannter Aktivator der PKA (Solan & 

Lampe 2005), sodass eine Erhöhung der Gap Junction-abhängigen Kopplung von 
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vaskulären Zellen durch Dipyridamol über einen cAMP/PKA-abhängigen Signalweg 

hervorgerufen worden sein könnte. Um diese Hypothese zu überprüfen, wurde der 

Einfluss der spezifischen PKA-Inhibitoren H-89 oder Rp-cAMPS auf die Dipyridamol-

induzierte Zunahme der Gap Junction-abhängigen Kopplung untersucht. 

 

Abbildung 2.3: Die PKA-Inhibitoren Rp-cAMPS (50 µM in A, 200 µM in B) und H-89 (15 µM) 

hemmten nach 24 h in Endothelzellen (A) und nach 6 h in glatten Muskelzellen (B) die durch 

Dipyridamol (dip., 50 µM) hervorgerufene Verstärkung der Gap Junction-abhängigen Kopplung. 

Signifikante Änderungen der durch die Inhibitoren reduzierten Diffusionsweiten verglichen mit 

Dipyridamol-behandelten Zellen sind mit dem Symbol # gekennzeichnet (modifiziert nach 

Begandt et al. 2010 (A) und nach Begandt et al. 2013a (B)).  

Nach einer Inkubationszeit von 24 h konnte in Endothelzellen die Dipyridamol-

vermittelte Erhöhung der Kopplung von 141 % (50 µM) durch die gemeinsame 

Applikation von Dipyridamol mit 15 µM H-89 auf 80 % reduziert werden. In 

Kombination mit 50 µM Dipyridamol konnte die Applikation von 50 µM Rp-cAMPS die 

Diffusion von 141 % auf 131 % verringern (Abbildung 2.3A). In ähnlicher Weise 

konnten beide PKA-Inhibitoren in glatten Muskelzellen eine Reduktion der Dipyridamol-

induzierten verstärkten Kopplung nach 6 h hervorrufen. 15 µM H-89 konnte die 

relativen Diffusionsweiten bei Dipyridamol-Behandlung von 133 % auf 114 % (5 µM), 

von 129 % auf 101 % (10 µM) und von 159 % auf 130 % (50 µM) reduzieren. Ebenso 

wurden durch die Applikation von 200 µM Rp-cAMPS die relativen Diffusionsweiten von 

133 % auf 105 % (5 µM), von 129 % auf 102 % (10 µM) und von 159 % auf 122 % 

(50 µM) verringert (Abbildung 2.3B). Die PKA-Inhibitoren konnten die durch hohe 
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Dipyridamol-Konzentrationen induzierte Reaktion nur teilweise reduzieren 

(Abbildung 2.3). 

 

Abbildung 2.4: Forskolin (for., 100 µM) und 8-Br-cAMP (1 mM) erhöhten die Diffusionsweite von 

Lucifer Yellow in einer mit Dipyridamol vergleichbaren Weise in Endothelzellen signifikant nach 

24 h (A) und in glatten Muskelzellen signifikant nach 6 h (B). Dagegen zeigte Dibutyryl-cGMP (db-

cGMP, 400 µM) keinen Einfluss auf die Gap Junction-Kopplung (modifiziert nach Begandt et al. 

2010 (A) und Begandt et al. 2013a (B)). 

Weiterhin konnte durch eine Aktivierung der Adenylyl-Zyklase mit 100 µM Forskolin 

und durch die Applikation von 1 mM 8-Bromo-cAMP (8-Br-cAMP) in beiden Zelltypen 

eine ähnliche, signifikante Steigerung der Diffusionsweite wie durch Dipyridamol 

hervor-gerufen werden. Nach einer 24-stündigen Applikation erhöhten Forskolin und 8-

Br-cAMP die Kopplung auf 133 % bzw. 115 % in vaskulären Endothelzellen, nach 6 h auf 

189 % bzw. 181 % in glatten Muskelzellen (Abbildung 2.4).  

Der mögliche Einfluss von Dipyridamol auf die Gap Junction-abhängige Kopplung durch 

einen cAMP/PKA-abhängigen Signalweg konnte durch die Ergebnisse der Aktivierung 

des cAMP-abhängigen Signalweges und der Inhibierung der PKA bestätigt werden.  

2.3 Dipyridamol reguliert zeitabhängig die Gap Junction-abhängige 

Kommunikation in vaskulären Zellen 

Zur Analyse der zeitabhängigen Wirkung der Dipyridamol-induzierten Regulation der 

Gap Junction-abhängigen Kopplung, wurde die Applikationszeit von Dipyridamol auf die 

vaskulären Zellen variiert. Hierfür wurden beide Zelltypen zwischen 15 min und 24 h 
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mit Dipyridamol behandelt. Die vaskulären Endothelzellen wurden nach 1, 3, 6, 9 und 

24 h Applikation von 25 und 50 µM Dipyridamol mithilfe des Scrape Loading/Farbstoff-

transfers in ihrem Kopplungsverhalten analysiert. Erst nach 3 h Applikation konnte eine 

signifikante Erhöhung der Kopplung auf 113 % bzw. 114 % durch 25 und 50 µM 

Dipyridamol detektiert werden. Zwischen einer 6- und 9-stündigen Applikation von 

Dipyridamol erhöhte sich die Gap Junction-abhängige Kopplung im Vergleich zu 

Kontrollbedingungen auf 126 % und 125 % (25 und 50 µM) bzw. 129 % und 123 % (25 

und 50 µM). Nach einer Inkubationszeit von 24 h wurde diese Kopplung noch einmal auf 

153 % und 160 % gesteigert (Abbildung 2.5A). Die Applikation von Dipyridamol erhöhte 

somit zeitabhängig die Gap Junction-abhängige Kopplung kontinuierlich, wobei die 

maximale Diffusionsweite des Farbstoffes bei einer Inkubation von Dipyridamol für 24 h 

beobachtet werden konnte.  

Ebenso zeigten die glatten Muskelzellen eine zeitabhängige Veränderung in der Gap 

Junction-abhängigen Kopplung nach Dipyridamol-Zugabe. 10 und 50 µM Dipyridamol 

wurden hierbei für 15 min, 30 min, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 9 und 24 h zugegeben. Bei kurzen 

Applikationszeiten bis zu 5 h zeigten mit 50 µM Dipyridamol behandelte Zellen eine 

relative Diffusionsweite von 114, 100, 121, 108, 129, 104 und 113 % zu den ent-

sprechenden Zeitpunkten. Dieses oszillatorische Verhalten konnte nicht in Zellen 

beobachtet werden, die mit 10 µM Dipyridamol behandelt wurden. Nach der Applikation 

für mindestens 6 h konnte für beide Konzentrationen ein deutlicher Anstieg beobachtet 

werden, der sich durch eine Langzeitapplikation von Dipyridamol von bis zu 24 h nicht 

wesentlich veränderte. Dabei erreichte die Gap Junction-Kopplung einen maximalen 

Anstieg auf ca. 124 % (10 µM) und 144 % (50 µM) (Abbildung 2.5B).  

Beide Zelltypen zeigten demnach eine Dipyridamol-induzierte, zeitabhängige Erhöhung 

der Gap Junction-Kopplung. In den glatten Muskelzellen ließ sich diese zeitabhängige 

Erhöhung unterscheiden in einen Kurzzeiteffekt, der bis zu einer Inkubationszeit von 

6 h auftrat, und in einen Langzeiteffekt, der zwischen einer Inkubationszeit von 6 und 

24 h detektiert wurde. In Endothelzellen stieg die Dipyridamol-induzierte Kopplung 

kontinuierlich in Abhängigkeit der Zeit an und erreichte nach einer Applikationszeit von 

24 h das Maximum. 
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Abbildung 2.5: Zeitabhängiger Einfluss von Dipyridamol auf die vaskulären Zellen. (A) 25 µM (����) 

und 50 µM (����) Dipyridamol verstärkten die Gap Junction-Kopplung in GM-7373 Endothelzellen. 

(B) Zeitabhängiger Einfluss von 10 µM (����) und 50 µM Dipyridamol (����)auf die Gap Junction-

Kopplung in glatten Muskelzellen verglichen mit Kontrollzellen (0,5 % Ethanol, ����) (modifiziert 

nach Begandt et al. 2013a (B) und Begandt et al. 2013b (A)). 

2.4 Dipyridamol reguliert in Endothelzellen die Cx43-mRNA- und -Protein-

menge, sowie die Lokalisation von Cx43  

Dipyridamol konnte eine Erhöhung der Gap Junction-abhängigen Kopplung durch einen 

cAMP/PKA-vermittelten Signalweg hervorrufen. Zur Analyse auf welcher Ebene 

Dipyridamol die Cx43-abhängige Gap Junction-Kopplung reguliert, wurden 

molekularbiologische und proteinbiochemische Untersuchungen durchgeführt. In der 

Literatur sind Änderungen der Gap Junction-abhängigen Kopplung durch eine Regu-

lation auf verschiedenen Ebenen beschrieben worden: Die mRNA- und Proteinmenge 

der Connexine kann ebenso verändert werden wie die Assemblierungs-Rate von Gap 

Junctions in der Membran (Segretain & Falk 2004). Posttranslationale Modifikationen 

der Connexine können zu Veränderungen in der Assemblierung oder dem Öffnungs-

zustand der Gap Junctions führen (Solan & Lampe 2007). In den bovinen GM-7373 

Endothelzellen wurden nach 6 bzw. 24 h Inkubationszeit sqRT-PCR- und Western Blot-

Versuche durchgeführt, sodass ein Einfluss von Dipyridamol auf Cx43-mRNA- und  

-Proteinmenge, sowie auf posttranslationale Modifizierungen von Cx43 analysiert 

werden konnte. Ebenso wurde ein möglicher Dipyridamol-induzierter Effekt auf die 

Lokalisierung von Cx43 mithilfe der Immunfluoreszenz untersucht. 
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Während der sqRT-PCR-Versuche wurde das Housekeeping-Gen glyceraldehyd-3-

phosphat dehydrogenase (gapdh) verwendet und das Verhältnis aus cx43-Amplifikaten 

und gapdh-Amplifikaten gebildet, sodass Dipyridamol-behandelte Zellen zu Ethanol- 

oder unbehandelten Zellen verglichen werden konnten. In Western Blot-Versuchen 

wurde dafür das Kontrollprotein β-Tubulin verwendet. Nach einer 6-stündigen 

Dipyridamol-Applikation konnten weder in der Cx43-mRNA-Menge (Abbildung 2.6A 

und C) noch in der Cx43-Protein-Menge (Abbildung 2.8A und C) signifikante 

Änderungen verglichen zu den Ethanol-behandelten Zellen detektiert werden. Diese 

Ergebnisse deuten darauf hin, dass Dipyridamol die Gap Junction-abhängige Kopplung 

bei Dipyridamol-Inkubationen von bis zu 6 h nicht durch eine erhöhte Expression oder 

Synthese von Cx43 regulierte.  

 

Abbildung 2.6: Effekt von Dipyridamol auf die mRNA-Menge von Cx43 in Endothelzellen. 

Agarosegel-Bilder einer semi-quantitativen RT-PCR (sqRT-PCR) mit cx43 und Housekeeping-Gen 

gapdh nach 6 h (A) und 24 h (B). (C und D) Quantifizierung der Ergebnisse der sqRT-PCR aus (A) 

und (B). Es wurden mindestens drei unabhängige Versuche durchgeführt (modifiziert nach 

Begandt et al. 2013b). 

Diese Hypothese wurde durch Versuche mit Brefeldin A (BFA, 5 µg/ml) bestätigt 

(Abbildung 2.7). BFA inhibiert den Proteintransport anterograd vom ER zum Golgi und 

verstärkt ihn retrograd vom Golgi zum ER (Klausner et al. 1992). Für 6 h wurden 
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vaskuläre Endothelzellen mit BFA oder BFA und 50 µM Dipyridamol behandelt und die 

Gap Junction-abhängige Kopplung mittels Scrape Loading/Farbstofftransfer analysiert. 

Relativ zu BFA-behandelten Zellen konnte durch Dipyridamol in Anwesenheit von BFA 

die Kopplung auf 116 % gesteigert werden (Abbildung 2.7). Diese Erhöhung war 

vergleichbar mit der allein durch Dipyridamol induzierten Steigerung der Kopplung auf 

125 % nach 6 h (Abbildung 2.5A). 

 

Abbildung 2.7: Effekt der Inhibierung des vesikulären Transports durch Brefeldin A (BFA) auf die 

durch 50 µM Dipyridamol (dip.) erhöhte Gap Junction-Kopplung in Endothelzellen nach Scrape 

Loading/Farbstofftransfer (modifiziert nach Begandt et al. 2013b). 

Die Applikation von Dipyridamol für 24 h konnte in vaskulären Endothelzellen eine 

konzentrationsabhängige Erhöhung der Cx43-mRNA-Menge hervorrufen. Relativ zur 

Ethanol-Kontrolle wurde mittels der sqRT-PCR ein signifikanter Anstieg der Cx43-

mRNA-Menge auf 114, 134, 160 und 192 % durch 5, 10, 25 und 50 µM Dipyridamol 

detektiert (Abbildung 2.6B und D). Weiterhin konnte im Western Blot die Proteinmenge 

von Cx43 konzentrationsabhängig durch Dipyridamol auf 103, 135, 196 und 432 % im 

Vergleich zu Kontrollbedingungen erhöht werden (Abbildung 2.8B und D).  
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Abbildung 2.8: Effekt von Dipyridamol auf die Cx43-Proteinmenge. (A und B) Western Blots mit 

Cx43 und Kontrollprotein β-Tubulin nach 6- (A) und 24-stündiger (B) Inkubation. (C und D) 

Quantifizierung der Western Blot-Ergebnisse nach 6 h (C) und 24 h (D). Es wurden mindestens drei 

unabhängige Versuche durchgeführt (modifiziert nach Begandt et al. 2013b). 

Neben der signifikanten Erhöhung der mRNA- und Proteinmenge von Cx43 wurde durch 

eine Langzeitapplikation von Dipyridamol in Endothelzellen eine veränderte Migration 

von Cx43 in der SDS-PAGE detektiert (Abbildung 2.9). Unbehandelte oder mit Ethanol 

behandelte Zellen zeigten nach der Auftrennung in der SDS-PAGE im Blot zwei distinkte 

Banden mit ca. 42 und 44 kDa für Cx43. Nach der Stimulation mit Dipyridamol konnte 

eine weitere Bande mit ca. 46 kDa detektiert werden (Abbildung 2.9). 

 

Abbildung 2.9: Dipyridamol (50 µM) rief eine posttranslationale Modifikation von Cx43 nach einer 

Langzeitinkubation von 24 h hervor (siehe Pfeil). Es wurden mindestens drei unabhängige 

Versuche durchgeführt (modifiziert nach Begandt et al. 2013b). 

Die Verteilung von Cx43 innerhalb der Endothelzellen, sowie der mögliche Effekt von 

Dipyridamol auf die Lokalisierung von Cx43 wurde über eine Immunofärbung validiert 

(Abbildung 2.10). 
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Abbildung 2.10: Einfluss von 50 µM Dipyridamol (dip.) auf die Lokalisierung von Cx43 in 

Endothelzellen im Vergleich zu 0,1 % Ethanol-behandelten Zellen (eth.). (A) 

Fluoreszenzaufnahmen und (B) Quantifizierung der Anzahl an Zellen, die Cx43-assoziierte Gap 

Junction-Plaques und Vesikel aufwiesen. Es wurden mindestens drei unabhängige Experimente 

durchgeführt (modifiziert mach Begandt et al. 2013b). 

Kontrollzellen zeigten ein intrazelluläres Cx43-Signal um den Nukleus herum, das dem 

ER und Golgi-Apparat zugeordnet werden konnte. Eine große Anzahl an Cx43-asso-

ziierten Vesikeln konnte zwischen dem Golgi-Apparat und der Plasmamembran 
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detektiert werden. Im Gegensatz zu diesem Verteilungsmuster war in mit 50 µM 

Dipyridamol behandelten Endothelzellen nach 6 bzw. 24 h die Anzahl der Cx43-

gefärbten Vesikel zwischen dem Golgi-Apparat und der Plasmamembran deutlich 

reduziert. Dagegen zeigten Dipyridamol-behandelte Zellen eine vermehrte Färbung im 

Bereich der Zell-Grenzen zwischen zwei benachbarten Zellen, die Gap Junction-Plaques 

zugeordnet werden konnten (Abbildung 2.10A). Demnach reguliert Dipyridamol 

vermutlich die Ausbildung Cx43-assoziierter Vesikel und/oder Gap Junction-Plaques. 

Diese Vermutung konnte durch die Quantifizierung von Cx43-assoziierten Vesikel- und 

Plaque-bildenden Zellen bestätigt werden. Die Anzahl Vesikel-bildender Zellen sank 

nach einer Applikationszeit von 6 h von 57 % bei Ethanol-Behandlung auf 30 % bei 

Dipyridamol-behandelten Zellen. Dagegen stieg die Anzahl der Zellen, die Plaques 

ausbildeten, von 41 % auf 87 %. Nach 24 h Ethanol- oder Dipyridamol-Applikation 

konnten ähnliche Ergebnisse erzielt werden. Die Anzahl Vesikel-bildender Zellen sank 

von 56 % auf 18 % und die Anzahl Plaque-bildender Zellen stieg von 36 % auf 90 % in 

Ethanol-bzw. Dipyridamol-behandelten Zellen (Abbildung 2.10B). 

Zusammenfassend ist die durch Dipyridamol erhöhte Gap Junction-abhängige Kopplung 

assoziiert mit einem Einfluss von Dipyridamol auf den Biosynthese-Prozess der Gap 

Junctions. Nach einer 6-stündigen Applikation von Dipyridamol wurden bereits 

vorhandene Connexone/Gap Junctions nach der Passage des Golgi-Apparats reguliert. 

Nach 6- und 24-stündiger Inkubation mit Dipyridamol wurde die Anzahl Cx43-

assoziierter Vesikel-bildender Zellen verringert, wohingegen die Anzahl Plaque-

bildender Zellen erhöht wurde. Durch eine Applikation von Dipyridamol über 24 h 

wurde in Endothelzellen zusätzlich eine erhöhte Cx43-mRNA- und -Proteinmenge, sowie 

eine veränderte Migration von Cx43 in der SDS-PAGE hervorgerufen. 
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3 Diskussion 

Störungen im komplexen und feinregulierten Prozess der direkten Zell-Zell-

Kommunikation über Gap Junctions sind innerhalb des vaskulären Systems assoziiert 

mit Erkrankungen wie Hypertonie oder Arteriosklerose, die zu einem Schlaganfall 

führen können. Daher wurden Gap Junctions als ein neues therapeutisch relevantes Ziel 

postuliert. In der derzeitigen Therapie von Schlaganfällen werden als Therapieziel nur 

die Thrombozyten reguliert, wie durch den Wirkstoff Dipyridamol. Obwohl Dipyridamol 

bereits vielfältige vasoprotektive Eigenschaften nachgewiesen worden sind, wird es 

derzeit als Thrombozyten-Aggregations-Inhibitor eingesetzt. Das Ziel dieser Arbeit war 

daher erstmals einen möglichen Effekt von Dipyridamol auf die Gap Junction-abhängige 

Kommunikation in vaskulären Zellen zu analysieren, was mithilfe physiologischer und 

molekularbiologischer Methoden erfolgreich gelang. In den ersten beiden Publikationen 

konnte der Effekt von Dipyridamol auf die Gap Junction-abhängige Kopplung in 

Endothelzellen der Zelllinie GM-7373 und in glatten Muskelzellen der Zelllinie A-10, 

sowie der Dipyridamol-induzierte Signalweg nachgewiesen werden. Die dritte Pub-

likation analysierte auf welcher Ebene Dipyridamol durch einen cAMP-abhängigen 

Signalweg die Cx43-abhängige Gap Junction-Kopplung regulierte. 

3.1 Effekte von Dipyridamol auf Zellen des vaskulären Systems 

Erstmals konnte in dieser Arbeit der Einfluss von Dipyridamol auf die Gap Junction-

abhängige Kommunikation in Zellen des vaskulären Systems in vitro nachgewiesen 

werden. In vaskulären Endothelzellen und glatten Muskelzellen wurde die Kopplung 

über Gap Junctions nach einer Dipyridamol-Applikation von bis zu 24 h erhöht 

(Abbildung 2.1, Abbildung 2.2). Signifikante Unterschiede im Vergleich zu Kontroll-

bedingungen wurden ab einer Konzentration von 1 µM (in Endothelzellen) und von 

5 µM (in glatten Muskelzellen) festgestellt. Diese Konzentrationen sind therapeutisch 

relevant, da Patienten bei einer täglichen Dosis von 200 mg Dipyridamol ähnliche 

Plasmakonzentrationen von mindestens 1,5 µM aufweisen (Eisert 2006). Eine steigende 

Dipyridamol-Konzentration bis zu 75 µM bzw. 100 µM korrelierte mit steigender Gap 
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Junction-abhängiger Kopplung in Endothel- bzw. glatten Muskelzellen (Abbildung 2.1, 

Abbildung 2.2).  

In Thrombozyten erhöht Dipyridamol die intrazelluläre cAMP-Konzentration durch die 

Hemmung der Adenosin-Transporter und einer nachfolgenden Bindung von Adenosin 

an die Adenosin-Rezeptoren. Über die Rezeptor-vermittelte Aktivierung der Adenylyl-

Zyklase wird die intrazelluläre cAMP-Synthese gesteigert (Anfossi et al. 2002, Gao & 

Jacobson 2011, Kim & Liao 2008). Dieser Signalweg wurde vermutlich auch in den 

vaskulären Zellen aktiviert. Die Stimulation der Zellen mit dem Adenylyl-Zyklase-

Aktivator Forskolin und die Applikation von membranpermeablem 8-Br-cAMP resul-

tierten beide in einer erhöhten Gap Junction-abhängigen Kopplung in Endothelzellen 

und in glatten Muskelzellen (Abbildung 2.4). Eine Steigerung der Gap Junction-Kopplung 

durch erhöhte intrazelluläre cAMP-Konzentrationen ist aus früheren Studien bekannt 

(Hoffmann et al. 2003, Holm et al. 1999, van Rijen et al. 2000), sodass Dipyridamol 

vermutlich über eine Steigerung der intrazellulären cAMP-Konzentration die Gap 

Junction-Kopplung erhöhte.  

Die in dieser Arbeit gezeigten Dipyridamol-induzierten Erhöhungen der Gap Junction-

Kopplung waren PKA-abhängig, da eine zusätzliche Applikation der spezifischen PKA-

Inhibitoren H-89 und Rp-cAMPS das Dipyridamol-induzierte Signal abhängig von der 

Dipyridamol-Konzentration reduzieren konnte. Nach 6 h oder 24 h konnte mithilfe der 

Inhibitoren in vaskulären Endothelzellen und glatten Muskelzellen die über einen 

Farbstofftransfer ermittelte Kopplung reduziert werden (Abbildung 2.3). Eine Akti-

vierung der PKA durch intrazellulär erhöhte cAMP-Konzentrationen mit dem Resultat 

einer erhöhten Gap Junction-abhängigen Kopplung ist beschrieben worden (Lampe & 

Lau 2004, Salameh et al. 2009, Zhang et al. 2005), dabei wurde zum Beispiel die de novo-

Ausbildung von Gap Junction-Kanälen stimuliert (Hoffmann et al. 2003). Neben cAMP-

induzierten PKA-abhängigen Steigerungen der Gap Junction-abhängigen Kopplung 

durch Dipyridamol könnten allerdings auch PKA-unabhängige Wege aktiviert worden 

sein. Bei hohen Dipyridamol-Konzentrationen konnte beispielsweise keine vollständige 

Hemmung der Dipyridamol-induzierten Gap Junction-Kopplung mithilfe der PKA-

Inhibitoren erreicht werden (Abbildung 2.3).  
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Die Variation der Applikationszeiten von Dipyridamol zwischen 15 min und 24 h 

resultierte in einer zeitabhängigen Veränderung der Gap Junction-abhängigen Kopplung 

in beiden Zelltypen des vaskulären Systems (Abbildung 2.5). Die durch Dipyridamol 

signifikant gesteigerte Gap Junction-abhängige Kopplung nahm in Endothelzellen 

zwischen 9 h und 24 h kontinuierlich zu (Abbildung 2.5A). In den glatten Muskelzellen 

wurde ein biphasisches Verhalten detektiert. Die Gap Junction-Kopplung zeigte durch 

eine Kurzzeitapplikation von bis zu 5 h von 50 µM Dipyridamol ein oszillatorisches Ver-

halten. Ab einer Applikationszeit von 6 h bis zu einer Langzeitinkubation von 24 h 

steigerte sich die Kopplung stabil auf ca. 144 % für 50 µM Dipyridamol 

(Abbildung 2.5B).  

Das oszillatorische Verhalten der Kopplung in glatten Muskelzellen könnte durch einen 

Agonisten-induzierten Desensitivierung/Resensitivierungs-Kreislauf der Adenosin-

Rezeptoren erklärt werden. Stimulierte Adenosin-A2A- und -A2B-Rezeptoren werden 

nach der Bindung des Agonisten internalisiert, recycelt und für eine neue Agonisten-

abhängige Aktivierung wieder an die Plasmamembran gebracht (Mundell & Kelly 2011). 

Die oszillatorisch veränderte Kopplung in glatten Muskelzellen könnte ein Resultat 

dieser Recyclingszyklen sein und durch eine Oszillation der intrazellulären cAMP-

Konzentration hervorgerufen werden. Mundell und Kelly (1998) konnten über die 

intrazelluläre Erhöhung von cAMP eine Recyclingzeit von 60 bis 90 Minuten für den A2A-

Rezeptor nachweisen, was die hier gezeigten Oszillationen erklären könnte (Mundell & 

Kelly 1998).  

Aufgrund der beobachteten zeitabhängigen Wirkung von Dipyridamol auf die 

vaskulären Endothel- und glatten Muskelzellen (Abbildung 2.5) wurde eine biphasische 

Regulation postuliert. Die Steigerung der Gap Junction-abhängigen Kopplung nach der 

Kurzzeitapplikation bis zu 6 h konnte vermutlich durch die Regulation der bereits 

existierenden Connexine/Gap Junctions hervorgerufen werden. Die 24-stündige 

Langzeitapplikation konnte vermutlich durch eine Neusynthese von Connexinen 

zusätzlich zu der Regulation der existierenden Connexine/Gap Junctions eine weitere 

Verstärkung der Kopplung erwirken. In beiden Zelltypen wurde die Aktivierung einer 
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cAMP-abhängigen Kaskade angenommen, die zu einer erhöhten Gap Junction-

abhängigen Kopplung führte.  

In den GM-7373 Endothelzellen konnte die Dipyridamol-vermittelte Gap Junction-

Kopplung auf ca. 130 % nach 6 h und auf ca. 150 % nach 24 h erhöht werden. In beiden 

Zeiträumen, der Kurz- und Langzeitapplikation, konnte durch die Dipyridamol-Appli-

kation eine Veränderung in der Lokalisierung von Cx43 innerhalb der Zelle beobachtet 

werden. Die Anzahl der Zellen mit Cx43-assoziierten Vesikeln sank durch die 

Dipyridamol-Zugabe, wohingegen die Anzahl der Zellen mit Cx43-assoziierten Gap 

Junction-Plaques anstieg. Dipyridamol induzierte demnach eine erhöhte Akkumulation 

von Cx43 in den Bereichen der Zellmembran (Abbildung 2.10). Allerdings konnten 

durch eine Kurzzeitapplikation von 6 h mit 50 µM Dipyridamol weder Änderungen in 

der Cx43-mRNA-Menge noch Änderungen in der Cx43-Proteinmenge nachgewiesen 

werden (Abbildung 2.6A und C, Abbildung 2.8A und C). Demnach konnte der 

Dipyridamol-induzierte Effekt der erhöhten Kopplung in Scrape Loading/Farbstoff-

transfer-Versuchen durch bereits existierende Connexine hervorgerufen werden. Dies 

geht einher mit der Beobachtung, dass in Scrape Loading/Farbstofftransfer-Versuchen 

während einer Kurzzeitapplikation mit Dipyridamol und BFA der Dipyridamol-

induzierte Effekt nicht durch BFA gehemmt werden konnte (Abbildung 2.7). BFA führt 

zu einer Inhibierung des Proteintransports anterograd vom ER zum Golgi (Klausner et 

al. 1992). Eine Dipyridamol-induzierte erhöhte Kopplung in Anwesenheit von BFA 

deutet daher auf den Einfluss von Dipyridamol auf die Connexine hin, die den Golgi-

Apparat passiert haben und schon zu Connexonen oligomerisiert sind. Da Dipyridamol 

vermutlich einen cAMP-abhängigen Signalweg aktiviert (Abbildung 2.4), kann ange-

nommen werden, dass cAMP die existierenden Connexone/Gap Junctions nach dem 

Passieren des Golgi-Apparats regulierte. In Verbindung mit der Dipyridamol-induzierten 

vermehrten Akkumulation von Cx43 in der Zellmembran (Abbildung 2.10), erhöht cAMP 

vermutlich den Transport von vorhandenen Connexonen in die Plasmamembran oder 

inhibiert die Degradierung der Gap Junction-Kanäle in der Zellmembran. 

Diese Ergebnisse stimmen mit Beobachtungen überein, bei denen eine erhöhte Gap 

Junction-abhängige Kopplung nach einer kurzen Applikationszeit von cAMP durch eine 
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Änderung der Gap Junction-Assemblierung hervorgerufen wurde (Burghardt et al. 1995, 

Holm et al. 1999, Paulson et al. 2000). Ähnlich zu den hier erlangten Ergebnissen konnte 

eine cAMP-induzierte Neuassemblierung der Gap Junctions nicht durch BFA inhibiert 

werden, im Gegensatz dazu aber durch Monensin. Monensin inhibiert den letzten Schritt 

des Vesikeltransports an die Plasmamembran (Paulson et al. 2000). Ein verändertes 

Öffnungsverhalten der vorhandenen Gap Junctions könnte ebenso eine Rolle in der 6-

stündigen durch Dipyridamol veränderten Gap Junction-abhängigen Kopplung spielen. 

Studien belegen den Einfluss von cAMP auf die existierenden Gap Junction-Kanäle, die 

durch cAMP in ihrem Öffnungszustand oder ihrer Permeabilität positiv verändert 

werden können (Atkinson et al. 1995, Chanson et al. 1996, Faucheux & Nagel 2002, 

Loewenstein 1981).  

Zusammenfassend konnte die Dipyridamol-vermittelte Aktvierung eines vermutlich 

cAMP-induzierten Signalwegs nach einer 6-stündigen Inkubation die Gap Junction-

Kopplung erhöhen, indem bereits existierende Connexone/Gap Junctions vermehrt in 

der Zellmembran akkumulierten. Zum einen könnte die Regulation durch eine erhöhte 

Gap Junction-Kanal-Assemblierung oder zum anderen durch eine verminderte Kanal-

Degradierung erfolgen. Ebenso könnte Dipyridamol den Öffnungszustand und die 

Permeabilität der vorhanden Gap Junction-Kanäle regulieren.  

Die nach 24-stündiger Dipyridamol-Applikation induzierte erhöhte Gap Junction-

abhängige Kopplung vaskulärer Endothelzellen (Abbildung 2.1), korrelierte mit einer 

erhöhten Menge von Cx43-mRNA und -Protein (Abbildung 2.6B und D, Abbildung 2.8B 

und D). Die erhöhte Cx43-mRNA-Menge könnte das Resultat einer durch Dipyridamol 

aktivierten Transkription sein oder durch einen verminderten Abbau der mRNA hervor-

gerufen werden. Eine durch cAMP aktivierte erhöhte Transkription des cx43-Gens ist 

bereits von Mehta et al. (1992) beschrieben worden. Welcher Mechanismus den 

gemessenen Dipyridamol-induzierten Anstieg der Cx43-mRNA erklärt, ist Bestandteil 

weiterer Forschungen.  

Nach einer Langzeitapplikation von Dipyridamol konnte zusätzlich zu der erhöhten 

Cx43-mRNA-Menge eine erhöhte Cx43-Proteinmenge detektiert werden 
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(Abbildung 2.8B und D). Diese erhöhte Cx43-Proteinmenge könnte ein direktes Resultat 

der erhöhten Cx43-mRNA-Menge sein. Ebenso könnte die Syntheserate erhöht oder die 

Degradierung von Cx43-Proteinen verringert sein. In anderen Studien konnte belegt 

werden, dass mit einer cAMP-Stimulation eine erhöhte Cx43-Proteinmenge und in 

Verbindung damit eine gesteigerte Gap Junction-abhängige Kopplung einhergeht 

(Salameh et al. 2009, Yogo et al. 2002).  

Zusätzlich war eine Migrationsveränderung von Cx43 in der SDS-PAGE nach einer 

Langzeitapplikation mit Dipyridamol zu beobachten (Abbildung 2.9). Cx43 aus 

Kontrollzellen zeigte nach der Auftrennung in der SDS-PAGE zwei distinkte Banden von 

ca. 42 kDa und 44 kDa, Dipyridamol induzierte zusätzlich die Ausbildung einer weiteren 

Bande von ca. 46 kDa (Abbildung 2.9). Diese Banden sind nach Solan und Lampe (2005) 

als Migrationsformen P0, P1 und P2 bekannt und durch die multiple Phosphorylierung 

spezifischer Serinreste charakterisiert. Die Regulation von Cx43 durch eine cAMP-

vermittelte Phosphorylierung ist zahlreich nachgewiesen worden (Lampe et al. 2006, 

Musil & Goodenough 1991, Solan & Lampe 2005, Solan & Lampe 2009, Sosinsky et al. 

2007). Alle drei Migrationsformen können theoretisch die Plasmamembran erreichen. 

Dabei ist die P1 Migrationsform primär in der Plasmamembran und zum Teil in Gap 

Junction-Plaques zu detektieren. Die P2 Migrationsform ist ausschließlich in Gap 

Junction-Strukturen nachzuweisen (Solan & Lampe 2007, Solan & Lampe 2009). Durch 

die Dipyridamol-vermittelte Migrationsveränderung konnte folglich in Kombination mit 

der durch die Immunofärbungen gezeigten vermehrten Akkumulation von Cx43 in der 

Zellmembran eine Erhöhung der Cx43-assoziierten Gap Junction-Plaques nachgewiesen 

werden. 

Nach einer 24-stündigen Applikationszeit erhöhte Dipyridamol die Gap Junction-

abhängige Kopplung über eine vermutlich cAMP-vermittelte Erhöhung von Cx43-mRNA 

und -Protein, sowie über eine erhöhte Akkumulation von Cx43 in Gap Junction-Plaques.  

3.2 Gap Junction-Regulation durch cAMP 

Eine Erhöhung der intrazellulären cAMP-Konzentration durch Dipyridamol in Thrombo-

zyten ist in der Literatur beschrieben (Anfossi et al. 2002, Gao & Jacobson 2011, Kim & 
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Liao 2008). Die Signalkaskade der cAMP-vermittelten Verstärkung der Gap Junction-

abhängigen Kopplung nach Dipyridamol-Applikation ist allerdings nicht vollständig 

aufgeklärt. Die PKA wurde für lange Zeit als einziger cAMP-Effektor betrachtet (Sands & 

Palmer 2008, Duquesnes et al. 2010). Eine Beteiligung der PKA konnte im Dipyridamol-

vermittelten cAMP-abhängigen Mechanismus nachgewiesen werden, da die Applikation 

von PKA-Inhibitoren einer erhöhten Kopplung in Scrape Loading/Farbstofftransfer-

Versuchen entgegenwirken konnte (Abbildung 2.3). Allerdings konnte der Effekt bei 

hohen Dipyridamol-Konzentrationen nur teilweise durch die PKA-Inhibitoren reduziert 

werden. Ebenso konnten PKA-Inhibitoren die Dipyridamol-vermittelte, cAMP-induzierte 

Erhöhung der Cx43-mRNA- und-Proteinmenge in sqRT-PCR- und Western Blot-

Experimenten nicht reduzieren (Ergebnisse nicht gezeigt). Demnach könnten durch 

einen Dipyridamol-vermittelten cAMP-Anstieg auch PKA-unabhängige Signalwege 

aktiviert werden und die Gap Junction-abhängige Kopplung erhöhen, zum Beispiel durch 

eine Regulation auf Ebene von mRNA oder Protein (Abbildung 3.1). Somekawa und 

Kollegen (2005) konnten nach einer cAMP-Applikation die Aktivierung eines PKA-

unabhängigen, exchange protein directly activated by cAMP (Epac)-vermittelten Signal-

wegs in Kardiomyozyten nachweisen: Neben dem cAMP-induzierten PKA-abhängigen 

erhöhten Farbstofftransfer, wurde die Gap Junction-abhängige Kopplung zusätzlich 

durch eine veränderte Lokalisierung von Cx43 über den PKA-unabhängigen, Epac-

vermittelten Weg verstärkt. Epac ist ein cAMP-stimuliertes Protein, dass auf Ebene der 

Zellproliferation, der Gentranskription oder des Vesikeltransports die Zellen regulieren 

kann (Bos 2003, Bos 2006, Roscioni et al. 2008, Somekawa et al. 2005). Eine Beteiligung 

des Epacs in den GM-7373 Endothelzellen sollte in zukünftigen Studien validiert 

werden.  

Während einer kurzen Applikationszeit von 6 h von Dipyridamol wurde in vaskulären 

Zellen die Gap Junction-Kopplung durch eine erhöhte Akkumulation bereits exis-

tierender Cx43-assoziierter Connexone/Gap Junctions in der Zellmembran verstärkt 

und/oder die bereits existierenden Gap Junctions in ihrem Öffnungsverhalten reguliert. 

Eine Modulation von Cx43 auf der mRNA- oder Proteinebene konnte nicht 

nachgewiesen werden. Inwiefern die anderen exprimierten Connexin-Isoformen auf 
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diesen Ebenen, während dieser Applikationszeit oder generell durch Dipyridamol 

reguliert werden, sollte in zukünftigen Studien beurteilt werden. In schon veröffent-

lichten Studien anderer Arbeitsgruppen konnte neben Cx43 zum Beispiel Cx40 durch 

intrazellulär erhöhte cAMP-Konzentrationen reguliert werden (Hoffmann et al. 2003, 

van Rijen et al. 2000). Ebenso konnten gegensätzliche Regulationen unterschiedlicher 

Isoformen innerhalb eines Zelltyps nachgewiesen werden: Nach Stimulation mit dem 

Adenovirus-Vektor E4 wurde Cx40 positiv, Cx43 negativ reguliert (Zhang et al. 2005). 

Nachweislich besteht eine Interaktion zwischen den Connexin-Isoformen, die in einer 

Zelle exprimiert werden (Isakson et al. 2006): Nach dem Knock-Out von Cx40 in 

vaskulären Endothelzellen ist die Expression von Cx37 verändert. Dahingegen hat ein 

Knock-Out von Cx37 in Mäusen scheinbar geringeren Einfluss auf die Expression von 

Cx40 (Simon & McWhorter 2003).  

Mithilfe der Dipyridamol-induzierten Effekte konnte in dieser Dissertation ein Einblick 

in die komplexe Regulation der Gap Junctions im vaskulären System gewonnen werden 

(Abbildung 3.1). Aspekte wie die aktivierten PKA-abhängigen und -unabhängigen Signal-

wege oder die vermehrte Akkumulation von Cx43 in der Zellmembran, durch erhöhte 

Translokation von Connexons oder verminderte Degradierung der Gap Junctions, sind 

wichtige Regulationspunkte, die in zukünftigen Studien weiter analysiert werden sollen. 

Ebenso ist das Expressions- und Lokalisierungsverhalten der Connexine in glatten 

Muskelzellen nach einer Dipyridamol-Behandlung zu analysieren, da die Unter-

suchungen auf mRNA- und Proteinebene von Cx43 und zur Lokalisierung von Cx43 

derzeit nur in den Endothelzellen durchgeführt wurden. 

3.3 Dipyridamol und Gap Junctions im Kontext – ein Ausblick 

Nach den Ergebnissen dieser Arbeit wird angenommen, dass Dipyridamol seine 

Wirkung auf die Gap Junction-abhängige Kommunikation über einen cAMP-gesteuerten 

Signalweg in Zellen des vaskulären Systems als Folge der Inhibierung der ENTs ausübt. 

(Anfossi et al. 2002, Gao & Jacobson 2011, Kim & Liao 2008, Molina-Arcas et al. 2009, 

Podgorska et al. 2005). Durch die Inhibierung der ENTs kommt es allerdings neben 

einem Anstieg von Adenosin im extrazellulären Raum ebenfalls zur lokalen Erhöhung 
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weiterer Substrate der ENTs, also neben Adenosin zur Erhöhung der Purin- und 

Pyrimidin-Nukleoside und ihrer Basen (Baldwin et al. 2004). Ein Einfluss dieser 

Substrate auf die Gap Junction-abhängige Kopplung könnte daher ebenfalls möglich sein 

(Abbildung 3.1).  

 

Abbildung 3.1: Mögliche durch Dipyridamol-induzierte Signalwege auf die Zellen des vaskulären 

Systems. Durch die Inhibierung der equilibrative nucleoside transporter (ENT) wird Adenosin 

extrazellulär akkumuliert, so dass es vermehrt an den Adenosin-A2-Rezeptor (A2-Rez.) binden 

kann. Über die Aktivierung eines trimeren Gs-Proteins (grün, α-, β-, γ-Untereinheiten) wird die 

Adenylyl-Zyklase (AC) zur Synthese von cAMP stimuliert. Proteinkinase A (PKA) als Effektor-

Enzym von cAMP könnte an multiplen Regulationspunkten, wie der Expression, der 

Proteinsynthese, der Lokalisierung oder dem Öffnungszustand von Gap Junctions die Gap Junction-

abhängige Kopplung modifizieren. Cx: Connexin, Epac: exchange protein directly activated by cAMP, 

PDE: Phosphodiesterase, PGI2: Prostaglandin I2.  

 

Ebenso können weitere Eigenschaften von Dipyridamol die Gap Junction-abhängige 

Kopplung und den cAMP-induzierten Signalweg beeinflussen. Neben der Inhibierung der 

ENTs ist bekannt, dass Dipyridamol konzentrationsabhängig die cGMP- und cAMP-
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spezifischen Phosphodiesterasen (PDE) inhibiert und dadurch die intrazellulären cGMP- 

und cAMP-Konzentrationen erhöht (Ahn et al. 1989, Eisert 2006, Gillespie & Beavo 

1989). Zudem aktiviert Dipyridamol cAMP-abhängig die Prostaglandin I2 (PGI2)-

Synthese (Blass et al. 1980, Mehta & Mehta 1982). Durch die Bindung von PGI2 an die 

PGI2-Rezeptoren wird intrazellulär der cAMP-Spiegel ebenfalls erhöht, sodass eine 

Verstärkung der zuvor erhöhten cAMP-Konzentration erfolgt (Abbildung 3.1). Der 

Einfluss dieser weiteren Dipyridamol-vermittelten Signale auf die Gap Junction-

Kopplung wurde in dieser Arbeit nicht untersucht. Inwiefern die Dipyridamol-induzierte 

Erhöhung der Gap Junction-Kopplung daher ein Effekt aus allen drei Signalen ist (ENT-

Inhibierung/PDE- Inhibierung /PGI2-Synthese), aus zeitlich versetzten Effekten oder nur 

aus einem einzigen, bedarf weiterer Untersuchungen. 

Die in dieser Arbeit erstmals dokumentierte Dipyridamol-induzierte Erhöhung der Gap 

Junction-abhängigen Kopplung korrelierte in den Endothelzellen mit einer erhöhten 

Akkumulation von Cx43 in der Zellmembran und nach 24-stündiger Inkubation mit 

einer erhöhten Cx43-mRNA- und -Proteinmenge. Im Gegensatz zu dieser Dipyridamol-

induzierten Erhöhung sinkt die Gap Junction-abhängige Kommunikation vaskulärer 

Zellen durch hohe Zuckerkonzentrationen wie sie während Diabetes-Erkrankungen 

vorkommen können (Inoguchi et al. 1995, Inoguchi et al. 2001, Kuroki et al. 1998). Diese 

verminderte Kopplung wurde durch eine erhöhte PKC-Aktivität hervorgerufen und 

führte in glatten Muskelzellen zu einer spezifischen Phosphorylierung von Cx43 (Kuroki 

et al. 1998) und in mikrovaskulären Endothelzellen der Ratte zu einer verminderten 

Cx43-mRNA- und -Protein-Menge (Sato et al. 2002). Eine erhöhte PKC-abhängige 

Phosphorylierung ist ebenfalls während ischämischer und hypoxischer Bedingungen 

spezifisch an dem Serin-Rest 368 (S368) des C-Terminus von Cx43 nachgewiesen 

worden (Ek-Vitorin et al. 2006, Hund et al. 2007, Richards et al. 2004, Solan et al. 2007). 

Durch die Dipyridamol-induzierte spezifische posttranslationale Modifikation der Cx43-

Moleküle (Abbildung 2.9) könnte eine PKC-spezifische Phosphorylierung, wie sie bei 

hyperglykämischen oder hypoxischen Bedingungen auftreten kann, vielleicht verhindert 

werden. Ein solcher Effekt ist bereits von Solan et al. beschrieben worden - die PKC-

abhängige Phosphorylierung an S368 und die daraus resultierende verminderte Gap 
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Junction-Kopplung konnte durch eine Phosphorylierung von Cx43 an S365 unterdrückt 

werden (Solan et al. 2007). Die Serin-Reste S364/365 werden durch intrazellulär 

erhöhte cAMP-Konzentrationen über Kinasen phosphoryliert und stehen in 

Zusammenhang mit einem erhöhten Transport von Cx43 an die Zellmembran und dem 

Einbau in Gap Junctions (TenBroek et al. 2001, Yogo et al. 2002, Yogo et al. 2006). Da 

Dipyridamol vermutlich die erhöhte Gap Junction-Kopplung über eine Steigerung der 

intrazellulären cAMP-Konzentration hervorruft, könnte dieser von Solan et al (2007) 

beschriebene Einfluss durch Dipyridamol aktiviert werden. Dabei könnte Dipyridamol 

einen inhibierenden, prophylaktischen Effekt auf die PKC-abhängige Ausbildung der Gap 

Junction-abhängigen Dysfunktionen oder auch Einfluss auf bereits angegriffene Gefäße 

während einer Diabetes-Erkrankung haben. Diese mögliche therapeutische 

Anwendbarkeit von Dipyridamol oder anderen Wirkstoffen auf eine dysregulierte Gap 

Junction-abhängige Zell-Zell-Kommunikation sowie die Rolle der Gap Junctions in 

vaskulär-assoziierten Erkrankungen sollte zukünftig in Modellsystemen analysiert 

werden, die hyperglykämische, hypoxische oder inflammatorische Bedingungen 

nachstellen wie sie während des Diabetes, eines Schlaganfalls oder chronischen 

Erkrankungen vorkommen können (Green & Nicholson 2008).  

Damit versprechen die in dieser Dissertation vorgestellten Ergebnisse eine mögliche 

erweiterte Anwendung von Dipyridamol in der Therapie vaskulärer Erkrankungen, die 

mit einer Dysregulation der Gap Junction-abhängigen Kommunikation assoziiert sind. 

Zudem wurde in dieser Arbeit erstmals gezeigt, dass die Gap Junction-abhängige 

Kommunikation vaskulärer Zellen ein neues potentielles therapeutisches Ziel eines 

pharmakologisch in der Schlaganfall-Therapie verwendeten Wirkstoffs darstellt.  
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8-Br-cAMP  8-Bromoadenosin-3',5'-zyklisches Monophosphat 

AC   Adenylyl-Zyklase 

ASS   Acetylsalicylsäure 

BFA   Brefeldin A 

CK1   Caseinkinase 1 

CREB   cAMP response element binding protein  

C-Terminus  Carboxylterminus 

Cx   Connexin 

db-cGMP  Dibutyryl-zyklisches Guanosinmonophosphat 

dip.   Dipyridamol 

EDHF   endothelium-derived hyperpolarizing factor 

EDRF   endothelium-derived relaxation factor 

ENT   equilibrative nucleoside transporter 

Epac   exchange protein directly activated by cAMP 

ER   Endoplasmatisches Retikulum 

ERGIC   endoplasmatic reticulum-Golgi intermediate compartment  

eth.   Ethanol 

for.   Forskolin 

H-89   N-[2-(p-Bromocinnamylamino)ethyl]-5-isoquinolinesulfonamide 

MAPK   mitogen activated protein kinase  
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NO   Stickstoffmonoxid 

N-Terminus  Aminoterminus 

PDE   Phosphodiesterase 

PGI2   Prostglandin I2 

PKA   Proteinkinase A 

PKC   Proteinkinase C 

Rp-cAMPS Rp-Adenosin-3′,5′-zyklisches monophosphorothioat 

SDS-PAGE  Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese 

SEM   Standardfehler 

sqRT-PCR  semiquantitative Reverse Transkription-PCR 

TIA   transiente ischämische Attacke 

unt.   unbehandelt 
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Dipyridamole increases gap junction coupling in bovine GM-7373 aortic endothelial cells 

by a cAMP-protein kinase A dependent pathway (Begandt et al. 2010) 
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Biphasic increase of gap junction coupling induced by dipyridamole in the rat aortic 

A-10 vascular smooth muscle cell line (Begandt et al. 2013a) 
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Anhang C 

Dipyridamole-related enhancement of gap junction coupling in the GM-7373 aortic 

endothelial cells correlates with an increase in the amount of connexin 43 mRNA and 

protein as well as gap junction plaques (Begandt et al. 2013b) 

 

With kind permission of Springer Science + Business Media B. V.: 

Journal of Bioenergetics and Biomembranes 

Published online 26 June 2013, DOI: 10.1007/s10863-013-9518-8 

Dipyridamole-related enhancement of gap junction coupling in the GM-7373 aortic 

endothelial cells correlates with an increase in the amount of connexin 43 mRNA and 

protein as well as gap junction plaques. 

Daniela Begandt, Almke Bader, Linda Gerhard, Julia Lindner, Lutz Dreyer, Barbara 

Schlingmann, Anaclet Ngezahayo 

 

Original source of publication: 

http://www.link.springer.com 

 

 



Anhang C 

74 
 



Anhang C 

75 
 



Anhang C 

76 
 



Anhang C 

77 
 

 



Anhang C 

78 
 



Anhang C 

79 
 



Anhang C 

80 
 



Anhang C 

81 
 



Anhang C 

82 
 



Anhang C 

83 
 



Anhang C 

84 
 

 



Lebenslauf 

85 
 

Lebenslauf 

Ausbildung 

Juni 2002 Schulabschluss Allgemeine Hochschulreife, Note 2,4 

Oktober 2002 – März 2008  Diplom-Studiengang Biologie an der Universität 

Bremen mit den Studienschwerpunkten Human-

genetik, Mikrobiologie und Biochemie 

Oktober 2004   Vordiplom, Note „gut“ (1,7) 

Januar 2007 – März 2008  Diplomarbeit: 

„Molekulargenetische Untersuchungen von Kandida-

tengenen für akute Aortendissektionen mit Hilfe von 

siRNA“ 

März 2008 Abschluss als Diplom Biologin, Note „sehr gut“ (1)  

August 2008 – Februar 2013 Promotionsstudium Biologie Institut für Biophysik, 

Gottfried Wilhelm Leibniz Universität Hannover, Note 

„ausgezeichnet“ 

Berufstätigkeit 

April 2008 – August 2008 Wissenschaftliche Mitarbeiterin in der Abteilung 

Pädiatrie I mit Schwerpunkt Hämatologie und 

Onkologie, Universitätsmedizin Göttingen 

August 2008 - heute Wissenschaftliche Mitarbeiterin am Institut für 

Biophysik, Gottfried Wilhelm Leibniz Universität 

Hannover 

Weiterbildungen 

Absolvierter Kurs “Gene Technology, Biosafety and Biosecurity” (2008) 

Absolvierter Kurs „Versuchstierkunde nach FELASA B und GV-SOLAS“ (2008) 

 



Publikationsliste 

86 
 

Publikationsliste 

Publikationen 

Begandt D, Bintig W, Oberheide K, Schlie S, Ngezahayo A. Dipyridamole increases gap 

junction coupling in bovine GM-7373 aortic endothelial cells by a cAMP-protein kinase A 

dependent pathway. J Bioenerg Biomembr 1 (2010) 79-84.  

Pangalos M, Bintig W, Schlingmann B, Feyerabend F, Witte F, Begandt D, Heisterkamp A, 

Ngezahayo A. Action potentials in primary osteoblasts and in the MG-63 osteoblast-like 

cell line. J Bioenerg Biomembr 3 (2011) 311-22. 

Bintig W, Begandt D, Schlingmann B, Gerhard L, Pangalos M, Dreyer L, Hohnjec N, 

Couraud PO, Romero IA, Weksler BB, Ngezahayo A. Purine receptors and Ca(2+) 

signalling in the human blood-brain barrier endothelial cell line hCMEC/D3. Purinergic 

Signal 1 (2012) 71-80.  

Begandt D, Bader A, Dreyer L, Eisert N, Reeck T, Ngezahayo A. Biphasic increase of gap 

junction coupling induced by dipyridamole in the rat aortic A-10 vascular smooth 

muscle cell line. J Cell Commun Signal 2 (2013) 151-61. 

Begandt D, Bader A, Gerhard L, Lindner J, Dreyer L, Ngezahayo A. Dipyridamole-related 

enhancement of gap junction coupling in the GM-7373 aortic endothelial cells correlates 

with an increase in the amount of connexin 43 mRNA and protein as well as gap junction 

plaques. J Bioenerg Biomembr (2013), in submission. 

Abstracts 

Begandt D, Oberheide K, Bintig W, Ngezahayo A (2009). Dipyridamole Increases the Gap 

Junction Coupling of Bovine GM-7373 Aortic Endothelial Cells by a cAMP/PKA 

Dependent Phosphorylation Mechanism. 49th Annual Meeting der American Society of 

Cell Biology, San Fransisco, USA. 



Publikationsliste 

87 
 

Begandt D, Bader A, Dreyer L., Ngezahayo A (2010). Dipyridamole Potentiates Gap 

Junctional Communication of the Vascular System. 50th Annual Meeting der American 

Society of Cell Biology, Philadelphia, USA. 

Begandt D, Bader A, Dreyer L., Ngezahayo A (2011). Gap Junction Coupling of Vascular 

Cells is a Target for Dipyridamole. 90th Annual Meeting der Deutschen Physiologischen 

Gesellschaft, Regensburg. 

Begandt D, Bader A, Dreyer L, Ngezahayo A (2011). Is gap junction coupling of vascular 

cells a target for dipyridamole? International Gap Junction Conference, Gent, Belgium. 

Begandt D, Bader A, Dreyer L, Ngezahayo A (2011). Increase of Gap Junction Coupling in 

Aortic Vascular Smooth Muscle and Endothelial Cells by Dipyridamole. 51th Annual 

Meeting der American Society of Cell Biology, Denver, USA. 

Begandt D, Bader A, Dreyer L, Ngezahayo A (2011). Der Einfluss von Dipyridamol auf 

die Gap Junction-vermittelte Kommunikation in Zellen des vaskulären Systems. 40. 

Rostocker Gespräche über kardiovaskuläre Funktion und Hypertonie, Rostock. 

Begandt D, Bader A, Dreyer L, Gerhard L, Ngezahayo A (2012) Gap junction coupling of 

vascular cells is a target for dipyridamole: the role of the cAMP/PKA dependent 

pathway. 52th Annual Meeting der American Society of Cell Biology, San Fransisco, USA. 

 



Erklärung 

88 
 

Erklärung 

Hierdurch erkläre ich, dass ich die Dissertation mit dem Titel  

“Der Einfluss von Dipyridamol auf die Gap Junction-abhängige Kommunikation in Zellen 

des vaskulären Systems: physiologische und molekulare Analysen”  

selbstständig verfasst und die benutzten Hilfsmittel und Quellen sowie gegebenenfalls 

die zu Hilfeleistungen herangezogenen Institutionen vollständig angegeben habe. 

Die Dissertation wurde nicht schon als Masterarbeit, Diplomarbeit oder andere 

Prüfungsarbeit verwendet.  

Ich versichere, dass ich die vorstehenden Angaben nach bestem Wissen vollständig und 

der Wahrheit entsprechend gemacht habe. 

 

 

Daniela Begandt 

 



Danksagung 

89 
 

Danksagung 

Ich möchte mich ganz herzlich bei allen Personen bedanken, die mir bei der Entstehung 

dieser Arbeit zur Seite standen. 

Mein besonderer Dank gilt meinem Doktorvater Prof. Dr. Anaclet Ngezahayo. Er war mir 

bei fachlichen Fragen und Denkanstößen eine große Unterstützung. Ich danke ihm für 

die immer offene Tür, für den Freiraum zur fachlichen Selbstverwirklichung, für die 

unendliche Geduld und für die fast pamphletartigen Diskussionen. Vielen Dank für eine 

außergewöhnliche Betreuung, wie ich sie mir nicht besser hätte wünschen können.  

Herrn PD Dr. Murua Escobar und Herrn Prof. Dr. Küster danke ich für die Übernahme 

des Korreferats bzw. des Prüfungsvorsitzes. Ein besonderer Dank gilt Herrn Prof. Dr. 

Küster und seiner Arbeitsgruppe für die Benutzung des Nanodrops und für die Hilfe bei 

molekularbiologischen Fragen. 

Boehringer Ingelheim International GmbH und insbesondere Herrn Prof. Dr. Eisert 

danke ich für die finanzielle Unterstützung meiner Arbeit und die wertvollen 

Kommentare zu den Manuskripten. 

Ich möchte mich ebenfalls bei allen Kolleginnen und Kollegen des Instituts für Biophysik 

und der Werkstatt bedanken. Erst die Menschen in einem Haus machen es zu etwas 

Besonderem und füllen es mit Leben. Vielen Dank an Ingrid, Heidi, Andrea, Linda, Patrik, 

Frank, Hans-Georg, Babsi, Lutz und Jessy. Ein wirklich großes Dankeschön geht an 

Almke, für die Unterstützung, den Rückhalt und die Motivation, für die vielen witzigen 

Stunden im Labor. Und Willem danke ich für die kritischen Anmerkungen während des 

Korrekturlesens, für die hitzigen Diskussionen, Denkanstöße, Duplos, Kinderriegel und 

Prinzenrollen-Kekse.  

Natalija. In manchen unerwarteten Momenten findet man Freunde, wie sie kein zweites 

Mal erscheinen werden. Danke. Für Alles. 

Zuletzt möchte ich natürlich meiner Familie für die Unterstützung während der 

gesamten Studien- und Promotionszeit danken. Dafür, dass sie mir immer den Rücken 

frei gehalten hat und für mich da war. 


