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Einleitung

»Mendelsche* Formen humaner Hypertonie haben in den letzten Jahren zur Aufkldrung von
neuartigen Mechanismen gefiihrt, die alle durch verdnderte Salz- und Wasserresorption der
Niere zustande kommen.' Die autosomal-dominante Hypertonie mit Brachydaktylie Typ E
bildet eine Ausnahme.” Unsere Arbeitsgruppe identifizierte den Genlocus auf Chromosom
12p.’ Die Renin-Angiotensin-Aldosteron-Antworten waren in den betroffenen Personen mit
autosomal-dominanter Hypertonie mit Brachydaktylie Typ E normal; diese Befunde schlieBen
eine Salz-empfindliche Hypertonie aus.* Der Bluthochdruck wurde gleichermaBen erfolgreich
mit 5 verschiedenen Medikamentenklassen behandelt.’ Es fanden sich Hinweise fiir einen
zentralen Mechanismus. So zeigten betroffene Personen eine neurovaskuldre Verbindung mit
einem Looping der posteroinferioren zerebellaren Arterie, die den Gehirnstamm am Gebiet
der ventrolateralen Medulla beeinflussen konnte.® Autonome Teste zeigten, dass Betroffene
eine reduzierte sympathische Muskelnerventétigkeit und niedrig-normale Katecholaminwerte
haben. Thre Kapazitit, Zunahmen im Blutdruck zu puffern, war jedoch deutlich
verschlechtert.” Unsere Arbeitsgruppe untersuchte ein japanisches Kind mit  Typ-E
Brachydaktylie und 12p Deletion sowie weitere betroffene Familien, um das Linkage-Interval
einzuengen. Da der Transkriptionsfaktor L-SOXS die Genexpression von Kollagen II Al in
Pfoten von Méusen reguliert, sequenzierte unsere Arbeitsgruppe die kompletten 500.000
Basenpaare des Gens und verwendete Einzelnukleotid-Polymorphismen (SNPs) fiir das Gen-
Mapping.® Es wurde dabei dadurch herausgefunden, dass das Kandidatengen gerade
auBerhalb des Intervalls liegt. In der vorliegenden Arbeit wird gezeigt, dass bei autosomal-
dominanter Hypertonie mit Brachydaktylie Typ E eine intrachromosomale Neuordnung im
12p Linkage-Intervall existiert. Die Natur der Neuordnung weist darauf hin, dass die Gene,
die den ATP-abhingigen Kalium-Kanal Kir6.1 (Karp) kodieren, sowie seine Regulatoren, d.h.
Sulfonylurea-Rezeptor =~ SUR2 und Phosphodiesterase = PDE3A, die moglichen
Hypertoniekandidaten-Gene sind. Interessanterweise kann der Funktionsverlust im Kir6.1-
Kanal im Tierversuch zur Vasokonstriktion fiihren.” Funktionsgewinn von PDE3A erhdht
dagegen die PDE3A-Expression und erhoht dadurch die Hydrolyse von zyklischem
Adenosinmonophosphat (cAMP). Uber diesen Mechanismus kann es zur Vasokonstriktion
kommen, insbesondere aufgrund einer reduzierten Aktivierung der Proteinkinase A (PKA)
und Phosphorylierung der Myosin-Leicht-Ketten-Kinase (MLCK).'" Tierexperimentelle
Versuche lassen auch vermuten, dass die verminderte Freisetzung von vasodilatatorischen
Adipokinen, wie Adipocyte-derived relaxing factor (ADRF), eine pathophysiologische Rolle

bei arterieller Hypertonie spielen konnte.!' Moglicherweise wirkt Adiponectin



vasodilatatorisch durch Offnung von Kir6.1-Kanilen. Andere Kandidaten sind Transient
receptor potential (TRP)-Kanile ', die ebenfalls potentielle Regulatoren von Kaliumkanilen
sind. Hier kommt TRPC1-Kanélen eine besondere Rolle zu, da sie stark in Gefalmuskelzellen

exprimiert werden und als Store-operated channels beschrieben wurden.

Ziele und Hypothesen
Ziel der Untersuchungen war es herauszufinden, ob:
1) vaskulédre Kir6.1- Kaliumkanéle eine Rolle bei autosomal-dominanter Hypertonie mit
Typ E-Brachydaktylie beim Menschen spielen (Projekt 1),
2) arterielle GefidBe durch Adiponectin aus perivaskulidrem Fettgewebe und iiber Offnung
von Kir6.1 relaxiert werden (Projekt 2) und
3) TRPCI1-Kanile im Endothel die Gefa3kontraktilitdt und den systemischen Blutdruck
regulieren (Projekt 3).

Projekt 1: Rolle von vaskuliren Kir6.1-Kaliumkanilen bei autosomal-dominanter

Hypertonie mit Typ E-Brachydaktylie

Es wurde eine tlirkische Familie mit autosomal-dominanter Hypertonie und Typ E-
Brachydaktylie untersucht. Die betroffenen Patienten sterben an Schlaganfall vor dem
flinfzigsten Lebensjahr. Mit Interphase Fluoreszenz in situ Hybridisierung (Interphase FISH)
wurde eine Deletion, Reinsertion und Inversion des kurzen Armes vom Chromosom 12 in den
betroffenen Personen gefunden. Dieser Befund spricht dafiir, dass Hypertonie durch eine oder
mehrere der folgenden drei Gene verursacht sein konnte: ATP-abhéngiger Kaliumkanal
Kir6.1 bzw. seine Regulatoren, das heiflt der Sulfonylurea-Rezeptor 2 (SUR2) und die
Phosphodiesterase 3A (PDE3A). Sechs betroffene und vier nichtbetroffene Patienten wurden
untersucht. Gesdlbiopsien wurden durchgefiihrt, kleine Arterienringe wurden in einem
Myograph (DMT Wire Myograph System) getestet und mRNA wurde extrahiert. Es wurden
Unterarm-Blutfluss Studien durchgefiihrt, wo die Arteria brachialis mit Diazoxid,
Isoproterenol und Milrinon infundiert wurde. Systemische pharmakologische Tests wurden
mit intravendsem Diazoxid, Nitroprussid und Isoproterenol getan. Hohe Konzentrationen von
PDE3A-mRNA wurden in den GefdBBproben von drei Betroffenen gemessen, allerdings
zeigten drei andere Betroffene normale Werte. Die GefaBBringe aus Gesidllbioptaten reagierten
dhnlich auf Forskolin in der An- und Abwesenheit von Glibenclamid bzw. Cromakalim.

Allerdings waren die die Vasodilatationen nach Gabe von Milrinon verldngert. Die Unterarm-



Infusions-Studien zeigten keine Unterschiede in den GefdBantworten auf Diazoxid,
Isoproterenol oder Milrinon. Systemisch zeigten die Betroffenen eine stirkere Reaktion des
Blutdrucks auf Diazoxid und Nitroprussid und eine groBere Herzfrequenz als Reaktion auf
Isoproterenol. Unsere Ergebnisse werfen Zweifel auf die Rolle von Kir6.1 und SUR2 bei
autosomal-dominanter Hypertonie mit Typ E-Brachydaktylie auf. Die Unterschiede in der
Expression von PDE3A und die Reaktionen auf Milrinon sind wahrscheinlich eher Folgen
von Bluthochdruck und nicht Ursachen dafiir. Obwohl die drei untersuchten Gene aufgrund
der hier erhobenen Ergebnisse eher keine Kandidatengene bei autosomal-dominanter
Hypertonie mit Typ-E Brachydaktylie sind, haben die Untersuchungen dieser Gene die

Perspektiven des Projektes weiter geschérft.

Methoden

Probanden: 6 betroffene und 4 nichtbetroffene Probanden, die alle der tiirkischen Familie
angehorten, die wir bereits frither beschrieben haben '*, wurden in unserem Klinischen
Forschungszentrum mit Genehmigung der lokalen Ethikkommission untersucht. Sie erhielten
eine Standard-Krankenhausdiit, die 150 mmol Natrium- und 80 mmol Kaliumionen enthielt.

Sie nahmen vom Rauchen Abstand und tranken keinen Alkohol.

Interphase Fluoreszenz in situ Hybridisierung (Interphase FISH): Wir praparierten Zelllinien

(LCL) und wiéhlten fiinf genomische Klone aus Bakterienchromosomen aus (BAC; CITB
Bibliothek, Forschungsgenetik) oder verwendeten Pl-abgeleitete kiinstliche Chromosomen
(PAC; Genome Systems, Inc), die die Linkage Region abdeckten. Fluoreszenzproben wurden
hergestellt, um sie in der in situ Hybridisierung (Interphase FISH) einzusetzen. Es wurden

mindestens 20 Chromosomen fiir jede Person analysiert. '°

RNS-Extraktion und Reverse Transkryptase-Polymerase Kettenreaktion (RT-PCR): Gefal3-

Biopsien wurden bei den Probanden unter lokaler Anisthesie durchgefiihrt. '® Kleine arterielle
Gefalle wurden fiir die physiologischen Studien pripariert. In einigen Proben wurden aus den
Arterien mRNA extrahiert. Quantitative RNA-Extraktion und Reverse Transkriptase-
Polymerase Kettenreaktion (RT-PCR) wurden mit TagMan Universal Master Mix (Applied
Biosystems) durchgefiihrt.



Arteria brachialis-Infusionen: Betroffene Familienmitglieder wurden im Vergleich zu

Kontrollpatienten untersucht. Die relaxierende Wirkung von Isoproterenol wurde wegen der
vermuteten vergroBerten PDE3 A-Aktivitdt analysiert. Die Armarterie des nichtdominierenden
Armes wurde kaniiliert. Intraarterieller Blutdruck und Herzfrequenz (EKG) wurden registriert.
Unterarm-Blutfluss wurde durch Plethysmographie (Filtrass 2001, Domed, Miinchen,
Deutschland) in beiden Armen gemessen. '~ Die Handzirkulation wurde durch eine
Handgelenk-Manschette abgeklemmt, die mit 20 mmHg iiber dem systolischen Blutdruck
aufgeblasen war. Nach einer Ruheperiode erfolgten Isoproterenol-Gaben (Isuprel, Abbott,
Deutschland); das Pharmakon wurde 4 Minuten lang {iber den arteriellen Katheter infundiert
(0.5, 1.5, 3.0, 6.0, und 12 ng/min/100 ml). Nach einer 45-miniitigen Auswaschperiode wurde
der Phosphodiesterase-Hemmer Milrinon (Corotrop, Sanofi-Synthelabo, Deutschland) (0.1,
0.3, 1.0, 2.5, und 5 pg/min/100 ml) infundiert. Um die Interaktion zwischen den beiden
Wirkstoffen zu bewerten, wurde der Test mit Isoproterenol wahrend der Applikation von
Milrinone (5 pg/ min/100 ml Konzentration) wiederholt. Nach dem Auswaschen wurde
zusiétzliche intraarteriell Diazoxid (Hypertonalum, Essex Pharma, Deutschland) (0.125, 0.25,

0.5, und 1 mg/min/100 ml) appliziert und iiber einen Zeitraum von 5 Minuten getestet.

Systemische pharmakologische Testung: Es wurden Nitroprusside, Isoproterenol und

Diazoxid in betroffenen und nichtbetroffenen Patienten vergleichen. Blutdruck wurde durch
automatisierte Armmanschette und Finger-Photoplethysmographie (Finapres) registriert; das
EKG diente der Analyse des Herzrhythmus. Nach einer Ruheperiode von 45 Minuten wurde
Nitroprussid (0.1, 0.2, 0.4, 0.8, und 1.6 pg/kg/min) iiber jeweils 5 Minuten infundiert. Nach
der folgenden 30-miniitigen Periode wurden zusitzlich Isoproterenol und Diazoxid (wie in

Bihring et al. beschrieben '*) appliziert.

Isolierte GefdBle: Kleine Arterien (150 bis 300 pm Durchmesser) wurden von GesaB-

Bioptaten prépariert und in kalter physiologischen Salzlésung (PSS) (5% CO; in 95% O)
inkubiert. Die PSS-Losung enthielt (jeweils in mM): 120 NaCl, 5 KCl, 1,6 CaCl,, 1,2 MgSOs,,
25 NaHCOs, 1,2 NaH,PO4, 0,02 EDTA, und 5,5 Glukose. 2 mm-lange GefdBsegmente
wurden mittels zweier rostfreier Dréhte in die Messkammer eingespannt. Die Proben wurden
dann auf GefdBkontraktilitit in einem Myographen (4 x 5 ml MikrogefdBbdder) (Danish
Myotechnology, Aarhus, Denmark) nach der Methode von Mulvany und Halpern getestet.
Die Viabilitit und Kontraktilitdt der Arterien wurde nach einer Vorspannung von 60 Minuten

mit einer isomolaren Losung gepriift, die 60 mmol/l KCl enthielt (KPSS). KPSS war mit PSS



identisch, auBBer dass NaCl mit dquimolarem KCI ausgetauscht wurde. Nach dem Auswaschen
von KPSS mit PSS wurden die Gefdllsegmente den folgenden Protokollen unterworfen: Eine
kumulative Dosis-Wirkungskurve fiir Norepinephrin (3x10® zu 3x10°® M) wurde fiir jedes
Praparat erzeugt. Nachdem sich die Kontraktionsspannung stabilisiert hatte, wurden die
GefiBe mit Forskolin (10® - 3x107) behandelt, um die intrazellulire cAMP durch die
Aktivierung von Adenylylzyklase in der An- und Abwesenheit des ATP-abhingigen K'-
Kanalhemmer (SUR2) Glibenclamid (3x10® M) bzw. des ATP-abhingigen K -Kanaléffner
Cromakalim (10® - 10* M) zu vergroBern. Im zweiten Satz der Experimente wurden die
Gefafiringe mit KPSS vorkontrahiert. Nachdem sich die Spannung stabilisiert hatte, wurden
die GefiBe mit dem PDE3-Hemmer Milrinon (3x10”7 -10* M) behandelt. In allen
Experimenten wurde gleichzeitig je ein GefdBsegment separat von jedem Probanden als

KontrollgefiB getestet. Fiir experimentelle Details siche Béhring et al.. '®

Die gleiche Messapparatur (Myograph mit 4 x 5 ml MikrogefaBbadern, Danish
Myotechnology, Aarhus, Denmark; Methode von Mulvany und Halpern) wurde eingesetzt,
um myographische Experimente an Gefdringen von Ratten und Wildtyp- und gentechnisch

veranderten Mausen durchzufiihren.

Weitere experimentelle Details fiir die Projekte 2 und 3 sind in Fésiis et al. '* und Schmidt et

al. 2 beschrieben.

Ergebnisse

Interphase FISH: Wir lokalisierten den Locus fiir autosomal-dominante Hypertonie mit
Brachydaktylie auf einem 3.15 Mb Segment, das zwischen den Markern D12S1650 und SNP
rs1899920 liegt. Der letzte Marker liegt neben der 3‘-untranslatierten Region von L-SOXS.
Wir wihlten 5 BAC/PAC innerhalb des Segmentes aus: 184C8, 96K9, 134P11, 284C17 und

345P1. Eine Deletion, Reinsertion und Inversion wurden gefunden. Das PDE3A-Gen liegt
proximal vom Klon 184C8, der entfernt, aber zwischen 134P11 und 345P1 wieder eingesetzt
wird. Der ATP-abhingige Kaliumkanal (Kir6.1) und sein SUR2 sind in der Nédhe vom
nichtbeteiligten BAC/PAC. L-SOXS befindet sich jetzt neben dem Klon 284C17 statt 345P1

in den betroffenen Personen.

mRNS-Expression von Kir6.1, SUR2, PDE3A, und SOXS in arteriellen Blutgefdssen:
TagMan-Studien zeigten keinen Unterschied in den Kandidat-Genen Kir6.1, SUR2 und




LSOXS zwischen betroffenen und nichtbetroffenen Familienmitgliedern. Die TaqMan-
Experimente zeigten im Durchschnitt eine 147-fach hohere PDE3 A-Expression in drei dlteren
(43+4 Jahre) betroffenen, schwer hypertensiven Patienten, im Vergleich zu drei jiingeren
(23+£2 Jahre) weniger hypertensiven, betroffenen Personen. Die Expression von PDE3A in
diesen drei dlteren Patienten war 176-fach hoher als in vier nichtbetroffenen (39+4 Jahre)

normotensiven Familienmitgliedern.

Isolierte Gefale: Die kontraktile Antwort auf Gabe von KCIl war in den Gefiallen von

Betroffenen und Nichtbetroffenen nicht unterschiedlich. Die Kraft, die durch die Zugabe von
Norepinephrin erzeugt wurde, war ebenfalls nicht unterschiedlich. In vorkontrahierten
Gefdllen waren die Antworten auf Cromakalim, Forskolin oder Forskolin in Ab- und
Anwesenheit von Glibenclamid nicht unterschiedlich. Diese Versuche wurden erfolgreich an
Gefafiringen von zwei betroffenen Personen durchgefiihrt. Beide Personen zeigten aber eine
erhohte Vasorelaxation auf Milrinon im Vergleich zu vier nichtbetroffenen Personen. Eine
dieser betroffenen Personen hatte eine hohe PDE3A Expression, der andere Patient jedoch

nicht.

Pharmakologische Testung: Die Unterarm-Blutfluss-Experimente zeigten keine Unterschiede

zwischen den Gruppen. Die Antwort auf intra-arterielles Diazoxid war in betroffenen
Personen nicht vergroflert. Wir fanden auch keine Unterschiede in den Antworten auf intra-
arterielle Gabe von Isoproterenol und Milrinon zwischen nichtbetroffenen und betroffenen
Familienmitgliedern. Systemische Medikamenten-Infusionen zeigten groBere Antworten in
Betroffenen; Patienten zeigten hoch-empfindliche Depressor-Antworten auf systemisches
Diazoxid. Eine kumulative Dosis von 137.5 mg Diazoxide senkte den systolischen Blutdruck
um 1.8+4 mmHg in nichtbetroffenen und um 18+5 mmHg in betroffenen Familienmitgliedern
(P=0.03). Betroffene Familienmitglieder waren auch auf Nitroprusside empfindlicher. Die
systemische Isoproterenol-Infusion (1 pg/kg/min) erhohte die Herzfrequenz um 16+2.9
Schldge/min  in  nichtbetroffen und um 24+3.3 Schlige/min in betroffenen

Familienmitgliedern (P <0.05). Die Blutdruck-Antworten waren in beiden Gruppen dhnlich.

Diskussion
Unsere wichtigste Entdeckung besteht darin, dass die autosomal-dominante Hypertonie mit
Brachydaktylie in dieser tiirkischen Familie eine Neuordnung von Genabschnitten auf dem

kurzen Arm vom Chromosom 12 zeigt. Diese Neuordnung ist komplex, da eine Deletion,



Reinsertion und Inversion jeweils vorkommen. Die Region neben dem BAC, die an der
Neuordnung beteiligt ist, ist relativ arm an Genen. Es gibt Expressed sequence tags (EST) in
der Umgebung, aber diese wurden nicht weiter charakterisiert. Unsere drei Kandidaten-Gene,
die in unserer Arbeitsgruppe frither sequenziert haben, gaben keine {iberzeugenden Ergebnisse
in den Genexpression-Studien oder in den physiologischen Studien. Unsere Ergebnisse
machen es wahrscheinlich, dass mehr als ein Gen fiir den komplizierten Phénotyp
verantwortlich ist. Die Wichtigkeit von unseren Ergebnissen wird durch die Tatsache
unterstrichen, dass dieses ,,mendelsche* Hypertonie-Syndrom fiir das Verstehen primirer
Hypertonie wichtig sein kann. Gong et al. fanden eine Verbindung mit Chromosom 12p in
chinesischen Familien mit isolierter primarer Hypertonie. *° Thr Linkage interval iiberlappt mit
unserem Linkage interval. Wir denken, dass unsere Kandidaten-Gene angemessene
Zielstrukturen waren, die es zu testen galt. Kaliumkandle haben eine Hauptfunktion in der
Regulierung des glatten Muskeltonus. SUR2 war ein besonders attraktiver Kandidat, weil
dieser Kanalregulator des ATP-abhidngigen (Kir6.x) Kaliumkanals umfassend in Gen-
defizienten Méusen untersucht wurde. SUR2 -/- Méuse zeigen Hypertonie und episodischen
Spasmus der Koronararterien. ' Wir sequenzierten friiher dieses Gen und fanden keine
Verdnderungen. Die Neuordnung von Genabschnitten auf dem kurzen Arm vom Chromosom
12 bei autosomal-dominanter Hypertonie mit Brachydaktylie erdffnete die Moglichkeit der
fehlerhaften Kaliumkanal-Regulation. Wir verwendeten die Kaliumkanal-Offner Diazoxid
und Cromakalim, um die Physiologie dieses Systems in den Patienten und ihren Gefdllen zu
studieren. Die Gefdfle wurden mit einem SUR2 Hemmer, d.h. Glibenclamid, gepriift. Wir
fanden keine Unterschiede zwischen betroffenen und nichtbetroffenen Patienten oder ihren
GefdBen. Die Genexpressionsstudien zeigten keine Unterschiede in diesen Kandidaten.
Betroffene Familienmitglieder reagierten auf systemisches Diazoxid iiberempfindlich. Die
Reaktion im Unterarm-Blutfluss auf intra-arterielles Diazoxid war in beiden Gruppen dhnlich.
Diese Beobachtungen weisen darauf hin, dass Diazoxid-Uberempfindlichkeit eher durch eine
verschlechterte Baroreflex-Blutdruck-Pufferung, als durch GefaBiiberempfindlichkeit erklért

werden kann.

Eine komplette Ubersicht der Ergebnisse von Projekt 1 findet sich in Béhring et al.
»Autosomal-dominant hypertension with type E brachydactyly is caused by rearrangement on

the short arm of chromosome 12”. Hypertension. 2004 Feb;43(2):471-6.

Eine Kopie dieser Publikation findet sich im Anhang.
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Projekt 2: Adiponectin aus perivaskulirem Fettgewebe relaxiert arterielle Gefifie durch

Offnung von Kir6.1 und anderen Kaliumkanilen

Kir6.1-Kanéle in GefdBmuskelzellen sind Zielstrukturen fiir eine Reithe von verschiedenen
endogenen Vasodilatatoren. Perivaskulédres Fettgewebe produziert einen relaxierenden Faktor
(Adipocyte-derived relaxing factor, ADRF), der ATP-abhingige (Kir6.x) Kaliumkanile
und/oder spannungsabhingige K -Kanile (K,) in Arterien der Ratte 6ffnet. ** ** Viszerale
Fettakkumulation verursacht eine Funktionsstorung der Fettzellen, einschlieBlich die
Hyposekretion von Adiponektin. Wir iiberpriiften die Hypothese, ob ADRF mit Adiponectin
identisch ist und ob Adiponectin eine Rolle bei der parakrinen Kontrolle des Gefal3tonus
durch das perivaskuldren Fettgewebe spielen kann. Daher wurden Sprague-Dawley (SD)
Ratten, Wildtyp- und Adiponectin-Gen-defiziente Mduse (Apnl-/-) sowie New Zealand
Obese (NZO) Miuse untersucht.

Ergebnisse

Rekombinantes Adiponectin hemmte bei einer Konzentration von 2-5 pg/ml die Serotonin-
induzierten Vasokontraktionen der Aorta der Ratte. Diese Effekte wurden durch die K-
Kanalhemmung mit 4-Aminopyridine (4-AP, 2mM) abgeschafft. ATP-abhingige (Kir6.x)
Kaliumkanile spielten keine Rolle. Ahnliche Effekte wurden in der Mesenterialarterie der
NZO Maus beobachtet. Um die GefaBfunktion in Apnl-/- Miuse zu studieren, wurde das
mesenteriale Gefalbett isoliert, kaniiliert und bei einer konstanten Perfusionsstromung von 4-
5-ml/min in An- und Abwesenheit von Serotonin perfundiert. 4-AP (2 mM) induzierte eine
Erhohung des Perfusionsdrucks im isoliert perfundierten mesenterialen GefaB3bett von Apnl-/-
Mausen, die sich nicht von Wildtyp-Tieren unterschied. Die Entfernung des perivaskuldren
Fettgewebes verstiarkte die Vasokonstriktionen, aber schaffte die 4-AP-Effekte ab. Die
antikontraktilen Effekte des perivaskuldren Fetts waren in Mesenterialarterien und in
Aortenprdparaten von Apnl-/- und Wildtyp-Mausen gleich. Trotz hoher Adiponectin-Spiegel
waren die antikontraktilen Effekte des perivaskuldren Fettgewebes in Mesenterialarterien von

NZO Maiusen mit Zunahme des Alters abgeschwicht.

Diskussion

Die Messungen zeigen, dass Adiponectin ein neuer humoraler Vasodilatator ist, der Aorta-
und Mesenterialarterien-Ringe relaxiert. Die Realxation kommt durch Offnung von K-
Kanilen zustande. Kir6.x-Kanélen sind nicht beteiligt. Die Ergebnisse zeigen, dass ADRF-

Effekte nicht nur ein Rattenphdnomen sind, sondern ADRF auch in perivaskuldrem
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Fettgewebe der Maus produziert wird. Sie zeigen, dass ADRF eine Fehlfunktion in NZO
Mausen zeigt und ADRF nicht identisch mit Adiponectin ist.

Eine komplette Ubersicht der Ergebnisse von Projekt 2 findet sich in Fesiis et al.

»Adiponectin is a novel humoral vasodilator®. Cardiovasc Res. 2007 Sep 1;75(4):719-27.

Eine Kopie dieser Publikation findet sich im Anhang.

Projekt 3: TRPC1-Kanile im Endothel regulieren die Gefilkontraktilitit und den

systemischen Blutdruck

TRPC1-Kanile werden in BlutgefdBBen exprimiert und sind vermeintliche Kandidaten fiir die
Regulation des intrazelluldren Ca**-Stoffwechsel und von Kaliumkanilen. Wenig ist iiber ihre
Rolle bei Endothel-abhidngigen Vasodilatationen bekannt, insbesondere bei EDHF
(Endothelium-derived hyperpolarizing factor)-ausgelosten Vasodilatationen, bei denen Ca*'-
aktivierte K'-Kanile (Kc,) eine Schliisselrolle spielen. Um molekulare Information iiber die
Rolle von TRPC1 bei der Funktion von Kc¢,-Kandlen und dem EDHF-Signalkomplex zu
gewinnen, wurden Endothel-abhéngige und -unabhédngige Vasodilatationen, Kc,-Kanal-
Strome und glattmuskuldre Kontraktilitit in TRPCI1-Gen-defizienten Mausen (TRPCI1-/-)
untersucht. GefdBkontraktionen wurden in Druck- und Drahtmyographen getestet und
zusétzlich mittels der Intravitalmikroskop studiert. Elektrophysiologische Messungen und

konfokales Ca’’-Imaging wurden angewendet, um Kc,-Kanal-Funktionen zu priifen.

Ergebnisse

Die Abwesenheit von TRPC1-Kanile in der Arteria carotis erzeugte eine Verstirkung von
TRAM-34- und UCLI1684-empfindlichen = EDHF-Vasodilatationen. = NO-vermittelte
Vasodilatationen blieben unverdndert. TRPCI-Defizienz bewirkte erhohte EDHF-Typ-
Vasodilatationen in Widerstandgefden in vivo. Endotheliale (IKca/SKca) Kea-Strome und
Ca’"-Spark-assozierte Kc,-vermittelte spontane transiente Aufwirtsstrome (STOCs) waren in
glattmuskuliren TRPC1 -/- Zellen unverindert. Receptor-abhingiger Ca*'-Influx und Ca®'-
Freisetzung aus dem sarkoplasmatischen Retikulum waren in TRPC1 -/- GefdaBmuskelzellen
unverdndert. Blutdruckmessungen mit der Schwanz-Manschette zeigten geringere systolische

Blutdruckwerte in TRPC1-/- Tieren.
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Diskussion

Die Ergebnisse demonstrieren, dass TRPCI1 als ein negativer Regler der endothelialen Kc,-
Kanal-abhingigen EDHF-Typ-Vasodilatation ist. Uber diesen Mechanismus spielt TRPC1
eine wichtige Rolle bei der systemischen Blutdruckregulation. Unserer Hypothese nach ist
TRPC1 ein funktioneller Bestandteil des EDHF-Kc,-Signalkomplexes. Die Messungen
zeigen, dass die pharmakologische Hemmung von TRPC1 EDHF-Vasodilatationen erhoht
und eine neue Strategie zur systemischen Blutdrucksenkung darstellt. Dieser neue Ansatz

wird ohne Beteiligung von Kir6.1-Kanélen bewerkstelligt.

Eine komplette Ubersicht der Ergebnisse von Projekt 3 findet sich in Schmidt et al.
Amplification of EDHF-type vasodilatations in TRPCI1-deficient mice. Br J Pharmacol.
2010 Dec;161(8):1722-33.

Eine Kopie dieser Publikation findet sich im Anhang.
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