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1.Einleitung

1.1 Das Fettgewebe-Energiespeicher und endokrines Organ

Neue Fortschritte in den biomedizinischen Wissenschaften verandern kontinuierlich
unsere Ansichten Uber die Rolle und Funktion verschiedener Gewebe und Organe im
menschlichen Organismus. Das Fettgewebe stellt hierfliir ein typisches Beispiel dar.
Es ist sowohl ein bedeutender Energiespeicher als auch entscheidend an der
Erhaltung der Energiehomdostase beteiligt: Es speichert in Zeiten des Nahrungs-
Uberflusses Energie in Form von Triglyzeriden und setzt bei mangelnder Nahrungs-
zufuhr Energie als freie Fettsduren wieder frei (1;2). WeiBes Fettgewebe stellt
demzufolge zwar einerseits in Zeiten des Hungerns einen Uberlebensvorteil dar,
andererseits filhrt ein UbermaB an Fettgewebe, wie es heute in der westlichen Welt
durch NahrungsUberfluss haufig der Fall ist, zu Fettleibigkeit und den damit
verbundenen gesundheitlichen Problemen wie Insulinresistenz, Diabetes mellitus Typ
2, Dyslipidamie, arterielle Hypertension und Arteriosklerose.

Neben dieser klassischen Rolle als Energiespeicher wurde das Fettgewebe in den
letzten Jahren immer mehr auch als wichtiges endokrines Organ anerkannt, das
durch multiple hormonelle Signale, nukledre Hormonrezeptoren (3;4) und das
Zentrale Nervensystem reguliert wird, und selbst sowohl den Metabolismus des
Korpers als auch Entzindungs- und Immunantwort beeinflusst (2;5). Diese Prozesse
werden durch eine nicht unbetrachtliche Menge an biologisch aktiven Adipokinen,
wie Adipsin (6), Leptin (7), Plasminogen Aktivator Inhibitor-1(8), Resistin (9), Tumor
Nekrose Faktor-a (10) und Adiponektin, die vom Fettgewebe sezerniert werden,
tbermittelt. Von all diesen Molekilen hat Adiponektin durch seine Effekte sowohl auf
die Insulinsensitivitat, den Lipidmetabolismus und den Entziindungsprozess als auch
durch seine protektive Wirkung das kardiovaskulare System betreffend besondere

Aufmerksamkeit auf sich gezogen.

1.2 Adiponektin

1.2.1 Historisches - Entdeckung des multifunktionellen Proteins
Adiponektin wurde urspringlich von vier voneinander unabhangigen Forschungs-

gruppen auf unterschiedliche Vorgehensweisen identifiziert. Dies fluhrte dazu, dass

heute verschiedene Namen flir ein und dasselbe Protein kursieren. SCHERER ET
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AL. entdeckten 1995 zum ersten Mal ein von differenzierten 3T3-L1 Mauszellen
synthetisiertes und sezerniertes Protein, das sie wegen seiner Homologie zum
Komplementfaktor C1q, adipocyte-complement-related-protein-of-30 kDa, ACRP30,
nannten (11). Dasselbe Protein wurde hiervon unabhangig von HU ET AL. als
AdipoQ identifiziert (12). Das menschliche Adiponektinhomolog wurde im Verlauf
durch Sequenzierung randomisierter DNA-Klone endeckt. MAEDA ET AL. benannten
es als das haufigste Transskript in menschlichem Fettgewebe, als adipose-most-
abundant-gene-transcript-1, APM1(13). Gleichzeitig und unabhangig von der
Forschungsgruppe um MAEDA konnte Adiponektin von NAKANO ET AL. als ein
gelatinbindendes Protein aus humanem Plasma isoliert werden. Wegen seiner hohen
Affinitdt zu Gelatineharz, wurde das Protein von dieser Gruppe gelatin-binding-
protein-of-28-kDa, GBP28 genannt (14).

1.2.2 Adiponektin- Das Protein

1.2.2.1 Die Proteinstruktur
Das von dem auf Chromosom 3g27 gelegenem Gen ADIPOQ kodierte Protein

Adiponektin umfasst 244 Aminosauren und wird von reifen Adipozyten des weif3en
und braunen Fettgewebes exprimiert. Adiponektin bildet ein charakteristisches
Homomultimer (15) und gehdért somit aus struktureller Sicht zur Komplement 1q
Familie (16-18). Seine Primdrsequenz besteht aus einem Signalpeptid am N-
Terminus, einer variablen Region, die innerhalb verschiedener Spezies keinerlei
Homologien zeigt, einer kollagen&hnlichen Region, die entweder 22 Glycin-X-Prolin
oder Glycin-X-Y Wiederholungen beinhaltet, sowie einer globuldren Doméane am C-
Terminus, deren Sequenz Homologie zu Komplementfaktor 1g, Kollagen VIII und X
aufweist. Diese Sequenz ist unter Sadugetieren hdchst konserviert (19).

Posttranslational kommt es zu einigen Modifikationen, die fir die Ausbildung von
Multimeren sowie die vielfachen Funktionen von Adiponektin notwendig sind. So
bilden Cysteinreste, an Position 36 in der variablen Domé&ne im N-Terminus im
menschlichen Adiponektin beziehungsweise an Position 39 in dem der Maus,
untereinander Disulfidbricken aus. AnschlieBend kommt es zur Hydroxilierung und
Glykosilierung von vier hochkonservierten Lysinresten in der kollagendhnlichen
Doméne. Diese Modifikationen sind unabdinglich fir die Ausbildung hdherer

Oligomerkomplexe (20-22). Einen indirekten Beweis hierfir liefert die Tatsache, dass
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das von Bakterien, die keine anderen posttranslationalen Modifikationen auB3er der
Ausbildung von Disulfidbriicken durchfihren kénnen, exprimierte Adiponektin keine
hochmolekularen Komplexe bilden kann (23).

Desweiteren wurde berichtet, dass Adiponektin sialyliert wird. Die biologische
Bedeutung dieser Modifikation konnte jedoch bisher nicht n&her identifiziert werden
(24).

Adiponektin existiert in humanem- und in M&useplasma in Form von verschiedenen
Oligomeren. Als Trimere, dem sogenannten low-molecular-weight (LMW), den
Hexameren, dem sogenannten middle-molecular-weight (MMW) und als
Dodecamere oder -18-mere, dem sogenannten high-molecular-weight (HMW)
(15;21;28). Desweiteren findet man einen geringen Prozentsatz an globularem
Adiponektin (25). Es wurde berichtet, dass dieses globuldre Fragment durch
proteolytische Abspaltung der N-terminalen sowie der kollagendhnlichen Sequenz
durch die von aktivierten Monozyten sezernierte Leukozyten-Elastase aus hdéheren
Adiponektin-Oligomeren hervorgeht (26).

Dieses globulare Adiponektin kann sich lediglich zu Trimeren zusammenlagern.
Nichtsdestotrotz soll seine biologische Aktivitat die der vollstandigen Proteinformen

deutlich Uberschreiten.

C1q 1 2831 112 245
NH2 — — COOH

Signal cojlagen-like domain  Globular domain
peptide

Adiponectin 7 43 110 247
NH2 — — COOH

processing

gAdiponectin

Abbildung 1: Adiponektin besteht aus einer N-Terminalen Signalsequenz, einer kollagen&hnlichen
Sequenz und einer globuldren Region am C-Terminus. Ebenso kann eine kleine
Menge globulares Adiponektin im menschlichen Plasma gefunden werden (27).

Durch einfache SDS-PAGE ohne Hitzedenaturierung und Reduzierung, unter
Zuhilfenahme eines Antiadiponektin-Antikérpers, kdnnen die verschiedenen

Adiponektinmultimere eindeutig voneinander getrennt werden (22).
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-HMwW

Abbildung 2: Multimerbildung von Adiponektin. LMW, low-molecular-weight; MMW, middle-
molecular-weight; HMW, high-molecular-weight; S-S, Disulfidbriicke (27).

Unter allen diesen in Abbildung 2 gezeigten Oligomeren, die im menschlichen
Plasma nachgewiesen werden kénnen, wird die hochste biologische Aktivitat den
Komplexen héherer Ordnung, der HMW-Form, zugeschrieben.

Das von Saugetieren produzierte Protein ist somit potenter als das von Bakterien
exprimierte Adiponektin, das, wie bereits erwahnt, auf Grund mangelnder
posttranslationaler Modifikationen keine Komplexe héherer Ordnung bilden kann
(20;21;28).

1.2.2.2 Expression und Sekretion
Adiponektin messenger RNA wird, wie bereits erwahnt, im Fettgewebe exprimiert.

Seit erst kurzer Zeit ist bekannt, dass Adiponektin auch von anderen Organen, wie
Knochenmark (29), Osteoblasten (30), Myozyten, Kardiomyozyten (31) und
Epithelzellen der Speicheldrisen (32) produziert werden kann. Adiponektin wurde in
fetalem Gewebe mesodermalen Ursprungs, wie weiBem oder braunem Fettgewebe,
quergestreiften Muskelzellen, glatten Muskelzellen des Dinndarms und arterieller
GefaBwande sowie im Perineurium, der Nierenkapsel und ektodermalem Gewebe,
wie der Epidermis, nachgewiesen. Mit Dauer der Schwangerschaft ging die
Nachweisbarkeit von Adiponektin in Nicht-Fettgewebe deutlich zurick, was
mdglicherweise auch auf eine Beteiligung von Adiponektin bei der fetalen
Entwicklung hinweist (33). Der groBte Anteil des im Plasma adulter Menschen
zirkulierenden Adiponektins aber wird von Adipozyten gebildet. Adiponektin stellt das

am meisten von Fettgewebe sezernierte Protein dar. Seine Plasmakonzentrationen
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sind mit einem Anteil von 0,01% der gesamten Plasmaproteine um das zwei- bis
dreifache hoéher als die anderer Polypeptidhormone (19). Die Adiponektin-
konzentrationen in menschlichem Plasma liegen zwischen 5 bis 30 pg/ml. Der
Sekretionsmechanismus von Adiponektin ist noch weitgehend ungeklart.

Dennoch ist bekannt, dass sich Adiponektin im Steady-State des Zellzykluses, in
Vesikel verpackt, vor allem im Trans-Golgi-Netzwerk der Adipozyten befindet (34-36).
Es wird ein bisher noch unbekannter Sekretionsweg vom Golgiapparat zur
Zelloberflache vermutet.

Zudem wurde gezeigt, dass Adiponektin ebenso, umgeben von einer Transferrin-
Rezeptor-positiven Membran, Uber das Transferrin-Rezeptor-positive Endosomale
System konstitutiv sezerniert werden kann (37). Auch wurde die regulierte Exozytose
von Adiponektin in 3T3-L1 Adipozyten untersucht. Diese wird durch verschiedene
Proteine koordiniert. Eines davon, dem eine wichtige Rolle zu zukommen zu scheint,
ist GGA1, Golgi-localizing-y—adaptin-ear-homology-domain-ARF-binding-protein. Es
handelt sich hierbei um einen monomeren Clathrin-Adaptor, der sich in der Membran
der Adiponektinvesikel befindet. Eine Blockierung von GGA1 inhibiert die
Adiponektinsekretion (35).

Sicherlich sind noch weitere morphologische Studien Uber Adipozyten als
sekretorische Zellen notwendig, um den genauen Sekretionsmechanismus flr

Adipozytokine wie Adiponektin aufzudecken.

Abbildung 3: Caveolae in Adipozyten. Bild a) zeigt drei Adipozyten als sekretorisch aktive Zellen.
Bild b) zeigt eine starkere VergréBerung. Die Pfeile weisen auf zahlreiche Caveolae
auf der Zelmembran hin. A: Adipozyt. |: Intersitielles Gewebe. L: Lipidtropfen. Linien:
a: 2um, b: 1um (38).
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1.2.2.3 Reqgulation der Expression und Sekretion
Die Regulation der Expression und Sekretion von Adiponektin ist komplex. Alle

Signalwege, die die Fettgewebsdifferenzierung, Induktion und Repression der
Adiponektingentranskription sowie die metabolischen Aktivitaten von Adipozyten, wie
Lipogenese und Lipolyse kontrollieren, sind daran beteiligt.

So flhrt beispielsweise SIRT1 durch Aktivierung von FOXO 1 und durch Verstarkung
der Interaktion zwischen FOXO1 und C-enhancer-binding-protein-oo zu einer
verstarkten Transskription von Adiponektin (39). Andererseits fuhrt eine Aktivierung
des enhancer-binding-Proteins-2f direkt durch Verdrangung des Nuklearfaktors YA
und Binden an die Promoterregion zu verminderter Adiponektin-Expression.
Desweiteren scheint das enhancer-binding-Protein-28 durch direkte Hemmung der
Transskriptionsaktivitdt von Adiponektin dessen Expression modulieren zu kdénnen
(40). In 3T3-L1 Adipozyten konnte auch eine negative Beeinflussung der
Adiponektinexpression Uber NFATc4 nachgewiesen werden. Zellulare Ereignisse,
wie oxidativer StreB, sind ebenfalls an der Regulation der Expression von
Adiponektin beteiligt (41).

Mehrere vom Fettgewebe sezernierte Faktoren, wie Interleukin-6, Interleukin-1f (42),
Tumor-Nekrose-Faktor-a. und Plasminogen—Aktivator-Inhibitor—1 (43) reduzieren die
Adiponektinexpression. Aber auch andere Faktoren ausserhalb des Fettgewebes
spielen eine Rolle. So beeinflusst Endothelin—1, ein vasokonstriktives Peptid, das in
Endothelzellen produziert wird, nicht nur die Adipozytendifferenzierung und den
Glukosemetabolismus, sondern ebenfalls die Adiponektinsekretion. Interessanter-
weise geschieht dies nicht Uber Beeinflussung der Transkription des Gens, sondern
durch Modulation der Sekretion der Adiponektinvesikel (36;44).

Im Gegensatz zu den meisten Adipozytokinen, fallt der Plasmaadiponektinspiegel bei
Gewichtszunahme ab und steigt bei Gewichtsverlust an (45;46). Hierbei kann die
Adiponektinexpression relativ schnell, in einem Zeitraum von vier bis sechs Stunden
durch Mechanismen, an denen die nuklearen Rezeptoren C-EBP- und der nukleére
Faktor Y beteiligt sind, verandert werden (47;48).

Im Organismus gesunder normalgewichtiger Personen wird Adiponektin ganztagig
pulsatil freigesetzt. Nachts kommt es allerdings zu einem Abfall der Sekretion um bis
zu 30% (49). Zudem zeigen sich tagliche Verdnderungen der Ho6he des
Plasmaadiponektinspiegels. Diese Variabilitdt geht bei Individuen, die an Fettleibig-
keit oder Diabetes Mellitus Typ 2 leiden, verloren; bei Gewichtsverlust kehrt diese
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jedoch wieder zurick (50). Die Plasmakonzentrationen an zirkulierendem
Adiponektin zeigen bei Adulten ganz im Gegensatz zu Neugeborenen eine inverse
Korrelation zur Fettgewebsmasse. So sind die Adiponektinspiegel im Nabelschnur-
blut von reifgeborenen Kindern signifikant héher als im Blut adulter Individuen und
korrelieren positiv mit Geburtsgewicht und Body-Mass-Index (51).

Im Gegensatz dazu wurde eine negative Korrelation zwischen der Adiponektin-
Expression sowie dessen Sekretion und dem Body-Mass-Index bei adulten
japanischen Frauen und Mannern (52) sowie bei Kaukasiern und Pima Indianern
festgestellt (53).

Ebenso wie sich Unterschiede in der Héhe des Adiponektinspiegels bezlglich des
Alters finden lassen, zeigt sich auch ein Unterschied in Bezug auf das Geschlecht.
So sind die Adiponektinplasmaspiegel bei Mannern deutlich niedriger als bei Frauen;
mdglicherweise als Folge der Androgenwirkung (54). Ferner haben Frauen einen
héheren prozentualen Anteil an HMW-Adiponektin als Manner (55).

Einen wichtigen Einfluss auf die Expression von Adiponektin nimmt auch Insulin.
SCHERER ET AL. fanden in vitro nach kurzzeitiger Insulinstimulation von 3T3-L1
Zellen eine gesteigerte Expression des Adiponektingens (11), wohingegen
langerfristige Insulinstimulation von 16 bis 24 Stunden zu einem Rickgang der
Expression in 3T3-L1 Adipozyten (56), aber zu einem Anstieg der Adiponektin-
mRNA-Konzentration in isoliertem humanem Fettgewebe fiihrte (57).

Andere Faktoren, die die Freisetzung von Adiponektin negativ beeinflussen, sind
adrenerge Aktivitat, Glukokortikoide, Tumor-Nekrose-Faktor-a und Dibutyryl-cAMP
(56;58-61). Thiazolidinone und Cannabiod-1-Rezeptor-Antagonisten hingegen flihren
zum Anstieg der Adiponektinkonzentration (62;63); Leptin, Angiotensin I,
Wachstumshormon sowie Trijodthyronin scheinen keinerlei Einfluss auf die
Expression von Adiponektin zu haben (19). Die Aufnahme von Soja (64), Fischdl (65)
und Linolsdure (66) soll ebenfalls zur Anhebung des Plasmaadiponektinspiegels
beitragen. Andererseits scheint eine kohlenhydratreiche Kost diesen zu senken (67).
Expression und Sekretion von Adiponektin werden also von multiplen Faktoren wie
insbesondere auch Geschlecht, Alter und Lebensstil beeinflusst.
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1.2.2.4 Metabolismus und Elimination
Uber die Metabolisierung und Eliminierung von Adiponektin ist noch wenig bekannt.

Das bisherige Wissen wurde mit Hilfe von Studien an Mausen gewonnen. Es scheint,
dass Adiponektinoligomere, sobald sie in die Blutzirkulation gelangen, sehr stabil
sind und nicht von einer Form in eine andere wechseln. HMW-Adiponektin hat mit
neun Stunden eine langere Halbwertszeit als LMW-Adiponektin mit viereinhalb
Stunden. Trotzdem wird HMW-Adiponektin nach einer Stoffwechselentgleisung
schneller aus dem Kreislauf entfernt (20). Eine rekombinante Form von Adiponektin,
C39S, die nur Trimere bilden kann, scheint noch hdhere biologische Aktivitdt zu
haben als HMW-Adiponektin und schneller eliminiert zu werden. Es besteht die
Vermutung, dass HMW-Adiponektin in Antwort auf metabolische Entgleisungen
durch proteolytische Spaltung in eine biologisch noch aktivere Form, die globulare
Form, umgewandelt werden kann (68).

Obwohl noch nicht viel Uber den Prozess der Adiponektinclearence bekannt ist,
wurde Adiponektin sowohl im Urin von Typ 2 Diabetikern als auch von gesunden
mannlichen Individuen nachgewiesen. Die Adiponektinspiegel im Urin betragen etwa
nur ein Drittel der Plasmaspiegel und sind bei Patienten mit Makroalbuminurie
deutlich erhoht (69).

1.3 Die Adiponektinrezeptoren

1.3.1 Historisches - Identifikation der Adiponektinrezeptoren
Die Moleklle, die die biologischen Funktionen von Adiponektin Ubertragen, wurden

erst rund 10 Jahre spéater, 2003, von YAMAUCHI ET AL. entdeckt; es gelang die
Adiponektinrezeptoren 1 und 2, AdipoR1 und AdipoR2, zu klonieren. Die Struktur

dieser Proteine ist von der Hefe bis zum Menschen konserviert. Interessanterweise
spielt das Hefe Homolog YOLO002c eine Schllsselrolle in den Signalwegen, die den
Fettstoffwechsel, wie zum Beispiel die freie Fettsdureoxidation, regulieren (70).
Desweiteren ist das Hefe Homolog PHO36 ein Rezeptor fir Osmotin. Osmotin hat
keine Sequenzhomologie, aber strukturelle Ahnlichkeit mit Adiponektin und kann
sowohl an AdipoR1 als auch an AdipoR2 binden und diese aktivieren (71).

Es besteht folglich die Méglichkeit, dass es auch bei Saugetieren einen weiteren,

noch unbekannten Liganden ausser Adiponektin fir diese Rezeptoren gibt.
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1.3.2 Die Proteine AdipoR1 und AdipoR2

1.3.2.1 Die Proteinstruktur
AdipoR1 und AdipoR2 sind integrale Membranproteine. Der N-Terminus befindet sich

an der Innenseite, der C-Terminus hingegen an der Aussenseite der Membran, ganz
im Gegensatz zur Topologie von G-Protein gekoppelten Rezeptoren. Die sezer-
nierten Isoformen von AdipoR1 und AdipoR2 enthalten sieben Transmembran-
doménen und werden zu einer neuen Klasse von Molekillen gezahlt, die Homolgie
zu Progestinrezeptor-Proteinen aufweisen, der sogenannten Progestin-AdipoQ-
Rezeptor-Familie, PAQR-Familie (72).
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Abbildung 4: Struktur der Adiponektinrezeptoren. ADIPOR1 und ADIPOR2 beinhalten sieben
Transmembrandomanen unterscheiden sich aber strukturell und topologisch von
anderen G-Protein-gekoppelten Rezeptoren (73).

Die C-terminale extrazellulare Doméane von AdipoR1 interagiert mit Adiponektin,
wahrend die N-terminale zytoplasmatische Doméane mit APPL1, adaptor-protein-
containing-pleckstrin-homology-domain-phosphotyrosine-binding-domain-and-leucine
zipper-motif-1, interagiert. Durch Binden von Adiponektin wird die Interaktion
zwischen APPL1 und AdipoR1 stimuliert, was beweist, dass die Adiponektin-
rezeptoren direkt mit Adiponektin wechselwirken (74). AdipoR1 und AdipoR2 kénnen
sowohl Homo- als auch Heteromultimere formen. Sie dienen sowohl als Rezeptoren
fur das globulére als auch die vollstandigen Adiponektinformen. AdipoR1 zeigt hohe
Affinitat zu globularem Adiponektin, aber nur geringe Affinitdt zu den vollstandigen
Proteinformen, wohingegen AdipoR2 mittelstarke Affinitdt zu allen Formen des
Proteins aufweist.
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1.3.2.2 Expression und Signaltransduktion
AdipoR1 wird ubiquitdr exprimiert, vor allem aber in der Skelettmuskulatur,

wohingegen AdipoR2 Uberwiegend in der Leber exprimiert wird, wenn auch diese
Expressionsprofile in der Maus sehr viel deutlicher hervortreten als beim Menschen.
Die unterschiedliche Organverteilung sowie die Unterschiede der Affinitat kdnnen auf
differente Effekte der vollstdndigen und globuldren Adiponektinformen in der Leber
beziehungsweise der Skelettmuskulatur hinweisen.

Hepatozyten binden nur die vollstindigen Adiponektinformen, was zur
Phosporylierung von AMPK, ACC und gesteigerter PPARa-Ligand Aktivitat fuhrt. In
der Leber resultiert hieraus sowohl gesteigerte Fettsdureoxidation als auch
verminderte Glukoneogenese (72).
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Abbildung 5: Signaltransduktion durch die Adiponektin Rezeptoren. Globulares Adiponektin existiert
nur alsTrimer. Das vollstandige Protein kann Trimere (LMW), Hexamere (MMW) oder
héhere Multimere (HMW) bilden. Die gestrichelte Linie zwischem globuldrem
Adiponektin und ADIPOR2 zeigt an, dass ADIPOR2 nur geringe Affinitdt zu diesem
hat. ADIPOR1 und ADIPOR2 scheinen keine G-Protein-gekoppelten Rezeptoren zu
sein, da sie nur geringe Effekte auf cAMP, cGMP und die intrazellularen
Kalziumspiegel haben. Diese Rezeptoren aktivieren stattdessen Signalmolekile wie
PPARa, AMPK und p38MAPK. T-Cadherin kann Adiponektin binden; es hat aber
mangels eine intrazellularen Doméane keinen Effekt auf die Signaltransduktion. Die
Interaktion zwischen ADIPOR1 und APPL1 spielt eine wichtige Rolle bei der
Signaltransduktion und der Vermittlung von Wirkungen Adiponektins wie der
Lipidoxidation und der intrazellularen Glucoseaufnahme (73).

Die Expressionsrate von AdipoR1 und AdipoR2 nimmt als Antwort auf

physiologischen oder pathophysiologischen Anstieg von Insulin ab. Dieser Abfall wird
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durch die Phosphoinositol-3-Kinase abhangige Hemmung von FOXO1 vermittelt.
Skelettmuskelzellen von ob/ob-Mausen, M&usen mit durch Fettleibigkeit induzierter
Insulinresistenz und extremer Hyperinsulidmie, zeigten verminderte AdipoR1- und
AdipoR2-Expression. Fettleibigkeit fuhrt also zu verminderter Expression der
Adiponektinrezeptoren (75). Eine kleinere Studie an nicht an Diabetes Mellitus Typ 2
leidenden Mexikanischen Amerikanern zeigte eine positive Korrelation zwischen der
Insulinsensitivitdt und der Expressionsrate der beiden Rezeptoren in der
Skelettmuskulatur (76). Es wurde des Weiteren Uiber Expression von AdipoR1 und
AdipoR2 in weiBem und braunem Fettgewebe berichtet. Beide Rezeptoren werden in
reifen 3T3-L1 Adipozyten exprimiert. AdipoR1 wird konstitutiv exprimiert, wohingegen
die Expressionsstarke von AdipoR2 in Praadipozyten etwas geringer ist und mit
Differenzierung der Zellen zunimmt. Eine Behandlung der Zellen mit
Wachstumshormon flhrt nur zu gesteigerter Expression von AdipoR2, nicht aber von
AdipoR1 (77).

Ebenso wurde Uber Expression der Rezeptoren in primaren humanen- und Maus-
Osteoblasten, die ja wie Fettgewebe mesenchymalen Ursprungs sind, berichtet (78).
Auch wurden Transskripte fur AdipoR1 und AdipoR2 in humanen Monozyten,
Gefasszellen, wie beispielsweise in glatten Muskelzellen der Aorta oder in
mikrovaskuldren endothelialen Zellen identifziert. Des Weiteren wurde eine erhdhte
Expressionsrate der Adiponektinrezeptoren in Regionen mit arteriosklerotischen
Lasionen gefunden (79). Uber die Expression von AdipoR1 und AdipoR2 im
Hypothalamus sowie gesteigerte Expression von AdipoR2 im Bereich des Nucleus
Paraventricularis, der eventuell eine Rolle bei der Energieregulation spielt, wurde
auBerdem berichtet (80). Ebenfalls werden beide Rezeptoren in den B-Zellen des

Pankreas exprimiert.
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Abbildung 6: Uberblick (iber die Organsyteme in denen Adiponektin Rezeptoren exprimiert werden
sowie Uber die Adiponektin-Multimer-Sensibilitat der einzelnen Gewebe (81).

Es zeigte sich jedoch, dass diese beiden Rezeptoren nicht die einzigen Molekiile
sind, die Adiponektin binden kénnen.

In C2C12 Myoblasten wurde entdeckt, dass T-Cadherin fahig ist Adiponektin zu
binden. T-Cadherin ist ein glykosylphosphatidylinositol-verankertes extrazellulares
Protein, das sich vor allem im kardiovaskularen System, in der Skelettmuskulatur und
dem Nervensystem wieder findet (82;83). Es bindet speziell die Hexamere und die
HMW-Form des Adiponektins, wird jedoch weder in der Leber noch in Hepatozyten,
dem Hauptzielorgan Adiponektins, exprimiert (84). Mangels einer intrazellularen
Domane, scheint T-Cadherin auBerdem keinerlei Effekt auf die zelluldre Signal-
transduktion zu haben. Mdoglicherweise stellt T-Cadherin folglich lediglich ein
adiponektinbindendes Protein dar. Andererseits liegt die Vermutung nahe, dass
bestimmte physiologische Funktionen von Adiponektin mdglicherweise nicht Uber
Rezeptoren, sondern Uber niedrigaffine makromolekulare Interaktionen, wie
beispielsweise mit T-Cadherin vermittelt werden kénnen.



Seite 116

1.4 Physiologische Aktivitat von Adiponektin
Adiponektin zeigt autokrine und parakrine Wirkungen im Fettgewebe. Es beeinflusst

die Adipozytendifferenzierung, die Genexpression im Fettgewebe sowie dessen
biologische Funktionen. Die endokrine Wirkung von Adiponektin betrifft die Glukose-
homdostase, die GefaBbiologie, das Immunsystem, den Lipidmetabolismus und das
Zentrale Nervensystem.

1.4.1 Adiponektin — das autokrine Adipostat
Als autokrin wirksames Adipozytokin nimmt Adiponektin Einfluss auf die Adipozyten-

differenzierung. Im Verlauf der Ausreifung von Praadipozyten findet sich im Vergleich
zu ausdifferenzierten Zellen eine mehr als 100-fach erhdhte Induktion von
Adiponektin mRNA. Des weiteren wurde in Experimenten mit Adipozyten, die
Adpionektin  Gberexprimierten gezeigt, dass deren Differenzierung deutlich
beschleunigt war, was wiederum zu gesteigerter Lipidakkumulation und Glukose-
aufnahme in bereits ausdifferenzierten Zellen fihrte (85).

In in-vitro Studien konnte ein Rickkopplungsmechanismus, mit welchem Adiponektin
seine eigene Produktion und die Expression seiner Rezeptoren AdipoR1 und
AdipoR2 herunterreguliert, identifiziert werden. Darauffolgende Untersuchungen in
transgenen Mausen bestatigten diesen Regulationsmechanismus fir Adiponektin
und AdipoR2, die Expressionsstarke von AdipoR1 aber blieb hiervon unbeeinflusst
(86). Es scheint also dieser Rickkopplungsmechanismus nur selektiv flr Adiponektin
selbst und AdipoR2 zu gelten.

Adiponektin wirkt folglich lokal im Fettgewebe als ,Adipostat®. Es férdert zwar
einerseits die Entwicklung von Praadipozyten zu Adipozyten, andererseits lasst die
Beobachtung, dass mit zunehmender GréBe Adipozyten immer weniger Adiponektin
sezernieren, bis sie eine vorbestimmte GréBe und damit einen bestimmten status
quo an Sekretionsmenge erreicht haben, aber auch auf eine autostagnierende
Wirkung von Adiponektin schlieBen.

1.4.2 Die parakrine Wirkung Adiponektins
Neben der Fahigkeit, seine eigene Produktion zu regulieren, zeigt Adiponektin auch

parakrine Wirkung. Es hemmt die Sekretion von Interleukin-6, Interleukin-8,
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Makrophagen-Inflammatory-Protein-ioc  und -B, sowie von Monozyten-chemo-
taktischem-Protein-1 aus Adipozyten (87).

Die Fluktuation der Adiponektin-Sekretion, verbunden mit der GrdéBenzu- und -
abnahme von Adipozyten, mag dazu beitragen, ein gewisses Gleichgewicht, die

AdipozytengréBe und ihre biologische Funktion betreffend, beizubehalten.

1.4.3 Das endokrine Wirkungsspekirum Adiponektins
Das endokrine Wirkungsspektrum Adiponektins beeinflusst den Metabolismus des

gesamten Kdrpers und nimmt somit den wichtigsten Stellenwert ein. Bis heute sind
die antidiabetogenen, antiatherosklerotischen und antiinflammatorischen Aktivitaten
Adiponektins sowie seine Auswirkungen auf den Lipidmetabolismus und das zentrale
Nervensystem bekannt.

1.4.3.1 Antidiabetogene Aktivitat
Adiponektin wirkt auf dreierlei Weise insulinsensitivierend: Zum einen bewirkt

Adiponektin in der Skelettmuskulatur gesteigerte Expression von Molekilen die am
Fettsduretransport sowie am Fettsdureabbau beteiligt sind und tragt somit zu einem
vermindertem Gehalt an Triglyzeriden bei (88).

Ein erhdhter Gehalt an Triglyzeriden aktiviert die von Insulin stimulierte
Phosphatidylinostol-3-Kinase. Hierdurch kommt es zu einer verminderten
Translokation des Glukosetransporters-4 an die Zelloberflaiche und zu einer
Behinderung der Glukoseaufnahme, was letztlich zu Insulinresistenz fuhrt (89). Durch
Verminderung des Gehaltes an Triglyzeriden bedingt Adiponektin eine verbesserte
Insulinsignaltransduktion in  der  Skelettmuskelzelle und vermindert die
Wahrscheinlichkeit des Auftretens von Insulinresistenz. YAMAUCHI ET AL. konnten
dieses Pha@nomen in der Skelettmuskulatur von lipoathropen Mausen, die mit
Adiponektin behandelt wurden, untermauern. Durch Adiponektinsubstitution kam es
in den Skelettmuskelzellen der M&use zu einer vermehrten insulininduzierten
Phosphorylierung des Insulinrezeptors, des Insulin- Rezeptor- Substrat-1 und des
Aktins.

Zum zweiten aktiviert Adiponektin PPARa. Die Behandlung von lipoatrophen oder
fettleibigen Mausen mit Adiponektin sowie die Uberexprimierung von Adiponektin in

ob/ob-Mausen fuhrte zu gesteigerter Expression von PPARa. Adiponektin steigert
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also den Fettsdureabbau via B-Oxidation in der Leber und in der Skelettmuskulatur
sowie Uber Aktivierung von PPARa und dessen Targetgenen wie CD36, Acyl-CoA-
Oxidase und Uncoupling-Protein-2, und fihrt somit zu gesteigerter Insulinsensitivitat
(88).

Drittens stimuliert Adiponektin durch Phosphorylierung und Aktivierung der AMP-
Kinase sowohl in der Skelettmuskulatur als auch in der Leber die Fettsdureoxidation
und den Glukoseabbau (90;91). SCHERER ET AL. berichteten, dass gesteigerte
AMPK-Phosporylierung in der Leber von adiponektintransgenen Mausen mit einer
reduzierten Expression von Enzymen der Glukoneogenese, wie der Phosphoenol-
pyruvatkinase und der Glukose-6-Phospatase verbunden seien (92). Unterstitzt wird
die antidiabetogene Wirkung von Adiponektin durch Ergebnisse von Studien an
Adiponektin-Knockout-M&usen. Unter normaler Diat zeigten diese Mause keinen
spezifischen Phanotyp. Die Gabe einer sehr fett- und zuckerhaltigen Diat aber fUhrte
zum Anstieg von Glukose- und Insulinspiegeln, ja sogar zur Entwicklung einer
Insulinresistenz. Durch Substitution von Adiponektin reduzierte sich die entwickelte
Insulinresistenz deutlich (93).

Was die Adiponektinrezeptoren betrifft, so zeigten diabetische Mause eine
Uberexpression beider Rezeptoren in der Leber, was wiederum eine vermehrte
Aktivierung von AMPK und PPARa zur Folge hatte. AdipoR1- und AdipoR2-
defiziente Mause hingegen litten an Insulinresistenz (94). Diese Tatsachen lassen
vermuten, dass nicht nur Adiponektin sondern auch seine Rezeptoren an der insulin-
sensitivierenden Wirkung sowie an der Entwicklung einer Insulinresistenz in vivo

beteiligt sind.

1.4.3.2 Antiatherosklerotische Wirkung
Neben seiner insulinsensitivierenden Wirkung zeichnet sich  Adiponektin

insbesondere durch seine vasoprotektiven Eigenschaften aus. Es wirkt direkt und auf
vielseitige Art und Weise auf das GefaBsystem; auf Endothelzellen, Monozyten und

Makrophagen, Leukozyten, Thrombozyten und glatte Muskelzellen.
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Abbildung 7: Adiponektin Ubt seine vaskuloprotektiven Eigenschaften tber multiple Mechanismen
aus (95).

Zunachst einmal bewirkt Adiponektin eine vermehrte NO-Produktion im Endothel.
Wie bekannt ist, schitzt endothelialproduziertes NO das GefaBsystem, indem es
einerseits die Vasodilatation férdert, gleichzeitig aber auch die Thrombozyten-
aggregation, die Monozytenadhdsion und die Proliferation glatter Muskelzellen
unterdriickt (82). Verminderte Bioverfugbarkeit von NO fihrt zu endothelialer
Dysfunktion, einer der frihesten Veranderungen in der Entstehung der Arterio-
sklerose. Sowohl die vollstandigen Adiponektinformen als auch die globuldre Form
kénnen durch Aktivierung der endothelialen NO-Synthase, eNOS, die endotheliale
NO Produktion steigern (96-98). Adiponektin stimuliert die Phosphorylierung der
eNOS, die anschlieBend mit dem Heat-Shock-Protein-90 einen Komplex bildet. Diese
Komplexbildung ist fir die maximale Aktivierung der eNOS notwendig.

Es gibt drei verschiedene Wege, mit Hilfe welcher die Adiponektin induzierte NO-
Produktion Ubermittelt werden kann: 1. Gber Binden von Adiponektin an AdipoR1
oder AdipoR2 und deren Interaktion mit APPL1 und anschlieBend AMPK; 2. Uber

eine direkte Stimulierung von AMPK durch die beiden Rezeptoren was zur
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Phosphorylierung der eNOS fihrt (99) und 3. Uber die Phosphotidylinositol-3-Kinase
(97;98;100).

Zusatzliche vasoprotektive Wirkung erreicht Adiponektin durch seine antioxidativen
Effekte auf das Endothel. Adiponektin hemmt hdchstwahrscheinlich Gber Unter-
drickung der Funktion der NADPH-Oxidase sowohl die Freisetzung der von basalem
LDL als auch der von oxidiertem LDL induzierten reactive-oxygen-species, ROS
(101). Es hat sich gezeigt, dass die Freisetzung einer durch hohe Glukosespiegel
induzierten ROS-Generation aus kultivierten Endothelzellen der menschlichen
Umbilikalvene durch Adiponektin gehemmt werden kann (102). Die antioxidativen
Eigenschaften von Adiponektin werden mehreren Untersuchungen zufolge tber den
cAMP/PKA-Signalweg Ubermittelt. Ob auch hier die Adiponektinrezeptoren im
Rahmen der Signalilibertragung involviert sind, ist noch unklar.

Aktivierung von Endothelzellen und damit verbundene Expression von Adhasions-
molekilen, wie dem Intracellular-adhesion-molecule-1, ICAM-1, und dem vascular-
cell-adhesion-molecule-1, VCAM-1, oder E-Selectin, tritt im Rahmen der Arterio-
genese sehr frih auf. Durch Unterdrickung der von TNF-a und Resistin induzierten
Expression von Adhasionsmolekllen und Interleukin-8, verzdgert Adiponektin das
Binden von Monozyten an die Endothelwand und schitzt somit das Endothel vor
Inflammation (103).

Diese Behauptung wird durch die Tatsache, dass Adenovirus-vermittelte Expression
von Adiponektin im Endothel der Aorta von Apolipoprotein E defizienten Mausen
(104) sowie in einem Modell von an Atherosklerose leidenden Kanninchen (98) zu
verminderter Expression von Adhasionsmolekilen fihrt, experimentell gestitzt.
Diese antiinflammatorischen Eigenschaften Adiponektins scheinen tber eine PKA-
abhangige Unterdrickung der Aktivierung von NF-xB vermittelt zu werden (105).

Es darf aber auch nicht unerwahnt bleiben, dass neuere Untersuchungen gezeigt
haben, dass kurzfristiges Einwirken von globularem Adiponektin NF-xB aktiviert und
tber die Sphingosin-Kinase die Expression von Adhasionsmolekiilen in Endothel-
zellen verstarken kann (106). Moglicherweise beruhen die Ursachen dieser
Diskrepanz auf unterschiedlichen Effekten der verschiedenen Adiponektinformen.

Ein weiterer Mechanismus mit Hilfe dessen Adiponektin protektiv im GeféaBsystem
eingreifen kann liegt in der Unterdrickung der Interaktion von Leukozyten und
Endothelzellen. Durch die pathologische Interaktion von Leukozyten und Endothel-
zellen, werden Leukozyten aktiviert und fihren zu Schéaden in der GefaBwand. In
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Adiponektin-Knockout-Mausen bedingte die Adiponektin Abwesenheit einen zwei-
fachen Anstieg des Leukozytenrollings und einen funffachen Anstieg der Leukozyten-
adhasion in der Mikrozirkulation. Diese Veranderungen gingen einher mit einem
signifikant erniedrigten NO-Spiegel, sowie gesteigerter Expression von E-Selectin
und VCAM-1 im Endothel. Eine Vorbehandlung von Wild-Typ Maé&usen mit
Adiponektin schitzte diese jedoch vor der durch TNF-o induzierten Leukozyten-
Endothel-Interaktion (107).

Des Weiteren schitzt Adiponektin das Endothel vor Apoptose. Die HMW-
Adiponektinform, nicht aber die trimere oder hexamere Form hemmen Uber
Aktivierung der AMPK in Endothelzellen der menschlichen Umbilikalvene sowohl die
Apoptose als auch die Caspase-3-Aktivitdt (108). Die globuldre Adiponektin-
komponente hingegen hemmt die Angiotensin Il induzierte Apoptose von
Endothelzellen in der menschlichen Umbilikalvene, hdchstwahrscheinlich durch
Steigerung der eNOS Aktivitat (109).

Adipocyte

ICAM-1
E-Selectin

g

Abbildung 8: Ubersicht (ber die intrazellularen Signalwege, die die Wirkung von Adiponektin in
Endothelzellen vermitteln (95).

lVCAM-1
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Aktivierte Makrophagen exprimieren Scavenger-Rezeptoren und internalisieren

modifizierte Lipoproteine. Dadurch transformieren sie sich selbst in sogenannte
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Schaumzellen. Die von aktivierten Makrophagen produzierten proinflammatorischen
Faktoren tragen zum GroBteil zur Aktivierung von Endothelzellen und zur Ausbildung
von arteriosklerotischen L&sionen bei. Adiponektin kann sowohl die Aktivierung von
Makrophagen als auch deren Transformation in Schaumzellen unterdricken und
somit auf einem weiteren Weg die Entwicklung von arteriosklerotischen Lasionen im
GefaBbett behindern.

Sowohl AdipoR1 als auch AdipoR2 werden in Monozyten und Makrophagen
exprimiert (79). Es zeigte sich, dass Adiponektin die frihe Antwort von Makrophagen
auf Entzindungsreize im GefaBbett dampft indem es einerseits das Wachstum von
myelomonozytischen Vorlauferzellen hemmt und andererseits reife Makrophagen
daran hindert, auf verschiedene Aktivierungsreize zu reagieren (110;111). So hindert
Adiponektin Makrophagen an von Leptin und Lipopolysaccharid induzierter
Produktion proinflammatorischer Zytokine, wie TNFa, Interleukin-1, Interleukin-6 und
Interleukin-8 (112-115).

Des Weiteren bindet Adiponektin in-vitro an Lipopolysaccharid und andere
Chemokine wie das Makrophagen-Inflammatory-Protein-1 und MCP-1, was eine
verminderte Bioverfugbarkeit dieser proinflammatorischen Faktoren zur Folge haben
kann (116;117).

Langerfristige Behandlung von Makrophagen mit Adiponektin Uber sechs bis 24
Stunden fuhrte zur Desensibilisierung der von LPS stimulierten Aktivierung von NF-
kB und der durch extrazelluldre Signale regulierten Kinase 1/2 , ERK 1/2
(110;111;118). Eine weniger als 30 mindtige Behandlung mit Adiponektin aber
aktivierte die NF-xB und ERK 1/2 Signalwege und induzierte die Produktion von
TNF-a und Interleukin-6 in verschiedenen Typen von Makrophagen (112;119).
Erklaren lasst sich dieses Phanomen durch die Fahigkeit von Adiponektin, in
Makrophagen Toleranz zu induzieren. Transiente Aktivierung von NF-xB und ERK
1/2 steigert die Expression von Erg-1, early-growth-response-Protein-1, welches
wiederum zu gesteigerter Transkription des TNF-a Gens fuhrt. Der folgende
vorribergehende Anstieg von TNF-a ist fur die Induktion von Interleukin-10, einem
antiinflammatorischen Zytokin, das Makrophagen tolerant gegentber LPS und
proinflammatorischen Stimuli macht, obligat (112). Die durch Adiponektin ausgeldste
Induktion von Interleukin-10 zieht einen Anstieg von TIMP-1, tissue-inhibitor-of-

metalloproteinases-1, nach sich. TIMP-1 ist ein physiologischer Inhibitor von MMPs,
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Matrix-Metalloproteasen, die an der Ruptur von arteriosklerotischen Plaques beteiligt
sind (120).

Ubereinstimmend mit diesen unter in-vitro Bedingungen gefundenen Ergebnissen
wurde auch in einer klinischen Studie eine positive Korrelation zwischen der Héhe
des Plasmaadiponektinspiegels und der H&he der Interleukin-10-Expression
beobachtet (121).

Die hemmenden Effekte von Adiponektin auf die Makrophagentransformation in
Schaumzellen werden mdglicherweise durch seine Fahigkeit, die Expression des
Scavanger-Rezeptor-A zu unterdriicken, vermittelt. Ein Fehlen dieses Rezeptors
hindert die Makrophagen letztlich daran, acetylierte LDL Partikel, die zur
Umwandlung in Schaumzellen beitragen, aufzunehmen (122). Zudem mindert
Adiponektin die Aktivitat der Acyl-CoA-Cholesterol-Transferase, des Enzyms, das die
Bildung von Cholesterolestern katalysiert und die Transformation von Makrophagen
in Schaumzellen beschleunigt (123).

Defekte in der phagozytotischen Funktion von Makrophagen tragen aber ebeno wie
die Umwandlung in Schaumzellen zur Entwicklung der Arteriosklerose bei (124;125).
In-vitro sowie in-vivo Studien gelangten beiderseits zu der Ansicht, dass Adiponektin
die Phagozytenaktivitdit von Makrophagen verbessert (115). Die die Phagozytose
stimulierenden Effekte Adiponektins werden der Fahigkeit dieses Adipokins
Zelldebris zu opsonieren und dessen Bindung an die Makrophagenzelloberflache
durch die Interaktion von Calretikulin und CD91 zu erleichtern, zugeschrieben.
Bemerkenswert ist, dass keiner der bekannten Adiponektinrezeptoren, AdipoR1,
AdipoR2 oder T-Cadherin, im Rahmen der phagozytotischen Aktivitdt von
Adiponektin bendtigt wird (126).

Zusammengefasst weist dies daraufhin, dass Adiponektin den Organismus vor
systemischer Entzindung schitzt, indem es unter anderem die Beseitigung

apoptotischer Zellen durch Makrophagen férdert.
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Abbildung 9: Darstellung der molekularen Mechanismen denen die multiplen Wirkungen
Adiponektins auf Makrophagen unterliegen (95).

Es ist weiterhin gut bekannt, dass die Thrombozytenaggregation eine entscheidende
Rolle in der Progression der Arteriosklerose spielt. Eine klinische Studie hat gezeigt,
dass die Hohe des Plasmaadiponektinspiegels unabhangig von anderen Risiko-
faktoren negativ mit der Aktivierung von Thrombozyten assoziiert ist (127). Des
Weiteren kam es bei adiponektindefizienten Mausen nach einer laser- induzierten
Verletzung der GefaBwand der Arteria carotis zu einer beschleunigten Thrombus-
entwicklung. Eine anschlieBende Uber Adenoviren vermittelte Expression von
Adiponektin reduzierte die GroBe der in diesen Mausen induzierten Thrombi (128).
Die Tatsache, dass endothelial gebildetes NO die Thrombozytenaktivierung und
folglich deren Adhasion und Aggregation hemmt, ist wohl bekannt (129). Die
antithrombotischen Effekte Adiponektins sind sicherlich nicht zuletzt auch zum Teil
auf seine stimulierende Wirkung auf die NO-Produktion zurlickzufthren.

Die hemmende Wirkung des Adiponektins auf die Proliferation und Migration glatter
GefaBmuskelzellen stellt den letzten der hier beschriebenen Mechanismen dar, mit
deren Hilfe Adiponektin das GeféaBsystem schitzt. Die Proliferation und Migration

glatter Muskelzellen in Richtung Intima tragen im Verlauf der Entwicklung und dem
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Fortschreiten von GefaBlasionen zur Verdickung der Intima bei. In-vitro hemmt
Adiponektin sowohl die von verschiedenen arteriogenen Wachstumsfaktoren, wie
heparin-binding-epidermal-growth-factor-like-growth-factor, platlet-derived-growth-
factor-B, basic-fibroblast-growth-factor-epidermal-growth-factor, induzierte Prolife-
ration als auch die Migration humaner glatter Aortamuskelzellen (130). Adiponektin
bildet Oligomere mit diesen Wachstumsfaktoren und blockiert deren Bindung an die
entsprechenden Rezeptoren der Zellmembran (131). Diese in in-vitro Unter-
suchungen erhaltenen Ergebnisse unterstitzend, zeigte sich in adiponektin-
defizienten Mausen im Vergleich zu Wildtyp-Kontrollen nach mechanischer
Verletzung der GefaBwand gesteigerte Proliferation und Migration von glatten
Muskelzellen (132).

» kﬁN

Wild APN-KO

Neointimaveranderungen in der Femoralarterie; es finden sich vermehrte glatte
Muskelzellen in der Femoralarterie. Der Wildtyp (a) zeigt geringere Intimaverdickung.
Pfeile: Lamina elastica interna. I: Intima. M: Media (38).

Es darf zuletzt nicht unerwahnt bleiben, dass Adiponektin auch direkte vor kardialer
Ischamie schutzende Eigenschaften zu besitzen scheint. Adiponektin-Knockout-
Mause, bei denen durch einen chirurgischen Eingriff zunachst Ischamie und
anschlieBend Reperfusion am Herzen induziert wurde, wiesen im Vergleich zu
Wildtyp-Mausen, die denselben Eingriff durchlaufen hatten, gr6Bere Herzinfarki-
areale, verstarkte myokardiale Apoptose und erhdhte TNF-a Produktion auf. Gabe
von Adiponektin verminderte das AusmaB der InfarkigroBe, der Apoptose und der

TNF-a Produktion in beiden Mausepopulationen (133).
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1.4.3.3 Antiinflammatorische Aktivitat
Sobald bekannt wurde, dass Adiponektin Homologie zur Struktur von immunologisch

wirksamen Proteinen, wie dem Komplement-Faktor-1q und TNF-a hat, lag die
Vermutung nahe, dass auch Adiponektin eine Rolle im Entzindungsmechanismus
spielen konnte. Wie bereits beschrieben, zeigen sich diese antiinflammatorischen
Eigenschaften Adiponektins einerseits im GefaBbett Uber Beeinflussung des
Endothels und der Monozyten, andererseits betreffen sie aber noch sehr viel mehr
Kompartimente des Organismus. Es wurde gezeigt, dass Adiponektin eine wichtige
Rolle im Rahmen von Hepatitis und Hepatosteatose spielt. Verschiedene
epidemiologische Studien bestatigen zudem eine inverse Korrelation zwischen der
Plasmaadiponektinkonzentration und Entziindungsmarkern wie C-reaktivem-Protein
und Fibrinogen (134-136).

Zusammenfassend schitzt demnach Adiponektin den Organismus nicht nur im
kardiovaskularen System vor Entziindung, sondern unter anderem auch im Bereich

der Skelettmuskulatur, der Leber, dem Darm und den Bronchien.

1.4.3.4 Einfluss auf den Lipidmetabolismus
Adiponektin beeinflusst die H6he der Lipoproteinspiegel im Plasma durch

Veranderung des Spiegels und der Aktivitdt von Schlisselenzymen des Lipidstoff-
wechsels, wie der Lipoprotein-Lipase und der hepatischen Lipase. Diese sind
verantwortlich fir den Katabolismus der triglyzeridreichen Lipoproteine und HDL-
Cholesterin. Niedrige Plasmaadiponektinspiegel sind haufig mit Dyslipidamie,
charakterisiert durch den Anstieg der Plasmatriglyzeridkonzentration und des
Plasmagehalts an Small-dense-LDL sowie einem Abfall von HDL-Cholesterin,
assoziiert. Dieser Zusammenhang besteht unabhangig von Alter, Geschlecht, Body-
Mass-Index und dem Vorliegen eines Diabetes Mellitus Typ 2 (137-140). Die
Korrelation zwischen Adiponektin und dem Plasmatriglyzeridspiegel sowie dem HDL-
Cholesterin-Spiegel besteht auBerdem unabhangig von der Insulinsensitivitat (141).

Zwar lassen diese Tatsachen vermuten, dass es eine direkte Beeinflussung der
Plasmalipide durch Adiponektin gibt, jedoch konnte diese Vermutung weder in
M&ausemodellen mit Adiponektingen-Uberexpression noch in  Modellen mit
Adiponektingen-Deletion bestéatigt werden (142). Nichtsdestotrotz haben neuere
Untersuchungen mehrere Mechanismen aufgedeckt, Uber welche es Adiponektin

gelingt, den Plasmalipidmetabolismus zu beeinflussen.
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Das Ausmalf der Produktion triglyzeridreicher Lipoproteine und das AusmaR ihrer
Ausscheidung bestimmen die Hohe des Plasmatriglyzeridspiegels. Es wurde gezeigt,
dass im menschlichen Organismus ein erhdhter Leberfettanteil mit einer erhdhten
Produktion von triglyzeridreichen, groBen VLDL-Partikeln einhergeht (143).
Erniedrigte Adiponektinspiegel sind mit einem erhdhten Leberfettgehalt assoziiert,
wohingegen Gabe von Adiponektin diesen verringert (88).

Diese Beobachtungen legen nahe, dass Adiponektin modulierend in den hepatischen
Lipidmetabolismus eingreift. Kinetische Untersuchungen ergaben, dass der
Adiponektinspiegel nur direkt den Katabolismus von VLDL-Apolipoprotein B, nicht
aber dessen Produktion oder die von Triglyzeriden, beeinflusst (144).

Adiponektin reguliert also vielmehr den Triglyzeridkatabolismus als deren Synthese.
Ebenso besteht ein inverser Zusammenhang zwischen den Plasmaadiponektin- und
den Plasmaspiegeln von Apolipoprotein B-48, Apolipoprotein C-lll und dem
Plasmaspiegel von Chylomikronen (145).

Es wurde zum einen beobachtet, dass ein Adiponektinanstieg in transgenen Mausen,
die eine Deletion in der kollagendhnlichen Doméne von Adiponektin aufwiesen, zu
einem Anstieg der Lipoprotein-Lipase Aktivitat und damit verbunden zu einer
erhéhten Ausscheidung von Triglyzeriden fuhrte (92). Zum anderen ging in
kultivierten Adipozyten, ein erhdhter Adiponektingehalt mit einer erhéhten
Konzentration an Apolipoprotein E mRNA einher (146).

Wie bekannt ist, stellt die Lipoprotein-Lipase, die vor allem in Adipozyten und der
Skelettmuskulatur produziert wird, ein wichtiges Element im Katabolismus, vor allem
der Ausscheidung, von triglyzeridreichen Lipoproteinen dar. Apolipoprotein E wird
von Adipozyten sezerniert und ist an der Ausscheidung von triglyzeridreichen
Lipoproteinen beteiligt. Es dient in der Leber und anderen Geweben als Ligand fir
Lipoproteinrezeptoren (147). Den obigen Beobachtungen zufolge férdert Adiponektin
also durch koordinierte Zunahme der Aktivitat der Lipoprotein-Lipase und durch
Zunahme der Apolipoprotein E-Produktion die Ausscheidung von triglyzeridreichen

Lipoproteinen, und senkt somit deren Plasmagehalt.

1.4.3.5 Adiponektin und das ZNS
Weiterhin scheint Adiponektin zentrale Wirkung zu besitzen. Intrazerebroventrikulare

Gabe von sowohl globularem, rekombinatem als auch den vollstandigen Formen von

Adiponektin scheint zu einer Steigerung der Thermogenese und damit zu
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vermehrtem Energieverbrauch und damit verbundener Abnahme des Kérpergewichts

sowie zu erhdhter Insulinsensitivitat zu fihren (148).

1.5 Die pathopysiologische Rolle Adiponektins

1.5.1 Adiponektin und das metabolische Syndrom
Fettleibigkeit ist assoziiert mit dem sogenannten Metabolischen Syndrom. Im

Rahmen dieser Erkrankung kommt es zu Hyperinsulindmie und peripherer
Insulinresistenz, zu Glukoseintoleranz oder zur Ausbildung eines Diabetes mellitus
Typ 2; zu Hypertriglyzeriddamie, zu erniedrigten HDL-Cholesterinspiegeln sowie zu
arterieller Hypertension und kardiovaskuldren Verdnderungen wie Arteriosklerose
und deren Folgen wie insbesondere dem Herzinfarkt (149-151). Die Rolle und die
molekularen Wirkungsmechanismen von Adiponektin in diesen einzelnen
Stoffwechselveranderungen wurden bereits ausfiihrlich erlautert. Wie bereits
erwahnt, entwickeln Adiponektin-Knockout-Mause haufiger Diat-induzierte Insulin-
resistenz. Nach GefaBverletzungen bilden sie schneller arterielle Stenosen aus und
zeigen verstarkte Intimaverdickung im Vergleich zu gleich behandelten Wildtyp-
mausen (132;152). In Ubereinstimmung mit den Ergebnissen aus Tiermodellen,
haben einige Querschnittsstudien eine Assoziation zwischen Adiponektinspiegeln
und dem Auftreten von Insulinresistenz, Diabetes melltus Typ 2 und
kardiovaskularen Erkrankungen beobachtet (53;153-155).

Bis heute scheint festzustehen, dass Fettleibigkeit und das mit ihr oben
beschriebenen metabolische Syndrom und dessen Kkardiovaskulare Folge-
erkrankungen im Gegensatz zu allen anderen Adipokinen mit einem erniedrigten

Plasmaadiponektinspiegel einhergehen.
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Abbildung 11: Fettleibigkeit bedingt erniedrigte Adiponektinspiegel, was zu verminderter Aktivierung
des Fettsauretransportproteins 1, FATP-1, und der AMPK und damit zu verminderter
Fettsaureoxidation fuhrt. Ebenso wird das periphere Gewebe wie die Skelett-
muskulatur resistent gegen die Uber Insulin-Rezeptor-Protein-1vermittelte Insulin-
wirkung und die Glukoseaufnahme in die Zelle wird verhindert. Erniedrigte
Adiponektinspiegel fihren auBerdem zur Aktivierung der Phosphoenolpyruvatkinase,
einem Schisselenzym in der Glukoneogenese, und damit zu Hyperglykdmie (156).

1.5.2 Adiponektin und koronare Herzerkrankung
Wie bereits erwdhnt zeigten zahlreiche Studien, dass Plasmaadiponektinspiegel

auch bei Patienten, die an Folgen des metabolischen Syndroms, wie koronarer
Herzkrankheit, KHK, leiden, niedriger sind, als bei Kontrollpersonen. Beispielsweise
zeigte sich eine Hypoadiponektindmie, definiert durch die 25. Perzentile, assoziiert
mit einer zweifach erhéhten Pravalenz von KHK bei Mannern. Ménner, die sowohl an
Diabetes mellitus Typ 2 als auch an KHK litten, zeigten zudem niedrigere
Adiponektinspiegel als diejenigen, die nur an KHK litten (155).

Auch bei Patienten mit renalen Erkrankungen im Endstadium und bei Diabetes
mellitus Typ 1 Patienten erwies sich das Vorliegen einer Hypoadiponektinamie als
unabhangiger Pradiktor fur das Auftreten kardiovaskularer Ereignisse (157). In einer
prospektiven Studie zeigte sich, dass Manner mit héheren Plasmaadiponektin-
spiegeln ohne bestehende KHK ein geringeres Risiko fir das Auftreten eines
Herzinfarktes hatten, als Manner mit mittleren oder niedrigen Plasmaadiponektin-
spiegeln (158).



Seite 130

1.6 Die Adiponektin Hypothese

Diese Untersuchungsergebnisse, fihrten zu der Entwicklung der sogenannten
Adiponektin-Hypothese.  Dieser  Behauptung zufolge  filhren  genetische
Veranderungen wie Polymorphismen einerseits und Umwelteinflisse, wie

bewegungsarme Lebensweise, die zur Entwicklung von Fettleibigkeit beitragen
andererseits Uber ihr Zusammenwirken zu Hypoadiponektindmie, welche ihrerseits
die Entwicklung von Insulinresistenz, Diabetes mellitus Typ 2 und dem
metabolischen Syndrom mit all seinen Folgen, wie insbesondere dem Auftreten von
Arteriosklerose und KHK, die als Extremvariante in einem Herzinfarkt gipfeln kann,
bedingt (27).

Genetic factor Lifestyle changes
Adiponectin gene High-fat diet,
polymorphism sedentary lifestyle

Hypoadiponectinemia

Insulin resistance

'

Hyperlipidemia \Tf"/z Hypertension JMetaboic syndrome

- = Atherosclerosis

Abbildung 12: Verminderte Adiponektinspiegel kdnnen durch Interaktionen von gentischen Faktoren,
wie Single-Nucleotide-Polymorphismen im Adiponektingen und Umwelteinfliissen, wie
dem Lebensstil, der durch fetthaltige Erndhrung und Bewegungsarmut, zu
Fettleibigkeit fuhrt, veursacht werden. Diese Veranderung im Adiponektinspiegel
scheint ein wichtige Rolle bei der Entstehung von Insulinresistenz, Diabtes mellitus
Typ 2 sowie anderen metabolischen Erkrankungen und damit auch indirekt bei der
Entstehung von Arteriosklerose, zu spielen (73).

Es gibt jedoch auch kontrare Sichtweisen. So traten Studienergebnisse auf, die die
Gultigkeit dieser Hypothese eindeutig in Frage gestellt haben. In einer prospektiven
Fall-Kontroll-Studie bei Frauen konnte zwar ein Zusammenhang zwischen dem
Adiponektinspiegel und dem Auftreten von Insulinresistenz, aber keinerlei

Zusammenhang zu dem Auftreten von KHK hergestellt werden (159). Ebenso konnte
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eine groBe prospektive Studie, die an Mannern durchgeflihrt wurde, die friher
berichteten Assoziationen zwischen der Hohe des Adiponektinspiegels und dem
Auftreten von KHK nicht bestatigen.

Eine Meta-Analyse von sieben Studien konnte lediglich eine moderate Assoziation
beider Merkmale konstatieren (160). In einer weiteren Studie an Mannern die an KHK
erkrankt sind wurde gezeigt, dass hohe Adiponektinspiegel nicht etwa, wie bisher
angenommen, als kardioprotektiv, sondern als unabhangiger Pradiktor von Gesamt-
mortalitat, dem Auftreten von Herzinfarkt und kardialer Mortalitat fungieren (161). Es
stellt sich also die Frage, ob Adiponektin tatsachlich kardioprotektive Wirkung besitzt.
Hinzu kommt die Tatsache, dass Adiponektin in Form verschiedener Multimere im
Plasma zirkuliert. Die biologische Bedeutung der einzelnen Oligomere ist bei weitem
nicht geklart, doch durch die Entwicklung eines ELISAs, der die selektive Messung
von LMW-; MMW- und HMW-Adiponektin erlaubt (162) ist es nun madglich,
Untersuchungen durchzufiihren, die die unterschiedlichen Rollen der Oligomere im
Organismus aufdecken kénnten.

Mit dem Ziel die kontroversen Studienergebnissen in Bezug auf Adiponektins
kardioprotektive Eigenschaften unter Berlcksichtigung mdoglicher unterschiedlicher
biologischer Funktionen der verschiedenen Adiponektin-Multimere nd&her zu Uber-
prufen, wurden in dieser Arbeit mit Hilfe des oben erwahnten ELISAs die H6he von
Gesamtadiponektin, LMW-, MMW- und HMW-Adiponektin bei fettleibigen und
normalgewichtigen mannlichen Nichtdiabetikern mit und ohne Herzinfarkt in der
Krankengeschichte bestimmt. AnschlieBend wurde eine prospektive Fall-Kontroll
Studie an gesunden méannlichen Nicht-Diabetikern durchgefihrt, um die Vorhersage-
kraft der einzelnen Adiponektin-Multimere in Bezug auf das Auftreten fataler und

nicht fataler Herzinfarkte zu untersuchen.
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2.Methoden

2.1. Studienpopulation

2.1.1 Die Herzinfarkt Familienstudie
Die Individuen far die vorliegenden Untersuchungen sind Teilnehmer der Deutschen

Herzinfarkt Familienstudie (HIFAM). Im Rahmen der Deutschen Herzinfarkt
Familienstudie wurde retrospektiv untersucht, in welchem AusmaRB verschiedene
Merkmale der Koronaren Herzkrankheit, wie zum Beispiel Manifestation und
Verteilung arteriosklerotischer Lé&sionen, Auspragung von Koronarverkalkungen,
Schwere der Erkrankung, Morphologie der Stenosen und anatomische
Charakteristika genetisch kontrolliert werden.

Hierzu wurde eine groBe angiographische Datenbank fir Patienten mit familiar
gehauft auftretenden Herzinfarkten errichtet. Die in die Studien eingeschlossenen
Familien wurden in 15 Herzkreislauf-Rehalibilitationszentren anhand von Index-
Patienten ermittelt. Alle dort registrierten Patienten hatten bereits vor dem
sechzigsten Lebensjahr einen Herzinfarkt erlitten. Wenn wenigstens ein
Geschwisterteil der Patienten vor dem siebzigsten Lebensjahr von einen Herzinfarkt
oder einer ernsthaften koronaren Herzerkrankung, definiert als stattgehabte
Perkutane Koronare Intervention (PCI) oder Koronare Bypass Operation (CABG),
betroffen war, so wurde die gesamte Kernfamilie mit allen noch lebenden Eltern und
allen betroffenen und nicht betroffenen Geschwistern kontaktiert und zur

Studienteilnahme eingeladen.

2.1.2 Retrospektive Fall-Kontroll-Studie
Far die primar im Rahmen einer retrospektiven Studie durchgefuhrten Quantifizierung

der Adiponektin-Multimere wurden ausschlieBlich mannliche Teilnehmer der
deutschen Herzinfarkt-Familienstudie, die nicht an Diabetes Mellitus Typ 2 leiden
analysiert (Population 1). Die Population wurde entsprechend dem Body Mass Index
(BMI) und dem kardiovaskuléren Profil der einzelnen Probanden in vier Gruppen,
n=45 Teilnehmer je Gruppe, eingeteilt.

Es wurden die Adiponektin-Multimere bei vier Gruppen bestimmt: 1. bei adipbsen
Méannern (BMI = 30 kg/m?) mit validiertem, dokumentiertem Herzinfarkt; 2. bei
adip6sen Mannern, ohne koronare Herzerkrankung (ohne Hinweise auf Angina
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Pectoris oder Herzinfarkt in ihrer Krankheitsgeschichte); 3. bei normalgewichtigen
Mannern (18 kg/m2 < BMI < 25 kg/m?) mit nachgewiesenem Herzinfarkt und 4. bei
normalgewichtigen Mannern ohne jegliche Hinweise auf das Leiden an einer
koronaren Herzerkrankung.

Ausschlusskriterium war das Vorliegen eines Diabetes mellitus Typ 2, definiert als
anamnestischer Hinweis auf das Vorliegen einer antidiabetischen Therapie sowie
einem glykolysiertem Hamoglobinwert = 6,0%. Weitere klinische Charakteristika, wie
mittlerer arterieller Blutdruck, Nikotinkonsum oder LDL-Cholesterin der ausgewahlten
Teilnehmer waren bereits durch die Aufnahme in die Herzinfarkt-Familienstudie

bekannt.

2.1.3 Prospektive genestete Fall-Kontroll-Studie
Far die anschlieBend durchgefliihrte prospektive genestete Fall-Kontroll Studie wurde

eine weitere Studienpopulation aus 1236 Teilnehmern der Herzinfarkt-Familienstudie
zusammengestellt (Population 2). Die Individuen waren méannliche Geschwister, die
bei ihrer Aufnahme in die Herzinfarkt Familienstudie asymptomatisch, also frei von
einem Herzinfarktereignis waren. Wie alle Teilnehmer der Herzinfarkt Familienstudie
wurden auch diese 1236 Patienten Uber einen Zeitraum von acht Jahren beobachtet
und untersucht. N=56 von diesen erlitten innerhalb dieses Beobachtungszeitraumes
von acht Jahren einen fatalen oder nicht-fatalen Herzinfarkt. Diese 56 Patienten
wurden als Falle fur die Studienpopulation 2 ausgewahlt, wobei Wert darauf gelegt
wurde, dass jeweils nur ein Teilnehmer aus einer Familie stammte. Die restlichen
1180 Studienteilnehmer blieben asymptomatisch. Davon wurden 112 zufallig und 1:2
gematcht nach Alter und BMI ausgewahit.

Somit ergab sich ein Verhaltnis von Fallen zu Kontrollen von 1:2, n=56 Félle und n=
112 Kontrollen. Das Ausschlusskriterium des Vorliegens eines Diabetes Mellitus Typ
2 wurde hier ebenso wie bei der Zusammenstellung der Population 1 definiert.

2.2 Studiendesign

2.2.1 Retrospektive Fall-Kontroll-Studie
Wie bereits erwahnt, wurden zunachst bei jedem der Teilnehmer der Population 1 im

Rahmen einer Fall-Kontroll-Studie retrospektiv die Adiponektin-Multimere quantifi-
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ziert. Als Falle wurden die Gruppen 1 und 2 (Adipése mit Herzinfarkt und Normal-
gewichtige mit Herzinfarkt) als Kontrollen die Gruppen 3 und 4 (Adip6se ohne
koronare Herzerkrankung und Normalgewichtige ohne koronare Herzerkrankung)
angesehen.

Im Rahmen der HIFAM wurde von allen Teilnehmern zu drei Zeitpunkten, die
insgesamt acht Jahre auseinander lagen Plasma gewonnen. Diese drei Zeitpunkte
werden im Folgenden als Erst-, Zweit- und Drittinterview bezeichnet.

Die retrospektive Quantifizierung der Adiponektin-Multimere wurde mittels eines
Sandwich-ELISAs der Firma ALPCO Diagnostics durchgeflihrt und hierzu das
Plasma aus dem Erstinterview verwandt. Die genaue Durchfiihrung des ELISAs wird

im Folgenden noch beschrieben werden.

2.2.2 Prospektive genestete Fall-Kontroll-Studie
Es schloss sich die Durchfiihrung einer prospektiven genesteten Fall-Kontroll-Studie

mit den Teilnehmern der Population 2 an. Hierbei wurden primér die Adiponektin-
Multimere im Plasma des Erstinterviews der Fallgruppe und der Kontrollgruppe,
anschlieBend, die Adiponektin-Multimere im Plasma des Drittinterviews beider
Gruppen quantifiziert. Die Quantifizierung erfolgte wiederum mit Hilfe des Sandwich-
ELISAs der Firma ALPCO Diagnostics.

2.3 Durchfihrung des Adiponektin-Multimer-Elisas

FOr die quantitative Bestimmung der Adiponektin-Multimere in den Erst- und
Drittinterviewplasmen wurde ein Sandwich-ELISA der Firma ALPCO Diagnostics
verwendet. Diese Untersuchung ist flr die quantitative, selektive Bestimmung von
Adiponektin-Multimeren, das heit HMW- und MMW- sowie Gesamt-Adiponektin in
humanem Plasma vorgesehen. Das hier verwendete Packet arbeitet auf der Basis
eines enzyme-linked-immunosorbent-assays vom Sandwichtyp. Die hierin
verwendeten spezifischen Antikérper, sind gegen zwei unabhangige Epitope
gerichtete monoklonale Anti-Humane-Adiponektin-Antikérper. Mit Hilfe dieses
Packets kénnen die Adiponektin-Multimere in vier Anteile klassifiziert werden. Die
Gesamt—Adiponektin-Fraktion, Total-Ad, und die HMW-Adiponektin-Fraktion, HMW-
Ad, werden direkt auf der ELISA Platte bestimmt. Die MMW-Adiponektin (MMW-Ad)
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sowie die LMW-Adiponektin (LMW-Ad) Fraktionen kénnen indirekt durch Berechnung
gewonnen werden.

Bevor mit der praktischen Durchfiihrung des ELISAs begonnen wurde, musste
zunéchst die Plattenbelegung geplant werden. Die beiden ersten Reihen wurden
jeweils reserviert fur den Standard. So blieben pro Platte 96 Wells zur Adiponektin-
Bestimmung in Plasmaproben Ubrig. Pro Plasmaprobe, das heiBt pro Patient sind je
drei Wells zur Bestimmung von Total-Ad, MMW- + HMW- Ad und HMW-Ad nétig.
Des Weiteren erfolgten pro Platte von zwei Probanden Doppelbestimmungen, das
heiBt insgesamt 6 Doppelbestimmungen, zur Qualitatskontrolle. Folglich gelang es je
Platte maximal 24 verschiedene Plasmaproben auf ihnren Gehalt an unterschiedlichen

Adiponektin-Multimeren zu untersuchen.
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Abbildung 13: Beispiel der Planung der Plattenbelegung.

Wichtig ist, dass alle Reaktionskomponenten des bei 4°C aufbewahrten ELISA-
Packets sowie die Plasmaproben, Raumtemperatur besitzen um optimale Funktion
der Proteasen zu ermdglichen.

Die verwendeten Plasmaproben waren in der Zeit vor der Durchfihrungen der
ELISAs bei —20°C eingefroren. Sie mussten also langsam aufgetaut werden, bis sie
Raumtemperatur erreicht hatten und das Plasma sich verflissigt hatte.

Im Folgenden wird er Ablauf des ELISAs exemplarisch fir eine Plasmaprobe
beschrieben.
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Zunachst werden die Protease Ldsungen | und Il hergestellt. Hierzu werden den
lyophilisierten Proteasen | und Il je 10ml Protease-Puffer hinzugefiigt und dann unter
gelegentlichem Mischen bei Raumtemperatur innerhalb von 15 bis 30 Minuten

komplett aufgeldst. Einstweilen werden sechs Eppendorf Cups wie folgt beschriftet:

Tabelle 1: Beschriftungsschema Adiponektin-ELISA

Cup 1 und Cup 4 Total-Ad
Cup2undCup 5 MMW + HMW-Ad
Cup 3und Cup 6 HMW-Ad

AnschlieBend werden in die ersten drei dieser Cups je 10ul der Plasmaprobe
pipettiert. Sobald die lyophilisierten Proteasen vollstandig in Lésung gegangen sind,
werden 100pl der Protease Lésung | in Cup 2 und 100ul der Protease Lésung 2 in
Cup 3 pipettiert. Die Cups werden anschlieBend kurz geschwenkt um ein Vermischen
der Proteasen und des Plasmas zu ermdéglichen und dann 20 Minuten bei 37°C
inkubiert. Protease | verdaut selektiv nur das in dem Plasma befindliche LMW-Ad, die
MMW-sowie die HMW-Ad Fraktion bleiben unverdaut. Protease Il hingegen verdaut
selektiv LMW-Ad und MMW-Ad, das heiBt nur die HMW-Ad Fraktion bleibt im Plasma
zurlick.

Zwischenzeitlich werden 100ul Protease Puffer und 400ul Sample-Pretreatment-
Puffer in Cup 1 Uberfihrt und anschlieBend gut durchmischt. Der Sample-
Pretreatment-Puffer ist ein saurer SDS enthaltender Puffer, der das im Plasma
befindliche multimere Adiponektin in eine dimere Form umwandelt. Nach Entnahme
der Cups 2 und 3 aus dem Inkubator werden auch ihnen sofort 400ul Sample
Pretreatment Puffer zugeflhrt und der Inhalt kraftig gemischt. Durch die Zugabe des
SDS-Puffers wird die Verdauungsreaktion der Proteasen gestoppt sowie die in Cup 2
unverdaut verbliebene MMW- und HMW-Ad Fraktion und die in Cup 3 unverdaute
HMW-Ad Fraktion in dimere Formen umgewandelt.

Nach diesem ersten Verdinnungsschritt, liegt die Plasmaprobe nun in jedem Cup im
Verhéltnis 1:51 verdinnt vor. Nach erneutem gutem Mischen werden je 5ul aus den
drei Cups wie folgt auf drei weitere, mit je 500ul Verdinnungspuffer geflllte Cups

verteilt:
Tabelle 2: Pipettierschema Adiponektin-ELISA
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Von Zu Bestimmung von
Cup 1 5l Cup4 Total-Ad
Cup 2 5u Cup5 MMW-+HMW -Ad
Cup 3 5ul Cup 6 HMW-Ad

In den Cups befindet sich nun das endgultige Verdinnungsverhéltnis von 1:5151.
Bevor aber mit dem Pipettieren der verdiinnten Plasmaproben auf die ELISA-Platte
begonnen werden kann, muss noch ein Standard geschaffen werden. Dazu wird
primar eine Stammldésung erzeugt. Der Kalibrator wird hierfir nach gutem Mischen
1:101 mit Verdinnungspuffer verdinnt (3ul Kalibrator + 300ul Verdinnungspuffer)
und anschlieBend folgende Verdlinnungsreihe erstellt.

Tabelle 3: Verdiinnungsreihe zur Standarderstellung

Standaranummer | Hitzutigender | Hinsuntgender
1 150 pl Stammlésung oul

2 150 pl Standard 1 150pl

3 150l Standard 2 150pl

4 150ul Standard 3 150pl

5 150l Standard 4 150pl

6 150ul Standard 5 150pl

7 150ul Standard 6 150pl

8 0 ul 150ul

Nachdem dies alles erfolgt ist, werden 50ul jeder Standardlésung sowie je 50ul aus
Cup 4, 5 und 6 entsprechend dem erstellten Belegungsplan auf die ELISA-Platte
pipettiert. Die Platte wird mit einer Versiegelungsfolie bedeckt und eine Stunde lang
bei Raumtemperatur (20-30°C) inkubiert. Die Vertiefungen der Mikrotiterplatte sind
mit monoklonalen Anti-Humanen-Adiponektin-Antikérpern beschichtet. Wahrend
dieser ersten Inkubationsphase wird das Adiponektin in den Standards und den
vorbehandelten Plasmaproben von den Antikdrpern gebunden.

Sobald die erste Inkubationsphase abgeschlossen ist, wird die restliche sich in den
Vertiefungen befindende FlUssigkeit vorsichtig abgegossen und die Platte mehrmals

auf einem Papierhandtuch ausgeklopft, um jegliche Uberschiissige Fllussigkeit zu
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entfernen. AnschlieBend wird das Waschpufferkonzentrat mit 900 ml aufbereitetem
Wasser verdinnt. Danach wird jede Vertiefung durch die Zugabe von 350-400pl
verdinntem Waschpuffer gewaschen. Daraufhin wird der Waschpuffer wieder
vorsichtig abgegossen und die Platte erneut ausgeklopft. Dieses Procedere wird
noch zweimal wiederholt und dient dazu, alles ungebundene Material zu entfernen.
Dann werden in jede Vertiefung 50ul biotingebundene monoklonale Antikdrper
pipettiert und die Platte wiederum, nach Verschluss mit einer Versiegelungsfolie, eine
Stunde bei Raumtemperatur inkubiert.

In dieser Zeit soll der Anti-Humane-Adiponektin-Antikérper, an den Biotin gekoppelt
wurde, an das in den Vertiefungen verbliebene Adiponektin binden. Nach dieser
zweiten Inkubation wird der Waschschritt wie oben beschrieben wiederholt.
AnschlieBend werden jeweils 50ul Enzym-gekoppeltes Streptavidin in jede der
Vertiefungen gegeben, die Mikrotiterplatte durch das Applizieren einer Folie bedeckt
und 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Nach dem dritten Inkubationsschritt
wird erneut wie oben beschrieben gewaschen.

Durch Zugabe von 6ml Substratpuffer wird das lyophilisierte Substrat in seinem
Flaschchen aufgeldst und sofort darauf je 50ul Substratlésung in jede Vertiefung der
Platte Ubertragen. Die Platte muss nun vor Licht geschitzt noch 10 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert werden. Nachdem sich in diesem 10 Minuten die Farbe
ausgepragt hat, wird durch das Hinzufigen von je 50ul Stopreagenz, die
Farbentwicklung beendet. Die Intensitat der Farbentwicklung wird mit Hilfe eines
Mikrotiterplatten-Lesegerates bestimmit.

Es erfolgt eine Zweipunktmessung der Absorption jeder Vertiefung bei 490 und 650
nm. Durch Subtraktion des Absorptionswertes des Standards 8 (enthélt keinen
Kalibrator) von den Absorptionswerten der restlichen Standarde sowie der
verdlinnten Plasmaproben, errechnet das Programm Softmax dann Delta-Absorption.
AnschlieBend wird der Logarithmus von Delta-Absorption der einzelnen Standarde
gegen den Logarithmus der Konzentrationswerte in ng/ml der acht Standarde in
Form einer Eichgerade graphisch dargestellt.
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Abbildung 14: Eichgerade eines Adiponektin ELISAs aus der prospektiv-genesteten Fall-Kontroll-
Studie; Platte 5. Log (y)=A+B* log(x). A= 0.455; B= 1,01.

Anhand dieser Eichgerade errechnet das Programm Softmax die Konzentration der
jeweiligen Adiponektinfraktionen in den verdinnten Plasmaproben. Durch
Multiplikation dieser Werte mit dem Verdinnungsfaktor 5151, erhalt man die
tatsachlichen Konzentrationen von Totalem-Adiponektin, HMW-Adiponektin und der
Summe aus HMW- und MMW-Adiponektin in der Plasmaprobe.

Die in der Plasmaprobe enthaltenen Konzentrationen an Mittelmolekularem (c(MMW-
Ad)) und Niedrigmolekularem Adiponektin (c(LMW-Ad)) missen nun noch errechnet
werden. Dies geschieht nach folgenden Formeln:

MMW-Ad = (c(HMW-Ad) + c(MMW-Ad)) — c(HMW-Ad)
LMW-Ad = c(Total-Ad) — (c(HMW-Ad) + c(MMW-Ad))
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Abbildung 15: Uberblick iiber den Ablauf des ELISAs zur Quantifizierung der Adiponektin-Multimere
in humanem Plasma.

2.4 Statistische Methoden

Die Mittelwerte der klinischen Baseline-Charakteristika und Proportionen der

Risikofaktoren wurden sowohl fir die Félle als auch fir die randomisiert zugeteilten
Kontrollen berechnet.

Um die Unterschiede der Mittelwerte auf statistische Signifikanz zu prifen, wurde der
Student's t-Test benutzt. Hierfir werden logarithmische Transformationen fir
diejenigen Parameter durchgeflhrt, die von der Normalverteilung abweichen. Mittels
der X2-Statistik wurden die Proportionen diskreter Variablen verglichen.

In Rahmen der genesteten Fall-Kontroll-Studie wurden Falle und Kontrollen nach
Alter und Body-Mass-Index gemachted und die Abschatzungen des relativen Risikos
erfolgte mit Hilfe konditionaler logistischer Regressionsmodelle, die fur kardio-
vaskulare Risikofaktoren, wie zum Beispiel den systolischen Blutdruck, den Nikotin-
konsum und den Plasmalipidspiegel adjustiert wurden.

Alle P-Werte wurden zweiseitig bestimmt und Werte unter 0.05 wurden als statistisch

signifikant definiert. Alle Konfidenzintervalle wurden im 95% Bereich ermittelt.

Fir die statistischen Berechnungen wurden die Programme STATA, Version 8.0
(StataCorp, College Station, TX, USA), und JMP, Version 7.0 (SAS Institute, Cary,
NC, USA) verwendet.
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3. Ergebnisse

3.1 Baseline-Charakteristika

3.1.1 Baseline-Charakteristika der Population 1
Tabelle 4 zeigt einen Uberblick tber die Baseline-Charakteristika der Population 1

der retrospektiven Fall-Kontroll-Studie, gegliedert in vier Gruppen je 45 Teilnehmer.
Es wurden ausschlieBlich ménnliche Personen in die Studie eingeschlossen. Als
Ausschlusskriterium galt das Vorliegen eines Diabetes mellitus Typ 2, definiert als
anamnestisch erhobener Hinweis auf die Einnahme von Antidiabetika oder als das
Vorliegen eines glykosylierten Hdmoglobinwertes von Uber 6%. Die Patienten mit
stattgehabtem Herzinfarkt waren durchschnittlich etwa finf Jahre alter als jene ohne
Herzinfarkt oder KHK. Der BMI unterschied sich den Aufnahmekriterien in die
einzelnen Gruppen entsprechend. So war der BMI der Normalgewichtigen < 25 kg/m?2
jedoch = 18 kg/m2 Jener der Adipdsen lag per definitionem = 30 kg/m2. Der
durchschnittliche HbA1c-Wert lag bei den Patienten ohne KHK bei 5.1%, jener der
Patienten mit stattgehabtem Herzinfarkt bei 5,4%. Die durchschnittlichen LDL-Werte
der einzelnen Gruppen differierten ebenso wir der mittlere arterielle Blutdruck nur
gering. In den Gruppen der Patienten mit Herzinfarkt fanden sich mit etwa 80%
deutlich mehr Ex-Raucher als in den Vergleichsgruppen. Ebenso fand man bei
diesen Patienten einen deutlich héheren Anteil mit Antihypertensiva beziehungs-
weise mit Statinen therapiert.
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Tabelle 4: Baseline-Charakteristika der Population 1.

Keine KHK Herzinfarkt
Normal- Adipositas Normal- Adipostitas
gewichtige gewichtige
N 45 45 45 45
Geschlecht (%m) 100 100 100 100
Diabetes(%) 0 0 0 0
Alter (Jahre) 50+10 4616 5517 5819
BMI (kg/m?) 23.2+1.3 32.3t2.4 23.7+1.7 32.312.2
HbA1c (%) 5.110.4 5.110.4 5.410.4 5.410.4
MAP (mmHG) 96+11 10517 97+11 104£14
LDL (mg/dl) 140+45 152438 158+45 16342
Ex-Raucher (%) 51.1 51.1 84.4 80.0
Raucher (%) 46.7 35.6 15.6 6.7
Statine (%) 3.6 12.5 60.0 55.6
RR-Therapie (%) 1.1 24.4 84.4 93.3

%m, Prozent mannlicher Teilnehmer; BMI, Body MaB Index; MAP, mittlerer arterieller Blutdruck; LDL,
LDL-Cholesterin; RR-Therapie,antinypertensiveTherapie.

3.1.2 Baseline-Charakteristika der Population 2
FOr die im Anschluss durchgeflhrte prospektive genestete Fall-Kontroll-Studie

wurden die Population 2 bestehend aus n=56 Féllen und n=112 nach Alter und BMI
gematchte Kontrollen gewonnen. Auch wurden hier ebenso wir in die Population 1
lediglich mannliche Patienten eingeschlossen. Das Vorliegen eines Diabetes mellitus
Typ 2, Definition siehe 3.1.1, stellte auch hier wiederum ein Ausschlusskriterium dar.
Die Falle und die Kontrollen wurden nach Alter und BMI gematched. Das
durchschnittliche Alter lag bei etwa 60 Jahren, der durchschnittliche BMI bei etwa 27
kg/m2. Bezlglich der restlichen Baseline-Charakteristika, wie beispielsweise dem
Anteil der aktuellen Raucher, dem mittleren arteriellen Blutdruckwert, dem Lipidprofil,
dem HbA1c-Wert sowie der aktuellen Therapie mit Antihypertensiva oder Statinen

zeigte sich zwischen Féllen und Kontrollen kein signifikanter Unterschied (Tabelle 5).
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Tabelle 5: Uberblick tiber die Baseline-Charakteristika der Population 2.

Falle Kontrollen p-Wert
(fatale/ nicht- fatale | (asymp-tomatisch/
MI) ereignisfrei)
N 56 112 -
Geschlecht (%m) 100 100 -
Diabetes (%) 0 0 -
Alter (Jahre) 61+ 11 59+12 Matched
BMI (kg/m?) 27.8+4.3 27.5+3.7 Matched
Raucher (%) 37.5 33.0 0.568
Ex-Raucher (%) 80.4 75.2 0.455
MAP (mmHg) 105+ 12 103 +13 0.242
Cholesterin (mg/dl) 252 + 50 245 + 48 0.361
LDL (mg/dl) 174 + 54 161 £ 39 0.080
HDL (mg/dl) 49 +12 53+ 14 0.075
HbA1c (%) 55104 54105 0.169
RR-Therapie (%) 411 33.9 0.367
Statine 71 10.1 0.533

%m, Prozent mannlicher Teilnehmer; MAP, mittlerer arterieller Blutdruck; Cholesterin,Gesamt-
Choletsterin; LDL, LDL-Cholesterin; HDL, HDL-Cholesterin; RR-Therapie,antihypertensive Therapie.

3.2 Ergebnisse der retrospektiven Fall-Kontroll-Studie

Im Rahmen dieser Studie wurden sowohl das Gesamtadiponektin als auch die
Adiponektin-Multimere  HMW-, MMW- und LMW-Adiponektin im Plasma der
Teilnehmer der Population 1 bestimmt; stratifiziert fir Adipdse mit Herzinfarkt,
Adipbése ohne KHK, Normalgewichtige mit Herzinfarkt, Normalgewichtige ohne KHK,
jede Gruppe a 45 Individuen. Ziel dieser Untersuchung war es einerseits, diese
Werte im Plasma von adipdsen Individuen mit den Plasmawerten normalgewichtiger
Individuen zu vergleichen. Andererseits werden die Plasmaadiponektinwerte jener
Individuen, die einen dokumentierten Herzinfarkt erlitten hatten, denen jener
Studienteilnehmer gegenlibergestellt, die nicht an einer koronaren Herzkrankheit

leiden.

3.2.1 Verteilung der Adiponektin-Multimere in den vier Gruppen der Population
1

Zunachst wurde die Verteilung der Adiponektin-Multimere in den vier Untersuchungs-

gruppen bestimmt. Hierbei zeigt sich, sowohl in der Gruppe der normalgewichtigen
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als auch der adip6sen Individuen, die einen Herzinfarkt erlitten hatten, ein geringerer
Anteil an HMW-Adiponektin im Plasma, als in den Gruppen der Normalgewichtigen
und Adipdsen ohne KHK. Wie in Abbildung 16 dargestellt, fallt zusatzlich auf, dass
der Anteil an MMW-Adiponektin im Plasma der Normalgewichtigen und Adipdsen, die
einen Herzinfarkt erlitten hatten, gréBer ist, als der im Plasma der Kontrollen.

Kontrolle Herzinfarkt

Normalgewicht @ @

Abbildung 16: Verteilung der Adiponektin-Multimere in den vier untersuchten Gruppen.

3.2.2 Bestimmung des Gesamtadiponektins und der Adiponektin-Multimere in
Abhangigkeit von Adipositas

Im nachsten Schritt wurden die Werte des Gesamtadiponektins und der einzelnen

Adiponektin-Multimere im Plasma aller normalgewichtigen Studienteilnehmer mit
denen aller adipdsen Studienteilnehmer verglichen. Hierbei zeigten sich im Plasma
der Normalgewichtigen, sowohl fir Gesamtadiponektin, als auch fuar HMW-, MMW-
und LMW-Adiponektin durchwegs héhere Werte als im Plasma der Adipésen (Abb.
17).
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Abbildung 17: Darstellung des Gesamtadiponektins und der Adiponektin-Multimere bei
normalgewichtigen und adipésen Individuen; 0= normalgewichtig; 1= adipds.

3.2.3 Untersuchung des Verhaltens von Gesamtadiponektin und Adiponektin-
Multimeren in Abhangigkeit von Adipositas und Herzinfarkt

Im Folgenden wurden die Plasmawerte von Gesamtadiponektin, HMW-, MMW- und

LMW-Adiponektin in Anhangigkeit von Adipositas und Herzinfarkt untersucht. Dabei
fiel auf, dass in der Gruppe der Patienten, die an Adipositas litten, nicht aber an KHK,
alle diese Werte deutlich niedriger waren als in der Gruppe der Patienten, die weder
an Adipositas noch an KHK litten (Abb. 18).

Des Weiteren zeigten sich in der Gruppe der Patienten die sowohl an Adipositas
litten als auch einen Herzinfarkt erlitten hatten, durchwegs niedrigere Werte fur
Gesamtadiponektin, HMW-; MMW- und LMW-Adiponektin als in der Gruppe
Patienten, die zwar nicht an Adipositas litten, aber trotzdem einen Herzinfarkt erlitten
hatten (Abb. 18).
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3.2.4 Untersuchung des Verhaltens von Gesamtadiponektin in Abh&ngigkeit
des Herzinfarkies

Im Rahmen dieser Analyse wurden zunachst die Gesamtadiponektinwerte aller

Individuen der Population 1 mit und ohne Herzinfarkt unabhé@ngig von dem BMI-Wert,
verglichen. Wie Abbildung 19 zeigt, ergab sich kein Unterschied zwischen den
beiden Gruppen.

13-
1- )

_ i
< 7 :
2 7- :

5— = = =
a- 1
— 1
— 1
1 T
0 1
n=50 n=90

Herzinfarkt

Abbildung 19: Darstellung der Gesamtadiponektinwerte in Abhangigkeit eines Myokardinfarktes.
O= kein Myokardinfarkt. 1= Myokardinfarkt.

Im n&chsten Schritt wurde das Gesamtadiponektin der urspringlichen vier Gruppen
der Population 1, das heiBt, Normalgewichtige mit Herzinfarkt versus Normal-
gewichtige ohne KHK und Adipése mit Herzinfarkt versus Adipése ohne KHK,
verglichen.

Hier zeigte sich bei Normalgewichtigen ein insgesamt hdheres Gesamtadiponektin
als bei Adipésen. Des Weiteren fiel auf, dass die Gesamtadiponektinwerte bei
Adipésen mit Herzinfarkt etwas niedriger lagen als bei Adipésen ohne KHK. Die
Gesamtadiponektinwerte der normalgewichtigen Fall- und Kontrollgruppe hingegen
unterschieden sich nicht (Abb. 20). Es gilt folglich zu betonen, dass sich die Werte flr
Gesamtadiponektin derjeniger Patienten, die einen Herzinfarkt erlitten hatten, und
jener ohne Herzinfarkt sowohl bei Normalgewichtigen als auch bei Adipésen nicht

unterscheiden.
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Abbildung 20: Darstellung der Gesamtadiponektinwerte in Abhangigkeit eines Myokardinfarktes und
des BMI. 0= kein Myokardinfarkt. 1= Myokardinfarkt.

3.2.5 Untersuchung der Adiponektin-Multimere sowie ihr Verhalten zu
Gesamtadiponektin in Abhangigkeit eines Herzinfarktereignisses

Nachdem die Werte fir Gesamtadiponektin verglichen worden waren, wurden die

Werte der verschiedenen Multimere im Plasma von herzinfarktpositiven und
herzinfarktnegativen Inidviduen einander gegenubergestellt, zunachst ohne Berlck-
sichtigung des BMI. Hierbei zeigten sich deutlich erniedrigte Werte far HMW-
Adiponektin sowie deutlich erhdhte Werte fur MMW-Adiponektin im Plasma
derjenigen Patienten, die bereits einen Herzinfarkt erlitten hatten. Die LMW-
Adiponektinwerte unterschieden sich nicht (Abb.21).
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Abbildung 21: Darstellung der Adiponektin-Multimer-Werte im Plasma von Patienten mit und ohne
Herzinfarkt. 0= kein Myokardinfarkt. 1= Myokardinfarkt.

Des Weiteren wurden nun auch die Verhaltnisse der Multimere zu
Gesamtadiponektin im Plasma der beiden zu untersuchenden Gruppen bestimmt. Im
Plasma der Patienten die bereits einen Herzinfarkt erlitten hatten, zeigte sich im
Vergleich zu der Kontrollgruppe eine signifikant erniedrigte HMW- zu
Gesamtadiponektin-Ratio  sowie  eine  signifikant  erhdhte  MMW-  zu
Gesamtadiponektin und MMW-HMW-Adiponektin-Ratio.
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Abbildung 22: Darstellung des Verhaltens der Adiponektin-Multimere zu Gesamtadiponektin in
Abhangikeit eines Myokardinfarktes. 0= kein Myokardinfarkt. 1= Myokardinfarkt.

3.2.6 _Untersuchung der Verhaltnisse HMW-Gesamt-Adiponektin, MMW-
Gesamt-Adiponektin und MMW-HMW -Adiponektin in Abh&ngigkeit eines
Myokardinfarktes und des BMI

Da in der vorrangehenden Untersuchung ohne Berlcksichtigung des BMI signifikante
Unterschiede der HMW-Gesamtadiponektin-Ratio, der MMW-Gesamtadiponektin-
Ratio sowie der MMW-HMW-Adiponektin-Ratio auffielen, wurden diese Verhéltnisse

anschlieBend wiederum an den vier urspringlich definierten Gruppen der Population
1 untersucht. Normalgewichtige Patienten, die bereits einen Herzinfarkt erlitten
hatten zeigten im Vergleich zu normalgewichtigen Patienten ohne KHK eine
signifikant erniedrigte HMW-Gesamtadiponektin-Ratio, eine signifikant erhéhte
MMW-Gesamtadiponektin-Ratio sowie eine signifikant erhéhte MMW-HMW-
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Adiponektin-Ratio. Ebenso zeigten adip6se Patienten, die bereits einen Herzinfarkt
erlitten hatten im Vergleich zu adipésen Patienten ohne KHK eine signifikant
MMW-
Gesamtadiponektin-Ratio sowie eine signifikant erhdhte MMW-HMW-Adiponektin-

erniedrigte  HMW-Gesamtadiponektin-Ratio, eine signifikant erhdhte

Ratio.
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3.2.7 Untersuchung der Verteilung der Werte der MMW-HMW-Adiponektin-
Ratio

Wie bereits beschrieben wurde, hatte sich in den bisherigen Untersuchungen

gezeigt, dass Herzinfarktpatienten eine deutlich héhere MMW-HMW-Adiponektin-
Ratio im Plasma aufweisen als Patienten ohne KHK. Im Folgenden wurde nun die
Verteilung der Werte dieser Ratio in Tertile eingeteilt. Es zeigte sich, dass sich unter
denjenigen Individuen, deren MMW-HMW-Adiponektin-Ratio kleiner als 0.78 (Tertil 1)
ist, lediglich 15% Patienten mit Herzinfarkt befanden. Liegt der Wert der MMW-HMW-
Adiponektin-Ratio zwischen 0.78 und 1.5 (Tertil 2), fanden sich hier 46.7% Herz-
infarktpatienten. In der Gruppe derjeniger, deren MMW-HMW-Adiponektin-Ratio tber
dem Wert von 1.5 liegt (Tertil 3), finden sich 88.3% Herzinfarktpatienten.

Der Zusammenhang zwischen ansteigenden MMW-HMW-Tertilen und dem
proportionalen Anteil an Herzinfarktpatienten war hochsignifikant (Abb. 24).

1,00
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%
0,50

Kontrollen

0,25
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S WO V——— LI
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<0.78 0.78 -1.53 >1.53

Tertile MMW / HMW Ratio

Herzinfarkte

Abbildung 24: Mosaikplot von Herzinfarktpatienten und Kontrollen in Abhangigkeit von Tertilen der
MMW-HMW-Adiponektin-Verteilung.
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3.2.8 Multivariate Analyse
Um eventuelle Korrelationen der MMW-HMW-Adiponektin-Ratio mit anderen

Risikofaktoren fir die Entwicklung eines Herzinfarktes, wie arterieller Hypertonie,
Hypercholesterindmie etc. ausfindig zumachen, wurde eine multivariate Analyse mit
zwei verschiedenen Modellen angeschlossen. Auch bei Adjustierung flr andere
Confounding Variablen bleibt der signifikante Zusammenhang zwischen der MMW-
HMW-Ratio und dem Auftreten eines Herzinfarktes in zwei verschiedenen Modellen
bestehen.

Die Ergebnisse dieser Analysen sind in den Tabellen 6 und 7 dargestellt.

Tabelle 6: Ergebnisse der multivariaten Analyse: Model 1.

Term Estimate StdError ChiSquare Prob>ChiSq
Intercept 13,72 3,76 13,31 0,0003
NQMMWdivHMW -1,55 0,29 27,74 0,0001
Adipositas (0) -0,28 0,24 1,45 0,2290
AGE -0,09 0,03 9,48 0,0021
MAP -0,004 0,02 0,06 0,8048
LDL -0,006 0,005 1,14 0,2852
A1C -1,35 0.60 5,01 0,0252
CURRSMK -0,68 0,27 6,13 0,0133

NQMMWdivHMW, Verhaltnis MMW/HMW-Adiponektin; Age, Alter; MAP, Mittlerer arterieller Blutdruck;
LDL, LDL-Cholesterin; A1C, HbA1c; CURRSMK,current smoker, aktuelle Raucher.

Tabelle 7: Ergebnisse der multivariaten Analyse: Model 2.

Term Estimate StdError ChiSquare Prob>ChiSq
Intercept 3,84 5,16 0,55 0,4565
NQMMWdivHMW -1,35 0,37 13,08 0,0003
Adipositas (0) -0,49 0,35 1,96 0,1620
AGE -0,08 0,04 3,562 0,0606
A1C 0,04 0,95 0,00 0,9628
CURRSMK (0) -0,59 0,39 2,28 0,1308
CSE (0) 1,25 0,38 10,58 0,0011
ANTIHYP (0) 1,34 0,34 15,25 0,0001

NQMMWdivHMW, Verhaltnis MMW/HMW-Adiponektin; Age, Alter; MAP, Mittlerer arterieller Blutdruck;
LDL, LDL-Cholesterin; A1C, HbA1c; CURRSMK, current smoker, aktuelle Raucher; CSE,
Statintherapie; ANTIHYP, antihypertensive Therapie.
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3.2.9 Zusammenfassung der Ergebnisse der retrospektiven Fall-Kontroll-
Studie

Fasst man die oben dargestellten Analysen zusammen, so féllt auf, dass bei den

adip6sen Patienten stets sowohl Gesamtadiponektin als auch alle Adiponektin-
Multimere, HMW-, MMW- und LMW-Adiponektin, niedrigere Werte aufweisen als bei
normalgewichtigen Individuen. Des Weiteren lasst sich feststellen, dass sich bei allen
Herzinfarktpatienten der Anteil der Adiponektin-Multimere zu Gunsten des MMW-
Adiponektins und zu Ungunsten des HMW-Adiponektins verschiebt. Diese
Verschiebung ist sowohl bei Normalgewichtigen als auch bei Adipdsen festzustellen.
Im Gegensatz dazu fand sich kein Zusammenhang zwischen dem
Gesamtadiponektin und dem Auftreten eines Herzinfarktes. Die verschiedenen
Verhéltnisse betreffend ist letztlich besonders hervorzuheben, dass eine steigende
MMW-HMW-Adiponektin-Ratio deutlich mit dem Vorhandensein eines Herzinfarktes
assoziiert ist.

Bei der Zusammenschau dieser Ergebnisse stellt sich die Frage, ob die MMW-HMW-
Adiponektin-Ratio im Plasma einen potentiellen Pradiktor fir inzidente Herzinfarkte
darstellt und die Rolle eines Biomarkers erflillt. Mit dem Ziel dies zu untersuchen,
schloss sich der retrospektiven Fall-Kontroll-Studie eine prospektive genestete Fall-
Kontroll-Studie an.

3.3 Ergebnisse der prospektiven genesteten Fall-Kontroll-Studie

Flr die prospektive genestete Fall-Kontroll-Studie wurden Untersuchungen an der
Population 2 (n=56 Falle und n=112 Kontrollen, siehe auch Kapitel Methoden)
durchgefihrt.

Um die Frage zu beantworten, ob die MMW-HMW-Adiponektin-Ratio als Biomarker
for inzidente Herzinfarkte dienen kdnnte, wurde die Assoziation der MMW-HMW-
Adiponektin-Ratio mit dem Fall-Kontroll-Status der Studienteilnehmer in der
Population 2 analysiert.

3.3.1 Untersuchung der MMW-HMW-Adiponektin-Ratio bei Fallen und
Kontrollen

Zunachst wurden die MMW-HMW-Adiponektin-Ratio im Plasma der Félle und der
Kontrollen bestimmt. Wie Abbildung 25 zeigt, fanden sich bei den Fallen signifikant
héhere Werte der MMW-HMW-Adiponektin-Ratio als bei den Kontrollen (p=0,034)
(Abb. 25).
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Abbildung 25: Gegenulberstellung der MMW-HMW-Adiponektin-Ratio von Fallen und Kontrollen.
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3.3.2 Untersuchung des Herzinfarkirisikos in Abhangigkeit der MMW-HMW -

Adiponektin-Ratio

Dem schloss sich die Untersuchung des relativen Risikos einen Herzinfarkt in

Abhangigkeit der MMW-HMW-Adiponektin-Tertile zu entwickeln an. Es zeigte sich,
eine deutliche Abhangigkeit des Risikos von der MMW-HMW-Adiponektin-Ratio.
MMW-HMW-Adiponektin Ratiowerte von Uber 1.5 zeigten Assoziation zu einer

deutlichen Risikosteigerung (Abb. 26).

Risk Ratio

4.0
351
3,01
2,51
2,01
1,51
1,0

0,51

P=0.015

0,0

Tertile 1

Tertile 2

Tertile 3

Abbildung 26: Darstellung der Risikowahrscheinlichkeit fiir das Auftreten eines Myokardinfarktes in
Abhangigkeit von den MMW-HMW-Adiponektin-Ratio-Werten.

In einem multivariaten Analysemodell zeigte sich zudem, dass die Zeit bis zum

Eintreffen des Ereignisses einen signifikanten Einfluss hat (Tab. 8).
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Tabelle 8: Statistischer Zusammenhang zwischen Zeitpunkt bis zum Auftreten eines Herzinfarktes
und den MMW-HMW-Adiponektin-Tertilen.

Source Nparm DF L-R ChiSquare Prob>ChiSq
N-Quantile 1 1 5,55908197 0,0184
MMWdivHMW
Zeit 1 1 62,8260588 0,0001

N-Quantile MMWdivHMW, Verhaltnis MMW/HMW-Adiponektin

3.3.3 Untersuchung der MMW-HMW-Adiponektin-Ratio als Pradiktor fur fatale
oder nicht fatale Herzinfarkte in Abhangqigkeit der Zeit

Bisher wurde deutlich, dass Patienten, die einen Herzinfarkt entwickelt haben, eine
deutlich héhere MMW-HMW- Adiponektin-Ratio aufweisen als die Kontrollen. Um das

AusmalB der Pradiktivitat dieses Wertes naher zu bestimmen, wurde das Risiko einen
fatalen oder nicht-fatalen Herzinfarkt zu erleiden, in Abhangigkeit der Zeit zwischen
Ausgangsuntersuchung (Blutentnahme und Bestimmung der Adiponektine) und dem
Ereigniszeitpunkt des inzidenten Herzinfarktes untersucht.

Die MMW-HMW-Adiponektin-Werte erwiesen sich bis zu finf Jahre vor dem Ereignis
eines Herzinfarktes als pradiktiv. Zudem zeigte sich, dass die Pradiktivitdt umso
héher war, je ndher das Ereignis des Herzinfarktes an dem Zeitpunkt der
Blutentnahme gelegen war (Abb. 27).
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Abbildung 27: MMW-HMW-Adiponektin-Ratio und Risiko des Auftretens eines fatalen bzw. nicht
fatalen Myokardinfarktes in Abhangigkeit der Zeit.
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3.3.4 Zusammenfassung der Ergebnisse der prospektiven genesteten Fall-
Kontroll-Studie

Betrachtet man die Ergebnisse aller oben beschriebenen Analysen zusammen-

fassend, so lasst sich feststellen, dass die MMW-HMW-Adiponektin-Ratio unabhan-
gig von Alter und BMI einen prospektiven Pradiktor fir inzidente fatale und nicht-
fatale Herzinfarkte bei initial asymptomatischen mannlichen Geschwistern von KHK-
Patienten darstellt. Es wird zudem deutlich, dass MMW-HMW-Werte mindestens fiinf

Jahre vor dem Auftreten eines Herzinfarktes pradiktiv sind.
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4.Diskussion

4.1. Adiponektin und Adipositas

In der an adipdésen (BMI = 30 kg/m?), mannlichen Nicht-Diabetikern und normal-
gewichtigen (18 kg/m2 < BMI < 25 kg/m?) mannlichen Nicht-Diabetikern
durchgefiihrten retrospektiven Fall-Kontroll-Studie, ist festzustellen, dass die
Quantitat aller Adiponektin-Multimere, HMW-, MMW- und LMW-Adiponektin und
damit auch die Werte fir Gesamtadiponektin, im Plasma der adipdsen Probanden
signifikant niedrigere Werte aufweisen, als im Plasma der normalgewichtigen
Patienten.

Es ist bereits bekannt, dass der Adiponektinplasmaspiegel, im Gegensatz zu dem
aller anderer Adipozytokine, bei Gewichtszunahme abfallt (45;46). Es besteht eine
negative Korrelation zwischen der Héhe des Gesamtadiponektinspiegels und dem
Body-Mass-Index (53).

In dieser Arbeit konnte jedoch erstmals gezeigt werden, dass der Abfall des
Gesamtadiponektinspiegels auf einem Abfall der Quantitat aller drei Adiponektin-
Isoformen im Plasma beruht. Diese Veranderungen stimmen mit den Ergebnissen
der klinischen Studie von KASER ET AL. Uberein, die ebenfalls einen Abfall der
Gesamtadiponektinwerte bei Adipdsen (BMI > 30 kg/m?) beobachten, diesen aber
maBgeblich auf den Abfall der Plasmakonzentration von HMW-Adiponektin
zurickfohren, da LMW- und MMW-Adiponektin nur geringfligige Konzentrations-
verminderungen aufweisen. Kritisch ist aber anzumerken, dass in der Studie von
KASER ET AL. Manner und Frauen nicht getrennt untersucht wurden (163). Da die
Werte aller Adiponektin-Isoformen bei Frauen deutlich h6her liegen als bei Mannern,
kénnen die geringfigigen Veranderungen von MMW- und LMW-Adiponektin der
Probanden mit BMI >30 kg/m? in der Studie von KASER ET AL. mdglicherweise auf
das Studienkollektiv zuriickzuflihren sein.

Betrachtet man die verschiedenen physiologischen Wirkungen der drei Adiponektin-
Multimere, so ist es gut verstandlich, warum man im Plasma von Adipésen eine
verminderte Adiponektinkonzentration findet. Genetische, klinische und experimen-
telle Untersuchungen haben gezeigt, dass die drei Isoformen des Adiponektins
unterschiedliche biologische Aktivitat besitzen und praferenziell an unterschiedlichen
Zielorganen wirken. Wahrend HMW-Adiponektin die biologisch aktivste Form darstellt
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und vor allem in der Peripherie wirkt, vermitteln MMW- und LMW-Adiponektin die
zentralen Effekte.

In der Peripherie verhindert HMW-Adiponektin die Lipidakkumulation in Form von
abdominellem Fettgewebe und steigert die Glukoseaufnahme in die Skelett-
muskulatur. AuBerdem hemmt es die Glukoneogenese und die Lipidspeicherung in
der Leber. Nicht zuletzt bewirkt HMW-Adiponektin auch eine hohe basale
Lipidoxidation und die Erhaltung, eines aus kardiovaskularer Sicht glnstigen
Lipidprofils, gekennzeichnet durch eine hohe Konzentration von HDL-Cholesterin und
wenig artherogenem LDL-Cholesterin (164).

In einem adipdsen Organismus findet man typischerweise vermehrt abdominelles
Fettgewebe, eine verminderte Glukoseaufnahme in der Peripherie, gesteigerte
Glukosespiegel im Plasma, gesteigerte Glukoneogenese in der Leber, erhbhte
Lipidakkumulation in Skelettmuskulatur und Leber sowie nicht zuletzt, ein
unglnstiges Lipidprofil, gekennzeichnet durch hohe small-dense-LDL-Cholesterin-
und niedrige HDL-Cholesterin-Konzentrationen.

Verdeutlicht man sich also die physiologische Wirkung von HMW-Adiponektin sowie
die metabolischen Stérungen, die in einem adipésen Organismus auftreten und
welche absolut durch die mangelnde Aktivitat von HMW-Adiponektin zu erklaren
sind, so ist es verstandlich, dass im Plasma von adipésen Patienten ein signifikant
erniedrigter HMW-Adiponektinspiegel gefunden wird. Die reduzierte Quantitat von
HMW-Adiponektin ist méglicherweise auf eine verminderte Sekretion desselben
zurickzufihren.

Adiponektin-Multimere werden mindestens auf zwei unterschiedlichen Wegen
sezerniert. So wurde kirzlich festgestellt, dass vor allem die Sekretion von HMW-
Adiponektin streng mittels zweier Chaperone, Er-Protein-of-44-kDA (ERp44) und
Ero1-La, im endoplasmatischen Retikulum reguliert wird.

Durch Pulse-chase-Versuche mit S-Methionin und S-Cystein von SCHERER ET AL.,
wurde festgestellt, dass ein signifikanter Teil des de-novo synthetisierten Hormones
nicht sezerniert wird, sondern in den Adipozyten zurickgehalten wird. Wurden die
Adipozyten aber mit reduzierenden Reagenzien wie 2-Mercaptoethanol behandelt,
so kam es zu einem sieben- bis achtfachen Anstieg der Adiponektinsekretion. Dies
spricht daflr, dass Adiponektin Uber eine Thiolverbindung in den Zellen zurtck-
gehalten wird (165). Vermittelt wird diese Retention in den Adipozyten Uber eine
kovalente Bindung zwischen Adiponektin und dem am endoplasmatischen Retikulum
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sitzenden ERp44 (166;167). Kommt es zu einer Uberexpression von Erp44, so wird
die Sekretion von HMW-Adiponektin verhindert. ERp44 verlangert also die Dauer des
intrazellularen Aufenthalts von Adiponektin und erhéht somit die Mdoglichkeit zur
Bildung hoherer oligomerer Komplexe, wie dem HMW-Adiponektin.

Im Gegensatz dazu steigert das zweite Chaperon, Ero1-La, selektiv die Sekretion
von HMW-Adiponektin. Eine Downregulation der Expression von Ero1-La vermindert
die Freisetzung dieses Adiponektinmultimers. Zusatzlich kommt es im Falle einer
Koexpression von ERp44 und Ero1-La zu einer Auflésung der kovalenten Bindung
zwischen ERp44 und Adiponektin. Ero1-La kann also auch die von ERp44
gebundenen oligomeren Passagierproteine wie HMW-Adiponektin freisetzen (165).
Es wird deutlich, dass sowohl die Maturation von Adiponektin zu HMW-Adiponektin
als auch dessen Sekretion streng Uber die Wechselwirkung der beiden Chaperone
reguliert wird. Die Uberlegung, dass der reduzierte Plasmaspiegel von HMW-
Adiponektin auf eine im Rahmen der pathophysiologischen Veranderungen der
Adipositas beeintrachtigte Sekretion zurlckzufilhren sein kénnte, wird durch die
Tatsache unterstitzt, dass in ob/ob-M&usen eine verminderte Expression von ERp44
und Erol1-La mit einer reduzierten Quantitdt an zirkulierendem HMW-Adiponektin
verbunden ist (168). Andererseits kdnnten auch genetische Mutationen eine Rolle
spielen, die eine Ausbildung von HMW-Adiponektin génzlich verhindern (22).

In dieser Arbeit wurde nun erstmals gezeigt, dass auch die Quantitaét von MMW- und
LMW-Adiponektin im Plasma von Adipdsen signifikant reduziert ist. Hierbei vermitteln
MMW- und LMW-Adiponektin im Gegensatz zu HMW-Adiponektin ihre Wirkung vor
allem zentral. Im zerebrospinalen Liquor kénnen nur diese beiden Adiponektin-
subfraktionen gefunden werden. Man nimmt an, dass HMW-Adiponektin auf Grund
seiner GrdBe von Uber 500 Kilo Dalton die Bluthirnschranke nicht passieren kann
(169-171). Bekannt ist weiterhin, dass MMW- und LMW-Adiponektin im
Hypothalamus an ADIPOR1-Rezeptoren binden und sowohl zu gesteigerter
Nahrungsaufnahme als auch zu vermindertem Energieverbrauch flahren (169).
Hierdurch kommt es zu Gewichtszunahme und damit zur Entwicklung oder auch
Aggravation einer bereits bestehenden Adipositas. Mdglicherweise ist der erniedrigte
Spiegel von MMW- und LMW-Adiponektin im Plasma von Adipdsen nicht auf eine
verminderte Sekretion, wie im Fall von HMW-Adiponektin, sondern auf eine
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Abwanderung dieser beiden Multimere aus dem Plasma, Uber die Bluthirnschranke
hin zu ihren zentralen Zielorganen wie dem Hypothalamus zurtckzufihren.

Diese Hypothese wird unterstitzt durch Versuche an ob/ob - Mausen, bei denen man
im Liquor signifikant hdhere MMW- und LMW- Adiponektin-Spiegel finden konnte als
bei normalgewichtigen Kontrolltieren (169).

Zusammenfassend ist also festzustellen, dass die pathophysiologischen
Veranderungen, die im Rahmen der Adipositas auftreten, auch durch den in der hier
vorgestellten Arbeit gemessenen Abfall der Plasmakonzentration der drei

Adiponektin-Multimere zu erklaren sind.

4.2. Adiponektin und Myokardinfarkt

4.2.1 Veranderte Quantitdt von Gesamtadiponekiin _und Adiponektin-
Multimeren sowie Alteration der Verhélinisse von Gesamtadiponektin zu
Adiponektin-Multimeren _und des Verhaltnisses von MMW- zu HMW-
Adiponektin im Plasma von Herzinfarkt-Patienten

Bis vor einigen Jahren war die These, dass ein geringer Gehalt an Adiponektin im

Plasma die Entwicklung von Arteriosklerose und deren Folgen wie KHK beglnstige
beziehungsweise beschleunige, weitverbreitet. Allerdings traten Studienergebnisse
auf, die diese These eindeutig in Frage stellten. So konnte beispielsweise sowohl im
Rahmen einer prospektiven Studie an Frauen als auch einer prospektiven Studie an
Mannern, kein Zusammenhang zwischen der Hbhe des Adiponektinspiegels im
Plasma der Studienteilnehmer und dem Auftreten von KHK festgestellt werden
(159;160).

In der hier vorgestellten retrospektiven Fall-Kontroll-Studie konnte nachgewiesen
werden, dass sich die Gesamtadiponektinspiegel im Plasma der Herzinfarktpatienten
und der Kontrollpatienten nicht unterscheiden. Ebenso zeigte sich auBerdem
keinerlei Differenz in der H6he des LMW-Adiponektin-Anteils im Plasma der
Herzinfarktpatienten und der Kontrollen. Zuséatzlich ist aber zu beobachten, dass sich
der Anteil der HMW-Adiponektin-Multimere im Plasma der Patienten mit stattge-

habtem Herzinfarkt zu Gunsten des MMW-Adiponektin-Anteils verschiebt. Diese
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Verschiebung ist sowohl im Plasma der adipésen als auch der normalgewichtigen
Herzinfarktpatienten zu beobachten.

Da die H6he des LMW-Adiponektin-Anteils unverandert bleibt, der Anteil an HMW-
Adiponektin deutlich abnimmt, dafir aber derjenige an MMW-Adiponektin ansteigt, ist
es nachvollziehbar, warum sich der Gesamtadiponektinspiegel der Herzinfarkt-
patienten nicht von jenem der Kontrollen unterscheidet. Weitere Untersuchungen im
Rahmen der hier vorgestellten retrospektiven Fall-Kontroll-Studie zeigen erstmalig,
dass es im Plasma von Herzinfarktpatienten zudem zu einer Veranderung der
Verhaltnisse zwischen den Adiponektin-Multimeren und Gesamtadiponektin sowie
der Verhaltnisse zwischen den einzelnen Adiponektin-Multimeren kommt. Wahrend
das Verhéltnis von MMW- zu Gesamtadiponektin deutlich héhere Werte aufweist,
findet sich im Gegensatz dazu ein signifikant erniedrigtes HMW- zu
Gesamtadiponektinverhaltnis im Plasma von Herzinfarktpatienten im Vergleich zu
den Kontrollpatienten. Zudem konnte zum ersten Mal festgestellt werden, dass eine
erhdhte MMW-HMW-Adiponektin-Ratio mit dem Auftreten eines Herzinfarktes
assoziiert ist.

Bedenkt man die Tatsache, dass sich die H6he des Gesamtadiponektins im Plasma
von Herzinfarktpatienten nicht von jener der Kontrollen unterscheidet, und dass aber
im Plasma von Herzinfarktpatienten eine Verschiebung der Quantitat der
Adiponektin-Multimere  von HMW- zu MMW-Adiponektin erfolgt, so st
nachzuvollziehen, warum sich auch die Verhaltnisse zwischen den beiden
Multimeren  und  Gesamtadiponektin  verdndern.  Bei  gleichbleibendem
Gesamtadiponektinspiegel fuhrt ein Anstieg von MMW-Adiponektin zu einem Anstieg
des Verhaltnisses zwischen MMW- und Gesamtadiponektin. Ein Abfall von HMW-
Adiponektin bedingt im Gegensatz dazu, bei einem sich nicht verandernden
Gesamtadiponektinspiegel, eine Verminderung des Verhaltnisses von HMW- zu
Gesamtadiponektin. Erhdht sich also im Plasma von Herzinfarktpatienten das
Verhaltnis von MMW- zu Gesamtadiponektin und erniedrigt sich jenes von HMW- zu
Gesamtadiponektin, so st folglich die MMW-HMW-Ratio im Plasma von
Herzinfarktpatienten erhght.

Diese Messungen und Uberlegungen bestatigend, haben VON EYNATTEN ET AL.
bereits im Rahmen einer klinischen Studie an an KHK leidenden Mannern, im
Rahmen derer die Adiponektinmultimere ebenfalls mittels eines ELISAs quantifiziert
wurden, eine inverse Korrelation zwischen der HO6he des HMW- zu Gesamt-
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adiponektinverhaltnisses und dem AusmaB der KHK beschrieben (172). Des
Weiteren konnten TSUSHIMA ET AL. einen negativen Zusammenhang zwischen
einer erhdohten HMW-Gesamtadiponektin-Ratio und dem Fortschreiten der
Entwicklung arteriosklerotischer Plaques in der Arteria carotis communis feststellen
(173).

Ob Adiponektin kardioprotektiv wirkt, liegt also nicht allein an der H6he des
Gesamtadiponektin-Plasmaspiegels, sondern vielmehr in der Verteilung der
einzelnen Adiponektin-Multimere und an deren Verhéltnis zueinander. So ist HMW-
Adiponektin als die biologisch aktivste Form des Adiponektins bekannt. Wie bereits in
4.1 beschrieben, entfaltet es seine Wirkungen vor allem in der Korperperipherie: In
der Leber, der Skelettmuskulatur und nicht zuletzt im kardiovaskularen System.

Zwar vermitteln auch MMW- und LMW-Adiponektin positive Effekte am Endothel, wie
die Stimulierung der NO-Produktion und Verminderung von oxidativem Stress durch
Hemmung der NAPDH-Oxidase, doch den GroBteil der schiitzenden Wirkungen im
kardiovaskularen System erzeugt HMW-Adiponektin. Hierzu gehdren vor allem der
Schutz endothelialer Zellen vor Apoptose, die Hemmung der Proliferation glatter
GefaBmuskelzellen und Intimaverdickung, die Verhinderung der Transformation von
Makrophagen in Schaumzellen und die Hemmung der Thrombozytenaktivierung und
-aggregation (97;99;102;108;122). Fehlen diese, das GefaBsystem mafBgeblich vor
der Entwicklung von Arteriosklerose schitzenden Effekte von HMW-Adiponektin, ist
das Risiko fir die Entwicklung einer koronaren Herzerkrankung sowie eines
Myokardinfarktes erhéht. Aus pathophysiologischer Sicht ist es folglich sehr gut
nachvollziehbar, dass im Plasma von Herzinfarkipatienten signifikant erniedrigte
HMW-Adiponektinwerte gefunden werden. Diese These wird unterstitzt durch die
bereits erwahnten Ergebnisse der Untersuchung von VON EYNATTEN ET AL. die
eine signifikante inverse Korrelation zwischen der Quantitat von HMW-Adiponektin im
Plasma der untersuchten Patienten und dem AusmaB von KHK festgestellt hat (172).
Offen bleibt allerdings die Frage, warum es im Plasma von Herzinfarktpatienten zu
einer Verschiebung von HMW-Adiponektin zu Gunsten von MMW-Adiponektin
kommt. Bedenkt man die oben beschriebenen protektiven Wirkungen von HMW-
Adiponektin im kardiovaskularen System, so liegt die Uberlegung nahe, dass in
einem an Arteriosklerose beziehungsweise an KHK leidenden Organismus prinzipiell
ein erhéhter Bedarf an HMW-Adiponektin besteht.
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Adipozyten und eventuell auch andere Gewebe tendieren also mdglicherweise im
Organismus von an KHK erkrankten Patienten dazu, vermehrt HMW-Adiponektin zu
produzieren. Diese Theorie wird durch die Tatsache unterstitzt, dass in
arteriosklerotischen L&sionen eine gesteigerte Expression von ADIPOR1- und
ADIPOR2-Rezeptoren gefunden werden kann (174). Eine mdglicherweise erhéhte
Produktionsrate ware auch mit einer verminderten intrazellularen Verweilzeit
Adiponektins verbunden.

Die Entstehung der hochmolekularen Struktur von HMW-Adiponektin ist aber
abhangig von einer ausreichenden Verweildauer am endoplasmatischen Retikulum
und damit einer ausreichenden posttranslationalen Modifikation (PTM). Im Rahmen
einer gesteigerten Produktion, verbunden mit einer schnelleren Sekretion, kénnte die
intrazellulare Verweildauer dermafBen verklrzt sein, dass sich aufgrund der
eingeschrankten PTM vermehrt Hexamere, also MMW-Adiponektin, anstelle von 18-
meren, HMW-Adiponektin, bilden. Dies wirde die Verschiebung der Adiponektin-
Multimere zu Gunsten des MMW-Adiponektins erklaren.

Die genaue Struktur von HMW-Adiponektin ist bis heute nicht bekannt. Man weiB,
dass es wahrscheinlich aus sechs Trimeren besteht und seine Struktur jener von C1q
sehr ahnlich ist. MMW-Adiponektin hingegen besteht aus zwei Trimeren, die Uber
eine Disulfiddoppelbindung zwischen den Cysteinresten an Position 36 ein Hexamer
bilden (20;21;23).

Wie bereits erwahnt, sind sehr komplexe PTM notwendig, um die Faltung des
Proteins zu ermdglichen. Zu diesen PTM zahlen die Ausbildung der Disulfidbricke
sowie die Hydoxylierungen und Glykosylierungen mehrerer Prolin- und Lysinreste,
maBgeblich in der kollagenen Domane des Proteins (28;175;176). Diese
Modifikationen werden von mehreren Proteinen vermittelt. Ero1-La beispielsweise
koordiniert nicht nur die Sekretion von Adiponektin, sondern kann als Oxidoreduktase
auch Disulfidbindungen erzeugen. Es Ubertragt diese dann an die Protein-Disulfid-
Isomerase, welche anschlieBend die Ausbildung der Disulfidbriicke im Adiponektin
katalysiert (167). Die posttranslationalen Glykosylierungen und Hydroxylierungen
werden unter anderem von der Lysylhydroxylase-3 vorgenommen, die sowohl
Hydroxylase- als auch Glucosyltransferaseaktivitat besitzt (177).

Méoglicherweise kommt es bei KHK-Patienten zu Fehlregulationen eines oder
mehrerer dieser Enzyme und damit zu einer beeintrachtigten PTM, welche die
Ausbildung der hochmolekularen HMW-Adiponektin-Struktur verhindert und zu einem
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erhéhten Anfallen von MMW-Adiponektin fuhrt. Von Ero1-La ist bereits bekannt, dass
seine Expression unter verschiedenen pathologischen Bedingungen mit einer
veranderten Verteilung der Adiponektin-Oligomere assoziiert ist (165).

Ebenfalls denkbar ist das Auftreten von Single Nucleotide Polymorphismen in den
Genen eines oder mehrerer dieser Enzyme, welche eine beeintrachtigte Aktivitat
oder eine verminderte Expression dieser Enzyme verursachen. Die Entdeckung des
disulfid-bond-A-oxidoreductase-like-Proteins, DsbA-L, erweiterte das Verstandnis der
Adiponektinbiosynthese. Es handelt sich hierbei um ein Protein, das zwei
thioreduzierende Domé&nen enthélt und maBgeblich an der Adiponektinmaturation
beteiligt ist. Eine Uberexpression dieses Proteins filhrt zu einer deutlich gesteigerten
Multimerisierung von Adiponektin, wohingegen eine Suppression von DsbA-L diese
behindert. Interessanterweise wird die Expression von DsbA-L und folglich die
Adiponektin-Multimerisierung unter anderem durch proinflammatorische Zytokine wie
TNF-a gehemmt (178). Chronische Verédnderungen im GefaBbett, wie Arteriosklerose
und KHK, sind bekannter Weise verbunden mit entzindlichen Vorgangen im
Endothel und folglich auch mit einer erhéhten Produktion von proinflammatorischen
Zytokinen, wie eben beispielsweise TNF-a. Die in der hier vorgestellten Studie
untersuchten Herzinfarktpatienten litten alle an einer KHK. Mdglicherweise flhrten
chronische Erhéhungen von proinflammatorischen Zytokinen Uber eine verminderte
Expression von DsbA-L zu einer gestérten Adiponektinmaturation und damit zu
verminderter Ausbildung von HMW-Adiponektin und gesteigerter Bildung von MMW -
Adiponektin.

Zusatzlich zu den bereits genannten posttranslationalen Veranderungen und
Enzymwirkungen, die zur Ausbildung der HMW-Adiponektinstruktur nétig sind, hat
sich die Anwesenheit von Calcium als entscheidender Faktor bei der Entwicklung
dieser komplexen Struktur herausgestellt. Calcium férdert die Ausbildung von HMW-
Adiponektin, wahrend Calciummangel zu einer Verminderung des HMW-
Adiponektins fuhrt. Es wurde ein deutlicher Unterschied in der Verteilung der
Adiponektin-Multimere in mit EDTA behandeltem humanen Plasma und nicht mit
EDTA behandeltem humanen Serum gefunden. Die durch EDTA bedingte
Sequestration von freiem Calcium fihrte zu einer Dissoziation des HMW-
Adiponektins. Adiponektin aus humanem Fettgewebe, das mit EDTA behandelt
wurde, wies einen Abfall des HMW-Anteils um 61%, verbunden mit einem deutlichen
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Anstieg des LMW- und MMW-Anteils, auf (179). Es muss deutlich gemacht werden,
dass hier von einer Dissoziation der HMW-Adiponektin-Oligomere die Rede ist. Da
HMW-Adiponektin sowohl als 18-mere als auch in noch gréBeren Komplexen bis hin
zu 30-meren im Plasma vertreten ist, ist es moglich, dass in Abwesenheit von
Calcium 30-mere dissoziieren bis hin zu 18-meren.

Im Rahmen dieser Experimente wurde zur Quantifizierung der Adiponektin-Multimere
ein ELISA verwendet. Dieser ELISA erlaubt eine Bestimmung aller drei Adiponektin-
Multimere, LMW-, MMW- und HMW-Adiponektin. HMW-Adiponektin-Multimere
werden detektiert, unabhangig von ihrer tatsédchlichen GréBe. Sollte also tatsachlich
durch die Vorbehandlung des Plasmas mit EDTA ein Calciummangel aufgetreten
sein, der zu einer Dissoziation der gréBeren HMW-Oligomere geflihrt hat, so wurden

auch diese Oligomere mittels des ELISAs in ihrer dissoziierten Form erfasst.

Die Ursache fiir die Verschiebung der Adiponektin-Multimer-Anteile zu Gunsten von
MMW:-Adiponektin im Plasma von Herzinfarktpatienten kann jedoch durchaus auch in
einer gestorten Sekretion der Multimere liegen. HMW-Adiponektin, MMW- und LMW-
Adiponektin unterliegen allem Anschein nach, wie bereits in 4.1 erwahnt, mindestens
zwei unterschiedlichen, bisher nicht vollstandig verstandenen Sekretions-
mechanismen. So konnte Adiponektin beispielsweise immunfluoreszenzmikrosko-
pisch in zwei verschiedenen Zellkompartimenten lokalisiert werden. Die Sekretion
von HMW-Adiponektin wird vor allem Uber ein Wechselwirken der beiden Chaperone
Ero1-La und ErP44 reqguliert. Es ist bereits bekannt, dass verschiedene
pathologische Veranderungen sowohl mit einer Beeinflussung der Expression dieser
beiden Chaperone als auch einer Veranderung der Adiponektinoligomerverteilung
einhergehen; eventuell so auch chronische GefaBerkrankungen und Herzinfarkt
(165).

Ebenso ist GGA1 an der Regulation der Adiponektinsekretion beteiligt. Eine
Uberexpression von GGA1 ist mit einer deutlichen Reduktion der
Adiponektinfreisetzung assoziiert (35). Méglicherweise ist GGA1 nur an der Sekretion
von HMW-Adiponektin, nicht aber an jener von MMW- und LMW-Adiponektin
beteiligt. Eine durch pathologische Veranderungen oder Single Nucleotid
Polymorphismen bedingte Uberexpression wiirde folglich nur eine Unterdriickung der

HMW-Adiponektinsekretion nach sich ziehen, wohingegen die MMW-Adiponektin-
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Freisetzung, die einem anderen Sekretionsweg unterliegen soll, nicht beeinflusst
wurde.

Wie bereits eingangs erwahnt, findet sich in arteriosklerotischen L&sionen sowohl
eine erhdhte Expression von ADIPOR1 als auch von ADIPOR2 (174). Adiponektin
vermittelt seine Wirkungen bekannter Weise Uber diese beiden Rezeptoren.
Abgesehen von diesen beiden gibt es aber noch ein drittes Adiponektin- bindendes-
Protein, T-Cadherin. T-Cadherin ist ein glykosylphosphatidylinositol-verankertes
extrazellulares Protein, das neben der Skelettmuskulatur und dem Nervensystem vor
allem im kardiovaskularen System exprimiert wird. Es bindet speziell die HMW-Form
des Adiponektins. Mangels einer intrazellularen Domaéane, scheint T-Cadherin aber
keinerlei Effekt auf die zellulare Signaltransduktion zu haben (83;180). Die Rolle T-
Cadherins als dritter Adiponektin-Rezeptor ist also fraglich. Mdglicherweise stellt T-
Cadherin eine Art von vor allem HMW-Adiponektin-bindendem Transportprotein dar.
Eine erhdhte Expression von T-Cadherin in Herzinfarktpatienten kénnte durchaus zu
einer Verminderung des Anteils an freiem und damit mit Hilfe des ELISAs

detektierbaren HMW-Adiponektins im Plasma beitragen.

Der GroBteil an Adiponektin wird von Fettgewebe produziert. Aber nicht nur
viszerales und subkutanes Fettgewebe, sondern auch epikardiales Fettgewebe ist an
der Produktion beteiligt. Des Weiteren weiB man, dass bestimmte Zelllinien
bevorzugt bestimmte Adiponektin-Multimere produzieren; so erzeugen Adipozyten
von Patienten mit dem Simpson-Golabi-Beheml|-Syndrom vor allem LMW-
Adiponektin. Es liegt die Vermutung nahe, dass eventuell auch viszerales,
subkutanes und epikardiales Fettgewebe jeweils praferenziell eine bestimmte
Adiponektin-Subfraktion produzieren. Da bekannt ist, dass das epikardiale
Fettgewebe von Patienten mit KHK deutlich niedrigere Adiponektinspiegel exprimiert
als jenes von Kontrollpatienten, und da auBerdem bekannt ist, dass das Ausmaf von
KHK signifikant negativ mit der Hohe der Expression von Adiponektin im
epikardialem Fettgewebe assoziiert ist (181), lasst sich in Ubereinstimmung mit dem
Abfall von HMW-Adiponektin bei sowohl adipésen als auch normalgewichtigen
Herzinfarktpatienten vermuten, dass epikardiales Fettgewebe vornehmlich HMW-
Adiponektin produziert.

Mdoglicherweise kommt es im Rahmen von KHK zu bisher nicht bekannten
Schadigungen des epikardialen Fettgewebes, welches dadurch Teile seiner
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endokrinen Funktion einbdBt und somit nur noch geringe Mengen an HMW-
Adiponektin produzieren kann.

Aber nicht nur in einer gestdérten Produktion dieses Hormones, sondern auch in einer
pathologisch gesteigerten Proteolyse des HMW-Adiponektins kann der Schllssel zur
Klarung der Verschiebung dieser Adiponektinanteile zu Gunsten von MMW-
Adiponektin liegen. Aktivierte Monozyten sezernieren eine Leukozytenelastase, die
Adiponektin in vitro an vier Stellen innerhalb der kollagenahnlichen Doméane spaltet
(26). Es ist durchaus denkbar, dass diese von aktivierten Monozyten, wie sie auch in
arteriosklerotischen L&sionen typischerweise zu finden sind, produzierte Leukozyten-
elastase ebenfalls in vivo Adiponektin spaltet. Méglicherweise entsteht durch diese
proteolytische Spaltung die gemessene Verschiebung des HMW-Adiponektins hin zu
MMW-Adiponektin. So ist anzunehmen, dass aktivierte Monozyten im Rahmen der
KHK das kardioprotektive HMW-Adiponektin zu dem biologisch weniger aktiven
MMW-Adiponektin abbauen und somit einen Circulus vitiosus unterstltzen, der in

einem Herzinfarkt gipfeln kann.

Abgesehen von der Verschiebung der Adiponektin-Multimeranteile bei Herzinfarkt-
patienten hin zu einem gréBeren Anteil an MMW-Adiponektin und einem kleineren
Anteil an HMW-Adiponektin, wurde auBerdem in der hier vorgestellten Studie
festgestellt, dass sich der Anteil an LMW-Adiponektin im Plasma von
Herzinfarktpatienten nicht veréndert. Dies ist gut verstandlich, wenn man die primar
antiinflammatorische Wirkung des LMW-Adiponektins bedenkt. LMW-Adiponektin
hemmt einerseits Makrophagen an der, von LPS vermittelten, Produktion des
proinflammatorischen Interleukin-6 und stimuliert andererseits die Produktion des
antiinflammatorischen Zytokins Interleukin-10. Die Induktion der Interleukin-10-
Produktion zieht einen Anstieg von TIMP-1 nach sich. TIMP-1 ist ein physiologischer
Inhibitor der Matrixmetalloproteasen, die maBgeblich an der Ruptur
arteriosklerotischer Plaques beteiligt sind (120). LMW-Adiponektin tragt also zur
Verhinderung von Plaquerupturen bei, die unter anderem zu einem Herzinfarkt
fuhren kdnnen.

Auf Grund der physiologischen kardioprotektiven Wirkung von vor allem HMW-
Adiponektin, ist nachvollziehbar, dass im Plasma von Herzinfarktpatienten erniedrigte
Anteile von HMW-Adiponektin vorzufinden sind. Im Rahmen der komplexen
Biosynthese, Sekretion und dem noch wenig verstandenen Abbau von Adiponektin
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wurden verschiedene Ansatze diskutiert, die die Verschiebung der Adiponektin-
multimeranteile von HMW- zu MMW-Adiponektin im Plasma von Herzinfarktpatienten
erklaren koénnten, deren vollstindige Klarung aber sicherlich noch weiterer

Forschung bedarf.

4.2.2 Alteration des Verhaltnisses MMW-HMW-Adiponektin als unabhingiger
Pradiktor fur das Auftreten eines Myokardinfarkies

Da eine erhéhte MMW-HMW-Adiponektin-Ratio in der hier vorgestellten
retrospektiven Fall-Kontroll-Studie so deutlich mit dem Vorhandensein eines

Herzinfarktes assoziiert war, wurde dieser eine prospektive, genestete Fall-Kontroll-
Studie angeschlossen, um die mdgliche Rolle der MMW-HMW-Adiponektin-Ratio als
Biomarker fur inzidente Herzinfarkte ndher zu untersuchen. In der Tat konnte im
Rahmen dieser prospektiven Studie zum ersten Mal das Verhaltnis von MMW- zu
HMW-Adiponektin als unabhangiger Pradiktor flr inzidente fatale und nicht-fatale
Herzinfarkte bei initial asymptomatischen mannlichen Nicht-Diabetiker-Geschwistern
von KHK-Patienten identifiziert werden.

Des Weiteren lieB sich hier erstmals feststellen, dass die MMW-HMW-Adiponektin-
Ratio-Werte bis zu funf Jahre vor der Manifestation eines Herzinfarkts als pradiktiv
anzusehen sind. Bertcksichtigt man die kardio- und vasoprotektiven Eigenschaften
des Adiponektins, die vor allem durch HMW-Adiponektin vermittelt werden, so wird
verstandlich, warum eine Erhéhung des Verhaltnisses von MMW-HMW-Adiponektin
pradiktiv fir das Auftreten eines fatalen oder nicht-fatalen Herzinfarktes ist.
HMW-Adiponektin ist die biologisch aktivste Form des Adiponektins. Seine kardio-
und vaskuloprotektiven Wirkungen sind mannigfaltig und schitzen nicht nur die
bereits erkrankten GefaBe vor einem Fortschreiten der Arteriosklerose, sondern vor
allem auch die noch gesunden GefaBe vor der Entstehung von arteriosklerotischen
Veranderungen. Eine der frihesten Verdnderungen in der Entstehung von Arterio-
sklerose liegt in der endothelialen Dysfunktion, die zum groBen Teil durch einen
Mangel an endothelialem NO, durch endotheliale Inflammation und Apoptose
verursacht wird.

Es kommt zu Vasokonstriktion, vermehrter Monozytenadhasion am Endothel,
Thrombozytenaggregation und gesteigerter Proliferation glatter Muskelzellen. HMW-
Adiponektin ist ein potenter Stimulator der endothelialen NO-Synthetase und damit
der NO-Produktion im Endothel (82). Ein ausreichender HMW-Adiponektin-Spiegel
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kann folglich dazu beitragen, diese initialen pathologischen Veranderungen zu
verhindern. Zusétzliche vasoprotektive Wirkung zeigt HMW-Adiponektin durch
Minderung des oxidativen Stresses im Endothel, insbesondere durch Hemmung der
NADPH-Oxidase (101).

Des Weiteren unterdriickt HMW-Adiponektin die Expression endothelialer Adhasions-
molekule, wie ICAM-1, VCAM-1 oder E-Selectin, und verzdgert somit die Anlagerung
von Monozyten an der Endothelwand. Auch werden das Leukozytenrolling und die
Leukozytenadhasion negativ beeinflusst (103). AusschlieBlich HMW-Adiponektin,
nicht aber MMW- oder LMW-Adiponektin, schiitzen das Endothel vor Apoptose (108).
Zudem wird durch die Unterdrliickung der Expression des Scavaneger-Rezeptors-A
die Transformation von Makrophagen in Schaumzellen verhindert. Ein Fehlen dieses
Rezeptors beeintrachtigt die Makrophagen in der Aufnahme von acetyliertem LDL-
Cholesterin, das fir eine Umwandlung in Schaumzellen nétig ist (122).

AuBerdem wird die Aktivitat der Acyl-CoA-Cholesterol-Transferase, des Enzyms, das
die Bildung von Cholesterolestern katalysiert und die Transformation von
Makrophagen in Schaumzellen beschleunigt, vermindert (123). Nicht zuletzt wirkt
HMW-Adiponektin auch noch Zelldebris opsonierend und unterstitzt somit die
Phagozytoseaktivitdt der Makrophagen (126). Die hemmende Wirkung des
Adiponektins auf die Proliferation und Migration glatter GeféaBmuskelzellen stellt
einen weiteren Mechanismus dar, mit dessen Hilfe Adiponektin das GefaBsystem
schitzt. Die Proliferation und Migration glatter Muskelzellen tragen tUber eine dadurch
bedingte Verdickung der Intima zur Entwicklung beziehungsweise Progress von
GefaBlasionen bei. Adiponektin unterdriickt oligomerspezifisch  bestimmte
Wachstumsfaktoren und verhindert dadurch neue Zellproliferation. So bindet
beispielsweise der platelate-derived-growth-factor vor allem an HMW-, aber auch an
MMW-Adiponektin Komplexe. Basic-fibrobalst-growth-factor hingegen interagiert
ausschlieBlich mit HMW-Adiponektin, wohingegen heparin-binding-epidermal-growth-
factor-like-growth-factor mit vergleichbarer Affinitat an alle drei Adiponektinsubformen
bindet.

Die Adiponektin-Multimere, vor allem HMW-Adiponektin, senken also durch
Interaktion mit diesen Wachstumsfaktoren deren Bioverfligbarkeit und behindern
dadurch eine nétige Interaktion mit ihren Rezeptoren, was letztlich die Proliferation

glatter Muskelzellen und damit neuer Intima verhindert (131).
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Auch die maBgebliche Rolle des HMW-Adiponektins in der Aufrechterhaltung eines
kardioprotektiven Lipidprofils ist hier zu betonen. Nicht nur eine erhdhte basale
Fettsaureoxidation, sondern auch eine erhdhte Aktivitdt der Lipoprotein-Lipase
tragen zu einem geringeren Plasmagehalt an triglyzeridreichen Lipoproteinen bei.
Zudem ist HMW-Adiponektin die Adiponektinsubfraktion, die primar fur einen hohen
Spiegel an kardioprotektivem HDL-Cholesterin und einen geringen Gehalt an
arteriogenem LDL-Cholesterin im Plasma verantwortlich ist (164).

HMW-Adiponektin wirkt also an der Basis der Pathogenese der Arteriosklerose. Es
verhindert endotheliale Inflammation, Monozytenadhasion, die Transformation von
Makrophagen in Schaumzellen, Entwicklung und Fortschreiten von GeféBlasionen,
Thrombozytenaggregation in den GefaBen und unterstiitzt die Erhaltung eines, aus
kardiovaskularer Sicht, glnstigen Lipidprofils. Somit stellt HMW-Adiponektin einen
der wichtigsten Kardio- und Vasoprotektoren dar. Zwar scheint auch MMW-
Adiponektin zumindest teilweise dieses Wirkungsspektrum aufzuweisen, jedoch ist
seine Dbiologische Aktivitdt jener von HMW-Adiponektin deutlich unterlegen.
Verschiebt sich nun der Anteil von HMW-Adiponektin zu Gunsten jenes von MMW-
Adiponektin, so fehlt ein GroBteil dieser protektiven Wirkungen und die Entwicklung
von Arteriosklerose und ihren Folgeerkrankungen, wie einem Herzinfarkt, wird
beglnstigt.

Es ist folglich nachvollziehbar, warum eine erh6hte MMW-HMW-Adiponektin-Ratio im
Plasma von anfanglich gesunden Probanden mit einem erhdhten Risiko fir die
Entwicklung eines Herzinfarktes einhergeht. Bedenkt man, dass bereits die priméare
Entwicklung arteriosklerotischer Veranderungen durch eine erhéhte MMW-HMW-
Adiponektin-Ratio beglnstigt wird, und dass das Fortschreiten der Arteriosklerose bis
hin zu einem Herzinfarkt ein chronisches Geschehen darstellt, so scheint es ebenso
gut verstandlich, dass eine erhohte MMW-HMW-Adiponektin-Ratio bis zu finf Jahre

vor dem Infarktereignis als pradiktiv anzusehen ist.

Kritisch anzumerken bleibt allerdings, dass die in dieser prospektiven Studie
untersuchte Studienpopulation nur mannliche Nicht-Diabetiker einschloss, die
auBerdem Geschwister von bekannten KHK-Patienten waren. Da durchwegs
Geschwister von KHK-Patienten untersucht wurden, ist nicht auszuschlieBen, dass
bestimmte genetische Veranderungen die Untersuchungsergebnisse beeinflussen

kénnten. Da nur Probanden in die Studie aufgenommen wurden, die nicht an
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Diabetes mellitus Typ 2 leiden, ist im Hinblick auf eventuelle therapiebedingte
Verfélschungen der HMW-Adiponektin-Quantitat als positiv zu bewerten. Im Plasma
von Patienten, die an Diabetes mellitus Typ 2 leiden findet sich prinzipiell ein
erhéhter Gesamtadiponektinspiegel, der vor allem auf einen Anstieg der HMW-
Adiponektinoligomer-Quantitat zurickgefuhrt wird (182).

Zudem erhdhen orale Antidiabetika, PPARy-Agonisten (Rosiglitazon, Pioglitazon)
den Gesamtadiponektinspiegel maBgeblich durch Stimulation der Expression von
ERo1-La und damit der Sekretion von HMW-Adiponektin (73). In Mausmodellen
fuhrten Behandlungen mit Thiazolidionen zu einem streng selektiven Anstieg von
zirkulierendem HMW-Adiponektin, nicht aber von MMW- oder LMW-Adiponektin.
Diese Veranderung zeigte sich auch im Rahmen der Behandlung von Diabetikern mit
Thiazolidinonen (68). Insulin hingegen vermittelt eine Reduktion des Gesamt-
adiponektinspiegels im Serum. In Mausen und auch im Menschen wurde beobachtet,
dass dieser Abfall des Gesamtadiponektins vielmehr durch einen Abfall von HMW-
Adiponektin als durch ein Absinken der beiden anderen Multimere, MMW- und LMW -
Adiponektin, bedingt wird (20).

Durch den Ausschluss von Diabetikern aus der hier vorgestellten prospektiven Studie
wurde verhindert, den HMW-Adiponektin-Anteil aufgrund der Erhéhung durch die
pathologischen Veranderungen dieser Erkrankung félschlicherweise zu hoch zu
messen. Des Weiteren wurde vermieden, einerseits bei Patienten in Therapie mit
oralen Antidiabetika einen falschlicherweise zu hohen HMW-Adiponektin-Anteil und
andererseits bei Patienten, unter Therapie mit Insulin, einen falschlicherweise zu
niedrigen HMW-Adiponektin Anteil zu bestimmen. Wie bereits erwéhnt, schloss die
Studienpopulation nur mannliche Probanden ein. Die Pradiktivitdt einer erhéhten
MMW-HMW-Adiponektin-Ratio fur fatale und nicht-fatale Herzinfarkte ist also auf
méannliche Individuen beschrankt. SATTAR ET AL. aber haben, ebenfalls in einer
prospektiven, genesteten Fall-Kontroll- Studie, den Zusammenhang zwischen HMW-
Adiponektin und dem Auftreten inzidenter KHK, an einer Studienpopulation, die
ausschlieBlich aus weiblichen Teilnehmern bestand, untersucht. Sie konnten jedoch
keine Assoziation zwischen der Hohe des HMW-Adiponektins und dem Auftreten von
KHK beschreiben. Allerdings wurden nur Veranderungen des HMW-Adiponektins
und nicht der beiden anderen Multimere, MMW- und LMW-Adiponektin im Plasma

der Frauen untersucht.
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Ebenso wie die hier vorgestellte prospektive Studie, handelt es sich auch bei
SATTAR ET AL. um eine genestete Fall-Kontroll-Studie. Dieses Design reduziert im
Gegensatz zu einer einfachen Fall-Kontroll-Studie die Wahrscheinlichkeit des
Auftretens maoglicher statistischer Verzerrungen deutlich. Zur Quantifizierung des
HMW-Adiponektins wurde ebenfalls ein ELISA verwendet (183). Es ist bereits
bekannt, dass Manner einen niedrigeren Gesamtadiponektinspiegel aufweisen als
Frauen (54;55;140). Die niedrigeren Gesamtadiponektinspiegel bei Mannern werden
durch eine selektive Erniedrigung des HMW-Adiponektins bedingt, wahrend die
Plasmakonzentrationen der beiden anderen Subfraktionen, MMW- und LMW-
Adiponektin, bei beiden Geschlechtern vergleichbar sind (68;184).

Die Verminderung des zirkulierenden HMW-Adiponektins erfolgt durch eine
testosterongesteuerte Hemmung der Sekretion dieses Oligomers aus den
Adipozyten. So flhrte beispielsweise die Kastration von M&usen zu einer selektiven
Erhdhung des zirkulierenden HMW-Adiponektins (184). Zudem fand man im Rahmen
von Experimenten an Mausen, dass das Verhaltnis zwischen HMW-Adiponektin und
Gesamtadiponektin im Fettgewebe bei beiden Geschlechtern vergleichbar ist. Das
Verhéltnis von HMW- zu Gesamtadiponektin ist jedoch im Fettgewebe deutlich hdher
als in der freien Zirkulation. Dies legt die Vermutung nahe, dass HMW-Adiponektin
selektiv in den Adipozyten zurlckgehalten wird (68;184). Ein Pulse-Chase-
Experiment zeigte, dass die HMW-Adiponektin-Sekretion erstens weitaus langsamer
erfolgt als jene der beiden anderen Multimere, und dass zweitens eine Behandlung
mit Testosteron die Sekretionsrate von HMW-Adiponektin weiter senkt (184). Es
besteht also eine negative Korrelation zwischen der HMW-Gesamtadiponektin-Ratio
und Testosteron. Diese Aussagen bestatigen die bereits in 4.1 und 4.2.1 dargelegte
Vermutung, dass die drei Adiponektinoligomere auf drei unterschiedlichen Wegen
sezerniert werden. Testosteron kann folglich nur selektiv die Sekretion von HMW-
Adiponektin behindern, ohne jene von MMW- und LMW-Adiponektin zu beeinflussen.
Weder Kastration noch eine Behandlung mit Testosteron flhrten bei Mausen zu einer
Veranderung der Expressionsrate des Adiponektingens, was ebenso darauf
hindeutet, dass die Regulation des HMW-Adiponektins durch Testosteron
posttranslational beeinflusst wird. Im Rahmen von klinischen Studien an Patienten
mit Hypogonadismus flhrte auBerdem eine dreimonatige Substitutionstherapie mit

Testosteron zu einem deutlichen Abfall des prozentualen Anteils von HMW-
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Adiponektin im Plasma, wahrend der Adiponektingesamtspiegel sich nur geringflgig
erniedrigte (184).

Angesichts der hemmenden Effekte von Testosteron auf die HMW-Adiponektin-
Sekretion kann nachvollzogen werden, warum im Plasma von Frauen ein hdherer
HMW-Adiponektinspiegel, und damit ein héherer Gesamtadiponektinspiegel als im
Plasma von Mannern gefunden wird. Testosteron wird bereits seit langem als
kausaler Faktor fur die Entstehung von KHK diskutiert. Durch die testosteron-
vermittelte Hemmung der HMW-Adiponektin-Sekretion kommt es zu einem Verlust
der Uber dieses Oligomer vermittelten vasoprotektiven Effekte. Da aber die Sekretion
von MMW-Adiponektin und LMW-Adiponektin anscheinend Uber unterschiedliche
Mechanismen ablaufen, ist es gut mdglich, dass, wie bereits in 4.2.1 erwahnt,
kompensatorisch die Sekretion von MMW-Adiponektin erhéht wird, und somit auch
der Anteil an MMW-Adiponektin im Plasma steigt.

Die Wirkung von Testosteron auf die Verteilung der Adiponektin-Multimere kann
einerseits zum Teil erklaren, warum Méanner ein héheres Risiko als Frauen haben, an
KHK zu erkranken und einen Herzinfarkt zu erleiden; andererseits bekraftigt und
erklart sie die hier nachgewiesene Erhéhung des Verhaltnisses von MMW- zu HMW -
Adiponektin im Plasma gesunder Manner als Pradiktor fir das Auftreten fataler und
nicht-fataler Herzinfarkte.

Letztlich bleibt noch zu betonen, dass die durchgeflhrten Experimente mittels eines
ELISAs erfolgten. Die Quantifizierung der Adiponektin-Multimere ist auf verschiedene
Art und Weise maglich. Eine Analyse der Adiponektinsubfraktionen mittels Western
Blot zeigt im Vergleich zu der Quantifizierung mittels ELISA nur eingeschréankte
Sensitivitét, da im Rahmen dieser Methode nicht zwischen Adiponektin-Hexameren
und -Trimeren unterschieden werden kann (20;68). Die Quantifizierung der Multimere
mittels eines ELISAs nach Gel-Filtration ist wahrscheinlich die verlaBlichste Methode,
jedoch nicht zur Anwendung im Rahmen grdBerer klinischer Studien empfohlen
(21;108;184). Der hier verwendete, von KADOWAKI ET AL. entwickelte ELISA,
erlaubt die Messung der verschiedenen Adiponektin-Multimere in einem einzigen
Ansatz. Es werden nur geringe Plasmavolumina benétigt, um sowohl das
Gesamtadiponektin als auch die Subfraktionen zu quantifizieren. Dieser ELISA
erweist sich als sehr sensitiv und empfiehlt sich besonders zur Anwendung im
Rahmen klinischer Studien, die eine gréBere Anzahl an Probanden einschlieBen
(170).
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Die in dieser Studie festgestellte Rolle der Erhéhung der MMW-HMW-Adiponektin-
Ratio als Pradiktor fur fatale und nicht-fatale Herzinfarkte bei mé&nnlichen Nicht-
Diabetiker-Geschwistern von KHK-Patienten ist auf die fehlende Aktivitdt des
potenten Kardio- und Vasoprotektors HMW-Adiponektin zurlckzuflhren. Die
Entwicklung pathologischer GeféaBveranderungen, die in einem Herzinfarkt gipfeln,
wird durch einen Mangel an HMW-Adiponektin beginstigt und beschleunigt. Die
Wirkung von Testosteron kann eine mdgliche Erklarung fir die Verminderung des
HMW-Adiponektins im mannlichen Organismus darstellen. Die genauen molekularen
Mechanismen, die vor der Entstehung eines Herzinfarktes zu einer Erh6hung des
MMW-Adiponektins und zu einer Erniedrigung des HMW-Adiponektins fuhren,

bleiben jedoch noch im Detail zu klaren.
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5. Zusammenfassung und Ausblick

Klinische und genetische Studien sowie Untersuchungen am Tiermodell unterstitzen
die Rolle Adiponektins als wichtiges Adipokin in der Entstehung von koronarer
Herzkrankheit und Herzinfarkt. Die mannigfaltigen Wirkungen des Adiponektins
werden durch seine drei verschiedenen Subformen, HMW-;, MMW- und LMW-
Adiponektin Ubermittelt. W&hrend LMW- und MMW-Adiponektin ihre Wirkung vor
allem zentral vermitteln, agiert die biologisch aktivste Form Adiponektins, das HMW-
Adiponektin, maBgeblich in der Ko&rperperipherie, an der Leber, der Skelett-
muskulatur und dem kardiovaskularen System. HMW-Adiponektin besitzt die starkste
kardio- und vasoprotektive Wirkung. Es verhindert endotheliale Inflammation und
Apoptose, Monozytenadhasion, die Transformation von Makrophagen in
Schaumzellen, die Entwicklung und das Fortschreiten von GeféBlasionen, die
Thrombozytenaggregation in den GefaBen und untersitzt ausserdem die Erhaltung
eines gunstigen Lipidprofils. Aber auch MMW- und LMW-Adiponektin zeigen kardio —
und vasoprotektive Wirkung, wenn auch sie weniger aktiv sind.

Die Kardioprotektivitdt des Adiponektins ist nicht, wie bisher angenommen, an die
Hoéhe des Gesamtadiponektins gebunden, sondern an die Verteilung der Adipo-
nektin-Multimere. In der vorgestellten prospektiven Fall-Kontroll-Studie konnte zum
ersten Mal gezeigt werden, dass die MMW-HMW-Adiponektin-Ratio-Werte bis zu flnf
Jahre vor dem Eintreffen eines Herzinfarkts als unabhéangig pradiktiv anzusehen
sind. In dieser Erkenntnis liegt die Basis fir die Entwicklung eines neuen messbaren
Parameters in der Diagnose und vor allem auch der Pravention eines Herzinfarktes
sowie die Basis fur die Entwicklung neuer Therapieansatze in der Behandlung und
Pravention der Arteriosklerose.

Die Tatsache, dass es bereits Jahre vor dem Auftreten eines fatalen bzw. nicht-
fatalen Herzinfarktes zu einer Erhéhung der MMW-HMW-Adiponektin-Ratio im
Plasma kommt, kdénnte es ermdglichen, dieses Verhdltnis als messbaren
Routineparameter zur Uberwachung von Risikopatienten einzufiihren.

Ahnlich der Bestimmung des Lipidprofils, des Blutzuckers und des arteriellen
Blutdruckes, kdnnte auch die Bestimmung der MMW-HMW-Adiponektin-Ratio als
unabhangiger kardiovaskularer Kontrollparameter dienen. Hierzu ware lediglich die
Entnahme einer geringen Blutmenge und eine anschlieBende Quantifizierung der
Multimere im Plasma der Patienten nétig. Die praktische Durchfihrung eines solchen
Tests ware also im klinischen Alltag durchaus denkbar.
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Zu untersuchen bleibt allerdings, ob es wahrend und nach der akuten Phase eines
Herzinfarktes noch zu anderen Veranderungen der Adiponektin-Multimerverteilung
kommt. Es ware dann namlich auch mdglich, neben den bereits routinemaBig
bestimmten Laborparametern, wie Troponin | und T, LDH, CK, CK-MB und LDH,
auch die Adiponektinmultimerverteilung zu messen, um einen eventuellen akuten
Myokardinfarkt zu diagnostizieren oder dessen Verlauf zu beurteilen. SHIBATA ET
AL. fanden bereits, dass erhdhte Adiponektingesamtspiegel nach einer erfolgten
Reperfusionstherapie von Patienten mit stattgehabtem akutem Myokardinfarkt,
sowohl mit einer Reduktion des Gewebeschadens am Myokard und einer
verbesserten myokardialen Funktion einhergehen (185). Ob und wie diese Erhdéhung
des Gesamtadiponektins aber durch eine Verschiebung der Multimere nach der
akuten Phase des Herzinfarktes bedingt wird, bleibt ebenso offen wie die Frage nach
dem Verhalten der Multimere in der akuten Phase eines Herzinfarktes selbst.

Das groBe Potenzial einer erhhten MMW-HMW-Adiponektin-Ratio als Biomarker fur
inzidente fatale und nicht-fatale Herzinfarkte legt nicht nur eine mégliche Nutzung
dieser Ratio als kardiovaskularen Kontrollparameter, sondern auch die Mdglichkeit
nahe, die MMW-HMW-Adiponektin-Ratio als neues therapeutisches Target in der
Behandlung und Pravention von Herzinfarkten zu nutzen. Man weiB3 bereits, dass
PPARy-Agonisten sowohl die Serumadiponektinspiegel von Mausen als auch von
Menschen erh6hen (62;186;187). Hierbei kommt es zu einem selektiven Anstieg von
HMW-Adiponektin. MMW- und LMW-Adiponektin bleiben unbeeinflusst (68). PPARy-
Agonisten stimulieren die Sekretion von HMW-Adiponektin selektiv, indem sie die
Expression des am Endoplasmatischen Retikulum befindlichen Chaperons Ero1-La
induzieren (165;168). Es ware folglich mdglich, PPARy-Agonisten nicht nur zur
Therapie von Diabetikern, sondern auch zur Behandlung von Patienten mit erhdhter
MMW-HMW-Ratio einzusetzen, um den Anteil von kardioprotektivem HMW-
Adiponektin zu erh6hen und das Risikio fur das Auftreten eines Herzinfarktes zu
vermindern. PATEL ET AL. konnten bereits zeigen, dass durch eine Behandlung von
KHK-Patienten, die nicht an Diabetes litten, mit Piogliatzon der
Gesamtadiponektinspiegel dieser Patienten stieg und dies wiederum eine gesteigerte
endothelabhangige Vasodilatation nach sich zog (188).

MaBgeblich fir die Entwicklung eventueller therapeutischer Applikationen erscheint
jedoch weitere detaillierte Forschung, um einerseits die genauen Ablaufe der
Adiponektin-Sekretion und der postiranslationalen Modifikation sowie anderseits
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auch die genaue Struktur der verschiedenen Multimere, vor allem des HMW-
Adiponektins zu verstehen. Sind erst einmal die genauen molekularen Ablaufe der
Sekretion der einzelnen Oligomere bekannt, so kénnte diese jeweils gezielt
pharmakologisch beeinflusst werden. Sollten tatsachlich zwei oder mehrere
Sekretionswege fur HMW-Adiponektin einerseits und MMW- und LMW-Adiponektin
andererseits existieren, so wéare es denkbar, bei Patienten, die im Plasma eine
erhéhte MMW-HMW-Ratio aufweisen, selektiv die beiden Sekretionswege
pharmakologisch zu manipulieren, um den Wert der MMW-HMW-Adiponektin-Ratio
zu verringern und dadurch das Risiko des Auftretens eines fatalen oder nicht-fatalen
Herzinfarktes zu minimieren. Denkbar ware ebenfalls ein pharmakologisches
Eingreifen in die posttranslationale Modifikation Adiponektins. Die posttranslationale
Hydroxylierung und Glykosylierung einiger Lysinreste spielen eine obligate Rolle im
Rahmen der Oligomerisierung Adiponektins. Sie scheinen essentiell flar die
Ausblidung der Struktur von HMW-Adiponektin zu sein.

Es wurde bereits gezeigt, dass eine pharmakologische Hemmung der
Lysylhydroxylase-3, dem wichtigsten Enzym im Rahmen der posttranslationalen
Glykosylierung und Hydroxylierung, zu einer verminderten Oligomerisierung und
damit zu einer verminderten Freisetzung von HMW-Adiponektin fuhrt (176;189).
Sollte die erhdhte MMW-HMW-Adiponektin-Ratio auf einen Oligomerisierungsdefekt
auf Grund einer unzureichenden postranslationalen Modifizierung zurlckzufihren
sein, ware es gut mdglich, die, die posttranslationalen Modifikationen katalysierenden
Enzyme pharmakologisch zu stimulieren, um deren Aktivitdt zu steigern und eine
normale Oligomerisierung zu ermdglichen sowie die MMW-HMW-Adiponektin-Ratio
zu senken und damit der Entstehung eines Herzinfarktes vorzubeugen.

Naher zu untersuchen gilt es zudem die Rolle des T-Cadherins. Sollte T-Cadherin
tatsachlich als ein Transportprotein fur HMW-Adiponektin im Plasma fungieren und
dadurch den Anteil des freien, wirksamen und mit dem ELISA messbaren HMW-
Adiponektins vermindern, so ware eine kompetitve Hemmung der HMW-
Adiponektinbindungsstelle an T-Cadherin eine Méglichkeit, den Anteil des freien,
kardioprotektiven HMW-Adiponektins im Plama wieder zu erhdéhen. Um einen
kompetitiven Inhibitor fir HMW-Adiponektin zu syntethisieren ist es allerdings, wie
bereits eingangs erwahnt, unerlasslich, die exakte Struktur HMW-Adiponektins zu
kennen. Mit der Kenntnis der genauen Struktur dieses Adiponektinmultimers wirde
sich auBerdem die Mdglichkeit eréffnen, synthetisch HMW-Adiponektin herzustellen,
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um dieses, bei Patienten mit erhdhter MMW-HMW-Adiponektin-Ratio zu
substituieren. Sowohl das momentan aus Ratten- als auch aus Rinderplasma
isolierte Adiponektin sind nicht zur Substitution nutzbar, da diese im Gegensatz zu
menschlichem HMW-Adiponektin nur 18-mere, nicht aber gréBere molekulare
Strukturen bilden (190). Auch bakteriell erzeugtes Adiponektin ist momentan fur eine
eventuelle Substitutionstherapie undenkbar, da Bakterien die fir die Ausbildung des
bendtigten HMW-Adiponektins essentielle Fahigkeit der posttranslationalen
Modifikation ganzlich fehlt. Die Erforschung der exakten Struktur des HMW-
Adiponektins scheint also zuklnftig unumgéanglich zu sein.

Wegweisend in einer potenziellen therapeutischen Beeinflussung der erhéhten
MMW-HMW-Adiponektin-Ratio kénnte ebenso eine pharmakologische Inhibierung
der Leukozyten-Elastase sein. Aktivierte Monozyten, die vor allem auch im Rahmen
der Entstehung eines Herzinfarktes vorkommen, bilden dieses Enzym, das in vitro
Adiponektin an vier Stellen spaltet. Sollte die Leukozyten-Elastase auch in vivo
Adiponektin insbesondere HMW-Adiponektin zu MMW-Adiponektin proteolysieren, so
kénnte eine pharmakologische Blockierung dieses Enzyms die Erhéhung des MMW-
HMW-Adiponektin-Verhaltnisses negativ beeinflussen und somit das Risiko des
Auftretens eines Herzinfarktes verringern.

Weitere Forschung wird sicherlich auch bendétigt um die biologische Rolle des bisher
in allen Kklinischen Studien vernachlassigten MMW-Adiponektins ndher zu
untersuchen.

Nicht vergessen werden darf aber, dass auch eine Veranderung des Lebensstils, wie
Diat und physische Aktivitdt, das Adiponektin-Mulitmerprofil positiv beeinflussen
kann. Ahnlich wie es im Lipidprofil durch Diat und kdrperliche Bewegung zu einer
Erhdhung des kardioprotektiven HDLs kommt, zeigte sich, dass durch
Kalorienrestriktion eine selektive Erhéhung des kardioprotektiven HMW-Adiponektins
erreicht werden kann (191-193). Es zeigen sich also zahlreiche denkbare
therapeutische Ansatze, die die Veranderung der MMW-HMW-Adiponektin-Ratio
zum Positiven hin beeinflussen kénnen und deren Klarung unumganglich weiterer

Forschung bedarf.
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7. Anhang

7.1 Labormaterial

Eppendorf Pipette 300ul

(Eppendorf, Nethler Hinz GMBH, 22331 Hamburg)
Eppendorf Multipipette plus

Combitips plus 5ml, Eppendorf

(Nethler Hinz GMBH, 22331 Hamburg)

Combitips plus 10ml, Eppendorf

(Nethler Hinz GMBH, 22331 Hamburg)

Pipetman 200ul

(Gilson, Frankreich)

Serologische Pipetten 10ml, steril

(SARSTEDT, 51588 NUmbrecht)

Pipettierakku: Pipetus-Akku

( Hirschmann Laborgerate Germany)

Pipettierakku: Eppendorf Easypet

LTS Pipetten: 10u/20p1/100ul/200ul/1000pul

(Rainin, 7500 Edgewater Drive Oakland,CA 94621-3027)
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Pipettenspitzen: bioclean precision pipette tips 10u/20ul/100pl/200p1/1000pl

(Rainin, 7500 Edgewater Drive Oakland, CA 94621-3027)
Pipettenspitzen: Multi-Flex® 0,5-200ul, Ecoflex® Tips
(Carl Roth GMBH+CO, 76185 Karlsruhe)

Microtube Vol: 1,5ml

(Sarstedt, 51588 Nimbrecht)

Glasbehélter Vol: 1000ml

(Schott Duran)

Seal-Applikator

Kunststoffstander fir Microtubes

Handschuhe: Peha-Soft Powderfree

(Paul Hartmann AG, 89522 Heidenheim)
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7.2 Substanzen und Reagenzien

Destilliertes Wasser

® Adiponectin (Multimeric) EIA, Katalog Nummer: 47-ADPH-9755, 96 wells

Chargen Nummer: 007REE bzw. 008RGE
(ALPCO Diagnostics, 26 Keewaydin Drive Unit G, Salem, NH 03079)

Waschpufferkonzentrat: Phosphatpuffer (pH 7,2)

Sample pre-treatment Puffer: Zitratpuffer (pH 3,0) beinhaltet SDS
Dilution Puffer: Phosphatpuffer (pH 7,2) beinhaltet BSA

96 well Platte bedeckt mit monoklonalen Anti-human Adiponektin Maus
Antikérpern

Kalibrator: Humanserum, stabilisiert in sample pre-treatment Puffer
Biotin gebunden an monoklonales Anti-human Adiponektin

Enzym gebundenes Streptavidin: Horse-radish peroxidase (HRP)-
gebundenes Streptavidin

Substrat: O-Phenylenediamine

Substratpuffer: Zitratpuffer (pH 5.0) beinhaltet H202

Stopreagens: 7,7% H2S04

Protease 1

Protease 2

Protease-Puffer: Trispuffer (pH 8,0)

3 Versiegelungsfolien

7.3 Technische Gerate

Vortexer: Vortex-Gene 2

(Scientific Industries INC, Bohemia, N.Y., 11716; USA)
Vortexer: Merck eurolab

Inkubator: Blockthermostat BT 1301

(Scientific Plastics, Europe, LTD, Great Britain)

Inkubator: Eppendorf Thermomixer compact
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e Extinktionsbestimmung: Molecular Devices, Emax-precision microplate reader
(MWG-Biotech, Gesellschaft fir angewandte Biotechnologie mbH)

e Kiuhlgerat: Siemens Comfort Plus no frost (-20°C)

e Kuhlgerat: Herafreeze (-80°C)
(Heraeus Sepatech GMBH, D-37502)

7.4 Software
o Microsoft Excel 2000

e Softmax, Version 2.34

(Molecular Devices Corporation)
e JMPIN 5.1

e Reference Manager 11
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