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Einleitung

1. Einleitung

1.1 Allgemeine Einleitung

Erkrankungen des Herz-Kreislauf-Systems gehdren in den westlichen
Industrienationen zu den haufigsten Ursachen fiir Morbiditat verbunden mit
Hospitalisation und sind fuhrend in populationsbasierten
Mortalitatsstatistiken. Die bedeutsamste Form der Herz-Kreislauf-Erkrankung
stellt die Koronare Herzkrankheit (KHK) dar, die sich klinisch klassischerweise
in Form von Angina pectoris Anfadllen dauBert und den akuten Myokardinfarkt

als schwerwiegende Komplikation aufweist.

Nach Stand des Statistischen Bundesamtes 2006 fiihren die chronisch
ischamische Herzkrankheit mit 9,5% und der akute Myokardinfarkt mit 7,3%
die Statistik der Todesursachen in Deutschland an. Zum Vergleich sind
andere Herz-Kreislauf-Erkrankungen wie Herzinsuffizienz oder Schlaganfall

nur fur einen Anteil von 5,7 und 3,5% aller Todesursachen verantwortlich.

Atherosklerotische GefaBveranderungen spiegeln als pathophysiologisches
Korrelat den klinischen Verlauf der KHK wider. Diese vaskuldren Lasionen
sind durch eine Vielzahl zeitlich hintereinander ablaufender histo-
pathologischer Veranderungen bzw. Stadien gekennzeichnet. So kommt es
initial zur Inflammation der GefaBwand mit Einwanderung von Makrophagen
und Monozyten. Diese mononukledren Zellen phagozytieren Cholesterin aus
Lipoproteinen wie z.B. LDL und differenzieren sich weiter zu Schaumzellen.
Hieraus resultiert die Bildung sog. (lipidhaltiger) Atherome, die haufig mit der
Proliferation von glatten Muskelzellen der GefaBmedia einhergehen. Diese
Veranderungen flihren zur Vorwdlbung von aheromatdésen Plaques in das
GefaBlumen mit konsekutiver Beeintrachtigung des myokard-versorgenden

diastolischen Blutstromes.
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Bei hohergradigen Einengungen der HerzkranzgefdaBe resultiert ein
Missverhaltnis zwischen Sauerstoffbedarf und Sauerstoffangebot in der
Herzmuskulatur mit der Folge von Angina pectoris und/oder Herzinfarkt. In
groBen epidemiologischen Studien konnten eine Vielzahl kardiovaskularer
Risikofaktoren identifiziert werden, die kausal an der Entstehung der
Atherosklerose beteiligt sind. Die bekanntesten und wichtigsten werden als
klassische Risikofaktoren bezeichnet. Hierzu zdhlen unter anderem die
Hyperlipiddmie als bedeutendster Risikofaktor, der Diabetes mellitus,
Nikotinabusus und die arterielle Hypertonie. Neben diesen klassischen
Risikofaktoren (s. 0.) ist inzwischen jedoch erkannt worden, dass Patienten
mit metabolen Stérungen einem zusatzlichen kardiovaskuldaren Risiko
ausgesetzt sind. Dies flihrte zu der Definition des ,Metabolischen Syndroms".
Das Metabolische Syndrom umfasst finf klinische Komponenten mit dem
Ziel, Patienten mit einem erhdhten kardiometabolen Risiko klinisch friihzeitig
identifizieren zu kénnen. Heute wei3 man, dass die viszerale Adipositas eine
herausragende Rolle in der Pathogenese dieser metabolischen Stdrungen
spielt und man spricht in diesem Zusammenhang von einem Cluster kardio-

metaboler Risikofaktoren.

Das Fettgewebe ist weit mehr als nur ein passives Speicherorgan flir
Uberschissige Energiereserven, flir das es friiher gehalten wurde. Adipozyten
sezernieren eine Vielzahl biologisch aktiver Molekile, die in ihrer Gesamtheit
als  Adipozytokine bezeichnet werden. Zahlreiche Studien und
Untersuchungen der letzten 10 Jahre konnten ein neues Adipozytokin, das
Adiponektin, identifizieren und charakterisieren und so eine Schlisselrolle im
Fettstoffwechsel beschreiben. Darliber hinaus vermittelt Adiponektin aber
auch anti-inflammatorische und anti-atherosklerotische Effekte an
Endothelzellen der GefaBwande. So konnte Adiponektin in einem etablierten
Tiermodell der Atherosklerose (ApoE -/-) das AusmaB atherosklerotischer
Lasionen signifikant reduzieren. In Kklinischen Studien waren erniedrigte

Adiponektinspiegel mit einem erhéhten AusmaB koronarangiographisch
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erfasster  GefaBlasionen assoziiert und in einem 7- jahrigen
Beobachtungszeitraum im Rahmen der ,Physicians Health Follow-up Study"
erlitten Probanden mit den hdchsten Adiponektinspiegeln signifikant weniger
Herzinfarkte als Probanden mit sehr niedrigen Adiponektinkonzentrationen.
Diese Beobachtungen haben Adiponektin auch die Bezeichnung eines Anti-

Atherosklerosefaktors eingebracht.

Eine weitere wichtige Funktion von Adiponektin ist die Regulation der
Insulinsensitivitat. In diesem Zusammenhang konnte schliissig gezeigt
werden, dass nicht nur Patienten mit manifester KHK, sondern auch
Patienten mit einem Typ 2 Diabetes erniedrigte Adiponektinspiegel
aufweisen. Darlber hinaus zeigten groBe prospektive Studien, dass die
Konzentration des zirkulierenden Adiponektins ein unabhangiger Pradiktor flir
die Entstehung eines Typ 2 Diabetes, sowohl in einem Hoch-Risikokollektiv
der Pima Indianer, aber auch in kaukasischen Kollektiven darstellt. Diese
Ergebnisse unterstreichen warum Adiponektin ein bedeutendes bioaktives
Protein bei der Entstehung und Progression metabolischer Komplikationen,
wie etwa Typ 2 Diabetes oder atherogener Dyslipidamie, ist. Darlber hinaus
stellt ein  erniedrigter  Adiponektinspiegel  einen  unabhdngigen
kardiovaskularen Risikofaktor dar. Therapeutische Interventionen, mit dem
Ziel die Konzentration von Adiponektin zu erhéhen, kénnten zuktinftig einen
verbesserten Ansatz zur erfolgreichen Pravention kardio-metaboler

Komplikationen darstellen.

1.2 Adiponektin

1.2.1 Allgemein: Adipozytokine

Wie Forschungen der letzten Jahre zeigten, ist das Fettgewebe kein passives

Speicherorgan fir Lipide, sondern vielmehr ein endokrines Organ, welchem
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eine bedeutende Rolle in der Steuerung metabolischer, endokriner und
inflammatorischer Prozesse zukommt (10; 40; 81; 96; 106).

So sezerniert das Fettgewebe zusdtzlich zu freien Fettsduren eine Reihe
bioaktiver Proteine, welche als Adipozytokine bezeichnet werden. Zu diesen
Proteinen zahlen u. a. Adiponektin, Adipsin, Plasminogen-Aktivator-Inhibitor
Typ 1 (PAI-1), Resistin, Tumor-Nekrose-Faktor-alpha (TNF-a) und Leptin (10;
28; 36; 40; 80; 95; 96).

Adiponektin markiert das Adipozytokin, welches mit der hdchsten
Konzentration im Blut zirkuliert (im Bereich von mehreren pg/ml) und so
einen Anteil von bis zu 0.05% der Gesamtplasmaproteine ausmacht (96).

Die Konzentration des zirkulierenden Adiponektins unterliegt nur sehr
geringen zirkadianen Schwankungen und zeigt keine Veranderungen auf
kurzfristige prandiale oder physische Reize. Daher sind Messungen von
Adiponektin als potentiellen klinischen Marker fir Stoffwechsel- und

GefaBerkrankungen in der Diagnostik sehr gut reproduzierbar (20).

1.2.2 Geschichte und Entdeckung des Adiponektin

Adiponektin wurde urspriinglich von vier unabhangigen Gruppen identifiziert
und benannt. Zuallererst entdeckten es Scherer et al. und bezeichneten es
als ,Adipocyte complement-related protein® von 30 kDa (Acrp 30) (39).
Spiegelman et al. benannten diesen Botenstoff , Adipo Q" (39). Beide
Gruppen nutzten c-DNA von Mausen und klonten diese jeweils vor und nach
der Differenzierung von 3T3-L1-und 3T3-F442A- Mausadipozyten (39; 40;
81; 96).Ferner wurde humanes Adiponektin von Matsuzawa et al. aus
Fettgewebe extrahiert und als ,adipose most abundant gene transcript 1"
(apM1) bezeichnet (55; 96). SchlieBlich isolierten Tomita et al. Adiponektin
als ,gelatin-binding-protein® mit einer Masse von 28 kDa (GBP28) (40; 63;
97).
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1.2.3 Struktur und Multimerisation von Adiponektin

Humanes Adiponektin ist ein 244 Aminosdauren groBes Protein mit einer
Masse von ca. 30 kDa, das fast ausschlieBlich von Adipozyten des viszeralen
Fettgewebes gebildet und sezerniert wird. Das subkutane Fettgewebe spielt
in der Produktion dieses Hormons nur eine sehr geringe Rolle. Strukturell
gesehen gehort es zur Familie der Komplementfaktoren und besitzt eine
groBe Homologie zu C1q (10; 18; 40; 54; 96; 98). Adiponektin wird durch
das APM1-Gen, das auf Chromosom 3qg27 lokalisiert ist, kodiert (46; 90).
Bereits auf zelluldrer Ebene existiert Adiponektin in verschiedenen
Isoformen: Monomere (~30 kDa), Trimere (~90 kDa), Hexamere (~120-150
kDa) und héherkomplexige Multimere (> 200 kDa). Das Monomer weist eine
amino-terminale Sequenz, eine kurze nicht-helikale, variable Region, eine
kollagene Domane (cAd) und eine carboxy-terminale globuldare Domane
(gAd) auf (10; 96).

In der Zirkulation findet man Adiponektin als Trimere, welche durch
Assoziation dreier Monomere um die globuldare Domane entstehen und als
~ow-molecular-weight" (LMW)-Form bezeichnet werden. Desweiteren liegen
Hexamere, welche aus zwei Trimeren bestehen, vor. Diese beiden Strukturen
werden auch als die ,medium-molecular-weight* (MMW)-Form bezeichnet.
Eine Zusammenlagerung von vier bis sechs Trimeren Uber ihre kollagenen
Domadnen zu hohergeordneten Strukturen, den so genannten Multimeren,
wird als ,high-molecular-weight® (HMW)-Form bezeichnet (10; 63; 65; 96).
Fir die globuldare Domane ist eine starke Homologie zu einem weiteren
Adipozytokin, dem TNF-o, sowie zu bestimmten Kollagentypen wie Typ VIII
und Typ X bekannt (63; 78; 79; 96).

Posttranslationale Modifikationen von Adiponektinkomplexen spielen eine
wichtige Rolle bei der Definition seiner biologischen Aktivitat. So wurden
Hydroxylierungen und Glykosylierungen, groBteils von Lysinresten 68, 71, 80
und 104 berichtet, die spezifisch flr die Bildung hdéherkomplexiger
Strukturen (HMW) von Bedeutung sind (40; 92; 96).
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Vor allem Cystein-Reste, die sich in der amino-terminalen Region befinden,
sind an der Bildung von Disulfidbriicken beteiligt und essentiell fir die
Bildung dieser Multimere (40; 72; 87; 91; 96). Es wird vermutet, dass
héherkomplexige Adiponektinmolekiile die aktive Form dieses Proteins
darstellen und es bestehen erhebliche Unterschiede in den biologischen

Aktivitaten und Effekten der verschiedenen Isoformen (92).

1.2.4 Expression und Sekretion von Adiponektin

Die Expression und Sekretion von Adiponektin findet sowohl in den
Adipozyten des weiBen, als auch des braunen Fettgewebes statt (73; 96;
105). Schon sehr friih wurde von Spiegelman et al. vermutet, dass die
Produktion des Proteins bei adipdsen Personen reduziert ist. Er beobachtete
herabgesetzte m-RNA- Konzentrationen von Adiponektin im Fettgewebe von
Ubergewichtigen Mdusen (ob/ob) und Menschen (39). Matsuzawas Gruppe
konnte dies bestdtigen und zeigte zudem, dass eine Gewichtsabnahme den
Adiponektinspiegel bei Mdusen und Menschen erhoht (4; 38). Manner weisen
niedrigere zirkulierende Adiponektinspiegel auf als Frauen und auch der
Anteil des HMW-Adiponektins am Gesamtadiponektin ist beim mannlichen
Geschlecht im Vergleich zum weiblichen reduziert (4; 100). Aus in vitro
Versuchen wei3 man, dass Androgene einen hemmenden Effekt auf die
Produktion von Adiponektin in Fettzellen haben (38).

Die Expression und Sekretion von Adiponektin wird auch durch den TNF-a
vermindert (10; 42). So zeigte sich bei einer 24-stlindigen Behandlung von
3T3-L1-Adipozyten mit TNF-a eine reduzierte Adiponektinexpression in
diesen Zellen (27; 57; 96). Aus Kklinischen Studien weiB man, dass die
Konzentration von Adiponektin im Alter ansteigt, eine Beobachtung, die
vermutlich im Zusammenhang mit erhéhten Adiponektinspiegeln bei
reduzierter Nierenfunktion stehen kdnnte, auch wenn genaue Mechanismen

und renale Clearancevorgange noch unbekannt sind.
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Ferner existieren Vermutungen, dass Adiponektin auch extra-adipozytar
exprimiert und sezerniert wird. So wurde der Nachweis von Adiponektin m-
RNA auch im Leberparenchym von Mausen und humanen Leberbiopsien von
Patienten mit Steatosis hepatis erbracht (43).

Weitere Arbeiten beschreiben den immunhistochemischen Nachweis von
Adiponektin in Endothelzellen portaler GefaBe und Lebersinusoide. Ebenso
wurde eine Expression von Adiponektin in der Skelettmuskulatur beschrieben
(19; 83).

1.2.5 Adiponektin und Adiponektinrezeptoren

Kadowaki und Kollegen isolierten aus Myozyten die c-DNA eines kodierenden
Proteins, welches membranstandig nach Bindung mit Adiponektin die
subzelluldre Signalkaskade von Adiponektin vermittelte.

Sie benannten dieses Protein Adiponektinrezeptor 1 (AdipoR1) (96). Dieser
Rezeptor wird ubiquitdr exprimiert, jedoch vorrangig in der
Skelettmuskulatur. Weitere Analysen flihrten sie zu einem weiteren
homologen Rezeptor, der hauptsachlich in den Hepatozyten nachgewiesen
wurde und als Adiponektinrezeptor 2 (AdipoR2) bezeichnet wurde (40; 43;
96). Beide Rezeptoren, AdipoR1 (375 Aminosauren: 42,4 kDa) und AdipoR2
(311 Aminosauren: 35,4 kDa), sind Proteine mit sieben transmembranen
Domadnen. Sie gehdren zur Klasse der Typ IV-A-Proteine mit einem
intrazelluldaren N-Terminus und einem extrazelluldaren C-Terminus und
unterscheiden sich dadurch von G-Protein-gekoppelten Rezeptoren (40; 96;
101). Beide Adiponektinrezeptoren bilden Homo- und Heteromultimere.
Funktionelle Analysen zeigten, dass AdipoR1 ein Rezeptor flir den globuladren
Anteil des Adiponektins darstellt, wahrend AdipoR2 ausschlieBlich die full-
length Form des Adiponektins bindet (40; 101).

Die Bindung von Adiponektin an seine beiden Rezeptoren bewirkt eine

erhohte Phosphorylierung der adenosine 5’-monophosphate-activated
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protein "(AMP)-Kinase sowie eine gesteigerte anti-inflammatorische
peroxisome-proliferator-activated-receptor "(PPAR)-a- Aktivitat (17).

Die AMP-Kinase ist ein phosphoryliertes Protein, das eine Schlisselrolle in
den metabolischen Stoffwechselvorgangen der hepatischen Glukoneogenese,
Cholesterinbiosynthese, Lipogenese, Triglyzeridsynthese, Lipolyse und [3-
Oxidation der Skelettmuskulatur spielt. Eine Aktivierung der AMP-Kinase
bewirkt somit eine Stimulation der Fettsaureoxidation in der Leber, eine
Hemmung der Cholesterinbiosynthese, der Lipogenese und der
Triglyzeridsynthese und eine Hemmung der Lipolyse der Skelettmuskulatur.
Gleichzeitig kommt es zu einer Stimulation der B-Oxidation und erhdhten
Glukoseaufnahme der Monozyten (64). Diese Stoffwechselvorgdange sind
entscheidend an der Entstehung einer Insulinresistenz beteiligt. Adiponektin
war in zahlreichen klinischen Studien ein potenter Marker fir
Insulinsensitivitat und eine Verbesserung der Insulinresistenz ist mit einem
Anheben der Adiponektinspiegel im Blut zu erreichen (82). Ubergewicht ist
der Hauptfaktor in der Entstehung von Insulinresistenz. Die
Skelettmuskulatur von adipésen Mausen (ob/ob) weist eine niedrigere m-
RNA- Expression von AdipoR1 und AdipoR2 auf (89). Gleichzeitig ist die
Bindung von globuldarem und full-length-Adiponektin an seine Rezeptoren
reduziert (40). Dies flihrte zu der Annahme, dass neben einer verringerten
Gesamtmenge zirkulierenden Adiponektins und einer herabgesetzten
Produktion seines korrespondierenden Rezeptors auch eine mogliche
adipositas-assoziierte Adiponektinresistenz zu den metabolen Veranderungen
einer Hypoadiponektindamie beitragen kénnte (89; 96).

Neueste Studien beschreiben eine Adiponektinrezeptorexpression in den [3-
Zellen des Pankreas und beide Rezeptoren wurden auch in der glatten
Muskulatur von BlutgefaBen und auf Endothelzellen gefunden (45).
Interessanterweise findet man eine besonders hohe Rezeptordichte in den

atherosklerotischen Lasionen von BlutgefaBen (13; 96).
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1.2.6 Die Rolle von Adiponektin bei Insulinresistenz und Diabetes mellitus
Typ 2

Studien belegen, dass es einen kausalen Zusammenhang zwischen
vermindertem Adiponektin und erniedrigter Insulinsensitivitat gibt, bzw. dass
Adiponektin einen wichtigen Regulator der Insulinsensitivitat darstellt (1; 88;
96). Klinische Assoziationen und direkte in vivo Effekte konnten so zwischen
Adiponektin und zahlreichen Markern der Insulinsensitivitat (Nlchtern-
Insulin- und Glukosespiegelbestimmungen, dem Homeostase Model
Assessment (HOMA) (61), Glukose- und Insulin-Toleranz-Tests, sowie dem
sensitivsten Messinstrument, dem experimentellen hyperinsulinamischen-
euglykamischen-Clamp) (29) gezeigt werden.

Es ist bekannt, dass die Konzentration des zirkulierenden Adiponektins bei
Adipositas und Insulinresistenz vermindert ist (1; 39; 40; 70; 94; 96; 104).
Adipositas ist der wichtigste Risikofaktor fiir die Entstehung eines Typ 2
Diabetes und die Insulinresistenz einer pra-diabetischen Stoffwechsellage ist
direkt mir dem AusmaB der Adipositas assoziiert. In klinischen follow-up
Studien konnte gezeigt werden, dass der Adiponektinspiegel mit dem
Fortschreiten der Inulinresistenz weiter absinkt (38; 96). Umgekehrt gilt,
dass hohe Plasmaspiegel von Adiponektin in gesunden Individuen das Risiko
an einem Typ 2 Diabetes mellitus zu erkranken signifikant reduzieren (82;
96). In experimentellen Studien konnte gezeigt werden, dass die Gabe von
rekombinantem Adiponektin die insulin-aktivierenden Stoffwechselwege in
Mausen verstarkt (65).

Neben der Verbesserung der peripheren Glukoseutilisation konnte Scherer et
al. zeigen, dass eine akute Erhéhung des zirkulierenden Adiponektins in
Wildtyp- und Diabetesmausmodellen eine Erniedrigung des Glukosespiegels
triggert. Daflir ist eine Hemmung der Enzyme der Glukoneogenese
verantwortlich (7; 16; 40). Ferner wird die Konzentration zirkulierender freier
Fettsauren als wichtige pathogenetische Komponente der Insulinresistenz

diskutiert. Adiponektin aktiviert die zellulare B-Oxidation und senkt durch
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diesen intrazelluldren Fettsdureverbrauch auch die Konzentration
zirkulierender freier Fettsauren (102).

Weitere Studien demonstrierten, dass sowohl die globuldre als auch die full-
length Form des Adiponektins den Glukoseverbrauch und die
Fettsaureoxidation iber Phosphorylierung und Aktivierung der AMP-Kinase in
Skelettmuskelzellen und der Leber férdern, wahrend full-length-Adiponektin
diese Effekte nur in der Leber vermitteln konnte (102). Dies waren die ersten
Beobachtungen, die auf einen gewebsspezifischen Effekt verschiedener
Adiponektinformen schlieBen lieBen.

Bei transgenen Madusen, die die globulare Domdne des Adiponektins
Uberexprimieren, zeigt sich nach Kreuzung mit genetisch determinierten
Adipositas- und Typ 2 Diabetesmodellen (ob/ob) eine signifikante
Verbesserung der Insulinresistenz bei den (bergewichtigen Tieren (96).
Diese Daten lassen vermuten, dass eine Erhéhung von globuldrem
Adiponektin einen direkten insulinsensitivierenden Effekt hat, der unabhangig
von der Fettgewebsmasse ist (40).

Die Frage, ob und in welchen Konzentrationen globuldres Adiponektin auch
im Menschen vorkommt ist jedoch noch nicht abschlieBend geklart. Es gibt
Vermutungen, dass durch enzymatische Spaltung (z.B. leukozytdre Elastase)
globuldare Adiponektinfragmente auch in der Zirkulation des Menschen
vorkommen.

Einen weiteren Hinweis fir den direkten insulinsensitivierenden Effekt des
Adiponektins lieferten Kadowakis und Matsuzawas Gruppe, als sie in
Adiponektin  Knockout-Mausen (Adiponektin -/-) eine ausgepragte
Insulinresistenz beschreiben konnten, die durch Adiponektinsupplementation
des full-length Hormon vollstandig reversibel war (96).

Zuklnftige Therapieansatze mit dem Ziel die zirkulierenden Spiegel von
Adiponektin zu erhdhen (wie es heute schon durch z. B. PPAR-gamma
Agonisten moglich ist) kénnten so viel versprechende pathophysiologisch
orientierte Behandlungsstrategien von Insulinresistenz und Diabetes mellitus

Typ 2 darstellen.
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1.2.7 Die Rolle von Adiponektin im Fettstoffwechsel

Studien der letzten Jahre belegen einen unabhangigen Zusammenhang
zwischen Adiponektin und dem Fettstoffwechsel, der nicht vollsténdig durch
die Effekte von Ubergewicht und Insulinresistenz erkldrt werden kann. So
reduziert Adiponektin den Gehalt von Triglyzeriden in der Skelettmuskulatur
von Mausen (40; 104). In klinischen Studien an Patienten mit Typ 2 Diabetes
und /oder KHK korreliert Adiponektin negativ mit der Konzentration
zirkulierender Triglyzeride und zeigt eine stark positive Beziehung zum
Serum-HDL-Cholesterin (96). Es wird vermutet, dass Adiponektin ber den
Proteinkinase A (PKA) —Signalweg eine vermehrte hepatische Sekretion von
Apolipoprotein A1 (ApoAl) vermittelt. PKA aktiviert die ApoAl-Expression
und dies flihrt zu erhdhten HDL-Cholesterinspiegeln (22; 23).
Untersuchungen zeigen, dass Adiponektin positiv mit der Aktivitdt der
Lipoproteinlipase (LPL) korreliert, einem Enzym, dessen erniedrigte Aktivitdt
im Zentrum der Entstehung der diabetischen Dyslipiddmie mit erhdhten
Triglyzeriden und erniedrigten HDL-Cholesterin steht (24). Darlber hinaus
besteht eine negative Beziehung zwischen Adiponektin und der Hepatischen
Lipase (HL), einem Enzym, das entscheidend am Katabolismus von HDL-
Partikeln beteiligt ist (24). Adiponektin kdnnte durch Hemmung eines
aktivierenden Transkriptionsfaktors, sterol regulatory element binding protein
(SREBP)-1c die HL-Expression vermindern und hierdurch zu erhéhten HDL-
Spiegeln fiihren (22). Eine weitere Studie zeigte einen negativen
Zusammenhang zwischen Adiponektin und der Konzentration von kleinen
LDL-Partikeln, intermediaren sowie groBen VLDL-Partikelkonzentrationen,
eine Lipidkonstellation mit einem besonders hohen atherogenen Potential
(82). Erniedrigte Spiegel an Adiponektin gehen zudem mit erhéhten Spiegeln
an pro-atherogenen ApoB einher (10; 58). Diese Konstellation des
Lipidmetabolismus wird auch unter dem Begriff ,Atherogene Dyslipidamie®
zusammengefasst und stellt die charakteristische Fettstoffwechselstérung

des Patienten mit Typ 2 Diabetes mellitus oder Insulinresistenz dar.
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1.2.8 Die Rolle von Adiponektin bei Inflammation, Atherosklerose und

Koronarer Herzkrankheit

Als  Atherosklerose  bezeichnet man die Veranderungen der
mesenchymalen Zellen der Intima und der Media eines Gefales.

Durch Trauma eines GefaBes und/oder Verletzung der Endothelzellschicht
kommt es zur Stimulation von Zytokinen und Wachstumsfaktoren, zur
Adhasion von Monozyten an das Endothel und zur Stimulation der
Proliferation von glatten Muskelzellen. Den Initialschritt der Atherogenese
stellt hierbei die Anhaftung pro-inflammatorischer mononukledrer Zellen an
das geschadigte Endothel und die nachfolgende Transmigration in den
subendothelialen Raum dar. Hier nehmen nun gewebsstandige Monozyten
und Makrophagen oxidierte Lipoproteine wie LDL auf und transdifferenzieren
sich zu so genannten Schaumzellen. Diese Schaumzellen verursachen eine
Entziindungsreaktion, welche im weiteren Verlauf von den subendothelialen
auch auf tiefere Abschnitte der Media Ubergreift und hier zu einer
Proliferation glatter Muskulatur fihrt.

Aus groBen epidemiologischen prospektiven Studien konnten wichtige
kausale Faktoren der Atherogenese identifiziert werden. Zu diesen so
genannten kardiovaskuldaren Risikofaktoren flir die Entstehung von
Atherosklerose zdhlen hamodynamische (z.B. arterielle Hypertonie),
soziobkonomische (z.B. Stress) anthropometrische (z.B. Adipositas, Alter)
und laborchemische Parameter (z.B. LDL-/HDL-Cholesterin, Lp(a)).
Adiponektin wurde in klinischen Studien in Zusammenhang mit zahlreichen
dieser Risikofaktoren beschrieben. So findet sich ein erniedrigtes Adiponektin
bei Rauchern, Patienten mit Ubergewicht und Hypertonie (65). Hohe
Adiponektinkonzentrationen findet man hingegen bei hohen HDL-Werten und
bei schlanken Patienten (65).

Weitere Untersuchungen beschrieben zudem Assoziationen, die mit den anti-
atherogenen und anti-inflammatorischen Fahigkeiten von Adiponektin aus in

vitro Studien in Zusammenhang stehen kdnnten. So blockt Adiponektin die
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zelluldren  pro-inflammatorischen  Effekte  von TNF-o und schitzt
Endothelzellen vor der TNF-a induzierten Inflammation (10; 36; 69). Im
Serum von Patienten mit KHK finden sich die hdchsten CRP-Werte bei
solchen, die die niedrigsten Adiponektinlevel aufweisen (59). Prospektive
Studien mit definierten kardiovaskularen Endpunkten unterstreichen die Rolle
von Adiponektin als Anti-Atherogenesefaktor. So waren in einer groBen
prospektiven Studie an Mannern hohe Plasmaspiegel von Adiponektin mit
einem niedrigeren Risiko fr einen Myokardinfarkt assoziiert (75).

Niedriges Adiponektin scheint sowohl als Marker fiir das Risiko einer
kardiovaskularen Erkrankung geeignet, als auch unabhdngiger Risikofaktor
zu sein (75). Kumada et al. zeigten, dass bei Patienten mit einer
nachgewiesener KHK niedrigere Adiponektinspiegel vorlagen als bei einer
gematchten Kontrollgruppe von freiwilligen Blutspendern (51; 60). In
weiteren Studien waren Adiponektinspiegel bei Patienten mit KHK und
Diabetes mellitus Typ 2 am niedrigsten, intermediar in der Gruppe der
Diabetiker ohne diagnostizierte KHK und am hdchsten in der Gruppe
gesunder Vergleichsprobanden (37; 60). In mehreren prospektiven Studien
zeigte Adiponektin eine inverse Beziehung zu den beobachteten
kardiovaskuldaren Ereignissen. So lieB sich aus jeder Plasmaspiegelerhéhung
von Adiponektin um 1 pg/ml eine 3%ige Risikoreduktion flir ein
kardiovaskulares Ereignis berechnen (60; 108). Patienten mit einem Akuten
Koronarsyndrom haben im Vergleich zu Patienten mit einer stabilen Angina
pectoris signifikant niedrigere Adponektinspiegel, was darauf hindeutet, dass
ein Absinken der Konzentration von Adiponektin einen Hinweis auf einen
drohenden Infarkt liefern kdnnte (60; 62). Weitere Studien in dieser Richtung
zeigten, dass der Plasmaadiponektinspiegel nicht nur mit dem Vorliegen einer
KHK allein negativ korreliert, vielmehr zeigten sich signifikantere
Assoziationen mit dem Ausmal einer KHK in verschiedenen angiographischen
Scores (25).

Pathophysiologische Untersuchungen konnten zahlreiche mogliche Effekte

von Adiponektin in Zellkulturmodellen zeigen, die in vivo zu den glinstigen
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Assoziationen zwischen Adiponektin und kardialem Risiko beitragen koénnten.
So konnten als wesentliche anti-atherogene Effekte von Adiponektin die
Hemmung der Monozytenadhdsion am Endothel, die Hemmung von pro-
inflammatorischen Zytokinen und die Hemmung der Umwandlung von
Makrophagen zu Schaumzellen beschrieben werden (68). Endothelzellen
exprimieren  Adiponektinrezeptoren, (ber die eine Erhéhung der
Stickstoffmonoxidproduktion (NO) vermittelt wird (65). So ist konsekutiv in
Adiponektin-Knockout-Mausen (Adiponektin -/-) die endothelvermittelte
Vasodilatation verschlechtert (60; 70). Adiponektin-/-Mause zeigen zudem
eine verbreiterte GefaB-Intima und eine verstarkte Proliferation der glatten
Muskelzellen nach Verletzung eines GefaBes (60; 86; 24).

Adiponektin vermittelt anti-inflammatorische und anti-atherosklerotische
Effekte, die zahlreiche Initialschritte der Atherogenese glinstig beeinflussen.
Adiponektin inhibiert in humanen Endothelzellen die durch TNF-a- und
nuclear-factor " (NF)kB-stimulierte Adhasion von Monozyten durch Hemmung
der Expression von Adhdsionsmolekilen wie vascular cell adhesion molecule
(VCAM)-1, E-Selektin und intercellular cell adhesion molecule’(ICAM)-1 (60;
66; 67). Adiponektin vermindert die Lipidanreicherung in den Makrophagen,
indem es die Aufnahme von oxidiertem (ox)-LDL und die Umwandlung zu
Schaumzellen reduziert (60; 68; 103). Es bindet auBerdem den platelet-
derived-growth-factor "(PDGF)-BB und supprimiert die Migration von glatten
Muskelzellen (65).

Nach einer Verletzung des Endothels ist Adiponektin an der Stimulation der
Angiogenese und vor allem der Hemmung der Endothelzell-Apoptose beteiligt
(48; 96). In einem etablierten Atherosklerosemodell der ApoE KO Maus
(ApoE-/-) konnten sowohl globulares als auch full-length Adiponektin zu einer
signifikanten Reduktion atherosklerotischer Lasionen in vivo flihren. Diese
Versuche erbrachten so einen direkten Zusammenhang zwischen der Vielzahl
potentiell anti-atherosklerotischer Fahigkeiten von Adiponektin und dem

histopathologischen AusmaB vaskularer und koronarer GefaBkomplikationen.
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Zusammengefasst: Neben den positiven Effekten auf Insulinsensitivitat und
Lipidprofil besitzt Adiponektin eine Vielzahl anti-inflammatorischer und anti-
atherogener Fahigkeiten. Diese flihren in etablierten Mausmodellen der
Atherosklerose zum Schutz vor der Entstehung atherosklerotischer
Komplikationen. Beim Menschen scheinen erhdhte Adiponektinspiegel einen
moglichen Schutz vor Myokardinfarkt zu bieten und die Bestimmung von
Adiponektin im Blut kann als pradiktiver und prognostischer Marker fiir eine

KHK verwendet werden.

1.3 HMW-Adiponektin

1.3.1 Charakteristik des HMW-Adiponektins

Die HMW-Isoform des Adiponektins wird durch Assoziation von vier bis
sechs Adiponektintrimeren zu hohergeordneten Strukturen gebildet.
Neueste Erkenntnisse zeigen, dass viele bisher bekannte Eigenschaften des
Adiponektins nicht nur auf die Masse des Gesamtadiponektins
zurlckgeflhrt werden koénnen, sondern vielmehr auf dem Anteil der
zirkulierenden HMW-Form dieses Proteins beruhen koénnten. Dies hat zu der
Uberlegung gefilhrt, dass verschiedene multimere Isoformen des
Adiponektins unterschiedliche biologische Funktionen austiben kdnnten. In
der Klinik kdnnte so der Quotient aus HMW-Adiponektin und Adiponektin,
also der Anteil des HMW-Adiponektins am Gesamtadiponektin, den

biologisch aktiven Anteil dieses Hormons effizient widerspiegeln.

1.3.2 HMW-Adiponektin, Wertigkeit und biologische Funktionalitat

Neueste Erkenntnisse deuten nun darauf hin, dass der Anteil von HMW-
Adiponektin an der Gesamtadiponektinkonzentration fiir die biologisch
aktiven Effekte in Stoffwechsel und Atherosklerose verantwortlich ist (5; 52;
53; 92). Der Identifizierung von Struktur-Funktionsbeziehungen der

verschiedenen Adiponektin-Multimere sowie die Beschreibung klinisch
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relevanter Assoziationen zwischen den verschiedenen Isoformen und
definierten Erkrankungen (wie Typ 2 Diabetes mellitus oder KHK) kommt
daher eine groBe Bedeutung zu und zahlreiche Erkenntnisse resultieren aus
jungster Zeit: Posttranslationale Modifikationen wie Hydroxylierungen und
Glykosylierungen der Lysinreste sind essentiell fiir die Bildung der
héhergeordneten Struktur (92). Folglich zeigte sich, dass bei Typ 2
Diabetikern der Grad an Hydroxylierungen und Glykosylierungen von
Adiponektin und damit auch der Quotient von HMW-Adiponektin und
Adiponektin im Vergleich zu Gesunden reduziert war (92). Im Folgenden war
auch die Fahigkeit von Adiponektin die AMP-Kinase in der Leber zu aktivieren
vermindert (92). Um die Rolle der posttranslationalen Modifikationen zu
analysieren verglich man die Strukturen, die von murinen Fettzellen gebildet
wurden mit denen, die von E. coli (bei denen keine posttranslationalen
Modifikationen stattfinden) geformt wurden. In den E. coli war die Bildung
der HMW- Struktur nicht mdglich, es resultierten lediglich die LMW und
MMW-Formen (92). Auch Mutanten, bei denen die Lysinreste ersetzt wurden,
bildeten keine HMW-Komplexe.

In funktionellen Untersuchungen zeigte sich, dass die HMW-Komplexe von
Adiponektin die aktivste Form in der Unterdrlickung der hepatischen
Glukoseproduktion sind (92). Ferner ist nur die HMW und nicht die trimere-
und hexamere Form in der Lage die Endothelzellen vor Apoptose zu schiitzen
(92). In klinischen Studien konnte die Hypothese vom biologisch aktiven
HMW-Adiponektin weiter unterstlitzt werden. Der Quotient aus HMW-
Adiponektin  und  Gesamtadiponektin  korreliert  positiv.  mit der
Insulinsensitivitat im Menschen (53; 86). Wahrend insulinresistente Patienten
im Vergleich zu insulinsensiblen Individuen niedrigere Spiegel von
Adiponektin und auch von HMW-Adiponektin aufweisen, zeigt sich kein
Unterschied in der Konzentration des LMW-Adiponektins (53).

Eine Behandlung mit Thiazolidindionen fihrte in zahlreichen Studien zu
einem signifikanten Anstieg der Adiponektinkonzentration (96). Trennt man

Adiponektin jedoch in seine verschiedenen Isoformen auf, zeigt sich, dass
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diese Erhéhung im Wesentlichen durch eine Erhéhung des HMW- Anteils zu
erklaren ist (52; 86).

HMW-Adiponektin zirkuliert bei Mannern in geringeren Konzentrationen als
bei Frauen (5). Auch der Taille-Hiifte-Quotient (,waist-to-hip-ratio") (als
klinischer Marker der viszeralen Adipositas) zeigt positive Beziehung zur
HMW- Form jedoch nicht zur LMW- Form (53). Da schon berichtet wurde,
dass eine Abnahme dieses Quotienten durch Gewichtsabnahme zu einer
Erhéhung des Adiponektins fuhrt, ist voraussichtlich diese Erhéhung durch
das steigende HMW-Adiponektin verursacht.

HMW-Adiponektin und auch der Quotient zeigen niedrigere Werte bei
diabetischen Mannern mit KHK als bei jenen ohne KHK (92). Der Quotient
kann hier als unabhangiger Pradiktor fir eine manifeste KHK bei Patienten
mit Typ 2 Diabetes dienen. Es wird inzwischen vermutet, dass die
Bestimmung von HMW-Adiponektin zusammen mit der Gesamtkonzentration
von Adiponektin (und Berechnung des HMW-Adiponektin / Adiponektin-
Quotienten) zukiinftig eine bessere Vorhersagekraft fir das Risiko einer KHK
erzielen kann, als dies bisher fiir Adiponektin berichtet wurde (92). Studien,
die einen direkten Vergleich der verschiedenen  multimeren
Adiponektinformen in groBen Risikokollektiven fiir KHK untersucht hatten,

sind jedoch bisher nicht veréffentlicht.

1.4 Fragestellung

Adiponektin wird fast ausschlieBlich in den Adipozyten sezerniert und stellt
ein  Protein mit  anti-atherogenen,  anti-inflammatorischen  und
insulinsensitivierenden  Eigenschaften dar. Adiponektin  zirkuliert in
mindestens  drei  verschiedenen  multimeren  Komplexen, denen
unterschiedliche biologische Aktivitdten nachgesagt werden.

In Kklinischen Studien, die die Adiponektinkonzentrationen erfassten,
korrelierte Adiponektin negativ mit dem Vorliegen eines Diabetes mellitus

Typ 2 und/oder einer KHK. Ferner konnte gezeigt werden, dass Adiponektin
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ein Marker fur das AusmaB koronarer GefaBlasionen ist und ein Absinken der
Adiponektinkonzentration war mit der Zunahme des Schweregrades einer
KHK assoziiert.

Neue Erkenntnisse lassen inzwischen vermuten, dass der Anteil des HMW-
Adiponektins den Hauptanteil der protektiven Effekte von Adiponektin bei
Atherosklerose vermittelt. So war HMW-Adiponektin dem Adiponektin
(Gesamtadiponektin) in der Pradiktion von Insulinresistenz und der Pravalenz
des Metabolischen Syndroms signifikant (berlegen. Nur die HMW- Form
vermag an geschadigtes Endothel zu binden und die endotheliale Apoptose
zu hemmen. Therapeutische Interventionen zur Erhdéhung zirkulierender
Adiponektinspiegel (z.B. die Behandlung mit PPAR-y-Agonisten oder
GewichtsreduktionsmaBnahmen) bewirken eine selektive Erhdéhung der
HMW- Form von Adiponektin.

Ziel dieser Studie war es zu untersuchen, ob die HMW-
Adiponektinkonzentration und der Quotient aus HMW-Adiponektin und
Adiponektin mit dem AusmaB der Koronaren Herzkrankheit bei Mannern
assoziiert ist. Dariber hinaus wurde der pradiktive Wert von HMW-
Adiponektin und des HMW-Adiponektin/Adiponektin-Quotienten flir KHK mit
dem des Gesamtadiponektins verglichen. Es sollte so analysiert werde, ob die
Messung von HMW-Adiponektin zukiinftig einen klinischen Stellenwert in der

Risikopradiktion der KHK besitzt, die dem von Adiponektin tberlegen ist.

Eine zweite unabhangige Fraggestellung zielte auf eine mdgliche
interventionelle Erhdhung des zirkulierenden HMW-Adiponektins bei
Patienten mit Typ 2 Diabetes ab. Statine sind in der Primar- und
Sekundarpravention von kardialen Ereignissen bei Patienten mit Typ 2
Diabetes erfolgreich untersucht und angewandt worden. Hier zeigten sich
aber auch protektive Effekte, die nicht alleine durch den cholesterin-
senkenden Effekt der Statine zu erkldren waren und als pleiotrope

Statineffekte = zusammengefasst werden. Die Senkung systemisch
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inflammatorischer Aktivitat, charakterisiert durch einen signifikanten Abfall
der CRP- Werte, ist als pleiotrop, anti-inflammatorischer Effekt der Statine
bekannt. Was jedoch diesen CRP-Abfall bei Patienten mit Typ 2 Diabetes
bewirkt ist noch unbekannt. Adiponektin besitzt anti-inflammatorische
Fahigkeiten und zeigt eine negative Korrelation mit zirkulierenden CRP-
Spiegeln in klinischen Studien bei Patienten mit Typ 2 Diabetes (32). Eine
Erhéhung des Adiponektins war in friiheren Studien mit einer Erniedrigung
der CRP-Level im Plasma assoziiert.

Statine wirken aktivierend auf PPAR-regulierte Stoffwechselwege und (iben
Einflisse auf Fettsdureaufnahme und Fettsdaureoxidation aus (32; 74). Da
erhOhte PPAR-Aktivitat (z.B. durch die Gabe von Thiazolidindionen) einen
Anstieg von HMW-Adiponektin und Adiponektin bewirkt (17), sollte in einer
zweiten, unabhangigen Interventionsstudie untersucht werden, ob eine
Behandlung mit 40 mg Atorvastatin (Sortis®) taglich Gber acht Wochen die
Konzentration von Adiponektin und/oder HMW-Adiponektin bei Patienten

mit Typ 2 Diabetes beeinflusst.
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2. Materialien und Methoden

2.1 Materialien und Gerate

Heparin

EDTA
CH3COO

Destilliertes Wasser

Synchron LX-20

Beckman LM-8 Ultrazentrifuge

VT-51.2. Rotor

Insulin-Immunoassay-Kit

CRP-ELISA-Kit

Adiponektin-ELISA-Kit

HMW-Adiponektin-ELISA-Kit
(Adiponectin Multimeric EIA)

Braun Melsungen AG, Melsungen,
Deutschland

AppliChem, Darmstadt, Deutschland
E.Merk, Darmstadt, Deutschland

Braun, Melsungen, Deutschland

Beckman Coulter GmbH, Minchen,
Deutschland

Beckman Coulter GmbH, Miinchen,
Deutschland

Beckman Coulter GmbH, Minchen,

Deutschland
CIS bio international, F91192 Gif-

Sur-Yvette, Cedex, Frankreich

Dade Behring Inc.,Cupertino, USA

B-Bridge International Inc.,
San Jose, USA

ALPCO Diagnostics, Salem, USA
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2.2 Methoden

2.2.1 Untersuchungsaufbau - Ubersicht

Querschnittsstudie

Der Zusammenhang zwischen KHK, Serum-HMW-Adiponektin und dem
Quotienten aus HMW-Adiponektin und der Adiponektinkonzentration wurde
in einer klinischen Studie an 240 mannlichen Patienten untersucht, die sich

einer elektiven Koronarangiographie unterzogen.

Interventionsstudie

Der Einfluss von Atorvastatin auf die Konzentration von Adiponektin und
seiner hoch-molekularen (HMW)-Isoform wurde zusatzlich an 75 Patienten
mit manifestem Typ 2-Diabetes in einer 8-wdchigen, offenen,

placebokontrollierten Studie untersucht.

In beiden Kollektiven wurden standardisierte Blutabnahmen jeweils morgens
nach einer mindestens achtstiindigen Nahrungskarenz durchgeftihrt.

Aus diesen Blutproben wurde die Konzentration von HMW-Adiponektin
bestimmt. In vorausgegangenen Studien wurden die Konzentrationen
verschiedener Lipoproteine und weitere biochemische Parameter (u. a. die
Adiponektinkonzentration) gemessen.

Das AusmaB der KHK wurde angiographisch durch Quantifizierung dreier
etablierter Scores, dem Severity Score, Extent Score und Gensini Score,

beschrieben.
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2.2.2 Patienten

Querschnittsstudie

An dieser Studie nahmen 240 Patienten im Alter von 28 bis 86 Jahren teil.
Alle Teilnehmer unterzogen sich einer elektiven angiographischen
Untersuchung der Koronararterien an der Universitat Heidelberg.

Eine manifeste KHK wurde als Extent Score > 0 definiert und bei 165
Patienten festgestellt. 75 Patienten zeigten einen unauffalligen
Koronarangiographiebefund, ohne Nachweis atherosklerotischer Lasionen.
Der Body-MaB-Index (BMI) wurde durch die Formel: Gewicht / KorpergroBe?
bestimmt. Ein pravalenter arterieller Hypertonus wurde durch Blutdruck-
Messungen nach der Methode von Riva Rocci ermittelt. Ein Ruhewert >
140/90 mmHg und/oder eine laufende Therapie mit Antihypertonika wurde
der Diagnose (gleichgesetzt.  Nikotinabusus und  AusmaB  des
Zigarettenkonsums (packyears) wurde mit der Anamnese erhoben. Zur
Erfassung weiterer biochemischer Parameter, die eine Assoziation mit KHK
aufweisen, wurden in friheren Studien bereits verschiedene
Lipoproteinfraktionen  mittels  Ultrazentrifugation  aufgetrennt  und
quantifiziert. Marker der systemischen Inflammation wurden nephelometrisch
(hs-CRP) und mittels ELISA (Interleukin-6, TNF-o) erfasst.

Insgesamt erfillten 80 Patienten (33,3%) die Kriterien des Metabolischen
Syndroms (nach IDF-Kriterien) (109), 35 Patienten (14,6%) hatten einen
manifesten Diabetes mellitus Typ 2 (nach ADA-Kriterien) (110) und 119
(49,6%) eine arterielle Hypertonie (nach WHO-Kriterien).

101 Patienten (42,1%) nahmen Medikamente zur Senkung der Blutfette (98

Patienten ein Statin, lediglich 3 Patienten ein Fibrat).
Eine laufende Therapie mit einem PPAR-o- oder PPAR-y-Agonisten, welche

bekanntlich die Konzentration von Adiponektin beeinflussen (40; 104), wurde

ausgeschlossen.  Die  Blutproben wurden unmittelbar vor der

22



Materialien und Methoden

Koronarangiographie entnommen, auf Eis gekihlt und abzentrifugiert. Das
Serum wurde aus dem Uberstand aliquotiert und die Proben bei -80°C bis zu

den Analysen eingefroren.

Interventionsstudie

Diese Studie wurde an einer Gruppe von 75 Typ 2-Diabetikern (41 Manner
und 34 postmenopausale Frauen) in einer randomisierten, offenen und
placebokontrollierten Interventionsstudie durchgefiihrt. In einer 2:1
Verteilung erhielten 52 Patienten 40 mg/d Atorvastatin fir die Dauer von 8
Wochen, 23 Patienten erhielten ein Placebo. Ein manifester Diabetes mellitus
Typ 2 wurde entsprechend den Kriterien der American Diabetes Association
(NUchtern-Plasma-Glukose > 126 mg/dl; bzw. medikamentdse, anti-
diabetische Therapie) festgestellt. Voraussetzung flir die Teilnahme war eine
kontrollierte  diabetische Stoffwechsellage mit einem glykosylierten
Hamoglobin < 12,0% und einer Nichtern-Glukose- Konzentration von < 12,5
mmol/l (< 225 mg/dl). Darliber hinaus durfte die laufende anti-diabetische
Therapie wahrend der Interventionsdauer nicht verandert werden und
musste fur mindestens 2 Monate vor Einschluss in die Studie konstant
geblieben sein. Patienten, bei denen die Einnahme von Statinen
kontraindiziert war (z.B. aufgrund von Erkrankungen der Leber, gemessen
durch Bestimmung der Transaminasen im Serum; Patienten mit
Muskelerkrankungen, gemessen durch den Wert der Kreatinkinase (CK) im
Serum) wurden ausgeschlossen. Auch Patienten mit einem Niichtern-
Triglyzerid-Spiegel > 1000mg/dl, was auf sekundare Stérungen des
Lipidstoffwechsels hindeutet, wurden ausgeschlossen.

Die Patienten wurden Uber die Indikationen einer Statintherapie und
mogliche Nebenwirkungen aufgeklart. Es wurde die Einnahme von 40 mg
Atorvastatin (n=52) oder Placebo (n=23) taglich Gber einen Zeitraum von
acht Wochen angeordnet. Die Teilnehmer wurden aufgefordert ihre vorherige

Medikation, Diat und korperliche Aktivitdt wie gewohnt beizubehalten.
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Nichtern-Blutabnahmen wurden nach mindestens 10-stiindiger
Nichternphase jeweils morgens unmittelbar vor Beginn der Statintherapie

und nochmals am Ende der achtwdchigen Therapie durchgefiihrt.

Die Studienprotokolle wurden von der Ethikkommission der Universitat
Heidelberg genehmigt und jeder Patient gab nach ausfuhrlicher Aufklarung

eine schriftliche Einverstandniserklarung.

2.3 Biochemische Analysen

2.3.1 Bestimmung der Plasmakonzentration von Adiponektin mittels Enzyme
Linked Immuno Sorbent Assay (ELISA)

Die Bestimmung der Adiponektinkonzentration erfolgte mittels eines ELISAs
der Firma B-Bridge International Inc., San Jose (USA), entsprechend des
vorgegebenen Protokolls:

e 10 pl Patienten-Serum werden jeweils auf den Faktor 5100 verdinnt
und mit den Standardlésungen, die unterschiedliche
Adiponektinkonzentrationen beinhalten, auf eine ,96-well® Platte
gegeben. Das ,well® ist mit einem Anti-Adiponektin-AntikGrper
beschichtet, woran in der vorgegebenen Inkubationszeit von 60 min
bei Raumtemperatur das Adiponektin der Proben bindet (1. Reaktion).

e Nach Abwaschen des ubrigen, nicht gebundenen Serums wird ein
weiterer polyklonaler Anti-Adiponektin-Antikbrper vom Hasen auf die
Platte gegeben, der nun an das Adiponektin der 1. Reaktion bindet (2.
Reaktion).

e Folglich findet ein weiterer Waschvorgang statt. Im Anschluss daran
wird ein Konjugat aus horseradish peroxidase (HRP) und Antikdrper

gegen IgG des Hasen hinzugegeben und erneut inkubiert (3.
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Reaktion). Dieser Antikdrper detektiert den gebundenen Anti-
Adiponektin-Antikorper der 2. Reaktion.

Zum Abschluss findet ein weiterer Waschvorgang statt und das
Substrat flir die Peroxidase wird zugegeben. Durch nachfolgende
enzymatische Reaktion findet eine Farbenstehung statt, die nach 15
min durch eine reaktionsstoppende Losung beendet wird.

Diese Farbintensitdt kann im Folgenden bei 450 nm photometrisch
gemessen werden. Auch bei den Standardlésungen ist eine Absorption
zu messen, mit der eine Standardkurve erstellt werden kann, aus
welcher nun die Adiponektinkonzentrationen abgelesen werden

kdnnen.

2.3.2 Bestimmung der Plasmakonzentration von HMW-Adiponektin mittels

Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay (ELISA)

Die Bestimmung der HMW-Adiponektinkonzentration erfolgte mittels eines
ELISAs der Firma ALPO Diagnostics, Salem, USA entsprechend des

vorgegebenen Protokolls:

Jeweils 10 pl des Patienten-Serums werden gemeinsam mit einer
Protease (Proteinase K) in 1,5 ml -Tubes gegeben und fiir 20 Minuten
bei 37°C inkubiert. Diese Protease erfiillt die Aufgabe alle isomeren
Formen vom Gesamtadiponektin (ausgenommen der HMW-Form)
selektiv durch proteolytische Spaltung zu verdauen (20). Es verbleibt
nur das HMW-Adiponektin.

Hiernach werden 400 pl eines Puffers hinzu gegeben, um eine
Verdiinnung von 1:51 zu erhalten. AnschlieBend werden 10 pl dieses
Ansatzes mit 1,0 ml eines Verdlinnungsphosphatpuffers erweitert und
eine endglltige Verdiinnung von 1:5151 erreicht.

Nun werden 50 pl dieser verdinnten Probe zusammen mit den
vorgegebenen Standardldésungen zur Errechnung der Referenzkurve

auf  eine ,96-well* Platte gegeben und fiir eine Stunde bei
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Raumtemperatur inkubiert. Wahrend dieser Zeit wird das nach dem
proteolytischen Verdau verbliebene HMW-Adiponektin an das mit
humanen Anti-Adiponektin-Antikérpern beschichtet ,well®
(1. Reaktion).

e Nach mehrmaligen Waschvorgangen werden 50 pl eines

gebunden

monoklonalen Anti-Adiponektin-Antikdrpers, gebunden an Biotin,
hinzugegeben und der Ansatz erneut flir eine Stunde unter
standardisierten Bedingungen inkubiert. Dieser Antikérper detektiert
das gebundene HMW-Adiponektin der 1. Reaktion (2. Reaktion). Nach
erneutem Waschen wird das Gemisch mit einem Konjugat aus
horseradish peroxidase (HRP) und Streptavidin versetzt und flir eine
halbe Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Dieser Antikdrper bindet
an das Anti-Adiponektin der 2. Reaktion (3. Reaktion).

e Zuletzt werden nach einem letzten Waschvorgang 50 pl des Substrats
fur die Reaktion mit der Peroxidase hinzugegeben und unter
Lichtabschirmung fir 10 Minuten inkubiert. Im Anschluss wird die
Farbentstehung durch Hinzugabe von 50 pl einer reaktionsstoppenden
Losung beendet.

¢ Nun kann die Farbintensitat photometrisch durch Absorption bei einer
Wellenlange von 492 nm bestimmt werden. Aus den Absorptionen der
Standardlésungen lasst sich eine Standardkurve ermitteln und unter
Berlicksichtigung der Standardkurve die HMW-
Adiponektinkonzentrationen aus den verschiedenen gemessenen

Intensitaten ermitteln.

2.3.3 Ratio

Zur Beschreibung des Verhadltnisses der Konzentrationen von HMW-

Adiponektin zu Adiponektin im Serum der Patienten wurde die so genannte

~Ratio" mit folgender Formel berechnet:
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HMW-Adiponektin / Adiponektin

2.3.4 Messung von Lipiden und Lipoproteinen

Low density lipoprotein (LDL)-Cholesterin und VLDL-Cholesterin wurden
mittels Ultrazentrifugation in einer Beckmann LM-8 Ultrazentrifuge in 100 pl
Proben durch einen VT-51.2. Rotor (Beckman Coulter GmbH, Minchen,
Deutschland) in vorausgegangenen Studien bereits separiert.

AnschlieBend wurde die Konzentration von Gesamtcholesterin, HDL-
Cholesterin und Triglyzeriden enzymatisch in einem Synchron LX-20

(Beckman Coulter GmbH, Miinchen, Deutschland) bestimmt.

Der , Atherogene Index" wurde mit folgender Formel berechnet:

(Gesamtcholesterin - HDL-Cholesterin) / HDL-Cholesterin

2.3.5 Bestimmung der Insulinresistenz

Die Insulinresistenz wurde mittels einer Methode von Metthews, die erstmals
1985 beschrieben wurde, durch das so genannte Homeostase Model
Assessment (HOMA) (61) bestimmt.

Hierbei wird ein indirekter Insulinresistenz-Score (HOMA-IR) berechnet, der
in zahlreichen klinischen Studien eng mit dem AusmaB der Insulinsensitivitat

in aufwendigen Clamp-Studien korrelierte.

HOMA-IR = [ Niichtern-Glukose (mmol/l) x Niichtern-Insulin (uU/l) ]/ 22,5

Hohe HOMA-IR Werte stehen fiir eine niedrige Insulinsensitivitat, wahrend

niedrige Werte einer guten Insulinsensitivitat entsprechen.
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2.3.6 Erfassung von Niichtern-Glukose, Plasmainsulinspiegel, CRP-und IL-6

Spiegel

Die  Nuchtern-Glukose-Konzentration wurde im  Zentrallabor  der
Universitatsklinik Heidelberg, Innere Medizin nach einer Glukose-oxidase-
Methode bestimmt. Die Plasmainsulinspiegel wurden mittels ELISA (CIS bio
international, F91192 Gif-Sur-Yvette Cedex / Frankreich) gemessen.

Die Serumkonzentrationen von CRP wurden in einem hoch sensitiven Assay
(hs-CRP) mittels Nephelometrie gemessen (Dade Behring Inc., Cuperino,
USA). Die Serumkonzentration von Interleukin (IL-6) und TNF-o wurden
durch hoch sensitive ELISAs (R&D Systems, Wiesbaden, Deutschland)

bestimmt.

2.4 Koronarangiographie

Die Auswertung der Koronarangiographie wurde von zwei unabhangigen
Untersuchern  durchgefiihrt, die  bezilglich  Risikofaktoren  und
Serumadiponektinspiegel der Patienten verblindet waren.

Sechs Standardprojektionen wurden ausgewahlt, um eine optimale
Darstellung der atherosklerotischen Veranderungen der KoronargefaBe zu
erzielen. Das AusmaB der Koronaren Herzkrankheit wurde durch drei
etablierte Scores erfasst: 1) Severity-Score, 2) Extent-Score und 3) Gensini-

Score.

1) Severity-Score

Der Severity-Score ist als einfacher klinischer Score in der Praxis leicht
anwendbar. Er beschreibt die Anzahl der koronaren Ldsionen in ein, zwei

oder drei HerzkranzgefaBen, entsprechend dem Vorliegen einer koronaren

1-, 2- oder 3- GefdBerkrankung. Als koronare Lasion wird das Vorliegen einer
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50%igen Stenose, bzw. eine 50%ige Reduktion des luminalen Durchmessers
bezeichnet (2; 97).

2) Gensini-Score

Der Gensini-Score bietet eine genauere Klassifizierung des Stenosegrades der
HerzkranzgeféaBe: Anhand verschiedener Punktsysteme wird eine
Quantifizierung des koronaren GefafBschadens vorgenommen: ,1" bei einer
Stenose von 1-25%, mit ,2" bei einer Stenose von 26-50%, mit ,4" bei 51-
75%, ,8" bei 76-90% und ,16" bei einer Stenose von 91-99%. ,32"
entspricht dem eines totalen Verschlusses (97).

Der so ermittelte Score wird anschlieBend noch mit einem Faktor, der die
Lage und damit auch indirekt die klinische Bedeutsamkeit des Segments,

beschreibt, multipliziert.

3) Extent-Score

Der Extent-Score kann Werte einer Spanne von 0 bis 100 Punkten
annehmen. Mit dem Extent-Score konnen Kkleinste atherosklerotische
WandunregelmaBigkeiten beschrieben werden, die sich in bestimmten
Segmenten der HerzkranzgefdaBe befinden. Kommen Wandveranderungen
vor, so wird dies mit einem flir dieses Segment vorgegebenen Punktwert
erfasst.

5 Punkte flir den linken Hauptstamm, 20 fir den linken vorderen
deszendierenden Ast, 10 Punkte fir den diagonalen Hauptast, 5 fur den
ersten septalen Ast, 20 flir die linke Arteria circumflexa, 10 fir die
marginalen und posterolateralen GefaBe, 20 Punkte flir die rechte
Koronararterie und 10 fir den rechten hinteren deszendierenden Ast (97).
Die Werte der einzelnen Segmente der Koronararterien werden anschlieBend
addiert und die Gesamtsumme festgehalten. Dieser aufwendige Score

unterscheidet sich von den ersten beiden dahingehend, dass nicht nur

29



Materialien und Methoden

stenotische GefaBabschnitte erfasst werden, sondern auch friihe Prozesse
der koronaren Atherosklerose mit in die Wertung aufgenommen werden. Der
Extent Score korrelierte in friiheren Untersuchungen besser mit dem
individuellen Risikoprofil der untersuchten Patienten, als die beiden ersten
Scores (25).

2.5 Atorvastatin (Sortis®)

Atorvastatin ist ein Wirkstoff der Klasse der 3-Hydroxy-1-Methylglutaryl-
Coenzym-A (HMG-CoA)- Reduktasehemmer, die auch als Cholesterin-
Synthese (CSE)- Hemmer oder kurz Statine bezeichnet werden.

Atorvastatin bewirkt eine kompetitive Hemmung der HMG-CoA-Reduktase,
das wichtigste Enzym in der endogenen Cholesterinbiosynthese. In der
klinischen Anwendung erzielen CSE-Hemmer nicht nur eine Abnahme des
Gesamtcholesterins, sondern auch eine Reduzierung des Plasma-LDL um ca.
40%, eine Erniedrigung der Triglyzeride um 20% und ein Ansteigen des HDL
um ca. 2-10%. Darlber hinaus kommt es zu einer kompensatorischen
Hochregulation der LDL-Rezeptoren in der Leber und auch der Peripherie
(21; 32).

Mdgliche Nebenwirkungen koénnen Kopfschmerzen, gastrointestinale
Beschwerden, Transaminasenanstieg, CK-Erh6hung und vor allem eine
Myopathie mit Rhabdomyolyse, Myoglobindmie und akutem Nierenversagen
sein (93).

Indikationen flir die Behandlung mit einem CSE-Hemmer sind bis heute die
Hypercholesterinamie und die Hyperlipiddmie mit vorherrschender
Hypercholesterinamie.

Desweiteren gibt es Hinweise, dass eine sofortige Gabe von CSE-Hemmern
beim akuten Koronarsyndrom die Sterblichkeit reduziert. Der glinstige Effekt
basiert hier wohlmdglich nicht einzig auf der Lipidsenkung, sondern es
kommt darlber hinaus zu einer signifikant reduzierten

Thrombozytenaktivitat. Zusatzlich scheinen so genannte pleiotrope
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Statineffekte  Uber anti-inflammatorische und plaque-stabilisierende
Mechanismen glinstige Effekte auszutiben (21).

Kirzlich konnte in Studien eine Aktivierung des Transkriptionsfaktors PPAR-y
unter CSE-Hemmern beschrieben werden (32). ,Peroxisome proliferator-
activated receptors" (PPARs) sind ligandenaktivierte Transkriptionsfaktoren,
welche die Expression von Genen, die in Fettsdureaufnahme- und oxidation,
Lipidstoffwechsel und Inflammation involviert sind, regulieren (74). Die
Expression des Adiponektin-Gens unterliegt einer positiven Kontrolle von
PPAR-y und so flhrt eine Behandlung mit PPAR-y-Agonisten zu einer
signifikanten Erhéhung der zirkulierenden Adiponektinspiegel (40; 96). Eine
mogliche  Assoziation  zwischen einer CSE-Hemmertherapie  und
Veranderungen der Adiponektinkonzentration kdnnte Uber die Beeinflussung
von PPAR-y- abhdngigen Stoffwechselwegen vermittelt werden. Zusatzlich
zur Adiponektinkonzentration wurde in dieser Studie daher auch untersucht,
ob unter der Therapie mir 40 mg/d Atorvastatin Veranderungen in der

multimeren Verteilung der Adiponektinisoformen zu beobachten waren.

2.6 Statistische Analysen

Statistische Analysen wurden mit SPSS flr Windows, Ausgabe 11.0
durchgefihrt:

Querschnittsstudie

Normalverteilte Parameter werden als Mittelwert +/- Standardabweichung
dargestellt. Nicht-normalverteilte Parameter (u. a. Adiponektin, HMW-
Adiponektin und die HMW-Adiponektin / Adiponektin Ratio) werden als
Median prasentiert und fiir kombinierte Analysen log-transformiert, um eine
Normalverteilung zu erzielen. Bivariate Korrelationen zwischen den
Adiponektinvariablen und kardiovaskuldren Risikofaktoren wurden mit Hilfe

des Spearman Koeffizienten ermittelt. Die Adjustierung fir relevante
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anthropometrische und laborchemische Co-Variablen in der Analyse zwischen
Adiponektinvariablen und KHK-Scores erfolgte mittels der partial adjustierten
Korrelationsanalyse. Zur Kalkulation des relativen Risikos [Odds ratio (OR)]
wurden die Patienten zu gleichen Anteilen in Quartile eingeteilt (n=60). Die
Einteilung erfolgte nach der Gesamtadiponektin- und der HMW-
Adiponektinkonzentration bzw. dem Wert der Ratio. Die interquartilen
cuttoff-Werte flir Gesamtadiponektin lagen bei 2,50, 4,29 und 7,1 pg/ml:
Kategorie 1, < 2,50 pg/ml; 2,50 pg/ml < Kategorie 2 < 4,29 pg/ml; 4,29
Mg/ml < Kategorie 3 < 7,1 pg/ml; und Kategorie 4, = 7,1 pg/ml. Die flir
HMW-Adiponektin lagen bei 0,95, 1,70 und 2,95 ug/ml: Kategorie 1, < 0,95
Mg/ml; 0,95 pug/ml < Kategorie 2 < 1,70 pg/ml; 1,70 pg/ml < Kategorie 3 <
2,95 pg/ml; und Kategorie 4, = 2,95 pg/ml. Cuttoff-Werte flir die
HMW/Adiponektin Ratio lagen bei 0,31, 0,38 und 0,52: Kategorie 1, < 0,31;
0,31 < Kategorie 2 < 0,38; 0,38 < Kategorie 3 < 0,52; und Kategorie 4, >
0,52.

Flr Subgruppenanalysen wurden die Patienten in Quartile bzw. Quintile
entsprechend des AusmaBes der KHK im jeweiligen angiographischen Score
eingeteilt [Severity-Score  (Quartile): keine KHK 1-, 2- und 3-
GefaBerkrankung; Gensini-Score (Quartile): <25, 25-50, 50-75, > 75.
Perzentile; Extent-Score (Quintile): < 20, 20-40, 41-60, 61-80, > 80]. Die
Unterschiede der Plasmakonzentration fliir HMW-Adiponektin und der Ratio
zwischen den Quartilen bzw. Quintilen wurden mit der Varianzanalyse
(ANOVA) getestet. Die Unabhangigkeit des Einflusses von HMW-Adiponektin
und der Ratio auf das angiographische AusmaB der KHK wurde dariiber
hinaus mit Hilfe einer multivariablen Analyse nach dem linearen
Regressionsmodell untersucht. So wurde der relative Beitrag verschiedener
unabhangiger Faktoren auf einen abhdangigen Faktor, in diesem Fall der Wert
im Extent-Score, quantifiziert. Als unabhangige Faktoren wurde Alter, BMI,
Plasmatriglyzeride, HDL, LDL, packyears, hs-CRP, Interleukin-6,
Statintherapie sowie HMW-Adiponektin oder die Ratio eingeschlossen. ROC-
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Kurven wurden aufgezeichnet und die area under the curve (AUC) berechnet,
um den pradiktiven Wert von HMW-Adiponektin und der Ratio flir 1) die
Existenz einer manifesten KHK (Severity-Score > 0) und 2) die Existenz einer

schweren KHK (Extent-Score > 75. Perzentile) zu vergleichen.

Interventionsstudie

Die Unterschiede fir Gesamtadiponektin, HMW-Adiponektin und der HMW /
Adiponektin Ratio, sowie weiteren Variablen vor Beginn und nach Abschluss
der Interventionsstudie wurden mittels paired ¢ test fur normalverteilte
Werte oder dem Wilcoxon matched-pair-signed-test fiir nicht-normalverteilte

Werte analysiert.

In allen Analysen wurde ein p-Wert von 0,05 als statistisch signifikant
betrachtet.
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3. Ergebnisse

Querschnittsstudie

3.1 Patientenkollektiv

In Tabelle 1 sind Kklinische und biochemische Charakteristika der 240
untersuchten Probanden zum Zeitpunkt unmittelbar

Koronarangiographie zusammengefasst. Die Daten sind jeweils als Minimum,

vor der

Maximum, Median, Mittelwert und Standardabweichung dargestellt.

Tabelle 1: Klinische und biochemische Charakteristika des Studienkollektivs

Minimum Maximum Median Mittelwert | Standardabweichung
Alter (Jahre) 28 86 62 61 + /-10,2
BMI (kg/m?2) 19,7 40,6 27,4 27,5 +/-3,4
Cholesterin(mg/dl) 113 450 200 204,8 +/- 46,2
Triglyzeride(mg/dI)* 14 1393 121 149,7 +/-118,0
VLDL (mg/dI)* 3 377 19 25,5 +/- 28,5
LDL (mg/dl) 69 390 135 139,6 +/- 38,4
HDL (mg/dl) 15 107 38 40,2 +/-11,6
Atherogene Index 2,1 29,9 51 5,5 +/-2,4
Packyears* 0 100 10 17,3 +/- 21,9
Kreatinin (mg/dl) 0,4 2,3 1 1,0 +/-0,2
hs-CRP (mg/I)* 0,2 42,9 1,6 3,9 +/-6,9
Interleukin-6 (pg/ml)* 0,5 74,2 2,3 4,6 +/-7,2
HOMA-IR* 0,7 29,4 4,4 5,2 +/- 4,2
Adiponektin(pg/ml)* 0,4 23,7 4,3 5,6 +/- 4,2
'(*“'\;‘/’\r’];ﬁiim”ekti” 0,1 13,7 1,7 23 +/-2,0
Ratio* 0,1 1 0,4 0,4 +/- 0,2

*: Parameter ohne Normalverteilung
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3.2 Assoziationen zwischen Adiponektin, HMW-Adiponektin, Ratio

und klassischen kardiovaskularen Risikofaktoren

In Tabelle 2 sind die Beziehungen zwischen den Plasmakonzentrationen von
Adiponektin, HMW-Adiponektin und der Ratio und klassischen kardiovaskuldaren
Risikofaktoren =~ zusammengefasst. Dargestellt ist der  Spearman
Korrelationskoeffizient flir folgende Faktoren: Alter, BMI (als Marker fir
Adipositas), Dyslipidamie (Cholesterin, HDL, LDL, VLDL, TG), Rauchen
(packyears), Insulinresistenz (HOMA-IR), systemische inflammatorische
Aktivitat (IL-6, hs-CRP), sowie eine positiven Anamnese fiir Hypertonie und

Diabetes mellitus.

Tabelle 2: Spearman Korrelationskoeffizient flir Adiponektin, HMW-
Adiponektin und der Ratio mit klassischen kardiovaskuldren Risikofaktoren
HMW-Adiponektin Adiponektin Ratio
r p-value r p-value r p-value

Alter 0,129 0,044 0,197 0,002 -0,021 0,747
BMI -0,312 | <0,001 | -0,249 <0,001 -0,182 0,004
Cholesterin 0,038 0,553 0,076 0,231 -0,057 0,379
HDL 0,419 | <0,001 | 0,331 <0,001 | 0,213 | <0,001
LDL -0,007 0,920 0,042 0,515 -0,066 0,317
VLDL -0,285 | <0,001 | -0,221 <0,001 -0,149 0,020
Triglyzeride -0,273 | <0,001 | -0,198 0,002 -0,169 | 0,009
Atherogener Index -0,352 | <0,001 | -0,268 <0,001 -0,192 | 0,003
Packyears -0,201 0,002 -0,150 0,018 -0,174 | 0,007
HOMA-IR -0,333 | <0,001 | -0,236 0,001 -0,275 | <0,001
hs-CRP -0,236 | <0,001 | -0,227 <0,001 0,001 0,983
Interleukin-6 -0,022 0,736 -0,078 0,225 0,146 0,024
Diabetes mellitus* -0,101 0,119 -0,096 0,140 -0,028 0,664
Hypertonus* -0,057 0,375 -0,007 0,917 -0,061 0,342

Statistisch signifikante positive oder negative Korrelationen (p-value < 0,05)

sind fett markiert * kategorische Variablen
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Adiponektin, HMW-Adiponektin und die Ratio zeigen signifikante Assoziationen
mit etablierten, klassischen kardiovaskuldren Risikofaktoren: So ergeben sich
statistisch signifikant negative Korrelationen zwischen Adiponektin und BMI, hs-
CRP, packyears, HOMA-IR sowie Markern des Lipidmetabolismus (Triglyzeride,
VLDL, Atherogener Index). Vergleichbar negative Assoziationen finden sich
zwischen HMW-Adiponektin und BMI, hs-CRP, packyears, HOMA-IR und den
Lipidparametern (Triglyzeride, VLDL, Atherogener Index). Signifikant positiv ist
die Korrelation zwischen beiden, Adiponektin und HMW-Adiponektin, und HDL-
Cholesterin. Fir die Ratio ergeben sich signifikante Korrelationen mit HDL-
Cholesterin und Interleukin-6 (positiv), sowie BMI, packyears, HOMA-IR und
den Lipidparametern: Triglyzeride, VLDL und Atherogener Index (negativ).

Die signifikanten Assoziationen zwischen Adiponektin und den ausgewahlten
Variablen: Alter, BMI, HDL, LDL, packyears und hs-CRP sind in Abbildung l1a

dargestellt. Abbildung 1b und 1c zeigen entsprechende Assoziationen
zwischen HMW-Adiponektin (Abb.1b) und der Ratio (Abb.1c) und diesen

Variablen.
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Abbildung 1a: Korrelationen zwischen Adiponektin und ausgewahlten
Risikofaktoren
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Abbildung 1b: Korrelationen zwischen HMW-Adiponektin und ausgewahlten

Risikofaktoren
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Ratio und ausgewahlten

Korrelationen zwischen der

Abbildung 1c

Risikofaktoren
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3.3 Adiponektin, HMW-Adiponektin, Ratio und der Schweregrad der

Koronaren Herzerkrankung

3.3.1 Beziehung zwischen Adiponektin, HMW-Adiponektin und der Ratio und

dem angiographischen Schweregrad einer pravalenten KHK

Tabelle 3a zeigt die Korrelationen zwischen Adiponektin, HMW-Adiponektin,
der Ratio mit dem angiographischen Schweregrad der KHK an Hand der
klinischen Einteilung in 3 verschiedene Scores zur Erfassung atherosklerotischer

Wandveranderungen der Koronararterien.

Tabelle 3a: Korrelationen* zwischen HMW-Adiponektin, Adiponektin und der
Ratio mit 3 angiographischen KHK-Scores (Extent-Score, Gensini-Score,

Severity-Score)

HMW-Adiponektin Adiponektin Ratio
r p-Wert r p-Wert r p-Wert
Extent-Score -0,392 <0,001 -0,183 0,004 -0,487 | <0,001
Gensini-Score -0,350 <0,001 -0,167 0,009 -0,468 <0,001
Severity-Score -0,400 <0,001 -0,222 <0,001 -0,457 | <0,001

*: Nonparametrische bivariate Korrelationen nach Spearman

Es ergibt sich eine signifikante negative Korrelation flir Adiponektin HMW-
Adiponektin und der Ratio fiir alle drei ermittelten KHK-Scores (Tabelle 3a).
Diese Korrelationen bleiben auch nach Anpassung flr Alter und BMI (Tabelle
3b), sowie der weiteren Adjustierungen flr klassische kardiovaskulare
Risikofaktoren (Diabetes mellitus, Rauchen, LDL, Hypertonie) statistisch
signifikant (Tabelle 3c).
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Tabelle 3b: Korrelationen* zwischen Adiponektin, HMW-Adiponektin und der

Ratio mit 3 angiographischen KHK-Scores nach Anpassung flir BMI und Alter

HMW-Adiponektin Adiponektin Ratio
r p-Wert r p-Wert r p-Wert
Extent-Score -0,369 < 0,001 -0,190 0,003 -0,424 <0,001
Gensini-Score -0,270 < 0,001 -0,130 0,046 -0,355 <0,001
Severity-Score -0,389 < 0,001 -0,217 0,001 -0,340 <0,001

*: Partial adjustierte Korrelationen

Tabelle 3c: Korrelationen* zwischen Adiponektin, HMW-Adiponektin und der
Ratio mit 3 angiographischen KHK-Scores nach zusatzlicher Anpassung filr

klassische Risikofaktoren

HMW-Adiponektin Adiponektin Ratio
r p-Wert r p-Wert r p-Wert
Extent-Score -0,353 < 0,001 -0,174 0,009 -0,415 <0,001
Gensini-Score -0,251 < 0,001 -0,112 0,090 -0,340 <0,001
Severity-Score -0,377 < 0,001 -0,203 0,002 -0,385 <0,001

*: Partial adjustierte Korrelationen
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3.3.2 Graphische Darstellung der beobachteten Korrelationen
zwischen Adiponektin, HMW-Adiponektin und der Ratio mit dem

angiographischen Schweregrad einer pravalenten KHK

Die Abbildungen 2 a-f zeigen Assoziationen zwischen HMW-Adiponektin und
der Ratio und dem AusmaB der Koronaren Herzerkrankung an Hand der 3
ermittelten angiographischen Scores: Severity Score, Gensini Score und Extent
Score. Zur besseren Ubersicht wurden die Patienten entsprechend ihrer KHK-
Scores in Subgruppen unterteilt: Severity Score: 0, 1, 2, 3; Gensini Score: <25,
25-50, 51-75, >75. Perzentile; Extent Score: <20, 20-40, 41-60, 61-80, >80.
Die statistische Signifikanz zwischen HMW-Adiponektin und der Ratio mit dem
Schweregrad der koronaren Atherosklerose kann so mittels ANOVA-Analyse
Uber alle Subgruppen ausgewertet werden. Unterschiede zwischen zwei
einzelnen Subgruppen werden durch Analyse mittels ,Independent-Samples-T-
Test" durchgefiihrt.

Abbildung 2: Assoziation von HMW-Adiponektin und der Ratio mit dem
angiographischen AusmaB einer Koronaren Herzerkrankung in drei

verschiedenen Scores

Legende: Das offene Quadrat symbolisiert den Median und die vertikalen
Linien den 95% Konfidenzintervall (KI). Die Anzahl der Patienten/Subgruppen
ist als Zahl Uber dem  jeweiligen angiographischen Score angegeben.
*'p <0,001; t: p < 0,005 (Mann-Whitney U test). #: Die Einteilung des

Gensini Scores entspricht Perzentilen.
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Abbildung 2
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Verglichen mit Patienten, die keine angiographisch erfassbare Koronare
Herzerkrankung aufweisen (Severity Score = 0), finden sich bei Patienten mit
1-, 2-, oder 3- GefaBerkrankung (Severity-Klassifikation) signifikant niedrigere
HMW-Adiponektinkonzentrationen (Abb. 2a) und eine niedrigere Ratio (Abb.
2b).

Ein kontinuierlicher Abfall der HMW-Adiponektinkonzentration (Abb. 2c¢) und
auch der Ratio (Abb. 2d) ist mit einer signifikanten Zunahme des
Stenosegrades in den Koronarien (Gensini-Klassifikation) der Patienten
assoziiert. SchlieBlich ist auch der kontinuierliche Abfall der HMW-
Adiponektinkonzentration (Abb. 2e) und der Ratio (Abb. 2f) signifikant mit
einem erhéhten AusmaB atherosklerotischer WandunregelmaBigkeiten der

Patienten im Extent-Score assoziiert.

3.4 HMW-Adiponektin, Ratio und das relative Risiko fir eine

pravalente Koronare Herzerkrankung

Abbildungen 3a-c zeigen den pradiktiven Wert von Adiponektin, HMW-
Adiponektin und der Ratio flir das relative Risiko (Odds Ratio) einer manifesten
Koronaren Herzerkrankung.

Fiir eine anschauliche Darstellung und zur Ubertragung in mégliche klinische
Grenzwerte wurden die Patienten entsprechend ihrer Konzentrationen fiir
Adiponektin, HMW-Adiponektin und der Ratio in Quartile unterteilt, die nach
aufsteigenden Konzentrationen als Quartile 1-4 bezeichnet werden (die
Patienten mit der hdchsten Konzentration finden sich in Quartile 4). Jede
Quartile besteht aus jeweils sechzig Patienten. Die Gruppe mit den hdchsten
Werten (Quartile 4: Adiponektin>7.1ug/ml; HMW>2.95ug/ml; Ratio>0,52) wird
in der bindren logistischen Regression mit dem relativen Risiko von 1,0 (Odds

Ratio=1,0) gleichgesetzt.
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Abbildung 3:
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Abbildung 3a zeigt, dass eine Abnahme der Adiponektinkonzentration Uber
den Quartilen mit einer Zunahme des relativen Risikos (RR) assoziiert ist. So ist
das RR bei Patienten mit den niedrigsten Adiponektinkonzentrationen (Quartile
1: Adiponektin < 2,50ug/ml) im Vergleich zu Patienten in der hochsten
Adiponektinquartile (Adiponektin > 7,1ug/ml) signifikant um den Faktor 3,252

(95% Konfidenzintervall 1,499-7,057; p < 0,001) erhéht. Es besteht eine
Tendenz zu einem erhdhten Risiko flir Patienten in Quartile 2 (Adiponektin:
2,50-4,29ug/ml; RR: 1,483; 95% KI: 0,663-3,317; p = 0,08) und Quartile 3
(Adiponektin: 4,3-7,1 pg/ml; RR: 0,959; 95%KI: 0,413-2,226; p = 0,12) im
Vergleich zu den Patienten in der héchsten Adiponektinquartile. Allerdings ist zu
sehen, dass es Uberschneidungen des RR in den 95% Konfidenzintervallen gibt

und der Unterschied ist daher nicht statistisch signifikant.

Abbildung 3b zeigt, dass eine Abnahme des HMW-Adiponektin Uber den
Quartilen mit einer Zunahme des relativen Risikos (RR) assoziiert ist. So ist das
RR bei Patienten mit den niedrigsten HMW-Adiponektinkonzentrationen
(Quartile 1: HMW-Adiponektin < 0,95pg/ml) im Vergleich zu Patienten in der
hochsten HMW-Adiponektinquartile (HMW-Adiponektin > 2,95 pjg/ml)
signifikant um den Faktor 7,041 (95%Konfidenzintervall 2,583-19,190; p <
0,001) erhoht. Auch fir Patienten in Quartile 2 (HMW-Adiponektin: 0,95-1,70
Hg/ml; RR:4,949; 95% KI: 1,922-12,743; p = 0,01) und Quartile 3 (HMW-
Adiponektin: 1,7-2,95 pg/ml; RR: 2,942; 95%KI: 1,204-7,187; p = 0,03 zeigt
sich im Vergleich zu den Patienten in der hdchsten HMW-Adiponektinquartile ein
signifikant erhéhtes RR flr eine KHK.

Abbildung 3c zeigt, dass eine Abnahme der Ratio liber den Quartilen mit einer
Zunahme des relativen Risikos (RR) assoziiert ist. So ist das RR bei Patienten
mit der niedrigsten Ratio (Quartile 1: Ratio < 0,31) im Vergleich zu Patienten in
der hochsten Ratioquartile (Ratio > 0,52) signifikant um den Faktor 27,299;
95% KI: 6,67-111,702; p < 0,001 erhoht.
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Auch flr Patienten in Quartile 2 (Ratio: 0,31-0,38; RR 6,958; 95% KI: 2,685-
18,002; p = 0,02) zeigt sich im Vergleich zu den Patienten in der hochsten
Ratioquartile ein signifikant erhohtes Risiko fiir eine KHK. In Quartile 3 (Ratio:
0,39-0,52; RR: 1,542; 95% KI: 0,685-3,473; p= 0,14) ist hingegen zu sehen,
dass es Uberschneidungen des RR im 95% KI gibt.

3.5 Multivariable Regressionsanalyse

Die Ergebnisse der bivariaten, partial-adjustierten und binar logistischen
Analysen zeigen einen signifikanten Zusammenhang zwischen Adiponektin,
HMW-Adiponektin und der Ratio mit Pravalenz und AusmaB der KHK. Dennoch
kdnnten theoretisch begleitende Co-Faktoren fiir diese Assoziationen
verantwortlich sein. In erster Linie ist hier an etablierte, klassische
kardiovaskulare Risikofaktoren zu denken. Um einen sog. ,confounder® zu
beriicksichtigen und um eine mdgliche Co-Linearitdit mit einem bekannten
kardiovaskularen Risikofaktor auszuschlieBen, wird der relative Einfluss jedes
einzelnen unabhangigen Parameters (Adiponektin, HMW-Adiponektin, Ratio und
Risikofaktoren) auf die abhdngige Variable (Schweregrad der KHK im Extent
Score) mittels der multivariablen Analyse nach dem linearen Modell untersucht.
Der Extent Score wurde hierflir ausgewahlt, da er eine exakte Quantifizierung
der koronaren Atherosklerose ermdglicht und in friheren Untersuchungen
besser mit kardiovaskuldren Risikofaktoren korrelierte als andere KHK-Scores
(25).
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Tabelle 4a zeigt, dass HMW-Adiponektin, Alter, LDL, Rauchen, hs-CRP und die
Einnahme von Statinen unabhangig und signifikant mit dem AusmaB der KHK
im Extent Score assoziiert sind. In der schrittweisen Regressionsanalyse zeigt
sich zudem, dass HMW-Adiponektin der einflussreichste Parameter innerhalb
dieses Modells darstellt. So war HMW-Adiponektin flir 14,8% der Varianz des
Extent Scores verantwortlich.

Tabelle 4a:

Variable Analyse 1
B t p

HMW-Adiponektin* - 0,419 - 5,250 < 0,001
Alter 0,243 3,741 < 0,001
BMI -0,017 -0,241 0.810
LDL 0,207 3,042 0,003
HDL - 0,073 0,912 0,363
Triglyzeride* -0,098 -1,308 0,193
Packyears 0,169 2,502 0,013
hs-CRP* -0,028 -0,402 0,688
IL-6 0,041 0,601 0,549
Statin-Einnahmet 0,266 4,084 < 0,001
r 0,630
r2 0,396

*: logarithmisch transformierte Variablen; 1: kategorische Variablen

Tabelle 4b zeigt, dass die Ratio, Alter, LDL, Rauchen und die Einnahme von
Statinen unabhangig und signifikant mit dem AusmalB der KHK im Extent Score
assoziiert sind. In der schrittweisen Regressionsanalyse zeigt sich zudem, dass
die Ratio den einflussreichsten Parameter innerhalb dieses Modells darstellt. So

war die Ratio flir 20,7% der Varianz des Extent Scores verantwortlich.
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Tabelle 4b:

Variable Analyse 2
B t P

Ratio* - 0,437 - 6,653 < 0,001
Alter 0,158 2,543 0,012
BMI 0,064 1,005 0,317
LDL 0,111 1,692 0,093
HDL - 0,037 - 0,530 0,597
Triglyzeride* - 0,116 - 1,607 0,110
Packyears 0,174 2,703 0,008
hs-CRP 0,043 0,635 0,526
IL-6%* 0,033 0,505 0,614
Statin-Einnahmet 0,215 3,405 0,001
r 0,668
r2 0,447

*: logarithmisch transformierte Variablen; t: kategorische Variablen

3.6 ROC-Analyse

Die multivariablen Analysen haben einen unabhdngigen und signifikanten
Zusammenhang zwischen HMW-Adiponektin, der Ratio und dem Schweregrad
der KHK ergeben. Die Frage, welcher der gemessenen Parameter (Adiponektin,
HMW-Adiponektin oder Ratio) die beste pradiktive Wertigkeit fiir 1) die Existenz
einer manifesten KHK (Severity Score > 0) und 2) die Existenz einer schweren
KHK (Extent Score > 75. Perzentile) besitzt wird mittels der ROC-Analyse
untersucht.

Abbildungen 4a-b vergleichen die pradiktive Wertigkeit von Adiponektin,
HMW-Adiponektin und der Ratio flr das Vorliegen einer manifesten (Abb. 4a)
oder schweren KHK (Abb. 4b).
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Abbildung 4a:
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Legende: ROC-Kurven fir Adiponektin, HMW-Adiponektin und der Ratio und
deren pradiktiver Wert flir Pravalenz (a) und Schweregrad (b) der KHK. Die
Diskrimination der Patienten mit und ohne manifeste KHK beruht auf der
Einteilung im Severity Score (keine KHK: Severity Score = 0, bzw. KHK: Severity
Score > 1). Die Diskrimination flir Patienten mit milder und schwerer KHK
beruht auf der Einteilung im Extent Score (milde KHK: < 25. Perzentile im

Extent Score, bzw. schwere KHK: > 75. Perzentile im Extent Score).

In Abb. 4a ist zu sehen, dass die area under the curve (AUC) von HMW-
Adiponektin signifikant groBer ist als die AUC von Adiponektin: HMW-
Adiponektin: 0,742; 95% KI: 0,674-0,810 vs. Adiponektin: 0,635; 95%
KI: 0,557-0,713; p=0,003. Der Unterschied zwischen der Ratio und Adiponektin
ist ebenfalls statistisch signifikant: Ratio: 0,767; 95% KI: 0,705-0,829 vs.
Adiponektin: 0,635; 95% KI: 0,557-0,713; p<0,05.

Die AUC flir HMW Adiponektin in Abb. 4b ist signifikant gréBer als die AUC von
Adiponektin: HMW-Adiponektin: 0,673; 95% KI: 0,600-0,746 vs. Adiponektin:
0,568; 95% KI: 0,491-0,646; p < 0,001. Auch die AUC der Ratio ist signifikant
groBer als die AUC von Adiponektin: Ratio: 0,718; 95%KI: 0,644-0,792 vs.
Adiponektin: 0,568; 95%KI: 0,491-0,646; p=0,010.
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Interventionsstudie

3.7 Patientenkollektiv

In Tabelle 5 werden klinische und biochemische Charakteristika der 75
eingeschlossenen Patienten mit Typ 2 Diabetes mellitus zum Zeitpunkt vor
Beginn der Behandlung mit Atorvastatin zusammengefasst. Die Daten sind

jeweils als Median, Mittelwert und Standardabweichung dargestellt.

Tabelle 5: Klinische und biochemische Charakteristika des Studienkollektivs

Median Mittelwert Standardabweichung
Alter (Jahren) 57 57,4 +/- 10,1
BMI (kg/m2) 28,1 28,2 +/- 4,3
Cholesterin (mg/dl) 215 212 +/- 33,3
Triglyzeride (mg/dl)* 124 138,1 +/- 754
VLDL (mg/dI)* 24 38,4 +/- 56,7
LDL (mg/dI) 144 145.3 +/- 29,8
HDL (mg/dl) 41 42,7 +/- 13,5
Atherogener Index 5,4 5,9 +/- 2,3
hs-CRP (mg/I)* 1,8 3,7 +/- 39
HOMA-IR* 11,3 13,8 +/- 10,8
Adiponektin (ug/ml)* 5,5 7 +/- 4,8
(Hul\g\//\rlr;ﬁgiponektin 28 35 +/- 2,3
Ratio* 05 05 +/- 0,2

*: Parameter ohne Normalverteilung
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3.8 Klinische und biochemische Veranderungen nach

8-wdchiger Atorvastatintherapie

Tabelle 6 zeigt klinische und biochemische Veranderungen nach 8-wdchiger
Behandlung mit Atorvastatin 40 mg/d (n =52; linke Spalte) oder Placebo
(n=23; rechte Spalte). Es sind jeweils die Ausgangswerte und die Werte nach
8-wochiger Behandlung dargestellt. Der Unterschied zum Basiswert ist als

prozentuale Differenz aufgetragen.

Tabelle 6: Klinische und biochemische Charakteristika vor und nach 8-wéchiger

Behandlung mit 40 mg/d Atorvastatin oder Placebo

Atorvastatin (n=52)

Placebo (n=23)

Ausaan 8 Anderung Ausaan 8 Anderung

9aNg | wochen (%) 9aNg | \wochen (%)
BMI (kg/m2) 28,3 28,1 -0,7 28,1 28,4 1,1
HbA1c (%) 7,2 7,2 0 7,2 7,3 1,4
Cholesterin 232,7 | 1592 | -31,9° | 2204 | 2204 0
(mg/dl)
HDL (mg/dI) 44,9 44,9 0 44,9 44,9 0
LDL (mg/dl) 159,2 89,8 -45,2° 146,9 146,9 0
VLDL (mg/dl)* 44,9 28,6 -27,4° 40,8 40,8 0
Triglyzeride ) )
(ma/diy* 140,4 122,8 1,5 157,9 149,1 4,3
hs-CRP (mg/I)* 1,9 1,4 -26,3 1,8 1,7 -5,6
Adiponektin 5,95 6,15 3,4 5,45 5,72 5,0
(Hg/ml)
HMW- _
Adiponektin 1,68 2,39 42,3 1,76 1,79 1,7
(Hg/ml)*
Ratio* 0,40 0,50 25,0° 0,42 0,43 2,4

Darstellung der Daten als Mittelwert oder *: Median

Signifikante Veranderungen: * p<0,05 und ': p<0,001 by Wilcoxon matched-
pair-signed-test; ° : p<0,001 by paired ¢- test
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Tabelle 6 zeigt einen signifikanten Abfall von Gesamtcholesterin, LDL, VLDL
und hs-CRP nach 8-wdchiger Behandlung mit 40 mg Atorvastatin/d, der in der
Gruppe der Patienten, die mit einem Placebo behandelt wurden, nicht zu

verzeichnen ist.

3.9 Einfluss der Atorvastatinbehandlung auf Adiponektin, HMW-
Adiponektin und die Ratio

Abbildung 5 zeigt in einem Balkendiagramm die Serumspiegel von Adiponektin
(Abb. 5a), HMW-Adiponektin (Abb. 5b)und der Ratio (Abb. 5c) vor und nach
8-wochiger Behandlung mit Atorvastatin. Die Balken reprasentieren den

Mittelwert +/- Standardabweichung.
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Abbildung 5:

HMW-Adiponektin (pg/ml)

Ratio

Adiponektin (ug/ml)
(6]

p = 0,527

Baseline 8 Wochen

P < 0,001

0,75
0,7
0,65
0,6
0,55
0,5
0,45
04
0,35
0,3

Baseline 8 Wochen

p < 0,001

Baseline 8 Wochen
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Nach 8-wdchiger Behandlung mit Atorvastatin kommt es zu keinen signifikanten
Veranderungen der Adiponektinkonzentration (+3,4%; 5,95 vs. 6,15 pg/mi;
p=0,527; Tabelle6 u. Abb. 5a). Es kommt jedoch zu einem signifikanten
Anstieg der Serum-HMW-Adiponektinkonzentration um 42,3% (1,68 vs. 2,39
Mg/ml; p<0,001; Tabelle 6 u. Abb. 5b). Ebenso ist ein signifikanter Anstieg
der Ratio um 25,0% (0,40 vs. 0,50; p<0,001; Tabelle 6 u. Abb. 5c) zu
verzeichnen.

Tabelle 6 veranschaulicht, dass in der Gruppe der mit einem Placebo
behandelten Patienten keine signifikanten Veranderungen der
Adiponektinkonzentration (+5%; 5,45 vs. 5,72 ug/ml), der HMW-
Adiponektinkonzentration (+1,7%; 1,76 vs. 1,79 pg/ml) und der Ratio (2,4%;
0,42 vs. 0,43) auftreten.
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4. Diskussion

4.1 Adiponektin, HMW-Adiponektin und Koronare Herzkrankheit:

Assoziationen und mdgliche Effekte

Die Ergebnisse der vorgestellten Studie zeigen einen signifikanten inversen
Zusammenhang zwischen Adiponektin- und HMW-Adiponektinspiegeln und
einer angiographisch erfassten, manifesten KHK. Dariber hinaus konnte
erstmals auch eine negative Korrelation zwischen Adiponektin, HMW-
Adiponektin und dem individuellen Schweregrad der KHK gefunden werden.
Die Korrelation bleibt auch nach Anpassung filr klassische Risikofaktoren wie
Alter, Diabetes mellitus, Rauchen, LDL, Hypertonus und BMI hoch signifikant.
Die Studienergebnisse lassen einen pathophysiologischen Zusammenhang
zwischen Adiponektin, HMW-Adiponektin und koronarer Atherosklerose
vermuten, eine Hypothese, die sich auch auf zahlreiche in vitro und
tierexperimentelle Studien stitzen kann. Adiponektin besitzt zahlreiche anti-
atherogene, anti-inflammatorische und insulinsensitivierende Eigenschaften. Im
Folgenden sollen als Schwerpunkt besonders die anti-atherosklerotischen
Eigenschaften hervorgehoben und diskutiert werden.

Schon Kumada et al zeigten, dass Patienten mit manifester KHK niedrigere
Adiponektinspiegel aufwiesen als eine gematchte Kontrollgruppe freiwilliger
Blutspender (51; 60). Ein herausragender Initialschritt bei der Entstehung von
Atherosklerose ist die Umwandlung von Makrophagen zu Schaumzellen,
verursacht durch eine exzessive Aufnahme pro-atherogener Lipoproteine durch
diese Immunzellen (52). Niedrige Adiponektinspiegel fordern die Bildung von
Schaumzellen Uber eine begleitende Erhéhung der Plasmaspiegel
triglyzeridreicher Lipoproteine (und deren lipolytisch wirksamen Reste), die fir
die Bildung von Schaumzellen verantwortlich sind. Dartiber hinaus beginstigen
niedrige Adiponektinspiegel den Abbau zirkulierender HDL-Partikel und

verringern so den protektiven Lipidefflux aus der GefaBwand (31; 34; 52). In
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vitro Untersuchungen zeigten, dass die Inkubation von Makrophagen mit
physiologischen Adiponektinkonzentrationen die Bindung umgewandelten LDLs
an Zelloberflachenproteine hemmt (52). Diese Studien belegen einen direkten
hemmenden Effekt von Adiponektin bei der Transformation von Makrophagen
zu Schaumzellen. Adiponektin reduziert auch die Retention von atherogenen
Lipoproteinen in atherosklerotischen Lasionen Uiber direkte Wirkung auf daftr
spezifische Enzyme (108; 47; 52) und es unterdriickt Gene, die flir die Bildung
von Schaumzellen mitverantwortlich sind (47; 52). Adiponektin supprimiert
auBerdem die Anreicherung von Lipiden in Makrophagen. Dies wiederum flhrt
zu einer erniedrigten Aufnahme von oxidiertem LDL und damit ebenfalls zur
Hemmung der Schaumzellbildung (60).

Ein weiterer anti-atherogener Effekt von Adiponektin ist die Hemmung der
Proliferation glatter Muskelzellen der GefaBwand (71). Adiponektin bindet an
PDGF-BB und das subendotheliale Kollagen und verhindert damit auch die
Migration glatter Muskelzellen. Endothelzellen exprimieren
Adiponektinrezeptoren, Uber die eine Erhéhung der
Stickstoffmonoxidproduktion (NO) vermittelt wird. So ist in Adiponektin-
Knockout-Mausen (Adiponektin -/-) die endothelvermittelte Vasodilatation
vermindert (60; 70). Adiponektin -/- Mduse zeigen zudem eine gréBere Dicke
der Intima und vor allem auch eine verstarkte Proliferation der glatten
Muskelzellen nach Verletzung eines GefdBes (24; 50; 60; 86). Desweiteren
stimuliert Adiponektin in vitro Uber eine Aktivierung der AMPK-Signalkaskade
die Migration von Endothelzellen und deren Differenzierung in kapillarartige
Strukturen (71). Uber diese AMPK-Kaskade wird auch die von Adiponektin
stimulierte NO-Produktion in Endothelzellen vermittelt. Hier wirkt Adiponektin
Uber Phosphorylierung des Enzyms ,endothelial-nitric-oxide-synthase™ (eNOS)
(11; 71). Diese Untersuchungen lassen vermuten, dass die Herunterregulierung
von Adiponektin und assoziierter AMPK-regulierter Stoffwechselwege zu der
haufig bei Adipositas beobachteten sog. endothelialen Dysfunktion fihrt (3;
52). Eine Reihe weiterer potentiell anti-atherogener Effekte wird Adiponektin

zugeschrieben.
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So hemmt Adiponektin die Aktivierung von NFk-B und TNF-o, Faktoren, die flr
die Expression von endothelialen Adhadsionsmolekilen, u. a. VCAM-1, ICAM-1
und E-Selektin, verantwortlich sind (26; 69). Eine mdgliche Adhé&sion von
Monozyten am aktivierten Endothel wird hierdurch verhindert. Nach einer
Verletzung des Endothels ist Adiponektin an der Stimulation der Angiogenese,
aber vor allem auch an der Hemmung der Endothelzell-Apoptose beteiligt (48;
96).

Zusammenfassend verfligt Adiponektin sowohl liber rezeptorvermittelte, direkte
Effekte am GefaBendothel, als auch Uber indirekte Effekte, z.B. Uber die
Aktivierung von protektiven Stoffwechselkaskaden, die einen pathophysiologisch
begriindeten Schutz vor Atherosklerose und assoziierten kardiovaskuldren

Komplikationen bieten.

Die Rolle von HMW-Adiponektin — Hypothese und

pathophysiologische Ansatze:

Die vorgestellten Ergebnisse zeigen, dass HMW-Adiponektin signifikant mit dem
AusmaB der KHK korreliert. Das relative Risiko flir KHK kann in adjustierten
Analysen signifikant besser mit der HMW-Form von Adiponektin vorausgesagt
werden als mit der Gesamtadiponektinkonzentration. Es ist daher zu
diskutieren, ob HMW-Adiponektin nicht die aktive Form dieses Adipokins
darstellt. Dartber hinaus kdnnten andere Isoformen von Adiponektin, wie z.B.
die LMW-Form, einen neutralen oder gar unglinstigen Einfluss auf die
Adiponektin-vermittelte GefaBprotektion austiben. Neueste Erkenntnisse deuten
in der Tat darauf hin, dass der Anteil von HMW-Adiponektin fiir die biologisch
aktiven Effekte von Adiponektin in Stoffwechsel und Atherosklerose
verantwortlich ist.

Posttranslationale Modifikationen, die nach der Expression von Adiponektin-
Monomeren im Zytoplasma von Adipozyten stattfinden, sind essentiell fiir die
Bildung der héhergeordneten Strukturen des Adiponektins, wie etwa der HMW-

Form. Bei Typ 2-Diabetikern zeigen sich deutlich weniger posttranslationale
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Modifikationen, resultierend in einem erniedrigten HMW-Adiponektin-Anteil.
Auch der Quotient aus HMW-Adiponektin und Adiponektin (was den Anteil des
biologisch aktiven Adiponektins widerspiegelt) war im Vergleich zu Gesunden
signifikant verringert (92). Als mdgliche Ursache werden zelluldare Interaktionen
mit advanced-glycated-endproducts (AGEs) diskutiert. AGEs werden als wichtige
pathophysiologische Faktoren bei der Entstehung diabetes-assoziierter
Stoffwechselvorgange  angesehen.  Zelluldre  Interaktionen  zwischen
niedermolekularen Adiponektinformen und AGEs kdnnten zu einer verringerten
de-novo Synthese von HMW-Adiponektin in Adipozyten flihren, was sich dann in
Folge verminderter Sekretionsleistung in erniedrigten HMW-Konzentrationen
widerspiegelt. In vitro Untersuchungen unterstiitzen diese Hypothese. In E. coli
Bakterien, welche keine posttranslationalen Modifikationen durchfiihren kénnen,
ist eine Bildung von HMW-Adiponektin nicht mdglich. Diese Bakterien sind
lediglich zur Bildung von Trimeren (LMW) und Hexameren (MMW) fahig. Auch
Mutanten, deren Lysinreste, an denen hauptsachlich die posttranslationalen
Modifikationen bei der Generierung von HMW-Adiponektin stattfinden, durch
andere Aminosauren ersetzt wurden, konnten keine HMW-Form bilden (92).

Posttranslationale Modifikationen scheinen also eine beraus wichtige Rolle bei
der Bildung der HMW-Form des Adiponektins zu spielen und konnten bei
Patienten mit Diabetes mellitus und/oder KHK vermindert sein. Dies wiirde nicht
nur zu einer selektiven Reduktion des zirkulierenden HMW-Adiponektins fihren,
sondern hatte auch einen Ausfall anti-diabetogener und anti-atherogener
Effekte des HMW-Adiponektins zur Folge. Die Reduktion von HMW-Adiponektin
kann  durch eine  kompensatorische  Erhéhung  niedermolekularer
Adiponektinformen hingegen nicht kompensiert werden, da die verschiedenen
Adiponektin-Multimere unterschiedliche biologische Aktivitaten aufweisen. So
wurde gezeigt, dass HMW-Adiponektin die aktive Form bei der Unterdriickung
der hepatischen Glukoneogenese ist (92). Auch im GefaB ist selektiv das HMW-
Adiponektin in der Lage die Endothelzellen vor Apoptose zu schiitzen, wahrend
weder die LMW- noch die MMW-Formen diesen Effekt erzielten (92).

Insulinresistente Patienten weisen im Vergleich zu insulinsensiblen Individuen
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niedrigere Spiegel von Adiponektin aber auch von HMW-Adiponektin auf.
Gleichzeitig zeigen sich jedoch keine Unterschiede in der Konzentration von
LMW (53). Das lasst vermuten, dass der Unterschied in der
Adiponektinkonzentration von insulinresistenten und insulinsensiblen Individuen
durch die unterschiedliche Konzentration des HMW-Adiponektins bestimmt wird.
Die Behandlung mit Thiazolidindionen fiihrte in klinischen Studien zur Erhéhung
der Adiponektinlevel. Nach Auftrennung in die einzelnen Isoformen war dieser
Anstieg groBtenteils durch den selektiven Anstieg des HMW-Anteils zu erklaren.
Ebenso fiihrt eine Gewichtsabnahme zum Anstieg von HMW-Adiponektin, ohne
signifikante Anderung der LMW- und MMW-Fraktionen. In weiteren klinischen
Studien zeigten sich fir HMW-Adiponektin und auch fiir die Ratio niedrigere
Werte bei diabetischen Mannern mit KHK als bei jenen ohne KHK (92). Ferner
war HMW-Adiponektin und die Ratio unabhdngig mit den LDL- und HDL-
Cholesterinkonzentrationen  assoziiert. Individuen mit hdéheren HMW-
Adiponektinkonzentrationen hatten so signifikant hdéhere Konzentrationen des
kardioprotektiven HDL-Cholesterins (52). Auch wenn die Bedeutung der
verschiedenen Adiponektin-Multimere fiir die Vermittlung der biologischen
Aktivitat dieses Hormons noch nicht vollstdndig aufgeklart ist, unterstitzen
zahlreiche Studien die Vermutung, dass die HMW-Form die aktive Komponente
des Adiponektins ist. Dies wird durch die in dieser Arbeit vorgestellten
Ergebnisse weiter untermauert.

Die prasentierten Daten zeigen, dass HMW-Adiponektin starker mit dem
AusmaB der KHK Kkorreliert als Adiponektin. Multivariable Analysen zeigen
zudem, dass das HMW-Adiponektin der starkste unabhangige Pradiktor flir das
AusmalB einer KHK (gemessen am Extent-Score) ist. In diesen Analysen war der
Anteil des HMW-Adiponektins gewichtiger als der Einfluss von BMI, Alter,
Rauchen und einigen Lipoproteine, wie LDL und HDL. Viele Erkenntnisse zeigen
also, dass HMW-Adiponektin nicht nur Uber Beeinflussung von typischen
Risikofaktoren wie z.B. HDL-Cholesterin und Triglyzeriden protektive Funktionen
vermittelt, sondern auch direkten Einfluss auf das atherosklerotische Geschehen

am GefaBbett ausliibt. Man kann daher spekulieren, dass einer selektiven
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Erhéhung des HMW-Adiponektins eine gréBere Bedeutung in der Pravention
kardiovaskularer Komplikationen zukommen konnte, als einer Erhdhung der
Gesamtkonzentration von Adiponektin. Aufgrund der ausgepragten protektiven
Effekte von Adiponektin bei der Entstehung von Atherosklerose, die vermutlich
wie oben beschrieben durch die HMW-Isoform zu begriinden sind, ware es
wilinschenswert HMW-Adiponektin entweder pharmakologisch oder durch
Lebensstilanderung im Plasma von Patienten mit entsprechenden Risikofaktoren
zu erhdhen. Eine klinische Studie zeigte, dass eine Gewichtsabnahme zu einem
Ansteigen von HMW-Adiponektin fiihrt (8). Mit dieser Gewichtsreduktion scheint
also bereits eine Erhéhung der aktiven Form von Adiponektin erreicht zu
werden, was sich folglich in einem anti-atherogenen Lipidprofil und verbesserter
GefaBfunktion widerspiegeln kdnnte. Weitere Studien bewiesen, dass eine
Behandlung mit so genannten Thiazolidindionen (Glitazonen), die auch als
Insulinsensitizer bezeichnet werden, zu einem signifikanten Anstieg der HMW-
Adiponektinkonzentration flhrte (43; 96). Der insulinsensitivierende Effekt
kdnnte auch hier Uber die Erhéhung des HMW-Adiponektins, zumindest partiell
miterklart werden. Alternative pharmakologische Interventionen bei Patienten
mit erhéhtem kardiovaskularem Risiko mit dem Ziel der Steigerung des HMW-
Adiponektins waren fir die Zukunft wiinschenswert. Der Effekt einer
Behandlung mit Atorvastatin auf das zirkulierende HMW-Adiponektin bei

Patienten mit Typ 2 Diabetes wird unter Kapitel 4.4 diskutiert.

4.2 HMW-Adiponektin und Kalkulation der HMW-
Adiponektin/Adiponektin Ratio: Diagnostische und therapeutische

Perspektiven

Wie die Ergebnisse veranschaulichen kann wunter allen ermittelten
kardiovaskuldaren Risikomarkern mit Hilfe von HMW-Adiponektin die hoéchste

Aussagekraft beziiglich des relativen Risikos einer manifesten KHK getroffen
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werden. Darliber hinaus ist HMW-Adiponektin und auch die Ratio ein
unabhangiger Pradiktor flir das AusmaB der koronaren Atherosklerose. Als
sensitiver Marker flir KHK scheint unter Berlicksichtigung der AUC der ROC-
Analyse HMW-Adiponektin und auch die Ratio geeigneter als das
Gesamtadiponektin zu sein. Folglich ist zu diskutieren, welche prognostische
Wertigkeit serologische Bestimmungen von HMW-Adiponektin und/oder
Adiponektin bei Patienten mit erhéhtem kardiovaskuldarem Risikoprofil in der
klinischen Primar- und Sekundarpravention erzielen kdnnten. Adiponektin stellt
in diesem kleineren Kollektiv einen geeigneten diagnostischen Marker fiir das
Vorliegen einer manifesten KHK dar. Sollten jedoch genauere Aussagen uber
das gesamte AusmaB einer Koronaren Herzkrankheit getroffen werden, z.B. bei
der Evaluation moglicher interventioneller und/oder  operativer
Therapieverfahren der KHK, so ware die selektive Bestimmung von HMW-
Adiponektin wohlmdglich effizienter. Sowohl Adiponektin als auch HMW-
Adiponektin kénnen mittels ELISA quantifiziert werden, was eine schnelle und
unkomplizierte Analyse in der klinischen Routine bedeutet. Obwohl mit der
zusatzlichen Kalkulation der Ratio aus Adiponektin und HMW-Adiponektin eine
geringfligig verbesserte Aussage Uber das relative Risiko flir KHK getroffen
werden kann, scheint die alleinige Bestimmung von HMW praktikabler zu sein,
da dies in einer einzigen Serumanalyse zu erzielen ist.

Zuklnftige Forschungsvorhaben werden kldren missen, ob eine supplementare
Adiponektingabe (z.B. in Form eines rekombinanten humanen Proteins) das
Potential zur therapeutischen Behandlung und/oder Pravention von
Atherosklerose, Metabolischem Syndrom und Typ 2 Diabetes besitzt. Spekulativ
kdnnte hier das HMW-Adiponektin das groBte Potential besitzen, basierend auf
den zahlreichen Untersuchungen, die dies als die biologisch aktive Form des
Adiponektins postulieren. Dartber hinaus ist die Rolle der niedermolekularen
Adiponektinisoformen noch ganzlich unbekannt. So wird zu erforschen sein, ob
die niedermolekularen Adiponektin-Multimere, wie etwa die LMW-Form,
tatsachlich unginstige Effekte auf Inflammation und Metabolismus ausiiben

und so womoglich dem protektiven HMW-Effekt sogar entgegenwirken kénnten.
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4.3 Adiponektin: Ein neues Target pleiotroper Statineffekte ?

Statine sind pharmakologisch wirksame Substanzen, die ihren Effekt Uber die
Hemmung der 3-Hydroxyy-1-Methylglutaryl-Coenzym-A (HMGCoA)-Reduktase
vermitteln. Dieses Protein stellt das Schlisselenzym der endogenen
Cholesterinbiosynthese dar und katalysiert die Bildung von Mevalonat aus
HMGCoA. In nachfolgenden Stoffwechselkaskaden wird in  weiteren
biochemischen Veranderungen Cholesterin generiert. Statine werden daher
synonym als HMGCoA-Reduktase-Hemmer oder auch Cholesterinsyntheseenzym
(CSE)- Hemmer bezeichnet. Sie sind Mittel der ersten Wahl zur
medikamentdsen Cholesterinsenkung bei Patienten mit Hypercholesterinamie in
der Primarpravention und bei Patienten mit makrovaskularen Komplikationen im
Rahmen einer KHK und/oder Typ2 Diabetes in der Sekundarpravention. In
groBen populationsbasierten kontrollierten Studien konnte der Nachweis
erbracht werden, dass Statine zu einer signifikanten Senkung von Gesamt- und
kardiovaskularer Mortalitat flihren (CARE-; 4S-; LIPID-; WOSCOP-; AFCAP-;
CARDS- Studie).

Der Haupteffekt der Statine lasst sich durch den anti-atherosklerotischen Effekt
der Senkung pro-atherogener Lipoproteine erklaren. Darliber hinaus sind jedoch
auch eine Reihe glinstige Effekte von Statinen auf Inflammation, Endothel- und
GefaBfunktion bekannt, die unabhdngig von der cholesterinsenkenden Wirkung
auftreten. Zu diesen so genannten pleiotropen Statineffekten zahlen auch
Veranderungen von Stoffwechselvorgdngen, bei denen Adiponektin eine
wichtige Rolle zu spielen scheint (etwa die Erhohung der LPL-Aktivitat unter
Atorvastatin). Es lasst sich daher mutmaBen, dass metabol-pleiotrope
Statineffekte, Uber eine direkte oder indirekte Wirkung auf Adiponektin
vermittelt werden konnten.

Die vorgestellten Ergebnisse zeigen, dass eine 8-woOchige Behandlung mit
Atorvastatin nicht zu einer Erhdhung der Gesamtadiponektinkonzentration flihrt.

Eine genauere Analyse enthiillt jedoch, dass eine Uber 40%ige Steigerung des
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Anteils von HMW-Adiponektin bei gleichzeitiger Reduktion der MMW und LMW-
Formen aufgetreten ist. Dies lasst vermuten, dass es unter Statintherapie zu
einem Shift in der Verteilung multimerer Isoformen des Adiponektins

gekommen ist.

4.4 Statine und HMW-Adiponektin: Gemeinsame Assoziationen als

Hinweis auf eine kausale Verknlipfung?

Statine verbessern das Lipidprofil. Lipidabhdangige Veranderungen, die durch
Statine bewirkt werden, sind die Erniedrigung des Gesamtcholesterins, die
Reduzierung von LDL-Cholesterin im Plasma und die Erniedrigung der
Triglyzeride. Desweiteren fihren CSE-Hemmer zu einem signifikanten Anstieg
des kardioprotektiven HDL-Cholesterins. Durch Hochregulation der hepatischen
und peripheren LDL-Rezeptoren kommt es zu einer gesteigerten Cholesterin-
Clearance aus der Zirkulation. Zirkulierendes LDL-Cholesterin wird hierbei
vermehrt in die Zelle aufgenommen. Auch fir Adiponektin werden anti-
atherogene Effekte im Lipidmetabolismus vermutet. Adiponektin kdnnte Uber
die Hemmung der Expression der Hepatischen Lipase (HL) zu einer Erhdéhung
der HDL-Konzentration fiihren (22). Dieser Mechanismus koénnte einen Anteil
der unter Statinen beobachteten Erh6hung des HDL-Cholesterins erkldren, da
die beobachtete Assoziation zwischen CSE-Hemmern und HMW-Adiponektin
Uber die Beeinflussung HL-abhdngiger Stoffwechselwege vermittelt werden
kdnnte.

Statine wirken anti-inflammatorisch. So bewirkt eine Behandlung mit diesen
Substanzen ein Absinken des CRP-Wertes im Plasma. In klinischen Studien
wurde dieser Effekt auf die gleichzeitige Senkung von Interleukin-6 oder TNF-a
(beides potente Induktoren der hepatischen CRP-Expression) zurlickgefiihrt.
Diese Ergebnisse lieBen sich jedoch in Studien an Patienten mit Typ 2 Diabetes

nicht reproduzieren, so dass alternativ anti-inflammatorische Statineffekte
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vermutet werden. Erhdhte Adiponektinlevel wiederum sind mit erniedrigtem
CRP assoziiert. Uber die Beeinflussung von Adiponektin und seiner multimeren
Verteilung kdnnte ein kausaler Zusammenhang zwischen Statintherapie und
CRP-Senkung postuliert werden.

Experimente an Monozyten zeigten, dass durch Statine eine 38%ige Reduktion
der Konzentration von TNF-o. bewirkt wird (32). Auch ist bekannt, dass eine
erhohte adipozytare Adiponektinexpression zu einer reduzierten Konzentration
von TNF-o im Fettgewebe fiihrt (56; 96). Dadurch lasst sich vermuten, dass
Statine Uber die selektive Steigerung von HMW-Adiponektin zu einer
signifikanten Reduktion von TNF-o beitragen und damit einen bisher
unbekannten anti-inflammatorischen Statineffekt erzielen. Eine weitere anti-
inflammatorische Wirkung der Statine ist die Hemmung der Expression des pro-
inflammatorischen interzellularen Adhasionsmolekiils (ICAM1) auf
Endothelzellen. Diese  Rezeptoren  vermitteln die Anheftung von
inflammatorischen Zellen und ermdglichen deren Infiltration in die GefaBwand.
Adiponektin flihrt zu einer Hemmung der Expression von ICAM1 und VCAM1
(26; 69), eine weitere gemeinsame Assoziation zwischen Statinen und
Adiponektin. Statine besitzen darliber hinaus eine hemmende Wirkung auf die
Schaumzellbildung, da sie den Makrophagen-Scavenger-Receptor (SR-A1/2)
herunterregulieren und so die zelluldre Aufnahme von oxidiertem LDL-
Cholesterin reduzieren (31; 34; 52; 60). Auch Adiponektin hemmt die
Anreicherung von Lipiden in Makrophagen und zeigt hemmende Wirkung auf
den makrophagozytaren SR-A2. Dies fiihrt zu einer verminderten Aufnahme von
LDL-Cholesterin in Makrophagen und zu einer reduzierten Bildung von
Schaumzellen (31; 34; 52; 60). Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass Statine
uber die Erhéhung von HMW-Adiponektin einen wichtigen Anteil seiner anti-
inflammatorischen Effekte vermitteln kdnnten. Dies hatte lber eine Reduktion
der Schaumzellbildung auch signifikante Effekte auf die Entstehung und
Progression der Atherosklerose.

Statine haben endothelprotektive Effekte. So zahlen zu den weiteren

pleiotropen, lipidunabhangigen Mechanismen der Statine die Verbesserung der
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Endothelfunktion und der frilhen Veranderungen der endothelialen Dysfunktion.
Zudem wird in der GefaBwand eine statin-abhdangige Hemmung der Aktivierung
und des Wachstums glatter Muskelzellen erzielt. Diese kombinierten Effekte
tragen nicht zuletzt zur Plaquestabilisierung und Hemmung der
Thrombusbildung bei, die als pathophysiologisches Korrelat einer bereits
vorangeschrittenen Atherosklerose angesehen werden. Endothelzellen sind
wesentlich fur die GefaBdilatation und somit auch fir die Koronarperfusion
verantwortlich. Die endothel-abhangige Vasodilatation wird durch endothelial
freigesetztes Stickstoffmonoxid (NO) vermittelt. Patienten mit
Hypercholesterindmie zeigen eine reduzierte Bereitstellung von endothelialem
NO, die durch eine verminderte endotheliale NO-Synthetase (eNOS)-Aktivitat zu
begriinden ist. Werden diese Patienten mit Statinen behandelt, flihrt dies zu
einer Verbesserung ihrer Endothelfunktion. Diesen Effekt hat man anfangs
durch die Senkung von LDL-Cholesterin begriindet. Neue Studien zeigen
jedoch, dass die CSE-Hemmer zu einer Hochregulation der Expression der eNOS
fihren (11, 71; 35). Auch Adiponektin fiihrt Uber eine Aktivierung der AMPK-
Aktivitdt zur Produktion von NO in endothelialen Zellen. Adiponektin bewirkt
Uber die Phosphorylierung der NO-Synthetase eine Aktivierung dieses Enzyms
(11; 52). Die verbesserte Endothelfunktion nach Gabe von Statinen kénnte
somit durch die begleitende Erhéhung des HMW-Adiponektins und der
resultierenden Aktivierung der NO-Synthetase begriindet werden.

Statine hemmen die Proliferation und Migration humaner glatter Muskelzellen
der GefaBe. Auch hier zeigt Adiponektin ahnliche Effekte, indem es Uiber
Bindung an PDGF-BB die Migration glatter Muskelzellen im GefaB supprimiert

und die Proliferation glatter Muskelzellen hemmt (71).
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4.5 PPAR-Aktivierung: Der fehlende Link zwischen Statin und
Adiponektin?

In tierexperimentellen Studien konnte gezeigt werden, dass Statine zu einer
verminderten Infiltration mononukledrer Zellen in die Neointima flhren. Eine
Hemmung der Expression von Monocyte-Chemoattractant-Protein (MCP)-1 und
einer geringeren Aktivitat des nukledaren redox-sensitiven Transkriptionsfaktors
nuclear-factor kappa (NFk)-B werden hierflir verantwortlich gemacht (26; 35;
69). MCP-1 ist ein Protein, dass neben seiner chemotaktischen Rolle auch die
Transformation von Gewebsmakrophagen aus infiltrierenden Monozyten fordert,
ein wesentlicher Initialschritt in der Pathogenese der Atherosklerose. Besonders
interessant flur den Zusammenhang zwischen Statin und Adiponektin scheint
aber NFk-B zu sein. NFk-B hat neben zahlreichen anderen Effekten auch
Einfluss auf die PPAR-Kaskade, die eine herausragende Rolle im
Lipidmetabolismus spielt. Statine werden deshalb auch als NFk-B-Inhibitoren
bezeichnet. Peroxisome proliferator-activated receptors (PPARs) sind
ligandenaktivierte Transkriptionsfaktoren, die die Expression von Genen
regulieren, die bei der Fettsaureaufnahme- und oxidation im Lipidmetabolismus,
der Glukosehomeostase und Inflammation involviert sind (44; 71). Es existieren
drei verschiedene Subtypen: PPARa, PPARB/d und PPARy. PPARa wird in
Geweben exprimiert, die einen hohen Fettsaurekatabolismus aufweisen, z.B.
Leber, Fettgewebe oder Skelettmuskel. PPARB/® wird ubiquitdar exprimiert und
PPARy ausschlieBlich im weien und braunen Fettgewebe (9; 74).

Zur Aktivierung PPAR-abhangiger Gene bilden PPARs Heterodimere mit den
nuklearen 9-cis retinoic acid receptors (RXRs). Dieser Komplex bindet DNA-
spezifische Sequenzen, die so genannten peroxisome proliferator-response
elements (PPREs) (74). AuBerdem sind PPARs auf spezifische transkriptionale
Coaktivatoren angewiesen, wie zum Beispiel peroxisome proliferator-activator

receptor-y coactivator 1 (PGC-1) und seine Subformen (74; 76; 77).
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Eine NFk-B- Aktivierung flhrt zu einer herabgesetzten PGC-1-Expression was
wiederum in einer reduzierten physiologischen Interaktion zwischen PPARB/0
und seinem Coaktivator (PGC-1) resultiert. PPAR kann daraufhin seine
regulatorischen Elemente nur eingeschrankt binden, was ein Absinken von
PDK4 (pyruvatdehydrogenase kinase 4) bewirkt. PDK4 ist ein regulatorisches
Enzym im Fettsauremetabolismus. Die Aktivierung von NFk-B fiuhrt so
unmittelbar zu einer Beeintrachtigung des Fettsauremetabolismus. Diese
unguinstigen Veranderungen wurden in Experimenten durch die Gabe von
Statinen verhindert (74). Statine bewirken eine Hemmung von NFk-B und damit
eine bessere Interaktion von PPARs und ihren Coaktivatoren, was wiederum zu
einer Aktivierung der PDK4 fiihrt und in einer verbesserten Fettsdureaufnahme-
und oxidation resultiert.

Wie lasst sich der Kreis zwischen Statin, PPAR und Adiponektin schlieBen und
der vermutete Effekt von Atorvastatin auf Adiponektin erklaren?

Die Expression des Adiponektin-Gens unterliegt einem PPAR-regulierendem
Einfluss. So wird die Expression von Adiponektin entscheidend durch PPARy-
abhangige Stoffwechselwege reguliert. Interventionelle Studien konnten zeigen,
dass PPARy-Agonisten wie die Thiazolidindione die Plasmakonzentration von
Adiponektin erhdhen (60). PPARy-Agonisten erhdhen die Adiponektin-mRNA-
Expression im Fettgewebe adipdser Mause (60). Ein weiterer wichtiger Punkt
ist, dass AdipoR2, einer von zwei bekannten spezifischen
Adiponektinrezeptoren, sowohl von PPARy als auch von PPARa reguliert wird
(60). Eine PPAR-Aktivierung fihrt also folglich nicht nur zur Steigerung der
Expression von Adiponektin, sondern auch zur Verbesserung der peripheren
Adiponektinwirkung dber Induktion von Adiponektinrezeptoren (AdipoR2).
Umgekehrt wurde beobachtet, dass bei adipésen diabetischen Mausen (ob/ob)
eine Behandlung mit Adiponektin zu einer erhdhten Expression PPARo-
regulierter Gene flhrte. Es wurde folglich die Hypothese postuliert, dass
Adiponektin nicht nur passiv PPAR-reguliert wird, sondern auch einen aktiven
PPARa-aktivierenden Effekt vermittelt (40). Eine Aktivierung PPAR-regulierter

Gene und Stoffwechselwege durch Adiponektin kénnte im Zusammenhang mit
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zahlreichen metabolen Adiponektineffekten stehen: Aktivierung der B-Oxidation,
Erniedrigung des Triglyzeridgehaltes in Leber und Skelettmuskel und
Verbesserung der Insulinsensitivitat (40).

Statine, die Uber die NFk-B-Hemmung eine Steigerung der Expression von PPAR
und der Wirkung von PPAR-regulierten Stoffwechselwegen erzielen, kdnnten so
auch zu einer Erhéhung von HMW-Adiponektin beitragen. Allerdings erscheint
eine Beeinflussung auf der Ebene der Gen-Expression von Adiponektin
zumindest fraglich, da sich unter Statinen kein Effekt auf die
Gesamtkonzentration von  Adiponektin  nachweisen lieB. Da die
Statinbehandlung allerdings zu einem signifikanten Anstieg des HMW-
Adiponektins geflihrt hat, ware denkbar, dass Statine (iber die Aktivierung von
PPARs zu einer Beeinflussung posttranslationaler Modifikationen des
Adiponektins flihren. Eine Verbesserung dieser komplex-bildenden Prozesse, die
im Zytoplasma von Adipozyten stattfinden, kénnte zu der beobachteten HMW-
Erhdhung fihren. Gleichzeitig wére die Konzentration der niedermolekularen
Adiponektinformen auf Grund der verbesserten HMW-Komplexbildung
verringert. Dieser vermutete Effekt ldsst sich in den behandelten Typ 2
Diabetikern nachvollziehen. Einen wertvollen Hinweis auf die Rolle von PPAR bei
den posttranslationalen Modifikationen des Adiponektins geben die
Thiazolidindione (73; 96). So erhdéhen Glitazone zwar auch den
Gesamtadiponektinspiegel, allerdings ist dies hauptsachlich durch eine
Steigerung des HMW-Anteils zu begriinden. Neben der Gen-Aktivierung
vermitteln Thiazolidindione (ber PPARy also auch Effekte, die zu einer
verbesserten Adiponektinkomplexbildung in Fettzellen beitragen. Es ware also
gut mdglich, dass Statine Uber PPARy einen direkten Einfluss auf die
posttranslationalen Modifikationen haben, die fir die Bildung der HMW-
Isoformen essentiell sind und lber diesen Weg die vermehrte Produktion von
HMW-Adiponektin ermdglichen.

Zusammenfassend ist unbestritten, dass Statine eine Vielzahl lipidabhangiger
und lipidunabhéngiger Effekte besitzen, die eine Therapie bei Patienten mit

erhohtem kardiovaskularem Risiko sowohl in der Primar- als auch
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Sekundarpravention unverzichtbar macht. Adiponektin ist ein anerkannter
Risikofaktor flir primdre Atherosklerose und viele der protektiven Effekte von
Adiponektin zeigen enge Uberschneidungen mit den so genannten pleiotropen
Statineffekten. Die Hauptwirkung der Statine beruht auf der Hemmung der
HMG-CoA-Reduktase. Ein direkter Effekt dieser Enzymhemmung, unabhangig
von der cholesterin-senkenden  Wirkung, auf Inflammation und
Endothelprotektion ist jedoch nicht nachweisbar. Es bedarf also eines biologisch
aktiven , Transmitters", der diese pleiotropen Statineffekte in vivo vermittelt. Die
Ergebnisse der Interventionsstudie lassen vermuten, dass HMW-Adiponektin ein
solcher Effektor sein kdnnte. Die Beobachtungen, dass eine Statinbehandlung
bereits nach 8 Wochen zu einer signifikanten Erhéhung der HMW-
Adiponektinkonzentration gefiihrt hat, lassen vermuten, dass dieser Effekt fir
einen signifikanten Anteil der positiven Effekte von Atorvastatin auf
Lipidmetabolismus, Endothelprotektion und Inflammation verantwortlich sein
kdnnte. Prospektive Studien an groBen klinischen Kohorten von Patienten mit
erhohtem kardiovaskularem Risikoprofil, wie etwa Typ 2 Diabetes, viszerale
Adipositas und/oder dem Metabolischen Syndrom, werden diese Vermutungen

aufklaren missen.
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5. Zusammenfassung

Die Koronare Herzkrankheit (KHK) steht an der Spitze der Morbiditats- und
Mortalitatsstatistiken westlicher Industrienationen. Neben den klassischen
kardiovaskularen Risikofaktoren wurden neue Faktoren beschrieben, die eine
pathophysiologische Rolle bei der Entstehung von Atherosklerose und
assoziierten Komplikationen spielen kdnnten. Einer dieser Faktoren ist
Adiponektin.

Adiponektin ist ein bioaktives Plasmaprotein, das in den Adipozyten exprimiert
wird, eine  Schlisselrolle  bei der Entstehung  pro-atherogener
Fettstoffwechselstdrungen spielt und anti-inflammatorische, anti-
atherosklerotische und insulinsensitivierende Eigenschaften besitzt. Adiponektin
zirkuliert in komplexen multimeren Isoformen, von denen der ,high-molecular-
weight"(HMW)-Form der Hauptanteil der biologischen Aktivitdat und der
protektiven Effekte bei Atherosklerose zugesprochen wird.

Ziel dieser Studie war zu untersuchen, ob durch Messung von HMW-Adiponektin
und der Bestimmung des Quotienten aus HMW-Adiponektin/Adiponektin das
koronarangiographische AusmaB der KHK bei Mannern vorausgesagt werden
kann und, ob die Messung von HMW zukiinftig einen klinischen Stellenwert in
der Risikopravention der KHK erreicht, der dem des Gesamtadiponektins
Uberlegen sein kdnnte.

Eine zweite unabhangige Fragestellung zielte auf eine mdgliche
pharmakologische interventionelle Erhéhung von HMW-Adiponektin bei
Patienten mit Typ 2 Diabetes mellitus ab. Hierfiir wurde ein Statin ausgewahlt
(Atorvastatin), das erfolgreich in der Primar- und Sekundarpravention von Typ 2
Diabetikern eingesetzt wird und fir das bekannt ist, dass es ,cholesterin-
unabhangige" sog. pleiotrope Effekte besitzt.

In einer Querschnittsstudie wurde die HMW-Adiponektinkonzentration im Serum

von 240 Patienten analysiert, die sich einer elektiven Koronarangiographie
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unterzogen. Der Schweregrad der KHK wurde mit Hilfe angiographischer Scores
festgelegt und diese mit den HMW-Spiegeln korreliert.

Eine Interventionsstudie wurde mit 75 Typ 2 Diabetikern durchgefiihrt, die in
einer 2:1 Verteilung 40 mg/d Atorvastatin (n=52) oder ein Placebo (n=23) fiir
die Dauer von 8 Wochen erhielten. Die Adiponektinkonzentration und
Multimerverteilung wurde vor und nach Therapie ermittelt.

In der Querschnittsstudie zeigt sich eine hochsignifikanate bivariate Korrelation
zwischen HMW-Adiponektin und dem AusmaB der KHK in allen drei
angewandten Scores (Severity-, Gensini-, Extent-Score) (alle p<0,01). Eine
Abnahme der HMW-Konzentration geht mit einer signifikante Zunahme des
relativen Risikos flr pravalente KHK einher und in multivariablen adjustierten
Analysen ist HMW-Adiponektin mit der einflussreichste Pradiktor fiir das
AusmaB der KHK im  Extent-Score (t=-5,250; p<0,001). Die
Ergebnisse dieser Studie wurden in Atherosclerosis 2008 July; 199(1):123-
128,2008 verdffentlicht.

In der Interventionsstudie zeigt sich nach 8-woéchiger Behandlung mit 40 mg
Atorvastatin/d ein signifikanter Anstieg der HMW-Adiponektinkonzentration um
42,3 % (1,68 vs. 2,39 ug/ml; p<0,001). Die Ergebnisse dieser Studie wurden in
Clinical Endocrinology 2009 July; 71(1):27-32 verdffentlicht.

Diese Ergebnisse zeigen, dass HMW-Adiponektin unabhdngig von den
klassischen kardiovaskularen Risikofaktoren negativ mit dem AusmaB einer KHK
assoziiert ist und unterstiitzten die Hypothese, dass HMW-Adiponektin direkte
Effekte auf frihe Initialschritte der Atherogenese vermittelt.

Unsere Ergebnisse zeigen weiter, dass sich die HMW-Adiponektinkonzentration
signifikant durch Statingaben steigern lasst.

Zusammengefasst ist HMW-Adiponektin ein unabhdngiger kardiovaskularer
Risikofaktor und ist eng mit dem AusmaB der koronaren Atherosklerose
vergesellschaftet. In der kardiovaskuldaren Pravention kdnnte HMW-Adiponektin
zukinftig ein viel versprechendes Target pharmakologischer Interventionen sein

und als Bindeglied in der adipo-vaskularen Achse verstanden werden.
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