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Abstract

Background: Adiponectin (APN) is a multifunctional immunomodulatory adipocytokine
that inhibits left ventricular hypertrophy induced by pressure overload as well as
hypertension and attenuates fibrosis after myocardial infarction. Coxsackievirus B3
(CVB3) causes severe myocarditis associated with intense extracellular matrix (ECM)
remodeling, which might progress to dilated cardiomyopathy. Here, we investigated
whether APN inhibits adverse ECM remodeling in vitro and in cardiac injury models by
affecting matrix metalloproteinase (MMP) expression.

Methods: Cardiac cells were cultured in vitro. Cardiac injury was induced by CVB3
infection or myocardial infarction in APN-KO and WT mice. Gene expression and
gelatinolytic activity/protein expression of MMPs was quantified by qRT-PCR and
zymography, respectively. Activation status of protein kinases was determined by
immunoblot. Collagen 1 turnover was assessed by the collagen split products C-
terminal telopeptide of collagen typ | (ICTP ELISA).

Results: In cultured cardiac myocytes (CM) and fibroblasts (CF) APN up-regulates
MMP-9 gene and protein expression through activation of AMPK and ERK1/2 without
affecting MMP-2, MMP-3 and MMP-13 expression levels. Both AMPK and ERK1/2
induced up-regulation of MMP-9 expression by pro-inflammatory stimuli in cardiac
fibroblasts. Accordingly, APN further enhanced the up-regulation of MMP-9 expression
triggered by TNFa, LPS and R-848 in CF. In line with these observations, cardiac MMP-
9 activity was significantly attenuated in APN-KO mice in subacute CVB3 myocarditis at
day 7 post-infection (p < 0,01) and decreased following myocardial infarction. Moreover,
splenic MMP-9 expression was also diminished in APN-KO mice at day 7 post-infection
correlating with diminished immune cell infiltration in hearts of APN-KO mice.
Accordingly, cardiac collagen split product (ICTP) accumulation was significantly
reduced in hearts of APN deficient mice in CVB3 myocarditis (p < 0,05) indicating
attenuated collagen 1 turnover.

Conclusions: Our observations indicate that APN inhibits adverse cardiac remodeling
following cardiac injury by inducing MMP-9 expression in resident cardiac and infiltrated
immune cells. Enhanced cardiac MMP-9 activity results in increased cleavage of
accumulating collagens and augmented ECM turnover that might inhibit cardiac fibrosis

leading to improved cardiac function.



Abstract

Hintergrund: Adiponektin (APN) ist ein multifunktionelles immunmodulatorisches
Adipozytokin, welches eine durch Druckbelastung und arterielle Hypertension induzierte
linksventrikulare Hypertrophie inhibiert und einem fibrotischen Umbau nach
Myokardinfarkt entgegenwirkt. Das Coxsackievirus B3 (CVB3) fuhrt zu schweren, mit
einem ausgepragten Remodeling der extrazellularen Matrix (ECM) assoziierten
Myokarditiden, welche in eine dilatative Kardiomyopathie minden konnen. In der
vorliegenden Arbeit untersuchten wir in vitro und an Modellen der kardialen Schadigung
in vivo, ob APN durch die Regulation der Expression von Matrix-Metalloproteinasen
(MMPs) ein adverses ECM-Remodeling inhibieren kann.

Methoden: Kardiale Zellen wurden in vitro kultiviert. Eine kardiale Schadigung wurde
durch CVB3-Infektion oder Myokardinfarkt in APN-KO- und WT-Mausen induziert. Die
Genexpression sowie die gelatinolytische Aktivitat/Proteinexpression von MMPs wurde
mittels gqRT-PCR und mittels Zymographie gemessen. Die Bestimmung des Umsatzes
von Kollagen 1 erfolgte mittels Bestimmung von Kollagenspaltprodukten (C-terminal
telopeptide of collagen typ | — ICTP [ELISA]).

Ergebnisse: In kultivierten Kardiomyozyten (CM) und kardialen Fibroblasten (CF) fuhrt
APN zu einer AMPK- und ERK1/2- abhangigen Hochregulation von MMP-9-mRNA und
Proteinexpression ohne Einfluss auf die Expression von MMP-2, MMP-3 und MMP-13.
In kardialen Fibroblasten kontrolliert sowohl AMPK als auch ERK1/2 die Hochregulation
der MMP-9-Expression durch proinflammatorische Stimuli. Entsprechend fuhrte APN in
kardialen Fibroblasten nach Triggerung durch TNFa, LPS und R-848 zu einer signifikant
gesteigerten Hochregulation von MMP-9. In Ubereinstimmung mit diesen
Beobachtungen zeigte sich in APN-defizienten Mausen eine signifikante Verminderung
der kardialen MMP-9-Aktivitat im Rahmen der CVB3-Myokarditis am Tag 7 post-
infektionem (p < 0,01) sowie eine Inhibition nach Myokardinfarkt. Die MMP-9-
Expression in der Milz war in APN-KO-Mausen am Tag 7 nach CVB3 Infektion ebenfalls
vermindert und korrelierte mit einer verminderten Immunzellinfiltration im Herzmuskel
dieser Tiere. In Ubereinstimmung mit diesen Ergebnissen zeigte sich eine signifikante
Verminderung der Kollagenspaltprodukte (ICTP-ELISA) im Herzmuskel bei APN-KO-
Mausen (p < 0,05) im Rahmen der CVB3-Myokarditis als Zeichen eines reduzierten

Umsatzes von Kollagen Typ I.
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Schlussfolgerung: Unsere Beobachtungen zeigen, dass APN adverses kardiales
Remodeling als Folge einer kardialer Schadigung inhibiert. Dies geschieht durch eine
Induktion der MMP-9-Expression in kardialen und infiltrierenden Immunzellen. Eine
erhohte kardiale MMP-9-Aktivititat fuhrt zu einer gesteigerten Spaltung von
akkumulierendem Kollagen und einem gesteigerten Umsatz der extrazellularen Matrix
(ECM), was zu einer verminderten Fibrose sowie damit einhergehenden verbesserten

kardialen Funktion fihren konnte.
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1. Einleitung

1.1. Kardiales Remodeling und Herzinsuffizienz

Trotz Einfuhrung neuer Therapien in die klinische Praxis zeigt die Herzinsuffizienz in
den Industrielandern eine hohe Inzidenz. Die zugrundeliegenden zellularen Prozesse,
welche im Rahmen verschiedener Erkrankungen zu einer Herzinsuffizienz fihren und
potenziell ein Ziel therapeutischer Interventionen sein kdnnten, sind weiterhin nur
unvollstandig untersucht bzw. verstanden. Einer dieser Prozesse ist das kardiale
Remodeling (Cohn et al., 2000).

Unter kardialem Remodeling versteht man die Expression von Genen als Folge von
abnormer Fullung oder Schadigung des Herzens, welche zu molekularen, zellularen
und interstitiellen Veranderungen flhren, die in eine Anderung in Gréke, Form und
Funktion des Herzens munden. Der Prozess des Remodelings wird dabei durch
hamodynamische Veranderungen, neurohumorale Aktivierung und viele weitere
Faktoren beeinflusst. Diese Faktoren fuhren zu einer Ischamie des kardialen Gewebes,
einer Immunreaktion, vermehrtem Redox-Stress, Zellnekrose und Apoptose. Dabei
stellt der Myozyt den entscheidenden Zelltyp in diesem Prozess dar (Cohn et al., 2000).
Weitere Dbeteiligte Zellen sind Fibroblasten (vermitteln  Fibrose), glatte
Gefallmuskelzellen (vermitteln vaskulére Steifigkeit), vaskuldare Endothelzellen
(Endotheldysfunktion) und Leukozyten (vermitteln Inflammation) (Burchfield et al.,
2013). Kardiales Remodeling kann als ein adaptiver (physiologischer) aber auch als ein
maladaptiver (pathologischer) Prozess auftreten. Adaptives Remodeling bezeichnet
eine kompensatorische Veranderung der Herzproportion und der Herzfunktion, wie sie
beispielsweise bei Athleten bei intensivem korperlichen Training auftritt. Maladaptives
Remodeling bezeichnet Umbauprozesse im Rahmen von Erkrankungen, unter denen
das Herz seine Funktion letztlich nicht mehr aufrecht erhalten kann und sich das
klinische Bild einer Herzinsuffizienz entwickelt. In diesem Falle spricht man auch von
adversem kardialen Remodeling. Erkrankungen, welche zu pathologischem
Remodeling fuhren, sind Myokardinfarkt, Druckuberladung bei Aortenklappenstenose
und arterieller Hypertonie, entziindliche Herzmuskelerkrankungen wie die Myokarditis,
die idiopathische dilatative Kardiomyopathie und die dilatative Kardiomyopathie als
Folge einer Volumenuberladung wie bei Klappeninsuffizienzen (Cohn et al., 2000).

Die Vorliegende Arbeit beschaftigt sich mit der Regulation der kardialen extrazellularen

Matrix im Rahmen des kardialen Remodelings, speziell mit der Regulation der



Kollagendegradation. Die Steifigkeit der extrazellularen Matrix wird vor allem durch die
Menge von Kollagen, den relativen Anteil von Kollagen Typ | und den Grad der
Kollagen-Quervernetzung bestimmt. Der Anteil von Kollagen Typ | wird dabei Uber das
Verhaltnis von Synthese und Abbau bestimmt. Beim Abbau von Kollagen spielen vor
allem MMPs (Matrix-Metalloproteinasen) und deren Inhibitoren TIMPs (Tissue inhibitors
of matrix metalloproteinases) eine entscheidende Rolle (Borlaug et al., 2011).

Insgesamt stellt das Remodeling einen bedeutenden Faktor im klinischen Verlauf der
Herzinsuffizienz dar. Die Klarung der Regulation der unterschiedlichen Komponenten
des Remodelings kdnnte entsprechend neue therapeutische Optionen fur die Therapie
der Herzinsuffizienz bedingen. Im Weiteren sollen zwei Schadigungsmechanismen des
Myokards, die fur diese Arbeit von besonderer Bedeutung sind, im Hinblick auf das

kardiale Remodeling kurz dargestellt werden.

1.2. Kardiales Remodeling im Rahmen des Myokardinfarktes

Der Myokardinfarkt stellt die haufigste Ursache einer HFrEF (Herzinsuffizienz mit
reduzierter Ejektionfraktion) dar (Dorn, 2009). Hier spielen die Prozesse wie
Inflammation, Nekrose/Apoptose, Myozytenhypertrophie und -hyperplasie als auch die
Fibrose eine zentrale Rolle. Der Verlust von Myokard flhrt zu einer Steigerung der
kardialen Fullungsdrucke. Dies induziert einen Remodelingprozess, welcher sowohl das
Grenzgebiet zur Infarktzone als auch das nichtinfarzierte Herzmuskelgewebe (remote
zone) mit einschlie3t. Das Remodeling beginnt mit einer Kaskade aus biochemischen
intrazellularen Signalprozessen, welche in der Formierung einer kollagenen Narbe, in
kardiale Dilatation und Hypertrophie muanden. Dabei wird im Rahmen eines
Myokardinfarktes eine frihe Phase (innerhalb von 72 Stunden) von einer spaten Phase
(nach 72 Stunden) des Remodelings unterschieden (Sutton et al., 2000).

Die frihe Phase ist durch eine Expansion der Infarktzone charakterisiert (Sutton et al.,
2000). Auf zellular-molekularer Ebene fuhrt der Untergang kardialer Myozyten durch
Nekrose und Apoptose zu einer Freisetzung von intrazellularen Proteinen, welche eine
inflammatorische Reaktion auslosen. Die Inflammation stellt dabei eine entscheidende
Komponente fur den Heilungsprozess dar. Neue Konzepte gehen allerdings davon aus,
dass diese inflammatorischen Prozesse, welche den Heilungsprozess einleiten, in
einigen Subgruppen nicht adaquat reguliert sind und so zu einem adversen kardialen

Remodeling fuhren (Westman et al., 2016). Die inflammatorische Phase fuhrt zunachst



zu einer ,Sauberung“ des Gewebes von abgestorbenen Zellen und extrazellularer
Matrix, welche durch die angeborene Immunantwort (innate immunity) vermittelt wird.
Nachfolgend wandern Immunzellen wie Mononuklare Zellen und Makrophagen ein,
welche Wachstumsfaktoren sezernieren, die wiederum mesenchymale reparative Zellen
wie Myofibroblasten und vaskulare Zellen aktivieren. Myofibroblasten seziernieren
Proteine der extrazellularen Matrix einschlieBlich Kollagen. Das Ende dieser
proliferativen Phase wird schlieBlich durch die Apoptose der Mehrzahl der hierbei
beteiligen Zellen eingeleitet. Das Ergebnis ist die Ausbildung einer kollagenen Narbe
(Frangogiannis, 2014).

Die Regulation dieser Inflammation im Infarktgebiet ist sehr komplex und erfolgt sowonhl
Uber die Aktivierung von bereits gewebsstandigen Leukozyten, als auch Uber die
Einwanderung weiterer inflammatorischer Zellen. Die Gewebeschadigung im Rahmen
des Myokardinfarktes aktiviert das Komplementsystem und eine grof3e Gruppe von
Proteinen, welche als Signal einer stattgefundenen Gewebeschadigung fungieren, die
sog. DAMPs (damage-associated molecular patterns). Diese DAMPs binden an
transmembrane und zytosolische Rezeptoren, wobei eine Familie transmembraner
Rezeptoren die Gruppe der TLRs (Toll-like receptors) darstellt. TLRs aktivieren den
Transkriptionsfaktor NF-kB, was zur Freisetzung der Proformen der proinflam-
matorischen Zytokine IL-18 und IL18 fUhrt. Gleichzeitig bedingen DAMPs uber die
Bindung mit dem NOD-like-Rezeptor (nucleotide-binding oligomerization domain-like
receptor) eine Aktivierung von zytosolischen Proteinkomplexen (Inflammosomen) und
eine Aktivierung von Caspase-1, welche pro-IL-18 und pro-IL-18 in die aktive Form
Uberfuhrt. Neben den DAMPs aktivieren auch ROS (Reaktiv oxygen species)
proinflammatorische Signale und regulieren zusammen mit IL-1p und Chemokinen die
Einwanderung von Leukozyten (Westman et al., 2016). IL-1B fuhrt au3erdem zu einer
Aktivierung von Fiboroblasten (Bujak et al., 2009). Die Folge der Aktivierung ist eine
Freisetzung von Kollagen |, Kollagen Ill und Fibronektin in die extrazellulare Matrix und
die beginnende Narbenbildung (Spinale et al.,, 2007). IL-1B reguliert neben der
Produktion von Kollagen auch die Expression von MMPs und TIMPs in kardialen
Fibroblasten (Bujak et al., 2009), auf deren Bedeutung im Spateren naher eingegangen
werden soll.

Nach dieser Initialen inflammatorischen Phase greifen nun Mechanismen, welche diese
einddmmen, wobei der gesamte Prozess in die reparative Phase ubergeht. Dies ist

verbunden mit einer Aktivierung mesenchymaler Zellen, welche die Integritat des



Gewebes wiederherstellen. Die Beendigung der inflammatorischen Phase ist hierfur
entscheidend, da eine verminderte Suppression der Inflammation zu einer weiteren
Schadigung Uber den eigentlichen Infarkt hinaus fuhren kann (Frangogiannis et al.,
2014). Der Beginn der reparativen Phase ist charakterisiert durch eine Anderung der
Zellkomposition der inflammatorischen Zellen im Infarktgebiet. Wahrend natirliche
Killerzellen in der frihen Phase proinflammatorische Effekte zeigen, scheinen sie in der
spateren Phase ein adverses kardiales Remodeling zu hemmen. AuRerdem kommt es
zu einer Shift von proinflammatorischen M1-Makrophagen zu reprarativen M2-
Makrophagen. Mit diesen zellularen Veranderungen einhergehend erfolgt auch ein
Wechsel zu antiinflammatorischen Zytokinen wie IL-10, welches durch M2-
Makrophagen exprimiert wird und die Expression der proinflammatorischen Zytokine IL-
1, IL-6, IL-8 und TNFa hemmt. Gleichzeitig kommt es zur Apoptose
proinflammatorischer Leukozyten (Westman et al., 2016).

Die spate Phase des kardialen Remodelings im Rahmen des Myokardinfarktes ist
neben dem fortgesetzten fibrotischen Umbau des Ventrikels durch eine Myozyten-
hypertrophie und Anderung der Ventrikelgeometrie gekennzeichnet (Sutton et al.,
2000).

Aufgrund der wichtigen Rolle der inflammatorischen Reaktion im Rahmen des
Myokardinfarktes kam der Suche nach Faktoren, welche einen positiven Einfluss auf
den klinischen Verlauf nehmen, eine grofle Bedeutung zu. Dabei stie® man auf ein
Protein aus der Gruppe der Adipokrine, welches spater Adiponektin (APN) genannt
wurde. APN werden verschiedene immunregulatorische Funktionen zugeschrieben.
Beispielsweise hemmt APN die TLR-vermittelte NF-kB-Aktivierung in Makrophagen der
Maus (Robinson et al,. 2011), hemmt die Expression proinflammatorischer Zytokine in
humanen Makrophagen (Folco et al., 2009), vermittelt die Polarisation von
Makrophagen zu einem antiinflammatorischen M2-Phenotyp in der Maus (Ohashi et al.,
2010), hat einen modulatorischen Einfluss auf die Funktion naturlicher Killerzellen (Wilk
et al., 2013) und zeigt einen hemmenden Einfluss auf antigen-spezifische T-Zellen (Wilk
et al., 2011). In diesem Zusammenhang zeigten Shibata et al., dass APN-KO-Mause
eine signifikant gesteigerte LV-Dilatation, Myozytenhypertrophie sowie eine verminderte
LV-Kontraktilitdt im Vergleich zum WT 4 Wochen nach Myokardinfarkt aufweisen.
Weiterhin zeigte sich in APN-KO-Mausen im nichtinfarzierten Gewebe (remote zone)
eine gesteigerte apoptotische Aktivitdt und eine vermehrte interstitielle Fibrose. Die

Transfektion von APN Uber ein Adenovirus fuhrte in derselben Untersuchung zu einer



verminderten LV-Dilatation, einer verbesserten LV-Funktion sowie im nichtinfarzierten
Myokard zu einer verminderten Myozytenhypertrophie, verminderten Apoptoserate und
zu einer verminderten Fibrosierung (Shibata et al., 2007). Der Mechanismus, wie APN
mit seinen bekannten antiinflammatorischen Eigenschaften zu einer Hemmung des
kardialen Remodelings, insbesondere zu einer Verminderung der Fibrosierung fuhrt, ist
noch unzureichend untersucht.

Der Prozess der Fibrose als ein Teil des kardialen Remodelings ist durch eine
vermehrte Akkumulation von Kollagen in der extrazellularen Matrix gekennzeichnet
(Spinale et al., 2007). Ihr Ausmaf nach Myokardinfarkt korreliert eng mit der Prognose
(Yan et al., 2006). Die Regulation des Umsatzes myokardialen Kollagens ist ein
Zusammenspiel von Kollagensynthese und -abbau. Dabei stellen Fibroblasten die
Hauptquelle des Kollagens dar (Eghbali et al., 1989) und spielen durch ihre Fahigkeit
der Expression von MMPs eine zentrale Rolle in der Regulation des Abbaus der
Extrazellularen Matrix (Cleutjens et al., 1995). Kelly et al. zeigten in ihrer Arbeit einen
positiven Einfluss der Matrix-Metalloproteinase-9 (MMP-9) bei Patienten mit akutem
Myokardinfarkt. Dabei ergab sich ein zeitabhangiger Verlauf der Plasmakonzentration
von MMP-9 mit einem frihen Peak und einem nachfolgenden Plateau. Hohe MMP-9-
Spiegel wahrend der Peakphase (0-12h) waren assoziiert mit einer hoheren
linksventrikularen systolischen Dysfunktion, wohingegen erhéhte Konzentrationen
wahrend der Plateauphase (nach 12h) durch eine verbesserte LV-Funktion und ein
geringeres Remodeling mit einer verminderten LV-Dilatation (LVEDV) charakterisiert
waren (Kelly et al., 2007).

Als Mediatoren der Aktivierung von MMPs konnten AMPK und ERK1/2, ein Mitglied der
MAPK, identifiziert werden (Xie et al., 2004, Wang et al., 2012). MAPKs regulieren eine
Vielzahl von zellularen Programmen, indem sie die Verbindung von extrazellularen
Signalen mit intrazellularen Antworten herstellen. Alle eukaryoten Zellen enthalten
MAPKs, welche Gene fur Mitose, Metabolismus, Apoptose, Zelldifferenzierung und
Zellproliferation regulieren. In Saugetierzellen unterscheidet man 7 Gruppen. Zu den
konventionellen MAPKs zahlen ERK1/2 (extracellular signal-regulated kinases 1/2),
JNK1/2/3 (c-Jun amino (N)-terminal s 1/2/3), die p38-Isoformen (a, B, y, 8) und ERK5
(extracellular signal-regulated kinase 5). Zu den sogenannten atypischen zahlen
ERKS3/4, ERK7 und NLK (Nemo-like kinase). Zusammen regulieren MAPKs eine grof3e

Anzahl von Substraten, einschlief3lich einer Gruppe von Serin/Thyrosin-Kinasen, welche



unter dem Begriff der MAPKAPKs (MAPK-activated protein kinases zusammengefasst
werden. (Cargnello et al., 2011).

Eine weitere Kinase, welche mit einer MMP-Regulation in Zusammenhang gebracht
wird und eine Rolle im Rahmen des Myokardinfarktes spielt, ist AMPK. AMPK wird
durch einen niedrigen intrazellularen Energiestatus mit einem erhohten AMP/ATP-
Verhaltnis aktiviert, wie es unter anderem unter metabolischem Stress wie Hypoxie,
Hungerzustanden und korperlicher Aktivitat vorkommt (Ruderman et al., 2013). Dabei
besteht AMPK aus einer katalytischen a-Untereinheit und zwei regulatorischen B-und y-
Untereinheiten. AMP und ADP binden an die y-Untereinheit mit der Folge einer
Konformationsénderung des Komplexes, wodurch eine Phosphorylierung an Thr'’? im
Bereich der Aktivierungsdomane von AMPK vereinfacht wird. Unterschiedliche Kinasen
wie LKB1 (liver kinase B1), CaMKK2 (calcium-calmodulin-dependent kinase kinase 2)
und TAK1 (transforming growth factor-B-activated protein kinase-1) sind nun in der
Lage, AMPK zu phosphorylieren, wobei wahrend Myokardischamie die LKB1 die grofite
Rolle zuzukommen scheint. Wahrend Ischamie nimmt AMPK Einfluss auf die
Energiehomoostase durch eine gesteigerte Nutzung von Glukose. Dies geschieht Uber
eine gesteigerte Glukoseaufnahme durch den Einbau von Glucosetransportern
(GLUT4) in die Zellmembran sowie eine gesteigerte glykolytische ATP-Produktion. Des
Weiteren erhoht AMPK die Aufnahme und Oxydation von Fettsauren in
Herzmuskelzellen und zytosolischen Fettsauren in die Mitochondrien, vermittelt ein
gesteigertes Zelliberleben von Kardiomyozyten durch Autophagie von geschadigten
Zellorgenellen und damit eine Verminderung von oxydativem Stress, und vermindert die
Apoptoserate wahrend Reperfusion (Qi et al., 2015). Zusatzlich zu diesen Wirkungen
reguliert AMPK eine Reihe von weiteren physiologischen Vorgangen wie Zellwachstum
und Proliferation, Mitochondrienfunktion und Faktoren wie Inflammation sowie oxidativer
und endoplasmatischer Stress (Ruderman et al., 2013).

Insgesamt ist das kardiale Remodeling ein komplexer Vorgang, wobei die
inflammatorische Reaktion einen entscheidenden Einfluss hat. Aufgrund der ahnlichen
Einflusse von APN und MMP-9 auf das kardiale Remodeling stellt sich die Frage, ob
APN als Regulator von MMP-9 fungiert. Die Beantwortung dieser Frage soll

Gegenstand der vorliegenden Arbeit sein.



1.3. Kardiales Remodeling im Rahmen der CVB3-Myokarditis

Die Myokarditis ist nach WHO definiert als eine inflammatorische Erkrankung des
Myokards, welche durch etablierte histologische, immunologische und
immunhistologische Kriterien diagnostiziert wird. Histologische Kriterien sind dabei die
Dallas-Kriterien, welche definiert sind als histologischer Nachweis von entzindlichen
Infiltraten im Myokard verbunden mit nicht-ischamischen Abbau/Zerfall bzw. Nekrose
von Myozyten. Ein weiterer im Zusammenhang der Myokarditis wichtiger Begriff ist der
der inflammatorischen Kardiomyopathie. Diese wird nach WHO definiert als Myokarditis
verbunden mit kardialer Dysfunktion. Die infammatorische Kardiomyopathie im Rahmen
der Pathogenese einer dilatativen Kardiomyopathie (DCM) schliefl3t eine idiopathische,
autoimmune und infektiose Genese ein (Caforio et al., 2013).

Das Coxsackievirus B3 (CVB3), ein RNA-Virus der Familie der Picornaviren, ist der
haufigste Ausloser einer infektiosen Myokarditis beim Menschen. Nach primarer
Infektion des Respirations-oder Magen-Darm-Trakts mit dortiger Virusreplikation kommt
es im Verlauf zu einer Viramie und Infektion weiterer Organsysteme. Da im Falle des
Herzens Myozyten kaum direkten Anschluss an die Blutbahn haben, nehmen die
kardialen mikrovasularen Endothelzellen eine schutzende Barrierefunktion ein. Eine
Virusinfektion der Myozyten erfolgt also entweder durch die Infektion des
mikrovaskularen Endothels oder durch die Migration zirkulierender infizierter Zellen (Xie
et al., 2012). Die Infektion der Myozyten durch das CVB3 erfolgt Gber Endozytose nach
Bindung an den Coxsackievirus-und-Adenovirus-Rezeptor (CAR) (Yajima et al., 2009).
Klinisch kann die Myokarditis als eine subklinische Erkrankung, als eine akute
fulminante Entzindung oder als eine chronische Myokarditis begleitet von einem
fibrotischen Umbau und Ausbildung einer dilatativen Kardiomyopathie, einer
Herzinsuffizienz und Tod (Cheung et al., 2008, Jenke et al., 2014) verlaufen. Die
kardiale Schadigung erfolgt durch 2 Mechanismen: zum einen durch direkte
Schadigung hervorgerufen durch das Virus selbst, zum anderen durch eine sekundare
Schadigung durch die inflammatiorische Reaktion sowie eine Autoimmunreaktion.
Insgesamt wird der Verlauf in 3 Phasen eingeteilt: die akute, die subakute und die
chronische Phase (Yajima et al., 2011).

Fur die rasche Viruselimination und damit Vermeidung einer dauerhaften Schadigung
ist die initiale inflammatorische Reaktion durch das angeborene Immunsystem (innate

immune response) entscheidend. In dieser akuten Phase spielen TLR (Toll-like



receptors) eine wichtige Rolle. So erkennen TLR3, TLR4 und TLR7/8 das CVB3 und
werden dadurch aktiviert. Auflerdem kommt es zu erhdhten Konzentrationen der
Zytokine IL-1, IL-2, IL-6, IL-10, TNFa, CXCL10. Quelle dieser Zytokine, welche in ihrer
Konzentration noch vor den ersten Immunzellinfiltrationen steigen, sollen Zellen des
Myokards wie Kardiomyozyten, Endothelzellen, Fibroblasten und im Myokard
regelmalig ansassige Immunzellen sein (Yajima et al., 2011). Neben den genannten
Zytokinen kommt es auch zu einer Hochregulation von Interferon Typ | und Il mit der
Folge einer Infiltration des Myokards mit aktivierten Makrophagen und naturlichen
Killerzellen (Jenke et al., 2014). Die Erkennung des Virus durch Immunzellen flhrt zur
Prasentation von viralen Antigenen durch MHC Il (Yajima et al., 2011).

Die subakute Phase ist gekennzeichnet durch die Einwanderung von
antigenspezifischen T- und B-Zellen (Jenke et al., 2014). CD-8-positive zytotoxische T-
Zellen erkennen Virus-infizierte Kardiomyozyten und lysieren diese. Doch auch wenn
die genannten Reaktionen wichtig fur die Viruseliminationen sind, kann eine
Uberaktivierung der Immunreaktion Uber zytotoxische T-Zellen oder eine
Autoimmunreaktion zu einer weiteren Schadigung des Myokards im Rahmen der
chronischen Phase fihren. Diese chronische Phase ist entsprechend gekennzeichnet
durch eine Autoimmunreaktion gegen kardiale Proteine und/oder eine fortgesetzte
Inflammation geringeren Grades (Yajima et al., 2011). Sie ist die Folge entweder einer
unvollstandigen Viruselimination im Sinne einer chronischen Myokarditis oder Folge
einer Autoimmunreaktion als Antwort auf Zellschadigung hervorgerufen durch das Virus
oder das Immunsystem selbst (Schultheiss et al., 2011). Durch Untergang kardialer
Zellen und damit Freisetzung kardialer Antigene kommt es zur Prasentation dieser
Antigene durch Antigenprasentierende Zellen (Klingel et al., 1998). Die Folge ist die
Bildung von Autoantikérpern gegen kardiale Strukturen wie a- und (-Myosinketten,
mitochondriale Proteine und Membranrezeptoren (Caforio et al., 2002). Die Folgende
chronische Inflammation fuhrt zu weiteren myozytaren Schadigung bzw Lyse. Um diese
strukturell zu ersetzen kommt es zum fibrotischen Umbau der extrazellularen Matrix
sowie makroskopisch zur Dilatation der betroffenen Herzhohlen im Sinne einer
dilatativen Kardiomyopathie (Kania et al., 2009).

Auch im Rahmen der CVB3-Myokarditis sind Fibroblasten fur die Fibrose im Rahmen
des kardialen Remodelings verantwortlich. Den Ursprung dieser Fibroblasten bilden
zum einen Fibroblasten, welche Teil des gesunden Myokards sind, zum anderen

Progenitorzellen aus dem Knochenmark in Form von CD133" Stammzellen. Im Rahmen



der EAM (Experimentelle Autoimmunmyokarditis) differenzieren diese Zellen nach
Stimulation mit M-CSF (Macrophage colony-stimulating factor) zu Makrophagen, durch
eine Stimulation mit TGF-B zu Fibroblasten. Folglich fihrt eine Hemmung von TGF-
zu einer verminderten postinflammatorischen Fibrose bei der iDCM (Kania et al., 2009).
Ein weiterer Faktor ist die Umwandlung von Endothelzellen in Fibroblasten (enothelial-
to-mesenchymal transition). Xie et al. wiesen diese Umwandlung nach CVB3-Infektion
nach und identifizierten gleichzeitig durch infizierte Endothelzellen exprimiertes TGF-13
als regulatorisches Zytokin fur diesen Vorgang (Xie et al., 2012). Ein weiteres wichtiges
Zytokin im Rahmen der Fibrose bei der CVB3-Myokarditis ist Angiotensin II. Es
stimuliert direkt die Proliferation von Fibroblasten und deren Funktion, aktiviert die
Synthese von Komponenten der extrazellularen Matrix und fuhrt zur Synthese von
Zytokinen wie IL-1, IL-6, TNFa (Pohlers et al., 2009).

Auch bei der viralen Myokarditis wird nach therapeutischen Wegen gesucht, das
kardiale Remodeling und damit den klinischen Verlauf mit Entwicklung einer
Herzinsuffizienz positiv zu beeinflussen. Wie auch Remodeling im Rahmen des
Myokardinfarktes stellt auch hier APN einen vielversprechenden Kanditaten dar. Eine
Untersuchung der Myokarditis bei Mausen ausgelost durch das
Encephalomyokarditisvirus ergab ein verbessertes Uberleben bei Mdusen mit erhdhter
kardialer APN-mRNA-Expression (Saegusa et al., 2007). In einer weiteren Studie mit
173 Patienten mit inflammatorischer Kardiomypathie (DCMi) konnte ein inhibitorischer
Effekt von APN auf die chronische autoimmune Entziindungsreaktion sowie auf das
kardiale Remodeling nachgewiesen werden (Bobbert et al., 2011). Im Follow-up nach 6
Monaten zeigten die Patienten mit DCMi und initial hohen APN-Konzentrationen eine im
Vergleich zu der Patientengruppe mit initial niedrigen APN-Plasmakonzentrationen eine
signifikante Verbesserung der linksventrikularen Pumpfunktion und eine Verminderung
des linksventrikularen enddiastolischen Diameters (LVEDD). Gleichzeitig zeigte sich
eine Verminderung der Anzahl antigenspezifischer T-Zellen sowie eine verminderte
TNFa-vermittelte NF-kB-Expression (Bobbert et al., 2011).

Die extrazellulare Matrix wird reguliert durch eine Balance zwischen Synthese und
Abbau. Dabei spielen hinsichtlich des Abbaus wie beim Remodeling im Rahmen eines
Myokardinfarktes vor allem proteolytische Enzyme wie MMPs und TIMPs eine Rolle
(Kania et al., 2009). Im Rahmen der CVB3-Myokarditis wiesen Cheung et al. am Tag 9
nach Infektion eine erhéhte Transkription von MMP-2, MMP-9 und MMP-12 sowie auch
eine erhohte Aktivitat far MMP-2 und MMP-9 mittels Zymographie nach. Gleichzeitig



zeigte sich in derselben Untersuchung eine verminderte Expression der MMP-
Inhibitoren TIMP-3 und TIMP-4 sowie in der Akutphase der Infektion eine vermehrte
Ansammlung von Kollagen in der extrezellularen Matrix (Cheung et al., 2006). Die
vermehrte Expression und Aktivitat von MMP-9 wird sowohl durch proinflammatorische
Zytokine, welche durch den Herzmuskel infiltrierende Immunzellen exprimiert werden,
als auch durch virale und endogene Liganden des TLR (Toll-like receptor) getriggert
(Marchant et al., 2009).

Zusammenfassend stellt sich auch im Rahmen der Myokarditis aufgrund bisheriger
Veroffentlichungen die Frage nach einem Zusammenhang zwischen APN und der

Expression von MMPs und ist ebenfalls Gegenstand der vorliegenden Arbeit.

1.4. Adiponektin

Die zwei bekannten Fettgewebstypen nehmen unterschiedliche physiologische
Aufgaben war. Wahrend braunes Fettgewebe Uber die Oxidation von Fettsauren einen
Beitrag zur Thermoregulation spielt, stellt weiRes Fettgewebe einen Energiespeicher
Uber die Speicherung von Triglyzeriden dar. Daneben besitzt das weile Fettgewebe
aber auch eine regulatorische Funktion. Weil3e Adipozyten produzieren und sezernieren
verschiedene  Faktoren, darunter  Faktoren mit inflammatorischer  und
antiinflammatorischer Wirkung, welche unter dem Begriff Adipokine zusammengefasst
werden. Zu diesen gehdren u.a. Adiponektin (APN), Leptin, TNFa, Osteoprotegerin, IL-
6, IL-1, Resistin, Apelin, Visfatin, Monozytenchemotaktisches Protein-1 (MCP-1),
Plasminogen Aktivator Inhibitor-1 (PAI-1) und Retinol-bindendes Protein 4 (RB4)
(Fisman et al., 2014).

Erstmals beschrieben von Nakano et al. 1996 (Nakano et al., 1996) ist APN ein
Adipokrin, welches in kleineren Konzentrationen auch in kardialen Myozyten und
kardialen Fibroblasten (Skurk et al., 2008), sowie in mikrovaskularen Endothelzellen
(Natarajan et al., 2008) und Skelettmuskelzellen (Simpson F, Whitehead JP, 2010)
exprimiert wird. Im Serum macht APN ca 0,01 % der Gesamtproteinfraktion aus, wobei
die Normkonzentration bei 3-30 pg/ml liegt (Ouchi et al., 2006).

Das kodierende Gen tragt den Namen ADIPOQ, befindet sich auf Chromosom 3q27
(Ahasic et al., 2014) und besteht aus drei Exons und zwei Introns mit einer
Gesamtgrdlie von 17 kb (Takahashi et al., 2000). Dabei sind mehrere Polymorphismen

(SPNs = Single Nuclotide Polymorphisms) innerhalb des Gens bekannt (Oliveira et al.,
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2011). Das Molekulargewicht des monomeren APNs betragt 30 kDa. Im menschlichen
Plasma liegt APN in 3 multimeren Formen vor: einer trimeren Form (low molecular
weight (LMW)), einer hexameren Form (middle molecular weight (MMW)) und einer
hochmolekularen Form bestehend aus 12 bis 18 Monomeren (high molekular weight
(HMW)) (Bobbert et al., 2008). Eine weitere Form des APN, welches ca. 1 % des
Gesamt-APN ausmacht, ist das globulare APN, bestehend aus der globularen
Untereinheit. Diese entsteht durch Spalten von monomeren APN durch die von
Neutrophilen und Monozyten gebildete Elastase. Dabei ist globulares APN nicht nur ein

Abbauprodukt, sondern zeigt ebenfalls eine biologische Aktivitat (Almer et al., 2011).

H 1
HE S

Signal- Variable :
N sequenz Region Kollagene Domane C

ADIPOQ

Abb.1: Schematische Darstellung des Adiopnektingens (ADIPOQ) (In Anlehnung an
Kottyan et al., 2012)

Monomeres APN besteht aus insgesamt vier Domanen: einer N-Terminalen
Signalsequenz, einer unter unterschiedlichen Spezies variablen Region, einer
kollagenen Domane und einer C-Terminalen globularen Doméane (Almer et al., 2011).
Letztere zeigt Ahnlichkeit mit dem Complementfaktor C1q und soll fiir die Bindung
APNs an seine Rezeptoren verantwortlich sein (Yamauchi T et al., 2003). Die Bildung
der genannten Multimeren wird durch eine Reihe von posttranslationalen
Veranderungen mdglich. So fuhrt eine Hydroxylierung in der kollagenen Doméne an
Lysinresten Uber nichtkovalente apolare (hydrophobe) Bindung zur Formation der
trimaren Form (Wang et al., 2006). Aus zwei trimeren Formen bildet sich Uber

Disulfidbriicken im Bereich der variablen Domane die hexamere Form und letztlich Uber
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weitere Disulfidbriicken zwischen den hexameren Formen das hochmolekulare APN
(Richards et al., 2006).

Monomer Trimer Hexamer Multimer

Abb.2: Unterschiedliche Formen Adiponektins: Aus drei Monomeren entsteht Uber
Nichtkovalente Bindung die trimere Form. Aus zwei Trimeren entstehen Uber Disulfidbricken
die Hexamere From. Aus 3 Hexameren entsteht ebenfalls tGber Disulfidbriicken die multimere
Form (HMW-APN).

Die unterschiedlichen Isoformen haben unterschiedliche biologische Wirkungen. Im
Rahmen des Diabetes Mellitus und kardiovaskularer Erkrankungen scheinen aber nicht
nur die absoluten Plasmakonzentrationen sondern auch das Konzentrationsverhaltnis
der unterschiedlichen Multimere eine Rolle zu Spielen (Bobbert et al., 2008).

APN bindet an zwei Rezeptoren, Adiponektin-Rezeptor 1 und 2 (AdipoR1, AdipoR2).
Beide Rezeptoren sind transmembrane Proteine mit 7 transmembranen Domanen,
wobei sich der C-terminale Teil an der Aufenseite der Zellmembran und der N-
terminale Teil im Zellinneren befindet (Kadowaki et al., 2006). Auch wenn APN-
Rezeptoren in nahezu allen Geweben vorkommen und prinzipiell sowohl globulares
APN als auch die nichtgespaltenen Formen binden koénnen, ist die
Konzentrationsverteilung der Rezeptoren wie auch ihre Affinitdt gegenlber den
unterschiedlichen Formen von APN unterschiedlich. AdipoR1 wird vor allem auf Zellen
der glatten Gefalimuskulatur und Endothelzellen exprimiert und bindet vor allem
globulares APN. AdipoR2 bindet insbesondere die nicht-gepaltenen Formen (full length
APN) und kommt in hdheren Konzentrationen vor allem in Hepatozyten, in geringeren
Konzentrationen auch im Hypothalamus und auf Endothelzellen des Gehirns vor (Almer
et al., 2011). Auch Immunzellen wie B-Zellen, T-Zellen, naturliche Killerzellen und

Monozyten sind in der Lage, AdipoR1 und AdipR2 zu exprimieren (Pang et al., 2008).
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1.5. Regulation von Adiponektin

PPARa (Peroxisomal proliferator-activated receptor a) und PPARy (Peroxisomal
proliferator-activated receptor y) sind Transkriptisonfaktoren und Mitglieder einer
Familie nuklarer Transkriptionsfaktoren, welche den Glucose- und Lipidmetabolismus
regulieren. Beispielsweise werden Fibrate als Liganden des PPARa bei
Fettstoffwechselstérungen therapeutisch eingesetzt. Liganden von PPARy, welcher
vornehmlich in Fettgewebe vorkommt, sind langkettige ungesattigte Fettsauren,
oxidierte/nitrierte Fettsduren oder die PPARy-Agonisten Thiazolidindione (Glitazone)
(Malapaka et al., 2011). Eine Aktivierung von PPARy bewirkt eine Stimulation der
Lipidspeicherung in Adipozyten und eine vermehrte Transkription von APN (Tsuchida et
al., 2005). PPARa kommt vornehmlich in der Leber, aber auch in Herz, Niere und
Skelettmuskel vor und wird ebenfalls durch Fettsauren aktiviert. (Yoon et al., 2006).
PPARa scheint eine direkte Bindungsstelle im FGF21-Promotor (Fibroblast growth
factor 21-Promotor) zu besitzen (Long et al., 2011). FGF21 wiederum wird endokrin
sezerniert und beeinflusst den Glucose-und Fettmetabolismus. In weillem Fettgewebe
reguliert FGF21 APN Uber seinen wandstandigen Rezeptor (FGFR1c/B-Klotho). Dabei
kommte es zu einer Aktivierung von PPARy mit der Folge einer Hochregulation der
Expression und endokrinen Sekretion von APN (Ohta et al., 2014). Interessanterweise
zeigten Chinetti et al. in menschlichen Makrophagen, dass PPARy und PPARa auch
eine erhdhte Konzentration des AdipoR2 induzieren kdnnen (Chinetti et al., 2004).

Eine weitere Regulation von APN in Adipozyten erfolgt Uber eine inflammatorische
Reaktion. Im Fettgewebe fuhrt eine chronisch dbermaflige Nahrungsaufnahme nicht nur
zu einer Hypertrophie von Adipozyten, sondern es kommt auch zu einer Einwanderung
von Makrophagen (Robinson et al., 2011) und einer damit vergesellschafteten erhdhten
Expression und Freisetzung von IL-6 und TNFa (Upadhyaya et al.,, 2014). Diese
inflammatorischen Marker haben wiederum Einfluss auf die Expression und Sekretion
von APN. So zeigten In-vitro-Studien eine verminderte APN-mRNA-Expression nach IL-
6-Exposition (Fasshauer et al., 2003). Fur TNFa konnte gezeigt werden, dass es
dosisabhangig die Expression APN in Adipozyten inhibiert, indem es die
Promotoraktivitat des ADIPOQs hemmt. In der gleichen Untersuchung konnte dieser
hemmende Effekt von TNFa durch die Gabe von Thiazolidindionen (PPARy-Agonisten;
Glitazone) aufgehoben werden (Maeda et al., 2001). Umgekehrt ist APN in der Lage,

die Expression und die Aktivitdt von TNFa zu hemmen (Ouchi et al., 2007).
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Die Folge dieser genannten Regulationswege ist, dass APN in unterschiedlichen
pathophysiologischen  Zustanden, insbesondere solchen, welche mit einer
inflammatorischen Reaktion in Verbindung stehen, herunterreguliert ist. Beispielsweise
finden sich verminderte APN-Serumspiegel im Rahmen von mit Adipositas assoziierten
Erkrankungen wie Diabetes Mellitus Typ Il, Insulinresistenz, arterieller Hypertonie,

koronarer Herzerkrankung und akutem Koronarsyndrom (Ouchi et al., 2007).

1.6. Signaltransduktion von Adiponektin

Die Aktivierung der Rezeptoren AdipoR1 und AdipoR2 reguliert unterschiedliche
Signaltransduktionswege. Nach Bindung von APN an seine Rezeptoren kommt es zur
Interaktion von APPL1 (Adaptor protein, phosphotyrosine interacting with PH domain
and leucine zipper 1) mit der cytosolischen N-terminalen Domane des AdipoR. Die
Folge ist eine Translokation von LKB1 (Liver Kinase B1, Synonym: STK11
(Serine/Threonine Kinase 11)) vom Nucleus in das Zytosol und die Bindung an den
AdipoR-APPL1-Komplex. Dies fuhrt zu einer Aktivierung von AMPK (AMP-activated
protein kinase) (Fang et al., 2010).

Die biologischen Wirkungen, welche APN uber die Aktivierung von AMPK vermittelt,
sind vielfaltig und betreffen unterschiedliche Zelltypen. Hierzu gehdren positive
Einflusse auf Insulinresistenz und kardiovaskulare Erkrankungen wie Atherosklerose,
kardiale Hypertrophie, die Hemmung kardialer Apoptose im Rahmen eines
Reperfusionsschadens und antiinflammatorische Wirkungen (Ouchi et al., 2007). In
Skelettmuskelzellen kommt es nach Bindung von globuldaren APN an seine Rezeptoren
und Aktivierung von AMPK zu einer Translokation des Glukosetransporters GLUT4 mit
der Folge einer gesteigerten Glukoseaufnahme in die Zellen (Ceddia et al., 2005).
AMPK aktiviert hier auBerdem den p38/MAPK-Signaltransduktionsweg, wobei
schliel3lich PPARa (Peroxisom proliferator-activator receptor a) aktiviert und die
Fettsaureoxidation gesteigert wird (Yoon et al., 2006). Weitere Studien identifizierten
p38/MAPK als einen wichtigen Mediator der zellularen Glukoseaufnahme in C2C12-
Myotuben, aber lediglich Uber den AdipoR1 und ohne Beteiligung von AMPK.
Beispielsweise konnten Xin et al. fur C2C12-Myotuben zeigen, dass APPL-1 zusammen
mit TAK1 (Transforming growth factor- (-activated kinase 1) an die N-terminale,
intrazellulare Domane des AdipR1 bindet und TAK1 phosphoryliert. Nachfolgend binden
MKK3 (Mitogen- activated protein kinase kinase 3) und p38 MAPK (p38 mitogen-
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activated protein kinase) an den Komplex und werden ebenfalls phosphoryliert und
aktiviert (Xin et al., 2011).

Ein weiterer Effekt von APN, welcher Gber AMPK vermittelt wird, ist eine Verbesserung
der Endothelfunktion und Angiogenese sowie antiinflammatorische Wirkungen im
Rahmen der Atherosklerose. AMPK vermittelt hierbei eine Phosphorylierung von eNOS
(endothelial nitric oxide synthase) in Endothelzellen, zum einen durch eine direkte
Phosphorylierung, zum anderen uber eine AMPK-PI3-Kinase-Akt-Kaskade. Die Folge
ist eine erhdhte NO-Produktion. Des Weiteren zeigten die Autoren eine gesteigerte
Angiogenese Uber die genannten Signaltransduktionswege (Ouchi et al., 2004).

Im Rahmen der Atherosklerose, welche durch eine chronische Inflammation
gekennzeichnet ist, hemmt APN die Transformation von Makrophagen in Schaumzellen
und stimuliert gleichzeitig Makrophagen zur Produktion von antiinflammatorisch
wirkenden IL-10. APN ist aul3erdem in der Lage, Uuber eine Hemmung von TNFa die
Monozytenadhasion an Endothelzellen sowie die Expression von verschiedenen
Zelladhasionsmoleklilen wie VCAM-1 (vascular cell adhesionmolecule-1), ICAM-1
(intracellular adhesion molecule 1) und E-Selektin in Endothelzellen und damit die
Akkumulation inflammatorischer Zellen im Gewebe zu hemmen. Des Weiteren kann
APN die TLR (Toll-like receptor) vermittelte NF-kB-Aktivierung in Makrophagen
(Robinson et al., 2011) sowie die TNFa-induzierte NF-kB-Aktivierung in Endothelzellen
inhibieren. Letzteres geschieht Uber einen cAMP/PKA-Transduktionsweg (Ouchi et al.,
2000). Umgekehrt zeigten andere Untersuchungen aber eine Aktivierung von NF-kB
durch APN in Myozyten, Endothelzellen, Fibroblasten und Hepathozyten (Robinson et
al., 2011).

Auch im Herzen ist AMPK als Vermittler von Wirkungen von APN identifiziert worden.
So fuhrt die lokale Expression von APN in Kardiomyozyten zu einer gesteigerten
Glucose-und Fettsdureaufnahme Uber eine Phophorylierung von AMPK (Pifieiro et al.,
2005). Meng et al. zeigten in ihrer Untersuchung eine Hemmung kardialer Hypertrophie
durch eine Aktivierung von AMPK Uber eine PPARa- und ERK1/2-Aktivierung (Meng et
al., 2011). Im Rahmen einer DrucklUberlastung des Ventrikels kann bei APN-KO-
Mausen gleichzeitig eine gesteigerte konzentrische Hypertrophie nachgewiesen
werden. In diesem Sinne zeigt eine Transfektion von APN Uber Adenoviren eine
verminderte Hypertrophie im Rahmen von Druckiberlastung in APN-KO-und
Wildtypmausen (Shibata et al., 2004). Auch hier ist der Signaltransduktionsweg Uber

AMPK von Bedeutung. Im Rahmen der Druckuberlastung kommt es im Herzen der
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Ratte zu einer vermehrten Phosphorylierung und damit Aktivierung von AMPK (Tian et
al., 2001). Dabei zeigt eine weitere Veroffentlichung von Gélinas et al. eine Hemmung
einer AT ll-induzierten Hypertrophie in der Zellkultur durch Aktivierung von AMPK
(Gélinas et al., 2018). Diese ist in APN-KO-Mausen vermindert nachweisbar (Shibata et
al., 2004). Die Aktivierung von AMPK durch APN soll im Herzen Uber die Rezeptoren
AdipoR1 und AdipoR2 erfolgen (Fujioka et al., 2006). Zu ahnlichen Ergebnissen wie
Shibata et al. kamen Fujita et al. hinsichtlich der kardialen Fibrose. Hier zeigte sich eine
Verminderung einer AT-ll-induzierten gesteigerten kardialen Fibrose bei APN-KO-
Mausen unter adenovirusinduzierter APN-Uberexpression. Dieser antifibrotische Effekt
war dabei bei PPARa-KO-Mausen nicht zu beobachten. Gleichzeitig wiesen die Autoren
eine Aktivierung von PPARa in kardialen Fibroblasten durch APN nach, welche durch
Behandlung mit Compound C, einem Inhibitor von AMPK, nicht nachweisbar war (Fujita
et al., 2008).

Zusammenfassend handelt es sich bei APN um ein multifunktionelles Protein, welches
Uber verschiedene Rezeptoren unterschiedliche Signaltransduktionsprozesse

zelltypspezifisch aktivieren kann.

1.7. Matrix-Metalloproteinasen, Kollagensynthese und

Kollagendegradation

Die extrazellulare Matrix ist eine komplexe Struktur, welche Signal- und
Strukturproteine, Proteasen und unterschiedliche Zelltypen beinhaltet und eine
fundamentale Rolle im Prozess des myokardialen Remodelings spielt. Eine Gruppe von
Proteinasen, welche am Abbau dieser Komponenten beteiligt sind, stellen die Matrix-
Metalloproteinasen dar. Im Herzen ist die Expression von 8 verschiedenen MMPs
bekannt die in unterschiedliche Klassen eingeteilt werden: Kollagenasen (MMP-1,
MMP-13, MMP-8), Gelatinasen (MMP-2, MMP-9), Stromelysine (MMP-3, MMP-7) und
Membrane-type 1-MMP (MMP-14) (Spinale et al., 2007).

MMPs sind proteolytisch  wirkende extrazellulare Proteine, wobei einige
Untersuchungen darauf hinweisen, dass MMP-1, MMP-2 und MMP-11 auch intrazellular
aktiv sind. Sie bestehen aus mehreren Untereinheiten: einem Propeptid bestehend aus
Uber 80 Aminosauren, einer katalytischen Untereinheit mit Gber 170 Aminosauren
welche eine Zink-bindende Sequenz (HEXGHXXGXXH) enthalt, einem

Verbindungspeptid (,hinge region“) und einer Hamopexin-Domane bestehend aus uUber
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200 Aminosauren (Ausnahmen sind MMP-7, MMP-26 und MMP-23, welche kein
Verbindungsprotein und keine Hamopexin-Domane enthalten) (Nagase et al., 2006).
MMPs werden zunachst als Proenzyme synthetisiert und durch die Abspaltung des N-
terminales Propeptids aktiviert (Spinale et al., 2007). Das Propeptid enthalt ein
sogenanntes ,cystein switch“-Motiv mit der Sequenz PRCGXPD, welches eine Bindung
von Wasser an das Zink-Atom in der Katalytischen Domane verhindert und so das Pro-
MMP in seiner inaktiven Form halt (Nagase et al., 2006).

Die MMP-Aktivitat wird durch zwei Inhibitoren reguliert: a2-Mikroglobulin und TIMPs.
Die Regulation Uber a2-Mikroglobulin erfolgt derart, dass MMPs im a2-
Mikroglobulinmolekul eingeschlossen werden. Der Gesamte Komplex wird dann uber
den Rezeptor (LDL-related protein 1) via Endozytose in die Zelle aufgenommen und
abgebaut. Der zweite Weg der Inaktivierung von MMPs erfolgt Uber TIMPs (Tissue
inhibitors of metalloproteinases) (Nagase et al., 2006). Bisher sind 4 dieser TIMPs
bekannt: TIMP-1/-2/-3/-4 (Spinale et al., 2007). Hier erfolgt die Inaktivierung Uber eine
Chelatbildung des Zink-Atoms der katalytischen Domane der MMPs mit
Aminosaureresten der TIMPs, sodass ein Wassermolekul von seiner Bindung an das
Zink-Atom verdrangt wird und die MMPs ihre katalytische Aktivitat verlieren (Nagase et
al., 2006).

Bei der Fibrose im Rahmen des kardialen Remodelings ist Kollagen Typ | von
entscheidender Bedeutung (Lopez et al., 2010). Die Stufen der Kollagen-I-Synthese
und des Kollagenabbaus sind vereinfacht in Abbildung 3 dargestellt. Im Prozess der
Synthese spielen Fibroblasten die entscheidende Rolle. Ein weiterer entscheidender
Zelltyp im Rahmen der Fibrose ist der Myofibroblast, welcher nicht im gesunden
Myokard vorkommt, sondern sich im Rahmen von myokardialer Schadigung aus
Fibroblasten differenziert und eine Reihe von regulatorischen Zytokinen produziert. Die
Folge ist ein Verlust der empfindlichen Regulation der Menge an extrazellularer Matrix
mit Verstarktem Anfall von Kollagen und einem Verlust der Kollagendegradation durch
MMPs (Baum J and Duffy HS, 2011). Neben dieser Differenzierung zu Myofibroblasten
reagieren Fibroblasten auf unterschiedliche Stimuli wie Angiotensin Il (Brilla et al.,1997),
TGF-B, Aldosteron (Sun et al., 1994) sowie auf inflammatorische Zytokine wie TNFa, IL-
18, IL-6, IFN-y, TGF-B1 und TGF-B3, freigesetzt durch Makrophagen, Lymphozyten und
Monozyten (Siwik et al., 2000, Burchfield et al., 2013). Die Stimulation fuhrt zu einer
erhohten Synthese von Prokollagen Typ | (und lll) sowie zur Synthese von Enzymen,

welche diese weiter modifizieren (Lépez et a.l, 2010). Hierzu gehort die Prokollagen C-
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Proteinase (PCP) und Prokollagen N-Proteinase, welche die C- bzw. die N-terminalen
Propeptide des fibrillaren Prokollagens abspalten (Hintze et al., 2006; Wang et al.,
2006). Die von Fibroblasten freigesetzte Lysyloxidase (LOX) Kkatalysiert die
Desaminierung von Lysylresten des entstandenen Kollagenmolekuls, wodurch die
Quervernetzung des Kollagens ermdglicht wird (Kagan et al., 2003).

Der Abbau von Kollagen Typ | wird durch Kollagenasen wie MMP-1, MMP-8 und MMP-
13 eingeleitet. Dabei spalten MMP-1 und MMP13 bevorzugt Kollagen | und Ill. Neben
den ,klassischen“ Kollagenasen konnten auch fur MMP-2 und spater auch MMP-9 eine
kollagenolytische Aktivitat gegenuber nativen Kollagen typ | und Il nachgewiesen
werden (Bigg et al., 2007). Die Spaltung der Tripelhelixstruktur des Kollagen | erfolgt in
Ya (ICTP (C-terminal telopeptide of collagen typ 1)) und %-Fragmente (Herman et al.,
2001, Garnero et al., 2003), wobei ICTP in die Blutbahn freigesetzt wird, wahrend das
N-terminale %-Fragment in der Zelle verbleibt und spontan in nicht-helikale Gelatin-
Derivate denaturiert. Diese werden letztlich vollstandig durch die gelatinolytische
Aktivitat von MMP-2 und MMP-9 abgebaut (Villareal, 2004). Weitere Enzyme, welche
im Abbau von Kollagen | eingebunden sind, sind Katherine, wobei durch deren Spaltung
ein anderes Spaltprodukt, das CTX-l (C-terminal crosslinked telopeptide of collagen
type 1) entsteht (Stansfield et al., 2014). Beide Spaltprodukte stehen im Focus als
Verwendung als Biomarker fur einen vermehrten Umsatz extrazellularer Matrix im

Rahmen der Herzinsuffizienz und des kardialen Remodelings (Spinale et al., 2013).
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Abb.3: Stufen der Kollagensynthese und des Kollagenabbaus. TNF-a (Tumor necrosis
faktor- a), IL-1B (Interleukin-1pB), IL-6 (Interleukin-6), IFN-y (Interferon-y), TGF-B1 (Transforming
growth factor-B1), TGF-B3 (Transforming growth factor-B3), ICTP (C-terminal telopeptide of
collagen typ I).

1.8. Matrix-Metalloproteinase-9 und seine Regulation

Das Gen fur MMP-9 (Synonym: Gelatinase B) befindet sich im Genlocus 20q11.2-q13.1
(Visse et al., 2003). Wie alle MMPs spielt MMP-9 im Abbau der in der extrazellularen
Matrix befindlichen Struktur- und Signalproteine eine entscheidende Rolle (Spinale et
al., 2007). Als Substrate fur MMP-9 dienen Kollagen |, Ill, IV und V, Fibronektin, Elastin
und das nach Spaltung durch Kollagenasen entstandene denaturierte fibrillare Kollagen
| (Bigg et al., 2007, Romanic et al., 2001). MMP-9 kann von verschiedenen Zelltypen
synthetisiert und sezerniert werden. Hierzu gehoren kardiale Myozyten, glatte
GefalBmuskelzellen, Fibroblasten, Makrophagen, Entothelzellen und neutrophile
Granulozyten (Coker et al., 2001). Weitere MMP-9 exprimierende Zellen sind
Immunzellen wie TH1- und TH2-Lymphozyten (Oviedo-Orta et al., 2008), Neutrophile
Granulozyten (Ardi et al., 2007), Endothelzellen (Wang et al., 2006), sowie im Herzen
kardiale Fibroblasten (Mias et al., 2009).
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Bekannte Transkriptionsfaktoren, die die MMP-9- Expression regulieren, sind AP-1
(Activator protein 1) und NF-kB (Moon et al., 2004). AP-1 ist ein heterodimer bestehend
aus c-Jun und c-Fos, wobei die Dimerisierung dieser beiden Proteine eine DNA-
bindende Domane bildet (Steinmuller et al., 2001). Die Synthese von c-Fos wird
induziert durch phosphoryliertes Elk-1. Diese Phophorylierung wiederum erfolgt tber
ERK1/2 (Karin et al., 1995). In der Zellkultur von MVEC (microvascular endothelial cells)
wiesen Moshal et al. eine Regulation von MMP-9 durch ERK1/2 nach Inkubation mit
Homozystein nach (Moshal et al., 2006). In adulten kardialen Fibroblasten zeigten Xie
et al., dass eine Hemmung von ERK1/2 und JNK zu einer Hemmung der IL-1B3
induzierten erhdhten Expression von MMP-9 fuhrt. Auch die PKC (Proteinase C) spielt
eine Rolle in der Expression und Aktivitat von MMP-9. Eine Hemmung der PKC fuhrte in
derselben Studie zu einer Hemmung der Aktivitat von ERK1/2 und JNK und zu einer
Hemmung der Expression und Aktivitat von MMP-9 (Xie et al., 2004). In aortalen glatten
Muskelzellen zeigten Moon et al. eine gesteigerte MMP-9-Expression und
Promotoraktivitat nach TNFa- Stimulation Uber die Transkriptionsfaktoren AP-1 und NF-
kKB. Gleichzeitig flhrte eine Hemmung von ERK1/2 2zu einer signifikanten
Herunterregulation der TNFa-induzierten MMP-9-Expression (Moon et al., 2004). Den
gleichen Zusammenhang zwischen TNFa, ERK1/2 und MMP-9-Expression konnte auch
durch eine bereits zuvor veroffentlichte Untersuchung in glatten Muskelzellen der
Arteria Karotis der Ratte nachgewiesen werden, ebenfalls mit einer Herunterregulierung
der TNFa-induzierten MMP-9-Expression nach Hemmung von ERK1/2 (Cho et al.,
2000). Die Bindung von AP-1 an den MMP-9-Promotor wurde in mehreren Studien als
fur eine Induktion von MMP-9 als absolut notwendig herausgearbeitet. Am distalen
Promotor existiert eine weitere Bindungsstelle fir AP-1 sowie auch fir NF-kB. In
Fibroblasten haben diese Bindungsstellen einen synergistischen Effekt auf eine
kombinierte Stimulation von Zytokinen und Wachstumsfaktoren: Bond et al. zeigten in
der Zellkultur mit Fibroblasten einen geringen Effekt sowohl einer alleinigen Stimulation
mit PDGF (Plated derived growth factor) oder bFGF (basic fibroblast growth factor) als
auch einer alleinigen Stimulation mit TNFa und IL-1 auf die Sekretion von MMP-9.
Dagegen fuhrte eine Kombination aus IL-1a oder TNFa mit PDGF sowie die
Kombination aus bFGF mit II-1a oder TNFa zu einem synergistischen Effekt mit
Uberproportional hheren MMP-9-Konzentrationen im Kulturmedium (Bond et al., 1998).
Hieraus sowie aus Daten von Electrophoretic Mobility Shift Assays (EMSA) schlossen

die Autoren, dass die Bindung von NF-kB essentiell fur eine suffiziente Expression von
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MMP-9 nach Stimulation mit den genannten Wachstumsfaktoren und Zytokinen ist.
Andere Transkriptionsfaktoren, welche ebenfalls synergistisch mit der AP-1-
Bindungsstelle des MMP-9-Promotors zusammenwirken, sind SP-1 (Specificity protein-
1) und PEA 3 (Polyoma enhencer aktivator 3). Des Weiteren sind auch Micro-RNAs als
Regulatoren der MMP-9-Expression beschrieben worden (Dixon et al., 2015).

Wie bereits zuvor beschrieben reguliet AMPK eine Reihe von physiologischen
Vorgangen wie Zellwachstum und Proliferation, Mitochondrienfunktion, Inflammation
und oxidativen Stress (Ruderman et al., 2013). Morizane et al. beschrieben eine
erhohte MMP-9 Expression in AMPKa1/ AMPKa2-KO-Mausen verbunden mit einer
gesteigerten Lokalisation von NF-kB im Zellkern in embryonalen Fibroblasten. Eine
Aktivierung von AMPK flhrte zu einer verminderten Expression von MMP-9 in WT-
Mausen (Morizane et al., 2011). Im Modell der pulmonalen Hypertonie in der Ratte
fuhrte eine Aktivierung von AMPK zu einer Verminderung von ECM-Remodeling der
Pulmonalarterien mit einer verminderten Aktivitat von MMP-2, MMP-9 und TIMP-1 (Li et
al.,, 2016). Interessanterweise zeigten Zhang et al. in ihrer Untersuchung auf
intrazellularer Ebene eine Spaltung und damit Inaktivierung von AMPKa in Leukozyten
der Maus nach LPS-Stimulation. Gleichzeitig fuhrte eine Aktivierung von AMPK auch in
diesem Modell zu einer verminderten Expression von MMP-9. Diese Beobachtungen
weisen auf einen negativen Feedback-Mechanismuns von AMPK und MMP-9 hin
(Zhang et al., 2015).

Zusammenfassend wird MMP-9 durch unterschiedliche intrazellulare
Signaltransduktionswege reguliert, unter anderem Uber ERK1/2 und AMPK. Als
Gelatinase mit erweiterter Substratspezifitat kann MMP-9 auch Kollagen | abbauen. Die

entstehenden Spaltprodukte (ICTP) kbnnen im Serum nachgewiesen werden.
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1.9. Ziel der Studie

Adiponektin  (APN) ist ein multifunktionelles immunmodulatorisches Adipozytokin,

welches ein kardiales Remodeling in unterschiedlichen Modellen der kardialen

Schadigung (z.B., transaortales Banding, akuter Myokardinfarkt, Myokarditis) inhibiert.

MMPs sind fur den Umbau der extrazellularen Matrix, in der im Rahmen des kardialen

Remodeling Kollagen akkumuliert, verantwortlich.

Ziel dieser Studie ist es zu untersuchen, ob

1.

Adiponektin zu einer vermehrten Expression von Matrix-Metalloproteinasen
(MMPs) in vitro in kardialen Zellen (kardialen Myozyten, kardialen Fibroblasten

und Immunzellen) fuhrt.

. Eine veranderte Expression dieser MMPs auf RNA- und Proteinebene

gleichzeitig mit einer gesteigerten Aktivitat der Matrix-Metalloproteinasen in vitro

verbunden ist.

Die intrazellularen Signal- und Transduktionsmechanismen einer MMP- Induktion

durch Adiponektin im Hinblick auf eine Immunaktivierung zu charakterisieren.

Den Einfluss von Adiponektin auf die Expression und Aktivitdt von Matrix-
Metalloproteinasen im Rahmen des kardialen Remodelings bei einer CVB3-
Myokarditis sowie nach Myokardinfarkt in einem In-vivo-Mausmodell zu
charakterisieren. In diesem Zusammenhang sollen die in vitro gewonnenen

Erkenntnisse in In-vivo-Modellen der kardialen Schadigung bestatigt werden.
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2. Material und Methoden

2.1. Versuchstiere

Ausgangspunkt fur die vorliegenden Experimente waren neonatale Wistar Unilever
Ratten, zur Verfugung gestellt von den Forschungseinrichtungen flr Experimentelle
Medizin der Charité Berlin. Des Weiteren erfolgten Experimente mit APN-Knockout
Mausen und C57BL/6 (C57 Black 6) Wildtypmausen, zur Verfugung gestellt von
Jackson Laboratories. Die Entwicklung der APN-KO-Mause erfolgte durch die
Herstellung eines Vectors mit dem Ersatz von Exon 2 des Adipog-Gens mit einer PGK-
neo-cassette (Phosphoglycerate kinase ). Danach wurden die Vektoren in embryonale
Stammzellen mittels Elektroporation eingebracht und schlief3lich in Blastozysten
injiziert. Die so entstandenen Chimaren wurden mehrfach mit Wildtypmausen gekreuzt,
bis heterozygote und schliel3lich homozygote Tiere entstanden.

Die Vorliegenden Untersuchungen wurden durch Institutional Ethics Committee gepruft
und genehmigt. Sie entsprechen den Grundsatzen der Declaration of Helsinki (6th
revision, veroffentlicht 2008). Die Tierhaltung erfolgte im Rahmen aller Experimente bei
konstanter Raumtemperatur von 22°C mit einer Luftfeuchtigkeit von 40-50 %, einem

Tag-Nacht-Zyklus von jeweils 12 Stunden und freiem Zugang zu Wasser und Nahrung.

2.2. Zellkultur
2.2.1. Primarkultur neonataler kardialer Myozyten und Fibroblasten
der Ratte

Die Anlage der Zellkulturen neonataler Rattenfibroblasten- und myozyten erfolgte aus
isolierten Herzen 1-3 Tage alter Wistar Unilever Ratten. Die Herzen wurden
entsprechend nach Eréffnung des Brustkorbs enthommen, mit einer Schere grob
zerkleinert und fur 18 h bei 4°C in kalter HBSS (Hanks Buffered Salt Solution, Gibco)
mit 600 pg/ml Trypsin (Gibco) inkubiert. Anschliel3end erfolge der Verdau in 5 ml HBSS
versetzt mit Collagenase Typ Il (Worthington) bei einer Konzentration von 1 mg/ml.
Unter starkem Ruhren bei einer Temperatur von 37°C erfolge ca. alle 10 min der
Austausch mit Auffangen der entstehenden Zelllbsung und Zugabe frischer
HBSS/Collagenase Typ llI-Lésung zu den verbleibenden Gewebsteilen, bis sich diese
vollstandig aufgel6st hatten. Die entstandene Zellldsung wurde gefiltert (Porengrolie
100 pm) und anschlieBend bei 300 g fir 5 min zentrifugiert. Das entstandene

Zentrifugat wurde in DMEM (Dulbecco’s modified eagle medium, Gibco) versetzt mit 20
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% FBS (Fetal Bovine Serum, PAA) Uber 90 Minuten bei 37°C in Zellkulturflaschen
inkubiert. Hierbei kommt es zur Sedimentation der nicht-Myozytenfraktion.
AnschlieRend erfolgte die Anlage der Fibroblasten-Zellkultur unter Verwendung des
Sediments und die Anlage der Myozytenkultur unter der Verwendung des Uberstands.
Das Kulturmedium fur die Fibroblasten-Zellkultur bestand aus DMEM versetzt mit 20 %
FBS und 1 % P/S (Penecillin/Streptomycin, Biochrom). Die Zellen wurden in
ZellkulturgefalRe bis zur Konfluenz gezuchtet und in einer Verteilung von 1:3 passagiert.
Die morphologische Charakterisierung ergab einen Fibroblastenanteil von > 95 % nach
der ersten Passage. Alle Experimente mit kardialen Fibroblasten wurden nach der
ersten oder zweiten Passage durchgefuhrt.

Die Anlage der Myozytenkultur erfolgte mit dem Uberstand aus dem oben genannten
Schritt. Dieser wurde mit 300 g fur 5 min zentrifugiert und in DMEM versetzt mit 10 %
FBS, 10 % Pferdeserum (PAA) und 1 % P/S in Zellkulturgefalen (BD Falcon) kultiviert.
Mit diesem Protokoll wurden Zellpopulationen bestehend aus 90-95 % kardialen

Myozyten gezlchtet.

2.2.2. Primarkultur adulter muriner Splenozyten

Quelle des Materials waren 6-8 Wochen alte adulte APN-KO-Mause und WT-Mause
(C57BL/6). Die Milz der Tiere wurde enthommen und in kalter PBS-Ldsung (Phophate
buffered saline, PAA) auf Eis inkubiert. Anschlielend wurde die Milz vorsichtig durch
ein Zellsieb mit der PorengroRe 100 ym in PBS-Losung gedruckt. Zur weiteren
Zellseparation erfolgte die Spulung der Zellldsung durch eine Nadel mit aufgesetzter
Spritze. Nach Zentrifugation wurde der Uberstand abpipettiert. Zum Lysieren
verbliebener Erythrozyten erfolgte die Zugabe von destillierten Wasser auf das
Zellpellet fur 30 s. AbschlieRend erfolgte die Kultivierung der Zellen in RPMI-1640
(Roswell Park Memorial Institute-1640, PAA) versetzt mit 10 % FBS und 1 % P/S in

entsprechenden Zellkulturgefallen.
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2.3. In-vitro-Untersuchungen der Signaltransduktion und MMP-

Expression in primaren kardialen Zellen
Zunachst erfolgte die Inkubation der neonatalen kardialen Fibroblasten und neonatalen
kardialen Myozyten der Ratte mit 20 ug/ml rekombinantem APN (R&D Systems) fur 24
h in der Zellkultur und Bestimmung der MMP-2-, MMP-3-, MMP-9- und MMP-13-
Expression mittels PCR. Als nachstes wurden die Zellkulturen neonataler Fibroblasten
und neonataler Myozyten mit 20 pg/ml rekombinantem APN fur 24 h inkubiert und die
MMP-9 und MMP-2-Aktivitat im Kulturmedium mittels Zymographie bestimmt.
AuRerdem erfolgte eine Inkubation kardialer Fibroblasten mit unbehandeltem und
Hitzebehandeltem (95°C Uber 15min) APN sowie LPS (1 ug/ml, Enzo Life Science) und
hitzebehandeltem LPS (1 pg/ml, 95°C Uber 15 min) fur 24 h und nachfolgend die
Messung der MMP-9-Aktivitat mittels Zymographie. Kontrollen neonataler kardialer
Fibroblasten und Kardiomyozyten wurden mit 20 ug/ml BSA (bovine serum albumin,
Roth) anstelle des APN behandelt.
Zur Untersuchung der intrazellularen Signaltransduktion (AMPK, ERK1/2, PKC und
JNK) wurden neonatale kardiale Fibroblasten in der Zellkultur mit dem ERK1/2 —
Inhibitor PD098059 (20 umol/l), JNK-Inhibitor SP600125 (20 umol/l), PKC-Inhibitor
Cherylerythrine (5 pymol/l) und AMPK-Inhibitor Compound C (20 pmol/l) Gber 1 Stunde
inkubiert. Daraufhin erfolgte die Stimulation in frischem Kulturmedium versetzt mit
rekombinantem humanem APN (20 ug/ml) Uber 24 h. Danach erfolgte die Messung der
MMP-9-Aktivitat mittels Zymographie aus dem Kulturmedium.
Dasselbe Vorgehen wurde zur zeitabhangigen Messung des Phophorylierungsstatus
von ERK1/2 und AMPK in neonatalen Fibroblasten nach Inkubation mit APN in der
Zellkultur Gber 5, 15, 30 und 60 min angewandt. Die dabei verwendete Konzentration
von APN betrug ebenfalls 20 pg/ml. Die Messung von von phosphorylierten und
nichtphosphorylierten ERK1/2 bzw. AMPK erfolgte mittels Westernblot.
Um zu untersuchen, ob AMPK und ERK1/2 die inflammationsinduzierte Hochregulation
von MMP-9 in kardialen Fibroblasten vermitteln, erfolgte eine Inkubation der neonatalen
Fibroblasten in der Zellkultur mit dem AMPK-Inhibitor Compound C (20 umol/L) und
dem ERK1/2 —Inhibitor PD098059 (20 umol/l), jeweils Uber 1 h, sowie anschlieRend die
Inkubation mit dem Zytokin TNFa (10 ng/ml) und den TLR-Liganden LPS (1 pg/ml) und
R-848 (5 pg/ml), jeweils Uber 24 h. Die MMP-9-Aktivitat im Kulturmedium wurde

nachfolgend mittels Zymographie gemessen.
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Um zu untersuchen, ob auch APN einen Einfluss auf die Expression von MMP-9 nach
proinflammatorischer Stimulation hat, erfolgte die Inkubation neonataler kardialer
Fibroblasten mit TNFa (10 ng/ml), LPS (1 pg/ml) und R-848 (5 ug/ml) dber 18 h nach
Stimulation mit rekombinanten APN (20 pg/ml) Uber 6 h. Die Messung der MMP-9-

Aktivitat im Kulturmedium erfolgte mittels Zymographie.

2.4. Murines Modell des akuten Vorderwandinfarktes

Um das Remodeling nach ischamischer Schadigung des Herzgewebes zu untersuchen,
wurde ein In-vivo-Modell des Myokardinfarktes in C57BL/6- Wildtyp und APN-
Nullmausen (Jackson Laboratories) angewandt. Die Induktion des Myokardinfarktes
erfolgte durch operative Ligatur der LAD (Lutgens et al, 1999). Nach Einleitung einer
Anasthesie mittels Isofluran 2 %, der Intubation mittels 22G-Braunile und der
Beatmung mit Isofluran 2 % zur Narkoseaufrechterhaltung erfolgte die Thorakotomie
zwischen der 2./3. Rippe links. Die Ligatur der LAD fand im 2-3 mm Abstand des
Abgangs aus dem Hauptstamm mittels 7-0 Etibond-Faden statt. Abschlief3end erfolgte
eine Uberblahung der Lungen mit Hilfe des Beatmungsgerates um Restluft aus dem
Thoraxraum zu eliminieren, sowie abschlieRend der Verschluss des Brustkorbs mittels
Naht. Die Operationen der Sham-Tiere geschah nach demselben Protokoll
einschlieBlich Thorakotomie, defininitionsgemall entsprechend ohne Ligatur der LAD.
Postoperativ erfolgte eine p.o.- Analgesie mittels Metamizol 500 mg/ml als Gabe von 1-
2 Tropfen in die Mundhohle (200 mg/kg KG) und nachfolgend als Trinkwasserzugabe
(200 mg/kg KG) alle 6h bis zum Zeitpunkt der Toétung. Diese wurde am Tag 4
postoperativ mittels manueller cervikaler Dislokation (Genickbruch) durchgefuhrt. Die
Herzen wurden entfernt, Gewebe sowohl aus dem Infarktnarbenbereich als auch aus
nichtinfarzieten  Myokard entnommen und bis zur  Durchfuhrung der

molekularbiologischen Untersuchungen bei -80°C aufbewahrt.

2.5. Coxsackievirus B3 (CVB3)-Modell der subakuten Myokarditis

Die Umsetzung des CVB3-Modells erfolgte in 6-8 Wochen alten APN-KO-M&usen und
C57BL/6-Wildtypmausen wie bereits bei Jenke et al. beschrieben (Jenke et al., 2014).
Zur Induktion einer CVB3-Myokarditis erfolgte die Einleitung und Aufrechterhaltung
einer Anasthesie mittels Isofluran 2 % per inhalationem und die intraperitoneale

Applikation von in 200 pl PBS gelésten 5x10° plaquebildenden Einheiten (plaque
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forming units) von durch Transfektion abgeleiteten und gereinigten Coxsackievirus B3
(Nancy strain; ATCC-Nummer: VR-30, zur Verflugung gestellt von Prof. K. Klingel,
Universitat Tuabingen) (Klingel et al., 1992). Die Kontrollgruppe erhielt 200 yl PBS
intraperitoneal. Die Totung erfolgte an Tag 7 nach intraperitonealer Injektion/Infektion
mittels manueller cervikaler Dislokation. Zum Nachweis der Infektion erfolgte die
Durchfilhrung einer PCR, wobei eine Anzahl CVB3-positiver cDNA Kopien von 10° /ng
cDNA aus dem linken Ventrikel als Grenze fur den Einschluss in die vorliegende Studie

dienten.

2.6. Molekularbiologische Untersuchungen
2.6.1. Extraktion von RNA

Die Extraktion der RNA erfolgte mittels Rneasy® Mini Kit von Qiagen. Die verwendeten
Zellen stammten aus der Zellkultur von neonatalen Fibroblasten und neonatalen
Myozyten der Ratte, sowie im Falle der [n-vivo-Untersuchungen aus
Herzmuskelgewebe des LV und Milzgewebe von CVB3-infizierten APN-KO-Mausen
und C57BL/6 Wildtyp-Mausen. Die kultivieren kardialen Zellen wurden nach dem
Rneasy® Mini Kit Protokoll in der Kulturschale nach Abpipettieren des Kulturmediums
durch Zugabe von 350 pl RLT-Lysepuffer (RNeasy® Mini Kit) versetzt mit pB-
Mercaptoethanol (Verhaltnis 100:1) lysiert. Mittels Gummiwischer (rubber policemen)
wurde das Lysat gesammelt und zusammen mit dem RLT-Lysepuffer/(3-
Mercaptoethanol in ein Eppendorfrohrchen gegeben. Im Falle des Herzmuskelgewebes
des LV und des Milzgewebes wurden entsprechende Stiucke wie oben beschrieben
ebenfalls in 350 yl RLT-Lysepuffer versetzt mit B-Mercaptoethanol (Verhaltnis 100:1)
gegeben. Danach erfolgte die Homogenisierung mittels Vortexer, bis keine Zellklumpen
mehr sichtbar waren. Nach anschlieliender Inkubation tber 10 min bei Raumtemperatur
erfolgte eine 3-miniitige Zentrifugation bei Maximalgeschwindigkeit. Der Uberstand
wurde in ein weiteres frisches Eppendorfrohrchen abpipettiert und mit 350 ul 70 %
Ethanol in eine RNAeasy® Spinsidule (bertragen. In dieser erfolgte die erste
Zentrifugation bei 10.000 Umdrehungen/min tber 15 s. Die nun auf der Membran der
RNAeasy® Spinsaule befindliche RNA wurde in 3 Schritten (einmalig durch Zugabe von
700 yl RW1-Puffer (Rneasy® Mini Kit), zweimalig Zugabe von 500 ul RPE-Puffer
(Rneasy® Mini Kit), jeweils mit anschlieRender Zentrifugation mit 10.000

Umdrehungen/min Uber 15 s) gewaschen. Abschlie3end erfolgte die Losung der RNA
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von der Membran der Spinsaule durch Zugabe von 50 pyl RNAse freien Wassers und
Zentrifugation in ein frisches Eppendorfrohrchen bei 10.000 Umdrehungen/min Uber
eine Dauer von 1 min. Die Entstandene RNA-LAsung wurde bei -80°C eingelagert. Die
Bestimmung der RNA-Konzentration erfolgte via Spektrophotometrie unter Verwendung
des NanoDrop®-1000-Spektrophotometers bei einer Wellenldnge von 260 nm. Hierfiir
wurde je 1 ul jeder Probe auf die Messoptik des Gerates aufgetragen. Die
Entsprechende Konzentration der jeweiligen Probe berechnet sich aus ihrer optischen
Dichte nach der Formel: ¢ (Konzentration) = OD 260 nm (optische Dichte) x 40 ug/ml
(Multipilikationsfaktor fur RNA). 500 ng RNA-LOsung wurde abschlielend mit RNAse
freiem Wasser auf ein jeweiliges Gesamtvolumen von 10 ul verdinnt.

Die Messung der Integritdt der gewonnenen RNA erfolgte mittels 2100 Bioanalyzer
(Agilent Technologies). Hierbei werden RNA-Proben ahnlich einer Gelelektrophorese in
einem elektrischen Feld nach der GroRe der enthaltenen RNA-Fragmente aufgetrennt.
Aufgrund einer konstanten Ladungs-GroRenbeziehung der RNA-Fragmente bewegen
sich kleinere RNA-Molekul schneller durch eine Polymermatrix. Als Referenz dient eine
RNA-Referenzprobe (RNA 6.000 Nano Ladder), welche definierte RNA-GroRen enthalt
und eine Zuordnung der GrofRe der eingesetzten und in den Proben enthaltenen RNA-
Fragmente ermdglicht. Aus dem beschriebenen Verfahren wurde dann mittels Software
Uber einen Algorithmus die sogenannte RIN (RNA integrity number) generiert, welche
ein Mal} fur die Integritat der in der Probe befindlichen RNA darstellt.

2.6.2. Synthese der cDNA

Die Herstellung der verwendeten cDNA aus neonatalen Fibroblasten und neonatalen
Myozyten der Ratte erfolgte mit Hilfe des High Capacity cDNA Reverse Transcription
KIT (Applied Biosystems). Hierbei wurde zunachst die entsprechende Menge des RT-
Mastermix unter Kaltstellen auf Eis hergestellt. Die verwendeten Mengen der
verwendeten Reagenzien zeigt Tabelle 1. 10 pl dieses Mastermix wurden in einzelne
Eppendorfrohrchen pipettiert und 10 yl RNA-L6sung hinzugegeben. Anschliel3end
erfolgte eine kurze Zentrifugation, um den Inhalt am Boden zu sammeln und eventuelle
Luftblasen zu eliminieren. Die Durchfuhrung der Reverse Transkriptase-Reaktion
erfolgte in einem Blockcycler bei 25°C Uber 10 min, anschlieBend bei 37°C Uber 120
min und abschlieRend bei 85°C uber 5 min. Die Aufbewahrung der entstandenen
cDNA-L6sung erfolgte bei -80°C.
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Tab.1: Zusammensetzung des Mastermix

Reagenzien Volumen (pl)
10x RT Puffer 2.0
25x dNTP Mix (100 mM) 0.8
10x RT Random Primers 2.0
MulitScribe® Reverse Transkriptase 1.0
Nukleasefreises Wasser 4.2
Gesamtvolumen 10.0

2.6.3. Real-time-PCR

Zur Durchfihrung der Quantitativen Real-time-PCR wurde der TagMan® Universal PCR
Master Mix und der TagMan® Gene Expression Assay (Applied Biosystems) fiir die
Expressionbestimmung von MMP-2, MMP-3, MMP-9 und MMP-13, NKp46, F4/80,
CD3z, CD4, CD8a sowie GAPDH und HPRT1 als Referenzgen verwendet. Die

verwendeten eingesetzten Konzentrationen sind in Tabelle 2 dargestellt.

Tab.2: Zusammensetzung PCR-Proben

Komponenten Volumen fir 1 Reaktion (ul)
TagMan® Gen Expression Assay 0.4
cDNA (c=15 ng/pl) 1.6
TaqMan® Universal PCR Master Mix (2x) 4.0
Nukleasefreies Wasser 2.0
Endvolumen 8.0

Nach leichtem Schutteln und kurzem Zentrifugieren zum Sammeln der jeweiligen Probe
am Boden der Eppendorfrohrchen erfolge die Beladung der Wells der PCR-Platten, der
Verschluss der jeweiligen Platte mit der dazugehorigen Klebefolie und eine erneute
kurze Zentrifugation sowie die Durchfuhrung der PCR mittels 7900 HAT Fast Real-Time
PCR System (Applied Biosystems). Das Temperaturprofil war wie folgt definiert:
Erwarmen auf 95°C uber 10 min zur Danaturierung der cDNA und Aktivierung der DNA-
Polymerase gefolgt von 40 Zyklen mit je 15 Sekunden mit 95°C und je 1 min mit 60°C.
Die Auswertung der Ergebnisse erfolgte Uber die Bestimmung des jeweiligen ACt-

Wertes mit der Formel ACt = Ct zieigen — Ct caPDH.
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2.6.4. Proteinextraktion und Westernblot- Analysen

Die Extraktion der zu untersuchenden Proteine erfolgte aus der Zellkultur oder direkt
aus adultem Herzmuskelgewebe unter Verwendung eines Zelllysepuffers (Cell
Signaling). Im Falle der Zellkultur wurde jede Platte mit PBS (Phosphate bufferd saline)
gewaschen, um Reste des Zellmediums zu entfernen. Nachfolgend wurden 400 pl
Lysepuffer versetzt mit einem Proteinase-Inhibitor (Complete Mini, Roche, eine Tablette
pro 10 ml Puffer) und einem Phosphatase-Inhibitor (PhosSTOP®, Roche, eine Tablette
pro 10 ml Puffer) (um eine Proteinolyse und eine weitere Anderung des bestehenden
Phosphorylierungsstatus zu verhindern) hinzugegeben und die Platten Uber 5 min auf
Eis inkubiert. Abschliefien wurden die Losungen bei 14.000 g Uber 10 min in einer
gekuhlten Zentrifuge zentrifugiert.

Im Falle der Proteinextraktion aus Herzmuskelgewebe erfolgte die Gabe kleiner
Herzmuskelgewebssticke in 400 pyl Lysepuffer (Cell Signaling) und die
Homogengenisation auf Eis mittels Pellet Pestle® Motor (Kontes). Nach Inkubation tiber
30 min bei 4°C wurden die Proben bei 16.000 g Uber 5 min zentrifugiert und der
Uberstand entsprechend abpipettiert.

Die Lagerung der Proben erfolgte bei -80°C. Die Messung der Proteinkonzentration der
entstandenen Losung erfolgte mittels der BCA-Methode (bicinchoninic acid assay) unter
Verwendung eines BCA-Protein-Assay-Kits (Pierce). Hierbei wird Uber eine
Referenzprobe bekannter Proteinkonzentration Uber die Extinktion (gemessen bei einer
Wellenlange von 562 nm mit einem Nanodrop® 1000 Spectrometer (Thermo Fisher))
und einen einfachen Dreisatz die Proteinkonzentration der gewlnschten Probe
berechnet. Zur Durchfihrung des Westernblots erfolgte der Einsatz von 30 ug Protein
versetzt mit 5 pyl eines Ladepuffers aus 375 mM Tris (pH 6,8), 0,1 % Bromphenolblau,
60 % Glycerin, 12,6 % SDS und 600 mM DTT (Dithiothreitol). Die Gemische wurde zur
Proteindenaturierung bei 95°C in einem Wasserbad (WNE Excellent, Memmert) Uber 5
min inkubiert und entsprechend in die Kammern der Sammelgele aufgetragen. Pro Gel
erfolgte zusatzlich der Auftrag eines Markers (Protein Ledder, Fermentas). Die
Zusammensetzung der verwendeten Trenn-und Sammelgele zeigen die Tabellen 3 und

4. Das Gielden der Gele erfolgte in hierfur vorgesehenden Rahmen (Bio-Rad).
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Tab.3: Zusammensetzung Trenngel

Trenngel 10 % Menge pro Gel in ml
Wasser 2,05
30 % Acrylamid/Bisacrylamid (29:1) 1,65
Trenngelpuffer pH 8,8 (1,5M Tris) 1,25
SDS 10 % 0,05
TEMED 0,003
APS 10 % 0,025

Tab.4: Zusammensetzung Sammelgel

Sammelgel 4 % Menge pro Gel in mi
Wasser 1,525
30 % Acrylamid/Bisacrylamid (29:1) 0,325
Sammelgelpuffer pH 6,8 (0,5M Tris) 0,625
SDS 10 % 0,025
TEMED 0,003
APS 10 % 0,013

Nach Beflllen der Blotkammer mit Laufpuffer (25 mM Tris, 192 mM Glycerin, 0,1 %
SDS) erfolgte das Auftrennen durch das Anlegen einer Spannung von 200 V. Zum
Blotten auf Nitrozellulosemembran wurde das Mini-Protean Tetra Electrophoresis
System (Bio-Rad) genutzt und erfolgte bei 100 V tUber 90 min. Anschliellend wurde die
Menbran vorsichtig vom Gel getrennt, in ein Falcon-Réhrchen (50 ml) gegeben und mit
3 ml Blocklésung (50 ml TBS-Tween + 5 % BSA: 100 mM Tris pH 7,5, 150 mM NacCl,
0,1 % Tween 20, 2,5 g BSA) zunachst Uber 15-30 min bei Raumtemperatur inkubiert.
Zur Markierung des zu bestimmenden Proteins (ERK, p-ERK, AMPK, p-AMPK) wurde
die Membran Uber Nacht bei 4°C mittels Blocklosung versetzt mit dem entsprechenden
primaren Antikdrper inkubiert. Folgende Antikorper (Cell Signaling) wurden in der
jeweils genannten Verdunnung eingesetzt: AMPKa (D5A2) Rabbit mAb (#5831)
(Verdinnung 1:1000), Phospho-AMPKa (Thr172) (40H9) Rabbit mAb (#2535)
(Verdinnung 1:1000), p44/42 MAPK (ERK1/2) (137F5) Rabbit mAb (#4695)
(Verdinnung 1:1000), Phospho-p44/42 MAPK (ERK1/2) (Thr202/Tyr204) (D13.14.4E)
XP® Rabbit mAb (#4370) (Verdiinnung 1:2000).

Danach schloss sich ein 3-maliges Waschen mit TBS-Tween und die Inkubation Uber

1h bei Raumtemperatur mit dem sekundaren Antikorper geldst in Blocklosung an. Als

31



sekundarer Antikérper (Cell Signaling) wurden Anti-rabbit 1gG und HRP-linked
Antibody (#7074) verwendet.

Zum Erreichen der Chemilumineszenz-Reaktion mit der an den sekundaren Antikorper
gekoppelten HRP  (horseradish  peroxidase) wurde eine entsprechende
Entwicklerldsung genutzt (SuperSignal® West Dura Extendet Duration Substrate (A+B,
je 1 ml), welche nach flachen Ausbreiten der Nitrozellulosemembran aufgetragen
wurde. Anschlielend erfolgte die digitale Fotographie der Banden in einer

Dunkelkammer und die Auswertung der Bandenintensitat mittels ImageJ-Software.

2.6.5. Zymographische Analysen der MMP- Aktivitat

Die Bestimmung der Aktivitat von MMP-2 und MMP-9 erfolgte aus LV-Gewebe und aus
dem Kulturmedium der Zellkultur. Im Falle von Material aus dem LV wurde die
Proteininsolation wie oben beschrieben unter der Verwendung von 30 pg Protein
durchgefuhrt. Im Falle der Untersuchung aus den Kulturmedien erfolgte der Einsatz von
20 pl Kulturmedium. In beiden Fallen wurde das Material mit Tris (0,5 mol/l pH 6.8), 50
%-igem Glycerin und 10 % SDS sowie mit 0,1 % Bromphenolblau vermischt und tber
10 min bei Raumtemperatur inkubiert. Die Auftrennung erfolgte unter Verwendung von
10 %-igem Polyacrylamidgel in der gleichen Zusammensetzung wie im Falle des
Westernblots, versetzt mit 0,1 % Gelatine (5 mg pro Gel), bei einer Spannung von 150
V nach dem bereits im Kapitel 2.6.4. beschriebenen Protokoll unter Verwendung
derselben Kammern. Fir jedes Gel wurde auch wie im Falle des Westernblots ein
Marker (Fermentas) zum Ablesen der entsprechenden Proteingrof3e eingesetzt.

Um das in den Gelen enthaltene SDS zu entfernen wurden diese in einem Triton® X-
100 enthaltenen Puffer (Sigma Aldrich) tuber 60 min eingelegt und gewaschen. Danach
erfolgte das Einlegen in einem weiteren Puffer (Inkubationspuffer: 0,01 M Tris, 0,4 M
Tris-Hcl, 2 M NacCl, 0,07 M CaCl,, 0,1 mM MgCl,, 0,6 % Brij-35) ber Nacht bei 37°C.
Zur Farbung der Gele wurden diese uber 30 min in je 100 ml einer Fixierldsung (10 %
Essigsaure, 40 % Ethanol) eingelegt und nachfolgend fur 20 min in einer Stockldsung
(0,2 % Brilliant Blue G 250, 90 % Ethanol) gefarbt. Die Entfarbung erfolgte mittels einer
Entfarberlosung (10 % Essigsaure, 20 % Ethanol) uUber ca 2 Stunden bei
Raumtemperatur. Die Auswertung der entfarbten Banden wurde mithilfe Image-J-

Software durchgeflihrt.
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2.6.6. ELISA zum Nachweis von Kollagen- Spaltprodukten

Zum Nachweis eines gesteigerten Abbaus von Kollagen im Rahmen des
Myokardinfarktes bzw. der CVB3-Myokarditis erfolgte die Messung der Konzentration
von ICTP (C-terminal telopeptide of collagen typ I) im Mausserum. Blut wurde nach
einer Lagerung in vertikaler Position fur 60 min bei 4°C mit 2000 g uber 20 min
zentrifugiert. Das Serum wurde abpipettiert und bei -80°C gelagert. Zur Durchflihrung
der Messung der ICTP-Konzentration erfolgte die Verwendung eines Mouse-ICTP-
ELISA-Kits (Abbexa). Der Test arbeitet auf der Grundlage eines Sandwich-ELISA
erfolgte nach der dem Kit beigefugten Anleitung. Hierfir wurde eine Standard-Reihe
angelegt. Eine Standardlésung mit einer Konzentration von 5000 pg/ml wurde mit einer
Standard-Verdinnungslésung entsprechend den finalen Konzentrationen 2500 pg/ml,
1250 pg/ml, 625 pg/ml, 312,5 pg/ml, 156,25 pg/ml und 78,125 pg/ml verdinnt. Die
Extinktion gemessen bei einer Wellenlange von 450 nm dient spater der Erstellung der
Standardkonzentrationskurve.  Nachfolgend werden 100 pl der jeweiligen
Standardverdiinnungslosung, eine Kontrolle und die entsprechenden Serumproben
(nach einer Verdinnung von 1:10 mit Probenverdinngspuffer) in die mit dem Kit
gelieferte Well-Platte gegeben. Diese ist mit einem ersten Antikdrper (Goat-Antibody)
beschichtet, welcher ICTP bindet. Nach einer Inkubationszeit von 90min bei 37°C
erfolgt das 2-malige Waschen mit dem mitgelieferten Waschpuffer und die Inkubation
mit 100 pl einer Lésung eines 2. Antikdrpers (Biotin-konjugierter Antikdrper gerichtet
gegen ein 2. Ektop von ICTP, Verdiunnung 1:100) dber 60 min bei 37°C. Nachfolgend
wurden alle Wells 3x mit einem Waschpuffer tber 1-2 min gewaschen. Daraufhin erfolgt
die Zugabe von 100 pl SABC (Streptavidin-HRP conjugate, Verdunnung 1:100), die
Inkubation Uber 30 min bei 37°C und nachfolgend ein 5-maliges Waschen aller Wells
mit Waschpuffer. Nach Zugabe von 90 pl TMB (Tetramethylbenzidin )-Substrat in jedes
Well und inkubation in Dunkelheit bei 37°C Uber 15-20 min entsteht ein sichtbarer
Farbumschlag in der Standardreihe. Wahren dieser Inkubation erfolgt die Umsetzung
von TMB (Tetramethylbenzidin) durch die HRP (Horseradishperoxidase) in ein blaues
Endprodukt. Die Farbung der Probe ist dabei direkt proportional zu der Konzentration
der HRP, welche wiederum direkt proportional zu der Konzentration der ICTP ist. Nach
sichbarer Farbung der Standardreihe erfolgt das Stoppen der Reaktion durch die
Zugabe von 50 ul Stopplésung in jedes Well sowie anschielend die Messung der

Extiktion mit einem Spectrometer bei 450 nm (Gemini EM Microplate Reader).
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2.7. HE-Farbung und mikroskopische Analysen

Zur Ermittlung des Grades der inflammatorischen Infiltration des linken Ventrikels im
Rahmen der CVB3-Myokarditis erfolgte die Erhebung eines Infiltrationsscores zum
Vergleich zwischen den unterschiedlichen Tieren mittels Mikroskopie. Hierfur wurden
Kryoschnitte des linken Ventrikels von CVB3-infizieten WT und APN-KO-Mausen
durchgefiihrt. Gewebquerschnitte des linken Ventrikels wurden zunachst in Tissue-Tek®
OCT Compound (Sakura) eingelegt und in flissigem Stickstoff schockgefrohren. Die
Schnitte von 5 ym Dicke wurden Mithilfe eines Microm 560 HM-Kryostat-Klingentrager
(Thermo Fisher) angefertigt. Anschliefend erfolgte die Anfertigung einer HE-Farbung
und die Mikroskopie mittels AE20 — Mikroskop (Motic) und 200-facher VergréRerung mit
der Bestimmung eines Infiltrationsscores: Multiplikation des Flachenanteils der von
Entzindungsinfiltraten betroffenen Gewebeareale mit dem durchschnittlichen
Schweregrad der Infiltrate. Dabei wurde der Schweregrad der Infiltrate definiert als 0
(keine Immunzellinfiltration), 1 (geringe Immunzellinfiltration mit wenigen sichtbaren
Immunzellen pro Fokus), 2 (Mittlere Immunzellinfiltration mit weniger als 100
Immunzellen pro Fokus) und 3 (Schwere Immunzellinfiltration mit mehr als 100
Immunzellen pro Fokus). Pro Tier erfolgte die Untersuchung von 4 Foki. Zur

statistischen Auswertung wurde fur jede Gruppe der Mittelwert gebildet.

2.8. Statistische Analysen

Die statistischen Analysen erfolgten unter der Verwendung der Software GraphPad
PRISM Version 5.04 und Version 8.0.0. Dabei wurden fir die jeweiligen Gruppen der
Mittelwert und der Standardfehler des Mittelwertes (SEM) ermittelt und graphisch
dargestellt. Eine Normalverteilung der Ergebnisdaten wurde nicht angenommen. Die
statistische Auswertung erfolgte daher mittels nichtparametrischer Tests. Zum Vergleich
von zwei Gruppen wurde dabei der Mann-Whitney-U-Test verwendet, zum Vergleich
von mehr als zwei Gruppen der Kruskal-Wallis-Test gefolgt von Post-hoc-Tests durch
Mann-Whitney-U-Test fur den paarweisen Vergleich zwischen einzelnen Gruppen.
Bonferroni-Korrekturen wurden nicht vorgenommen. Eine statistische Signifikanz wurde

bei einem einseitigen Wert von p < 0,05 angenommen.
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2.9. Verwendete Materialien und Gerate

Materialien Hersteller
30 % Acrylamid/Bisacrylamid (29:1) Bio-Rad
7-0 Ethilon Mono Ethicon
APS 10 % Sigma-Aldrich
BCA Protein Assay Kit Pierce
Brij-35 Sigma-Aldrich
Bromphenolblau Sigma-Aldrich
BSA Roth
CaCly Sigma-Aldrich
Cohan-Vannas-Federschere Fine Science Tools
Collagenase Typ I Worthington
Coomassie Brilliant Blue G 250 Serva
DMEM 31885 Gibco
DTT (Dithiothreitol) Biomol
Einwegskalpell Dahle
Eosin B Sigma-Aldrich
Essigsaure Merck
Ethanol Merck
FBS (Fetal bovine serum) PAA
Gelatine Sigma-Aldrich
Glycerin Sigma-Aldrich

Gummiwischer (rubber policemen)

Fisher Scientific

Halsey Nadelhalter

Fine Science Tools

Hamatoxylin Sigma-Aldrich
HBSS (Hank’s balanced salt solution) Gibco
High Capacity cDNA Reverse Trascription Kit Applied Biosystems
Horse Serum PAA
Isofluran Abbot
Isofluran 2 % Abbot
Liberase TH Research Grade Roche Applied Science
Lysepuffer (10x) Cell Signaling
Marker (Protein Ladder) Fermentas
Maus ICTP ELISA Kit Abbexa
Metamizol 500 mg/20Ggt Hexal
MgCl; Sigma-Aldrich
Moria Bonn Iris Schere Fine Science Tools
NaCl Merck
NaCl Merck

Nitrocellulosemembran

GE Healthcare

Nukleasefreies Wasser

Applied Biosystems
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Objekttrager (Poly-L-Lysin beschichtet) Sigma-Aldrich
PBS (phosphate buffered saline) PAA
Penecillin/Streptomycin Biochrom
Phosphatase-Inhibitor (PhosSTOP®) Roche Applied Science
Pipetten Eppendorf
Proteinase-Inhibitor Roche Applied Science
Reaktions-Roéhrchen (15/50 ml) Falcon
Reaktionsrohrchen (0,2/0,5/1,5 ml) Eppendorf
RNA 6000 Nano Ladder Agilent Technologies
RNeasy Mini Kit Qiagen
RPMI-1640 PAA
Rundbodenplatten (96 Well) Sarstedt
SDS 10 % Sigma-Aldrich
SuperSignal® West Dura Extended Duration Thermoscientific
Substrate
TagMan Universal PCR Master Mix Applied Biosystems
TEMED (N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin) Merck
Tissue-Tek OCT Compound Sakura
Tris Sigma-Aldrich
Trixon X-100 Sigma-Aldrich
Trypsin Gibco
Tween 20 Bio-Rad
Vasofix Braunulle 22 G B.Braun Melsungen AG
Zellfilter (Cell strainer), Porengrdfie 100 pym PB Falcon
Zellfilter (Cell strainer), Porengrdfie 40 uym PB Falcon
Zellfilter (Cell strainer), Porengrdfie 70 uym PB Falcon
Zellkulturplatten BD Falcon
B-Mercaptoethanol Sigma-Aldrich
Gerate und Software Hersteller

2100 Bioanalyzer

Agilant Technologies

7900 HAT Fast Real-Time PCR System

Thermo Fisher

AE20 Inverted Microscope

Motic

Blotkammer: Mini PROTEAN Tetra Electrophoresis
System

Bio-Rad

Gemini EM Fluorescence Micorplate Reader

Molecular Devices

GraphPad Prism 5.04

GraphPad

GraphPad Prism 8.0.0

GraphPad

HERAIinc Incubator

Thermo Fisher

HERAsafe Clean Bench

Thermo Fisher

Imaged 1.44

National Institutes of Health

Isoflurane Vaporizer

Rockmart
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LEICA DMI4000B

LEICA Microsystems

Microcentrifuge 5415R Eppendorf
Microm 560 HM-Kryostat-Klingentrager Thermo Fisher
Mini PROTEAN Tetra Cell Bio-Rad
Mini Trans-Blot® Cell Bio-Rad
Mouse Ventilator Minivent Type845 Harvard

Multifuge 1S-R Zentrifuge

Thermo Fisher

Nanodrop 1000 Spectrophotometer

Thermo Fisher

Pellet Pestle® Motor (Homogenisator)

Kontes

pH 211 Micoprocessor pH Meter

Hanna Instruments

SDS 2.2.2.

Applied Biosystems

SUNRISE Plate reader spectromphotometer Tecan
Vortex Genie 2 Scientific Industries
Wasserbad (WNE Excellent) Memmert
Proteine und Inhibitoren Hersteller
Cherylerythrine (PKC-Inhibitor) Sigma-Aldrich
Compound C (AMPK-Inhibitor) Sigma-Aldrich
LPS (E.Coli) Enzo Life Science
PD098059 (ERK1/2-Inhibitor) Sigma-Aldrich
R-848 Enzo Life Science

Rekombinantes humanes Adiponektin

R&D Systems

Rekombinantes TNFa (Ratte)

R&D Systems

SP600125 (JNK-Inhibitor)

Sigma-Aldrich

RT-PCR Gene Expression Assays

Hersteller

CD3z (Mm00446171_m1 Maus

Applied Biosystems

CD4 (Mm00442754_m1) Maus

Applied Biosystems

CD8a (Mm01182107_g1) Maus

Applied Biosystems

F4/80 (Mm00802529_m1) Maus

Applied Biosystems

GAPDH (Mm99999915 g1) Maus

Applied Biosystems

GAPDH (RN99999916_s1) Ratte

Applied Biosystems

HPRT1 (Mm01545399_m1) Maus

Applied Biosystems

MMP-13 (Rn01448194_m1) Ratte

Applied Biosystems

MMP-2 (Rn01538170_m1) Ratte

Applied Biosystems

MMP-3 (Rn00591740_m1) Ratte

Applied Biosystems

MMP-9 (Mm0442991_m1) Maus

Applied Biosystems

MMP-9 (Rn00579162_m1) Ratte

Applied Biosystems

NKp46 (Mm01337324_g1) Maus

Applied Biosystems
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Primare Antikorper Hersteller
AMPKa (D5A2) Rabbit mAb (#5831) Cell Signaling
p44/42 MAPK (ERK1/2) (137F5) Rabbit mAb (#4695) Cell Signaling
Phospho-AMPKa (Thr172) (40H9) Rabbit mAb (#2535) Cell Signaling
Phospho-p44/42 MAPK (ERK1/2) (Thr202/Tyr204) (D13.14.4E) Cell Signaling

XP® Rabbit mAb (#4370)

Sekundare Antikorper Hersteller

Anti-rabbit 1IgG, HRP-linked Antibody (#7074) Cell Signaling
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3. Ergebnisse
3.1. Adiponektin fuhrt zu einer signifikant erhohten Expression

von enzymatisch aktivem MMP-9

Kardiale Fibroblasten und Myozyten sind entscheidende Zelltypen im Rahmen des
kardialen Remodelings (Cohn et al., 2000; Burchfield et al., 2013). Um zu untersuchen,
ob APN das kardiale Remodeling uUber die Veranderung der Aktivitat der MMPs im
Herzen beeinflusst, erfolgte in der vorliegenden Arbeit die Messung der Expression von
MMPs nach Inkubation von neonatalen kardialen Fibroblasten und Myozyten mit
rekombinatem APN. Die Analyse der MMP-Expression wurde mittels quantitativer
Realtime-PCR durchgefuhrt. Analysiert wurde die Expression von MMP-2, MMP-3,
MMP-9 und MMP-13. Die Ergebnisse sind in den Abbildungen 4 und 5 dargestellt.
Wahrend APN keinen Einfluss auf die Expression von MMP-2, MMP-3 und MMP-13
hatte, zeigte sich hinsichtlich der MMP-9 eine signifikant erhdhte Expression nach
Inkubation mit APN, sowohl in kardialen Fibroblasten (p < 0,05) wie auch in kardalen
Myozyten (p < 0,05).
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Abb.4A-D: APN induziert die MMP-9 mRNA Expression in neonatalen kardialen
Fibroblasten (NRFB) der Ratte. Kardiale Fibroblasten wurden mit 20 pg/ml APN oder 20 pg/mi
BSA (Control) Uber 24h in der Zellkultur inkubiert. Die Messung der mMRNA-Expression von (A)
MMP-2, (B) MMP-3, (C) MMP-9 und (D) MMP-13 erfolgte mittels qRT-PCR. Angaben in Mean %
SEM (n = 4). Die statistische Auswertung erfolgte mittels Mann-Whitney-U-Test.
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Abb.5A-D: APN induziert die Expression von MMP-9 mRNA in neonatalen kardialen
Myozyten der Ratte (NRVM). Kardiale Monozyten wurden mit APN 20 ug/ml oder 20 pg/mi
BSA (Control) Uber 24h in der Zellkultur inkubiert. Die Messung der mRNA-Expression von (A)
MMP-2, (B) MMP-3, (C) MMP-9 und (D) MMP-13 erfolgte mittels qRT-PCR. Angaben in Mean %
SEM (n = 4). Die statistische Auswertung erfolgte mittels Mann-Whitney-U-Test.
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Um zu Uberprifen, ob diese gesteigerte Expression von MMP-9 nach Inkubation mit
APN auch mit einer erhohten enzymatischen Aktivitat assoziiert ist, erfolgte die
Durchfiihrung einer Zymographie aus dem Uberstand der Zellkultur neonataler kardialer
Fibroblasten und Myozyten. Gleiches erfolgte fur MMP-2. Die Ergebnisse sind in den
Abbildungen 6A und 6B dargestellt. MMP-9 zeigte hier eine signifikant erhohte
gelatinolytische Aktivitat nach Inkubation mit APN, sowohl in neonatalen kardialen
Fibroblasten (p < 0.05) als auch in neonatalen kardialen Myozyten (p < 0.05) im
Vergleich zur Kontrolle (20 ug/ml BSA). Fur MMP-2 ergab sich nach APN-Inkubation

kein signifikanter Unterschied im Vergleich zur Kontrolle.
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Abb.6A-B: APN induziert die Expression von enzymatisch aktivem MMP-9 in kardialen
neonatalen Fibroblasten und kardialen Myozyten. APN hat keinen Einfluss auf die
Expression von MMP-2, weder in kardialen neonatalen Fibroblasten (6A) noch in kardialen
Myozyten (6B). Neonatale kardiale Fibroblasten und neonatale kardiale Myozyten wurden mit
APN (20 pg/ml) oder 20 pg/ml BSA (Control) Gber 24h in Zellkultur inkubiert. Die Messung der
MMP-Aktivitat im Zellkulturmedium erfolgte mittels Zymographie. Angaben in Mean £ SEM (n =
3). Die statistische Auswertung erfolgte mittels Mann-Whitney-U-Test.
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3.2. Die MMP-9-Expression ist nicht LPS-induziert

Woo et al. wiesen in ihrer Arbeit von 2004 eine Lipopolysaccharid (LPS)-induzierte
Expression von MMP-9 in Makrophagen nach (Woo et al., 2004). Gleichzeitig zeigten
Turner et al. eine Kontaminationen von unterschiedlichen rekombinantem APN bis zu
einer Konzentrationen von 30 pg/ug (Turner et al., 2009). Lipopolysaccharid ist
hitzebestandig und kann uber diesen Weg nicht inaktiviert werden, wahrend APN unter
Hitze denaturiert. Um sicherzustellen, dass die beobachtete erhdhte Expression von
MMP-9 nach Inkubation mit APN nicht auf eine Wirkung von LPS im Sinne einer
Kontamination des verwendeten rekombinanten APNs zurlckzufuhren ist, erfolgte eine
Inkubation kardialer Fibroblasten mit unbehandelten bzw. hitzebehandelten (95°C Uber
15 min) APN. Nachfolgend wurde eine Zymographie zur Messung der MMP-9-Aktivitat
durchgefuhrt. Das Ergebnis ist in den Abbildungen 7A und 7B dargestellt. Eine
Inkubation mit APN flhrte zu einer signifikant erhdhten Expression von MMP-9 (p <
0,05). Durch eine Hitzebehandlung von APN kam es zu einem kompletten Verlust
dieses Signals, also zu einem Verlust der gesteigerten Expression von MMP-9. Dieses
Ergebnis zeigt, dass die beobachtete Hochregulation von MMP-9 APN spezifisch ist.
Gleichzeitig kam es zu einer erhdhten Expression von MMP-9 nach Inkubation mit LPS
und hitzebehandeltem LPS gegenuber der Kontrollgruppe (p < 0,05) ohne signifikanten
Unterschied zwischen den beiden LPS-Gruppen. Zusammenfassend zeigen diese
Untersuchungen, dass die gemessene APN-abhangige Hochregulation der Expression

von MMP-9 unabhangig von einer moglichen Endotoxin-Kontamination erfolgte.
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Abb.7A-B: APN induziert die Hochregulation der MMP-9-Expression in kardialen
Fibroblasten unabhangig von einer Endotoxin-Kontamination. Kardiale Fibroblasten
wurden mit APN (20 ug/ml), hitzebehandeltem APN (APN HP, 20 ug/ml, 95°C Uber 15 min),
LPS (1 pg/ml) und hitzebehandeltem LPS (LPS HP, 1 ug/ml, 95°C Uber 15min) sowie Control
(20 pg/ml BSA) uber 24h inkubiert. (A) Die Messung der MMP-9-Aktivitat erfolgte mittels
Zymographie. (B) Quantitative Auswertung der gelatinolytischen MMP-9-Aktivitat. Angaben in
Mean £ SEM (n = 3). Die statistische Auswertung erfolgte mittels Kruskal-Wallis-Test gefolgt
von einer Post-hoc-Testung mittels Mann-Whitney-U-Test fir die paarweisen Vergleiche
zwischen einzelnen Gruppen.
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3.3. AMPK und ERK1/2 sind Mediatoren der Adiponektin-induzierten

MMP-9-Expression in kardialen Fibroblasten

Bisherige Untersuchungen zeigten eine Beteiligung der extracellular signal-regulated
kinase (ERK1/2), der c-Jun NH,-terminal kinase (JNK), der Proteinkinase C (PKC) und
der AMP-activated protein kinase (AMPK) bei der Aktivierung von MMP-9 in
verschiedenen spezifischen Zelltypen (Xie et al., 2004, Suzuki et al., 2004). Um zu
untersuchen, ob die genannten Kinasen auch in der Signaltransduktion der APN-
induzierten MMP-9-Expression in kardialen Zellen beteiligt sind, erfolgte die Inkubation
kardialer neonataler Fibroblasten in der angelegten Zellkultur mit den jeweiligen
Inhibitoren der genannten Kinasen (ERK1/2-Inhibitor: PD0098059; JNK-Inhibitor:
SP600125; PKC-Inhibitor: Cherylerythrine, AMPK-Inhibitor: Compound C) Uber jeweils
eine Stunde, gefolgt von der Inkubation mit APN oder Kontrolle (BSA 20ug/ml) tber
24h. Die Ergebnisse sind in den Abbildungen 8A und 8B dargestellt. Wahrend die
Inkubation mit SP600125 und Cherylerythrine keine Anderung der APN-induzierten
MMP-9-Expression induzierte, fihrte die Inkubation mit PD0098059 und Compound C
zu einer signifikanten Verminderung der APN-induzierten MMP-9-Expression (p < 0.01).
Diese Ergebnisse weisen auf die Beteiligung von ERK1/2- und AMPK-abhangigen
Signaltransduktionswegen bei der APN-abhangigen Hochregulation von MMP-9 hin.
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Abb.8A-B: APN induziert die Proteinexpression von MMP-9 in neonatalen kardialen
Fibroblasten in der Zellkultur lber eine Aktivierung von AMPK und ERK1/2. Kardiale
Fibroblasten wurden mit den folgenden Kinaseinhibitoren Gber 1h inkubiert: ERK1/2-Inhibitor
PD0098059 (PD, 20 pmol/l), JNK-Inhibitor SP600125 (SP, 20 pmol/l), PKC-Inhibitor
Cheryerythrine (CHE, 5 pmol/l) und AMPK-Inhibitor Compound C (CC, 20 ymol/l). Anschlie3end
erfolgte eine Inkubation mit APN (20 pg/ml) oder BSA 20 pg/ml (Control) fir 24h. (A) Die
Messung der MMP-9-Aktivitat erfolgte mittels Zymographie. (B) Quantitative Auswertung der
gelatinolytischen MMP-9-Aktivitat. Die Inkubation mit PD0098059 und Compound C flhrte zu
einer signifikant verminderten APN-induzierten MMP-9-Proteinexpression. Angabe in Mean +
SEM (n = 4-6). Die statistische Auswertung erfolgte mittels Kruskal-Wallis-Test gefolgt von einer
Post-hoc-Testung mittels Mann-Whitney-U-Test fir die paarweisen Vergleiche zwischen
einzelnen Gruppen.
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3.4. Adiponektin fiihrt zu einer Phosphorylierung und damit
Aktivierung der Kinasen AMPK und ERK1/2
Um zu Uberprifen, ob APN zu einer Veranderung des Phosphorylierungsstatus der
Kinasen AMPK und ERK1/2 und damit zu ihrer Aktivierung fihrt, erfolgte die Messung
des Grades der Phosphorylierung von AMPK und ERK1/2 mittels Immunoblot. Hierzu
wurden kardiale Fibroblasten uber 5, 15, 30 und 60 min mit APN inkubiert. Die
Ergebnisse sind in den Abbildungen 9A-D dargestellt. APN induzierte einen
zunehmenden Phosphorylierungsgrad von AMPK und ERK1/2 mit verlangerter
Inkubationszeit der kardialen Fibroblasten. Diese Beobachtung war in Zellen, welche
mit BSA (20 ug/ml) inkubiert wurden, nicht nachweisbar. Es zeigte sich eine
zeitabhangige Aktivierung von AMPK im Sinne einer Phophorylierung mit Erreichen
eines Plateaus nach 15 min Inkubation mit APN. Auch ERK zeigt eine Aktivierung im
Sinne einer Phophorylierung nach Inkubation mit APN, hier mit Erreichen eines

Plateaus bereits nach 5 min APN Inkubation.
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Abb.9A-D: Der Grad der Phosphorylierung von AMPK und ERK1/2 nimmt mit
zunehmender Inkubationsdauer mit APN zu. Kardiale Fibroblasten wurden Gber 5, 15, 30
und 60 min mit APN (20 pg/ml) oder BSA (20 pg/ml) in der Zellkultur inkubiert. Die Messung der
Konzentration von phosphorylierter AMPK (A) und ERK1/2 (C) erfolgte mittels Westernblot. Als
Referenzgen zur Kontrolle der eingesetzten Proteinmenge erfolgte die quantitative Bestimmung
von o-Tubulin. (B) Graphische Darstellung des Verhaltnisses von pAMK / AMPK. (D)
Graphische Darstellung des Verhaltnisses von pERK1/2 / ERK1/2.
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3.5. AMPK und ERK1/2 sind Regulatoren einer inflammations-

induzierten MMP-9-Aktivierung in kardialen Fibroblasten
Die kardiale Aktivierung von MMP-9 wird durch proinflammatorische Stimuli wie
Zytokine, reaktive Sauerstoffspezies (ROS) (Sauerstoffradikale) und TLR- (Toll-like
receptor) Liganden vermittelt, welche typischerweise im Rahmen einer kardialen
Schadigung in hohen Konzentrationen auftreten (Siwik et al., 2000, Siwik et al., 2001).
Um zu untersuchen, ob AMPK und ERK1/2 die Inflammationsinduzierte MMP-9-
Aktivierung in kardialen Fibroblasten vermitteln, erfolgte eine Inkubation neonataler
Fibroblasten in der Zellkultur mit dem AMPK-Inhibitor Compound C (20 umol/L) und
dem ERK1/2 —Inhibitor PD0098059 (20 umol/l), jeweils Uber 1h, sowie anschliefend die
Inkubation mit dem Zytokin TNFa (10 ng/ml) und den TLR-Liganden LPS (1 pug/ml) oder
R-848 (5 ug/ml), jeweils Uber 24h. Die Ergebnisse sind in den Abbildungen 10 und 11
dargestellt. Die Inkubation von TNFa, LPS und R-848 fuhrt zu einer signifikant erhdhten
MMP-9-Aktivitat in der Zymographie gegenuber der Kontrollgruppe ohne Stimulation (p
< 0,01 und p < 0,05). Im Falle einer Pra-Inkubation mit Compound C ergab sich eine
signifikant verminderte Hochregulation der stimulierten MMP-9-Aktivitat (TNFa vs. CC +
TNFa (p < 0,05); LPS vs. CC + LPS (p < 0,05); R-848 vs. CC + R-848 (p < 0,05)). Im
Falle einer zusatzlichen Pra-Inkubation mit PD0098059 zeigte sich eine signifikante
Verminderung der Aktivierung der MMP-9-Aktivitat (TNFa vs. PD + TNFa (p < 0,01);
LPS vs. PD + LPS (p < 0,01); R-848 vs. PD + R-848 (p < 0,05)). Zusammenfassend
fuhrten die AMPK- und ERK1/2-Inhibitoren zu einer signifikanten Verminderung einer
inflammationsinduzierten erhohten MMP-9- Aktivitat. Damit erweisen sich nachweislich
AMPK und ERK1/2 als Regulatoren der inflammationsinduzierten MMP-9-Aktivitat in

kardialen Fibroblasten.
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Abb.10A-B: AMPK fungiert als Regulator der inflammatorisch induzierten Aktivitit von
MMP-9. Neonatale kardiale Fibroblasten wurden mit Compound C Uber 1h inkubiert, gefolgt von
einer Inkubation mit TNFa, LPS oder R-848 Uber 24h. (A) Die Messung der MMP-9-Aktivitat im
Kulturmedium erfolgte mittels Zymographie. Angabe in Mean + SEM (n = 4). (B) Quantitative
Auswertung der MMP-9-Aktivitat. Die statistische Auswertung erfolgte mittels Kruskal-Wallis-
Test gefolgt von einer Post-hoc-Testung mittels Mann-Whitney-U-Test fir die paarweisen

Vergleiche zwischen einzelnen Gruppen.
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Abb.11A-B: ERK1/2 fungiert als Regulator einer inflammatorisch induzierten MMP-9-
Aktivitat. Neonatale kardiale Fibroblasten wurden mit PD0098059 Uber 1h inkubiert, gefolgt
von einer Inkubation mit TNFa, LPS oder R-848 (iber 24h. (A) Die Messung der MMP-9-Aktivitat
im Kulturmedium erfolgte mittels Zymographie. Angabe in Mean + SEM (n = 5). (B) Quantitative
Darstellung der MMP-9-Aktivitat. Die statistische Auswertung erfolgte mittels Kruskal-Wallis-
Test gefolgt von einer Post-hoc-Testung mittels Mann-Whitney-U-Test fir die paarweisen

Vergleiche zwischen einzelnen Gruppen.
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3.6. Adiponektin aktiviert MMP-9 in kardialen Fibroblasten nach pro-

inflammatorischer Stimulation

Um zu untersuchen, ob auch APN einen Einfluss auf die Aktivierung von MMP-9 nach
proinflammatorischer Stimulation hat, erfolgte die Inkubation neonataler kardialer
Fibroblasten aus der Zellkultur mit rekombinantem APN (20 pg/ml) oder BSA als
Kontrolle (20 pg/ml ) Gber 6h, gefolgt von einer Inkubation mit TNFa (10 ng/ml), LPS (1
pg/ml) und R-848 (5 ug/ml) Gber 24h. Die Ergebnisse sind in den Abbildungen 12A und
B dargestellt. Die Inkubation mit APN fuhrte zu einer signifikant erhohten MMP-9-
Aktivitat als Antwort auf eine Inkubation mit TNFa, LPS und R-848, jeweils gegenuber
den inflammatorischen Stimuli allein. Dabei zeigte sich zunachst eine signifikant erhdhte
MMP-9-Aktivitat nach APN-Inkubation gegenuber der Kontrollgruppe. Einen ahnlichen
Effekt zeigte eine Inkubation mit BSA gefolgt von TNFa, LPS und R-848 (jeweils p <
0,05). Bei der seriellen Inkubation mit APN mit jeweils TNFa, LPS oder R-848 zeigten
sich nochmals signifikant erhohte Werte der MMP-9-Aktivititat gegenltber den jeweiligen
Gruppen ohne vorhergehende APN-Inkubation (p < 0,05). Die kombinierte Inkubation
von APN und TNFa zeigte gegenlber einer alleinigen Inkubation mit APN keine
erhdhten Werte der MMP-9-Aktivititat (p > 0,05).

Diese Ergebnisse weisen auf einen synergistischen Effekt einer proinflammatorischen

Stimulation sowie einer APN-induzierten Aktivierung von MMP-9 hin.
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Abb.12A-B: APN verstarkt die MMP-9-Aktivierung nach proinflammatorischer Stimulation
in neonatalen kardialen Fibroblasten. Neonatale kardiale Fibroblasten wurden mit APN (20
pg/ml) oder BSA (20 pg/ml) tGber 6h inkubiert, gefolgt von einer Inkubation mit TNFa (10 ng/ml),
LPS (1 pg/ml) und R-848 (5 pg/ml) uber 18h. (A) Die Messung der MMP-9-Aktivitat erfolgte
mittels Zymographie aus dem Kulturmedium. (B) Quantitative Darstellung der MMP-9-Aktivitat.
Angabe in Mean + SEM (n = 3). Die statistische Auswertung erfolgte mittels Kruskal-Wallis-Test
gefolgt von einer Post-hoc-Testung mittels Mann-Whitney-U-Test fir die paarweisen Vergleiche

zwischen einzelnen Gruppen.
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3.7. Adiponektin-Knockoutmause zeigen eine verminderte MMP-9-
Aktivitat nach kardialer Schadigung im Rahmen der

experimentellen subakuten CVB3-Myokarditis
Die experimentelle CVB3-Myokarditis ist ein etabliertes Modell pathogen-induzierter
entzindlicher Herzerkrankungen und ist charakterisiert durch ein ausgepragtes
Remodeling der kardialen extrazellularen Matrix (Marchant et al., 2009). Um den
Einfluss von APN auf die kardiale MMP-9- Aktivitat im Rahmen der inflammatorischen
Herzerkrankung zu untersuchen und die zuvor aufgefuhrten In-vitro-Ergebnisse zu
bestatigen, erfolgte die Anwendung des CVB3-Myokarditismodells in Wildtyp- und APN-
KO-Mausen. Die Ergebnisse sind in Abbildung 13A-D dargestellt. In den nichtinfizierten
Tieren lieRen sich nur geringe kardiale MMP-9-Aktivitaten nachweisen und es war kein
signifikanter Unterschied in der MMP-9-Aktivitat bzw. dem MMP-9/MMP-2-
Aktivitatsverhaltnis zwischen der WT- und der APN-KO-Gruppe zu beobachten
(Abb.13A, C-D). Im Rahmen der subakuten CVB3-Myokarditis wiesen beide Gruppen
am 7. Tag nach Infektion eine signifikant erhdhte kardiale MMP-9-Aktivitat sowie ein
signifikant erhdhtes MMP-9/MMP-2-Aktivitatsverhaltnis (jeweils p < 0,01) im Vergleich
zu den nichtinfizierten Tieren auf (Abb. 13A-D). Im Vergleich zur Gruppe der infizierten
WT-Mause zeigte die Gruppe der infizierten APN-KO-Mause dabei jedoch einen
signifikant verminderten Anstieg der MMP-9-Aktivitat (p < 0,01) bzw. einen signifikant
verminderten Anstieg des MMP-9/MMP-2-Aktivitatsverhaltnis (p < 0.05) (Abb.13B-D).
Diese Resultate bestatigen die in den verangegangenen Abschnitten dargestellten /n-
vitro-Ergebnisse eines spezifischen stimulierenden APN-Effektes auf die MMP-9-

Expression in kardialen Myozyten und Fibroblasten.
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Abb.13A-D: APN-KO-Mause zeigen einer verminderte MMP-9-Aktivitdit im Rahmen der
subakuten CVB3-Myokarditis. (A-B) Die Messung der MMP-9- und MMP-2-Aktivitat erfolgte
mittels Zymographie. (C) Quantitative Auswertung der MMP-9-Aktivitat. (D) Verhaltnis der MMP-
9- und MMP-2-Aktivitdt. Angaben in Mean + SEM (n = 8-10 je Gruppe). Die statistische
Auswertung erfolgte mittels Kruskal-Wallis-Test gefolgt von einer Post-hoc-Testung mittels
Mann-Whitney-U-Test fir die paarweisen Vergleiche zwischen einzelnen Gruppen.

3.8. Adiponektin-Knockoutmause zeigen eine verminderte MMP-9-
Expression in der Milz im Rahmen der subakuten CVB3-
Myokarditis

Neben kardialen Fibroblasten stellen im Rahmen von entzindlichen Herzerkrankung

den Herzmuskel infiltrierende Immunzellen wie dendritische Zellen und T-Zellen eine

weitere Quelle der Expression von MMP-9 dar (Vermaelen et al., 2003; St-Pierre et al.,

2000). Um zu untersuchen, ob APN auch einen Einfluss auf die Expression von MMP-9

in Immunzellen im Rahmen der CVB3-Myokarditis hat, erfolgte die Bestimmung der

MMP-9-Expression bei APN-KO-Mausen in Splenozyten der Milz. Die Ergebnisse sind

in Abbildung 14 dargestellt. APN-KO-Mause ohne CVB3-Infektion zeigten keinen

signifikanten Unterschied der MMP-9-Expression gegenuber WT-Tieren. Im Rahmen

der subakuten CVB3-Myokarditis zeigte sich in WT- und APN-Knockouttieren am Tag 7

nach Infektion eine signifikant erhéhte Expression von MMP-9 (p < 0,01). APN-KO-

Mause waren verglichen mit WT-Tieren zu diesem Zeitpunkt durch eine signifikant

verminderte MMP-9-Expression charakterisiert (p < 0,01).
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Abb.14: APN-Knockoutmduse zeigen eine verminderte Hochregulation von MMP-9 in der
Milz im Rahmen der subakuten CVB3-Myokarditis. Es erfolgte die Messung der MMP-9-
MRNA-Expression in der Milz in Wildtyp- (WT) und APN-Knockoutmausen (APN-KO) am Tag 7
post-infektionem im Rahmen der CVB3-Myokarditis mittels gRT-PCR. Angaben in Mean + SEM
(n = 5-6 Tiere pro Gruppe). Die statistische Auswertung erfolgte mittels Kruskal-Wallis-Test
gefolgt von einer Post-hoc-Testung mittels Mann-Whitney-U-Test fir die paarweisen Vergleiche
zwischen einzelnen Gruppen.

3.9. Adiponektin-Knockoutmause zeigen eine verminderte kardiale
Immunzellinfiltration im Rahmen der subakuten CVB3-
Myokarditis

Um zu untersuchen, ob eine verminderte MMP-9-Expression bei CVB3-infizierten APN-

KO-Mausen auch mit einer verminderten Immunzellinfiltration im Herzmuskel assoziiert

ist, erfolgte die HE-Farbung von Herzmuskelproben und die Erfassung des Immunzell-

Infiltrationsscore. Beispiele fur Schnitte mit HE-Farbung sind in Abbildung 15A

dargestellt. Die Ergebnisse des Infiltrations-Score der jeweiligen Gruppen zeigt

Abbildung 15B. Dabei zeigten nichtinfizierte APN-KO-Mause und WT-Mause keine

nachweisbare Immunzellinfiltration, wohingegen CVB3-infizierte WT-Tiere eine

signifikant verstarkte Immunzellinfiltration gegenuber nichtifizieten WT-Tieren
aufwiesen (p < 0,01). CVB3-infizierte APN-KO-Mause waren im Vergleich zu CVB3-

infizierten Wildtyp-Tieren durch eine signifikant verminderte Immunzellinfiltration im

Herzmuskel am Tag 7 post-infektionem gekennzeichnet (p < 0,01).
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Abb.15A-B: APN-Knockoutmause (APN-KO) zeigen einer verminderte kardiale Inmunzell-
Infiltration im Rahmen der subakuten CVB3-Myokarditis. (A) Kardiale Immunzellinfiltration
im HE-Schnitt des linken Ventrikels (LV) in WT- und APN-KO-Mausen am Tag 7 post-
infektionem. (B) Quantitative Auswertung des Inflammationsscores. Angabe in Mean + SEM (n
= 10-14 Tiere pro Gruppe). Die statistische Auswertung erfolgte mittels Kruskal-Wallis-Test
gefolgt von einer Post-hoc-Testung mittels Mann-Whitney-U-Test fiir die paarweisen Vergleiche
zwischen einzelnen Gruppen.
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Zur genaueren Spezifizierung der infiltrierenden Immunzellen erfolgte die Bestimmung
der immunzellspezifischen Oberflachenmarker NKp46 (natlrliche Killerzellen), F4/80
(Makrophagen) CD3Z, CD4 und CD8a (T-Zellen) mittels gPCR im linksventrikularen
Myokardgewebe (Jenke et al., 2014). Die Ergebnisse sind in Tabelle 4 dargestellt.
Gegenuber nichtinfizierten Mausen zeigte sich in der subakuten CVB3-Myokarditis in
WT- und APN-KO-Mausen eine verstarkte Infiltration inflammatorischer Zellen
einhergehend mit einer signifikanten Erhdhung der myokardialen Expression von
NKp46, F4/80 und CD4. Allerdings war in der subakuten CVB3-Myokarditis in APN-KO-
Mausen die Expression von NKp46, CD3Z, CD4 und CD8a im Vergleich zu WT-Mausen

jeweils signifikant reduziert (Tabelle 4).

Tabelle 4: Kardiale Immunzellinfiltation in WT- und APN-KO-Mausen mit und ohne CVB3-
Myokarditis. Mean + SEM; * signifikanter Unterschied vs. WT; # signifikanter Unterschied vs. WT CVB3.

WT APN-KO WT CVB3 APN-KO CVB3
NKP4S/HPRTL | Loono | soooot | so.o0me 00035
FS0/HPRTL | Ly | soooss | o1ers 200520
CO3/HPRTL | Jonps, | sooms | soorsse 00038
CO4/HPRTL | o5 | soos | sootonr +00027
CDSa/HPRTL | o003 | soooee | soooser 00034

3.10. Adiponektin fiihrt zu einer erhohten Expression von MMP-9 im
Herzen im Rahmen des Myokardinfarktes ohne Erreichen des
Signifikanzniveaus

Wie bereits in der Einleitung beschrieben kommt es im Rahmen des Myokardinfarktes

mit Ausbildung einer Nekrose zur einer lokalen Inflammationsreaktion sowie zu erhdhter

Vorlast und folgender erhéhter Wandspannung. Diese Vorgange triggern ein kardiales

Remodeling mit Fibrosierung und als Folge gegebenenfalls die Ausbildung einer

dilatativen Kardiomyopathie (DCM). Um zu untersuchen, ob APN auch im Rahmen des

Myokardinfarktes einen Einfluss auf die MMP-9-Expression ausubt, erfolgte die

Induktion einer Myokardnekrose durch LAD-Ligatur und die Messung der MMP-9-

Expression in WT- und APN-KO-Mausen. Die Ergebnisse sind in Abbildung 16
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dargestellt. Im Rahmen des Myokardinfarktes kam es zu einer signifikant erhdhten
Expression von MMP-9 in WT- und APN-KO-Mausen. Im Vergleich zur WT-Gruppe mit
Myokardinfarkt zeigte die Gruppe der APN-KO-Mause mit Myokardinfarkt eine

verminderte MMP-9-Expression ohne Erreichen des Signifikanzniveaus.
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Abb.16A-B: MMP-9-Expression 4 Tage nach Myokardinfarkt (MI) in Wildtyp (WT)- und
APN-KO-Mausen (KO) im LV. Die Messung erfolge mittels Zymographie. Angabe in Mean *
SEM (n = 4-6 Tiere je Gruppe). Die statistische Auswertung erfolgte mittels Kruskal-Wallis-Test
gefolgt von einer Post-hoc-Testung mittels Mann-Whitney-U-Test flr die paarweisen Vergleiche

zwischen einzelnen Gruppen.

3.11. Adiponektin-Knockoutmause zeigen eine verminderte
Konzentration von Kollagen-Spaltprodukten (ICTP) im Rahmen
der CVB3-Myokarditis

Eine reduzierte MMP-9-Aktivitat weist auf einen verminderten MMP-vermittelten Umsatz

der extrazellularen Matrix im vergleich zu WT-Mausen hin. Collagen Typ | ist der

Kollagentyp, welcher in der extrazellularen Matrix des Herzmuskels den Hauptanteil

aller Kollagentypen, sowohl bei gesunden Probanden, als auch im Rahmen einer

61



myokadialen Fibrose darstellt (Spinale, 2007). Des Weiteren beschrieben Bigg et al.
Kollagen Typ | als eine Substrat von MMP-9 (Bigg et al., 2007). Um zu untersuchen, ob
bei APN-KO-Mausen auch ein verminderter Umsatz von Kollagen Typ | als mogliche
Folge einer verminderten MMP-9-Aktivitat im Rahmen der CVB3-Myokarditis im
Vergleich zu den Kontrollgruppen nachzuweisen ist, erfolgte die Bestimmung von
Kollagen Typ | —Spaltprodukten (ICTP (C-terminal telopeptide of collagen typ [)) im
Serum von WT- und APN-KO-Mausen. Die Ergebnisse sind in Abbildung 17 dargestellt.
In nicht infizierten Tieren zeigte sich kein Unterschied in der Serumkonzentration von
ICTP zwischen APN-KO und WT-Tieren. In Ubereinstimmung mit einer erhdhten
Aktivitat von MMP-9 7 Tage nach CVB3 Infektion waren infizierte Tiere durch erhdhte
ICTP-Serumkonzentrationen  gekennzeichnet. In  Ubereinstimmung mit einer
verminderten MMP-9-Aktivitat zeigten APN-KO-Mause im Vergleich zu WT-Tieren eine
signifikante Verminderung der gesteigerten Konzentration der Kollagen Typ I-

Spaltprodukte im Rahmen der subakuten CVB3-Myokarditis.
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Abb.17: APN-KO-Mduse zeigen einer Verminderte Konzentration von Kollagen I-
Spaltprodukten im Vergleich zum WT im Rahmen der subakuten CVB3-Myokarditis im
Serum. Die Messung erfolgte am Tag 7 post-infektionem mittels ELISA (n = 8-11 Tiere pro
Gruppe). Angaben in Mean + SEM. Die statistische Auswertung erfolgte mittels Kruskal-Wallis-
Test gefolgt von einer Post-hoc-Testung mittels Mann-Whitney-U-Test fir die paarweisen
Vergleiche zwischen einzelnen Gruppen.
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4. Diskussion

4.1. Zusammenfassung der Ergebnisse

In kultivierten Kardiomyozyten und kardialen Fibroblasten fihrt APN zu einer
Hochregulation der MMP-9-mRNA und Proteinexpression Uber eine Aktivierung von
AMPK und ERK1/2 ohne Einfluss auf die Expression von MMP-2, MMP-3 und MMP-13.
In kardialen Fibroblasten kontrolliert sowohl AMPK als auch ERK1/2 die Hochregulation
der MMP-9-Expression durch proinflammatorische Stimuli. Entsprechend fuhrte APN in
kardialen Fibroblasten nach Triggerung durch LPS und R-848 zu einer weiteren
Steigerung der Hochregulation von MMP-9 ex vivo. Die gemachten In-vivo-
Beobachtungen bestatigen die In-vitro-Ergebnisse. Es zeigte sich eine Verminderung
der kardialen MMP-9-Aktivitat in APN-KO-Tieren im Rahmen der subakuten CVB3-
Myokarditis am Tag 7 post-infektionem und nach Induktion eines Myokardinfarkts,
Letzteres jedoch ohne Erreichen des Signifikanzniveaus. Die MMP-9-Expression in der
Milz war in APN-KO-Mausen im CVB3-Myokarditismodell am Tag 7 post-infektionem
ebenfalls vermindert und Kkorrelierte mit einer verminderten Immunzellinfiltration im
Herzmuskel dieser Tiere. In Ubereinstimmung mit diesen Ergebnissen konnte eine
signifikante Verminderung der Kollagenspaltprodukte (ICTP) im Herzmuskel bei APN-
KO-Mausen im Rahmen der subakuten CVB3-Myokarditis als Zeichen eines reduzierten
Umsatzes von Kollagen Typ | gezeit werden. Diese Ergebnisse implizieren eine APN
vermittelte Verminderung des adversen kardialen Remodelings nach kardialer
Schadigung durch eine Hochregulation der MMP-9 Expression in kardialen und
Immunzellen. APN vermittelt einen verstarkten Kollagenabbau, welcher die Inhibition
der kardialen Fibrose mit Verbesserung der linksventrikularen Funktion erklaren kénnte.
Wie bereits dargestellt ist die Fibrose ein Kennzeichen des kardialen Remodelings,
welches im Rahmen von Erkrankungen wie DCM, Druckbelastung des Ventrikels,
Myokardinfarkt und entzindlicher Herzerkrankungen auftritt und aufgrund von
Funktionseinschrankungen durch diese Umbauvorgange als adverses Kkardiales
Remodeling bezeichnet wird (Cohn et al., 2000). Aufgrund der einerseits steigenden
Bedeutung der Inflammation in der Pathophysiologie des adversen Remodelings im
Rahmen verschiedener Erkrankungen und andererseits der dem APN zugeschriebenen
breiten multifunktionalen antiinflammatorischen Wirkung koénnte das Adipozytokin

zukunftig ein mogliches Ziel neuer therapeutischer Interventionen darstellen.
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4.2. Die Adiponektin-induzierte Hochregulation von MMP-9 Uber
AMPK und ERK1/2

In der vorliegenden Arbeit ist gezeigt worden, dass die Hochregulation von MMP-9 in
neonatalen kardialen Fibroblasten und Myozyten durch APN erfolgt. Dabei zeigte sich in
neonatalen kardialen Fibroblasten eine APN abhangige Aktivierung von AMPK (AMP-
activated protein kinase) und ERK1/2 (Extracellular signal-regulated kinase 1/2).

Eine mdgliche Regulation von AMPK und ERK1/2 durch APN st bereits in
verschiedenen Studien in unterschiedlichen Zelltypen und anhand unterschiedlicher
Modelle untersucht worden. Eine Entdeckung im Rahmen der myokardialen
Hypertrophie war, dass ein Adiponektinmangel bei APN-KO-Mausen mit eine fehlenden
Phosphorylierung der kardialen AMPK einhergeht (Shimano et al., 2010). Spater
untersuchten Essick et al. den Einfluss von APN und oxidativem Stress durch reaktive
Sauerstoffspezies (ROS) auf das Remodeling und die Hypertrophie von kardialen
Myozyten. Dabei zeigte sich in der Zellkultur ventrikuldrer Kardiomyozyten eine
Inhibition der Hypertrophie durch APN in Verbindung mit einer Aktivierung von AMPK,
einer gleichzeitigen Hemmung von ERK1/2 sowie einer verminderten Expression von
MMP-9. Nach Infusion von Angiotensin Il wurde in APN-KO-Mausen eine verminderte
p-AMPK und eine vermehrte p-ERK1/2 Expression verbunden mit einer verstarkten
MMP-9-Expression im Vergleich zu WT-Tieren beobachtet (Essick et al., 2011). Eine
weitere Untersuchung hinsichtlich des Einflusses von APN auf AMPK und ERK1/2
stammt von Fujita et al., hier unter Verwendung von neonatalen kardialen Fibroblasten
in der Zellkultur. Die Autoren konnten eine Aktivierung von AMPK entsprechend einer
zunehmenden dosisabhangigen Phosphorylierung von AMPK (p-AMPK) durch APN wie
in der vorliegenden Arbeit nachweisen. Gleichzeitig fihrte eine Inkubation von AT Il zu
einer Verminderung von p-AMPK und zu einer gesteigerten Phosphorylierung von
ERK1/2 (p-ERK1/2). Die zusatzliche Inkubation mit APN zeigte nachfolgend eine
Umkehr der genannten Vorgange mit einer Erhdhung von p-AMPK und einer
Verminderung von p-ERK1/2 (Fujita et al., 2008).

Die beschriebenen Daten stehen hinsichtlich der Aktivierung von AMPK durch APN im
Einklang mit den vorliegenden Ergebnissen. Auch hier konnte ein erhohter
Phophorylierungsstatus von AMPK in vitro in der Zellkultur kardialer Fibroblasten nach
Inkubation mit APN nachgewiesen werden. Fang et al. zeigten in ihrer Arbeit ebenfalls

eine Aktivierung von AMPK durch APN Uber eine Phosphorylierung in Kardiomyozyten.
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Diese Phosphorylierung scheint Uber eine APN-abhangige und AdipoR1-vermittelte
Translokation der LKB1 (Liver kinase B1 (Synonym: STK11 (Serine/threonin Kinase
11)) aus dem Nucleus in das Zytosol zu erfolgen (Fang et al., 2010). Die Beobachtung
deckt sich mit Ergebnissen aus Skelettmuskelzellen. Zhou et al. zeigten in C2C12-
Zellen eine Interaktion von APPL1 (Adaptor protein, phosphotyrosine interacting with
PH domain and leucine zipper 1) mit den APN-Rezeptoren AdipoR1 und AdipoR2,
wobei APN die Interaktion von APPL1 mit AdipoR1, nicht aber mit dem AdipoR2
verstarkte. Diese fuhrte ebenfalls zu einer Translokation von LKB1 aus dem Nukleus in
das Zytosol und konsekutiv zu einer Phosphorylierung von AMPK. Als zweiten Weg der
APN-abhangigen Phosphorylierung von AMPK identifizierte die gleiche Arbeitsgruppe
die Aktivierung der Phospholipase C (PLC). Diese Aktivierung bedingt eine vermehrte
Synthese von Inositoltriphosphat (IP3), welches seinerseits an den IP3-Rezeptor bindet
und zu einer Kalziumfreisetzung aus dem Endoplasmatischen Retikulum fuhrt. Dieses
Kalzium aktiviert wiederum die CaMKK (Ca?*/calmodulin-dependent protein kinase
kinase), welche AMPK phosphoryliert. Die Hemmung von PLC mit einem spezifischen
PLC-Inhibitor induzierte eine 30%ige Reduktion der APN-abhangigen AMPK-
Phosphorylierung, sodass angenommen werden kann, dass dieser Aktivierungsweg im
Vergleich zum APPL1/LKB1-abhangigen Aktivierungsweg eine untergeordnete Rolle
spielt. (Zhou et al, 2009). Ob aber auch in Kkardialen Fibroblasten die
adiponektinabhangige  Aktivierung von AMPK Uber die oben genannten
Signaltransduktionswege erfolgt, kann mit den vorliegenden Ergebnissen nicht
beantwortet werden.

Die Regulation von ERK1/2 durch APN in den oben genannten Untersuchungen (Fujita
et al., 2008; Essick et al.,, 2011) scheint widerspruchlich zu den hier vorliegenden
Ergebnissen. Diese koénnte im Falle der Arbeit von Essick et al. auf die
unterschiedlichen Zelltypen (Kardiomyozyten vs. Fibroblasten) zurlckzufluhren sein.
Auch erfolgten alle In-vitro-Untersuchungen der kardialen Myozyten ausschlief3lich nach
Inkubation mit H,O, (als Reaktive Sauerstoffspezies) sowie die Inkubation mit
rekombinanten APN Uber 18h (Essick et al., 2011). Im Falle der Arbeit von (Fujita et al.,
2008) wurde der Einfluss von APN auf ERK1/2 nur im Zusammenhang mit einem
zusatzlichen Agens (Inkubation von AT Il + APN) untersucht. Eine Inkubation nur mit
APN mit nachfolgender Messung von p-ERK1/2 ist in beiden genannten
Untersuchungen nicht erfolgt. Zusatzlich unterschied sich auch bei Fujita et al. die

Inkubationszeit der kardialen Fibroblasten mit APN, wobei hier fur 120min inkubiert
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wurde (Fujita et al., 2008), in der vorliegenden Untersuchung fur maximal 60min.
Entsprechend kann in der vorliegenden Arbeit ein Abfall der p-ERK1/2-Konzentration
nach 120 min nicht ausgeschlossen werden.

Auch der Einfluss von AMPK und ERK1/2 auf die Expression von MMPs war bereits
Ziel mehrerer Studien. Hinsichtlich der Rolle von AMPK als Teil der Signalkaskade der
MMP-9-Expression zeigten Morizane et al. eine erhdhte Expression von MMP-9 bei
AMPKa-Knockoutmausen in  embryonalen Fibroblasten. Umgekehrt fiuhrte die
Aktivierung von AMPK zu einer verminderten MMP-9-Expression (Morziane et al.,
2011). Dieser Widerspruch gegenuber den Daten der vorliegenden Arbeit ist ggf. durch
die Quelle der Fibroblasten (kardiale neonatale Fibroblasten in der vorliegenden Arbeit
und embryonale Fibroblasten in der Studie von Morizane et al.) erklarbar. Auch
unterscheidet sich das Modell durch die Verwendung von AMPK-Knockoutmausen
grundsatzlich. Sowohl Moriziane et al. als auch die vorliegende Arbeit konnte keinen
Zusammenhang zwischen AMPK und der Expression von MMP-2 herstellen. Dagegen
wiesen Wang et al. eine vermehrte Expression von MMP-2 durch AMPKo2 in
vaskularen glatten Muskelzellen (VSMC = vascular smooth muscle cells) nach (Wang et
al., 2012). In Chondrozyten fuhrt die Aktivierung von AMPK (durch APN) zu einer
vermehrten Expression von MMP-1, MMP-3 und MMP-13 (Kang et al., 2010).
Zusammenfassend ist die Regulation von MMPs komplex. Die Regulation der MMPs
insbesondere durch AMPK scheint sich in verschiedenen Zelltypen teilweise
gegensatzlich zu unterscheiden.

Hinsichtlich der Regulation von MMP-9 durch ERK1/2 konnte in unterschiedlichen
Zelltypen eine erhohte Expression von MMP-9 durch ERK1/2 nachgewiesen werden
(Moshal et al., 2006, Moon et al., 2004, Cho et al., 2000). In adulten kardialen
Fibroblasten zeigten Xie et al., dass eine Hemmung der MAPK ERK1/2 und JNK zu
einer Hemmung der IL-1B induzierten erhdhten Expression von MMP-9 fuhrt, ohne
Einfluss auf MMP-2 (Xie et al., 2004). Diese Untersuchungen stehen im Einklang mit
der hier vorgelegten Studie, in der APN in neonatalen Fibroblasten zu einer Aktivierung
von ERK1/2 mit konsekutiv erhdhter MMP-9-Expression fuhrte.

Die Inflammation ist ein wichtiger Teil des kardialen Remodellings des akuten
Myokardinfarktes (Westman et al., 2016). Dabei spielt das proinflammatorische Zytokin
IL-1B8 eine wichtige Rolle (Bujak et al., 2009). Nach myokardialer Schadigung fuhren
lokale und endogen ausgeschuttete TLR-Liganden Uber eine Modulation der Funktion

kardialer Fibroblasten zu einer Anderung des Expressionsmusters von Komponenten
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der extrazellularen Matrix und der Expression von Metalloproteinasen (Manabe et al.,
2002). IL-1B beispielsweise reguliert neben der Produktion von Kollagen auch die
Expression von MMPs und TIMPs in kardialen Fibroblasten (Bujak et al., 2009).
Insbesondere die Expression von MMP-9 in kardialen Fibroblasten ist als Antwort auf
proinflammatorische Stimuli gesteigert (Siwik et al., 2000).

Zusammenfassend wurden in der vorliegenden Arbeit unter Verwendung pro-
inflammatorischer Stimulantien (TLR-Liganden LPS und R-848) AMPK und ERK1/2 als
wichtige Regulatoren einer entzindungs-induzierten Expression von MMP-9 in
kardialen Fibroblasten/Myozyten identifiziert. In diesem Zusammenhang steigerte APN

die Inflammations-induzierte Expression von MMP-9 in vitro.

4.3. Adiponektin und MMP-9 in der viralen Myokarditis

Verschiedene Studien haben den Einfluss von APN auf die Expresson von Zytokinen
und die Immunzelinfiltration im Myokard im Rahmen von viralen Myokarditiden
untersucht. Takahashi et al. beschrieben den Einfluss von APN in einem Modell der
Enzephalomyokarditis-Virus Myokarditis in adipésen Mausen mit Leptinmangel. Die
Autoren  konnten eine signifikante Verminderung von APN-mRNA und
Proteinkonzentration im Herzen der Ubergewichtigen Mause im Vergleich zu WT-Tieren
nachweisen. Diese verminderte APN-mRNA-Expression war mit einer signifikanten
Erhdhung von TNFa-mRNA- und Proteinkonzentration am Tag 4 und Tag 8 post-
infektionem verbunden. Assoziiert mit diesen Beobachtungen zeigten die Tiere mit
Leptinmangel schwerere myokardiale Nekrosen, eine gesteigerte Apoptoserate und
vermehrte kardiale mononukledre Zellinfiltrationen mit einem signifikant erhdhten
inflammatorischen Score gegenuber den WT-Tieren. Die Substitution von Leptin in den
adipdsen Mausen fuhrte zu einer verminderten Auspragung der Myokarditis mit
Hochregulation der APN-mRNA- und Proteinexpression sowie einer erhohten
Expression von AdipoR1 in Kardiomyozyten. Gleichzeitig war nach Substitution von
Leptin und resultierender APN-Hochregulation eine Verminderung der TNFa-mRNA-
und Proteinkonzentration nachweisbar. Histologisch zeigte sich hinsichtlich der
Zellinfiltrationen und der Apoptoserate nach Leptinsubstitution und entsprechender
APN-Hochregulation kein signifikanter Unterschied zu den WT-Tieren (Takahashi et al.,
2006).

67



Die histologischen Ergebnisse dieser Untersuchung stehen im Widerspruch zu der
vorliegenden Studie, in der in APN-KO-Mausen mit CVB3-Infektion verminderte
inflammatorische Infiltrate nachgeweisen werden konnten. Gleichzeitig waren in der
vorliegenden Arbeit in diesen Tieren die Oberflachenmarker NKp46, F4/80, CD3z, CD4
und CD8a vermindert nachweisbar. Die Diskrepanz der Beobachtungen kdnnte in der
Verwendung unterschiedlicher viraler Erreger und Modelle der Myokarditis sowie dem
Einsatz von adip6sen Mausen mit Leptinmangel erklart werden. Aul3erdem erfolgte die
Untersuchung von Takahashi et al. mit kleineren Fallzahlen (4-6 Tiere pro Gruppe)
(Takahashi et al., 2006).

Auch in anderen Myokarditismodellen konnte ein antiinflammatorischer Effekt von APN
nachgewiesen werden. So zeigt die Arbeit von Jenke et al. am Modell der
experimentellen Autoimmunmyokarditis (EAM) eine protektive antiinflammatorische
Wirkung von APN (Jenke et al., 2013). Die Induktion einer EAM fuhrte zunachst zu
einer erhdhten kardialen Expression von TLR4 sowie proinflammatorischen Zytokinen
wie IL-6, IL-12 und TNFa. Eine APN-Uberexpression durch einen Adiponektin-
Gentransfer war verbunden mit einer signifikanten Verminderung der Expression
proinflammatorischer Zytokine sowie einer verminderten mononuklaren Zellinfiltration
und verringerter myokardialer Schadigung, gemessen anhand der Apoptoserate und
der Troponin |- Serumkonzentration. In vitro wurde eine Hemmung der TLR4-
Signalkaskade durch eine Inhibition der NF-kB- abhangigen IL-6- und TNFa-
Expression nachgewiesen (Jenke et al., 2013). Zusammenfassend charakterisiert das
Beispiel der EAM abermals die antiinflammatorischen Wirkungen von APN. Die
beobachtete verminderte Immunzellinfiltation nach APN- Uberexpression im EAM-
Modell scheint im Widerspruch zu den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit zu stehen.
In der Arbeit von Jenke et al. erfolgte eine Uberexpression von APN mittels eines
Vektors und die histologische Untersuchung am Tag 21 nach Immunisation (Jenke et
al., 2013), wahrend in der hier vorliegenden Arbeit mit APN-KO-Tieren gearbeitet und
die histologischen Untersuchungen am Tag 7 postinfektionem durchgefihrt wurden.
Abgesehen von methodischen Unterschieden dirfen auch die unterschiedlichen
Myokarditismodelle (EAM vs. CVB3) nicht gleichgesetzt werden. Die EAM wird durch
ein chronisches Autoimmuninfiltrat charakterisiert, wahrend eine CVB-Virusmyokarditis
eine pathogeninduzierte Entzindungsreaktion darstellt. Eine antiinflammatorische
Wirkung von Adiponektin ist protektiv im Autoimmun- Myokarditis-Modell, wahrend eine

Hemmung der Entzindungsreaktion im CVB3-Modell die Clearance des Pathogens
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verzégern sollte. Ubereinstimmend mit dieser Hypothese zeigte sich eine verminderte
Immunzellinfiltration in APN defizienten Mausen in der vorliegenden Arbeit, wahrend
Jenke et al. in ihrer Untersuchung von 2014 am Modell der CVB3-Myokarditis eine
verstarkte Immunzellinfiltation in der subakuten Phase der CVB3-Myokarditis nach
APN- Uberexpression nachwiesen (Jenke et al., 2014). Grundsétzlich miissen in der
CVB3-Myokarditis eine akute, und subakute Phase der Erkrankung unterschieden
werden, da diese durch Unterschiede im Zytokinmilieu und in der Zusammensetzung
der infiltrierenden Zellen charakterieisert sind. In der Untersuchgung von Jenke et al.
waren in der akuten Phase der Erkankung (Tag 3 post-infektionem) eine erhodhte
Expression proinflammatorischer Zytokine (IFN(, IFNy, IL-12 und TNFa) verbunden mit
einer gesteigerten Infiltration von proinflammatorischen M1-Makrophagen und
aktivierten NK-Zellen im Sinne einer gesteigerten angeborenen Immunantwort in APN-
defizienten Mausen nachweisbar. Diese Hochregulation der innaten Immunantwort
wurde durch einen APN- Gentranfer inhibiert. Demgegenluber zeigte sich in der
subakuten Phase der CVB3-Myokarditis (Tag 7 post-infektionem) eine verminderte
Infiltration von inflammatorischen Zellen mit Verminderung der kardialen Expression
proinflammatorischer Zytokine (IL-1B, IL-6, IL-12 und TNFa) in APN-KO-Tieren im
Sinne einer schnelleren Clearance des Virus, wahrend die inflammatorische
Komponente nach APN-Gentransfer signifikant starker ausgepragt war (Jenke et al.,
2014). Zusammenfassend zeigt die vorliegende Arbeit eine verminderte
Immunzellinfiltration in  APN-KO-M&usen in der subakuten Phase der CVBS3-
Myokarditis. Diese Daten sind mit einem antiinflammatorischen Effekt von Adiponektin
bzw. einer Uberschiefenden innaten Immunantwort und besserer viraler Clearance
nach CVB3 Infektion in APN- KO-Tieren vereinbar.

Eine Migration von Entzindungszellen (z.B. T-Zellen, Monozyten) durch eine Gewebe
setzt eine Lyse der ECM voraus. Hierfur sind Entzindungszellen in der Lage, Matrix-
Metalloproteinasen zu exprimieren und zu sezernieren. Induziert wird dies Uber die
Synthese von Adhasionsmolekulen wie ICAM-1 und VCAM-1 durch das ,entzindete”
Endothel. Eine Bindung von T-Zellen und Monozyten an diese Adhasionsmolekule
induziert eine Expression von MMPs, unter anderem auch von MMP-9. Die Sekretion
dieser MMPs befahigt die Entziindungszellen, das Endothel zu durchschreiten und in
das Gewebe einzudringen. Ein APN-Mangel fuhrt zwar zu einer erhdhten
Leukozytenadhasion an das Endothel (Lang et al., 2009), konnte jedoch die eigentliche

Zellmigration durch einen folgenden Mangel an hierfur benétigten MMPs vermindern
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(St-Pierre et al., 2000). APN-KO Tiere waren in unserer Arbeit durch eine verminderte
MMP-9-mRNA-Expression in Splenozyten charakterisiert. Kardial zeigte sich eine
verminderte Immunzellifitration in Verbindung mit einer verminderten MMP-9-Aktivitat in
APN-KO-Mausen. Insofern scheinen nicht nur die APN-Plasmakonzentrationen
(Bobbert et al., 2011), sondern auch die APN-Konzentrationen im Myokard (Jenke et
al., 2014) mit der Immunzellinfiltration im Zusammenhang zu stehen. Eine erniedrigte
APN Konzentration in unserem Modell kénnte direkt Uber eine verminderte
Chemokinexpression die Migration von Immunzellen inhibieren (Jenke et al., 2014),
zum anderen aber indirekt Uber eine verminderte Expression von MMP-9 in
Splenozyten deren Transmigration in das Myokard hemmen. Insofern stellt der
Nachweis einer verminderten MMP-9-Expression insbesondere in Splenozyten bei
APN-defizienten Mausen in der vorliegenden Studie eine weitere Erklarung fur die in
der CVB3-Myokarditis beobachtete verminderte kardiale Akkumulation mononukleaerer
Zellen dar.

Den Zusammenhang zwischen Inflammation und kardialem Remodeling untersuchten
Bobbert et al. in einer Studie mit 173 Patienten mit einer inflammatorischen
Kardiomypathie (DCMi) (Bobbert et al., 2011). Die Autoren konnten einen
inhibitorischen Effekt von APN auf die chronische autoimmune Entzindungsreaktion
sowie auf das kardiale Remodeling im Verlauf der Erkrankung nachweisen. Patienten
mit DCMi wiesen signifikant hdhere APN-Plasmakonzentrationen bei Studienbeginn (im
Durchschnitt 35 * 5,65 Tage nach Auftreten von Symptomen einer Herzinsuffizienz und
nach angiographischen und echokardiographischen Ausschluss anderer Ursachen
einer kardialen Dysfunktion) im Vergleich zu einer Kontrollgruppe mit DCM ohne
kardiale Inflammation auf. Diese erhohten APN-Plasmakonzentrationen Kkorrelierten
direkt mit der Serumkonzentration von inflammatorischen Markern wie CRP, IL-8 und
I6slichen TNF-Rezeptor1 sowie mit dem Grad der Kkardialen Infiltration
inflammatorischer Zellen (CD3"- und CD45R0" Zellen). Auch konnte bei Studienbeginn
eine erhdhte APN-mRNA-Expression im Herzen nachgewiesen werden, welche indirekt
mit der Einschrankung der linksventrikuldaren = Pumpfunktion  korrelierte.
Interessanterweise zeigen im Follow-up nach 6 Monaten die Patienten mit
inflammatorischer DCM und initial hohen APN-Konzentrationen eine im Vergleich zu der
Patientengruppe mit initial niedrigen APN-Plasmakonzentrationen eine signifikante
Verbesserung der linksventrikuldaren Pumpfunktion und eine Verminderung des

linksventrikuldren enddiastolischen Diameters. In Ubereinstimmung mit diesen Daten
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war in Kontrollbiopsien nach 6 Monaten eine signifikant verminderte myokardiale
Infiltration mit CD3-T-Zellen im Vergleich zur initialen Myokardbiopsie in Patienten mit
hoher APN-Expression nachweisbar. In-vivo-Daten derselben Arbeit zeigten eine
erhohte kardiale APN-Expression 3 Wochen nach Induktion einer experimentellen
Autoimmunmyokarditis (EAM) in der Maus und eine vermehrte Expression von TNFa
und IL-17, zwei Zytokinen, denen eine Schlusselrolle in der Persistenz und Progression
der inflammatorischen Antwort im Rahmen der EAM zukommt. Diese vermehrte
Expression war nach APN-Gentransfer im Rahmen der EAM vermindert, was auf eine
antiinflammatorische Wirkung von APN hinweist (Bobbert et al., 2011).
Zusammenfassend zeigen diese Daten, dass die antiinflammatorische Rolle von APN
nicht nur im Mausmodell nachweisbar, sondern auch auf den menschlichen
Organismus ubertragbar ist. Die initial vermehrten Zellinfiltrationen bei DCMi Patienten
verbunden mit erhdhten APN-Plasmakonzentrationen und Hochregulation der kardialen
APN-Expression stehen im Einklang mit der in der vorliegenden Arbeit beobachteten
verminderten kardialen Zellinfiltration bei APN-defizienten Mausen. Eine Erklarung ware
auch hier eine Regulation der Expression von MMP-9 als Voraussetzung fur eine
suffiziente Zellmigration (St-Pierre et al., 2000). Desweiteren charakterisieren Bobbert
et al. eine direkte Assoziation von hoher APN-Expression und einer Inhibition des
adversen Remodelings bei der humanen inflammatorischen DCM. Die beobachtete
verbesserte LV-Funktion und der signifikant verminderte LVEDD (Bobbert et al., 2011)
konnte Folge einer durch APN induzierten vermehrten MMP-9-Expression mit der Folge
einer Inhibition des adversen Remodelings sein. Ein gesteigerter Kollagenabbau mit
erhdhtem Nachweis von Kollagenspaltprodukten (ICTP), wie in der vorliegenden Studie
beobachtet, konnte hierzu beitragen. Diese Hypothese wird durch weitere
Untersuchungen, welche im Modell der experimentellen CVB3-Myokarditis eine
Hochregulation der MMP-9-Expression nachgewiesen haben, unterstitzt (Marchant et
al., 2009; Li et al., 2002; Cheung et al., 2006).

Neben seiner proteolytischen Wirkung auf die extrazellulare Matrix besitzt MMP-9 auch
immunmodulatorische Effekte aufgrund der proteolytische Aktivierung und Inaktivierung
unterschiedlicher Zytokine und Chemokine. Beispielsweise wurde in der Zellkultur von
Fibroblasten gezeigt, dass MMP-9 IL-1 spaltet und inaktiviert (Ito et al., 1996). Cheung
et al. wiesen in MMP-9-KO-Mausen eine erhohte Expression von IFN-B, IFN-y, IL-6, IL-
10 und MIP-1a (Macrophage inflammatory protein-1a) im Rahmen der CVBS3-

Myokarditis am Tag 9 postinfektionem im Vergleich zu WT-Tieren nach. Assoziiert mit
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der verstarkten kardialen Entzindungsreaktion wurde eine ausgepragte myokardiale
Schadigung (gesteigerte Myozytolyse und Kalzifizierungen) sowie eine erhdhte
intramyokardiale Viruslast in MMP-9-KO-Tieren beschrieben. Interferone sind
mitentscheidend fur das Rekruitment von Immunzellen an den Ort der myokardialen
Schadigung. Die Beobachung einer fehlenden proteolytischen Spaltung von IFN-
durch MMP-9 mit resultierend erhdhten IFN-B Spiegeln sind ursachlich fuar die
beobachtete gesteigerte Infiltration des infizierten Myokards mit CD45'-
Entzindungszellen in MMP-9-KO-Tieren in diesem Modell. Gleichzeitig wiesen MMP-9-
KO-Mause eine signifikant erhohte Fibrosierung mit gesteigerter Kollagenansammlung
im infizierten Myokard auf. Echokardiographisch waren neben einer verminderten
linksventrikularen Funktion auch eine Verminderung der E-Welle als Hinweis auf eine
diastolische Funktionsstorung als Zeichen des adversen kardialen Remodellings
nachweisbar (Cheung et al., 2008). Die Daten in APN-KO Mausen in der hier
vorliegenden Studie zeigten eine verminderte Immunzellinfiltration verglichen mit WT-
Tieren am Tag 7 post-infectionem, verbunden mit einer verminderten MMP-9-Aktivitat
im Myokard. Eine Erklarung fur diese teils diskordanten Befunde verglichen mit Cheung
et al. stellt die bestehende Restaktivitat von MMP-9 bei APN-KO-Mausen in unserem
Modell dar. Zweitens sind temporare Schwankungen (akute, subakute Phase der CVB3
Myokarditis) der Expression zu berucksichtigen, die gegenlaufig sein kdnnen. Drittens
ist der antiinflammatorische Effekt von APN mit der Beeinflussung verschiedener
Prozesse der innaten Immunitat in diesem pathogen-induzierten Modell der Myokarditis
als dominant anzusehen (Jenke et al., 2014), sodass die immunmodulatorischen
Effekte einer verminderten MMP-9 Expression in unserem Modell wahrscheinlich nicht
so stark zur Ausspragung kommen.

Zusammenfassend zeigt die vorliegende Studie erstmals eine Assoziation zwischen der
Regulation von MMP-9 und APN im Rahmen der CVB3-Myokarditis. Dabei wurde eine
verminderte MMP-9-Expression und MMP-9-Proteinaktivitdt in APN-KO-Mausen
verbunden mit einer verminderten Akkumulation von Entzindungszellen im Myokard
nachgewiesen. Die Ergebnisse einer verringerten Expression und Aktivitat von MMP-9
in APN- defizienten Tieren in vivo bestatigen die Daten in der In-vitro-Zellkultur. Hier
zeigte sich nach APN- Stimulation ohne und mit inflammatorischer Aktivierung der
kardialen Fibroblasten eine signifikant erhdhte MMP-9 Aktivitat verglichen mit der
Kontrollgruppe. Die Frage, ob die in vivo beobachtete verminderte MMP-9-Expression

in APN-KO Mausen und deren diffferentielle Expression im Rahmen der CVB3-
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Myokarditis auch Uber AMPK und/oder ERK1/2 abhangige Signaltransduktionswege
reguliert wird kann an dieser Stelle nicht beantwortet werden und bleibt Gegenstand

zukunftiger Untersuchungen.

4.4. Adiponektin und MMP-9 im Rahmen des Myokardinfarktes

Die intensivsten Untersuchungen hinsichtlich des kardialen Remodelings stammen aus
dem Modell des Myokardinfarktes. Gleichzeitig stellt Remodelling flr diese
Patientengruppe einen die Mortalitat beeinflussenden Faktor dar (Cohn et al., 2000).
APN scheint ein vielversprechender Kandidat flr eine mdgliche therapeutische
Intervention des kardialen Remodelings nach Infarkt zu sein. So zeigte die
Arbeitsgruppe von Shibata et al. eine Inhibition des myokardialen Remodelings durch
APN (Shibata et al., 2007). Dabei waren APN-KO Mause in einem Modell des akuten
Myokardinfarkts durch eine signifikante linksventrikularen Dilatation, eine
ausgepragteren Hypertrophie von Kardiomyozyten und einen verminderten maximalen
intraventrikularen Druckanstieg (dP/dtmax) als Zeichen einer eingeschrankten
linksventrikularen Kontraktilitat charakterisiert. Histologisch zeigten APN-KO-Mause
eine vermehrte Fibrose 4 Wochen nach Myokardinfarkt im Vergleich zum Wildtyp,
verbunden mit einer verminderten Kapillardichte in der Periinfarktzone und erhéhter
Apoptoserate. Im Gegensatz dazu fiihrte eine Uberexpression von APN im Wildtyp
nach Myokardinfarkt zu einer verminderten Hypertrophie, signifikant hoherer
Kapillardichte und verminderter Apoptose im Vergleich zu Wiltypmausen ohne APN-
Uberexpression. Auch echokardiographisch kam es zu einer Verbesserung der
Ventrikelfunktion mit sinkendem LVEDP (Linksventrikuldren endistolicher Druck),
verminderter LV-Dilatation und gesteigertem dP/dtnax (Shibata et al., 2007). Diese
Daten zeigen eindrucksvoll, dass APN den myokardialen Schaden nach Ischamie
inhibiert.

Die vorliegenden Studie zeigt erstmals eines APN-induzierte Hochregulation von MMP-
9-mRNA und MMP-9-Proteinexpression in kardialen Myozyten und Fibroblasten.
Gleichzeitig war in der Zellkultur eine vermehrte Expression von MMP-9 mit einer
gesteigerten MMP-9-Aktivitat in beiden Zelltypen vergesellschaftet. Die Rolle von MMP-
9 im Rahmen des Myokardinfarkte wurde bereits durch andere Studien untersucht.
Diese Untersuchungen zeigten eine Hochregulation der MMP-9-Expression im Rahmen

des Myokardinfarktes (Romanic et al., 2001, Kelly et al., 2007). Dabei ergeben sich in
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den bisherigen Veroffentlichungen Teils divergente Ergebnisse. In der Betrachtung der
Wirkung von MMP-9 muss dabei aber auch immer der zeitliche Verlauf der MMP-9-
Expression bedacht werden. Kelly et al. zeigten bei Patienten mit akutem
Myokardinfarkt eine initiale Peakphase der MMP-9-Plasmakonzentration bis 12h und
einer anschlieBenden Plateauphase 12h nach Myokardinfarkt. Dabei waren hohere
Plasmakonzentration wahrend der Plateauphase (nach 12h) mit einer relativ besseren
LV-Funktion sowie einem geringer ausgepragten Remodeling mit einem relativ
geringeren LV-Dilatation (LVEDV) im Vergleich zur Gruppe mit niedrigeren MMP-9-
Plasmakonzentrationen assoziiert (Kelly et al.,, 2007). Demgegenuber stehen
Untersuchungen am Mausmodell wie von Ducharme et al.: Hier wurde anhand von
MMP-9-Knockoutmausen gezeigt, dass ein Mangel an MMP-9 zu einer geringeren LV-
Dilatation (verminderter endsystolischer- und endiastolischer Diameter), nachweisbar
am Tag 8 und Tag 15 nach Myokardinfakrt, fuhrt (Ducharme et al., 2000). Die
unterschiedlichen Beobachtungen koénnten mit einer kompensatorisch erhdhten
Expression von anderen MMPs bei MMP-9-KO-Mausen erklart werden, wie sie flr
MMP-2 und MMP-13 bei Ducharme et al., interessanterweise auch bei nichtoperierten
MMP-9-KO-Sham-Tieren beobachtet werden konnte (Ducharme et al., 2000), erklart
werden.

Ein Einfluss von APN auf die Expression von anderen MMPs wie MMP-2, MMP-3 und
MMP-13 zeigte sich in kardialen Myozyten und Fibroblasten der hier vorliegenden
Studie nicht. Diese fehlende Regulation weiterer MMPs durch APN ist kontrar zu
anderen vorangegangenen Veroffentlichungen. Dadson et al. wiesen eine AMPK-
abhangige MMP-2- und MMP-13-Expression und -Aktivitdt durch APN nach (Dadson et
al., 2014). Dieser Wiederspruch konnte in den unterschiedlichen Isoformen von APN
(globulares vs. full length APN) oder in den verschiedenen Quellen des verwendeten
rekombinanten APN (Eigenherstellung vs. industrielle Produktion in der vorliegenden
Untersuchung) begrindet sein. Auch unterschieden sich die verwendeten Zelltypen in
den genannten Studien und der vorliegenden Arbeit. Als weitere Ursache kommt auch
eine mogliche Endotoxin-Kontamination, auch im Falle von nicht-bakteriell
hergestelltem rekombinantem APN, in Frage. Turner et al. zeigten, dass
Lipopolysaccarid, wie es in Konzentrationen von bis zu 30 pg/ug in verschiedenen
rekombinanten APN-Isolationen messbar war, einen Einfluss auf die Sensitivitat des
TLR- (Toll-like-receptor) Signaltransduktionsweges hatte (Turner et al., 2009). Die

Signalkaskade der TLR-Familie mindet in der Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-
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kB, der die Expression unterschiedlicher inflammatorischer Zytokine, unter anderem
TNFa (Kawai et al., 2007), hochreguliert. AuRerdem gilt NF-kB wie bereits diskutiert, als
Transkriptionsfaktor von MMP-9 (Bond et al., 1998). Lipopolisacharid ist hitzebestandig
und kann durch Erwarmen nicht inaktivert werden (Gao et al., 2006). Aus diesen
Grinden erfolgte in der hier vorliegenden Arbeit ein Erhitzen des rekombinanten
Materials als Kontrollexperiment und entsprechend der Nachweis, dass die beobachtete
Hochregulation von MMP-9 auf den Einfluss von APN, und nicht auf den Einfluss von
LPS zurtckzufihren ist.

Die Kollagensynthese wird durch Zytokine beeinflusst. (Myo-) Fibroblasten
synthetisieren das fur die Fibrose charakteristische Kollagen. Ein regulatorisches
Zytokin der inflammatorischen Aktivierung von Fibroblasten beim Myokardinfarkt stellt
IL-18 dar (Bujak et al., 2009, Spinale et al., 2007). So fuhrt IL-18 im ischamischen
Myokard zur Aktivierung apoptotischer Signaltransdunktionswege und zur Kollagen-
Synthese. Umgekehrt fuhrt eine Uberexpression des Interleukin-1-
Rezeptorantagonisten (IL-1Ra) im Maus- und Rattenmodell bei Myokardinfarkt zu einer
Verminderung der InfarktgroRe, verminderter Apoptoserate, einer verminderten
kardialen Dilatation und in der Inflammationsphase nach Infarkt zu einer verminderten
Infiltration des ischamischen Myokards mit neutrophilen Granulozyten (PMN) (Bujak et
al., 2009). Ito et al. konnten wie bereits erwahnt zeigen, dass der Spaltung und somit
der Inaktivierung von IL-18 durch MMP-9 (sowie MMP-1, MMP-2 und MMP-3) eine
bedeutende Rolle zukommt (lto et al., 1996). Die erhdhte myokardiale Expression von
proinflammatorischen Zytokinen wie IL-1B Uber Wochen nach stattgehabtem
Myokardinfarkt ist mit einer signifikanten Erhdhung des linksventrikularen
enddiastolischen Durchmessers verbunden (Ono et al., 1998). Somit kdnnte neben der
direkten Spaltung von Kollagen durch MMP-9 die antifibrotische Wirkung und der
positiver Einfluss von MMP-9 auf das kardiale Remodelling auch uUber einen
regulatorischen Effekt durch den Abbau von Zytokinen bedingt sein. Durch die in der
vorliegenden Arbeit nachgewiesene Regulation von MMP-9 durch APN kdnnte damit
der Abbau von proinflammatorischen Zytokinen einen weiteren Mechanismus der
Wirkung von APN auf das kardiale Remodelling darstellen.

In der vorliegenden Arbeit zeigten sich fur den experimentellen Myokardinfarkt ahnliche
Ergebnisse wie fur die experimentellen CVB3-Myokarditis. Am 4.Tag nach LAD-Ligatur
kam es zu einer signifikant erhdhten kardialen MMP-9-Aktivitat in Wildtypmausen im
Vergleich zur Sham-Gruppe. Diese erhdhte MMP-9-Aktivitat war in  APN-
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Knockoutmausen mit Myokardinfarkt vermindert nachweisbar, allerdings ohne Errechen
des Signifikanzniveus. Die MMP-9 Expression in diesem Modell ist lokal und temporar
unterschiedlich, sodass weitere Untersuchungen zur definitiven Charakterisierung der
APN-Wirkungen notwendig sind. Vorangegangene Untersuchungen zeigten im Rahmen
unterschiedlicher Herzerkrankungen bereits, dass APN ein adverses Kkardiales
Remodelling inhibieren kann (Shibata et al., 2004; Fujita et al., 2008; Shibata et al.,
2007). Verglichen mit Wildtypmausen waren APN-Knockoutmduse nach Infarkt durch
eine signifikant vermehrte kardiale Fibrose, Hypertrophie, verminderte LV-Funktion und
erhdhte Mortalitdt charakterisiert. Kurzlich konnte eine direkte Hemmung der
Kollagenexpression in kardialen Fibroblasten durch APN dber eine Aktivierung von
AMPK und PPARa nachgewiesen werden (Fujita et al., 2008). In der vorliegenden
Untersuchung fuhrte eine fehlende APN-Expression in APN-KO-Mausen zu einer
numerischen Herunterregulation der kardialen MMP-9-Expression. Sollte sich dieser
Trend in weiteren, temporar differenzierten seriellen Untersuchungen bestatigen, wirde
ein verminderter Kollagenabbau durch erniedrigte MMP-9 Expression neben der
vermehrten Expression von Kollagen einen zusatzlichen Mechanismus des adversen

kardialen Remodelings nach Herzinfarkt in APN defizienten Mausen darstellen.

4.5. Adiponektin und die Induktion von MMP-9 im Rahmen weiterer

Erkrankungen
Bereits in vorangegangenen Studien wurde gezeigt, dass APN zu einer gesteigerten
Expression von Matrix-Metalloproteinasen in unterschiedlichen Zelltypen fuhrt. Hierzu
gehorten MMP-1 in synovialen Fibroblasten (Ehling et al., 2006), MMP-1, MMP-3 und
MMP-13 in Chondrozyten (Kang et al., 2010) sowie MMP-2 und MMP-9 in umbilikalen
Endothelzellen (HUVACs) (Zhang et al., 2014). Zusatzlich war eine MMP-9-Expression
in Chondrozyten (Lago et al., 2008), mikrovaskularen Endothelzellen (Adya et al., 2012)
und Hepatozyten (Wanninger et al., 2011) nach Inkubation mit APN in vitro
nachweisbar. Allerdings wurde die spezifische Regulation kardialer MMPs durch APN
bisher nicht untersucht.
Die vorliegende Studie zeigt eine APN-induzierte Hochregulation von MMP-9 in
kardialen Myozyten und Fibroblasten. Diese In-vitro-Daten werden durch
Tierexperimente, welche das myokardiale Remodeling im Rahmen von

Hypertension/Druckiberladung-induzierter linksventrikularer Hypertrophie (Boluyt et al.,
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1994; Diéz D, 2007) untersuchten, unterstutzt. Zusammenfassend zeigen diese
Studien, dass APN-KO-Mause eine signifikant ausgepragtere konzentrische
linksventrikulare Hypertrophie verbunden mit einer erhdéhten Wanddicke und
ausgepragteren Fibrose aufweisen. Diese phanotypischen Veranderungen flhren zu
einer eingeschrankten linksventrikularen Funktion und erhdhter Mortalitat im Vergleich
zu Wildtypmausen (Shibata et al.,, 2004; Fujita et al., 2008; Shibata et al., 2007;
Shimano et al., 2010; O’'Shea et al., 2010). AulRerdem waren die beobachteten
phanotypischen Unterschiede nach Gentransfer mittels adenoviraler Vektoren in den
APN-Knockoutmausen signifikant vermindert, d.h. reversibel (Shibata et al., 2004).

Fujita et al. untersuchten die Wirkung APN auf die kardiale Fibrosierung am Modell
einer Angiotensin-llI-induzierten myokardialen Fibrosierung und Hypertrophie: APN-KO-
Mause zeigten im Vergleich zum Wildtyp eine deutlich ausgepragtere Fibrose des
linken Ventrikels verbunden mit signifikant erh6hten Konzentrationen von Kollagen | und
Kollagen Il im Herzmuskelgewebe. Die genannen Beobachtungen waren unter APN-
Uberexpression riicklaufig (Fujita et al., 2008). Ein weiterer Zusammenhang, welcher
aus dieser Untersuchung hervorging war der zwischen APN und dem RAAS (Renin-
Angiotensin-Aldosteron-System). Das RAAS spielt nachweislich eine wichtige Rolle im
Prozess des Remodelings. Eine Infusion von Angiotension Il bei Wiltyp-und APN-
Knockoutmausen flhrte zu einer Zunahme des fibrotischen Umbaus im Vergleich zu
den Kontrollen, wobei diese Zunahme in der Gruppe der APN-KO-Mause signifikant
hoéher war als in der Wildtypgruppe. Echokardiographisch war auch hier eine
eingeschrankte Ventrikelfunktion unter Angiotensin ll-Infusion nachzuweisen. Diese war
signifikant ausgepragter in der APN-KO-Gruppe. All diese Beobachtungen waren durch
eine Uberexpression von APN in der KO-Gruppe umkehrbar (Fujita et al., 2008). Die
beobachtete antifibrotische Wirkung von APN steht im Einklang mit den Ergebnissen
der vorliegenden Arbeit, in welcher eine APN-Defizienz im Rahmen der CVB3-
Myokarditis mit einer verminderten Konzentration von Kollagenspaltprodukten (ICTP)
vergesellschaftet war. Gleichzeitig wurde eine verminderte Expression von MMP-9 in
APN-KO-Mausen nachgewiesen, was einen Zusammenhang zwischen dem von der
von Fujita et al. (Fujita et al., 2008) nachgewiesenen gesteigerten Fibrose bei APN-KO-
Mausen herstellt. Gleichzeitig zeigten O’Shea et al. in ihrer Arbeit ebenfalls eine
signifikant verminderte kardiale MMP-9-Expression in APN-KO-Mausen (O’Shea et al.,
2010). Pharmakologisch kann die APN-Expression durch PPARy-Agonisten, die

sogenannten Thiazolidindione (Synonym: Glitazone), hochreguliert werden.
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Verschiedende Untersuchungen zeigten eine Hochregulation von APN durch
Thiazolidindione mit Nachweis erhohter APN-Spiegel im Serum therapierter Patienten
(Otto et al., 2006). Kardial ist bei diesen Patienten eine Verminderung einer
hypertensiven LV-Hypertrophie und einer myokardialen Fibrose nachweisbar (Li et al.,
2010). Auch an der Niere konnte ein antifibrotischer Effekt von APN gezeigt werden:
Higashi et al. wiesen eine verminderte renale Fibrose im Rahmen einer
Thiazolidindione-induzierten Hochregulation von APN nach (Higashi et al., 2010). Kawai
et al. zeigten am Modell der einseitigen Ureterobstruktion der Maus, dass eine
Thiazolidindinone-Gabe (Troglitazon) dosisabhangig zu einer Verminderung der
Inflammation mit einem verminderten Nachweis von F4/80, einem Marker flr
Makrophagen, in der Niere fuhrt (Kawai et al., 2009). AuRerdem zeigte sich eine
Verminderung der renalen Fibrose mit einer verminderten Akkumulation von Kollagen |
im Vergleich zur Kontrollgruppe, verbunden mit einem verminderten renalen Expression
von TGF-B, welches im Herzen flr die Differenzierung von Fibroblasten eine Rolle zu
spielen scheint (Kania et al., 2009, Xie et al., 2012).

Letztlich weisen neben experimentellen Untersuchungen auch klinische Studien auf
einen Zusammenhang zwischen APN, MMP-9 und Gewebsfibrose hin. Eine Studie von
Belo et al. zeigte signifikant verminderte APN-Plasmaspiegel verbunden mit
verminderter MMP-9-Konzentration in adipdsen Kindern (Belo et al., 2012). Gleichzeitig
weisen adipose Patienten eine verminderte APN-Expression im Fettgewebe (Milan et
al., 2002), assoziiert mit dem Auftreten einer signifikanten Fettgewebsfibrose auf (Sun
et al., 2010).

Auch Erkrankungen mit einer Sklerose als fuhrendes klinisches Bild zeigen
Assoziationen zwischen APN und MMP-9. Patienten mit Systemischer Sklerose
beispielsweise sind durch eine verminderte MMP-9-Aktivitat im Serum und eine
verringerte MMP-9-Expression in Fibroblasten der Haut charakterisiert. Dies geht mit
einem gesteigerten fibrotischen Umbau im Vergleich zu gesunden Probanden einher
(Lakota et al., 2012; Fuzii et al., 2008). Auch war hier ein umgekehrter Zusammenhang
zwischen dem Ausmald der Fibrose der Haut und systemischen APN-Spiegeln
nachweisbar (Lakota et al., 2012). Im Rahmen des fibrotischen Umbaus der Leber bei
Hepatitis C zeigen sich ahnliche Ergebnisse. Auch hier sind mit zunehmenden Ausmalf}
der Fibrose verminderte MMP-9-Spiegel im Serum messbar (Badra et al., 2010),
assoziiert mit gesteigerter Insulinresistenz und verminderten APN-Spiegeln (Lihn et al.,

2005; Moucari et al., 2008). Auch sind verminderte APN-Spiegel mit einem vermehrten
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fibrotischen Umbau der Leber bei Patienten mit nicht-alkoholischer Statohepatitis
sowohl ohne Diabetes Mellitus (Musso et al., 2005) als auch bei Patienten mit Typ II-
Diabetes (Leite et al., 2013) verbunden.

Im Herzen ist eine vermehrte Fibrose typischerweise mit einer diastolischen Dysfunktion
assoziiert. Die arterielle Hypertonie wiederum ist typischerweise mit einer
linksventrikularen Hypertrophie, einer vermehrten kardialen Fibrose (Diez J, 2007) und
mit verminderten systemischen APN-Spiegeln assoziiert (Imatoh et al., 2008). Horio et
al. zeigten in einer klinischen Studie, dass Thiazolidindione (Glitazone) als PPARy-
Agonisten zu erhéhten APN-Plasmaspiegeln fihren, verbunden mit einer Verbesserung
der linksventrikularen diastolischen Funktion (Horio et al., 2005). Die Folge der durch
Thiazolinindion- induzierten Erhéhung der APN-Plasmaspiegel ist eine Aktivierung von
AMPK. Gleichzeitig fuhren Thiazolindindione Uber einen Einfluss auf die AMP/ATP-
Verhaltniss zu einer Aktivierung von AMPK (Moussa et al., 2012).

Zusammenfassend weisen experimentelle und klinische Daten auf einen
Zusammenhang von niedrigen APN-Spiegeln und einem fibrotischen Umbau der

Gewebe, zum Teil assoziiert mit erniedrigten MMP-9 Serumkonzentrationen, hin.

4.6. Limitationen der Studie

Die vorliegende Studie zeigt einige Limitationen, welche im Folgenden diskutiert werden
sollen.

Als eine Limitation muss die Verwendung von rekombinantem humanen APN,
gewonnen aus einer Myelomzellinie der Maus, gelten. Das in dieser Studie verwendete
kommerziell erhaltliche rekombinante APN enthalt eine physiologische wie im humanen
Serum vorliegende Zusammensetzung der verschiedenen molekularen Formen (LWM-,
MMW-, HWM-APN) (R&D Systems; Bobbert et al., 2008). Es ist bekannt, dass die
verschiedenen Formen auch unterschiedliche biologische Wirkungen ausuben. In einer
klinischen Studie mit 49 Patienten mit Diabetes mellitus war zwar kein Unterschied der
absoluten APN-Plasmakonzentrationen vor und nach einer antidiabetischen Therapie
nachweisbar, jedoch erhdhte sich das Verhaltnis von HMW zu Gesamt-APN und
verminderte sich das Verhaltnis von MMW zu Gesamt-APN nach suffizienter
Blutzuckereinstellung signifikant. Das Verhaltnis von LMW zu Gesamt-APN blieb dabei
konstant. Bobbert et al. konnten auRerdem einen direkte Assoziation von HMW-APN
und der Aktivitdt der Myeloperoxydase (MPO) nachweisen (Bobbert et al., 2008).
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Dieses Enzym wird von Neutrophilen Granulozyten und von Monozyten gebildet und
spielt eine Rolle in der Atheroskleroseprogression sowie der Entwicklung weiterer
kardiovaskularer proinflammatorischer Erkrankungen (Baldus et al., 2003). Diese
Beobachtungen weisen darauf hin, dass die Zusammensetzung der molekularen APN-
Formen trotz konstanter APN-Gesamtkonzentration mit unterschiedlichen biologische
Wirkungen bzw. pathologischen Zustanden assoziiert sein kdnnen. Beispielsweise
korreliert die Konzentrationen von HMW-APN mit der Schwere einer diabetischen
Retinopathie und Nephropathie (Kato et al., 2008). Die vorliegende Untersuchung kann
hinsichtlich der Wirkungen der einzelnen molekularen Formen auf die Expression von
MMP-9 keine Aussage treffen. Es ist nicht auszuschlieRen, dass eine der genannten
Formen mehr oder weniger anteilig fur die hier untersuchten Regulationsmechanismen
ist.

Eine weitere Limitation stellt die LPS-Kontaminationen rekombinanter Proteine dar. In
diesem Zusammenhang wurde jede Charge von APN auf die LPS-Verunreinigung
getestet. Hier ergaben sich abhangig von der verwendeten Charge unterschiedliche
Ergebnisse. Die Verunreinigungen lagen dabei durchgehend unter 10 pg/ug Protein.
Weiterhin wurde die LPS-Verunreinigung jedes Vials in der Zellkultur durch eine
entsprechende Kontrolle (Inkubation mit der verwendeten LPS-Konzentration) in den
Experimenten getestet. Die Verunreinigungen hatten keinen Einfluld auf die hier
dargestellten Ergebnisse, so dass eine unspezifische Aktivierung ausgeschlossen
werden kann.

Fur die klinische Anwendung der experimentellen Ergebnisse sind Polymorphismen des
APN-Gens von Bedeutung. Diese Polymorphismen scheinen einen Einfluss auf die
Inzidenz und/oder Pravalenz von Erkrankungen wie beispielsweise der koronaren
Herzkrankheit zu haben. Diesbezuglich gut untersucht sind die Polymorphismen
rs266729 (Austausch Cytosin fur Guanin in Position -11377), rs2241766 (Austausch
Thymin far Guainin in Position +45) und rs1501299 (Austausch Guanin fur Thymin in
Position+276). (Oliveira et al., 2011). Als Beispiel sei hier eine Untersuchung des
Polymorphismus re2241766 angefuhrt: Individuen mit dem G-Allel haben eine héhere
APN-mRNA-Expression und eine hohere APN-Plasmakonzentrationen (Menzaghi et al.,
2007). Auch zeigen diese Patienten in Kombination mit einem Diabetes Typ Il eine
erhdhte Pravalenz flr eine koronare Herzkrankheit (Lacquemant et al., 2004). He et al.,
zeigten eine Assoziation des Polymorphismus rs1501299 mit hoherer Inzidenz fur

zerebrovaskulare Vorfalle (He et al., 2015). Der Einfluss von Polymorphismen wurde in
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der vorliegenden Studie nicht untersucht, wurde allerdings den kausalen
Zusammenhang zwischen APN-induzierter MMP-9 Hochregulation nicht grundsatzlich
in Frage stellen, sondern dessen Wirkungen auf das kardiale Remodeling lediglich
modifizieren.

Im Rahmen dieser Studie wurde der Zusammenhang von APN und kardialem
Remodeling untersucht. Hierbei wurde aufgrund der [n-vitro-Untersuchungen der
Schwerpunkt auf die APN-abhangige Regulation von MMP-9 in kardialen Fibroblasten
und Myozyten gelegt. Die Regulation weiterer MMPs (MMP-2, 8, 12, 13, 14, 28) im
Rahmen der hier genutzten Tiermodelle (CVB3-Myokarditis und Myokardinfarkt) und
ihrer Inhibitoren TIMP1, 2, 3 und 4 wurde nicht charkterisiert. Eine Regulation anderer
beim kardialen Remodeling beteiligter Proteine durch APN kann aufgrund der
vorhandenen Daten nicht ausgeschlossen werden. Allerdings zeigt sich ein klarer
Zusammenhang zwischen APN induzierter MMP-9 Expression und MMP-9-Aktivitat mit
der Konzentration von Kollagenspaltprodukten am Modell der CVB3-Myokarditis.
Weitere Limitationen der Studie betreffen den Effekt von APN auf den
Glukosemetabolismus, die Adipogenese und die Energiehomdostase, welche einen
Einfluss auf die hier beobachteten Ergebnisse im Bezug auf das kardiale Remodeling

ausiiben konnen.
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5. Zusammenfassung der Arbeit

In der vorliegenden Arbeit wird eine durch Adiponektin vermittelte Hochregulation der
MMP-9-Expression in kardialen Myozyten, kardialen Fibroblasten sowie infiltrierenden
Immunzellen beschrieben. Die durch APN verursachte vermehrte MMP-9 Expression
wird durch AMPK- und ERK1/2- abhangige Signaltransduktionswege, die durch
verschiedenen Zellschadigungsmechanismen aktiviert werden, vermittelt. Die in vitro
determinierte Hochregulation von MMP-9 konnte in einem In-vivo-Modell der murinen
CVB3-Myokarditis bestatigt werden. Die Ergebnisse der vorliegenden Untersuchungen
identifizieren einen zusatzlichen Mechanismus der Inhibition des kardialen Remodelings
durch das Adipozytokin nach myokardialer Schadigung. Zusatzlich zu einer direkten
Hemmung der Kollagenexpression durch Adiponektin (Fujita et al., 2008) fuhrt die
Adiponektin-induzierte Hochregulation der MMP-9-Expression zu einer gesteigerten
Aktivierung der MMP-9 mit vermehrter Spaltung von akkumulierendem Kollagen und
erhohtem Umsatz der extrazellularen Matrix (Abb.18). Diese Prozesse konnen die
durch kardiale Schadigungsprozesse induzierte Fibrose inhibieren und dadurch zu einer
Verbesserung der Herzfunktion fuhren.

Die vorliegenden Ergebnisse konnten zu einer Entwicklung neuer therapeutischer

Ansatze bei der Herzinsuffizienz beitragen.
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Abb.18
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Abb.18: Adiponektin hemmt das profibrotische Remodeling der Extrazellularen Matrix
durch eine Hochregulation von MMP-9. APN bedingt tber eine Aktivierung von ERK1/2 und
AMPK eine Hochregulation von MMP-9 in Leukozyten, Kardiomyozyten und Fibroblasten. Die
erhdhte kardiale MMP9-Aktivitat fihrt zu einer gesteigerten Kollagendegradation und folglich zu

einer Verminderung der Kollagenakkumulation und

profibrotischen Remodelings.
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