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Einleitung

1. Einleitung

1.1 Adipositas und Typ 2 Diabetes Mellitus

Global ist ein kontinuierlicher Anstieg der Adipositaspravalenz zu verzeichnen. Nahezu
60 % der Erwachsenen und fast jedes dritte Kind (29 % der Jungen und 27 % der
Madchen) allein in der Europaischen Region der Weltgesundheitsorganisation (WHO)
sind Ubergewichtig oder adip6s [1]. Die Einstufung erfolgt anhand des Body-Mass-Index
(BMI) — der sich aus dem Korpergewicht in Kilogramm (kg) dividiert durch das Quadrat
der KérpergroRe in Metern errechnet [2]. Laut WHO beginnt Ubergewicht bei
Erwachsenen ab einem BMI von 25 kg/m? und eine Adipositas bei Werten ber 30 kg/m?
[3]. Ein Index zwischen 25 und 29,9 kg/m? wird als pra-adipéser Zustand definiert.
Insbesondere Adipositas ist durch eine UbermaRige Fettansammlung im Korper
gekennzeichnet. Vorherrschende Risikofaktoren sind vor allem ein langfristiger

Kalorienliberschuss, oft in Kombination mit Bewegungsmangel.

Die Trias aus Adipositas mit Insulinresistenz, arterieller Hypertonie und Dyslipidamie ist
charakteristisch flir das sogenannte metabolische Syndrom, das nachweislich mit einer

hohen kardiovaskularen Mortalitat einhergeht [4, 5].

Adipositas gilt als wesentlicher Treiber zahlreicher Stoffwechselpathologien und flhrt
oftmals zur Entwicklung eines Typ 2 Diabetes Mellitus (T2DM). T2DM ist mit tber 90 %
weltweit die haufigste Stoffwechselerkrankung [6-9]. Charakteristisch flr die Progression
des T2DM sind hohe Blutzuckerwerte, die sowohl auf eine verminderte
Insulinempfindlichkeit der Gewebe als auch auf eine gestorte Insulinproduktion der
pankreatischen Betazellen zurtickzufihren ist. Die Entwicklung einer Hyperglykamie als
Leitsymptom des gestorten Glukosestoffwechsels korreliert mit einem systemischen
Entziindungszustand des Organismus sowie einer langfristigen Schadigung zahlreicher

Organsysteme wie dem Herz-Kreislauf-System, den Augen und den Nieren [9, 10].

Das Peptidhormon Insulin gilt als zentraler Regulator des Blutzuckerspiegels, indem es
die Glukoseaufnahme der Zellen verschiedener Organe wie Herz, Leber,
Skelettmuskulatur oder Fettgewebe stimuliert. Unter normalen Bedingungen wird Insulin
in den Blutkreislauf sezerniert, induziert durch Bindung an Insulinrezeptoren die
Translokation von intrazellularen Glukosetransportern in die Zellmembran und damit die
Aufnahme von Glukose in die Zellen. Ein T2DM liegt vor, wenn die Betazellen des

Pankreas zwar Insulin sekretieren, dies aber nicht ausreicht, um die eingeschrankte

1
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Wechselwirkung zwischen den Insulinrezeptoren und dem Peptidhormon zu
kompensieren [8]. Eine gestdrte Insulinwirkung und - sekretion ist ursachlich fir abnorm
hohe Blutglukosespiegel, wobei die fehlerhafte Signallibertragung des Insulins auch als
Insulinresistenz (IR) bezeichnet wird [6]. Eine Betazell-Dysfunktion in Verbindung mit

einer IR manifestiert einen hyperglykédmischen Zustand [9, 11].

Pathophysiologisch gesehen &hnelt der pra-diabetische Zustand dem initialen
Mechanismus des T2DM mit gestorter Insulinsensitivitat, erhohten Lipidwerten und

geringgradiger chronischer Inflammation [12, 13].

Mit Adipositas assoziierte Komorbiditaten wie Herz-Kreislauf-Erkrankungen sind haufig
das Ergebnis metabolischer Dysfunktionen. Bei Patienten mit T2DM wiederum sind
kardiovaskulare Pathologien eine der haufigsten Begleiterkrankungen [14, 15]. T2DM
erhdht nachweislich das Risiko fir Herzinsuffizienz [16] und verschlechtert das Outcome

nach kardiovaskularen Ereignissen, einschlie3lich akutem Myokardinfarkt [17].

Vorrangiges Ziel der aktuellen Forschung ist die Identifizierung friiher Veranderungen
und der zugrundeliegenden Mechanismen, die zur Entwicklung eines manifesten
Diabetes fiihren, um Langzeitkomplikationen zu verhindern und das Risiko flr

kardiovaskulare Erkrankungen und die damit verbundene Mortalitat zu senken.

1.2 Fettgewebe

Das Fettgewebe — eines der groten Organe des Korpers — besteht zu 99 % aus
Adipozyten [18, 19]. Angesichts seines Einflusses auf den Energiehaushalt und seiner
komplexen endokrinen Funktionen ist das Fettgewebe fundamental fir die
Aufrechterhaltung der metabolischen Homdostase [20]. Zur Unterteilung der
verschiedenen Fettgewebstypen werden diverse Merkmale bertcksichtigt, u.a. der
Entwicklungsursprung, charakteristische Protein-Biomarker, die anatomische
Lokalisation, die zellulare Zusammensetzung und nicht zuletzt die metabolische und
physiologische Funktion [21]. Grundsatzlich unterscheiden die derzeitigen

Klassifikationen zwischen weifem, braunem und beigem Fett.

Weilles Fettgewebe (white adipose tissue, WAT) bildet mit circa 85 % des
Gesamtfettanteils das grof3te Depot des Menschen [22, 23]. Anatomisch betrachtet wird
weilles Fett hinsichtlich seiner Lokalisation im Korper gegliedert. Subkutanes Fett liegt
direkt unter der Haut, indessen viszerales Fett mesenterial um die Organe dominiert.
Ersteres dient der Warmeisolierung des Korpers, das viszerale Fett dem Schutz der
inneren Organe [21, 24, 25].
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Die zentrale Funktion von WAT besteht in der Regulation des Energiehaushaltes. Das
Gewebe besteht hauptsachlich aus lipidreichen monovakuolaren Adipozyten. Einerseits
wird bei Nahrungsuberschuss Energie in Form von Triglyceriden (TAG) gespeichert,
andererseits konnen die weillen Adipozyten bei Energiemangel —z.B. wahrend des
Fastens oder bei erhohter korperlicher Aktivitat — die gespeicherten Reserven
enzymatisch abbauen und entsprechend freie Fettsduren (FS) mobilisieren.
Charakteristisch fur WAT st die Insulinsensitivitat. Bekanntlich moduliert das
Peptidhormon Insulin neben Glukoseaufnahme auch die TAG-Synthese [26]. Folglich
reagieren die Zellen auf Insulin und stimulieren dadurch sowohl die insulinabhéangige
Glukoseaufnahme als auch Lipogenese [23]. Dartber hinaus wird WAT als grotes
endokrines Organ des menschlichen Kérpers angesehen. Diese bedeutsame autokrine,
parakrine und endokrine Funktion beruht insbesondere auf der Sekretion von
Fettgewebshormonen (Adipokinen) wie Leptin und Adiponektin sowie pro-entziindlichen
Zytokinen [18, 27].

Im Gegensatz zum WAT ist das braune Fettgewebe (brown adipose tissue, BAT) durch
eine hohe Mitochondrien-Anzahl sowie morphologisch multivakuoldre Adipozyten
gekennzeichnet (vgl. Abbildung 1). Ein weiteres spezifisches Charakteristikum von BAT
ist die Fahigkeit, Energie in Form von Warme durch den Prozess der zitterfreien
Thermogenese zu erzeugen [28]. Ausschlaggebend hierfir ist das Vorhandensein des
BAT-spezifischen uncoupling protein 1 (UCP1) [29]. Obgleich der zugrundeliegende
Mechanismus noch nicht vollstandig verstanden ist, scheint die Regulation der BAT-
vermittelten Thermogenese Uber $-3-Rezeptoren eine essenzielle Rolle zu spielen [30].
Das Erscheinungsbild des BAT-Depots variiert in Abhangigkeit verschiedener Faktoren
wie Geschlecht, Alter oder BMI. Bei Neugeborenen und auch bei Nagetieren findet man
braune Adipozyten vor allem interskapular — bei Erwachsenen hauptsachlich in den
Gewebedepots des Halses sowie in der supraklavikuldren, paravertebralen und
suprarenalen Korperregion [31-33]. Die Autoren um Lowell et al. zeigten bereits 1993,
dass die chirurgische Entfernung von BAT bei Mausen mit Adipositas und
Komorbiditaten wie IR gekoppelt zu sein scheint [34]. In Ubereinstimmung damit wurde
beobachtet, dass die Aktivierung des murinen BAT den Glukosestoffwechsel verbessert

und den Energieverbrauch steigert [35].

Beige Fettzellen stellen eine Mischvariante der beiden zuvor beschriebenen
Fettphanotypen dar. Obwohl die Adipozyten im weilien Fettdepot lokalisiert sind,
exprimieren auch sie das BAT-spezifische UCP1. Kontrar zum WAT weisen

beigefarbene Adipozyten demnach thermogene Eigenschaften auf, d.h. sie kénnen
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ahnlich wie braune Fettzellen zur Energieverbrennung angeregt werden, um Warme zu

erzeugen [36].

Neben WAT als Energiespeicherorgan gewinnt das energieverbauchende BAT als
vielversprechende Zielstruktur in der Behandlung von Stoffwechselerkrankungen
zunehmend an Bedeutung. Eine gezielte kalte- oder pharmakologische Aktivierung des
BAT bei T2DM-Patienten verbesserte nachweislich die Insulinsensitivitat und stellt somit

einen potenziellen Therapieansatz im Rahmen der Stoffwechselforschung dar [37, 38].

1.3 Knochenmarkfettgewebe

Das zunehmende Forschungsinteresse an WAT sowie BAT der letzten Jahre korreliert
mit der steigenden Pravalenz der Fettleibigkeit [39]. Die Arbeiten zum
Knochenmarkfettgewebe (bone marrow adipose tissue, BMAT) reichen zwar bis in die
Mitte des 19ten Jahrhunderts zurtick, wurden jedoch jahrzehntelang vernachlassigt.
Knochenmarkadipozyten (bone marrow adipocytes, BMAds), lange Zeit nur als
Markraumflller angesehen, charakterisieren ein einzigartiges Gewebe der
Knochenhohle [40]. Die heterogene stromal-vaskulare Fraktion (SVF) des
Knochenmarks besteht aus adipogenen Vorlauferzellen, Stammzellen, Immunzellen,

Endothelzellen sowie reifen Adipozyten [41].

Entgegen der urspriinglichen Annahme, dass es sich bei diesem Gewebe um ein
metabolisch inertes Organ handelt, konnte unlangst gezeigt werden, dass BMAT ein
distinktes und dynamisches Fettzelldepot darstellt (s. Abbildung 1). Festgestellt wurde,
dass die Markadipozyten unter diversen physiologischen und klinischen Konditionen
akkumulieren, daher konzentriert sich die stoffwechselorientierte Wissenschaft
zunehmend auf die Rolle des Gewebes bei verschiedenen pathophysiologischen
Zustanden, einschlieldlich Adipositas, T2DM, Anorexie und Knochenerkrankungen. Auf
der Grundlage der bisher gewonnenen Erkenntnisse wird die Thematik in den folgenden

Abschnitten ndher beleuchtet.

1.3.1 Morphologie und Anatomie von Knochenmarkfettgewebe

Neben seiner Hauptfunktion als strukturelle Stitze, dient der Knochen als
Calciumreservoir und als hamatopoetisches Kompartiment. Anatomisch umschlief3t die
kompakte kortikale Hille des Knochens sowohl die spongidse Trabekelstruktur als auch
das heterogene Knochenmark [42]. Innerhalb des Marks differenzieren die Vorlaufer der

Adipozyten, auch Pra-Adipozyten genannt, in zwei lokal divergente Populationen, die
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sich in ihrer Morphologie sowie in ihren funktionellen Eigenschaften unterscheiden [43-
45].

Regulatorisches Knochenmarkfettgewebe (regulative marrow adipose tissue, rMAT)
bildet sich bereits wahrend der embryonalen Entwicklung im axialen sowie proximalen
appendikularen Skelett. Regulatorische ~ Knochenmarkadipozyten (rMAds)
charakterisieren kleine Zellcluster mit einer durchschnittlichen Zellgrofte von 31 bis 33
pm, welche im ha@matopoetisch aktiven Knochenmark pradominieren. Kontrar dazu
entsteht das konstitutive Knochenmarkfettgewebe (constitutive marrow adipose tissue,
cMAT) erst nach der Geburt, Gberwiegend im distalen appendikularen Skelett. Neben
einem gréReren Zelldurchmesser (38 bis 39 um) formen konstitutive Adipozyten (cMAds)
zusammenhangende Zellverbande innerhalb des Knochenmarks, vermutlich
resultierend in einer Stabilitdt gegenlber systemischen Veranderungen. Weitere
regionsspezifische BMAT-Unterschiede bestehen in der Lipidzusammensetzung sowie
in der Genexpression. Wahrend rMAds sowohl mehr gesattigte Fettsauren als auch eine
geringere Expression adipogener Marker (z.B. peroxisome proliferator-activated
receptor-y (PPARy), CCAAT/enhancer-binding protein-a/B8, (C/EBP a/p)) aufweisen,
zeichnen sich cMAds durch einen hdheren Ungesattigtheitsindex sowie eine erhdhte
Expression adipogener Transkriptionsfaktoren (TF) aus. Darliber hinaus variiert auch die
Vaskularisierung zwischen den Subtypen — bemerkenswerterweise bezeichnet durch
eine hohere cMAT-Kapillardichte in der Maus [46, 47].

Histologisch ahneln reife cMAds den Adipozyten des peripheren WAT (s. Abbildung 1).
Gleichermalien ist das Gewebe durch monovakuolare Zellen gepragt, welche nahezu
ausschliellich aus Triglyceriden bestehen. Trotz ihrer betrachtlichen adaptiven
Plastizitat weisen die Zellen des Knochenmarks tendenziell dennoch ein geringeres
Volumen auf [48]. In Relation zum weilen Fett verfligt das Knochenmarkfett zwar Gber
ein dichteres mitochondriales Netzwerk, eine ausreichende Expression verschiedener
Thermogeneseregulatoren wie z.B. Ucp7, und damit die Fahigkeit zur Entkopplung der
Respiration wie im BAT blieb jedoch aus [49, 50]. Die Erforschung von BMAT als
separates Fettdepot gewinnt zunehmend an Aufmerksamkeit, gleichwohl der bisherige
Kenntnisstand Uber die verschiedenen stoffwechselrelevanten Funktionen noch

rudimentar ist.
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Abbildung 1: Schematische Darstellung der Adipozytensubtypen modifiziert nach Austin
et al., 2023 [50].

a, Brauner, b, beiger und ¢, weilRer Adipozyt. d, Knochenmarkadipozyt unterteilt in cMAd (links)
und rMAd (rechts). Dargestellt sind Zellkerne (braun), Vakuolen (gelb/beige) und langliche
Mitochondrien (braun).

1.3.2 Ursprung von Knochenmarkfettgewebe

Das Knochenmark reprasentiert eine multidimensionale Struktur, die vorrangig dem
Erhalt des homoéostatischen Gleichgewichts des Knochens und der Hamatopoese dient
[49]. Im vorangegangenen Abschnitt wurde bereits auf das Vorkommen und die
Expansion von Adipozyten in der Markhdhle und deren Bedeutung flr vielfaltige
Dysfunktionen hingewiesen. Ausgehend von einer hochkomplexen Regulation der
Adipogenese im Knochenmark steht die Heterogenitat der Fettzellpopulation und ihr
Einfluss auf das zunehmend beeintrachtigte Stamm-/Progenitorzellreservoir im Fokus
aktueller Forschungsbemihungen. Grundlegend wird das sich selbsterneuernde
Knochenmark von hamatopoetischen Stammzellen (HSZ) sowie mesenchymalen
Stammzellen (MSZ) gebildet, deren Differenzierung eng miteinander verknlpft ist. Bis
vor wenigen Jahren wurde angenommen, dass sich Adipozyten aus Vorlauferzellen
ihres spezifischen lokalen Depots differenzieren. Koharent dazu demonstrieren die
Erkenntnisse der letzten 30 Jahre, dass sich die BMAT-Progenitoren genetisch von
denen des BAT sowie WAT unterscheiden. Im Gegensatz zu weilRen Fettprogenitoren
sind BMAd-Vorlaufer beispielsweise Osterix (Oxz)- positiv [51, 52], obgleich Oxz nicht
alleinig als wichtiger TF der Osteoblasten, sondern auch als Marker mesenchymaler
Vorlaufer gilt [19, 53]. Braune Pra-Adipozyten entwickeln sich aus myogenic factor 5
gene (Myf5)- positiven myogenen Vorlauferzellen [54], wobei das Vorhandensein von
Myf5 in Markadipozyten nicht bestatigt werden konnte [52]. Widerlegt werden konnte

auch ein friher vermuteter hamatopoetischer Ursprung der BMAds [51].

Im Jahr 2015 postulierten Berry et al. einen strahlenresistenten, nicht endothelialen und
hamatopoetischen, sondern mesenchymalen Ursprung der BMAd-Vorlauferzellen [52].

MSZ, multipotente Vorlauferzellen, differenzieren im Allgemeinen in strukturell und
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funktionell unterschiedliche Zelltypen, darunter Osteoblasten, Myozyten und Adipozyten.
Zur Konkretisierung der Hypothese einer mesenchymalen Subpopulation mit
stammzellahnlichen Eigenschaften hat insbesondere die Gruppe um Ambrosi et al.,
2017 beigetragen und die zellulare Identitat der Adipozyten-Linie spezifiziert [43].
Innerhalb der Nische scheint das Differenzierungsschicksal der multipotenten MSZ
zundchst kompetitiv ausbalanciert zu sein, wobei eine Interaktion zahlreicher
Signalwege und linienspezifischer Transkriptionsregulatoren die Festlegung der MSZ
entweder zu osteochondrogenen oder zu adipogenen Vorlauferzellen definiert [55, 56]
(s. Abbildung 2).

Der Wnt/B-Catenin-Signalweg als auch die Aktivierung spezifischer TFs sind maf3geblich
an der Differenzierung zu Osteoblasten beteiligt [57]. Auf der Pra-Osteoblastenebene
schafft runt-related transcription factor 2 (RUNX2) als primarer Transkriptionsregulator
die Voraussetzungen fir die Osterixaktivierung, gefolgt von Markern terminaler
Osteoblasten wie receptor activator of NF-kB ligand (RANKL) und Osteocalcin [19]. Eine
Aktivierung des Wnt/B-Catenin-Signals wirkt nachweislich anti-adipogen [58]. In
Korrelation dazu zeigte eine Studie von Guo et al., 2008, dass eine Inaktivierung der
Signalkaskade die Adipogenese humaner MSZ stimuliert [59]. Bei Adipositas ist die
Hochregulation pro-adipogener Marker (z.B. C/EBP, PPARYy,
Fettsdurebindungsprotein aP2 (FABP4)) mit der Herunterregulation von Runx2
assoziiert [43, 49, 60]. Auffallend ist, dass speziell die Aktivierung von PPARYy in der
MSZ-Vorlauferzelllinie  eine  adipozytare Differenzierung auf Kosten der
Osteoblastogenese initiiert [19]. TFs der C/EBP-Familie vermitteln eine nachgeschaltete
Kaskadenreaktion im Verlauf der Adipogenese, resultierend in der Aktivierung von
C/EBPa. Bemerkenswerterweise interagieren die verschiedenen C/EBP-Subtypen nicht
nur mit PPARy, sondern regulieren sich Uber eine Rickkopplungsschleife gegenseitig
[61, 62]. Experimentelle Studien mit C/EBP-defizienten Mausen bestatigten die
Relevanz der TF durch eine beeintrachtigte Adipogenese sowie Insulinempfindlichkeit
[63]. Additiv besitzen auch knochenmorphogene Proteine, kurz BMP (bone morphogenic
proteins), die Fahigkeit, die Adipogenese durch Induktion von PPARy und C/EBPa zu
stimulieren [64]. Insgesamt fungiert das vom PPARy-Gen (Pparg) kodierte Protein direkt
und indirekt als zentraler Regulator der adipozytaren Differenzierung. Sowohl die
konditionale als auch die globale Deletion von Pparg in Adipozyten fihrt bei Mausen

zum Verlust von Fettgewebe [19, 65-67].

Der Entscheid der multipotenten MSZ zur Differenzierung in Adipozyten wird also primar

durch die Expression adipogener Faktoren wie PPARy und C/EBP gepragt. Nach
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Initiierung der Signallbertragung fihrt die erhdhte Expression adipozytarer TF zur
Hochregulation spezifischer Marker reifer Adipozyten, darunter FABP4, Leptin und
Adiponektin [57, 68, 69]. Neben den bereits erwdhnten Kaskaden wird sowohl die
Adipogenese als auch die Osteogenese malgeblich durch den Leptin/Leptinrezeptor
(LepR)- Signalweg reguliert [70]. In einer Studie an Mausen resultierte ein konditionaler
LepR-Knockout in den Extremitdtenknochen in der Favorisierung der osteogenen

Differenzierung [70, 71].

Bis heute ist die Identitat der BMAd-Vorlauferzellen nur vage definiert. BMAds entstehen
im Verlauf der Markadipogenese unterhalb der Wachstumsfuge in der Meta- und
Diaphyse. Ob die Vorlaufer jedoch in der primaren Spongiosa oder im gesamten

Knochenmark lokalisiert sind, verbleibt zu untersuchen [43, 51].

Festgehalten werden kann, dass die multipotente Differenzierung der MSZ in der
heterogenen Mikroumgebung des Knochenmarks einer komplexen Regulation, und den
damit verbundenen Signalwegen und Faktoren unterliegt. Aufgrund der Variabilitat des
Zelltyps, des Differenzierungsstadiums oder der allgemeinen experimentellen
Bedingungen ist das Verstandnis eines zentralen Signaltransduktionsweges bislang

nicht ganzlich homogen [23].

PPARy Pra-Adipozyt Adipozyt EXSEX

MszZ —_— A _Lepﬁ’l‘(_
C/EBPs diponektin
F
Pra-Osteoblast Osteoblast
— @ RANKL

Osteocalcin
RUNX2 Osterix

Abbildung 2: Schematische Darstellung der transkriptionellen MSZ-Differenzierung.

Erstellt mit Biorender.com.

1.3.3 Metabolische Charakteristika und Funktionen von BMAT

1.3.3.1 Alters- und geschlechtsspezifische Physiologie von BMAT

Fettgewebe bildet einen integralen Bestandteil des Knochenmarks. Faktisch
differenzieren sich Markadipozyten in zwei lokal divergente Populationen, welche sich in
ihrer Morphologie und Charakteristik unterscheiden [43-45]. Vorhergehend in Kapitel
1.3.1 angesprochen wurde, dass rMAds sowohl beim Menschen als auch bei Nagetieren

vorwiegend im zentralen Skelett zu finden sind, wahrend cMAds hauptsachlich in den
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Diaphysen der langen Rdhrenknochen, insbesondere der Tibia, lokalisiert sind. Unter
der Annahme, dass die Knochenmarkressourcen aufgrund der Erythrozytenproduktion
erschopft sind, bleibt das Vorhandensein von cMAds in der hamatopoetischen
Markhohle neugeborener Saugetiere vorerst aus [72]. Im Laufe des Lebens wird eine
exponentielle Anhdufung von Adipozyten im hamatopoetischen Mark beschrieben.
Perinatal beginnt eine Transformation des hamatopoetisch aktiven Markes in Fettmark
[44]. Vorwiegend wird das Fett beim Menschen bis zum siebten Lebensjahr in den
distalen Epiphysen der Réhrenknochen und ab dem Alter von 12-14 Jahren in der Mitte
des Schaftes identifiziert [73]. Erstaunlicherweise machen BMAds insgesamt etwa 10 %
des Korperfetts und bis zu 70 % des Knochenmarkvolumens eines gesunden 25-jahrigen
Menschen aus, zudem sich die Adipozyten auch in den Wirbeln, dem Brustbein, den
Rippen sowie dem Becken finden [48, 49, 73, 74]. Indes Mause eine geringere
Markadipositas aufweisen als Menschen, ahnelt sich die zeitliche Abfolge der
Entwicklungsstadien [40]. Generell wird eine unkontrollierte Akkumulation von
intramedullaren Fettzellen mit zunehmendem Alter und unter pathologischen
Bedingungen wie Adipositas und verschiedenen Stoffwechselstérungen beschrieben
[41]. Diese Erkenntnisse wurden u.a. durch eine Studie von Ambrosi et al., 2017
verifiziert. Hier wurde eine signifikant erhdhte Genexpression des adipogenen Markers
PPARYy in den langen Réhrenknochen von vergleichsalten Mausen (25 Monate versus 2
Monate) nachgewiesen [60]. Anerkannt ist, dass Manner grundsatzlich ein hoheres
BMAT-Volumen erlangen als Frauen, wobei das Erreichen der Menopause bei Frauen
mit einer Zunahme der Knochenfettmasse einhergeht [49, 74, 75]. In Anbetracht dessen
wurde ein Ostrogenmangel in der Postmenopause der Frau mit einer erhdhten
Adipogenese im Knochenmark in Verbindung gebracht [76]. Analog zeigten Studien mit
HFD (high fat diet)- gefutterten Mausen identische Auswirkungen eines Ostrogen-
Defizits auf die Physiologie des Fettdepots [77]. Neben geschlechtsspezifischen
Unterschieden hinsichtlich des BMAT-Volumens konnten in einer weiteren Humanstudie
auch Differenzen in den molekularen Eigenschaften nachgewiesen werden. Bei Frauen
wurde im Geschlechtervergleich eine geringere Lipidsattigung des Fettgewebes ermittelt
[78]. Zusammenfassend andert sich das zellulare Kompartiment des Knochenmarks mit
dem Alter, dem Geschlecht sowie der Stoffwechsellage [71]. Ungeachtet dieser
Erkenntnisse bleiben Herausforderungen fir das Verstandnis von BMAT als kritischem
Akteur u.a. im Alterungsprozess bestehen. Auch der Einfluss geschlechtsspezifischer
Sexualhormone auf die Entwicklung und die Beschaffenheit des BMAT bedarf weiterer

Forschung.
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1.3.3.2 BMAT-Lipidmetabolismus

Grundlegend wurden lipolytische Eigenschaften des Markfetts verzeichnet. In vitro
kultivierte BMAds reagieren nur geringfiigig auf eine Katecholamin-stimulierten Lipolyse
[79], wahrend auch Studien in vivo auf eine verminderte katabole Reaktion des BMAT in
Korrelation zum WAT hinweisen [80, 81]. Addierend zu einer verminderten BMAT-
Lipidmobilisation im Vergleich zum WAT eruierten Scheller et al, 2015
regionsspezifische Variationen der lipolytischen Aktivitat, wobei rMAds weniger resistent
sind als cMAds [82]. Paradoxerweise akkumulieren BMAds auch im Rahmen eines
systemischen Energiedefizits — beispielsweise der Kalorienrestriktion bei Mausen [83]
oder bei Patienten mit Anorexia Nervosa [44, 84]. Die Kenntnisse Uber die inter- und
intrazellularen Mechanismen, die bei der Nutzung von BMAT als Energiereserve eine
Rolle spielen, sind jedoch noch fragmentarisch. Es wird angenommen, dass eine
unzureichende Energiebereitstellung mit einer erhéhten Lipolyse peripherer Gewebe
(z.B. WAT) korreliert — gefolgt von einer erhdhten Sekretion freier FS, die direkt und/oder
indirekt auf die BMAds wirken [79, 85]. Die Signifikanz der BMAd-Lipolyse firr die
Knochenhomoostase konnte unlangst durch wissenschaftliche Arbeiten belegt werden.
Mit Hilfe eines BMAd-spezifischen Cre-Mausmodells wurde die Triglycerid-Lipase
(ATGL, Pnpla2-Gen) — ein geschwindigkeitsbestimmendes Enzym der Lipolyse —
deletiert, gefolgt von einem defizitaren Katabolismus sowie einer erhéhten Anzahl und
GroRRe von Fettzellen im Knochenmark [85]. Zuklnftige Untersuchungen sind dringend
erforderlich, um den Beitrag des klinisch relevanten Fettdepots als lokale Energiequelle

im somatischen Energiestoffwechsel zu verifizieren.

1.3.3.3 Insulinsensibilitdt und Glukoseaufnahme von BMAT

Die Relevanz der weillen Fettzellen, die als komplexes endokrines Organ vielfaltige
systemische Wirkungen austben [83, 86], wurde eingangs dargestellt (vgl. Abs. 1.2). Ein
metabolisches Merkmal der Adipozyten ist die Reaktion auf Insulin mit einer stimulierten
Glukoseaufnahme [23]. Adipozyten im Knochenmark tragen ebenfalls zur systemischen
Glukosehomoostase bei. In vivo-Studien an Mausen konnten erstmals zeigen, dass die
relative Glukoseaufnahme im BMAT gleich oder sogar hoher ist als im WAT und in der
Skelettmuskulatur. Obgleich das periphere Skelett ein signifikant hdheres Fettvolumen
kennzeichnet, weisen die BMAds sowohl in der axialen als auch der appendikularen
Region eine erhdhte basale Glukoseaufnahmekapazitat auf. Interessanterweise zeigte
sich, dass BMAds resistent gegenulber Insulin und Kalte-stimulierter Glukoseaufnahme
sind [87]. Die Annahme, dass BMAT als insulinsensitives Organ komplett analog zum

WAT agiert, konnte in der Vergangenheit stellenweise widerlegt werden. Nachgewiesen
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werden konnte, dass weder das Level von Insulinsignalgenen noch an phosphoryliertem
(p)-AKT in isolierten Knochenmarkzellen von HFD-behandelten Mausen nach

Insulinstimulation ansteigt [88].

1.3.3.4 Sekretorische Eigenschaften von BMAT

WAT fungiert sowohl als Energiespeicher als auch Warmeisolator [86]. Nunmehr besteht
ein umfassendes Verstandnis Uber die bedeutende endokrine Funktion des
hormonproduzierenden Organs im Rahmen des Ganzkdrpermetabolismus. Es wird ein
direkter Zusammenhang zwischen IR und chronischer Entzindungsreaktion des
Gewebes im Rahmen eines adipdsen Phanotyps suggeriert [89]. So begunstigt eine
Ubermafige WAT-Expansion aufgrund von Zellhypertrophie und -hyperplasie Anomalien
des metabolischen Gleichgewichts. Des Weiteren wird eine Kausalitat von Adipositas
vermittelten Komorbiditaten mit einem chronisch-inflammatorischen Phanotyp und einer
erhdhten Expression von Entziindungsgenen (z.B. Monozyten chemotaktisches Protein
1 (MCP-1), Tumornekrosefaktor a (TNF-a), Interleukin 6 (IL-6)) angenommen [90].

Erganzend beeinflussen verschiedenartige inflammatorische Fettgewebshormone, sog.
Adipokine, zahlreiche Stoffwechselvorgange [23]. Das pro-inflammatorische
Peptidhormon Leptin, ein essenzieller Regulator des Hungergefiihls, war bereits
Bestandteil vorheriger Abschnitte (vgl. Abs. 1.3.2). Das anti-inflammatorische
Adiponektin wird wie Leptin fast ausschlieRlich von Adipozyten gebildet; als Antagonist
zu Leptin sinkt der Spiegel des Hormons hingegen bei Adipositas und/oder IR [91].
Neben der Insulinantwort férdert Adiponektin auch die Oxidation von freien FS, sodass
eine erhdhte Serumkonzentration mit einer Gewichtsabnahme verknipft ist. Die
Messung des zirkulierenden Adiponektin-Spiegels fungiert daher als etablierter

Biomarker u. a. fur kardiometabolische Erkrankungen [91, 92].

Auch fur das BMAT konnten seither etliche parakrine und endokrine Eigenschaften
identifiziert werden [83, 86, 91]. In Konformitat mit dem WAT ist sowohl eine erhdhte
Leptin-Expression und -sekretion im BMAT mit Adipositas und IR assoziiert als auch eine
Abnahme wahrend einer Kalorienrestriktion [83, 93]. Es erscheint zunachst paradox,
dass nicht nur unter adipésen Bedingungen, sondern auch unter Mangelbedingungen
neben einer dynamischen Zunahme des Fettgewebes eine Hochregulation der
Adiponektin-Sekretion beobachtet wird. Anlasslich mehrerer Studien in Maus und
Kaninchen wird resimiert, dass BMAds die Fahigkeit besitzen die Adiponektin-Synthese
zumindest wahrend eines Energiedefizits zu beeinflussen [83, 86]. In diesem Kontext

wurde beispielsweise gezeigt, dass eine BMAT-Ablation den Serumspiegel des

11



Einleitung

Peptidhormons reduziert [83, 93]. Auch in Menschen wurde eine enge Beziehung
zwischen BMAT und Adiponektin verzeichnet, wobei eine Erhéhung bei jungen Madchen
[94] sowie pra-menopausalen Frauen [95] beschriecben wurde. In einer

gemischtgeschlechtlichen Kohorte wurde keine Kausalitat festgestellt.

Komplementar zu den zentralen und metabolisch relevanten Adipokinen sezernieren
BMAds weitere Signalmolekule, darunter zahlreiche Zytokine wie IL-6, IL-8, TNF-q,
MCP-1, chemokine (C-X-C motif) ligand (CXCL) 1, CXCL2 und CXCL12 [86].
Zunehmend untersuchen Studien den inflammatorischen Status des Fettdepots. Neben
der ausbleibenden IR (vgl. Abs. 1.3.3.3) wiesen isolierte Knochenmarkzellen von HFD-
behandelten Mausen verminderte mRNA-Spiegel verschiedener Entziindungsgene wie
TNF-a und IL-18 auf [88]. Sowohl flir ein pro-adipogenes und pro-apoptotisches [96] als
auch fir ein pro-inflammatorisches [97] BMAT-Zytokinprofil wurden bisher
widersprichliche Daten publiziert. Konsens besteht jedoch Uber eine altersabhangige
Regression des Expressionsniveaus, die mit einer Abnahme des pro-inflammatorischen
BMAT-Profils einhergeht.

Im Ubrigen besitzen BMAds sowohl adipogene als auch osteogene Eigenschaften, da
sie TFs beider Differenzierungslinien sezernieren konnen — beispielsweise das
adipogene PPARy oder das osteogene RANKL [98] (vgl. Abs. 1.3.2). Nebst der
Manipulation des MSZ-Differenzierungspotentials durch sekretorische Adipozyten wird
deren Einwirkung auf die Hamatopoese als Quelle des pro-hamatopoetischen
Stammzellfaktors (stem cell factor, SCF) [99] kontrovers diskutiert (s. Abs. 1.3.5.1).
Grundsatzlich geht aus der Literatur hervor, dass es sich bei BMAT um ein
anpassungsfahiges Gewebe mit ausgepragter Stoffwechsel- und Sekretionsaktivitat
handelt.

1.3.4 Veranderungen des BMAT bei Adipositas und

Stoffwechselstorungen

Derzeit anerkannt ist, dass Adipositas und der pathophysiologische Verlauf des T2DM
das Risiko fur verschiedene Folgeerkrankungen wie Osteoporose und ein steigendes
Frakturrisiko erhohen [60, 74]. Verschiedene Studien an Menschen und Mausen konnten
die Hypothese einer charakteristischen Veranderung des Knochenmarks unter
diabetischen Bedingungen festigen. So geht ein diabetischer Phanotyp in der Regel
unmittelbar mit einer Abnahme des Anteils an hamatopoetischem Gewebe, einer
vermehrten Fettablagerung und einer Ausdiinnung der Knochenstruktur einher [44].

Diabetiker zeigten eine erhdhte Pravalenz von Frakturen und erhéhte Werte freier FS im
12
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Knochenmark, die mit dem etablierten T2DM-Mausmodell korrelierten [44]. Der
gemeinsame mesenchymale Ursprung von Osteoblasten und Adipozyten war bereits
Gegenstand vorheriger Abschnitte (vgl. Abs. 1.3.2). Nahe liegt, dass ein
hyperglykdmischer Zustand die adipogene Differenzierung férdert und somit einen
Knochenverlust beglnstigt [100]. Inwieweit BMAds einen essenziellen Osteoblasten-
Suppressor darstellen, bleibt zunachst dahingestellt. Um die Mechanismen der
Dysbalance des diabetischen Knochens zu explorieren, wurden bisher mehrere Ansatze
publiziert. Einen wesentlichen Hinweis lieferte zuletzt die Gruppe um Tencerova et al.,
die postulierte, dass eine zelluldre metabolische Programmierung im Rahmen der MSZ-
Differenzierung entweder zu Adipozyten oder zu Osteoblasten entscheidend ist.
Denkbar ist ein hypermetabolischer Zustand der adipogenen Vorlaufer, der auf einer
erhdhten Expression von Genen u.a. der Insulinsignalkaskade, des Lipidstoffwechsels
und der Glukoseverwertung beruht [101]. Zudem ist beschrieben, dass reife BMAds
Osteoblasten hemmen, indem sie zahlreiche Signalmolekiile wie Zytokine [86, 96],
Lipide [102] und auch adipogene RNA [103] sezernieren (vgl. Abs. 1.3.3.4). Darlber
hinaus setzen Pra-Adipozyten vermehrt den osteoklastenspezifischen Botenstoff
RANKL frei und férdern eine Hochregulierung knochenabbauender Zellen [98, 104, 105].
Eine neuere Studie untermauert die bisherige Datenlage: Ein durch Diphtherietoxin
(DTA) induzierter Verlust von BMAds flihrt zu einer Zunahme der lokalen Knochenmasse

in der distalen Tibia und in den kaudalen Wirbeln [67].

Festgehalten werden kann, dass das Fettdepot aufgrund seiner Lokalisation an Orten
aktiver Hamatopoese sowie Osteogenese sowohl lokale als auch systemische
Stoffwechselvorgange direkt und/oder indirekt durch exponentielle Expansion

beeinflussen kann [39].

Zuzuglich zu den zelluldren Aspekten haben Ambrosi und Schulz Adipositas als starken
Induktor fir die Entstehung und die adaptive Plastizitadt von BMAT nachgewiesen [60].
Die Fahigkeit des Knochens, Glukose aufzunehmen, ist inzwischen bekannt [50]. Das
Wissen Uber die Glukoseaufnahmekapazitat von BMAT und ihren méglichen Einfluss auf
die Glukosehomdostase ist jedoch limitiert. Wie zuvor in Abschnitt 1.3.3.3 thematisiert,
dokumentieren aktuelle Arbeiten z.B. von Suchacki et al. auf der Basis von PET/CT-
Analysen eine geringe Aufnahme von Glukose bzw. Fluorodeoxyglukose F 18 ('8F-FDG)
im BMAT langer Réhrenknochen. Allerdings wurde eine erhdhte Aufnahmefahigkeit im
axialen sowie appendikularen Skelett gemessen, welches gleichzeitig durch eine

erhdhte basale Glukoseaufnahme im Vergleich zum WAT charakterisiert ist [87].
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Darlber hinaus wurde ein Kausalzusammenhang zwischen systemischer IR und
potenzierter Markadipositas anhand verschiedener Untersuchungen am Mausmodell
verifiziert [106-108]. Inwieweit BMAT jedoch einen insulinresistenten Phanotyp annimmt,
ist bislang umstritten. Eine Deletion des Insulinrezeptors im murinen Knochen ist mit
einem reduzierten Fettmark der proximalen Tibia assoziiert [109]. Analog flhrt ein
fettspezifischer Insulinrezeptor-Knockout zu signifikant reduzierten BMAds [110]. Erst
kurzlich konnte mit Hilfe von PET/CT-Analysen bei Mausen demonstriert werden, dass
Adipozyten im Knochenmark resistent gegenuber der insulinstimulierten
Glukoseaufnahme sind [87]. Inkongruent dazu widerlegten Forscher um Tencerova et
al. 2018 die Hypothese der IR anhand von isolierten Knochenmarkvorlauferzellen aus
HFD-gefiitterten Mausen [88]. Entsprechende Messungen sowohl des phosphorylierten
(p)-AKT-Spiegels als auch der Insulinsignalgene ergaben nach Insulinstimulation
normale Werte, wodurch das Fehlen der IR im BMAT impliziert wird. Angesichts der
heterogenen Datenlage zur Insulinregulation im BMAT stehen die kontextspezifischen
Mechanismen — sowohl wahrend der basalen als auch der deregulierten
Glukosehoméostase — im Mittelpunkt jingster Forschungsarbeiten. In dhnlicher Weise
muissen auch die regionsspezifischen Unterschiede im Rahmen der BMAT-

Insulinsensitivitat definiert werden.

Im Allgemeinen hat die IR eine Reihe von Immunreaktionen zur Folge. Obwohl der
komplexe immunologische Prozess noch nicht vollstandig verstanden ist, wird eine
Fehlfunktion sowohl der angeborenen als auch der adaptiven Immunantwort vermutet
[8]. Somit spielen nicht nur die Adipozyten selbst, sondern auch das zellulare
Immunsystem eine wichtige Rolle im Zusammenhang mit Adipositas und der damit
verbundenen Krankheitsentstehung des T2DM. Immunzellen wie neutrophile
Granulozyten, Monozyten und Monozyten-differenzierte Makrophagen sind mafgeblich
an der immunvermittelten Entziindungsreaktion im Verlauf des niedriggradigen
chronischen T2DM beteiligt [111]. So ist eine gesteigerte Hamatopoese, insbesondere
eine Leukozytose, ein gangiges Symptom bei Patienten mit unkontrolliertem T2DM
[112].

Ein Ungleichgewicht zwischen dem sich ansammelnden Fett und den hamatopoetisch
aktiven Zellen des Knochenmarks kénnte die Ursache fur dieses sich abzeichnende
klinische Problem sein. Zunehmend belegen Hinweise eine veranderte Komposition des
Knochenmarkmilieus zugunsten der Markadipozyten, korrelierend mit einer Abnahme
der hamatopoetischen Funktion [49, 113]. Dies aulRert sich u.a. durch eine Verschiebung

innerhalb der myeloischen Vorlauferzelllinie. Eine fehlerhafte Leukogenese konnte im

14



Einleitung

Knochenmark adipdser Mause beobachtet werden [114]. Ferner wurde sowohl in
experimentellen als auch in klinischen Studien unter hyperglykdmischen Bedingungen
eine Steigerung der Myelopoese zulasten der Lymphopoese nachgewiesen. U.a. Barett
et. al, 2017 verifizierten, dass Diabetespatienten aufgrund einer Monozytose eine
signifikant erhéhte Produktion und Aktivitat zirkulierender Monozyten aufweisen [112]. In
diesem Kontext gilt die Monozytose auch als anerkannter Risikofaktor fur
kardiovaskulare Erkrankungen [115]. Beispielsweise konnte eine Koharenz zwischen
einer erhohten Monozytenrekrutierung und der Induktion einer Atherogenese in
verschiedenen tierexperimentellen Studien nachgewiesen werden [116]. Summarisch
indiziert eine Leukozytose demnach den systemischen Krankheitsverlauf
[115] — gekennzeichnet durch eine Ubermallige Infiltration von Immunzellen in die

Peripherie und anschlieRend weiter in das entziindete Gewebe [90, 115, 117-119].

Naheliegend ist, dass neben Immunzellen auch pro- und anti-inflammatorische Zyto- und
Chemokine in der Blutbahn und im betroffenen Gewebe Hinweise auf das
Entziindungsgeschehen geben [120, 121]. Bekanntermallen gelten Monozyten und pro-
inflammatorische Makrophagen als Hauptakteure chronischer Stoffwechselstérungen,
da sie entscheidend zur Produktion und Sekretion weiterer Entziindungsmediatoren
beitragen. MCP-1 wurde exemplarisch als Regulator der Makrophagenrekrutierung an
Entziindungsherden nachgewiesen, sodass eine Erhéhung des Plasmaspiegels die
Infiltration in das Fettgewebe adipdser Tiere erklart [122]. Durch die vermehrte
Freisetzung inflammatorischer Botenstoffe in die Blutbahn wird das metabolische
Gleichgewicht gestort. Untersuchungen haben gezeigt, dass eine erhéhte Exkretion von
beispielsweise TNF-a aus Fettzellen mit der Entwicklung einer IR und einer verminderten

Glukoseaufnahme korreliert [90].

Ersichtlich wird, dass die adipozytare Transformation des Knochenmarks in direktem
Zusammenhang mit einer physiologischen Veranderung des hamatopoetischen
Knochenmarkmilieus steht. Aus der Literatur ist zu entnehmen, dass eine HFD bei
Mausen mit einer Suppression von IL-7, einem wichtigen Faktor fir die Lymphogenese,
einhergeht. Die Sekretion von Faktoren durch BMAds lasst auf eine Reduktion in der
lymphoiden Zelllinie schlieBen [114]. Ubereinstimmend damit konnte eine verminderte
B-Lymphopoese durch die parakrine Sekretion von BMAds in vitro manifestiert werden
[123, 124]. Aulerdem wird in einer Publikation von Tencerova et al. ein erhdhter
Adiponektinspiegel im BMAT als Folge von HFD mit einer verminderten B-

Lymphozytenzahl in Verbindung gebracht [88].
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Ob die funktionelle Interaktion zwischen BMAds und der Hamatopoese beim chronisch
entzindlichen T2DM ausschlief3lich auf die betrachtliche endokrine Aktivitat des
Fettdepots zurtickzufihren ist, bedarf weiterer Klarung. Bemerkenswert ist, dass dem
BMAT eine elementare Funktion bei der immunvermittelten Entzindungsreaktion

zugeschrieben wird, die im Folgenden ausfuhrlich diskutiert wird.

1.3.5 Funktionen von BMAT in Physiologie und Pathologie

1.3.5.1 Beziehung zwischen BMAT und der Hamatopoese

Knochenmark — als primar hamatopoetisch aktives Organ — ist ein hierarchisch
aufgebautes, sich selbst erneuerndes Gewebe, das hauptsachlich durch Stammzellen
wie HSZ und MSZ aufrechterhalten wird [49, 125]. Das blutbildende Knochenmark ist
u.a. fur die Myelo-, Erythro, Thrombo- und Lymphopoese verantwortlich [126]. Nebst der
Fahigkeit zur Linien-determinierten Differenzierung sind sowohl HSZ als auch MSZ
wichtige Akteure in verschiedenen physiologischen Prozessen, einschliellich der

Hamatopoese und Osteogenese [49].

Die Heterogenitat der hamatopoetischen Nische wird nicht nur beim Menschen sondern
auch bei der Maus beobachtet [127]. Es konnte gezeigt werden, dass sich der Ort der
Hamatopoese bei Wirbeltieren im Laufe der Entwicklung andert, wobei die Erkenntnisse
Uber die Mikroumgebung des adulten Knochenmarks dominieren [128]. Ein komplexes
Netzwerk koordiniert die Zellproduktion und -freisetzung und tragt so entscheidend zur
Funktion und Homdéostase der hamatopoetischen Zellen bei [129, 130]. Nahe liegt, dass
die Blutbildung im Knochenmark in engem Kontakt mit dem dort lokalisierten MSZ-
Stroma steht, welches das Wachstum und die Differenzierung der HSZ strukturell und
funktionell unterstitzt [49, 131, 132]. Das Stroma besteht aus multiplen Zelltypen,
darunter Endothelzellen, glatte Muskelzellen, retikulare Zellen, stromale Fibroblasten,
Osteoblasten und Adipozyten [41, 133].

Das Vorkommen von Fettzellen im Knochenmark wurde bereits in den vorherigen
Kapiteln beschrieben. Dabei wurde deutlich, dass sich BMAds je nach physiologischen
und pathologischen Bedingungen in unterschiedlicher Dichte in der heterogenen
Zellnische situieren. Die Bedeutung der Fettzellen in der vielfaltigen Mikroumgebung des

Knochenmarks wird vor diesem Hintergrund diskutiert.

Generell wird vermutet, dass BMAds in der Lage sind, auf den Ganzkérpermetabolismus
zu reagieren, wobei multiple Dysfunktionen, einschlieRlich der Hamatopoese oder der

Osteogenese, mit einer signifikanten Zunahme des Fettdepots verbunden sind.
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Tatsachlich geht die Anhaufung von intramedullarem Fett mit einer Verarmung der
hamatopoetischen Zellularitat einher (vgl. Abs. 1.3.4). Eine Studie von Turner et al.,
2018, belegte, dass ein Markadipozyt der Maus aufgrund seines Volumens etwa 30
kernhaltige hamatopoetische Zellen verdrangt [49]. Neben der Mutmalung, dass die
betroffenen Zellen aufgrund des begrenzten Platzangebots in der Knochenmarkhéhle
konkurrieren [134], liefern zahlreiche funktionelle Studien der letzten Jahre
widerspruchliche Ergebnisse zum Beitrag der ausgepragten BMAT-Plastizitat auf die

hamatopoetische Potenz.

Die Fettzellanzahl ist oft invers zum hamatopoetischen Bedarf. Diverse Studien weisen
darauf hin, dass BMAds die Mikroumgebung des Knochenmarks tberwiegend negativ
regulieren. Dass Adipozyten im Knochenmark die Granulopoese durch direkten Zell-Zell-
Kontakt unterdriicken, konnte in vitro gezeigt werden [135]. Auch Neiveiras et al., 2009
verifizieren BMAds als negative Regulatoren der Hamatopoese. Die Studie lieferte
Anhaltspunkte Uber eine funktionelle Interaktion sowohl in vitro als auch in vivo. Neben
der reduzierten Haufigkeit hamatopoetischer Stamm- und Progenitorzellen in BMAT-
reichen Wirbeln des Mauseschwanzes deuten weitere Daten in diesem Zusammenhang
auf eine klinische Relevanz der Hemmung der Adipogenese hin. So wurde bei
lipoatrophischen A-ZIP/F1 "fettfreien" Mausen eine verbesserte Regeneration nach

Knochenmarktransplantation nach Bestrahlung beobachtet [99].

Im Kontrast dazu berichten andere in vitro Studien, dass humane BMAds die
Stammzelldifferenzierung durch die Sekretion pro-hamatopoetischer Faktoren (z.B.
Tyrosinkinase (Kit), vascular cell adhesion protein 1 (Vcam1)) positiv beeinflussen
kénnen [136, 137]. In Ubereinstimmung damit férdern BMAds die hdmatopoetische
Regeneration von Ma&usen nach Bestrahlung durch die Sekretion des HSZ-
regulierenden SCF [138].

Weiterhin fungiert BMAT als lokale Energiequelle im Knochenmark, wodurch die
Erhaltung der Knochen- und blutbildenden Zellularitdt postuliert wird. In einem
bewahrten BMAd-spezifischen Cre-Mausmodell konnte die Gruppe um MacDougald et
al., 2022 die Bedeutsamkeit der Lipolyse im Knochenmark demonstrieren (vgl. Abs.
1.3.3.2). Mause ohne adipdse ATGL (Pnpla2-Gen) zeigten eine dysfunktionale BMAd-
Lipolyse mit Hypertrophie und Hyperplasie. Obwohl die Auswirkungen der Deletion unter
basalen Bedingungen marginal waren, schmalerte ein BMAd-Pnpla2-Mangel die
Myelopoese nach energetischem Stress, wie er im Kalorienrestriktionsmodell bei
Mausen auftrat. Kalorienrestriktion korrelierte hier nicht nur mit abnormer Hamatopoese,

sondern auch mit verminderter trabekuldrer Knochenmasse in BMAd-Pnpla2’- Mausen.
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Ein systemisches Energiedefizit durch BMAd tragt somit zu einer Fehlfunktion der

zellularen Knochenmarknische bei [85].

BMAds als Modulatoren der Hamatopoese wurden kollektiv hachgewiesen, obwonhl
allgemeine Unterschiede in den Ergebnissen einerseits auf kontextspezifische und

andererseits auf regionsspezifische Variablen zurlickzufiihren sind.

1.3.5.2 Einfluss von BMAT auf den Energiemetabolismus

Glukose wird sowohl unter normalen als auch unter pathologischen Bedingungen durch
den Prozess der Glykolyse in Pyruvat umgewandelt. In Gegenwart von Sauerstoff kann
Pyruvat weiter zu Acetyl-Coenzym A (Acetyl-CoA) metabolisiert und im Krebszyklus
oxidiert werden. Der Prozess der oxidativen Phosphorylierung (OxPhos) dient der
Energiegewinnung durch die Produktion hoher Mengen Adenosintriphosphat (ATP)
[139]. Laktat ist das Endprodukt der anaeroben Glykolyse. Es wird durch die
Laktatdehydrogenase (LDH) aus Pyruvat synthetisiert. Nachdem Laktat lange Zeit als
Nebenprodukt der Glykolyse vernachlassigt wurde, hebt eine aktuelle Verdffentlichung
die Bedeutung von Laktat im entziindlichen Fettgewebe bei Fettleibigkeit hervor. Ein
adipozytenspezifischer LDH-Knockout bei Mausen hat einen protektiven Effekt auf die
Glukosetoleranz, die IR und die Reduktion entziindlicher Mediatoren [140]. Die
regulatorische BMAd-Aktivitdt als Reaktion auf verschiedenste Stimuli oder unter
pathologischen Zustanden ist umfangreich dokumentiert. Im dynamischen Prozess der
Energiegewinnung ist daher eine ahnliche Physiologie und Funktion der BMAds zu

erwarten.

Bekanntermalien besteht die Hauptfunktion des WAT in der Energiespeicherung,
wahrend die primare Aufgabe des BAT eher dem Energieverbrauch zugeschrieben wird
[86]. Uber das metabolische Profil von Knochenfett gibt es bisher jedoch nur wenige
Informationen. Zunehmend belegen Hinweise, dass das stoffwechselaktive BMAT
sowohl die Eigenschaften des energiespeichernden WAT als auch des
energieverbrauchenden BAT annehmen kann. MutmalRlich reagiert BMAT als lokales
Energiereservoir im Knochen auf unterschiedliche exogene Stimuli [55, 141]. Mit einer
Abnahme des peripheren Fettgewebes korreliert eine verminderte Effizienz der
Energieverwertung im Rahmen des Alterns oder metabolischer Erkrankungen [142].
Kontrar dazu nimmt das Volumen des BMAT unter den genannten Konditionen zwar zu,
aber die metabolische Aktivitdt scheint ebenfalls beeintrachtigt zu sein. Eine
altersbedingte Umverteilung von Lipiden in Organe wie dem Knochenmark, verbunden

mit einer Induktion von Lipotoxizitat, wird zunachst vermutet [143]. Alterung induziert
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eine pathologische Modulation der Fettqualitat und eine Abnahme ungesattigter FS im
BMAT [144]. Ein Vergleich der Stoffwechselwege zwischen WAT und BMAT ergab eine
geringere Glykogenmenge im BMAT [145]. Hinzukommend wurde ein insulinresistenter
Phanotyp der BMAds bereits diskutiert [87] (vgl. Abs. 1.3.3.3).

BAT-ahnliche Eigenschaften scheinen mit zunehmendem Alter und Diabetes vermindert
zu sein. In diesem Zusammenhang war die Expression der BAT-spezifischen
Genmarker Ucp1, Dio2, Pgc1a und B3-Adrenozeptor im BMAT von 24 Monate alten
C57BL/6J-Mausen und diabetischen Yellow-Agouti-Mausen reduziert [33]. Erst kiirzlich
konnte eine Studie von Craft et al., 2019 das Potenzial einer UCP1-vermittelten
Thermogenese in BMAds ausschlie3en. Die Ergebnisse dieser Publikation legen nahe,
dass UCP1-unabhangige Mechanismen wie Lipid- und Kreatinzyklen in den
einzigartigen Adipozyten involviert sind, die sich sowohl von BAT als auch von WAT
unterscheiden [145]. In der Tat kann jedoch konstatiert werden, dass die BMAds — wie
auch die anderen Fettsubtypen —auf Veranderungen des systemischen

Energiestoffwechsels reagieren.

Das zellulare Stoffwechselprogramm von MSZ wahrend metabolischer Anomalien und
damit die Interaktion von Adipogenese und Osteogenese im Knochenmark sind von
wachsendem wissenschaftlichem Interesse. Symptomatisch fiir Fettleibigkeit in
Verbindung mit einer atypischen Glukosehomdéostase ist eine verstarkte Reaktion auf
Insulin, begleitet von einer unbalancierten adipo-osteogenen Differenzierung zugunsten
der Adipogenese. Im Allgemeinen haben MSZ einen hohen Energiebedarf zur
Aufrechterhaltung der Knochenhomdostase, wobei sowohl der Glukose- als auch der
FS- und Aminosaurestoffwechsel von Relevanz sind [146-148]. Tencerova et al. gingen
2019 erstmals der Frage nach, ob MSZ-Vorlauferzellen im Knochenmark einer
spezifischen metabolischen Vorprogrammierung unterliegen. Dies ist kein unbekanntes
Phanomen: So nutzen auch HSZ, bestimmt durch ihren bioenergetischen Zustand,
differenzierungsabhangig die Glykolyse oder die OxPhos. Adipozytenvorlaufer waren
tatsachlich durch eine verstarkte Insulinsignalisierung und eine maximierte OxPhos-
Kapazitat sowie Lipidspeicherung gekennzeichnet. Gegensatzlich dazu zeigten
osteogene Progenitoren eine verminderte Insulinsignalisierung, eine fehlende
Lipidspeicherung und méglicherweise daraus resultierend eine bevorzugte Nutzung der
Glykolyse [101]. Damit stimmten die Resultate mit der Literatur Gberein. Auch Guntur et
al., beobachteten ein glykolytisches Profil wahrend der osteogenen Differenzierung,
wohingegen bei Pra-Adipozten der 3T3-L1-Linie eine erhdhte OxPhos zu verzeichnen
war [149].
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Adipositas induziert zahlreiche metabolische Abnormalitdten — darunter auch eine
Hyperinsulinamie. Die verstarkte Insulinsignalisierung korreliert mit der Akkumulation
adipogener Vorlauferzellen in MSZ-Kulturen adipdser Patienten [150]. Auch in vivo
wurde eine erhéhte Menge an charakteristischen Leptinrezeptor-positiven (LepR*) und
Insulinrezeptor-positiven (IR*) Zellen im cMAT detektiert. Ausgehend von einem
hypermetabolischen Phanotyp aufgrund der mit Fettleibigkeit assoziierten
Begleiterkrankungen resultiert ein Ungleichgewicht der Vorlauferzellen in Richtung
Adipozyten sowohl in einer erhdhten Glukoseverwertung als auch in einer verstarkten
mitochondrialen OxPhos. Reaktive Sauerstoffspezies und eine beschleunigte
metabolische Seneszenz der MSZ im Knochenmark sind die Folge. Eine interessante
Perspektive flir die klinische Translation bietet die Modifikation des Insulinsignalwegs.
Es konnte aufgezeigt werden, dass eine Insulin-Hemmung die Adipogenese und damit
die OxPhos und das seneszente Knochenmark-Mikromilieu reduziert [150]. Generell
wird die Verbesserung des MSZ-Energieprofils als Ziel bei der Behandlung von
Adipositas und Diabetes angesehen. Ambrosi et al. haben kirzlich gezeigt, dass die
Hemmung der Dipeptidylpeptidase-4 (DPP4), ein proteolytisches Enzym, den
Glukosestoffwechsel und die Lipolyse stimulieren und die osteogene Differenzierung

unterstitzen kann [43, 151].

Andere Krankheitsbilder, darunter die akute myeloische Leukamie (AML), sind ebenfalls
zunehmend mit der Redundanz von Adipozyten im Knochenmark konfrontiert. Berichtet
wurde beispielsweise, dass AML das Remodelling sowie den Katabolismus von BMAds
stimuliert und dadurch die metabolische Aktivierung der Fettsdureoxidation férdern und
eine Entkopplung der OxPhos durch die Synthese von Acetyl-CoA aus FS bewirken kann
[139].

Grundsatzlich bleibt der genaue Nutzungsmechanismus von Glukose, FS und
Aminosauren wahrend der MSZ-Differenzierung zu klaren. Weitere Studien sind
vonnéten, um die Rolle der adipogenen Vorstufen und/oder der reifen BMAds als
endokrines Organ und moglicherweise als Regulatoren der Energiehomoéostase zu
prazisieren. Die Mdglichkeit, das Schicksal der MSZ zu bestimmen, kodnnte einen
therapeutischen Ansatz fiir viele Knochenmark assoziierte Erkrankungen wie Adipositas,

Osteoporose oder Leukamie darstellen [55].
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1.4 Extrazellulare Matrix

Die extrazellulare Matrix (EZM) ist eine hochkomplexe, nichtzellulare Struktur, die
hauptsachlich aus Kollagenen, Proteoglykanen, Glykosaminoglykanen, Elastin,
Fibronektin, Laminin und verschiedenen anderen Glykoproteinen besteht [152, 153].
Das komplexe Netzwerk aus Matrixelementen und verschiedenen
Zelloberflachenrezeptoren ist fiir Zellfunktionen wie Uberleben, Wachstum, Migration,
Differenzierung und die Aufrechterhaltung der metabolischen Homdostase unerlasslich
[153]. Die EZM-Integritat ist entscheidend fir die adaquate Funktion verschiedener
Zellen bzw. Organe und eine Fehlfunktion der EZM-Zusammensetzung und -Struktur ist
mit verschiedenen Erkrankungen assoziiert. Besonders Adipositas bedingt eine
dramatische VergréRerung der Adipozyten einhergehend mit der Notwendigkeit eines
kontinuierlichen Remodellings der EZM [154, 155]. Unter adipdsen Bedingungen
reagiert Fettgewebe dynamisch mit Hypertrophie und Hyperplasie [156]. In Abschnitt 1.2
wurde beschrieben, dass Adipozyten vakuolare Tropfchen enthalten, in denen Lipide
gespeichert werden. Ein Platzen der Lipidtropfen unter starker mechanischer Belastung
kann durch die Strukturgebung der EZM verhindert werden [157]. Ein hohes
Aktivitatsniveau und eine schnelle mikroanatomische Anpassungsfahigkeit der Matrix
ermoglichen dabei die mechanische Unterstutzung der Fettzellen. Eine veranderte
Nahrstoffverfliigbarkeit beeinflusst die Expression von Matrixproteinen und katabolen
Enzymen in Adipozyten [23, 158]. Bei fehlender Anpassung der Matrix wird eine
hypertrophe Grenze der Zellen erreicht, die mit charakteristischen Adaptationen der
weillen Adipozyten korreliert. Diese kdnnen Hypoxie, systemische Entziindung oder
Fibrose sein [155, 159]. Matrix-Metalloproteinasen (MMP) sind unter pathologischen
Bedingungen malgeblich an der Umgestaltung der EZM beteiligt [160]. Als Folge der
Degradation von EZM-Komponenten resultiert eine vermehrte Sekretion
matrixgebundener  Molekile, insbesondere inflammatorischer Zytokine und
Wachstumsfaktoren. Ein fibrotischer Zustand, der durch eine tGbermaRige Ablagerung
von Matrixbestandteilen im Gewebe hervorgerufen wird, initiiert selbst vielfaltige
pathologische Prozesse wie die Produktion und Sekretion inflammatorischer Botenstoffe

und die Infiltration von Immunzellen [161, 162].

Neben ihrer mechanischen Stutzfunktion stellt die EZM somit ein Reservoir fiir eine
Vielzahl unterschiedlicher Signalmolekiile sowie einen Ausgangspunkt fir multiple
rezeptorvermittelte zelluldre Prozesse dar. Postuliert wird, dass die Matrix als

wesentlicher Modulator der Fettgewebshomoostase, der Immunzellantwort sowie der
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Zellphysiologie eine tragende Rolle bei der Regulation von Stoffwechselerkrankungen
innehat [163].

1.5 Hyaluronsaure

Hyaluronsaure (hyaluronic acid, HA), ein lineares Glykosaminoglykan, stellt einen
wichtigen Bestandteil der EZM von Saugetieren sowie einiger Prokaryoten dar.
Strukturell setzt sich die HA aus Disacchariden, bestehend aus B-D-Glucuronsaure
(GIcA) und N-acetyl-3-D-Glucosamin-Bausteinen (GIcNAc), zusammen, welche Uber
B-1,3 beziehungsweise (-1,4 glykosidische Bindungen verknipft werden [164]
(s. Abbildung 3). Jedes Dimer weist ein Molekulargewicht von circa 400 Dalton (Da) auf
[165], wobei Molekiile mit einem Gewicht von bis zu 2x10° Da gebildet werden kénnen
[166]. HA ist weder sulfatiert noch anderweitig modifiziert, im Gegensatz zu vielen

anderen Glykosaminoglykanen wie Chondroitinsulfat oder Heparansulfat [167, 168].
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Abbildung 3: Chemische Struktur der Hyaluronsdure modifiziert nach Jiang et al., 2011
[169].

HA besteht aus alternierenden Einheiten von N-acetyl-B-D-Glucosamin (GIcNAc) und B-D-
Glucuronsaure (GIcA), die Gber p-1,3 und B-1,4 glykosidische Bindungen miteinander verkniipft
sind.

1.5.1 Synthese, Vorkommen und Degradation der HA

Die HA-Synthese erfolgt gegensatzlich zur Biosynthese anderer Glykosaminoglykane
nicht im Golgi-Apparat der Zellen, sondern direkt an der zellularen Plasmamembran und
ist mit verschiedenen HA-bindenden Proteinen zur Bildung eines komplexen HA-
Matrixnetzwerks assoziiert. Mithilfe drei verschiedener integraler HA-Synthase-
Isoenzyme (HAS1, HAS2, HAS3) wird HA aus den zytosolischen Substraten UPD-a-
Glucuronsaure und UDP-a-N-acetyl-D-Glucosamin synthetisiert, welche abwechselnd
magnesiumanhangig an das reduzierte Ende des Polysaccharids angehangen werden.

Diese extrudieren die entstehenden langlichen HA-Ketten anschlieRend
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transmembranar in den extrazellularen Raum [166-168]. Die strukturelle Identitat der
Isoenzyme betragt ca. 55-70 %, wobei die Has-Expression je nach betrachtetem Zelltyp
und Gewebe variiert [170]. Obwohl HA von zahlreichen Zelltypen sezerniert wird, werden
mesenchymale Zellen als Hauptquelle von HA angesehen [169]. In den meisten
Geweben wie Herz, Fettgewebe sowie in MSZ bildet HAS2 die Hauptisoform, wodurch
ihr die grote HA-Produktionsfahigkeit zugeschrieben wird [171]. Eine zentrale Rolle der
HAS2 konnte auch wahrend der Embryogenese im Rahmen muriner Studien
nachgewiesen werden. Beobachtet wurde, dass ein kongenitaler Knockout der murinen
Has2 aufgrund einer schweren kardialen Fehlbildung embryonal letal ist [172], wodurch
eine essentielle Funktion der HAS2 bereits zu Beginn der embryonalen Entwicklung
postuliert wird. Demgegenlber weisen Has1- sowie Has3-defiziente Mause weder einen
veranderten Phanotyp wahrend der Embryogenese noch eine eingeschrankte

Lebensfahigkeit auf.

Ein wesentliches Charakteristikum der HA ist die Fahigkeit, grolle Mengen Wassers
binden zu kénnen. Die hydrophile HA-Struktur ist eine wesentliche Komponente fast aller
Gewebe des menschlichen Kérpers. Prominente Mengen der HA sind hauptsachlich in
weichem Bindegewebe, einschlieRlich der Haut, dem Glaskoérper des Auges oder der
Nabelschnur lokalisiert [173].

Darlber hinaus konnte jedoch auch die Relevanz der HA als Signalmolekil in
inflammatorischen Prozessen gezeigt werden [174], wobei multiple Signalmolekiile,
Wachstumsfaktoren sowie Zytokine, wie transforming growth factor- (TGF-8), IL-1pB,
TNF-a die Synthese der HA beeinflussen [171]. Hinzukommend belegen zahlireiche
Studien, dass HA als Ligand mit HA-Bindeproteinen (Hyaladherine) uber
Zelloberflachenrezeptoren selbst Entziindungsantworten zu modulieren vermag. Infolge
der Ligand-Rezeptor-Interaktion werden vielzahlige Prozesse reguliert, darunter die
intrazellulare SignallUbertragung, Rezeptor-vermittelte Zelladhasion,
Migration/Proliferation oder Apoptose [164, 171, 172].

Im Allgemeinen erfolgt die Degradierung der HA enzymatisch durch Hyaluronidasen
(HYAL). Die B-1,4-glykosidischen Bindungen zwischen N-Acetyl-D-Glucosamin und D-
Glucuronsaure der HA werden an der Zelloberflache oder in den Lysosomen
hydrolysiert, resultierend in der Freisetzung von HA-Fragmenten. Bis dato wurden sechs
HYAL-Formen identifiziert, von denen HYAL1 und HYAL2 zu den am haufigsten
vorkommenden Formen gehdren [175]. Neben diesen Schllisselenzymen spielt das cell

migration-inducing protein (CEMIP), auch KIAA1199 genannt, eine entscheidende Rolle
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bei der Depolarisation der HA [176, 177]. Weiterhin kann eine HA-Fragmentierung durch

reaktive Sauerstoffspezies verursacht werden [178].

1.5.2 HA- Rezeptoren und -Bindeproteine

HA-bindende Proteine sind essenzielle Bestandteile der EZM. HA ist in der Lage, mit
Rezeptoren auf der Oberflache verschiedener Zellen zu interagieren, um primar die
Ubertragung von Signalen zu erméglichen. Nachfolgend werden sowohl strukturelle als

auch funktionelle Eigenschaften des wichtigen HA-Rezeptors CD44 erlautert.

1.5.2.1 CD44

CD44, ein polymorphes Typ-1-Transmembranglykoprotein, wird auf multiplen Zelltypen
exprimiert. Die Diversitat des Rezeptors wird hauptsachlich durch alternatives Splei3en
sowie posttranslationale Modifikationen, wie der Glykosylierung, bestimmt [179]. Neben
einer zytoplasmatischen und einer transmembranen Domane besteht der Rezeptor aus
einem N-terminalen Linkmolekiil, welches in die EZM ragt und fir die Bindung der HA
verantwortlich ist [180]. CD44 bindet dabei an mindestens sechs HA-Zuckerreste, besitzt
jedoch eine Affinitat fir groRere HA-Molekile [181]. CD44 selbst besitzt keine
intrinsische Kinase-Aktivitdt, wodurch das Adhasionsmolekil nur in Abhangigkeit

anderer Rezeptoren Signalwege modulieren kann [182].

Resultierend aus seiner strukturellen Vielfalt und der HA-CD44-Wechselwirkung ist das
Transmembranprotein durch Zell-Zell- und Zell-Matrix-Interaktionen an zahlreichen
zellularen Prozessen beteiligt [180]. Studien an Menschen und Mausen demonstrierten,
dass CD44 eine wichtige Rolle bei der Fettgewebe-Inflammation sowie der IR spielt.
Kodama et al., 2012 belegten in einem diabetogenen Mausmodell, dass eine Deletion
des Zelloberflachenrezeptors sowohl eine Verbesserung der Entziindung als auch der
IR innerhalb des Fettgewebes zur Folge hatte. Darlber hinaus war eine erhdhte CD44-
Expression im pathologischen Fettgewebe adipéser humaner Probanden festzustellen,
einhergehend mit einem erhéhten CD44-Serumspiegel, ebenfalls verbunden mit einer
verminderten Insulinsensitivitat [183]. Erst kirzlich konnte evaluiert werden, dass eine
Injektion monoklonaler Anti-CD44-Antikérper die systemische Progression der
Entzlindung im viszeralen weillen Fettgewebe adipdser Mause minimierte [184].
Dennoch sind weitere Untersuchungen erforderlich, um einen Kkonkreten
Zusammenhang zwischen der HA-CD44-vermittelten Signalweiterleitung und dem

Entstehen sowie dem Verlauf des T2DM aufzeigen zu kdnnen. Die bisherigen Resultate
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deuten darauf hin, dass CD44 den systemischen Metabolismus beeinflussen kann, was

diesen HA-Rezeptor zu einem potenziellen Target der Diabetes-Therapie macht.

Ein weiterer Aspekt ist die Rolle der HA-CD44-Interaktion in der hamatopoetischen
Nische. So ist etwa bekannt, dass das Adhasionsmolekil an der Reifung und dem
Homing von Entziindungszellen beteiligt ist. Die HA-Bindungsfahigkeit von CD44 wurde
fur verschiedene Zelltypen nachgewiesen, darunter Monozyten [185] oder Makrophagen
[186] und lymphoide Zellen, vor allem T-Zellen [187] und B-Zellen [188].

Interessanterweise eruierten in vitro Studien an Langzeitkulturen von murinem
Knochenmark eine beeintrachtigte Proliferation hamatopoetischer Vorlaufer nach
Blockade des CD44-Rezeptors [189]. Weiterhin wurde beobachtet, dass insbesondere
die Plasmamembran von MSZ von einer intensiven HA-Schicht umgeben ist, die
ihrerseits in der Lage ist, CD44 zu binden [190, 191] . Inwieweit die Bindung von HA an
CD44 die Plastizitat der MSZ moduliert oder als kritischer Akteur in den frihen Stadien

der Hamatopoese agiert, bleibt zu definieren.

1.5.3 HA im Fettgewebe und bei T2DM

Die Mechanismen, die den pathologischen Umbauprozessen der EZM bei Adipositas
zugrunde liegen, sind weitgehend unbekannt, obwohl die chronische
Entziindungsreaktion als treibende Kraft angesehen wird [192]. Zahlreiche Studien
haben sich bislang auf das Fettgewebe als Inflammationsherd unter adipdsen

Bedingungen konzentriert [193].

Die Synthese der HA stellt einen Ausgangspunkt der Glykolyse dar, woraus sich ein
direkter Einfluss auf den Glukosestoffwechsel ableiten lasst. Da Glukosederivate die
Vorstufe von HA bilden, lasst eine erhdhte Verfigbarkeit von aktivierten
Zuckervorlaufern unter hyperglykdmischen Bedingungen eine gesteigerte Synthese von
HA erwarten [28, 164, 194].

Bisher gewonnene Daten in vitro und in vivo lassen auf HA als wesentlichen Modulator
des fettleibigkeitsbedingten EZM-Remodellings im weilen und braunen Fettgewebe
schlielten [28, 169]. Zellen des WAT sind potenziell in der Lage, HA zu synthetisieren.
Ein bewahrtes in vitro Modell verifizierte Veranderungen der HA-Spiegel wahrend der
Differenzierung von 3T3-L1 Pra-Adipoztyen [195]. Ein Anstieg der HA-Konzentration
wurde in der Zelllinie hauptsachlich wahrend der klonalen Expansionsphase registriert.
In diesem Zuge wurde auch die Expression der Has2 mRNA induziert [195, 196],

weshalb primar von einer HAS2-vermittelten HA-Synthese nach Induktion der
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Adipogenese ausgegangen wird. Die Supplementierung von HA im Kulturmedium
verlangerte aullerdem die Lebensdauer und erhdhte das Differenzierungspotential der
stromalen Zellen im murinen Fettgewebe [197]. Ji und Kollegen validierten durch
Behandlung mit exogener Hyaluronidase bzw. der Reduzierung der HAS2-Aktivitat eine

Hemmung der Adipogenese in 3T3-L1-Zellen [198].

Ein wesentliches Charakteristikum weiler Adipozyten ist die zellulare Hyperplasie und
Hypertrophie bei Energieliberschuss [199]. Interessanterweise bestatigten Han et al.,
2007 fruhere Kenntnisse in hypertrophen Fettzellen. Ein signifikanter Anstieg der HA-
Expression ist an eine erhdhte HA-Synthese im WAT gekoppelt [200]. Diskutiert wird
auch, dass hypertrophe Adipozyten mit einem Entzindungszustand sowie einer
gesteigerten HA-Sekretion korrelieren. In diesem Kontext wurde sowohl die
Autophagozytose als auch die Synthese einer monoadhasiven HA-Matrix von 3T3-L1-
Zellen beobachtet [200].

Auch in vivo wurde eine abnorme HA-Konzentration im murinen T2DM-Modell
charakterisiert. In der Tat kommt es unter diabetischen Konditionen zu einer exzessiven
Ablagerung von HA im WAT und in der Skelettmuskulatur. Im Zuge dessen wird
suggeriert, dass dies zur IR wahrend der Progression von T2DM beitragt [89, 201]. Eine
unspezifische Inhibition der HAS-Aktivitat durch 4-Methylumbelliferon (4-MU) reduzierte
nicht nur die Hypertrophie der weilden Fettzellen, sondern auch den Entziindungsstatus.
Grandoch et al., zeigten so eine Abnahme des Volumens, der Rekrutierung von
Immunzellen und des Gehalts an pro-inflammatorischen Zytokinen wie CCL2 und IL-1(3
in den weilRen Adipozyten. Die pharmakologische Hemmung von HA hatte auch einen
positiven Effekt auf die Glukosehomoostase durch eine erhdhte zellulare Glykolyse [28].
Auch Kang et al., beschrieben die Ubersteigerte HA-Exposition als Merkmal
insulinresistenter Skelettmuskeln. Eine dosisabhangige Suppression von muskularer HA
diabetischer Mause reduzierte die AdipozytengroRe und die IR in Leber und
Skelettmuskulatur [89].

Uber die Funktion sowie Komposition der HA-reichen EZM in braunen Fettzellen ist
bislang weniger bekannt. BAT wird insbesondere durch seine thermogenen und
sekretorischen Eigenschaften determiniert, wodurch ein zentraler Beitrag zur
metabolischen Homoéostase vermutet wird. Im Jahr 2019 zeigte eine funktionelle Studie
von Grandoch und Kollegen, dass eine 4-MU-induzierte HA-Hemmung sowohl die IR als
auch den Glukosestoffwechsel im BAT verbessert. Hinzukommend bestatigten selbige
ein moduliertes BAT-Energieprofil durch eine Verschiebung des Glukoseflusses zur

Glykolyse infolge der Inhibierung von HA [28].
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Funktionell verbessert die Unterdriickung der HAS-Aktivitat durch 4-MU die systemische
Glukosetoleranz und die IR in verschiedenen Geweben wie der Skelettmuskulatur oder
dem WAT und BAT, wodurch eine Schliisselrolle der HA in frihen Stadien des T2DM

postuliert wird.
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1.6 Zielsetzung der Arbeit

Adipositas ist mit einer erhéhten Inzidenz von Folgeerkrankungen wie Herz-Kreislauf-
Erkrankungen oder einem T2DM sowie einer erhohten kardiovaskuldaren Mortalitat
assoziiert. Insbesondere die Inzidenz und Pravalenz des T2DM hat in den letzten
Jahrzehnten stetig zugenommen, so dass ein grof3es Interesse an der Erforschung
geeigneter Zielstrukturen fur die Pravention und Therapie der Adipositas bedingten

Glukoseintoleranz und IR besteht.

Wahrend die Bedeutung des weif3en und braunen Fettgewebes umfassend untersucht
zu sein scheint, ist die Bedeutung eines bisher wenig beachteten Fettdepots, des BMAT,
in den letzten Jahren zunehmend in den Fokus des Forschungsinteresses gertckt. Es
wurde festgestellt, dass BMAT unter verschiedenen physiologischen und klinischen
Bedingungen akkumuliert, einschlieBlich Alterung, Adipositas, T2DM und Osteoporose.
BMAT scheint durch seine spezifischen endokrinen und parakrinen Eigenschaften zum
systemischen Stoffwechsel und — aufgrund der engen anatomischen Wechselbeziehung

in der Knochenmarknische — auch zur Hdmatopoese und Osteogenese beizutragen [39].

Als zentraler Bestandteil der EZM vieler Gewebe wurde fir die HA-reiche Matrix eine
wichtige funktionelle Rolle im weil’en und braunen Fettgewebe festgestellt. Auch fir das
stromale Mikromileu des Knochenmarks kann HA bzw. seine modifizierte Synthese in
direktem Zusammenhang mit der Glukosehomdoostase einerseits und der Hamatopoese

andererseits stehen.

Ob eine HA-Matrix auch im BMAT zu finden ist und, ob diese im Rahmen eines sich
entwickelnden Pra-Diabetes ebenfalls Remodellierungsprozessen unterliegt, ist bislang
vollig unklar. Ziel der vorliegenden Arbeit ist daher die Charakterisierung einer
spezifischen BMAT-HA-Matrix sowie die damit verbundene pathophysiologische
Relevanz im Hinblick auf Veranderungen des BMAT-Substratstoffwechsels und der
hamatopoetischen Potenz in der frihen Phase des Pra-Diabetes. Um die Rolle des
Fettdepots und mogliche Auswirkungen eines genetischen HA-Defizits zu evaluieren,
wurde ein etabliertes Mausmodell der Diat-induzierten Adipositas und Glukoseintoleranz
bzw. IR in mannlichen C57BL/6J und verschiedenen Has-defizienten Mausen

verwendet.
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2. Material und Methoden

2.1 Tierversuche

Samtliche Tierversuche wurden mit Genehmigung des Landesamtes fir Natur, Umwelt
und Verbraucherschutz (LANUV) Nordrhein-Westfalen, Bezirksregierung Disseldorf,
unter den Aktenzeichen 81-02.04.2018.A079 bzw. 81-02.04.2020.A130 durchgefihrt.

2.2 Tierhaltung

Die Zucht und Haltung der Tiere erfolgte unter standardisierten Bedingungen in der
Zentralen Einrichtung fir Tierforschung und Tierschutzaufgaben (ZETT) des
Universitatsklinikums der Heinrich-Heinrich-Universitat Disseldorf. Alle Versuchstiere
wurden unter Bericksichtigung eines zirkadianen Tag-Nacht-Rhythmus gehalten, wobei
den Tieren entkeimtes Wasser und Futter der Firma Ssniff (sniff Spezialdiat GmbH,
DE-59494 Soest) ad libitum zur Verfigung stand. Fur die folgenden Versuche wurden

ausschlielich mannliche Tiere im Alter von 13 bis 17 Wochen verwendet.

2.2.1 Verwendete Tiere

Mannliche C57BL/6J-Mause wurden von Janvier Labs (Le Genest-Saint-Isle,
Frankreich) bezogen. Verwendet wurden die Tiere, um die Rolle von BMAT in der

heterogenen Marknische bei Diat-induzierter Adipositas und IR zu charakterisieren.

Zur Validierung des HA-Systems im BMAT und der mdglichen Auswirkungen eines
genetischen HA-Defizits wurde das etablierte Mausmodell fur Diat-induzierte Adipositas
und Glukoseintoleranz bzw. IR [202, 203] auch in verschiedenen Has-defizienten
Mausen verwendet. Die Mauslinien werden im Folgenden detailliert beschrieben. Alle

eingesetzten Tiere haben einen C57BL/6J Hintergrund.

2.2.1.1 Ubiquitare Has7-Knockout Maus (C57BL/6J.Cg-Has1tm)

Fur die in vivo sowie in vitro Versuche wurden ausschliellich mannliche, ubiquitar
konstitutiv Has7-defiziente Mause sowie entsprechende Wildtyp (WT)-Kontrollen
verwendet. Zur Liniengenerierung wurde eine DNA-Sequenz im Exon 5, die flir den

Has1-Lokus kodiert, durch ein Neomycin-resistentes Gen ersetzt [204].
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2.2.1.2 Ubiquitare Has2-Knockout Maus (Rosa26CreER™/Has2fox/flox)

Fur die in vivo sowie in vitro Experimente wurden ausschlief3lich mannliche, ubiquitar
konditionale Has2-defiziente Mause (Rosa26CreER™/Has2f¥flox) [205],
freundlicherweise zur Verfligung gestellt von Y. Yamaguchi, sowie entsprechende WT-
Kontrollen (Rosa26CreER™) [206] (Taconic; Hudson, NY, USA) verwendet.

Da eine kongenitale Deletion von murinem Has2 embryonal letal verlauft, wurde der
Knockout erst im adulten Alter induziert. Die Generierung der Mauslinie basiert auf einem
Cre/LoxP-Rekombinase-System. Die tagliche intraperitoneale (i.p.) Applikation von 1 mg
Tamoxifen/Maus/Tag (Sigma-Aldrich, Darmstadt, Deutschland) an 5
aufeinanderfolgenden Tagen fuhrt zur Kerntranslokation der Cre-Rekombinase,
gebunden an einen mutierten Estrogenrezeptor (ER™). Als Folge der Translokation in
den Zellkern in Verbindung mit einer Aktivierung des ER™ wird die loxP-flankierte DNA-
Sequenz von Exons 2 des murinen Has2-Gens deletiert und degradiert. Die genetische
Deletion der Has2-kodierenden DNA-Sequenz erfolgt im Exon 2, welches das

Startcodon sowie zwei Transmembrandomanen in der N-terminalen Region umfasst.

Eingesetzt wurden Tiere, die hemizygot fir die Expression der Cre-Rekombinase und
homozygot fur das gefloxte Has2-Segement waren (ROSA26CreER™2*"/Hag2flox/flox),
Als Kontrollen dienten Mause, die lediglich hemizygot fir die Cre-Rekombinase waren
(ROSA26CreER™*""). Nach einer 2-wochigen Auswaschphase des Tamoxifens wurden

die Tiere flr die in Kapitel 2.2.3 beschriebenen Futterungsversuche verwendet.

2.2.2 Injektion von Tamoxifen zur Induktion des Has2-Knockouts

Zur Induktion des Knockouts der murinen Has2 wurde Tamoxifen in einer Konzentration
von 10 mg/ml in Erdnussél (Sigma-Aldrich, P2144) gelést. Eine tagliche Dosis von 1 mg
Tamoxifen/Maus wird im Alter von 13 Wochen i.p. appliziert. Die Tamoxifen-Gabe erfolgt
repetitivv an 5 aufeinanderfolgenden Tagen, gefolgt von einer 2-wdchigen
Auswaschphase, um einen moglichen Einfluss des Tamoxifens auf die

Versuchsergebnisse auszuschlieRen.

2.2.3 Fitterung und experimentelles Schema

Das Mausmodell der Diat-induzierten Adipositas sowie Glukoseintoleranz bzw. IR wurde
mit Hilfe einer diabetogenen Diat (DD) generiert. Dazu erhielten alle Tiere ab einem Alter
von 13 Wochen fur die Dauer von 9 Wochen eine hochkalorische Diat (DD, sniff
Spezialdiat GmbH, 59494 Soest). Abweichend hiervon wurde die Fltterung der Has2-

Mause erst zwei Wochen nach der letzten Tamoxifengabe begonnen (Alter der Mause
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17 Wochen). Die Fltterung einer fettarmen Standarddiat (Chow, sniff Spezialdiat GmbH,
DE-59494 Soest) diente der Uberpriifung des etablierten Pra-Diabetes-Modells. Die

Zusammensetzung der jeweiligen Diaten ist in Tabelle 1 aufgeschlisselt.

Tabelle 1: Futterzusammensetzung von Chow und DD.

Inhaltstoffe Chow (%) DD (%)
Rohprotein 18,2 20,5
Rohfett 4.1 36,0
Rohfaser 5,0 -
Rohasche 53 3,5
Starke 43,5 -
Zucker 6,8 24,0

Im Verlauf der Futterung wurden Stoffwechseluntersuchungen zur Validierung des
adiposen/diabetischen  Phanotyps  durchgefiihrt. Neben der  wochentlichen
Dokumentation des Gewichtsverlaufs wurden intraperitoneale Glukosetoleranztests
(i.p. GTT) durchgefuhrt. Ergadnzend wurden durchflusszytometrische Messungen des
Schwanzspitzenblutes zur Immunzellanalyse vorgenommen. Um einen potenziellen
Einfluss der HA auf die Knochenmarknische zu verifizieren, wurden diverse
Endzeitpunktanalysen durchgeflihrt, die im Folgenden dargestellt werden. Das

experimentelle Schema der jeweiligen Linien ist in Abbildung 4 ersichtlich.
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Abbildung 4: Experimentelles Schema.
Experimentelles Schema der a, C57BL/6J, b, Has7- und ¢, Has2-defizienten Mause.

2.2.4 Intraperitonealer Glukosetoleranztest

Zur Analyse der Glukosehomdostase und damit eines diabetischen Phanotyps wurden
i.p. GTTs durchgefiuhrt. Unmittelbar nach einer 6-stlindigen Nahrungskarenz wurde die
basale Blutglukosekonzentration gemessen, um mogliche nahrungsinduzierte
physiologische Prozesse zu eliminieren. AnschlieRend erfolgte eine i.p. Injektion von
Glukoseldsung (Dosis 1 mg/g Korpergewicht Glukose; Stocklésung 40 g Glukose-
Monohydrat in 100 ml Wasser; steriffiltriert). Der Verlauf nach Applikation wurde Uber die
Folgezeit von 2 Stunden durch erneute Bestimmung der Blutglukosekonzentration nach
5, 15, 30, 60 und 120 Minuten (min) ermittelt. Die Blutentnahme (1,5 ul Bluttropfen)
erfolgte durch Punktieren der Schwanzvene. Die Kontrolle des Blutzuckerspiegels wurde
per Einzelbestimmung mit dem Blutzuckermessgerat Accu-Check Compact Plus (Roche
Diagnostics, Mannheim, Deutschland) durchgefiihrt. Der GTT wurde in den jeweiligen

Mauslinien nach 3, 6 und 9 Wochen Futterung wiederholt.
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2.2.5 Organentnahme und Gewebepraparation

Nach einer 9-wochigen Futterungsperiode wurden die Tiere mittels Kohlendioxids unter
Verwendung einer GasDocUnit® euthanasiert und die Hinterlaufe anschlieRend mit
Ethanol 70 % (v/v) desinfiziert. Die Tibiae wurden entnommen, indem zunachst die Haut
vom Sprunggelenk bis zur Leiste sowie die Muskulatur beider Beine entfernt wurden.
Sofern erforderlich wurde der Knochen samt Knochenmark in einen proximalen und
einen distalen Bereich separiert und durch Zentrifugation bei 54335 x g RT fir 2 min
isoliert. In Abhangigkeit der finalen Analyse wurde das Gewebe entweder in flissigem
Stickstoff schockgefroren und anschlieBend bei -80°C gelagert oder zur
Weiterverarbeitung auf Eis gehalten. Eine anschauliche Darstellung der verschiedenen
Subtypen des Knochenmarks findet sich in Abbildung 5. Eine detaillierte Beschreibung
der Subtypen findet sich in Abschnitt 1.3.1. Ein entscheidender Unterschied zwischen
den jeweiligen Geweben besteht darin, dass das hamatopoetisch aktive regulierte rMAT
hauptsachlich aus Blutzellen besteht, wahrend Adipozyten den Hauptbestandteil des
konstitutiven cMAT bilden.

Proximal

0

L

i

¢

Distal

Abbildung 5:Schematische Darstellung der Knochenmarkseparation.

Unterteilung der BMAT-Subtypen mit rMAT im proximalen und cMAT im distalen
Knochenkompartiment. VergréRerung: 40fach, MaRstabsbalken: 100 um.

2.2.6 Generierung von Blutplasma

Zur Gewinnung von Blutplasma wurde der rechte Herzventrikel punktiert und das
gewonnene Blut mittels 50 pl Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA) (100 mM)
antikoaguliert. Im Anschluss wurden die Proben fur 15 min bei 800 x g und 4°C
zentrifugiert, der Uberstand in ein frisches Reaktionsgefal Uberfiihrt und erneut bei
15871 x g und 4°C pelletiert. Das gewonnene Plasma wurde aliquotiert und zur weiteren

Verarbeitung bei -80°C gelagert.
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Tabelle 2: Verwendete kommerzielle Lésungen und Substanzen zur Generierung von

Plasma und Knochenmarkfett-Uberstand.

Lésung/Substanz Katalognummer Hersteller
Ethylendiamintetraessigsaure Carl Roth, Karlsruhe,
(EDTA) 6381-92-6 Deutschland

Gibco®, Life
Fetales Kalberserum (FCS) 11573397 Technologies™, Paisley,

USA

Gibco®, Life
Penicillin-Streptomycin (PS) | 15140122 Technologies™, Paisley,

USA

Gibco®, Life
Dulbecco’s Modified Eagle v D
Medium (DMEM) 10741574 'IL;eS(I:Ar\moIogles , Paisley,

Tabelle 3: Verwendete nicht kommerzielle Puffer zur Generierung von Knochenmarkfett-
Uberstand.

Puffer Produkt / Zusammensetzung

10 % FCS
1% PS

Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM)

2.2.7 Plasma Insulin ELISA

Die Insulin-Konzentration wurde im Plasma der Mause (vgl. Abs. 2.2.6) unter
Verwendung des Maus-Insulin-Sandwich-ELISAs (Insulin Mouse ELISA Kit, Invitrogen
Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) bestimmt. Die Analysen wurden gemafn
Herstellerprotokoll durchgefihrt.

Die Messung der Proben erfolgte durch Frau Irmhild Tibbe vom Institut fir

Pharmakologie und Klinische Pharmakologie.

2.2.8 Uberstand des Knochenmarkfettgewebes

Zur Gewinnung des BMAT-Uberstandes wurden beide Unterschenkelknochen post
mortem nach 6-stundiger Nahrungskarenz isoliert, in die verschiedenen
Knochenmarkzonen getrennt (vgl. Abbildung 5), gewogen und durch 2-minitige
Zentrifugation bei 54335 x g RT isoliert. Darauffolgend wurde das Gewebe in 120 pl
DMEM-Medium aufgenommen und fir 24 h bei 38°C in einem Warmeschrank inkubiert.
Nach 15-minitiger Zentrifugation bei 4°C und 14000 x g wurde der Uberstand vollstéandig

entnommen, aliquotiert und fir weitere Analysen bei -80°C gelagert.
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2.2.9 Multiplex Zytokin-Assay

In Kooperation mit Frau Dr. Sonja Hartwig und Herrn Dr. Stefan Lehr wurden Analysen
sowohl von murinem Plasma (vgl. Abs. 2.2.6) als auch von BMAT-Uberstand (vgl. Abs.
2.2.8) im Deutschen Diabetes Zentrum (DDZ) der Heinrich-Heine-Universitat Disseldorf
durchgefuhrt. Die Multiplex-Analyse erfolgte mit Hilfe des kommerziellen Bio-Plex Pro™
Mouse Cytokine Kits (Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, USA) und diente zur
Bestimmung der nachfolgend aufgelisteten Zytokine und Chemokine: Interleukin-1a
(IL-1a), IL-1B, IL-3, IL-5, IL-6, IL-10, IL-12 (p40), IL-12 (p70), IL-13, IL-17, Eotaxin,
MIP-18 (macrophage inflammatory protein-1B), MIP-1a (macrophage inflammatory
protein-1a), TNF-a  (Tumor-Nekrose-Faktor-a), INFy (Interferon-y), G-CSF
(Granulozyten-Kolonie-stimulierender Faktor), GM-CSF (Granulozyten-Monozyten-
Kolonie-stimulierender Faktor), CCL5 (C-Chemokin-Ligand 5)/RANTES (regulated on
activation, normal T cell expressed and secreted), CXCL1 (Chemokin (C-X-C motif)-

Ligand 1)/KC (keratinocyte chemoattractant).

2.2.10 Laktatdehydrogenase-Assay

Zur lIsolierung des Fettgewebes wurden die Unterschenkelknochen entnommen
(vgl. Abs. 2.2.5), das cMAT entsprechend vom Rest der Tibia separiert (vgl. Abbildung
5) und durch Zentrifugation bei 54335 x g RT fir 2 min sedimentiert. Die Konzentration
der Laktatdehydrogenase (LDH) im cMAT wurde mit dem LDH-Aktivitats-Assay Kit

(Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland) gemaf Herstellerangaben gemessen.

Zur Quantifizierung diente ein Plattenlesegerat (Synergy Mx Microplate Reader,
Biotek™ Instruments). Dieser erfasst kalorimetrisch die enzymatische LDH-induzierte
Reduktion von NAD* zu NADH bei einer Extinktion von 450 nm.

2.2.11 Durchflusszytometrie

Durchflusszytometrische Analysen (fluorescence activated cell sorting, FACS) wurden
zur Charakterisierung von Stamm- und Immunzellen in Blut, Knochenmark und Milz
durchgefiihrt. Die Gewebe wurden den Mausen unmittelbar nach der Toétung
entnommen und entsprechend aufbereitet. Einzelzellsuspensionen wurden hergestellt
und mittels Antikérperfarbung hinsichtlich ihrer zellularen Komposition untersucht. Alle
Proben wurden am LSR-Fortessa™ Durchflusszytometer der Firma BD Biosciences
(San Jose, CA, USA) vermessen. Unter Einsatz von Flow-Count Fluoropheres™
(Beckman Coulter GmbH, Krefeld, Deutschland) wurden absolute Zellzahlen ermittelt.

Resultierende Zellzahlen sind als absolute Zellzahlen pro ul Blut bzw. pro Gewebe oder
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prozentual dargestellt. Die Datenauswertung erfolgte anhand der FlowJo™ Software (BD

Franklin Lakes, NJ, USA). Alle verwendeten Antikérperkombinationen und die

entsprechenden Klone sowie Puffer und Lésungen sind in den untenstehenden Tabelle

4 und Tabelle 5 dokumentiert. Reprasentative Gating-Schemata aller durchgefihrten

Analysen finden sich im Appendix.

Tabelle 4: Verwendete Antikorper fiir die durchflusszytometrische Analyse von Blut,

Knochenmark und Milz.

Myeloiden/lymphoiden Immunzellen in Blut, Knochenmark, Milz

Antikérper Klon Hersteller
Ly6G-BrilliantViolet 650 1A8 BioLegend, San Diego,
CA, USA
CD45-PE BioLegend, San Diego,
30-F11 CA. USA
CD3-AlexaFluor 700 17A2 BioLegend, San Diego,
CA, USA
CD115-BrilliantViolet 711 AFS98 BioLegend, San Diego,
CA, USA
CD11b-PE/Dazzle 594 M1/70 BioLegend, San Diego,
CA, USA
Ly6C-APC/Cy7 HKA1 4 BioLegend, San Diego,
’ CA, USA
CD19-PacificBlue 6D5 BioLegend, San Diego,
CA, USA
BioLegend, San Diego,
CD16/32 (Fc Block) 93 CA. USA
] Life Technologies,
Live/Dead Aqua N/A Eugene, OR, USA
Ter-FITC Ter-119 Miltenyi Biotec, Bergisch

Gladbach, Deutschland

Hamatopoetische Stammzellen in Knochenmark

Lineage-AF700

17A2; RB6-8C5; RA3-6B2;
Ter-119; M1/70

BioLegend, San Diego,
CA, USA

BioLegend, San Diego,

CD34 PE-Dazzle HM34 CA. USA

BioLegend, San Diego,
CD16/32-BV421 93 CA. USA

BioLegend, San Diego,
CD48-PE HM48-1 CA. USA
o-Kit-PE/Cy7 oB8 BioLegend, San Diego,

CA, USA
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Sca-1-BV650

D7

BioLegend, San Diego,
CA, USA

CD150-PE/Cy5

TC1512F12.2

BioLegend, San Diego,
CA, USA

Tabelle 5: Verwendete Puffer und Lésungen fiir die Durchflusszytometrie.

in DPBS

Puffer/Lésung Zusammensetzung Hersteller
155 mM NH4CI
Hypotoner Lysepuffer 10 mM KHCO3 Eigene Herstellung
0,1 mM EDTA
2 mM EDTA,
PEB-Puffer 0,5 % (w/v) BSA Eigene Herstellung
in DPBS
L 1 % Roti®-Histofix 10 % Carl Roth GmbH & Co
Fixierlosung

KG, Karlsruhe

Hank’s balanced salt
solution (HBSS)

1,26 mM CaCl;
0,49 mM MgCl,
0,41 mM MgSQO4
5,3 mM KCI

0,44 mM KH;PO,4
4,17 mM NaHCO;

Gibco® Life
Technologies™,
Paisley, England

137,39 mM NaCl

0,34 mM NaH2P04
5,55 mM Glukose

549 U/ml Kollagenase |
60 U/ml DNase |

in HBSS

Enzymatische

Verdaulsung Eigene Herstellung

221141 Blut

Zur durchflusszytometrischen Analyse wurden die Blutproben unter Zuhilfenahme von
EDTA-Microvetten® der Firma Sarstedt aus der Schwanzvene entnommen und
anschlieBend ausschlielich auf Eis gehalten. Um eine unspezifische
Antikérperadsorption an Fc-Rezeptor exprimierende Zellen zu vermeiden, wurden diese
zunachst mit einem aufgereinigten rekombinanten Fc-Protein (CD16/32-Antikdrper) fur
10 min bei 4°C blockiert. Anschliel3end erfolgte die Antikdrperfarbung mit spezieller
Antikérpermischung (15 min, 4°C, lichtgeschitzt) (vgl. Tabelle 4). Danach wurden die
Proben zur Lyse der Erythrozyten fir 7 min bei 4°C mit einem hypotonen Lysepuffer
versetzt, um eine unspezifische Antikérperbindung an die erythroiden Zellen zu
minimieren. Anschlielend erfolgte die Sedimentierung der Zellen bei 800 x g 10 min bei

4°C. Das Zellpellet wurde in 50 ul PEB-Puffer suspendiert und mittels Fixierlésung fir
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20 min bei RT fixiert. Nach einem finalen PEB-Waschschritt wurden die Proben im BD

LRS-Fortessa durchflusszytometrisch vermessen.

2.211.2 Knochenmarkfett

Zur Generierung der Knochenmark-Einzelzellsuspension wurden die
Unterschenkelknochen entnommen (vgl. Abs. 2.2.5), entsprechend in rMAT und cMAT
getrennt (vgl. Abbildung 5) und durch Zentrifugation bei 54335 x g RT flr 2 min

sedimentiert. Die weitere Aufarbeitung erfolgte probenspezifisch.

Das gewonnene rMAT einer Tibia wurde direkt in 1 ml DPBS resuspendiert. Das cMAT
von zwei Tibiae wurde in einem zuséatzlichen Schritt mit 1 ml Verdaulésung fir 20-30 min
bei 37°C enzymatisch verdaut. Die Zellsuspensionen aller Gewebe wurden schliel3lich
mittels 70 um Nylonfilter (Greiner Bio-One, Frankfurt, Deutschland) filtriert, bei 4°C 300
x g 10 min zentrifugiert und in PEB aufgenommen. Um eine unspezifische
Antikérperadsorption an Fc-Rezeptor exprimierende Zellen zu vermeiden, wurden diese
zunachst mit einem aufgereinigten rekombinanten Fc-Protein (CD16/32-Antikdrper) fur
10 min bei 4°C blockiert. Im Anschluss erfolgte die Zugabe von LIVE/DEAD™ fixable
aqua fur 30 min bei 4°C zur Markierung toter Zellen. Nach einem Waschschritt wurden
die Zellen mit spezifischen Antikdrperkombinationen (vgl. Tabelle 4) fir 15 min bei 4°C
lichtgeschitzt gefarbt und anschlielend zur Erythrozyten-Lyse mit hypotonem
Lysepuffer versetzt. Der Schritt erfolgte hier lediglich in rMAT-Proben. Nach 7-minutiger
Einwirkzeit wurde zentrifugiert (800 x g, 4°C, 10 min). Parallel dazu wurden die
cMAT-Proben mit einem Antikorper gegen Ter119 fir 15 min bei 4°C lichtgeschiitzt
inkubiert und ebenfalls zentrifugiert. Die korrespondierenden Zellen beider Fraktionen
(cMAT und rMAT) wurden in PEB aufgenommen und mittels Fixierldsung fir 20 min bei
RT fixiert. Nach einem finalen Waschschritt wurden die Proben im BD LRS-Fortessa

durchflusszytometrisch vermessen.

2.211.3 Milz

Weiterhin wurde die extramedullare Hamatopoese in der Milz charakterisiert. Um
Einzelzellsuspensionen zu erhalten, wurde die Milz nach der Entnahme aus der Maus
zusammen mit 3 ml PEB in ein gentleMACS C-Rdéhrchen (Miltenyi Biotec, Bergisch
Gladbach, Deutschland) gegeben und mithilfe eines gentleMACS Dissoziators (Miltenyi
Biotec, Bergisch Gladbach, Deutschland) mechanisch zerkleinert. Die erhaltene
Suspension wurde durch einen 70 pm Nylonfilter (Greiner Bio-One, Frankfurt,
Deutschland) filtriert, bei 4°C und 300 x g zentrifugiert und in PEB-Puffer aufgenommen.

Um eine unspezifische Antikorperadsorption an Fc-Rezeptor exprimierende Zellen zu
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vermeiden, wurden diese zunachst mit einem aufgereinigten rekombinanten Fc-Protein
(CD16/32-Antikorper) flr 10 min bei 4°C blockiert. Im Anschluss erfolgte die Zugabe von
LIVE/DEAD™ fixable aqua fir 30 min bei 4°C zur Markierung toter Zellen. Die Zellen
wurden mit PEB gewaschen und hiernach mit einer spezifischen Antikdrperkombination
(vgl. Tabelle 4) fur 15 min bei 4°C lichtgeschutzt gefarbt. Nach 7-mindtiger Erythrozyten-
Lyse mit hypotonem Lysepuffer bei 4°C wurde erneut zentrifugiert (800 x g, 4°C, 10 min),
das so erhaltene Zellpellet in PEB aufgenommen und mittels Fixierlésung fir 20 min bei
RT fixiert. Nach einem finalen Waschschritt wurden die Proben im BD LRS-Fortessa

durchflusszytometrisch vermessen.

2.3 Molekularbiologische Analysen

2.3.1 Gesamt-RNA Extraktion aus dem Knochenmarkfettgewebe

Zur Bestimmung der mRNA-Expression von HA-abhangigen Genen wurde die Gesamt-
RNA aus dem cMAT zweier Tibiae mit dem RNeasy® Lipid Tissue Mini Kit (Qiagen,

Hilden, Deutschland) nach Herstellerangaben isoliert.

Quantitat sowie Reinheit der aufbereiteten RNA wurden mithilfe des NanoDrop 1000
Spektrometers (Peglab Biotechnologie GmbH, Erlangen, Deutschland) durch Messung
der Absorption bei 230 nm, 260 nm und 280 nm bzw. durch Bestimmung des Quotienten
aus 260 nm/280 nm erfasst. AnschlieRend wurde die RNA bei -80°C bis zur weiteren

Verarbeitung gelagert.

2.3.2 cDNA-Synthese

Zur Transkription der isolierten RNA in cDNA wurde das QuantiTect® Reverse
Transcription Kit (Qiagen, Hilden, Deutschland) gemafy Herstellerprotokoll verwendet.
Pro Probe wurde 1 yg RNA in cDNA umgeschrieben. Die cDNA wurde bis zur
Weiterverarbeitung bei -20°C gelagert.

2.3.3 Quantitative Real-time-PCR

Eine quantitative Real-time PCR (QPCR) wurde unter Verwendung eines StepOnePlus™

Real-Time PCR Systems (Life Technologies, Eugene, OR, USA) durchgefiihrt. Die
angewandte SYBR Green-Methode basierte auf der Nutzung des Fluoreszenz-
farbstoffes  Platinum™ SYBR™ Green qPCR SuperMix-UDG  (Life Technologies,
Eugene, OR, USA). Der finale Reaktionsansatz lag mit einer Primer-Konzentration von

0,625 uM sowie einer eingesetzten cDNA-Konzentration von 2,083 ng/ul vor, wobei
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Duplikate jeglicher Proben vermessen wurden. Die relative Genexpression wurde mittels
2-A8C(- Methode berechnet, wobei das 18S-Referenzgen als interne Kontrolle diente. Die
Auswertung erfolgte anhand der StepOnePlus™ Software Version 2.3. Eine Liste der

eingesetzten Primer-Sequenzen kann Tabelle 6 entnommen werden.

Tabelle 6: Verwendete Primer-Sequenzen in der quantitativen Real-time PCR.

Gen Vorwarts-Primer 5'- 3’ Rackwarts-Primer 5’- 3’
18S
ribosomale | GCAATTATTCCCCATGAACG GGCCTCACTAAACCATCCAA
RNA
Has1
(Hyaluronan | TATGCTACCAAGTATACCTCG TCTCGGAAGTAAGATTTGGAC
synthase 1)
Has2

(Hyaluronan | CGGTCGTCTCAAATTCATCTG ACAATGCATCTTGTTCAGCTC
synthase 2)
Has3

(Hyaluronan | GATGTCCAAATCCTCAACAAG CCCACTAATACATTGCACAC
synthase 3)
CD44 GACCGGTTACCATAACTATTGTC CATCGATGTCTTCTTGGTGTG

2.4 Metabolische Analyse von Knochenmarkfett mittels

Seahorse XFe Analysator

Analysen am XF24 Extracellular Flux Analyzer (Agilent Technonogies, CA, USA)
ermoglichen nicht-invasive Echtzeitmessungen der zwei wesentlichen zellularen
Stoffwechselwege — der mitochondrialen Atmung und der Glykolyse. Basierend auf dem
Prinzip der Sauerstoff- und pH-Sensorik des Analysators erfolgen Messungen der
zellularen Sauerstoffverbrauchsrate (oxygen consumption rate, OCR) und der
extrazellularen Azidifizierungsrate (extracellular acidification rate, ECAR) unter

Verwendung von Fluoreszenzfarbstoff-markierten Sensorplatten [207].

Zur Erstellung eines Stoffwechselprofils wurde das cMAT unmittelbar nach der Isolierung
durch 2-minltige Zentrifugation bei 54335 x g in 100 yl Hungermedium auf eine
Seahorse 24-Well XF-Mikroplatte (Agilent Technologies, CA, USA) Uberfihrt. Hiernach
wurde 400 yl warmes Testmedium zugegeben (s. Tabelle 8). Vor Messbeginn wurde die
Sensorplatte flir 60 min in einem 37°C Brutschrank ohne CO»-Zusatz inkubiert. Das
standardisierte Testprotokoll des verwendeten mitochondrialen Stresstests (Agilent
Technologies, CA, USA) umfasst eine 3-Zyklen-Messung der OCR/ECAR-Basislinie,
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gefolgt von einer schrittweisen Injektion von Substanzen mit spezifischen Wirkungen auf
verschiedene Komponenten der Elektronentransportkette: 1. dem Komplex V-Inhibitor
Oligomycin (1,25 uM), 2. dem Atmungskettenentkoppler Carbonylcyanid-P-
Triflouromethoxyphenylhydrazon (FCCP) (3 uM) und 3. einer Mischung aus dem
Komplex I-Inhibitor Rotenon (10 uM) und dem Komplex IlI-Inhibitor Antimycin (3 uM).
Die Quantifizierung des Energieprofils erfolgte anhand von OCR- und ECAR-
Anderungen in Korrelation zu Fluoreszenzsignalen, die kontinuierlich mit Sensoren
erfasst wurden. Mit Hilfe der zugehérigen Software wurden grundlegende Parameter der
mitochondrialen Atmung berechnet: basale, maximale und nicht-mitochondriale

Atmungskapazitat.

Zur  Normalisierung  wurden alle  Versuchsdaten mit einem Faktor
(((Gewebe (mg)/Knochen (mg))/Knochenldnge (cm)) x 100) normiert. Die ECAR wurde

zeitgleich zur OCR erfasst — die Daten werden jedoch in dieser Arbeit nicht gezeigt.

Tabelle 7: Verwendete kommerzielle Puffer und Substanzen der metabolischen Analyse

am Seahorse XFe Analysator.

Puffer/Substanz Katalognummer | Hersteller

Hung.;(.armedlum: Dulpecco S 103575-100 Agilent Technologies, CA,

Modified Eagle Medium (DMEM) USA

Oligomycin 103015-100 Sigma-Aldrich, USA

Carbonylcyanid-P-

Triflouromethoxyphenylhydrazon 103015-100 Sigma-Aldrich, USA

(FCCP)

Rotenon/Antimycin 103015-100 Sigma-Aldrich, USA

Natriumpyruvat 103578-100 | \dilent Technologies, CA,
USA

Glutamin 103579-100 Agilent Technologies, CA,
USA

Glukose 103577-100 'S%"Aem Technologies, CA,

Tabelle 8: Zusammensetzung nicht-kommerzielle Puffer der metabolischen Analyse am

Seahorse XFe Analysator.

Puffer Zusammensetzung
1 mM Natriumpyruvat
. 2 mM Glutamin
Testmedium 10 mM Glukose
in DMEM pH 7, 4
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2.5 Histologische Analysen

Die Tibia des rechten Hinterlaufs diente zur histologischen Untersuchung und wurde
entsprechend fir die Paraffineinbettung aufgearbeitet. Die Knochen wurden hierzu
zunéchst fur 1 h bei 4°C in PBS rehydriert und anschlielRend mittels 10%iger Fixierlésung
fur 48 h bei 4°C fixiert. Mehrmaliges Waschen mit PBS sowie destilliertem H>O diente
zur Entfernung der Losung. Durch Einsatz von 25%igem EDTA-Entkalker wurden die
Knochen fir 14 Tage entkalzifiziert. Nach erneutem Waschen und Lagerung in Ethanol
50 % (v/v) fur 24 h erfolgte die maschinelle Dehydrierung mit dem Autotechnikon (Sakura
Tissue Tek VIP, Sakura Finetek, Torrance, USA). Schliellich wurden die Knochen in
Paraffin eingebettet, um entweder Langs- oder Querschnitte anzufertigen. Die Lagerung

erfolgte bis zur Weiterverarbeitung bei RT.

Mithilfe eines Rotationsmikrotoms (Rotationsmikrotom RM2255, Leica Biosystems
GmbH, Nussloch, Deutschland) wurden 5 pym dicke konsekutive Schnitte angefertigt.
Jeweils zwei Schnitte wurden auf SuperFrost®Plus Objekttrager aufgenommen. Bei der
Generierung von Langsschnitten wurden die Paraffinschnitte erst aufgezogen, nachdem
das gesamte Knochenmark angeschnitten vorlag, um eine reprasentative Darstellung
sowie Analyse des Knochenmarks zu realisieren. Die erhaltenen Schnitte wurden tGber

Nacht bei RT getrocknet und am Folgetag fir 60 min bei 60°C hitzefixiert.

Die Entparaffinierung und Rehydratation der Schnitte erfolgte vor Beginn der jeweiligen
Farbung per absteigender Ethanolreihe. Hierzu wurden die Objekttrager dreimal fir 15
min mit Roticlear® (Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland) und
anschlief3end jeweils 2 min mit 100 %, 96 % sowie 70 % Ethanol versetzt. Darauffolgend
wurden die Knochenschnitte dreimal fir jeweils 5 min in PBS gewaschen. Im nachsten
Schritt erfolgte anhand spezifischer Antikérper oder Farbstoffe die Farbung, die

nachstehend beschrieben wird.

Die verwendeten Puffer, Losungen und Substanzen sowie die eingesetzten
Antikérperverdinnungen der Primar- und Sekundarantikérper sind in den Tabelle 9 und
Tabelle 10 aufgefuihrt. Alle mikroskopischen Aufnahmen wurden mithilfe eines Zeiss
AxioObserver.Z1-Mikroskops aufgenommen und unter Verwendung der Software ZEN
2 (Carl Zeiss Microscopy GmbH) verarbeitet. Die HA-Farbung dient in dieser Arbeit

ausschliel3lich der Reprasentativitat.
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Tabelle 9: Verwendete kommerzielle Puffer, Losungen und Substanzen fiir histologische

Farbungen.
Puffer/Lésung/Substanz Katalognummer Hersteller
Roti®-Histofix 10 %, Carl
Fixierldsung P087.1 Roth GmbH & Co KG,
Karlsruhe, Deutschland
Carl Roth GmbH & Co
Entkalker soft 6484.4 KG, Karlsruhe,
Deutschland
. Sigma-Aldrich, St. Louis,
Tris-HCI 93313 MO, USA
Bovines Serumalbumin Sigma-Aldrich, St. Louis,
10711454001
(BSA) MO, USA
Carl Roth GmbH & Co
H>0O2-Blockierldésung CP26.1 KG, Karlsruhe,
Deutschland
Hamalaun 1.09249 Merck KGaA, Darmstadt,
Deutschland
3,3 -Diaminobenzidin (DAB) | DA-530 Zytomed Systems GmbH,
Berlin, Deutschland
. Sigma-Aldrich, St. Louis,
Eosin 32855 MO, USA
Gibco®, Life
Fetales Kalberserum (FCS) | 11573397 Technologies™, Paisley,
USA
e - Thermo Fisher Scientific,
Avidin-Biotin-Blockierlésung | R37627 Waltham, MA, USA

Tabelle 10: Zusammensetzung nicht-kommerzieller Puffer und Losungen fiir histologische

Farbungen.

Puffer/Lésungen

Zusammensetzung

1% PBS

137 mM NaCl
2,7 mM KCI
1,5 mM KH2P04

8,3 mM NaH2PO4
pH 7,4

Trispuffer (TB)

50 mM Tris-HCI
pH 7,6
in Hzo

Blockierlésung

20 mM Tris-HCI
137 mM NaCl
10 % FCS

1 % BSA
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- 1gBSA
o -
1 % BSA-Losung in 100 ml PBS
o 10 ml 30 % H,0,
o, -
3 % H>0»-Blockierldsung in 90 ml PBS

Tabelle 11: Verwendete Antikorper in der Inmunhistochemie.

Antikérper Firma Katalognummer | Verdiinnung
Biotinyliertes EMD Milipore Corp., Merck

HA-Bindeprotein, KGaA, 385911 1:100
Rind Darmstadt, Deutschland

Streptavidin,

HRP-konjugiert, Sigma-Aldrich, St. Louis, )
Streptomyces MO, USA, 52438 1:200
avidinii

Streptavidin, Cy3-

konjugiert, Invitrogen, Carlsbad, CA, )
Streptomyces USA SA1010 1:200
avidinii

2.5.1 Hyaluronsaure Farbung

2.5.1.1 Immunhistochemische Farbung der HA

Far die Farbung von HA im Gewebe wurden zunachst endogene Biotinstrukturen anhand
einer Avidin-Biotin-Blockierldsung geséattigt. Uber Nacht folgte die spezifische Farbung
mit einem biotinylierten HA-Bindeprotein (hyaluronic acid binding protein, HABP) bei
4°C. Der Kontrolle diente ein Gewebeschnitt nur mit 1 % BSA-Lésung in PBS.

2.51.1.1 HA-Detektion mittels DAB

Nach wiederholtem Waschvorgang wurden endogene Peroxidasen anhand einer
3%igen H>O2-Blockierldsung neutralisiert und die Praparate erneut dreimal mittels PBS
gereinigt. Als Sekundarantikérper wurde HRP (horse radish peroxidase)- konjugiertes
Streptavidin verwendet, welches nicht-kovalent an das biotinylierte HABP bindet. Die
Inkubation erfolgte flir 1 h bei RT in einer feuchten Kammer. Nach dreimaligem Waschen
und 10-minutiger Behandlung mit TB-Puffer folgte die Antikdrper-Detektion mittels
3,3 -Diaminobenzidin (DAB). Zusatzlich dazu wurde die Kernfarbung mit einer
Hamalaun-Lésung durchgefiihrt. Die mit DAB gefarbten Schnitte wurden anschlielRend

mit einer aufsteigenden Alkoholreihe (70 %, 96 % und 100 % Ethanol) jeweils 2 min
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dehydriert und abschlieBend wasserfrei mit Roti®-Mount-Eindeckmedium (Carl Roth
GmbH & Co KG, Karlsruhe, Deutschland) eingedeckt.

Ein exemplarischer Paraffinschnitt wurde einem Hyaluronidase-Verdau (Sigma-Aldrich,
Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland) fir 1 h bei 37°C unterzogen und diente somit zur

Negativkontrolle der spezifischen Bindung von HABP an HA.

2.5.1.1.2 HA-Detektion mittels Cy3-konjugiertem Strepatvidin

Die Inkubation der Gewebeschnitte mit biotinyliertem HABP erfolgte in Analogie zur HA-
Farbung mit DAB Uber Nacht (vgl. Abs. 2.5.1.1.1). Cy3-konjugiertes Streptavidin wurde
nach dreimaligem Waschen zur Detektion verwendet. Die Inkubation erfolgte fiir 1 h bei
RT in einer feuchten Kammer. Im Kontrast zur vorherigen Farbung wurden die
Objekttrager im Anschluss an einen finalen Waschschritt und der Dehydrierung mit der
aufsteigenden Ethanolreihe sowie Roticlear mit ROTI®MVount FluorCare DAPI (Carl
Roth, Karlsruhe, Deutschland) eingedeckt, wobei parallel die Zellkerne angefarbt

wurden.

2.5.2 Hamatoxylin und Eosin (H&E) Farbung

Zur Darstellung mdoglicher morphologischer Veranderungen der Gewebestruktur
aufgrund einer Has-Defizienz wurden die Knochenpraparate mittels Hamatoxylins und
Eosin (H&E) angefarbt. Fur die Kernfarbung wurden die Schnitte daher fir 1 min mit
Hamalaun-Ldsung behandelt und tGber 5 min mit Leitungswasser geblaut. Anschlielend

erfolgte die Gegenfarbung mit einer 1 % (m/V) Eosin-Lésung fur 1 min.

2.6 Mikro-Computertomographie-Scan (uCT)

Zur Validierung der Knochenparameter wurden den Mause post mortem sowohl Tibia
als auch Femur entnommen, mit einer 10%igen Fixierlésung (Roti®-Histofix 10 %, Carl
Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe, Deutschland) fixiert und bis zur Weiterverarbeitung bei
4°C gelagert. Die entsprechenden Knochen wurden anhand eines hochauflésenden
MCT-Systems (SkyScan1272 CMOS, Bruker Corporation, Billerica, MA, USA) gescannt.
Bilder mit einer Voxelgrofte von 5,3 um wurden mit einer Spannung von 60 kV, einem
Quellstrom von 100 pA und einer Expositionszeit von 3000 ms aufgenommen. Die Tibia
wurde unter Verwendung eines 79,5 um hohen volume of interest (VOI) des trabekularen
Knochens unmittelbar unter dem distalen Teil der Knorpelbrticke und eines 53 pm hohen
VOI fir die Bewertung der kortikalen Parameter untersucht. Analog wurde die

Knochenstruktur des Femurs untersucht, indes ein VOI von 106 um trabekular und 79,5
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pm kortikal verwendet wurde und die proximale Knorpelbriicke als Referenzpunkt diente.

Die Messungen erfolgten durch Frau Jessica Steinbart und Herrn Dr. Anton Windfelder

des Instituts fir diagnostische und interventionelle Radiologie und padiatrische

Radiologie, Giefden, Deutschland.

2.7 Zellkulturversuche

Eine Ubersicht (iber alle in der Zellkultur verwendeten Puffer, Ldsungen und Substanzen

findet sich in Tabelle 12, die Zusammensetzung der Nahrmedien in Tabelle 13.
Antikérper sind in Tabelle 14 aufgefuhrt. Alle Zellen wurden bei 37°C und 5 % CO:

kultiviert.

Tabelle 12: Verwendete kommerzielle Puffer, Losungen und Substanzen in der Zellkultur.

Puffer/Lésung/Substanz

Katalognummer

Hersteller

Dulbecco’s Modified 10741574 4,5 g/L Glukose; Gibco®, Life

Eagle Medium (DMEM) Technologies, Paisley, USA

Dulbecco’s phosphate- 12559069 Gibco®, Life Technologies™,

buffered saline (DPBS) Paisley, USA

Fetales Kalberserum (FCS) | 11573397 Gibco®, Life Technologies™,
Paisley, USA

Insulin 1342106 Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Isopropanol 67-63-0 AnalaR NORMAPUR, VWR
Chemicals, Fontenay-sous-Bois,
Frankreich

Ol Rot 00625 Sigma-Aldrich, St.Louis, MO, USA
Merck KGaA, Darmstadt,
Deutschland

Penicillin-Streptomycin (PS) | 15140122 Gibco®, Life Technologies™,
Paisley, USA

Rosiglitazon 557366-M Sigma-Aldrich, St.Louis, MO, USA

Type | Bovine Collagen | 5006 Advanced Biomatrix, Carlsbad, USA

Solution; PureCol

StemXVivo Adipogenic CCMO011 Sigma-Aldrich, St.Louis, MO, USA

Supplement

Trypsin-EDTA Ldsung (TE) | L 2143 Gibco®, Life Technologies™,

Paisley, USA
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Puffer/Lésung

Zusammensetzung

Wachstumsmedium

4,5 g/l Glukose

20 % FCS

1 % PS (10.000 U/ml)
in DMEM

Kontrollmedium

4,5 g/l Glukose

10 % FCS

1 % PS (10.000 U/ml)
in DMEM

Adipogenes
Differenzierungsmedium

30 % StemXVivo Adipogenic Supplement

1 UM Insulin
2 UM Rosiglitazon
in DMEM-Kontrollmedium

Ol Rot-Lésung

35 ml 0,5%ige Ol Rot-Lésung
in Methanol

Insulin

Insulin aus bovinem Pankreas
in H20 mit Eisessig
pH 2

Tabelle 14: Verwendete Antikdrper zur Neutralisierung von CD44 in vitro.

Antikérper

Konzentration

Katalognummer

Firma

Anti-CD44-Antikorper

10 pg/mi

1500-14

SouthernBiotech,
Birmingham,
England

IgG1k Isotyp

10 pg/mi

0116-14

SouthernBiotech,
Birmingham,
England

2.71 Isolierung und Differenzierung von Pra-Adipozyten aus der

stromalen Knochenmarkfraktion

Zur Untersuchung des HA-Systems im Rahmen der Adipogenese in vitro wurde die

stromal-vaskulare Fraktion (SVF) des zellularen Knochenmarks isoliert, kultiviert und

darauffolgend mittels adipogenem Differenzierungsmedium in primare Adipozyten

differenziert. Verwendet wurden sowohl C57BL/6J-Mause als auch Has2-Knockouts,

Has1-Knockouts und entsprechende WT-Kontrollen. Alle Arbeiten wurden unter

Sterilbedingungen ausgeflihrt.
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2.7.1.1 Praparation und Isolierung

Wie in Kapitel 2.2.5 beschrieben, wurden die Tibiae der Tiere freiprapariert. Die SVF der
Knochen wurde anschliefiend mit einer 26G-Kanule und ca. 3 ml Wachstumsmedium
herausgespult. Nachfolgend wurde die jeweilige Zellsuspension in eine T-25 ml Flasche

ausgesat und das Medium nach 24-48 h ersetzt.

Konfluent gewachsene Zellen wurden nach 7-10 Tagen fir die folgenden Experimente
passagiert. Dazu wurde das Medium verworfen und die Zellen mit kaltem DPBS
gewaschen. Die Inkubation mit 5 ml TE (5 min, 37°C) zum Lésen der Zellen erfolgte im
nachsten Schritt, wobei die Reaktion durch Zugabe von warmen Kontrollmedium
gestoppt wurde. Es folgte eine 5-minutige Zentrifugation bei 290 x g und Resuspension
des Pellets zur Zellzahlbestimmung in einer Neubauer-Zahlkammer bei einer
Verdinnung von 1:10 (vgl. Abs. 2.7.1.3). Final wurde die erforderliche Zellzahl auf
kollagenbeschichtete 12-Well Zellkulturplatten ausgesat. Um eine vollstandige
Konfluenz zu erreichen, wurden die Zellen erneut fur 24 bis 48 h bei 37°C und 5 % CO:
inkubiert.

2.7.1.2 Adipogene Differenzierung

Zur Initiilerung der Adipogenese wurde das zuvor verwendete Wachstumsmedium durch
ein spezielles adipogenes Differenzierungsmedium ersetzt. Die Differenzierung
umfasste einen Zeitraum von maximal 10 Tagen, wobei die Endzeitpunkte fir die
Nachfolgeanalysen wie folgt festgelegt wurden: Tag 0, 3, 6, 10. Das Medium wurde alle
72 h erneuert. Fur die Folgeexperimente wurden die Zellen mit Roti®-Histofix 4 % (Carl
Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe, Deutschland) fir 20 min RT fixiert und bei -20°C

gelagert. Das Differenzierungsschema ist in Abbildung 6 dargestellt.

SVF-Isolation | | Wach di ” P ieren Adipogene Differenzierung |

-I Tag

-

0

0 3 6

t t t t
Abbildung 6: Differenzierungsprotokoll von Pra-Adipozyten aus der stromalen
Knochenmarkfraktion.
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2.7.1.3 Zellzahlbestimmung:

Die Bestimmung der Zellzahl erfolgte mit Hilfe einer Zahlkammer nach Neubauer. Dazu
wurden 10 ul der Zellsuspension mit 10 pl Trypanblau inkubiert. AnschlielRend wurde
10 ul Zellsuspension auf die Platte gegeben, vier Quadrate der Zahlkammer ausgezahlt
und der Mittelwert gebildet. Zur Berechnung der Gesamtzellzahl/ml wurde folgende

Formel verwendet:

Mittelwert der Zellzahl aus 4 Quadraten x 10* X 2 X Verdiinnung

AbschlieRend wurden die Zellen in einer Dichte von 6 x 10° Zellen/Well einer 12-Well-

Zellkulturplatten ausgesat.

2.7.2 Ol Rot-Farbung

Die Ol Rot-Farbung dient zur Quantifizierung eingelagerter Lipide. Nach dreimaligem
Waschen mit destilliertem H>O und anschlieRendem Trocknen fur ca. 30 min bei RT
wurden die Zellen fur 5 min mit 60 % Isopropanol behandelt. Unter kontinuierlichem
Schiitteln erfolgte die Farbung mittels Ol Rot-Farbelésung fir circa 20 min bei RT. Nach
Abschluss wurde die Loésung verworfen und die Uberschissige Farbe durch
mehrmaliges Waschen mit destilliertem H,O entfernt. Nach Lyse der Zellen mittels
100%igem Isopropanol wurden diese im Plattenlesegerat (Synergy Mx Microplate
Reader, Biotek™ Instruments) vermessen. Die Intensitat der Ol Rot-Farbung wurde in
Abhangigkeit vom Lipidgehalt und der Absorption der Farbeldsung bei einer Extinktion
von 492 nm quantifiziert. Dargestellt ist die Fluoreszenzintensitat, normiert auf die

Kontrolle.

2.7.3 CDA44-Blockierung in vitro

Zur Blockierung der HA-Bindungsdomane von CD44 wurde die Knochenmark-SVF von
C57BL/6J-Mausen vor Induktion der Adipogenese mittels Adipogencocktail flir 24 h im
Inkubator (37°C und 5 % CO32) mit 10 ug/ml eines Antikérpers gegen CD44 oder 10 ug/ml
IgG1k Isotypkontrolle behandelt (s. Abbildung 7). Im Anschluss an die adipozytare
Ausdifferenzierung erfolgte die Quantifizierung der Lipide mittels Ol Rot-Farbung
(s. Kapitel 2.7.2).
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SVF ion | | ium ][ Passagieren | Adipogene Differenzierung |

Anti-CD44 /
IgG1k 24 h

I |

T
| 1™
-10 -8 -6 -3 -1 0 3 6 10

t t t t
Abbildung 7: Schematische Darstellung der Neutralisierung der HA-Bindungsdoméne von

CD44 in vitro.

2.8 Statistische Analysen

Statistische Analysen wurden anhand der GraphPad Prism Software Version 8.0
(La Jolla, CA, USA) erhoben. Die Daten sind jeweils als Mittelwert +
Standardabweichung (Standard deviation, SD) dargestellt. Statistische Ausreil3er
wurden grundsatzlich mit dem Grubbs-Test identifiziert und aus den Analysen exkludiert.
Zum Vergleich zweier Datensatze wurde zunachst der Shapiro Wilk Test zur
Bestimmung einer Normalverteilung angewandt. Bei Vorliegen einer Normalverteilung
wurde anschlieend ein Unpaired Students t-Test durchgeflihrt, ansonsten der Mann
Whitney Test. Daneben diente einem Vergleich mehrerer unabhangiger Datensatze eine
Two-way ANOVA mit anschlieRendem multiplem Vergleichstest nach Sidak. Ein p-Wert

< 0,05 wurde als statistisch signifikant gewertet.
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3. Ergebnisse

3.1 Einfluss von Adipositas und Glukoseintoleranz nach
diabetogener Fitterung auf das Stammzell-/immunzell-

Reservoir im Knochenmark von C57BL/6J-Mausen

Zunachst sollte geklart werden, inwieweit die hamatopoetische Antwort des
Knochenmarks im Kontext metabolischer und chronisch entzindlicher Erkrankungen wie

Adipositas und damit verbundener Glukoseintoleranz und IR beeinflusst wird.

Hierzu wurden mannliche C57BL/6J-Mause 9 Wochen lang mit einer DD- oder Chow-
Diat geflttert. Basierend auf der mehrwochigen Futterung der DD entwickeln die Tiere
eine Adipositas sowie eine IR in Verbindung mit einer Glukoseintoleranz. Die Effektivitat
des Modells zur Induktion eines adip&sen/pra-diabetischen Phanotyps wurde zuvor in
eigenen Vorarbeiten bestéatigt. Die Gewichtsdaten und die metabolischen Tests zur
Validierung des pra-diabetischen Phanotyps in C57BL6/J-Mausen stimmen mit der

Literatur Uberein [202, 203] — werden in der vorliegenden Arbeit jedoch nicht gezeigt.

Zur Charakterisierung der systemischen Inflammationsreaktion und zur Identifizierung
des zellularen Ursprungs, wurden durchflusszytometrische Analysen des Knochenmarks
durchgefiihrt. Das Knochenmark der Tiere wurde nach 9 Wochen Futterung isoliert,
aufbereitet und mit den in Tabelle 4 aufgefuhrten Antikdrpern gefarbt. Regulatorisches
und konstitutives Knochenmark wurden getrennt gemessen, um einerseits einen
modglichen Effekt der DD auf die lokale Immunantwort zu erfassen und andererseits
nachfolgend aber auch die Relevanz der BMAds im Kontext der Hamatopoese zu
untersuchen. Im Folgenden werden die durchflusszytometrischen Analysen sowohl der
HSZ als auch der myeloiden/lymphoiden Immunzellen der jeweiligen Subtypen (rMAT
und cMAT) dargestellt. Die entsprechenden Gating-Schemata sind im Appendix zu

finden.
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3.1.1 Analyse der HSZ in den Knochenmarkfettsubtypen pra-diabetischer
C57BL/6J-Mause

Um sowohl die HSZ im Rahmen einer systemischen Entziindung wie der Adipositas
bedingten Glukoseintoleranz und IR zu charakterisieren, als auch potenzielle
Einwirkungen expandierender Markadipozyten auf die Differenzierung der HSZ zu
eruieren, wurden Einzelzellsuspensionen von rMAT und cMAT generiert und hinsichtlich
ihrer Zellzusammensetzung untersucht. Die Differenzierung hamatopoetischer Zellen
aus HSZ erfolgt stufenweise (vgl. Abbildung 8). Undifferenzierte Zellen exprimieren
keine Linien-differenzierenden Oberflachenmarker (lineage-Marker, Lin") sowie hohe
Level des Stammzellantigens 1 (stem-cell antigen 1, Sca-1) sowie Kit. LSK-Zellen
(Lin"Sca-17Kit*) werden in Lang (CD34°)- und Kurzzeit (CD34%) HSZ unterteilt, die sich
zu multipotenten Vorlauferzellen (multipotent progenitors, MPP) weiterentwickeln. Zu
unterscheiden sind verschiedene MPP-Subtypen, wie MPP 2, 3 und 4.
Liniendeterminiert werden Zellen der myeloischen Linie (common myeloid progenitor,
CMP), Vorlaufer fur Granulozyten und Makrophagen (granulocyte/macrophage
progenitor, GMP) sowie ein gemeinsamer Vorlaufer fir Megakaryozyten und

Erythrozyten (megakaryocyte/erythrocyte progenitor, MEP) rekrutiert [127].

T-Lymphozyt
Lymphopoese
B-Lymphozyt
CLP
MPP4 NK-Zelle
- < [ -]
HSZ LTHSZ STHSZ MPP3 Erythrozyt
LSK A © Y
(Lin'Sca-1*Kit*) MPP2 MEP
CMP - Megakaryozyt Thrombozyt
Myelopoese &
GMP Mastzelle
Neutrophiler Granulozyt
Monozyt Makrophage

Abbildung 8: Schematische Darstellung der HSZ-Differenzierung.
Erstellt mit Biorender.com.
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Die Analysen im rMAT ergaben keine signifikanten Unterschiede in den Absolutwerten
der verschiedenen Zellpopulationen zwischen DD- und Chow-gefltterten Tieren nach 9
Wochen (vgl. Abbildung 9 (l) (a-f)). Weder die undifferenzierten Lin~ Zellen noch die
nachfolgenden Differenzierungsstadien der LSK® und Scal cKit" myeloiden
Vorlauferzellen differierten im Vergleich der Diaten. Lediglich die prozentuale
Darstellung (Il) zeigte hier einen signifikanten Anstieg der CD34" Langzeit-HSZ in
Relation zu LSK* Zellen im Knochenmark der pra-diabetischen Tiere, wobei insgesamt
eine niedrige LSK* Gesamtanzahl im rMAT beider Behandlungsgruppen beobachtet
werden konnte (vgl. Abbildung 9 (1)/(ll) (b)). Dartber hinaus war ein Trend innerhalb der
myeloischen Reihe in DD-geflutterten Tieren erkennbar, resultierend in einer erhdhten
Anzahl CMP (Abbildung 9 (g)).
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Abbildung 9: Moderater Einfluss der diabetogenen Didt auf die Differenzierung
hamatopoetischer Stammzellen im regulatorischen Knochenmark von C57BL/6J-Méusen.

Durchflusszytometrische Analyse von HSZ im regulatorischen Knochenmark (regulative marrow
adipose tissue, rMAT) von C57BL/6J-Mausen nach 9-wdchiger Futterung mit diabetogener Diat
(DD) oder respektiven Chow-Diat (n= 6, 5, auler GMP absolut: n = 5, 4). Liniendifferenzierende
Oberflachenmarker wurden zur Quantifizierung von a, linien-negativen (Lin") Zellen, b, LSK
(Lin-Sca-1*Kit*) Zellen ¢, CD34- Langzeit; long term (LT)-HSZ, d, CD34* Kurzzeit; short term (ST)-
HSZ, Multipotente Progenitorzellen (MPP) e, Typ 2 f, und Typ 3 & 4, g, myeloide Vorlauferzellen;
common myeloid progenitors (CMP), h, Vorlaufer fir Granulozyten und Makrophagen;
granulocyte/macrophage progenitors (GMP), i, Vorlaufer fir Megakaryozyten und Erythrozyten;
megakaryocyte/erythrocyte progenitors (MEP). Dargestellt ist sowohl die 1) absolute als auch die
Il) prozentuale (%) Anzahl lebender Zellen (a, b), LSK* Zellen (c-f) oder Sca1- cKit* myeloider
Vorlauferzellen (g-i). Die Daten sind als Mittelwert + SD angegeben. Ungepaarter
Student's t-Test; * p < 0,05.
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Im Gegensatz zum rMAT zeigte sich im cMAT eine deutliche Deregulierung der HSZ.
Sowohl die Anzahl der undifferenzierten Lin Zellen als auch die der LSK* lag in den pra-
diabetischen Mausen signifikant reduziert vor (vgl. Abbildung 10 (1) (a, b)). Ein &hnlicher
Trend deutete sich auch in der MPP 2-Population an (e). Die Ubrigen Zellpopulationen
waren nicht verandert (f-i). Die vorliegenden Daten demonstrieren somit einen Effekt der
Diat-induzierten Markadipogenese im friihen Differenzierungsstadium der HSZ. Unter
Berlcksichtigung der zentralen Rolle myeloider Zellen bei metabolischen Pathologien
korrelierte ein adipdser/pra-diabetischer Phanotyp der Tiere mit einer signifikanten
Erhéhung des prozentualen CMP-Anteils (Abbildung 10 (l) (g)). Weitere Unterschiede

waren nicht zu verzeichnen (vgl. () (a-f, h, i)).
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Abbildung 10: Dysregulierte hamatopoetische Differenzierung als Folge der diabetogenen
Diat im konstitutiven Knochenmarkfettgewebe von C57BL/6J-Mausen.

Durchflusszytometrische Analyse von HSZ im konstitutiven Knochenmark (constitutive marrow
adipose tissue, cMAT) von C57BL/6J-Mausen nach 9-wdchiger Futterung mit diabetogener Diat
(DD) oder respektiven Chow. Liniendifferenzierende Oberflachenmarker wurden zur
Quantifizierung von a, linien-negativen (Lin-) Zellen (n = 5), b, LSK (Lin-Sca-1*Kit*) Zellen (n = 5)
¢, CD34- Langzeit; long term (LT)-HSZ (n = 5, 6), d, CD34* Kurzzeit; short term (ST)-HSZ
(n = 4, 6), Multipotente Progenitorzellen (MPP) e, Typ 2 (n =5) f,und Typ 3 & 4 (n = 5, 6), g,
myeloide Vorlauferzellen; common myeloid progenitors (CMP) (n = 5, 6), h, Vorlaufer fir
Granulozyten und Makrophagen; granulocyte/macrophage progenitors (GMP) (n = 5, 6),
i, Vorlaufer fir Megakaryozyten und Erythrozyten; megakaryocyte/erythrocyte progenitors (MEP)
(n = 5, 6). Dargestellt ist sowohl die 1) absolute als auch die ll) prozentuale (%) Anzahl lebender
Zellen (a, b) (n = 6), LSK* Zellen (c-f) (LT HSZ: n =5, 6; ST HSZ: 4, 5) oder Sca1- cKit* myeloider
Vorlauferzellen (g-i) (CMP: n = 5; GMP: 5, 6; MEP: 5, 6). Die Daten sind als Mittelwert £ SD
angegeben. Ungepaarter Student's t-Test; * p < 0,05, * p < 0,01; ** p < 0,001;
**** p < 0,0001.
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3.1.2 Analyse von Immunzellen in den Knochenmarkfettsubtypen pra-
diabetischer C57BL/6J-Mause

Neben Untersuchungen hamatopoetischer Stamm- und Vorlauferzellen im
Knochenmark wurden ausdifferenzierte Immunzellen der myeloiden und lymphoiden
Linie analysiert. Obgleich nur eine marginal veranderte Komposition der HSZ im rMAT
im Vergleich von DD und Chow validierbar war, konnten signifikante Effekte in allen hier
betrachteten Immunzellpopulationen nachgewiesen werden. In Analogie zu den
Ergebnissen der zirkulierenden Immunzellen von C57BL/6J-Mausen (Daten nicht
gezeigt) geht ein chronischer, systemischer Entziindungsverlauf aufgrund der DD-
Futterung mit einem Anstieg diverser Immunzellen in der hamatopoetisch aktiven
Knochenmarkzone einher: Neben der signifikant erhéhten CD45* Leukozytenzahl
(Abbildung 11 (a)) waren auch die Absolutwerte von CD45*CD11b*Ly6G* Neutrophilen
(b), CD45*CD11b*Ly6C* Monozyten (c) und CD45°CD11bLy6G Lymphozyten (d)
signifikant erhdht. Erganzend weisen die Daten auf eine Neutrophilen-vermittelte
Entzindung hin, die sich in einem signifikant erhéhten Anteil der Zellen (in % der

CD45" Leukozytenzahl) infolge einer gestorten Glukosetoleranz aulert (s. (b, f)).
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Abbildung 11: Gesteigerte Immunzell-vermittelte Entziindungsantwort im regulatorischen
Knochenmark von C57BL/6J-Mausen nach Fiitterung einer diabetogenen Diat.

Durchflusszytometrische Analyse von Immunzell-Suptypen im regulatorischen Knochenmark
(regulative marrow adipose tissue, rMAT) von C57BL/6J-Mausen nach 9-woéchiger Fatterung mit
diabetogener Diat (DD) oder respektiven Chow-Diat (n= 5). Oberflachenmarker wurden zur
Quantifizierung von a, CD45" Leukozyten, b, CD45*CD11b*Ly6G* Neutrophilen,
c, CD45*CD11b*Ly6C* Monozyten und d, CD45*CD11b-Ly6G- Lymphozyten verwendet.
e, CD45* Leukozyten, f, CD45*CD11b*Ly6G* Neutrophile, g, CD45*CD11b*Ly6C* Monozyten
und h, CD45*CD11b-Ly6G- Lymphozyten, dargestellt als Anzahl positiver Zellen, normiert auf
CD45* Leukozyten. Die Daten sind als Mittelwert + SD angegeben. Ungepaarter Student's t-Test,
*p<0,05; **p<0,01.

Zusatzlich sollte geklart werden, inwieweit sich die beobachtete Reduktion
hamatopoetischer Stamm- und Vorlauferzellen primar des frihen
Differenzierungsstadiums in der cMAT-Immunantwort widerspiegelt. Nachfolgend wurde
daher die Frage adressiert, ob die diatetisch-induzierte Akkumulation der cMAds auch
die reifen Immunzellen innerhalb der hdmatopoetischen Nische beeinflusst. Ersichtlich
in Abbildung 12 (c) und (f) wiesen DD-geflitterte Mause einen signifikanten Anstieg der
CD45*CD11b*Ly6C* Monozyten nach 9-wochiger Futterungsperiode auf. Eine
Expansion ist sowohl in den absoluten Zellzahlen als auch in Relation zu CD45*
Leukozyten erkennbar. Hinzukommend zur signifikanten Zunahme der CMP im cMAT
von DD-gefutterten Tieren (vgl. Abbildung 10 (g)) kann demnach ein direkter Einfluss der

Markadipogenese auf die hamatopoetische Zellularitat abgeleitet werden, obgleich die
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Ubrigen Zellpopulationen keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen

zeigten (vgl. a, b, d, e).
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Abbildung 12: Anstieg der Monozyten im konstitutiven Knochenmarkfettgewebe von
C57BL/6J-Mausen nach Fiitterung der diabetogenen Diat.

Durchflusszytometrische Analyse von Immunzell-Suptypen im konstitutiven Knochenmark
(constitutive marrow adipose tissue, cMAT) von C57BL/6J-Mausen nach 9-wdchiger Futterung
mit diabetogener Diat (DD) oder respektiven Chow. Oberflachenmarker wurden zur
Quantifizierung von a, CD45* Leukozyten (n= 7, 8), b, CD45*CD11b*Ly6G* Neutrophilen
(n= 6, 7) und ¢, CD45*CD11b*Ly6C* Monozyten. (n= 7, 8) d, CD45* Leukozyten (n= 6, 8),
e, CD45*CD11b*Ly6G* Neutrophile (n= 6, 7) und f, CD45*CD11b*Ly6C* Monozyten (n= 7, 8)
dargestellt als Anzahl positiver Zellen, normiert auf CD45* Leukozyten. Die Daten sind als
Mittelwert £ SD angegeben. Ungepaarter Student's t-Test; * p < 0,05.
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3.2 cMAT-Sekretionsprofil von C57BL/6J Mausen im Modell der

Diat-induzierten Adipositas und Glukoseintoleranz

Sowohl die verschiedenen Immunzellen als auch die pro- und antiinflammatorischen
Zyto- und Chemokine, die aus dem betroffenen Gewebe sezerniert werden, geben
Hinweise auf das inflammatorische Geschehen [120]. Im Zuge dessen wurden
konditionierte cMAT-Uberstande von 9 Wochen lang gefitterten C57BL/6J-Mé&usen
mittels Multiplex-Cytokin- bzw. Chemokin-ELISA auf das Vorhandensein verschiedener

inflammatorischer Marker untersucht (s. Abs. 2.2.9).

Lediglich die MIP-1B-Sekretion im cMAT der pra-diabetischen Tiere zeigte nach 9
Wochen DD-Flitterung einen signifikanten Anstieg des pro-inflammatorischen Zytokins
verglichen mit den Kontrolltieren (vgl. Abbildung 13). Alle anderen untersuchten Zytokine
wiesen keine nennenswerten Unterschiede durch die Behandlung auf. Summierend
verzeichnet das cMAT pra-diabetischer Tiere einen entzindlichen Zustand,
charakterisiert durch die Interaktion von Stamm- und Immunzellen und einem erhdhten

Spiegel von Entziindungssignalmolekiilen, insbesondere MIP-1.
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Abbildung 13: cMAT-Sekretionsprofil von C57BL/6J-Mausen im Modell der Diat-
induzierten Adipositas und Glukoseintoleranz.

Die Zytokin- und Chemokinkonzentrationen (pg/ml) wurden mittels Multiplex-Immunoassays im
konstitutiven Knochenmarkfettgewebe (constitutive marrow adipose tissue, cMAT) von
C57BL/6J-Mausen nach 9-wdchiger Futterung mit diabetogener Diat (DD) oder Chow-Diat
bestimmt. Zur Normalisierung wurden alle experimentellen Daten mit einem Faktor
(((Gewebe (mg)/Knochen (mg))/Knochenlange (cm)) x 100) normiert. Die Daten wurden in
Zusammenarbeit mit Dr. Sonja Hartwig und Dr. Stefan Lehr (beide Deutsches Diabetes Zentrum,
Dusseldorf, Deutschland) erhoben. MIP-13 (Macrophage Inflammatory Protein-18) (n = 7, 6),
MIP-1a (Macrophage Inflammatory Protein-1a) (n = 7, 6), TNF-a (Tumor-Nekrose-Faktor-a)
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(n =7, 5), INFy (Interferon-y) (n = 5, 6), IL-10 (Interleukin-10) (n = 7, 6), IL-6 (Interleukin-6)
(n = 5), IL-17A (Interleukin-17A) (n= 7, 6), IL-13 (Interleukin-13) (n = 7, 6), IL-12 (p40)
(Interleukin-12 (p40)) (n = 7, 6), IL-12 (p70) (Interleukin-12 (p70)) (n = 7, 6), IL-5 (Interleukin-5)
(n =7, 6), IL-3 (Interleukin-3) (n = 7, 7), IL-1B (Interleukin-1B) (n = 7, 7), IL-1a (Interleukin-1a)
(n=7,7), Eotaxin (n = 7, 7), G-CSF (Granulozyten-Kolonie-stimulierender Faktor) (n = 6, 7),
GM-CSF (Granulozyten-Monozyten-Kolonie-stimulierender Faktor) (n = 7, 7), CCLS
(C-Chemokin-Ligand 5/ Rantes) (n = 7, 5), CXCL1 (Chemokin (C-X-C motif)-Ligand 1/ KC)
(n = 6, 5). Die Daten sind als Mittelwerte + SD angegeben. Ungepaarter Student's t-Test; * p <
0,05.

3.3 Auswirkungen von Diat-induzierter Adipositas und
Glukoseintoleranz auf die cMAT-Stoffwechselaktivitat von
C57BL/6J Mausen

Fette sind essenziell fir die Regulation der Energiehomdostase. Damit verbunden sind
vielfaltige Funktionen der verschiedenen Depots, wie z.B. des energiespeichernden
WAT und des energieproduzierenden BAT [33, 208]. Das BMAT, ein separates
Fettdepot, gewinnt im Rahmen metabolischer Untersuchungen zunehmend an
Bedeutung [55].

Folglich sollten potenzielle BMAT-spezifische Eigenschaften und ihre metabolische
Funktion im pra-diabetischen Stoffwechselkontext erforscht werden. Hierzu wurden
Stoffwechselanalysen im cMAT von 9 Wochen DD- oder Chow- gefitterten C57BL/6J
Mausen mittels eines XF24 Extracellular Flux Analysators durchgefihrt. Wie in Kapitel
2.4 beschrieben, konnen mit Hilfe des Mito-Stress-Tests Riickschllisse auf die zellulare
Sauerstoffverbrauchsrate (oxygen consumption rate, OCR) und die extrazellulare
Versauerungsrate (extracellular acidification rate, ECAR) — als Indikator der anaeroben

Glykolyse — gezogen werden [209].

Bei einem Vergleich von DD und Chow lieRen sich jedoch keine signifikanten
Unterschiede feststellen — weder in Bezug auf die gesamte OCR-Messung Uber die Zeit
(Abbildung 14 (a)) noch in hinsichtlich der einzelnen OCR-Parameter wie der basalen
(b), maximalen (c) und nicht-mitochondrialen (d) Atmungsaktivitadt. Darlber hinaus
wurden keine Effekte mittels einer parallelen ECAR-Messung erfasst (Daten nicht
dargestellt). Weitere Analysen sind notwendig, um die Physiologie und Funktion des
Fettdepots im dynamischen Prozess der Energieverwertung im Falle des pra-

diabetischen Phanotyps genauer zu beleuchten.
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Abbildung 14: Keine Effekte der Diat-induzierten Adipositas und Glukoseintoleranz auf die
Stoffwechselaktivitat des konstitutiven Knochenmarkfettgewebes von C57BL/6J-Mausen.

Metabolische Analyse des konstitutiven Knochenmarkfettgewebes (constitutive marrow adipose
tissue, cMAT) aus C57BL/6J-Mausen mittels Seahorse XFe Analysators nach 9-woéchiger
Fitterung einer diabetogenen Diat (DD) oder einer reprasentativen Chow-Diat. Messung der
a, zellularen Sauerstoffverbrauchsrate (oxygen consumption rate, OCR) (pmol/min) nach
Injektion von 1,25 uM Oligomycin (1), 3 uM Carbonylcyanid-P-triflouromethoxyphenylhydrazon
(FCCP) (2) und einer Mischung aus 10 uM Rotenon und 3 uM Antimycin (3). b, Basale Respiration
(pmol/min), ¢, maximale Respiration (pmol/min) und d, nicht-mitochondriale Respiration
(pmol/min) im cMAT. Zur Normalisierung wurden alle experimentellen Daten mit einem Faktor
(((Gewebe (mg)/Knochen (mg))/Knochenlange (cm)) x 100) normiert. Die Daten sind als
Mittelwert + SD angegeben. Zweifache ANOVA und Sidak's multipler Vergleichstest; ungepaarter
Student’s t-Test; n = 2, 4 entspricht 4, 8 biologischen n).

63



Ergebnisse

3.4 Charakterisierung der HA-Matrix im Knochenmark von
C57BL/6J-Mausen

Eine zentrale Funktion der HA-reichen EZM in WAT und BAT konnte bereits im pra-
diabetischen Tiermodell gezeigt werden, wahrend Uber die Matrix im BMAT bisher wenig

bekannt ist.

In eigenen Vorarbeiten wurde das Vorkommen von HA im BMAT verifiziert. Zur
detaillierteren Charakterisierung von HA sowie morphologischer Veranderungen wurden
Querschnitte des distalen Knochenmarks nach 9 Wochen DD fir HA angeféarbt.
Reprasentative Aufnahmen der HA-Farbung (s. Abbildung 15), detektiert mittels Cy3-
konjuguiertem Streptavidin (a) oder einer 3,3'-Diaminobenzidin (DAB)- Farbelésung (b),

verdeutlichen die HA-Expression im heterogenen Knochenmark der Tiere.

Im Anschluss sollte einerseits die Genexpression der Has im cMAT und andererseits ein
madglicher Einfluss der frilhen Diabetesprogression auf die Matrix und damit auf die
Expression der einzelnen HA-Isoenzyme ermittelt werden. Dazu wurde die Verteilung
der Has mRNA Expression in vivo sowohl basal (c) als auch nach 9-wéchiger DD-
Futterung (d) analysiert. Bis dato sind keine Publikationen bekannt, in denen die drei
Has-Gene im BMAT identifiziert wurden. Angesichts der hohen BMAd-Plastizitat nicht
nur im Alter, sondern auch unter pathologischen Bedingungen wird jedoch ein
ausgepragtes Remodelling der HA-reichen EZM erwartet. Hinweise darauf lieferten
bereits frihere Arbeiten in vitro, in denen eine positive Korrelation zwischen
Adipogenese und HA-Synthese in 3T3-L1-Zellen [195, 196] sowie der Has2 mRNA-
Expression [210] gezeigt werden konnte. In Ubereinstimmung mit den Ergebnissen aus
WAT und BAT [28] konnte auch im BMAT zumindest unter basalen Bedingungen (c) eine
maximierte Has2 mRNA- Expression (89,64 %) nachgewiesen werden, indes die Has3

mRNA (93,99 %) infolge der diabetogenen Futterung (d) pradominant exprimiert wurde.
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Abbildung 15: Charakterisierung der Hyaluronsdure (HA)-Matrix im konstitutiven
Knochenmarkfettgewebe von C57BL/6J-Mausen.

Immunhistochemische Quantifizierung von HA in Querschnitten des distalen Knochenmarks von
13 Wochen (w) alten mannlichen C57BL/6J-Mausen nach 9-wdchiger diabetogener Fltterung
(DD). Reprasentative Bilder HA-gefarbter Schnitte unter Verwendung eines biotinylierten
HA-Bindeproteins (hyaluronic acid binding protein, HABP) sowie Detektion anhand a, eines
Cy3-konjuguierten Streptavidins- oder b, 3,3'-Diaminobenzidin (DAB). VergréRerung: 40fach.
MaRstabsbalken: 50 uym. Primereffizienzbestimmung der Has1, Has2 und Has3 mRNA im cMAT
von C57BL/6J-Mausen, ¢, basal (n = 3) und d, nach 9-wdchiger Futterung der DD
(n = 2). Basal: Has1 (4, 21 %), Has2 (89,64 %) und Has3 (6,15 %); Pra-Diabetisch: Has1 (4, 79
%), Has2 (1,22 %) und Has3 (93,99 %).

In einem weiteren Schritt wurde Uberprift, ob Diat-induzierte Anomalien des
Stoffwechsels mit einer veranderten Expression des wesentlichen HA-Rezeptors CD44
im BMAT in vivo einhergehen (vgl. Abbildung 16). Nach 3 Wochen diabetogener
Fltterung zeigten sich keine Abweichung im Vergleich zur Kontrolle (a). Eine signifikante
Herunterregulation von Cd44 mRNA konnte jedoch im pra-diabetischen cMAT nach 9

Wochen Fitterung nachgewiesen werden (b).
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Abbildung 16: Expression des HA-Hauptrezeptors CD44 im konstitutiven
Knochenmarkfettgewebe von C57BL/6J-Mausen nach Fiitterung der diabetogenen Diét.

Cd44-mRNA Expression im konstitutiven Knochenmarkfett (constitutive marrow adipose tissue,
cMAT) von C57BL/6J-Mausen nach a, 3 Wochen (n = Cd44: 5, 4; 2 n.d.) sowie b, 9 Wochen
(n=Cd44: 4,9) diabetogener Diat (DD) oder entsprechender Chow-Diat. Der relative
Expressionsunterschied zwischen DD und Chow, normalisiert zum Referenzgen (18S) wird in
2-24Ct dargestellt. N.d. steht fir nicht detektierbar. Die Daten sind als Mittelwert + SD angegeben.
Ungepaarter Student's t-Test; * p <0,05; ** p < 0,01.

3.5 Rolle von CD44 bei der Knochenmarkadipogenese in vitro

Fir eine genauere mechanistische Untersuchung von CD44 in der Adipogenese wurden
Pra-Adipozyten aus stromal-vaskularen Zellen des Knochenmarks von C57BL/6J-
Mausen isoliert, nach dem beschriebenen Standardprotokoll differenziert und zu
verschiedenen Zeitpunkten hinsichtlich der Lipidakkumulation mittels Ol Rot-Farbung
untersucht (s. Kapitel 2.7). Anschlielfend erfolgte eine Neutralisierung der
HA-Bindungsdomane des HA-Hauptrezeptors flir 24 h vor Initiierung der Adipogenese
(vgl. Kapitel 2.7.3; Abbildung 7). Die Blockade der CD44-HA-Interaktion flihrte zu einer
signifikanten Reduktion der Differenzierung primarer Pra-Adipozyten nach 6
Differenzierungstagen (d6) (vgl. Abbildung 17 (a)). CD44 scheint somit eine

entscheidende Rolle bei der Regulation der Adipogenese zu spielen.
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Abbildung 17: CD44-Rezeptorblockierung beeintrichtigt die adipogene Differenzierung
der stromal-vaskularen Knochenmarkfraktion in primare Pra-Adipozyten.

a, Quantifizierung von Pra-Adipozyten des Knochenmarks mittels Ol Rot-Intensitat (Absorption
bei 492 nm) im Verlauf von 6 Differenzierungstagen (dx) (n= d0: 5, 5; d3: 7, 7; d6: 5, 5) von
C57BL/6J-Mausen nach Behandlung mit einem blockierenden Antikorper (AK) gegen die HA-
Bindungsdomane von CD44 oder der entsprechenden Isotypkontrolle fiir 24 h. b, Reprasentative
Aufnahme der Ol Rot-Farbung 6 Tage nach Induktion der Adipogenese. VergroRerung: 20fach,
MaRstabsbalken: 200um. Zweifache ANOVA und Sidak's multipler Vergleichstest; * p < 0,05.

3.6 Effekt der genetischen Has-Defizienz im Modell der Diat-

induzierten Adipositas und Glukoseintoleranz

Die Synthese von HA hat einen direkten Einfluss auf die Funktionen des weiflen und
braunen Fettgewebes, so dass funktionelle Eigenschaften von HA bei der Regulation
des Stoffwechsels postuliert werden [28, 169]. Inwieweit HA einen metabolischen
Phanotyp im BMAT ahnlich wie in anderen Fettdepots beeinflusst, sollte subsekutiv

geklart werden.

Ob ein pathologischer Glukosestoffwechsel in Form eines Pra-Diabetes einen Effekt auf
das HA-System im BMAT hat, wurde anhand zwei verschiedener Has-Knockout-Linien
im etablierten Modell der Diat-induzierten Adipositas und Glukoseintoleranz bzw. IR
untersucht. Dazu erhielten Mause mit einem genetischen Defekt der HA-

synthetisierenden Enzyme HAS1, und -2 sowie die jeweiligen WT-Kontrollen tber einen
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Zeitraum von 9 Wochen entweder eine DD oder eine entsprechende Chow-Diat (vgl.

Abbildung 4). Tiere mit einer Has3-Defizienz sind nicht Teil dieser Arbeit.

3.6.1 Einfluss der Diat-induzierten Adipositas auf das Korpergewicht

sowie die Glukosetoleranz bei Has2-Defizienz in vivo

Da der kongenitale Knockout der murinen Has2 embryonal letal ist, erfolgte die Induktion
des Knockouts mit Tamoxifen vor Beginn der Fitterung ab einem Alter von 10-13
Wochen. Die erhobenen Daten signalisieren, dass die Futterung von DD zu einer
erheblichen Zunahme des Korpergewichts beider Genotypen, Has2-Knockout sowie
WT-Kontrolle, Gber einen Zeitraum von 9 Wochen fihrt (Abbildung 18 (a)).

Um unabhangig davon die Wirkung von DD auf den Glukosestoffwechsel und die
systemische Glukosetoleranz zu evaluieren, wurde nach 3, 6 und 9 Wochen DD-Gabe
ein i.p. GTT durchgefuhrt. Auch hier zeigten sich keine Abweichungen zwischen den
Has2-Knockout-Mausen und den WT-Kontrollen (c, d, e). Auflerdem konnte kein
Genotypen-Effekt auf die Insulinsekretion im murinen Plasma detektiert werden (b).
Obwohl die Has2-Defizienz keinen direkten Effekt auf den metabolischen Phanotyp im
Sinne einer verbesserten oder verschlechterten Glukosetoleranz oder Insulinsensitivitat
zeigte, konnte anhand von Chow-gefltterten Has2-Knockout-Mausen die Effektivitat des
Mausmodells zur Generierung eines adipdsen und pra-diabetischen Phanotyps gezeigt
werden. Nachfolgend bildet der Genotypen-Vergleich DD-gefltterter Tiere die Basis

samtlicher Experimente.
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Abbildung 18: Einfluss der diabetogenen Fiitterung auf das Korpergewicht sowie die
Glukosetoleranz bei Has2-Defizienz in vivo.

13 Wochen alte Has2-Knockout (KO)-Mause sowie entsprechenden Wildtyp (WT)-Kontrollen
wurden mit einer diabetogenen Diat (DD) Uber einen Zeitraum von 9 Wochen gefiittert. Die
Fitterung der Has2-KOs anhand der Chow-Diat diente als zusatzliche Kontrolle. a, Kérpergewicht
in Gramm (g) (n = Has2-WT 16, Has2-KO 9, Has2-KO Chow 4). b, Plasmainsulinspiegel (ng/ml)
nach 9-wochiger DD im Vergleich der Genotypen (n = 6). Intraperitonealer Glukosetoleranztest
(mg/dl) nach ¢, 3 Wochen (n =9, 3), d, 6 Wochen (n = 6, 4) und e, 9 Wochen (n = Has2-WT 9,
Has2-KO 7, Has2-KO Chow 4). Die Daten sind als Mittelwert + SD angegeben. Zweifache
ANOVA und Sidak's multipler Vergleichstest; ungepaarter Student's t-Test.

3.7 Einfluss der HAS2 auf die Heterogenitat der
Knochenmarknische in einem Modell der Diat-induzierten

Adipositas und Glukoseintoleranz

Obwohl der Has2-Knockout keine Auswirkungen auf das Koérpergewicht und die
systemische Glukosetoleranz hat (vgl. Abbildung 18), konnte dennoch eine veranderte
Komposition des Knochenmarks bei DD gefltterten Has2-Knockout-Mausen im
Vergleich zu WT-Kontrollen beobachtet werden (vgl. Abbildung 19). Es ist bekannt, dass
Fettgewebe im Knochenmark auf Veranderungen des Ganzkdrpermetabolismus
reagiert, weshalb eine Fettgewebsexpansion mit einem pathophysiologischen
Stoffwechsel in Verbindung gebracht wird [88]. Die makroskopische Quantifizierung der
BMAds nach 9 Wochen DD-Fultterung offenbarte eine signifikante Reduktion der

Fettablagerung im peripheren Teil der Tibia von Has2-Knockout-Tieren (a, b) und eine
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positive Korrelation mit dem Koérpergewicht der Tiere (c). Exemplarische HE-gefarbte
Knochenbilder illustrieren die Reduktion des BMAT-Volumens bei pra-diabetischen

Has2-Knockout-Mausen — spezifisch von cMAT lokalisiert im distalen Bereich (d).

Has2 WT Has2 KO
—QN =1
— — b 10~ € 10-
= — % % % %
: — c =
= i 2 8- 2 8-
= = 8 _EFE g ooo
= = € 6| mm m ¢ 6 oowo
E E g o — :E~ .l ] u]
=o = Eol & Eaf Fe
= =
d g 2 < 2 fe Has2WT
-, [}
AT S S -s Has2 KO
i o— 01—
i~ 30 40 50

Koérpergewicht (g)

CMAT ' D
Al

Abbildung 19: HAS2 induziert Veranderungen der Knochenmarknische im Modell der Diat-

induzierten Adipositas und Glukoseintoleranz.

Quantitative Bestimmung des Fettgewebes im Vergleich zwischen den Genotypen, Has2-
Knockout (KO) und Wildtyp (WT)-Kontrollen, in der Tibia nach 9-wdchiger Fitterung mit einer
diabetogenen Diat (DD). a, Reprasentative Ausnahmen der Tibia von WT sowie KO. Die rote
Markierung zeigt den Bereich des konstitutiven Knochenmarkfettgewebes (constitutive marrow
adipose tissue, cMAT). b, Quantifizierung des cMAT-Anteils (mm) pro Knochen (n = 10). ¢, cMAT
(mm)/Knochen in Relation zum Korpergewicht (g) der Tiere nach 9 Wochen Diat (n = 9,10). Der
Korrelationskoeffizient R2 wurde bestimmt, wobei r > 0 eine positive Korrelation darstellt: cMAT
(mm)/Knochen/Kérpergewicht (g) Has2-KO = 0,1585 und WT = 0,0055. d, Exemplarische
Aufnahmen des zugehdrigen HE-gefarbten Knochenmarks, wobei die roten Markierungen die
unterschiedlichen Knochenmarkfettsubtypen (cMAT und rMAT,; regulatorisches
Knochenmarkfettgewebe (regulative marrow adipose tissue) abbilden. Die Daten sind als
Mittelwert £ SD angegeben. Ungepaarter Student's t-Test;, * p < 0,05, ** p < 0,01;
***p<0,001; *** p<0,0001.
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3.8 Einfluss von HAS2 auf die Adipogenese im Knochenmark in

vitro

Im Weiteren sollte geklart werden, ob die adipogene Differenzierung in vitro im Rahmen
eines genetischen Has2-Mangels einer Veranderung unterliegt. Zu diesem Zweck
wurden Pra-Adipozyten aus stromal-vaskuldren Zellen der Tibia von Has2-Knockout-
Mausen und entsprechenden WT-Kontrollen isoliert, nach dem beschriebenen
Standardprotokoll differenziert und zu verschiedenen Zeitpunkten hinsichtlich der

Lipidakkumulation mittels Ol Rot-Farbung untersucht (s. Kapitel. 2.7).
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Abbildung 20: Adipogene Differenzierung der stromal-vaskularen Knochenmarkfraktion in
primare Pra-Adipozyten ist HAS2-vermittelt.

a, Quantifizierung von Pra-Adipozyten des Knochenmarks mittels Ol Rot-Intensitat (Absorption
bei 492nm) im Verlauf von 6 Differenzierungstagen (dx) (n = 5, 5) von 13 Wochen Has2-Knockout
(KO)-Mausen sowie entsprechender Wildtyp (WT)-Kontrollen. b, Reprasentative Aufnahme der
Ol Rot-Farbung 6 Tage nach Induktion der Adipogenese. VergroRerung: 20fach.
MaRstabsbalken: 200um. Zweifache ANOVA und Sidak's multipler Vergleichstest.

Koharent zeigte sich eine tendenziell verminderte Lipidakkumulation nach einem
Knockout von Has2, was zusatzlich die Idee einer pro-adipogenen HA-

Signaltransduktion im Rahmen der friihen Adipozytendifferenzierung stitzt.
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3.9 Einfluss von HAS2 auf den cMAT-Energiestoffwechsel des
Knochenmarkfettgewebes im Modell der Diat-induzierten

Adipositas und Glukoseintoleranz

Erwiesenermalien beeintrachtigt eine unzureichende Sauerstoffversorgung die
adipogene Differenzierung. Erganzend zeigten adipdése C57BL/6J-Mause signifikant
niedrigere Sauerstoffwerte im WAT [211, 212].

Dem dynamischen BMAT wird eine zentrale Funktion in Hinblick auf die Erhaltung des
metabolischen Gleichgewichts zugeschrieben [87]. Zudem deuten bisher gewonnene
Daten im WAT und BAT darauf hin, dass HA einen direkten Einfluss auf den
Glukosestoffwechsel hat, zumal Glukosederivate die Vorstufe von HA bilden [164, 194].
Hinzukommend suggeriert sowohl die gesteigerte HA-Synthese wahrend der
Ausdifferenzierung zu Adipozyten in vitro [210, 213] als auch die HA-Akkumulation unter
diabetischen Konditionen im WAT in vivo [200, 201, 214] eine funktionelle metabolische
Rolle der HA.

Zur Erstellung eines Stoffwechselprofils fur das konstitutive cMAT wurde der Mito-
Stress-Test mittels XF24 Extracellular Flux Analysators durchgeftuhrt. Unter Verwendung
des standardisierten Tests kdnnen Aussagen sowohl tiber die OCR als auch die ECAR
und somit die anaerobe Glykolyse getroffen werden (vgl. Abs. 2.4). Im Anschluss an eine
9-wochige DD-Ftterung wurde das cMAT von Has2-Knockouts sowie WT-Kontrollen flr
Analysen der metabolischen Aktivitat entnommen. Ein Vergleich der Genotypen lief3
spezifisch signifikante Unterschiede in der OCR feststellen (Abbildung 21 (a)). Basierend
auf den OCR-Parametern der basalen (b), maximalen (c) und nicht-mitochondrialen (d)
Atmungsaktivitat ergab sich ein signifikant reduziertes respiratorische Potential der HA-
defizienten Tiere unter pra-diabetischen Bedingungen. Ein signifikant erniedrigter
Grundenergiestatus der Has2-defizienten Adipozyten ging mit verminderten
Basalwerten einher. AnschlieRend erfolgte die Hemmung der mitochondrialen Atmung
durch den Komplex V-Inhibitor Oligomycin. Die Zugabe von FCCP, einem Entkoppler
der Atmungskette, initiilert eine maximale OCR, wobei ein Has2-Knockout signifikant
minimierte Werte bedingte. Erganzend korrelierte eine verringerte HA-Synthese in Has2-
Knockouts mit einer statistisch signifikanten Reduktion der nicht-mitochondrialen
Atmungskapazitat nach Zugabe der Kombination aus Rotenon/Antimycin A zur erneuten
Inhibition der mitochondrialen Atmung. Indes waren keine Abweichungen in der ECAR

bestimmbar (Daten nicht dargestellt).
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Es ist Gegenstand zukiinftiger Forschung, ob ein HA-Mangel &hnlich wie beim BAT das
energetische BMAT-Profil moduliert und ggf. einen direkten Einfluss auf eine
Verschiebung des Glukoseflusses in Richtung Glykolyse durch erhdhte
Substratbereitstellung hat. Gleichermalen sind weitere Untersuchungen notwendig, um
einerseits die zugrundeliegenden Mechanismen des defizitaren Energiestoffwechsels im
cMAT und andererseits die Fahigkeit der Adipozyten zur Modulation des Mikromilieus

im Hinblick auf die frihe Diabetesprogression aufzuklaren.
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Abbildung 21: Defizitare Stoffwechselaktivitit des konstitutiven Knochenmarkfettgewebes
von Has2-defizienten Mausen unter pra-diabetischen Bedingungen.

Metabolische Analyse des konstitutiven Knochenmarkfettgewebes (constitutive marrow adipose
tissue, cMAT) aus Has2-Knockout (KO) Mausen oder entsprechenden Wildtyp (WT)-Kontrollen
mittels Seahorse XFe Analysators nach 9-wochiger Futterung einer diabetogenen Diat (DD).
Messung der a, zellularen Sauerstoffverbrauchsrate (oxygen consumption rate, OCR) (pmol/min)
nach Injektion  von 1,25 uyM  Oligomycin (1), 3 puM  Carbonylcyanid-P-
triflouromethoxyphenylhydrazon (FCCP) (2) und einer Mischung aus 10 yM Rotenon und 3 yM
Antimycin (3). b, Basale Respiration (pmol/min), ¢, maximale Respiration (pmol/min) und d,
nicht-mitochondriale Respiration (pmol/min) im cMAT. Zur Normalisierung wurden alle
Versuchsdaten mit einem Faktor (((Gewebe (mg)/Knochen (mg))/Knochenldange (cm)) x 100)
normiert. Die Daten sind als Mittelwert £ SD angegeben. Zweifache ANOVA und Sidak's multipler
Vergleichstest; ungepaarter Student's t-Test; * p < 0,05; n = 4 entspricht 8 biologischen n).
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3.10 Beeinflussung der Laktathomoostase des
Knochenmarksfettgewebes durch HAS2 im Modell der Diat-

induzierten Adipositas und Glukoseintoleranz

Die Laktatdehydrogenase (LDH), ein wichtiges Oxidoreduktase-Enzym des anaeroben
Stoffwechsels, katalysiert die bidirektionale Umwandlung von Laktat und NAD* aus
Pyruvat und NADH. Um Anhaltspunkte zu erhalten, ob die verminderte respiratorische
Atmungsaktivitadt im cMAT von Has2-defizienten Tieren unter pra-diabetischen
Bedingungen (vgl. Abbildung 21) mit einer Verschiebung des zellularen Stoffwechsels in
Richtung anaerober Glykolyse einhergeht, wurde die LDH-Aktivitdt gemessen. Zu
diesem Zweck wurde das cMAT von Has2-Knockout-Mausen sowie WT-Kontrollen nach
9 Wochen DD-Futterung isoliert, entsprechend aufbereitet und die Reduktion von NAD*

zu NADH durch LDH kolorimetrisch bei 450 nm spezifisch nachgewiesen.

Die genetische Deletion von Has2 flhrte zu einer signifikant reduzierten LDH-Aktivitat
(mU/ml Laktat normalisiert auf Gewebe und WT-Kontrolle) im cMAT in Korrelation zur
Kontrolle (b).

In Ubereinstimmung mit den zuvor beschriebenen Alterationen des CcMAT-
Energiestoffwechsels sprechen die Ergebnisse insgesamt fiir eine regulatorische Rolle

von HA im Rahmen des zellularen BMAd-Energiestatus.
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Abbildung 22: Has2-Defizienz korreliert mit einer Reduktion der Laktatdehydrogenase-
Aktivitat im konstitutiven Knochenmarkfettgewebe unter pra-diabetischen Bedingungen.

a, Schematische Darstellung der enzymatischen Oxidation von Laktat zu Pyruvat, katalysiert
durch die Laktatdehydrogenase (LDH). b, Quantifizierung der enzymatischen LDH-Aktivitat
(mU/ml Laktat) mittels LDH-Assay im konstitutiven Knochenmarkfett (constitutive marrow adipose
tissue, cMAT) von Has2-Knockout (KO)-Mausen und entsprechenden Wildtyp (WT)-Kontrollen
(n =6) nach 9-wdchiger Fltterung mit einer diabetogenen Diat (DD). Zur Normalisierung wurden
alle experimentellen Daten mit einem Faktor (((Gewebe (mg)/Knochen (mg))/Knochenlange (cm))
x 100) normiert. Die Daten sind als Mittelwert £+ SD angegeben. Ungepaarter Student's t-Test;
*p £0,05; ** p <0,01. Abbildung erstellt mit Biorender.com.
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3.11 Einfluss von HAS2 auf das Stammzell-/Immunzellreservoir
im Knochenmark nach Induktion von Adipositas und

Glukoseintoleranz

Um ein detailliertes Verstandnis tUber die Rolle der HAS2 im Kontext der zelluléaren und
funktionellen Heterogenitdt des Knochenmarks zu erhalten, wurden Analysen
hamatopoetischer Stamm- und Immunzellen von pra-diabetischen Has2-Knockout-
Mausen sowie entsprechenden WT-Kontrollen durchgefiihrt. Eine Studie von
Goncharova et al., lieferte bereits Indizien fir HA als entscheidenden Akteur im
hamatopoetischen Mikromilieu. Eine pharmakologische Hemmung der HAS und der

Synthese von HA durch 4-MU unterdriickte die Hamatopoese in vitro [215].

Angesichts der embryonalen Letalitdt einer genetischen Has2-Ablation (s. Kapitel
2.2.1.2) ist die zellulare Funktion von HAS2-produzierter HA innerhalb des Stammzell-
und Immunzellreservoirs des Knochenmarks im Zusammenhang mit Pra-Diabetes in
vivo noch wenig verstanden. Um HA-basierte Effekte zu untersuchen, wurde zunachst
ein Knockout mittels Tamoxifen-induzierbarer Cre-Rekombinase induziert und sowohl
Has2-Knockout-Mause als auch die entsprechenden WT-Kontrollen Gber 9 Wochen mit
DD gefiittert. Nachfolgend wurde das Knochenmark isoliert, mit den in Tabelle 4
aufgeflihrten Antikérpern gefarbt und durchflusszytometrisch charakterisiert. In Analogie
zu Analysen der C57BL/6J-Mause wurden das regulatorische und das konstitutive
Knochenmark getrennt vermessen, um sowohl die Auswirkungen der HA auf die
zellulare Immunantwort als auch die Rolle der HA-reichen BMAds im hamatopoetisch
aktiven Knochenmark  zu identifizieren. Im Folgenden  werden  die
durchflusszytometrischen Analysen sowohl der HSZ als auch der myeloiden/lymphoiden
Immunzellen der jeweiligen Subtypen (rMAT und cMAT) dargestellt. Die entsprechenden

Gating-Schemata sind im Appendix zu finden.

In Korrespondenz zu den zuvor erwahnten in vitro Studien konnten auch in vivo
Genotypunterschiede prazisiert werden. Ein Has2-Mangel beeintrachtigte die
Differenzierung der HSZ im cMAT der Tiere. Eine signifikant verringerte Anzahl
undifferenzierter Lin- HSZ im cMAT DD-gefutterter Has2-Knockouts (Abbildung 23 (1) (a))
war mit einer tendenziellen Reduktion von LSK* Zellen (Lin"Sca-1*Kit") (b) und einer
signifikant geringeren MPP-Anzahl (Typ 2 (e) und Typ 3/4 (f)) assoziiert. Ein ahnlicher
Effekt zeigte sich hinsichtlich der differenzierteren Stadien: Ein deutlicher Trend zur
Reduktion von CMP (g), GMP (h) und eine Signifikanz von MEP (j) konnte im cMAT bei

Has2-Defizienz beobachtet werden.
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HA scheint hingegen keine eindeutige Auswirkung auf die prozentuale Verteilung der

HSZ unter pra-diabetischen Bedingungen im cMAT zu haben (vgl. Abbildung 23 (11)).
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Abbildung 23: Has2-Defizienz beeintrachtigt das frithe Differenzierungsstadium
hamatopoetischer Stammzellen im konstitutiven Knochenmarkfettgewebe unter pra-
diabetischen Bedingungen.

Durchflusszytometrische Analyse von HSZ im konstitutiven Knochenmarkfetigewebe
(constitutive marrow adipose tissue, cMAT) von Has2-Knockout (KO)-Mausen oder
entsprechenden Wildtyp (WT)-Kontrollen nach 9-wdchiger Futterung mit diabetogener Diat (DD)
(n = 5, 5). Liniendifferenzierende Oberflachenmarker wurden zur Quantifizierung von a,
linien-negativen (Lin-) Zellen, b, LSK* (Lin-Sca-1*Kit*) Zellen ¢, CD34- Langzeit; long term (LT)-
HSZ, d, CD34* Kurzzeit; short term (ST)-HSZ, Multipotente Progenitorzellen (MPP) e, Typ 2
f, und Typ 3 & 4, g, myeloide Vorlauferzellen; common myeloid progenitors (CMP), h, Vorlaufer
fur Granulozyten und Makrophagen; granulocyte/macrophage progenitors (GMP), i, Vorlaufer fur
Megakaryozyten und Erythrozyten; megakaryocyte/erythrocyte progenitors (MEP). Dargestellt ist
sowohl die I) absolute als auch die Il) prozentuale (%) Anzahl lebender Zellen (a, b), LSK* Zellen
(c-f) oder Sca1- cKit* myeloider Vorlauferzellen (g-i) (n = 6, 5). Die Daten sind als Mittelwert £ SD
angegeben. Ungepaarter Student's t-Test; * p < 0,05; ** p <0,01.
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Die Analysen im rMAT ergaben keine Unterschiede zwischen den Genotypen bezliglich
der absoluten oder relativen Zellzahlen aller untersuchten Populationen (vgl. Abbildung
24 (I & Il)). Weder die undifferenzierten Lin Zellen (a) noch die nachfolgenden
Differenzierungsstadien der LSK* (b-f) und Sca-1-cKit" myeloiden Vorlauferzellen (g-i)

divergierten aufgrund des HA-Mangels.
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Abbildung 24: Die hamatopoetische Differenzierung im  regulatorischen

Knochenmarkfettgewebe ist nicht HAS2-vermittelt.

Durchflusszytometrische Analyse von HSZ im regulatorischen Knochenmarkfettigewebe
(requlative marrow adipose tissue, rMAT) von Has2-Knockout (KO)-Mausen oder
entsprechenden Wildtyp (WT)-Kontrollen nach 9-wdchiger Futterung mit diabetogener Diat (DD)
(n = 6, 4). Liniendifferenzierende Oberflachenmarker wurden zur Quantifizierung von a,
linien-negativen (Lin-) Zellen, b, LSK* (Lin-Sca-1*Kit*) Zellen ¢, CD34- Langzeit; long term (LT)-
HSZ, d, CD34* Kurzzeit; short term (ST)-HSZ, Multipotente Progenitorzellen (MPP) e, Typ 2
f, und Typ 3 & 4, g, myeloide Vorlauferzellen;, common myeloid progenitors (CMP), h, Vorlaufer
fur Granulozyten und Makrophagen; granulocyte/macrophage progenitors (GMP), i, Vorlaufer fur
Megakaryozyten und Erythrozyten; megakaryocyte/erythrocyte progenitors (MEP). Dargestellt ist
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sowohl die 1) absolute als auch die Il) prozentuale (%) Anzahl lebender Zellen (a, b), LSK* Zellen
(c-f) oder Sca1- cKit* myeloider Vorlauferzellen (g-i). Die Daten sind als Mittelwert + SD
angegeben. Ungepaarter Student's t-Test; * p < 0,05.

3.11.1 Analyse von Immunzellen in den Knochenfettsubtypen pra-

diabetischer Has2-Knockout-Mause

Von Interesse war neben Veranderungen der zelluldaren HSZ-Zusammensetzung auch,
ob die genetische Ablation von Has2 die  pra-Diabetes-induzierte
Immunzellverschiebung im Knochenmark ahnlich wie bei C57BL/6J Mausen beeinflusst
(vgl. Abs. 3.1). Wie zuvor erlautert, fuhrt die Futterung von DD uber 9 Wochen bei
C57BL/6J-Mausen zu einer erhéhten Anzahl myeloider Zellen, begleitet von Neutrophilie
und Monozytose. Ersichtlich in Abbildung 25 ist, dass bei keiner der untersuchten
Populationen basierend auf CD45" Leukozyten (a, e), CD45"CD11b*Ly6G* Neutrophilen
(b, f), CD45*CD11b*Ly6C* Monozyten (e, g) und CD45'CD11b'Ly6G" Lymphozyten
(d, h) signifikante Unterschiede im cMAT zwischen den WT-Tieren und den Tieren mit

Has2-Defizienz verzeichnet werden konnten.
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Abbildung 25: Die Immunzell-vermittelte Entziindungsantwort des konstitutiven
Knochenmarkfettgewebes unter pra-diabetischen Bedingungen wird nicht durch HAS2
reguliert.

Durchflusszytometrische Analyse von Immunzell-Subtypen im konstitutiven Knochenmark
(constitutive marrow adipose tissue, cMAT) von Has2-Knockout (KO)-Mausen und
entsprechenden Wildtyp (WT)-Kontrollen nach 9-wdchiger Futterung mit diabetogener Diat (DD)
(n = 7). Oberflaichenmarker wurden zur Quantifizierung von a, CD45" Leukozyten,
b, CD45*CD11b*Ly6G* Neutrophilen, ¢, CD45*CD11b*Ly6C* Monozyten und
d, CD45*CD11bLy6G- Lymphozyten verwendet. e, CD45* Leukozyten, f, CD45*CD11b*Ly6G*
Neutrophile, g, CD45*CD11b*Ly6C* Monozyten und h, CD45*CD11bLy6G- Lymphozyten,
dargestellt als Anzahl positiver Zellen, normiert auf CD45* Leukozyten. Die Daten sind als
Mittelwert £ SD angegeben. Ungepaarter Student's t-Test; * p < 0,05.

Darlber hinaus konnte kein HAS2-Effekt auf die Immunantwort im hamatopoetisch
aktiven rMAT verifiziert werden. Die relative Anzahl der CD45*Leukozyten zur
Gesamtzellzahl in den Knockout-Mausen war im Vergleich zu den WT-Kontrollen
signifikant, jedoch nur minimal reduziert (s. Abbildung 26 (e)). Es zeigte sich lediglich
eine Tendenz zur lymphoiden Zelllinie, zumal der Anteil der CD45"CD11bLy6G
Lymphozyten an den CD45*Leukozyten im rMAT nach Has2-Ablation erhdht war.
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Abbildung 26: Die

Immunzell-vermittelte Entziindungsantwort des regulatorischen

Knochenmarkfettgewebes unter pra-diabetischen Bedingungen wird nur geringfiigig
durch HAS2 reguliert.

Durchflusszytometrische Analyse von Immunzell-Subtypen im regulatorischen Knochenmark
(regulative marrow adipose tissue, rMAT) von Has2-Knockout (KO)-Mausen und entsprechenden
Wildtyp (WT)-Kontrollen nach 9-woéchiger Futterung mit diabetogener Diat (DD) (n = 8, 5).

Oberflachenmarker wurden zur Quantifizierung von a, CD45* Leukozyten,
b, CD45*CD11b*Ly6G* Neutrophilen, ¢, CD45*CD11b*Ly6C* Monozyten und
d, CD45*CD11bLy6G- Lymphozyten (n = 6, 5). verwendet. e, CD45* Leukozyten, f,
CD45*CD11b*Ly6G* Neutrophile, d, CD45*CD11b*Ly6C* Monozyten und

h, CD45*CD11bLy6G- Lymphozyten, dargestellt als Anzahl positiver Zellen, normiert auf
CD45* Leukozyten. Die Daten sind als Mittelwert + SD angegeben. Ungepaarter Student's t-Test;
*p<0,05.

Sowohl die Differenzierung hamatopoetischer Zellen aus HSZ als auch die Immunzell-
vermittelte Inflammationsreaktion eines adipdsen/pra-diabetischen Phanotyps im
Knochenmark werden offenbar durch HA beeinflusst. Unklar bleibt, inwieweit HA als
Regulativ innerhalb der heterogenen Marknische in der Lage ist, die zugrundeliegenden
Mechanismen eines systemischen Entziindungsgeschehens im Kontext metabolischer

Nischendysfunktionen zu modulieren.
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3.12 BMAT-Sekretionsprofil in Has2-defizienten Mausen im
Modell der Diat-induzierten Adipositas und

Glukoseintoleranz

Neben Stamm- und Immunzellen geben pro- und anti-inflammatorische Zytokine und
Chemokine Hinweise auf das Entzindungsgeschehen. Daher wurden die
Konzentrationen verschiedener Zytokine und Chemokine in den verschiedenen BMAT-
Subtypen — rMAT und cMAT — mit Hilfe eines Multiplex-Immunoassays bestimmt (vgl.
Abs. 2.2.9). Es ist bekannt, dass HA verschiedene Zytokine reguliert [215].
Beispielsweise korreliert die HA-Supplementierung in Langzeit-Knochenmarkzellen mit
einer erhéhten Produktion von z.B. MIP-1a, MCP-1, CXCL16, SDF-1/CXCL12 und
CCL5/RANTES. Daruber hinaus sind BMAds selbst in der Lage, zahlreiche Zytokine wie
IL-6, IL-8, TNF-a, CXCL1, CXCL2, CXCL12 und MCP-1 zu produzieren [86]. Die Frage
eines direkten Einflusses von HA auf das Sekretionsprofii der Adipozyten im

Knochenmark sollte im Folgenden aufgegriffen werden.

Aus Abbildung 27 ist zu entnehmen, dass insbesondere im rMAT Has2-defizienter
Mause nach 9-wochiger DD-Gabe eine signifikante Reduktion der pro-
inflammatorischen Zytokine IL-12 (p70) und MIP-1B in Korrelation zu den WT-Kontrollen
detektiert wurde. Ein signifikanter Anstieg einer weiteren Untergruppe von IL-12, IL-12
(p40), konnte ebenfalls im rMAT bei Has2-Defizienz nachgewiesen werden. Alle

verbleibenden Zytokine und Chemokine zeigten dahingegen keine Effekte.
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Abbildung 27: rMAT-Sekretionsprofil in Has2-defizienten Mausen im Modell der Diat-
induzierten Adipositas und Glukoseintoleranz.

Die Zytokin- und Chemokinkonzentrationen (pg/ml) wurden mittels Multiplex-Immunoassays im
regulatorischen Knochenmarkfett (regulative marrow adipose tissue, rMAT) von Has2-Knockout
(KO)-Mausen und entsprechenden Wildtyp (WT)-Kontrollen nach 9-wochiger Fitterung mit
diabetogener Diat (DD) bestimmt. Zur Normalisierung wurden alle experimentellen Daten mit
einem Faktor (((Gewebe (mg)/Knochen (mg))/Knochenlange (cm)) x 100) normiert. Die Daten
wurden in Zusammenarbeit mit Dr. Sonja Hartwig und Dr. Stefan Lehr (beide Deutsches Diabetes
Zentrum, Dusseldorf, Deutschland) erhoben. MIP-1a (macrophage inflammatory protein-1a)
(n =5, 6), MIP-1B (macrophage inflammatory protein-13) (n = 4, 5), , TNF-a (Tumor-Nekrose-
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Faktor-a) (n = 5, 6), INFy (Interferon-y) (n = 4, 3), IL-6 (Interleukin-6) (n = 5), IL-17A (Interleukin-
17A) (n= 5, 6), IL-12 (p70) (Interleukin-12 (p70)) (n = 4, 6), IL-12 (p40) (Interleukin-12 (p40))
(n =5, 6), IL-5 (Interleukin-5) (n = 5), IL-3 (Interleukin-3) (n = 5, 6), IL-1B (Interleukin-1B)
(n =15, 6), IL-1a (Interleukin-1a) (n = 5, 6), IL-4 (Interleukin-4) (n = 4, 5), Eotaxin (n =5, 7), G-CSF
(Granulozyten-Kolonie-stimulierender Faktor) (n = 4, 6), GM-CSF (Granulozyten-Monozyten-
Kolonie-stimulierender Faktor) (n = 4, 3), CCL5 (C-Chemokin-Ligand 5/Rantes) (n = 5, 6). Die
Daten sind als Mittelwerte + SD angegeben. Ungepaarter Student's t-Test; * p < 0,05; ** p < 0,01.
N.d. = nicht detektierbar.

Parallel zu den vorangegangenen Analysen im rMAT wurde auch das Sekretionsprofil
im cMAT untersucht (s. Abbildung 28). Das Zytokin/Chemokin-Profil im pra-diabetischen

Zustand wurde durch die Has2-Defizienz jedoch nur geringfiigig beeinflusst.
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Abbildung 28: cMAT-Sekretionsprofil in Has2-defizienten Mausen im Modell der Diat-
induzierten Adipositas und Glukoseintoleranz.

Die Zytokin- und Chemokinkonzentration (pg/ml) wurde mittels Multiplex-Immunoassays im
konstitutiven Knochenmarkfett (constitutive marrow adipose tissue, cMAT) von Has2-Knockout
(KO)-Mausen und entsprechenden Wildtyp (WT)-Kontrollen nach 9-wdchiger Futterung mit
diabetogener Diat (DD) bestimmt. Zur Normalisierung wurden alle experimentellen Daten mit
einem Faktor (((Gewebe (mg)/Knochen (mg))/Knochenlange (cm)) x 100) normiert. Die Daten
wurden in Zusammenarbeit mit Dr. Sonja Hartwig und Dr. Stefan Lehr (beide Deutsches Diabetes
Zentrum, Dusseldorf, Deutschland) erhoben. MIP-1a (macrophage inflammatory protein-1a)
(n = 5, 6), MIP-1B (macrophage inflammatory protein-18) (n = 5, 7), TNF-a (Tumor-Nekrose-
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Faktor-a) (n = 5, 7), INFy (Interferon-y) (n = 4, 6), IL-10 (Interleukin-10) (n = 4, 10), IL-6
(Interleukin-6) (n = 4, 7), IL-17A (Interleukin-17A) (n= 4, 7), IL-12 (p70) (Interleukin-12 (p70))
(n =4, 7), IL-12 (p40) (Interleukin-12 (p40)) (n = 4, 7), IL-5 (Interleukin-5) (n = 4, 5), IL-3
(Interleukin-3) (n = 4, 7), IL-1B (Interleukin-1B) (n = 4, 6), IL-1a (Interleukin-1a) (n = 4, 8), IL-4
(Interleukin-4) (n = 4, 7), IL-2 (Interleukin-2) (n = 4, 7), IL-9 (Interleukin-9) (n = 4), G-CSF
(Granulozyten-Kolonie-stimulierender Faktor) (n = 4, 7), GM-CSF(Granulozyten-Monozyten-
Kolonie-stimulierender Faktor) (n = 4, 7), CXCL1 (Chemokin (C-X-C maotif)-Ligand 1/KC)
(n =5, 6), CCL5 (C-Chemokin-Ligand 5/Rantes) (n = 5, 6). Die Daten sind als Mittelwerte + SD
angegeben. Ungepaarter Student's t-Test.

3.13 Auswirkung der HAS2 auf die zirkulierenden Immunzellen
im Modell der Diat-induzierten Adipositas und

Glukoseintoleranz

Im progredienten Krankheitsverlauf von Adipositas und Diabetes werden
Veranderungen der Immunzellfunktionen beobachtet [216]. Eine periphere Leukozytose
indiziert bekanntlich das Fortschreiten einer systemischen Stoffwechselstérung [115]. Im
Allgemeinen dient das Blutsystem als Basis fur das Verstandnis zahlreicher zellularer
Komponenten in Verbindung mit ihrer Physiologie und Pathogenese [128]. Inwieweit die
Diat-induzierten Inflammationsreaktion ebenfalls durch HA reguliert wird, sollte anhand
von durchflusszytometrischen Analysen der zirkulierenden myeloiden sowie lymphoiden
Immunzellen von pra-diabetischen Has2-Knockout-Mausen und entsprechenden WT-
Kontrollen untersucht werden. Das entsprechende Gating-Schema ist im Appendix zu

finden.

Im vorliegenden Experiment konnte nach 9-woéchiger Fltterung kein signifikanter
Einfluss von HAS2-synthetisierter HA auf die Immunzellpopulationen im Blut aufgezeigt
werden (s. Abbildung 29). Dargestellt sind hier nur die relativen Zellzahlen, normiert auf
CD45* Leukozyten. Alleinig eine Tendenz ist in den erhobenen Daten ersichtlich.
Speziell die Monozyten-Subtypen waren tendenziell reguliert (e, f), wobei insbesondere
CD45*CD11b*CD115*Ly6C*"9" Monozyten (f) vermehrt im Blut der Has2-defizienten

Tiere zirkulierten. Sonstige Effekte blieben aus (a, b, c).
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Abbildung 29: HAS2 hat einen marginalen Einfluss auf die periphere Inmunzellantwort in
der Zirkulation pra-diabetischer Mause.

Durchflusszytometrische Analyse von Immunzell-Subtypen in der Zirkulation von Has2-Knockout
(KO)-Mausen und entsprechenden Wildtyp (WT)-Kontrollen nach 9-wochiger Fitterung mit
diabetogener Diat (DD) (n = 9). Oberflachenmarker wurden zur Quantifizierung von a,
CD45* Leukozyten, b, CD45*CD11b-Ly6G- Lymphozyten, ¢, CD45*CD11b*Ly6G* Neutrophilen,
d, CD45*CD11b*CD115* Monozyten sowie der Monozyten-Subtypen e, CD45*CD11b*Ly6C*ow
und f, CD45*CD11b*Ly6C*"is" verwendet. Dargestellt ist die Anzahl der positiven Zellen, normiert
auf CD45* Leukozyten. Die Daten sind als Mittelwert + SD angegeben. Ungepaarter
Student's t-Test; * p < 0,05.
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3.14 Auswirkung der HAS2 auf die periphere Immunantwort der
Milz im Modell der Diat-induzierten Adipositas und

Glukoseintoleranz

Zur weiteren Spezifizierung der systemischen Entziindungsreaktion wurde die
extramedullare Hamatopoese mittels durchflusszytometrischer Analysen der Milz
untersucht (s. Abs. 2.2.11.3). Da im Blut keine signifikanten Unterschiede in den
Immunzellen nachweisbar waren (vgl. Abbildung 29), sollte anhand der Milz als grétes
sekundares lymphatisches Organ [217] validiert werden, ob HAS2-abgeleitete HA
Veranderungen in der peripheren Immunantwort wahrend der chronischen
Diabetesprogression induziert. Das entsprechende Gating-Schema ist im Appendix zu

finden.

Dazu wurde die Milz von Has2-Knockout-Mausen und entsprechenden WT-Kontrollen
nach 9 Wochen diabetogener Fltterung entnommen, prapariert und
durchflusszytometrisch charakterisiert. Das Milzgewicht in mg differierte nicht zwischen
den Genotypen (vgl. Abbildung 30 (a)). Analog zu den Befunden im Blut konnten auch
in der Milz keine signifikanten Effekte der einzelnen Immunzellsubtypen im Vergleich von
Has2-Knockouts und WT festgestellt werden. Weder pro mg Milzgewebe (b-e) noch
prozentual (f-i). Auch die Subpopulationen der Ilymphoiden Zellen (B-und
T-Lymphozyten) blieben gegentber der Kontrolle unverandert. Lediglich beim Anteil der
B-Lymphozyten (in % der Lymphozyten) zeigte sich ein Trend zur Erhéhung (Daten nicht
gezeigt).
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Abbildung 30: HAS2 hat keinen Einfluss auf die extramedullare Hamatopoese in der Milz
pra-diabetischer Mause.

Durchflusszytometrische Analyse von Immunzell-Subtypen in der Milz von Has2-Knockout (KO)-
Mausen und entsprechenden Wildtyp (WT)-Kontrollen nach 9-woéchiger Futterung mit
diabetogener Diat (DD) (n = 4, 7). a, Milzgewicht (mg). Oberflaichenmarker wurden zur
Quantifizierung von b, CD45* Leukozyten, ¢, CD45*CD11b*Ly6G* Neutrophilen,
d, CD45*CD11b*Ly6C* Monozyten und e, CD45*CD11bLy6G- Lymphozyten verwendet.
f, CD45* Leukozyten, g, CD45*CD11b*Ly6G* Neutrophile, h, CD45*CD11b*Ly6C* Monozyten
und i, CD45*CD11b-Ly6G- Lymphozyten, dargestellt als Anzahl positiver Zellen, normiert auf
CD45* Leukozyten. Die Daten sind als Mittelwert + SD angegeben. Ungepaarter Student's t-Test.

Die Ergebnisse unterstiitzen somit die Hypothese, dass HA eine Schlisselfunktion bei
der Hamatopoese im  Knochenmark besitzt, obgleich die periphere
Inflammationsreaktion in Blut und Milz nach Diat-induzierter Adipositas und

fehlreguliertem Glukosestoffwechsel nicht HA-vermittelt zu sein scheint.
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3.15 Auswirkungen eines Has2-Mangels auf Knochenparameter

bei Diat-induzierter Adipositas und Glukoseintoleranz

Im Knochenmark besteht ein Konkurrenzgleichgewicht zwischen der MSZ-
Differenzierung in Adipozyten und Osteoblasten [56]. Wie in Abschnitt 1.3.2 dargelegt,
unterliegt die molekulare Regulation der Zelldifferenzierung einem Zusammenspiel

komplexer Signalwege und Transkriptionsregulatoren.

Hyperglykdmie beeinflusst mal3geblich die Adipogenitat der MSZ, resultierend in der
Beglnstigung des Knochenverlusts [218]. Das Ausmal® der HA-Einwirkung auf die
Osteoblastogenese innerhalb der Knochenmarknische ist daher Gegenstand der
nachstehenden Analysen. Lange Roéhrenknochen (Femur und Tibia) von 9-wéchig DD-
geflutterten Has2-Knockout-Mausen und WT-Kontrollen wurden mittels uCT gescannt
und die Alteration der Knochenmasse charakterisiert (vgl. Abs. 2.6). Dabei zeigten Has2-
defiziente Mause einen ausgepragten trabekularen Knochenverlust (vgl. Abbildung 31).
Besonders im Femur der Tiere konnte ein veranderter Knochenphanotyp nachgewiesen
werden. Eine signifikante Abnahme der Knochenmineraldichte (KMD) (b) konnte mit
einer Reduktion verschiedener trabekuldarer Knochenparameter (c) wie
Knochenvolumen pro Gesamtvolumen (KV/GV), Trabekelanzahl (Tb.N) und
Trabekelseparation (Tb.Sep) in Verbindung gebracht werden. Tendenziell konnte ein
ahnlicher Phanotyp in der Tibia beobachtet werden. Signifikanzen zeigten sich jedoch
lediglich im Hinblick auf die trabekulare Separation des Knochens (d). Die kortikale
Knochenmasse schien sowohl im Femur als auch in der Tibia beider Genotypen nicht

zu variieren und werden im Rahmen dieser Arbeit nicht gezeigt.
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Abbildung 31: Has2-Defizienz férdert einen trabekuldaren Knochenverlust in den langen
Réhrenknochen pra-diabetischer Mause.

a, Reprasentative Bilder fur die yCT-3D-Rekonstruktion des trabekuldaren Kompartiments von
Femur sowie Tibia. Mal3stab: 6 mm. b, Quantifizierung der Knochenmineraldichte (KMD) (g/cm3)
im Femur von Has2-Knockout (KO)-Mausen und entsprechenden Wildtyp (WT)-Kontrollen nach
9-wochiger Fitterung mit diabetogener Diat (DD) (n = 3). Trabekulare Knochenparameter wurden
als Knochenvolumen pro Gesamtvolumen (KV/GV) (%), Trabekelanzahl (Tb.N) (1/mm) und
Trabekelseparation (Tb.Sep) (mm) in Femur ¢, sowie Tibia d, verifiziert. Die Daten sind als
Mittelwert £ SD angegeben. Ungepaarter Student's t-Test; * p < 0,05; ** p < 0,01. Die Messungen
erfolgten in Kooperation mit Frau Jessica Steinbart und Herrn Dr. Anton Windfelder des Instituts
fur diagnostische und interventionelle Radiologie und padiatrische Radiologie, Gielen,
Deutschland.
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3.16 Einfluss der Diat-induzierten Adipositas auf das
Korpergewicht sowie die Glukosetoleranz bei Has7-Defizienz

in vivo

Vorarbeiten des Instituts legen nahe, dass sowohl HAS2 als auch HAS1 im Rahmen des
Adipositas-vermittelten Fettzell-Remodellings von Relevanz sind. C57BL/6J-Mause
zeigten eine malRgeblich erhéhte Expression der Has? und Has2 mRNA in WAT und
BAT nach Verabreichung der DD (Daten noch nicht verdffentlicht). Auf dieser Grundlage
erscheint die Untersuchung der mechanistischen Funktion von HAS1 auch im BMAT

relevant und vielversprechend.

Nach 7 Wochen DD-Fitterung konnte ein signifikanter Unterschied in der
Gewichtszunahme zwischen den Genotypen festgestellt werden. Has7-Knockout-
Mause zeichneten sich durch eine signifikant geringere Gewichtszunahme aus
(s. Abbildung 32 (a)). Unter Verwendung einer Standard Chow-Diat konnte auch flr die
Has1-defiziente Mauslinie erfolgreich bestéatigt werden, dass die Gabe von DD einen
adipdsen Phanotyp erzeugt. Nachfolgend bildet der Genotypen-Vergleich DD-geflitterter

Tiere die Basis samtlicher Experimente.

Charakteristisch fir den Zustand des Pra-Diabetes ist ein gestorter Glukosestoffwechsel
sowie eine verminderte Insulinsensibilitdt. Mit Hilfe wvon intraperitonealen
Glukosetoleranztests nach 3, 6 und 9 Wochen sollte zuséatzlich der Effekt der DD auf
den Glukosestoffwechsel und die systemische Glukosetoleranz validiert werden
(c, d, e). Zu keinem der gewahlten Zeitpunkte konnte ein Unterschied im Glukosestatus
zwischen Has7-Knockout und WT-Kontrollen nachgewiesen werden. Ebenso konnte
keine Auswirkung auf die Insulinsekretion im Plasma der jeweiligen Genotypen
ausgemacht werden (b). Somit scheint der ubiquitare Has7-Knockout negativ mit dem
Korpergewicht der Mause assoziiert zu sein, wahrend ein Unterschied in der

Glukosetoleranz zwischen den Genotypen ausblieb.
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Abbildung 32: Einfluss der Diat-induzierten Adipositas auf das Korpergewicht sowie die
Glukosetoleranz bei Has7-Defizienz in vivo.

13 Wochen alte Has71-Knockout (KO)-Mause sowie Wildtyp (WT)-Kontrollen wurden mit einer
diabetogenen Diat (DD) Uber einen Zeitraum von 9 Wochen gefittert. Die Fitterung der Has1-
KOs anhand einer Chow-Diat diente als zusatzliche Kontrolle. a, Kérpergewicht in Gramm (g)
(n = Has1-WT 15, Has1-KO 16, Has1-KO Chow 1). b, Plasmainsulinspiegel (ng/ml) nach
9 Wochen DD im Vergleich der Genotypen (n = 8, 9). Intraperitonealer Glukosetoleranztest
(mg/dl) nach ¢, 3 Wochen (n = Has1-WT 11, Has71-KO 8, Has7-KO Chow 1), d, 6 Wochen
(n = Has1-WT 6, Has1-KO 11, Has1-KO Chow 1) und e, 9 Wochen (n = Has1-WT 15, Has1-KO
16, Has1-KO Chow 1). Die Daten sind als Mittelwert £ SD angegeben. Zweifache ANOVA und
Sidak's multipler Vergleichstest; ungepaarter Student's t-Test; * p < 0,05; ** p < 0,01.

3.17 Einfluss von HAS1 auf die Adipogenese im Knochenmark

in vitro

Im Weiteren sollte geklart werden, ob die adipogene Differenzierung in vitro im Rahmen
eines genetischen Has 1-Defizits einer Veranderung unterliegt. Zu diesem Zweck wurden
Pra-Adipozyten aus stromal-vaskularen Zellen der Tibia von Has7-Knockout-Mausen
und entsprechenden WT-Kontrollen isoliert, nach dem beschriebenen Standardprotokoll
differenziert und zu verschiedenen Zeitpunkten hinsichtlich der Lipidakkumulation mittels
Ol Rot-Farbung untersucht (s. Abs. 2.7).

In der Tat zeigten Has7-defiziente Mause weder nach Induktion der Adipogenese noch
wahrend der 10-tdgigen Adipozytendifferenzierung relevante Modifikationen (vgl.
Abbildung 33).
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Abbildung 33: Adipogene Differenzierung der stromal-vaskularen Knochenmarkfraktion in
primare Pra-Adipozyten ist nicht HAS1-vermittelt.

Quantifizierung von Pra-Adipozyten des Knochenmarks mittels Ol Rot-Intensitat (Absorption bei
492 nm) im Verlauf von 10 Differenzierungstagen (dx) (n= 3) von 13 Wochen Has7-Knockout
(KO)-Mausen sowie entsprechender Wildtyp (WT)-Kontrollen. Zweifache ANOVA und Sidak's
multipler Vergleichstest.

3.18 Einfluss von HAS1 auf den Energiestoffwechsel des
Knochenmarkfettgewebes im Modell der Diat-induzierten

Adipositas und Glukoseintoleranz

Um die Bedeutung von HAS1 auch im Kontext des pra-diabetischen cMAT-
Energiestoffwechselprogramms zu evaluieren, wurden sowohl Has7-Knockout-Mause
als auch die entsprechenden WT-Kontrollen Uiber einen Zeitraum von 9 Wochen mit DD
gefuttert und ein Stoffwechselprofil beider Genotypen mittels Mito-Stress-Test am XF24
Extracellular Flux Analysator erstellt. Wie in Kapitel 2.4 erortert, basiert die Erzeugung
unterschiedlicher Stoffwechselzustande in den Zellen auf der Zugabe verschiedener
chemischer Verbindungen und der anschlielenden Bewertung der respiratorischen
Funktionsfahigkeit. Mit Hilfe des Tests kdnnen sowohl Aussagen uber die OCR als auch
Uber die ECAR getroffen werden. Im Anschluss an die 9-wdchige Fuitterungsperiode

wurde das cMAT isoliert und fiir weitere Analysen aufbereitet.

Im Gegensatz zu den Ergebnissen bei Has2-Defizienz (vgl. Abbildung 21) konnten nur
marginal HAS1-vermittelten Effekte im Kontext der Stoffwechselaktivitat validiert werden
(Abbildung 34 (a)). Weder die OCR-Parameter der basalen (b) noch der nicht-
mitochondrialen (d) Atmungsaktivitdt zeigten eine signifikante Veranderung des

respiratorischen Potentials im Vergleich der Genotypen unter pra-diabetischen
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Bedingungen. Einzig eine Tendenz einer héheren maximalen OCR war erkennbar (c).
Hinzukommend wurden keine ECAR-Auswirkungen beobachtet (Daten nicht

dargestellt).

Die Ergebnisse deuten darauf hin, dass HAS2, nicht aber HAS1, einen signifikanten

Einfluss auf die dynamische Physiologie und Funktion der BMAds hat.
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Abbildung 34: Moderate Wirkung von HAS1 auf die Stoffwechselaktivitat des konstitutiven
Knochenmarkfettgewebes unter pra-diabetischen Bedingungen.

Metabolische Analyse des konstitutiven Knochenmarkfettgewebes (constitutive marrow adipose
tissue, cMAT) aus Has7-Knockout (KO)-Mausen oder entsprechenden Wildtyp (WT)-Kontrollen
mittels Seahorse XFe Analysators nach 9-wochiger Ftterung einer diabetogenen Diat (DD).
Messung der a, zellularen Sauerstoffverbrauchsrate (oxygen consumption rate, OCR) (pmol/min)
nach Injektion  von 1,25 uyM  Oligomycin (1), 3 uM  Carbonylcyanid-P-
triflouromethoxyphenylhydrazon (FCCP) (2) und einer Mischung aus 10 yM Rotenon und 3 yM
Antimycin (3). b, Basale Respiration (pmol/min), ¢, maximale Respiration (pmol/min) und
d, nicht-mitochondriale Respiration (pmol/min) im cMAT. Zur Normalisierung wurden alle
experimentellen Daten mit einem Faktor (((Gewebe (mg)/Knochen (mg))/Knochenlange (cm)) x
100) normiert. Die Daten sind als Mittelwert + SD angegeben. Zweifache ANOVA und Sidak's
multipler Vergleichstest; ungepaarter Student's t-Test; * p < 0,05, n = 3 entspricht
6 biologischen n).
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3.19 Einfluss von HAS1 auf das Stammzell-/Immunzellreservoir
im Knochenmark nach Induktion von Adipositas und

Glukoseintoleranz

In Analogie zu den bisherigen Experimenten an C57BL/6J- sowie Has2-defizienten
Tieren soll im weiteren Verlauf die Rolle der HAS1 in der hamatopoetischen
Knochenmarknische erforscht werden. Hierzu wurden hamatopoetische Stamm- und
Immunzellen von pra-diabetischen Has1-Knockout-Mausen sowie entsprechenden WT-

Kontrollen durchflusszytometrisch charakterisiert.

Mause beider Genotypen wurden Uber einen Zeitraum von 9 Wochen mit DD gefuttert,
anschlieBend das Knochenmark isoliert und mit den in Tabelle 4 aufgefihrten
Antikorpern gefarbt. Entsprechend der Analyse der zuvor verwendeten Mauslinien
wurde das regulatorische und das konstitutive Knochenmark separiert, um sowohl die
Auswirkungen der HAS1-synthetisierten HA auf die zellulare Immunantwort als auch die
Rolle der HA-reichen BMAds im hamatopoetisch aktiven Knochenmark zu identifizieren.
Nachfolgend werden die durchflusszytometrischen Analysen sowohl der HSZ als auch
der myeloiden/lymphoiden Immunzellen der jeweiligen Subtypen (rMAT und cMAT)
dargestellt. Bezogen auf das rMAT wurden nur die Messungen der
myeloiden/lymphoiden Immunzellen angefertigt. Die entsprechenden Gating-Schemata

sind im Appendix zu finden.

Allerdings konnten hierbei keine signifikanten Divergenzen in allen HSZ-Populationen
im cMAT beider Genotypen beobachtet werden (vgl. Abbildung 35 (I & II)). Weder die
frihe Differenzierungsphase der Lin- HSZ (a) noch die spateren Differenzierungsstadien
der LSK* (b-f) und Sca-1*cKit* myeloiden Vorlauferzellen (g-i) differierten zwischen den

Genotypen.

Daraus lasst schlieRen, dass die hamatopoetische Differenzierung im cMAT nicht durch
HAS1-abgeleitete HA reguliert wird.
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Abbildung 35: Die hamatopoetische Differenzierung im konstitutiven

Knochenmarkfettgewebe ist nicht HAS1-vermittelt.

Durchflusszytometrische Analyse von HSZ im konstitutiven Knochenmarkfettgewebe
(constitutive marrow adipose tissue, cMAT) von Has1-Knockout (KO)-Mausen oder
entsprechenden Wildtyp (WT)-Kontrollen nach 9-wdchiger Fitterung mit diabetogener Diat (DD)
(n = 4, 7). Liniendifferenzierende Oberflachenmarker wurden zur Quantifizierung von a, linien-
negativen (Lin") Zellen, b, LSK* (Lin-Sca-1*Kit*) Zellen ¢, CD34- Langzeit; long term (LT)-HSZ,
d, CD34* Kurzzeit; short term (ST)-HSZ, Multipotente Progenitorzellen (MPP) e, Typ 2 f, und Typ
3 & 4, g, myeloide Vorlauferzellen; common myeloid progenitors (CMP), h, Vorlaufer fur
Granulozyten und Makrophagen; granulocyte/macrophage progenitors (GMP), i, Vorlaufer fir
Megakaryozyten und Erythrozyten; megakaryocyte/erythrocyte progenitors (MEP). Dargestellt ist
sowohl die I) absolute als auch die Il) prozentuale (%) Anzahl lebender Zellen (a, b), LSK* Zellen
(c-f) oder Sca1- cKit* myeloider Vorlauferzellen (g-i). Die Daten sind als Mittelwert + SD
angegeben. Ungepaarter Student's t-Test.
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3.19.1 Analyse von Immunzellen in den Fettsubtypen pra-diabetischer

Has1-Knockout-Mause

Weiterhin wurde eruiert, inwieweit die genetische Deletion von Has? die Diabetes-
induzierte Immunzellverschiebung im Knochenmark moduliert (vgl. Abs. 1.3.4). Keine
der analysierten Populationen — basierend auf CD45" Leukozyten (a, e),
CD45*CD11b*Ly6G* Neutrophilen (b, f), CD45*CD11b*Ly6C* Monozyten (cg) und
CD45*CD11b'Ly6G" Lymphozyten (d h) — im cMAT zeigte signifikante Unterschiede
zwischen WT und Has1-defizienten Tieren (s. Abbildung 36).
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Abbildung 36: Die Immunzell-vermittelte Entziindungsantwort des konstitutiven
Knochenmarkfettgewebes unter pra-diabetischen Bedingungen wird nicht durch HAS1
reguliert.

Durchflusszytometrische Analyse von Immunzell-Subtypen im konstitutiven Knochenmark
(constitutive marrow adipose tissue, cMAT) von Has7-Knockout (KO)-Mausen und
entsprechenden Wildtyp (WT)-Kontrollen nach 9-wdchiger Futterung mit diabetogener Diat (DD)
(n = 8, 4). Oberflachenmarker wurden zur Quantifizierung von a, CD45* Leukozyten,
b, CD45*CD11b*Ly6G* Neutrophilen, ¢, CD45*CD11b*Ly6C* Monozyten und d,
CD45*CD11b-Ly6G- Lymphozyten verwendet. e, CD45* Leukozyten, f, CD45*CD11b*Ly6G*
Neutrophile, g, CD45*CD11b*Ly6C* Monozyten und h, CD45*CD11b-Ly6G- Lymphozyten,
dargestellt als Anzahl positiver Zellen, normiert auf CD45* Leukozyten (n = 8, 3). Die Daten sind
als Mittelwert £ SD angegeben. Ungepaarter Student's t-Test.
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Ferner zeigte sich kein Effekt im Genotypenvergleich unter pra-diabetischen
Bedingungen hinsichtlich der Immunzell-vermittelten Entzindungsantwort im rMAT
(vgl. Abbildung 37 (a-h)).
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Abbildung 37: Die Immunzell-vermittelte Entziindungsantwort des regulatorischen
Knochenmarkfettgewebes unter pra-diabetischen Bedingungen wird nicht durch HAS1
reguliert.

Durchflusszytometrische Analyse von Immunzell-Subtypen im regulatorischen Knochenmark
(regulative marrow adipose tissue, rMAT) von Has1-Knockout (KO)-Mausen und entsprechenden
Wildtyp (WT)-Kontrollen nach 9-wdchiger Fltterung mit diabetogener Diat (DD) (n = 7,7).
Oberflachenmarker ~ wurden zur Quantifizierung von a, CD45* Leukozyten,
b, CD45*CD11b*Ly6G* Neutrophilen, ¢, CD45*CD11b*Ly6C* Monozyten und d,
CD45*CD11b-Ly6G- Lymphozyten verwendet. e, CD45" Leukozyten, f, CD45*CD11b*Ly6G*
Neutrophile (n =7,6), g, CD45*CD11b*Ly6C* Monozyten und h, CD45*CD11bLy6G-
Lymphozyten, dargestellt als Anzahl positiver Zellen, normiert auf CD45* Leukozyten. Die Daten
sind als Mittelwert + SD angegeben. Ungepaarter Student's t-Test.
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3.20 Auswirkung der HAS1 auf die zirkulierenden Immunzellen
im Modell der Diat-induzierten Adipositas und

Glukoseintoleranz

Das zellulare Immunsystem ist mafgeblich an der Krankheitsentstehung von Adipositas
und T2DM beteiligt. In welchem Ausmal} die pathologische Entziindungsreaktion, die
durch eine diatetisch induzierte Stoffwechselentgleisung hervorgerufen wird, ebenfalls
durch HAS1-induzierte HA reguliert ist, sollte anhand von durchflusszytometrischen
Analysen der zirkulierenden Immunzellen von diabetogenen Has7-Knockout-Mausen

und entsprechenden WT-Kontrollen untersucht werden.

Dargestellt sind hier die relativen Zahlen, normiert auf die Gesamtzellzahl bzw. CD45*
Leukozyten. Ein signifikanter Einfluss von HAS1 auf die Immunzellpopulation im Blut
konnte nach 9 Wochen Fitterung in den CD45" Leukozyten (% Lebendzellen)
festgestellt werden, gekennzeichnet durch eine signifikante Reduktion der
CD45" Leukozyten bei Has7-Mangel (Abbildung 38 (a)). Weitere Effekte in den
analysierten Immunzelltypen blieben jedoch aus (b-e). Auch Abweichungen in den
Absolutwerten  der  Zellpopulationen — basierend  auf  CD45*  Leukozyten,
CD45'CD11b*Ly6G* Neutrophilen, CD45*CD11b*Ly6C* Monozyten sowie den
Monozyten-Subtypen — konnten nicht beobachtet werden (Daten nicht gezeigt). Das

entsprechende Gating-Schema ist im Appendix zu finden.
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Abbildung 38: HAS1 hat einen marginalen Einfluss auf die periphere Inmunzellantwort in
der Zirkulation pra-diabetischer Mause.

Durchflusszytometrische Analyse von Immunzell-Subtypen in der Zirkulation von Has1-Knockout
(KO)-Mausen und entsprechenden Wildtyp (WT)-Kontrollen nach 9-wdchiger Futterung mit
diabetogener Diat (DD) (n = 6, 9). Oberflachenmarker wurden zur Quantifizierung von a,
CD45" Leukozyten, b, CD45*CD11b*Ly6G* Neutrophilen, ¢, CD45*CD11b*CD115* Monozyten
sowie die Monozyten-Subtypen d, CD45*CD11b*Ly6C*°% und e, CD45*CD11b*Ly6C*"ig" nach
9-wdchiger Fltterung mit diabetogener Diat (DD) verwendet. Dargestellt ist die Anzahl der
positiven Zellen, normiert auf CD45* Leukozyten. Die Daten sind als Mittelwert + SD angegeben.
Ungepaarter Student's t-Test; * p < 0,05; ** p < 0,01.
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4. Diskussion

Ziel der vorliegenden Arbeit war die Charakterisierung einer spezifischen HA-reichen
EZM im BMAT und die Identifizierung moéglicher funktioneller Anpassungsreaktionen im
Kontext des BMAT-Substratstoffwechsels und der Himatopoese in der pra-diabetischen
Phase. Das beschriebene Mausmodell zur Induktion von Adipositas und
Glukoseintoleranz bzw. IR wurde in C57BL/6J und verschiedenen Has-defizienten
Mausen eingesetzt. Einerseits zur Charakterisierung des Fettdepots als integralem
Bestandteil der Knochenmarknische, andererseits zur systematischen Untersuchung
des HA-Systems im Knochenmarkstroma im progredienten Verlauf des Pra-Diabetes.
Die Thematik des Einflusses der HA auf die Adipozyten im Knochenmark unter pra-
diabetischen Bedingungen wird sukzessive auf der Grundlage der erzielten Ergebnisse
diskutiert.

In eigenen Vorarbeiten wurde ein Modell der Adipositas sowie Glukoseintoleranz bzw.
IR validiert. Hierzu wurde mannlichen C57BL/6J-Mausen eine zucker- und fettreiche
Diat, DD, verabreicht. Konsistent mit der Literatur entwickelten die Tiere nach
mehrwochiger DD-Fltterung neben einem adipésen Phanotyp eine Glukoseintoleranz
korrelierend mit einer IR [202]. Diese Daten werden in der vorliegenden Arbeit nicht

dargestellt.

In der Tat ist ein geeignetes Tiermodell von groRRer Tragweite, um die metabolische
Grundlagenforschung mit der klinischen Situation zu verbinden. In diatetisch Mausen
konnten bereits zuvor humantypische pra-diabetische Pathologien wie eine gestorte
Insulinsensitivitat, Hyperlipiddmie und eine geringgradige chronische Inflammation
nachgewiesen werden [202]. Fur die Untersuchung der frihdiabetischen
Stoffwechsellage stellt das verwendete Mausmodell somit eine adaquate Methode dar

[203] und bildet die Grundlage flr die in der Folge durchgefiihrten Versuche.
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4.1 Dysregulation des Knochenmarkstromas in pra-diabetischen
C57BL/6J-Mausen

Die Integration des Immunsystems im Hinblick auf metabolische Stérungen wurde
bereits eingangs unter Punkt 1.3.4 dargestellt. Die Frage, inwieweit die Fettgewebe-SVF
des Knochenmarks einer Veranderung durch den chronischen Inflammationsreiz des

Pra-Diabetes unterworfen ist, sollte im Folgenden adressiert werden.

Dazu wurden Stamm-und Immunzellen des Knochenmarks von C57BL/6J-Mausen
durchflusszytometrisch charakterisiert. Nach Induktion des pathogenen Phanotyps
durch 9-wochige Fitterung der DD erfolgte die subtypspezifische Analyse (vgl. Abs.
2.2.11.2).

Entgegen den Erwartungen schien die Stammzelldifferenzierung im hamatopoetisch
aktiven rMAT nur marginal pra-diabetisch moduliert zu sein. Lediglich eine relative
Zunahme von CD34 LT-HSZ konnte im rMAT pra-diabetischer Tiere verzeichnet
werden — kennzeichnend fir eine langfristige Repopulationsaktivitat des Gewebes [219].
Aufgrund der bekannten pro-myeloischen Immunzellverschiebung bei Anomalien des
metabolischen Spektrums wurde jedoch weiterhin eine funktionelle Regulation reiferer
Vorstufen wie der CMP vermutet (s. Abbildung 8). Dass die relative CMP-Anzahl im DD-
rMAT tendenziell erhéht ist, konnte hier unterstitzend nachgewiesen werden. Dies
kénnte ebenfalls den signifikanten Anstieg differenzierter Immunzellen wie
CD45" Leukozyten, CD45'CD11b*Ly6G* Neutrophilen und CD45°CD11b*Ly6C*
Monozyten erklaren (vgl. Abbildung 11).

In Summe konnte eine diatetisch induzierte Hyperzellularisierung des Knochenmarks in
Form von Neutrophilie und Monozytose beobachtet werden. Es bleibt zu untersuchen,
ob dieses Phanomen parallel die Lymphopoese beeintrachtigt. Obgleich die Anzahl der
CD45*CD11bLy6G  Lymphozyten fltterungsbedingt anstieg, blieb der prozentuale
Anteil dieser an den Gesamtleukozyten unverandert, zumal die Effekte auf die myeloiden
Zellen gravierender ausfielen. Die bisherige Auffassung einer zellularen Dysbalance
zugunsten der myeloiden Zellreihe im Rahmen der sich ausbildenen Glukoseintoleranz
und Adipositas konnte durch die hier generierten Daten grundsatzlich bestatigt werden.
Um das Ausmal der chronischen Inflammation im Detail definieren zu konnen, wirde
sich die Verwendung zusatzlicher durchflusszytometrischer Marker zur Untersuchung

lymphoider Stamm- und Progenitorzellen anbieten.
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Ungeachtet der Tatsache, dass die molekularen Mechanismen, die die Plastizitat der
Adipozyten im Knochenmark regulieren, noch nicht ganzlich entschlisselt sind, gilt die
immunzellvermittelte Inflammation im Fettgewebe als elementarer Treiber [115]. In
einem nachsten Schritt wurde daher untersucht, inwiefern die adipozytare
Transformation des pra-diabetischen Knochenmarks die Funktionalitat der
Hamatopoese beeinflusst. Wie in Kapitel 1.3.5.1 thematisiert, wird postuliert, dass eine
Uberproportionale Markadipogenese mit einem hypozellularen hamatopoetischen Milieu
und verschiedenen Nischendysfunktionen einhergeht [49]. In Analogie zum rMAT
wurden sowohl Stamm- als auch Immunzellen im fettreichen cMAT von DD-gefltterten
C57BL/6J-Mausen und ihren Kontrollen charakterisiert. Bemerkenswerterweise zeigten
sich dabei wesentliche Unterschiede zwischen den Behandlungen. Die adipozytare SVF
schien primar das friihe Differenzierungsstadium der HSZ zu modulieren. Sowohl die
Anzahl der Lin" als auch der LSK* Zellen korrelierte negativ mit dem pathogenen
Phanotyp der Mause. Das beschriebene Phanomen wurde bereits friiher beobachtet. In
einer experimentellen Studie von Naverias et al., 2009 wurde das adipozytenreiche
Knochenmark mit einer geringeren HSZ-Anzahl in Verbindung gebracht.
Ausschlaggebend war hier primar die funktionell reduzierte Anzahl der ST-HSZ.
Begriindet lag dies einerseits in einer vermehrten BMAd-vermittelten Sekretion von
Inhibitoren der Hamatopoese in vitro. Andererseits konnte durch mechanistische
Zellzyklusanalysen im murinen Knochenmark der Schwanzwirbelkérper eine Reduktion

der Vorlauferkompartimente beobachtet werden [99].

Im pra-diabetischen cMAT stieg der relative CMP-Anteil signifikant an — kontrar zur
beobachteten Abnahme der Hamatopoese (vgl. Abbildung 10). Infolgedessen sollte
validiert werden, inwieweit die Pra-Diabetesinduktion ein  pro-myeloides
Differenzierungsschicksal im cMAT moduliert. Tatsachlich ergaben die Auswertungen
einen signifikanten Anstieg von CD45*CD11b*Ly6C* Monozyten nach Futterung der DD
(vgl. Abbildung 12). Weitere Studien sind notwendig, um zu klaren, welcher Monozyten-
Subtyp im cMAT dominiert.

Die ausgepragte Sekretionsfahigkeit der BMAds wurde bereits in Kapitel 1.3.3.4
resumiert. Die erhdhte Immunzellanzahl kénnte in diesem Fall auf die hohe endokrine
Aktivitdt des Fettdepots zurlickzufiihren sein. Dabei ist zu beachten, dass ein
spezifisches BMAT-Zytokin-Profil bisher nicht definiert ist. Durchaus denkbar ist, dass
entzlindungsfordernde Zytokine auch im stromalen cMAT eine Schlisselrolle
einnehmen. Um diese These zu prifen, wurde der sekretorische Charakter des

cMAT-Uberstands bestimmt (vgl. Abs. 2.2.9). Nachweislich ergab sich ein signifikanter
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Anstieg von MIP-1B im konditionierten Uberstand pra-diabetischer Mause. Das pro-
inflammatorische MIP-13 gehort zur Unterfamilie der CC-Chemokine, die hauptsachlich
von Monozyten und Makrophagen sezerniert werden und eng mit der Entwicklung vieler
inflammatorischer Erkrankungen assoziiert sind [220]. Es scheint somit plausibel, dass
der aufgeflihrte Mediator ahnlich wie im WAT einen pathologischen Status des Markfetts
begunstigt. Dabei korrespondiert eine erhéhte Produktion chemotaktischer Zytokine mit
der Rekrutierung multipler Entziindungszellen [22]. In diesem Zusammenhang wurde
schon im Kapitel 1.3.4 auf Monozyten und Monozyten-differenzierte Makrophagen als
Hauptakteure im Entzindungsgeschehen hingewiesen. Zur Verifizierung einer
moglichen Gewebeinfiltration kdnnte z.B. eine histologische Makrophagenfarbung im

BMAT angestrebt werden.

In der Summe scheint nicht nur die physiologische, sondern auch die funktionelle
Heterogenitat des Knochenmarks von C57BL/6J-Tieren im Rahmen des Pra-Diabetes
einer Veranderung zu unterliegen. Grundsatzlich suggeriert eine erhdhte
Markadipogenese infolge der DD einen direkten Einfluss der Adipozyten auf die
hamatopoetische Potenz. Die generierten Daten weisen grundsatzlich auf BMAds als
kritische Knochenmarkregulatoren hin. Bisher wurde nicht weiter untersucht, in welcher
Weise die hamatopoetische Aktivitat direkt oder indirekt durch die ausgepragte BMAT-
Plastizitat im stromalen Milieu reguliert wird. Ein fortflihrender Ansatz besteht hier primar
in der Ko-Kultivierung von BMAds und hamatopoetischen Zellen in vitro, um einen
Einfluss der BMAds z.B. auf die Sekretion inflammatorischer Zytokine durch

Immunzellen validieren zu konnen.
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4.2 Charakterisierung der HA im Knochenmark von C57BL/6J-

Mausen

Diverse Studien legen nahe, dass HA im wei3en [169] und braunen [28] Fettgewebe
funktionelle Eigenschaften bei der Regulation des Stoffwechsels besitzt.
Um Anhaltspunkte fir das Vorkommen einer HA-reichen EZM im BMAT zu gewinnen,
wurden verschiedene Analysen in C57BL/6J-Mausen durchgefiihrt. Dies ist
insbesondere relevant, da derzeit keine Studie die Prasenz sowie die Rolle des
HA-Systems im BMAT adressiert hat.

Mittels histologischer Farbungen konnte HA erfolgreich im stromalen Knochenmark von
pra-diabetischen C57BL/6J-Mausen lokalisiert werden (s. Abbildung 15). Um die Has-
Genexpression speziell im adipozytenreichen cMAT zu bestatigen und einen méglichen
Einfluss des pra-diabetischen Stadiums auf das HA-System zu untersuchen, wurde die
mRNA-Expressionsverteilung der Has mittels Primereffizienz-Assay basal und nach 9-
wochiger DD-Fltterung in vivo analysiert. Die einleitend zitierten Publikationen zeigen,
dass die HA-Synthese nicht nur wahrend der Differenzierung von 3T3-L1-Zellen in Pra-
Adipozyten in vitro hochreguliert wird [195, 196, 210], sondern, dass Has2 an der
Regulation der Adipogenese gravierend beteiligt ist. So wurde bereits ein Anstieg der
Has2-mRNA wahrend der mitotischen klonalen Expansion von 3T3-L1-Zellen

beschrieben [195], gleichzeitig wirkte eine Abnahme der Has2 anti-adipogen [198].

In diesem Sinne bekraftigten erste Vorarbeiten in vitro HAS2 als Hauptisoform in
primaren Pra-Adipozyten von C57BL/6J-Mausen. Gleichermalien konnte in vivo eine
hohe Expression der Has2-mRNA im cMAT unter Basalbedingungen detektiert werden,
wogegen die Has3-mRNA im spaten Stadium der Diat-induzierten Adipositas primar
detektiert wurde (vgl. Abbildung 15). Diese Erkenntnisse decken sich partiell mit den
Resultaten im WAT und BAT des Instituts, die zeigten, dass HAS2 die dominante Isoform
ist, wahrend Has71 ebenfalls in beiden Geweben nachweisbar war und pra-diabetisch
reguliert wurde (Daten unverdéffentlicht). Die in vivo Daten erganzend, konnte in vitro eine
inhibierte Adipozytendifferenzierung der stromalen Knochenmarkzellen nach einem
Knockout von Has?2 einen pro-adipogenen Effekt der HA sichtbar machen (vgl. Abbildung
20). Der Knockout von Has1 im Rahmen der Differenzierung in vitro zeigte hingegen
keinen Effekt (vgl. Abbildung 33).

Ferner konnte in Maus- und Humanstudien der Stellenwert von CD44 in der

Stoffwechselregulation aufgezeigt werden. So ist eine erhéhte HA-Rezeptorexpression
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mit morphologischen und pathologischen Anpassungsreaktionen des WAT assoziiert —
gekennzeichnet durch Hypertrophie, Inflammation und systemische IR des stromalen
GefalRkompartiments [221, 222]. Darlber hinaus unterdriickte eine CD44-Deletion die
Entwicklung einer Adipositas vermittelten IR [221, 222] sowie eine Entzindung im
Fettgewebe [214]. Interessanterweise fanden u.a. die Autoren um Liu et al. 2015, dass
CD44 spezifisch auf Fettgewebsmakrophagen exprimiert wird, was suggeriert, dass der
Hauptort der CD44-Expression im Adipozytenstroma liegt [223]. In diesem Kontext
belegten Kodama et al., 2015 die Theorie: Die Neutralisierung von CD44 in residenten
Makrophagen wurde mit einer reduzierten Fettgewebsentziindung und einer

verbesserten Insulinsensitivitat in Verbindung gebracht [222].

Zur systematischen Charakterisierung des BMAT-HA-Systems in vivo wurden
nachfolgend CD44-Genexpressionsanalysen herangezogen. Morphologisch &hneln
reife cMAds den Adipozyten des peripheren WAT [48, 130] (vgl. Abbildung 1), wodurch
eine vergleichbare Physiologie und Funktion der BMAT-EZM vermutet werden kann.
Abweichend von der Erwartung einer pathologischen Transformation analog zum WAT,
die zu einer Uberexpression von CD44 flhrt, zeigte sich im ¢cMAT nach 9 Wochen
Futterung eine signifikante Herunterregulation von Cd44 (vgl. Abbildung 16). Diese
Befunde stimmen mit vorlaufigen in vitro Arbeiten Uberein, die eine inverse Korrelation
zwischen CD44 und der adipogenen Differenzierung des Knochenmarkstromas
aufwiesen. Wahrend also erhdhte Mengen CD44 im WAT mit IR und Inflammation des
Fettgewebes korrelieren, gehen Diat-induzierte Adipositas und Glukoseintoleranz bzw.

IR mit einer verminderten CD44-Expression im BMAT einher.

Zur Evaluation einer mdglichen Interaktion zwischen HA und CD44 wahrend der
Adipogenese wurde die Knochenmark-SVF aus C57BL/6J-Mausen isoliert und die HA-
Bindungsfunktion von CD44 24 h vor der adipogenen Differenzierungsinitiierung mit
einem spezifischen Antikérper neutralisiert (vgl. Abs. 2.7.3). Die Blockade der HA-
Bindungsdomane hatte eine signifikante Beeintrachtigung der Differenzierung der

primaren Pra-Adipozyten nach 6 Tagen zur Folge (vgl. Abbildung 17).

Es lasst sich also schlussfolgern, dass HA nicht nur im BMAT existent ist, sondern dass
die HA-reiche EZM der BMAds auch eine funktionelle Rolle bei progressivem Pra-
Diabetes erfiillt. Wahrend die Rolle des HA-Systems im WAT intensiv erforscht wurde,
ist Uber die adaptiven Fahigkeiten des BMAT in diesem Kontext eher wenig bekannt.
Insgesamt kann hier jedoch von einer Beteiligung von HA und ihrem Rezeptor CD44 an
der Regulation der Adipogenese im pra-diabetischen Knochenmark ausgegangen

werden.
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4.3 Metabolischer Phanotyp von Has-defizienten Mausen

In Anbetracht dessen, dass HA als kritischer Faktor der Differenzierung primarer
Pra-Adipozyten in vitro fungiert, stellte sich die Frage, inwieweit sich ein genetischer
Defekt der HA-Synthese in vivo auswirkt. Ein direkter HA-Effekt auf die Funktionalitat
des weillen und braunen Fettgewebes wurde bereits postuliert, wodurch eine ahnliche

Modulation im BMAT angenommen wird.

Zur Charakterisierung eines metabolischen Phanotyps, der auf einem Beitrag des
HA-Systems beruht, wurden verschiedene Has-defiziente Tiere herangezogen. Das
etablierte Pra-Diabetes-Modell fand erneut Verwendung, wobei alle Tiere zur Induktion
eines pathogenen Phanotyps Uber 9 Wochen hochkalorische DD erhielten (vgl.
Abbildung 4).

Basierend auf den vorliegenden Ergebnissen begunstigte HAS1 im Gegensatz zu HAS2
eine Kdrpergewichtszunahme der Tiere. Ein Grund daflr kdnnte die kompensatorische
Qualitat von HAS2 sein. Dies entsprache der Literatur bezuglich eines anderen Zelltyps,
den Fibroblasten. Basierend auf einer im Jahr 2014 publizierten experimentellen Arbeit
an Mausen resultierte eine Deletion der Has7- und 3 in einem Has2-mRNA-erhohenden

Kompensationsmechanismus [224].

Ein gestorter Glukosestoffwechsel und eine verminderte Insulinempfindlichkeit pragen
den pra-diabetischen Zustand [12, 13] (vgl. Abs. 1.1). Weder Has7-Knockouts (vgl.
Abbildung 32) noch Has2-Knockouts (vgl. Abbildung 18) wiesen Unterschiede
hinsichtlich des Glukosestatus auf. Dies deckt sich mit bereits publizierten Arbeiten von
Grandoch et al., die zeigten, dass die Hemmung einer HAS allein nicht ausreicht, um
den systemischen Stoffwechsel zu verandern. Positive metabolische Effekte konnten

dagegen bei einem Doppel-Knockout der HAS2/HAS3 festgestellt werden [28].

Hier bestatigte allerdings die parallele Fltterung einer kalorienarmen Chow-Diat beider
verwendeter Mauslinien die Effektivitdt des diatetischen Modells. In diesem Sinne ist
anzunehmen, dass die Fltterung der DD sowohl einen adipdsen als auch einen pra-
diabetischen Phanotyp aller Genotypen induzierte. In Konsens mit der Literatur scheint
die HAS2-vermittelte HA-Synthese isoliert betrachtet keinen direkten Einfluss auf den

systemischen Metabolismus zu haben.

Nichtsdestotrotz  bildet HA einen zentralen Bestandteil des zellularen
Knochenmarkmikromileus. Unterstutzend zeigte eine nahere Betrachtung der Tibiae von

Has2-defizienten Tieren sowie den entsprechenden WT-Kontrollen eine erhebliche
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makroskopische Divergenz. Ein Has2-Mangel ist mit einem reduzierten Gehalt an
adipozytenreichem cMAT assoziiert und korreliert positiv mit dem Korpergewicht der
Tiere (vgl. Abbildung 19). Diese Erkenntnisse in vivo stehen im Einklang mit den zuvor
verifizierten pro-adipogenen Eigenschaften der Has2 in vitro. Konsekutiv wird der
funktionelle Aspekt von HA und ihrer modifizierten Synthese im Kontext der

Heterogenitat der Knochenmarknische erdértert und diskutiert.

4.4 Auswirkungen der HA auf den Energiestoffwechsel im

Knochenmark

Gemall Abschnitt 1.2 reguliert Fettgewebe als wichtiges metabolisches Organ die
systemische Energiehomdostase. Eine direkte Assoziation zwischen
Stoffwechselerkrankungen (z.B. T2DM) und der Funktion des Fettgewebes ist durch
eine Vielzahl von Daten belegt. Ein dynamischer Umbauprozess der Adipozyten, der mit
vielfaltigen physiologischen und pathologischen Gewebeveranderungen einhergeht
(vgl. Abs. 1.4), wird durch einen alternierenden Erndhrungszustand, z. B. einem
Kalorienlberschuss bei Adipositas, stimuliert. Wahrend die zuvor beschriebenen
Fettphanotypen des WAT und des BAT bereits intensiv erforscht wurden, ist Gber die
Energieverwertung im BMAT im Kontext einer metabolischen Imbalance wenig bekannt.
Abseits dessen konnte fur BMAds eine adaptive Plastizitat unter physiologischen und
pathologischen Bedingungen dokumentiert werden, sodass auch hier eine ausgepragte

Stoffwechselaktivitdt des Gewebes prognostiziert wird (vgl. Abs. 1.3.3).

In der Folge wurde ein metabolisches Profil des cMAT erstellt. Um mdgliche
Auswirkungen von Veranderungen im systemischen Energiemetabolismus auf das
Fettgewebe zu Uberprifen, wurde das cMAT von 9 Wochen DD- oder Chow- gefutterten
C57BL/6J-Mausen mittels XF24 Extracellular Flux Analysators analysiert. Die Fltterung
bewirkte jedoch keinerlei signifikante Unterschieden zwischen den Behandlungsgruppen
(s. Abbildung 14). An dieser Stelle sollte angemerkt werden, dass die Datengenerierung
im Rahmen der Methodenetablierung stattgefunden hat. Der sichtbare Trend einer
reduzierten cMAT-Respiration unter pra-diabetischen Bedingungen  wirde
wahrscheinlich durch eine Erhéhung der Probenzahl verdeutlicht. Ware dies der Fall, so
wirden die Ergebnisse zunachst nicht mit dem in Kapitel 1.3.5.2 skizzierten Energieprofil
der Adipozytenvorlauferzellen im Knochenmark Ubereinstimmen. Eine préaferierte
OxPhos adipogener Zellen [101], ein Phdnomen, welches auch fir 3T3-L1-Zellen

beschrieben wurde [149], konnte u.a. von Tencerova und Mitarbeitern belegt werden.
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Zudem ist unklar, welchem Substratmetabolismus das adipozytenreiche cMAT
unterliegt. Basierend auf den Charakteristika brauner Adipozyten konnten in jlingster
Zeit neue Erkenntnisse gewonnen werden. Wie bereits unter 1.2 angebracht, ist das
Schlusselprotein UCP1 ausschlaggebend fir den BAT-spezifischen Prozess der
zitterfreien Thermogenese [29], bei dem Energie in Form von Warme aus FS erzeugt
wird. Die Fahigkeit der BMAds zur UCP1-stimulierten Thermogenese blieb lange Zeit
undefiniert, bis in einer Studie von Craft et al. erstmals die Ucp7-Expression im BMAT
systematisch ausgeschlossen werden konnte [145]. Hinzu kommt die Tatsache, dass
insbesondere im cMAT eine verminderte lipolytische Aktivitat beschrieben wurde [82],
wodurch eine thermogene Wirkungsweise ahnlich dem BAT ausgeschlossen werden
kann. Bislang sind keine Studien bekannt, die eine charakteristische Energieverwertung

im BMAT im diabetischen Stoffwechselkontext identifiziert haben.

Ob die HA wie im WAT und BAT auch im cMAT unter dem Einfluss des
Glukosestoffwechsels steht, sollte nachfolgend untersucht werden. Dazu wurde sowohl
in Has1- als auch in Has2-defizienten Tieren mittels DD ein pra-diabetischer Phanotyp
induziert. Im Anschluss an eine 9-wdchige Fltterungsperiode wurde das cMAT der Has-

Knockouts sowie der WT-Kontrollen flir Analysen der metabolischen Aktivitat verwendet.

Auf den Energiestoffwechsel des Gewebes schien die Has1-Defizienz allerdings nur
einen  moderaten  Einfluss zu haben. Lediglich nach Zugabe des
Atmungskettenentkopplers FCCP —ein  Surrogatparameter fir die maximale
Respirationsrate — wurde ein tendenzieller Anstieg der OCR beobachtet. Demgegentiiber
lieBen sich bei Analysen des Has2-Knockouts im Vergleich der Genotypen eindeutige
Differenzen feststellen: Neben einer reduzierten Basalatmung vor Zugabe jeglicher
Stressoren, ging ein Has2-Mangel mit einer signifikant geringeren maximalen Atmung
nach FCCP-Gabe und einer nicht-mitochondrialen Atmung nach Injektion von Komplex

I/Ill-Inhibitoren einher.

Vorstellbar erscheint hier ein metabolischer shift in Richtung Glykolyse. Eine defizitare
HA-Synthese durch die genetische Deletion von Has2 kénnte besonders unter den
vorherrschenden diabetogenen Stressbedingungen zu einer erhdhten glykolytischen
Substratbereitstellung fihren. Dieser Mechanismus ist zumindest im BAT nach HA-
Hemmung beschrieben [28]. Die maximierte Glykolyse bedingt hier einerseits einen
Anstieg von Pyruvat, welches nachgeschaltet als Substrat des Citratzyklus die
mitochondriale Atmung und die de novo Lipogenese stimuliert. Andererseits korreliert

der Laktatspiegel positiv mit einer erhdhten Ucp7 mRNA im BAT [28].

108



Diskussion

Um einen derartigen Substrat-switch im cMAT zu identifizieren, wurde die LDH-Aktivitat
im cMAT von Has2-Knockouts und WT-Kontrollen nach mehrwdchiger Futterung
bestimmt. Anders als erwartet, resultierte ein Has2-Mangel in einer signifikant
niedrigeren LDH-Enzymaktivitdt und damit niedrigeren Laktatkonzentration. Die
Hypothese einer Verschiebung des HA-modulierten Substratflusses zugunsten der
(anaeroben) Glykolyse blieb daher in dieser Arbeit aus. Faszinierenderweise
veroffentlichten Cai et al., 2023 Ergebnisse, die zeigten, dass Laktat die Fahigkeit
besitzt, die OxPhos zu erhéhen und simultan die Glykolyse zu supprimieren. Konkret
stimulierte eine erhohte Menge an extrazellularem Laktat die mitochondriale
Elektronentransportkette. Die ATP-Syntheseaktivitat und der Eintritt von Pyruvat in den
Citratzyklus nahmen zu, wahrend die Glykolyse zunehmend beeintrachtigt wurde [225].
Wieweit die Laktatakkumulation im HA-reichen BMAT als Regulator des metabolischen

Stoffwechselprogramms fungiert, ist zu hinterfragen.

Das Wissen Uber adipoztyenspezifisches Laktat ist nach wie vor limitiert. In mehreren
Publikationen wurde dennoch die Relevanz von Laktat im Fettgewebe aufgezeigt.
Bereits vor Jahren wurde eine Kausalitat von Laktatproduktion und Adipositas konstatiert
[226]. So konnte — wie bereits aufgeflihrt — mit Hilfe eines zelltypspezifischen LDH-
Knockouts primar WAT als Laktatquelle identifiziert werden [140]. Da Krycer et al., im
Jahr 2020 postulierten, dass die Laktatproduktion im Fettgewebe unabhangig vom
Glukosestoffwechsel priorisiert wird, implizierte dies die Laktatproduktion als eine
weitere metabolische Funktion des Fettgewebes [227]. Interessanterweise verbesserte
eine Laktatsenkung die Inflammation sowie die Adipositas induzierte IR im WAT [140].
Ob BMAT ebenfalls eine Quelle fur Laktat bildet, bleibt in weiteren Experimenten zu

klaren.

Vorstellbar ist, dass HA als positiver Regulator der Adipogenese auch fir den
metabolischen Energiebedarf des Fettdepots entscheidend ist. Die zuvor thematisierten
Ergebnisse detektierten HAS2 als Hauptisoform im BMAT (vgl. Abbildung 15). Nicht nur
in vitro beeintrachtigte ein genetischer Knockout von Has2 die adipogene
Differenzierung (vgl. Abbildung 20), auch in vivo wurde eine signifikante Reduktion der
Adipozyten im Knochenmark erfasst (vgl. Abbildung 19). Méglicherweise erklart das
Vorhandensein eines kleineren Fettdepots die deutlich niedrigeren

Laktatkonzentrationen im cMAT pra-diabetischer Has2-defizienter Tiere.

Die Forscher um Li und Kollegen entdeckten kirzlich einen Link zwischen LDH und HA
bei chronischen Gelenkentziindungen. Die hochregulierte HA-Synthese durch HAS2

beruhte auf einer initialen LDH-Inhibiton und einem nachgeschalteten
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Regulationsmechanismus [228]. Ob dies mit den Prozessen im BMAT bei metabolischen

Komplikationen wie dem Pra-Diabetes konsistent ist, bedarf weiterer Analysen.

Abschlieend sollte angefiihrt werden, dass eine unzureichende Sauerstoffversorgung
die adipogene Differenzierung beeintrachtigen kann. In Ubereinstimmung damit
verzeichnete das WAT adipéser C57BL/6J-Mause einen deutlich reduzierten
Sauerstoffgehalt als das magerer Tiere [211, 212]. Eine lokale Gewebehypoxie ware
ebenfalls im BMAT plausibel, wurde aber in dieser Arbeit nicht weitergehend untersucht.
Aufschlussreich ware z.B. eine Genexpressionsanalyse spezifischer Hypoxie-Marker

(z.B. Hypoxie-induzierbarer Faktor 1 a, HIF-1-a) im Knochenmark.

Insgesamt sprechen die Daten fir eine relevante Funktion von BMAT als zentrales
Stoffwechselorgan bei der Regulation des Energiehaushaltes. Welche Substrate und
Faktoren im Detail beteiligt sind, bleibt fraglich. Demungeachtet lassen die vorliegenden
Resultate auf einen wesentlichen Beitrag von HAS2 schlielRen. In welcher Weise HAS2
als Modulator im Stroma des Knochenmarks einen direkten oder indirekten Einfluss auf
die Stoffwechselaktivitat des Fettdepots auslibt, muss zuklnftig ebenfalls eruiert

werden.

4.5 Einfluss von HA auf die Immunantwort im Knochenmark und

in der Peripherie

Die Heterogenitat des Knochenmarks in Physiologie und Funktion steht im Mittelpunkt
vieler Forschungsbereiche. HSZ sind als Komponente der zellularen Nische in der Lage,
HA zu exprimieren und zu synthetisieren [229]. Bereits in Kapitel 3.11 wurde auf eine
funktionelle Studie von Goncharova und Kollegen hingewiesen, die bestatigte, dass eine
mangelhafte HA-Synthese durch pharmakologische Inhibition mittels 4-MU die
hamatopoetische Aktivitat in vitro beeintrachtigt. Interessanterweise wurde beobachtet,
dass die Hemmung der HA-Synthese deutlich mit der hamatopoetischen
Unterstitzungsfunktion der MSZ im Knochenmark korreliert. So zeigten isolierte
Knochenmarkzellen aus HAS1/2/3-Knockout-Mausen im Gegensatz zu HAS1/3-
Knockout- und WT-Mausen eine marginale Hamatopoese. Da HAS2 in den HAS1/2/3-
Knockouts nur in den MSZ inaktiviert wurde, war es moglich, nicht nur die Relevanz von
HAS2, sondern auch die der MSZ im hamatopoetischen Mikromileu zu verdeutlichen
[215].

In der Folge wurde die Hamatopoese im Knochenmark pra-diabetischer Has2-defizienter

Tiere und respektiver WT-Kontrollen untersucht und es zeigte sich, dass HAS2 diese in
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vivo zu regulieren vermag. Ein konditionaler Knockout der Has2 beeintrachtigte vor allem
frihe Differenzierungsstadien im fettreichen cMAT: Lin- und LSK* Zellen sowie MPP 3
und 4 waren signifikant in ihrer Anzahl reduziert (vgl. Abbildung 23). Keine Variation in
der HSZ-Zusammensetzung ergaben dagegen die Analysen im hamatopoetisch aktiven
rMAT (vgl. Abbildung 24). Aufgrund der Tatsache, dass ein Effekt lediglich im fettreichen
cMAT und nicht im hamatopoetischen rMAT der Tiere beobachtet werden konnte, geben
die erhobenen Daten erste Hinweise auf einen wesentlichen Beitrag der HA-reichen
Adipozyten im Rahmen der Hdmatopoese. Angesichts der bekannten pro-adipogenen
Eigenschaften der HA konnte hier eine UbermaRige BMAd-Akkumulation im
Knochenmark pra-diabetischer WT-Tiere vermutet werden — womadglich fungierend als

lokale Energiequelle der HSZ.

AnschlieRend war von Interesse, ob die Ergebnisse der HA-vermittelten
Beeintrachtigungen der HSZ-Differenzierung auch auf reife Immunzellen Gbertragbar
sind. Ein Charakteristikum der chronischen Inflammation bei T2DM ist eine Dysbalance
zugunsten der Myelopoese. Dies konnte in der vorliegenden Arbeit erfolgreich im rMAT
und cMAT pra-diabetischer C57BL/6J-Mause prazisiert werden (vgl. Abs. 4.1). Has1-
Knockout-Mause zeigten hingegen keine signifikanten Divergenzen in allen analysierten

Zelltypen, einschlielich der HSZ und der differenzierten Immunzellen (vgl. Abs. 3.19).

Uberraschenderweise blieben auch alle untersuchten reifen Immunzellitypen im cMAT
bei Has2-Defizienz unverandert (vgl. Abbildung 25). Im rMAT initiierte ein Has2-Defizit
neben einer minimalen Abnahme der CD45'Leukozyten lediglich eine tendenzielle
Verschiebung der Immunzellen in Richtung der Lymphozyten (vgl. Abbildung 26). Bei
der weiteren Analyse der B- und T-Lymphozyten konnten jedoch keine Unterschiede

festgestellt werden.

HA vermag als Bestandteil der lokalen Marknische die Produktion verschiedener
Zytokine/Chemokine zu regulieren [215]. Aus diesem Grund wurden nachstfolgend
subtypspezifische Analysen des BMAT-Sekretionsprofils im Vergleich der Has2-
Genotypen vorgenommen. Generell wurde den sekretorischen Eigenschaften von BMAT
eine wichtige Bedeutung zugeschrieben (vgl. Abs. 1.3.3.4). Bemerkenswerterweise
fehlte ein Effekt auf die cMAT-Sekretionsaktivitat bei Has2-Defizienz vollstandig (vgl.
Abbildung 28). Ob HA als Bestandteil der cMAT-SVF oder selektiv die Adipozyten

verantwortlich sind, kann nicht beurteilt werden.

Mégliche Informationen lieferte allerdings das rMAT-Sekretionsprofil. Da hier primar pro-

inflammatorische Zytokine reguliert wurden, erlauben diese Daten Rickschlisse auf die
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systemische Entziindungswirkung von Has2 (vgl. Abbildung 27). Eine Ablation der Has2
scheint mit einem reduzierten pro-inflammatorischen rMAT-Milieu einherzugehen,
gekennzeichnet durch eine verminderte Expression pro-inflammatorischer Zytokine wie
MIP-18 und der aktiven Form von IL-12 — IL-12 (p70).

In Analogie zu friheren Veroffentlichungen ist davon auszugehen, dass HA als wichtiger
Regulator der Inflammationsparameter im Knochenmarkmilieu beteiligt ist und dartiber
Einfluss auf die Hamatopoese nimmt. Dies verifizierten bereits damals Matrosova et al.,
deren experimentelle Studie auf der Gabe von 5-Fluoruracil (5-FU) zur Reduktion von
HA im Knochenmark basierte. Eine anschlieRende Supplementierung von exogenem HA
erhdhte nicht nur die Anzahl der Immunzellen in der Zirkulation, sondern auch die
Expression pro-hamatopoetischer Zytokine (IL-1 und IL-6) im Knochenmark [230]. Aus
Abbildung 27 ist eine Hochregulierung einer Untereinheit von IL-12 — IL-12 (p40) — im
rMAT bei Has2-Defizienz zu enthehmen, welche u.a. auf B-Zellen exprimiert wird und
mit einer lymphoiden Verschiebung in Verbindung gebracht werden koénnte [231].
Hinweise auf einen mdglichen Mechanismus im Knochenmark kénnte ebenfalls eine
Genexpressionsanalyse des HA-Rezeptors CD44 liefern. CD44 ist im zellularen
Knochenmarkstroma hoch exprimiert [232]. Kontextbezogen wird suggeriert, dass CD44
und sein Ligand HA die Aktivierung sowie Rekrutierung von T-Lymphozyten stimuliert
[187, 233]. Inwiefern eine Wechselwirkung von CD44 und HasZ2 einen regulatorischen
Beitrag zur Hamatopoese in den Subtypen des Knochenmarkfetts leistet, bleibt zu

untersuchen.

Des Weiteren wurden neben dem Knochenmark auch Blut und die Milz naher beleuchtet,
um eine systematische Analyse des HA-Systems im progredienten Verlauf des Pra-
Diabetes zu gewahrleisten. Dies kdnnte Aufschluss darliber geben, ob der beobachtete
HAS2-Phanotyp neben den lokalen Knochenmarkveranderungen auch das systemische
Entzindungsgeschehen bei der Entwicklung und Progression des Pra-Diabetes
beeinflusst. Faktisch zeigte ein Has2-Mangel in einer ersten Ergebnisubersicht keine
Beeintrachtigung in der Peripherie: Weder zirkulierende Immunzellen (vgl. Abbildung 29)
noch die extramedullare Hamatopoese der Milz (vgl. Abbildung 30) schienen durch HA
beeinflusst zu sein. Eine genauere Analyse der Monozyten-Subtypen in der Zirkulation
ergab tendenziell eine relative Zunahme der phagozytierenden, proteolytischen und pro-
inflammatorischen Ly6C*"s" Monozyten. Gemeinsam mit der Tatsache, dass die
Immunzellen in der Milz nicht reguliert waren, kann davon ausgegangen werden, dass

HAS2-synthetisierte HA nur einen geringfligigen Einfluss auf die systemische
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Immunzellantwort pra-diabetischer Tiere unter diesen chronischen, niedriggradig

inflammatorischen Bedingungen hat.

Im Blut der pra-diabetischen Has7-Knockout-Mause konnte abweichend davon eine
signifikante Reduktion der CD45" Leukozyten im Verhaltnis zur Gesamtzellzahl
beobachtet werden (vgl. Abbildung 38). Die Milz der Tiere wurde hier nicht untersucht,

konnte aber in Zukunft aufschlussreiche Informationen liefern.

Die Regulationsmechanismen der Hamatopoese per se und die damit eng verknlpfte
Frage nach der Funktion des HA-Systems im zellularen Knochenmark werfen auch
heutzutage noch etliche Fragen auf. Fest steht, dass die Effizienz der heterogenen
Knochenmarknische durch zahlreiche Faktoren determiniert wird, u.a. von einer Vielzahl
verschiedenartiger Pathologien —in Korrelation mit der Zellkomposition und dem
Vorhandensein von Entziindungsmediatoren wie Zytokinen und Chemokinen. Weiterhin
ist davon auszugehen, dass HA als Nischenregulator zelltypibergreifend dazu beitragen
konnte, den Bedarf der Hamatopoese bei metabolischen Stérungen zu modulieren.
Ebenso konnte in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden, dass HAS2 insbesondere im
fettreichen cMAT einen entscheidenden Beitrag zur HSZ-Differenzierung leistet, wobei

der genaue Mechanismus in Zukunft weiterer Aufklarung bedarf.

4.6 HA als wichtiger Faktor der Osteogenese

Wie unter 1.3.2 beschrieben, definiert die Adipogenese eine linienspezifische
Differenzierung der multipotenten MSZ, reguliert durch eine komplexe
TF-Signalkaskade. Nachweislich beglinstigt ein adipdser/diabetischer Phanotyp die pro-
adipogene Verschiebung der MSZ auf Kosten der Osteoblastenlinie. Gleichzeitig spielt
die HA-reiche EZM eine zentrale Rolle bei der Regulierung von Zellwachstum- und
Differenzierung, wobei HA in dieser Arbeit als kritischer Adipogenese-Modulator
bestatigt wurde (vgl. Abs. 4.2). Vor diesem Hintergrund stellte sich die Frage, ob das
bestehende Kongruenzgleichgewicht der MSZ-Differenzierung zwischen Adipozyten

und Osteoblasten im pra-diabetischen Knochenmark durch HA modifiziert wird.

Publiziert ist, dass Gene, die mit der Differenzierung von Osteoblasten in Verbindung
stehen (z.B. Osx, Osteocalcin) in humanen MSZ durch Kultivierung mit HA hochreguliert
werden [234] (vgl. Abbildung 2). In vitro vermitteln sowohl Has2 als auch Has3 die HA-
Synthese in Osteoblasten [235]. Die Mechanismen, Uber die HA zur Osteogenese
beitragt, sind jedoch, insbesondere in vivo, nach wie vor komplex. In diesem Jahr
untersuchten Pendyala et al. erstmals, inwieweit der Verlust von HA die kortikale
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Knochenqualitdt von Mausen in vivo beeinflusst. Der Knockout von Has1 und Has3
verursachte divergente Phanotypen: Has7 beeinflusste hauptsachlich die Morphologie
und Mineralisierung des kortikalen Knochens, Has3 die Matrixqualitat sowie die
Knochenmechanik [236].

Zur Validierung des Knochenphanotyps in pra-diabetischen Has2-defizienten Mausen
wurde ein hochauflésendes uCT-System nach 9-wochiger Futterung mit DD eingesetzt.
Festgestellt werden konnte, dass ein Mangel an Has2 einen ausgepragten trabekularen
Knochenverlust in den langen Roéhrenknochen verursachte (vgl. Abbildung 31).
Entgegen den Beobachtungen von Pendyala et al, 2023 schien die Kkortikale
Knochenmasse in Femur und Tibia bei beiden Genotypen nicht zu variieren, wobei dies
womaglich modellspezifisch bedingt ist (Daten nicht gezeigt). Zur detaillierten Aufklarung
des HA-Systems auf zellularer Ebene ware zukiinftig ein zelltypspezifischer Has2-
Knockout, primar in mesenchymalen Zellen, hilfreich. Alternativ kdnnten in vitro-Studien
unter Verwendung von small interfering (si)-RNA zur spezifischen Inhibition der

einzelnen HAS in isolierten MSZ von Interesse sein.

Zusammengenommen inkludiert der in dieser Arbeit identifizierte HAS2-Phanotyp im
Knochen ein breites Feld méglicher Ursachen. Einerseits konnte die anti-
osteoklastogene Wirkung von HA Uber den Toll-like receptor 4 (TLR4)- Signalweg eine
Erklarung sein, wobei ein direkter Einfluss der HA-Synthese auf den Knochenumsatz
nahe liegt [237]. Andererseits wurde die funktionelle Wichtigkeit der CD44-HA-
Interaktion im Knochenmetabolismus beschrieben. HA ist in der Lage, die Expression
von RANKL in MSZ durch Bindung an den CD44-Rezeptor zu stimulieren — RANKL ist
hauptverantwortlich fir Osteoklastenbildung und -aktivitat [238]. AbschlieRend ware ein
chondrozytenahnlicher Mechanismus erdenklich. In Kapitel 1.3.2 wurde bereits die BMP-
Signalkaskade skizziert. Dieser liegt ein Wirkmechanismus zugrunde, der u.a. von Luo
et al., 2014 identifiziert wurde. Beschrieben wurde, dass insbesondere Has2 in
Abhangigkeit von CD44 die BMP7-Signallubertragung in Chondrozyten induziert [239].
Nachgeschaltet aktiviert die Signaltransduktion die intrazellularen Smad-Proteine,
speziell Smad1 [240].

Zu klaren bleibt nach wie vor der diabetogene Einfluss auf die Stromazellen des
Knochenmarks. Folgestudien sind vonnéten, um beispielsweise die Hypothese von
Wang et al., 2014 zu Uberprifen. Prognostiziert wurde in diesem Kontext eine Umleitung
sich teilender osteoblastischer Vorlaufer auf einen metabolisch belasteten adipogenen
Pfad verbunden mit einer Aktivierung der HA-Synthese, Rekrutierung von

Entziindungszellen und Verlust von trabekularer Spongiosa [100].
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Abbildung 39: Graphische Zusammenfassung.

HAS2 moduliert vielzahlige Veranderungen des stromalen Knochenmarkmikromilieus unter pra-
diabetischen Bedingungen. Ein globaler Knockout bestatigt Has2 als Regulator der Adipogenese
und Osteogenese. Als Nischenmodulator beeinflusst HA das frihe Differenzierungsstadium
hamatopoetischer Zellen im fettreichen cMAT. Hinzukommend beeinflusst HAS2 die
metabolische Aktivitdt des cMAT — einhergehend mit einer reduzierten Respiration- sowie LDH-

Aktivitat bei Has2-Defizienz. Abbildung erstellt mit Biorender.com.
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4.7 Ausblick und Limitierung

Die vorliegende Arbeit bildet die Grundlage fir kinftige Studien, zumal die exakten
Mechanismen der multiplen stromalen Knochenmarksveranderungen im Rahmen des
Pra-Diabetes nicht vollstandig aufgeklart sind. Grundsatzlich bestétigten sich frihere
Hypothesen, dass HA als kritischer Akteur in der Marknische sowohl eine pro-adipogene

als auch eine pro-osteogene Funktion besitzt.

Als Limitation der Studie kann vorrangig die Verwendung eines globalen HA-Knockouts
angesehen werden. Bei der Bewertung der Ergebnisse sind zelltypspezifische Aussagen
nicht moéglich, auch wenn in vitro Versuche durchaus die Relevanz der BMAd Has2
suggerieren. Eine vielversprechende Alternative liegt in der kirzlich publizierten BMAT-
Knockout Mauslinie der Gruppe um Ormond MacDougald [67]. Die Kombination des
BMAd-spezifischen Cre-Mausmodells mit einer genetischen Has2-Deletion ware fir die

weitere Prazisierung des BMAT-HA-Systems im Knochenmark von Nutzen.

Im hier genutzten Mausmodell wurde gezeigt, dass der pathogene Phanotyp
insbesondere friihe hamatopoetische Differenzierungsstadien moduliert. Daher ware es
wichtig, die molekularen Mechanismen diesbeztiglich zu verfolgen. Zum einen bietet sich
die Isolierung von Immunzellen in vitro aus Has2-defizienten Tieren und entsprechenden
Kontrollen an. Der Einsatz von siRNA zur Erzeugung eines spezifischen
Has2-Knockouts in den verschiedenen Immunzelltypen kénnte weitere Erkenntnisse
hervorbringen. Zum anderen wirde die Ko-Kultivierung von BMAds und verschiedenen
Zellen hamatopoetischen Ursprungs Aufschluss dariiber geben, inwieweit eine direkte
Zell-Zell-Interaktion oder eine indirekte Beeinflussung vorliegt. Nicht nur die
Differenzierung, sondern auch die Funktionalitdt hAmatopoetischer und mesenchymaler
Zellen scheint eng miteinander verknlpft zu sein, wobei HAS2 als dominante Form im
Knochenmark wesentlich dazu beitragt. Welche Mechanismen im Detail beteiligt sind
und inwieweit metabolische Komplikationen die Physiologie und Funktion des HA-

reichen Knochenmarkstromas beeintrachtigen, bleibt zu klaren.

Kunftig wird es notwendig sein, die einzelnen Zelltypen der BMAT-SVF isoliert zu
betrachten. Zielfiihrend ware z.B. eine umfassende Analyse der beteiligten Zellen mittels
Durchflusszytometrie. Von Interesse ware auch die Erstellung eines charakteristischen

BMAT-Genprofils mittels Sequenzierung, z.B. Single Nuclei Sequencing.
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Bis dato bleibt unklar, ob neben der systemischen Inflammation auch ein akuter
Entziindungsreiz die Immunantwort des Knochenmarks beeinflusst und inwieweit HA als
Bestandteil der Nische daran beteiligt ist. Mit Blick auf mdgliche translationale
Experimente ware obligat, die Wirkung des HA-Systems auf die Knochenmarknische im
akuten Inflammationsmodell zu erforschen. Gerade der beschriebene HAS2-Phanotyp
im Knochenmark kénnte in Bezug auf eine emergency-Hamatopoese, beispielsweise
nach akutem Myokardinfarkt vielversprechend und relevant sein. In einer aktuellen
Studie von Zhang et al., wurde die Rolle der BMAds bzw. des Fettsaurestoffwechsels im
Knochenmark im Rahmen der emergency-Hamatopoese durch die Beobachtung einer

geringeren Markadipositas nach Myokardinfarkt bereits belegt [241].

AbschlieRend ist anzumerken, dass geschlechts- und regionsspezifische Analysen in
dieser Arbeit keinen Platz fanden. Die Relevanz des Geschlechts und damit der
Sexualhormone wurde eingangs skizziert (vgl. Abs. 1.3.3.1). Die Tatsache, dass sich
Adipozyten im Knochenmark nicht nur in den langen Réhrenknochen wie Tibia und
Femur unter verschiedenen physiologischen und pathologischen Konditionen
anreichern, sondern auch in diversen anderen Knochen, z.B. den Wirbeln, dem Sternum,
deutet potenziell auf eine differenzierte lokoregionale Antwort des Knochenmarks hin —

zumindest nach akutem Stimulus wie im Modell des Myokardinfarkts.
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5. Zusammenfassung

Knochenmarkfettgewebe (bone marrow adiposse tissue, BMAT) ist ein Bestandteil des
Knochenmarkmikromilieus. Dieses adaptive und sekretorische Fettdepot, bestehend
aus reguliertem hamatopoetischem BMAT (regulative marrow adipose tissue, rMAT) und
konstitutivem BMAT (constitutive marrow adipose tissue, cMAT), akkumuliert unter
verschiedenen physiologischen und pathologischen Bedingungen wie Adipositas und
Typ 2 Diabetes mellitus (T2DM). Es wird angenommen, dass die Markadipozyten als
zentrales metabolisches Organ zum Energiestoffwechsel und — aufgrund ihrer engen

anatomischen Beziehung im Knochenmark — auch zur Hamatopoese beitragen.

Hyaluronsaure (hyaluronic acid, HA) stellt ein vielversprechendes Target fiur neue
therapeutische Zielstrukturen dar. HA, Hauptbestandteil der extrazellularen Matrix, wird
von drei HA-Synthasen (HAS-1, -2, -3) aus aktivierten Zuckervorstufen synthetisiert,
wodurch eine direkte Wechselwirkung mit der Glukosehomoéostase postuliert wird.
Stérungen des metabolischen Spektrums, z.B. Adipositas und T2DM, resultieren in einer
erhdhten Synthese sowie massiven Ablagerung von HA in verschiedenen Geweben. HA
bzw. ihre modifizierte Synthese wirkt u.a. direkt auf die Funktionen des weillen und
braunen Fettgewebes. Obgleich bislang keine Studien bekannt sind, die das
Vorhandensein und die Funktionalitdt einer HA-reichen Matrix im BMAT
charakterisieren, lasst die hohe adaptive Plastizitdt der Adipozyten ein ausgepragtes

Remodelling im progredienten Verlauf des T2DM erwarten.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Relevanz des HA-Systems im BMAT in einem
etablierten Mausmodell fiir Adipositas und Pra-Diabetes zu untersuchen und die damit
einhergehenden Veranderungen des BMAT-Substratstoffwechsels und der

Hamatopoese zu analysieren.

Zur systematischen Untersuchung der funktionellen Rolle von HA in der pra-
diabetischen Phase wurde ein Modell der Diat-induzierten Adipositas und
Glukoseintoleranz bzw. Insulinresistenz (IR) verwendet. Mannliche C57BL/6J und Has-
defiziente Mause erhielten Uber 9 Wochen eine diabetogene (DD) oder eine

entsprechende Chow-Diat.

HAS2 wurde als dominierendes Isoenzym im BMAT identifiziert, welches nachweislich
die Adipogenese und die Osteogenese fordert. Als kritischer Akteur in der
Knochenmarknische moduliert Has2 zudem die Hamatopoese. Eine genetische
Defizienz der Has?2 resultierte in weniger BMAT und beeintrachtigte insbesondere die

frihen Differenzierungsstadien hamatopoetischer Zellen, einhergehend mit einer
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geringeren Progenitoranzahl im fettreichen cMAT. Die Adipositas bedingte systemische
Inflammationsantwort in der Peripherie schien durch Has2 unter Basalbedingungen nur
marginal beeinflusst zu werden. Daruber hinaus modulierte Has2 die
Stoffwechselaktivitat von cMAT unter pra-diabetischen Bedingungen. Has2-Knockouts
charakterisierte eine reduzierte Respirations- und LDH-Aktivitadt nach Futterung der DD,
wodurch ein entscheidender Beitrag der HA im stoffwechselaktiven BMAT vermutet

werden kann.

Zusammenfassend zeigt die vorliegende Arbeit, dass HAS2 als wichtiges Isoenzym
einen entscheidenden Einfluss auf die Physiologie und Funktionalitdt der heterogenen
Knochenmarknische und insbesondere auch des BMAT hat und somit eine potenziell

interessante Zielstruktur fir die Diabetes-Therapie darstellen kénnte.
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6. Summary

Bone marrow adipose tissue (BMAT) is part of the bone marrow (BM) cellular
microenvironment. This adaptive and secretory fat depot, consisting of regulative
haematopoietic BMAT (rMAT) and constitutive BMAT (cMAT), accumulates under
various physiological and pathological conditions such as obesity and type 2 diabetes
mellitus (T2DM). Bone marrow adipocytes (BMAds), as a central metabolic organ, are
thought to contribute to energy metabolism and — due to their close anatomical

relationship in the BM niche — also to haematopoiesis.

Hyaluronic acid (HA) is a promising target for novel therapeutics. HA, the major
component of the extracellular matrix, is synthesised by three HA synthases (HAS-1, -2,
-3) from activated sugar precursors, which is postulated to be directly linked to glucose
homeostasis. Metabolic disorders, including obesity and T2DM, result in increased
synthesis and massive deposition of HA in various tissues. HA or its modified synthesis
directly affects white and brown adipose tissue functions. However, the presence and
functionality of an HA-rich matrix in BMAT remains to be elucidated as the high adaptive

plasticity of adipocytes suggests a pronounced remodelling in the context of early T2DM.

The aim of the present study was to analyse the BMAT-HA matrix in a murine model of
pre-diabetes and the associated changes in BMAT substrate metabolism and

haematopoiesis.

Therefore, a model of diet-induced obesity and glucose intolerance or insulin resistance
(IR) was used to systematically analyse the functional role of HA in the pre-diabetic
phase. Male C57BL/6J and Has-deficient mice were fed a diabetogenic (DD) or a

corresponding chow diet for 9 weeks.

HAS2 has been identified as the dominant isoenzyme in BMAT, which has been shown
to promote adipogenesis and osteogenesis. As a critical regulator in the bone marrow
niche, HAS2 also modulates haematopoiesis. Genetic deficiency of Has2 resulted in
reduced BMAT and particularly impaired the early differentiation stages of
haematopoietic cells, associated with lower progenitor numbers in the adipocyte-rich
cMAT. The diet-induced systemic inflammatory response in the periphery appeared to
be only marginally affected by Has2 under basal conditions. Furthermore, Has2
modulated cMAT metabolic activity under pre-diabetic conditions. Indeed, Has2-
knockouts exhibited reduced respiratory and LDH activity after DD feeding, suggesting

a crucial contribution of HA in metabolically active BMAT.
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Summary

In conclusion, the present work demonstrates that HAS2, as an important isoenzyme,
has a decisive influence on the physiology and functionality of the heterogeneous bone
marrow niche and in particular also of BMAT and could therefore represent a potentially

interesting target structure for diabetes therapy.
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