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Zusammenfassung  
Im menschlichen Organismus kommen verschiedene Fettgewebstypen vor, wo-

bei das weiße und braune Fettgewebe die geläufigsten Gruppen sind. Ein neues 

und bislang wenig erforschtes Fettgewebsdepot ist das im Knochen lokalisierte 

Knochenmarkfettgewebe (bone marrow adipose tissue, BMAT), welches einen 

signifikanten Anteil des menschlichen Knochenmarks als Ort der Hämatopoese 

ausmacht. BMAT fungiert nicht nur als Energiespeicher, sondern auch als eigen-

ständiges dynamisches Gewebe mit sekretorischen Eigenschaften, welches eine 

Reihe bioaktiver Mediatoren einschließlich spezifischer Adipokine und Zytokine 

freisetzt. Neben lokalen Effekten auf Knochenmetabolismus, Hämatopoese und 

Entzündungsantwort rückt das vielseitige Gewebe zunehmend in den Fokus des 

Forschungsinteresses, da es möglicherweise auch systemische Effekte auf die 

Energiehomöostase ausübt. So ist beschrieben, dass BMAT als pathologische 

Reaktion auf metabolische Prozesse wie Typ 2 Diabetes mellitus aber auch Ano-

rexia nervosa seine Größe und Zusammensetzung maßgeblich verändern und 

anpassen kann. Die genauen Mechanismen sind bislang unbekannt. Im Kontext 

der vielfältigen BMAT-Funktionen könnte das Glykosaminoglykan Hyaluronsäure 

(hyaluronic acid, HA) eine Rolle spielen, welches eine Vielzahl an Funktionen in 

Zell-Zell Kontakten einnimmt. In diversen Studien wird HA als funktional relevan-

tes Molekül in der extrazellulären Matrix sowohl im braunen als auch im weißen 

Fettgewebe bei der Regulation des Stoffwechsels und inflammatorischer Kaska-

den beschrieben. Zurzeit ist unbekannt, ob eine HA-Matrix auch im BMAT vor-

liegt. Die genauen Funktionen und Mechanismen von HA im BMAT sind daher 

Gegenstand intensiver Forschung. Die vorliegende Arbeit beschäftigte sich mit 

der Etablierung eines in vitro-Modells zur Differenzierung und Kultivierung isolier-

ter muriner Knochenmarkadipozyten (bone marrow adipocytes, BMAds), um die 

Präsenz und Funktion einer HA-Matrix in diesen Zellen zu untersuchen. Hierbei 

konnte gezeigt werden, dass Präadipozyten im frühen Differenzierungsprozess 

HA sekretierten. Für die Expressionsanalyse relevanter HA-Synthasen wurde 

eine quantitative Polymerasekettenreaktion im Verlauf der Differenzierung von 

BMAds durchgeführt. Die Daten zeigten, dass das Gen Has2 als die dominante 

Isoform der HA-Synthasen in BMAds exprimiert wurde. Die Genexpression der 

murinen HA-Rezeptoren Cd44 (cluster of differentiation 44) und Hmmr (Hyalur-
onan-mediated motility receptor gene) wurde während der adipogenen Differen-

zierung herunterreguliert. Zudem wurde der Einfluss einer HA-Inhibition durch 

das Pharmakon 4-Methylumbelliferon (4-MU) auf die Differenzierung von BMAds 

analysiert. Die Hemmung der HA-Synthese mittels 4-MU führte zu einer verrin-

gerten Bildung von BMAds.  

Zusammenfassend belegt die vorliegende Forschungsarbeit das Vorhandensein 

einer HA-reichen Matrix in BMAds, deren Modulation während der Zellreifung und 

-differenzierung neue therapeutische Zielstrukturen im Knochenmarkfettgewebe 

aufzeigt. 
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Summary 

In the human organism, various types of adipose tissue exist, with white and 

brown adipose tissue being the most common groups. A new and previously un-

der-researched adipose tissue depot is bone marrow adipose tissue (BMAT), 

which constitutes a significant portion of the human bone marrow as the site of 

hematopoiesis. BMAT functions not only as an energy storage but also as an 

independent dynamic tissue with secretory properties, releasing a range of bio-

active mediators including specific adipokines and cytokines. Besides its local 

effects on bone metabolism, hematopoiesis, and inflammatory responses, this 

versatile tissue is increasingly gaining research interest due to its potential sys-

temic effects on energy homeostasis. It has been described that BMAT can sig-

nificantly change and adapt its size and composition as a pathological response 

to metabolic processes such as type 2 diabetes mellitus and anorexia nervosa. 

The exact mechanisms are still unknown. In the context of the diverse functions 

of BMAT, the glycosaminoglycan hyaluronic acid (HA) might play a role, as it is 

involved in glucose metabolism and performs various functions in cell-cell inter-

actions. Numerous studies describe HA as a functionally relevant molecule in the 

extracellular matrix of both brown and white adipose tissue, regulating metabo-

lism and inflammatory cascades. It is currently unknown whether an HA matrix 

also exists in BMAT. Therefore, the precise functions and mechanisms of HA in 

BMAT are the subject of intensive research. 

The present study aimed to establish an in vitro model for the differentiation and 

cultivation of isolated murine bone marrow adipocytes (BMAds) to investigate the 

presence and function of an HA matrix in these cells. It was demonstrated that 

preadipocytes secreted HA in the early differentiation process. For the expression 

analysis of relevant HA synthases (HAS), quantitative polymerase chain reaction 

was performed during the differentiation of BMAds. The results show that Has2 

is expressed as the dominant isoform of HA synthases in BMAT. The gene ex-

pression of the murine HA receptors Cd44 (cluster of differentiation 44) and 

Hmmr (hyaluronan-mediated motility receptor gene) was downregulated during 

adipogenic differentiation. Additionally, the impact of HA inhibition by the drug 4-

Methylumbelliferone (4-MU) on the differentiation of BMAds was analyzed. Inhi-

bition of HA synthesis using 4-MU resulted in reduced formation of bone marrow 

adipocytes. 

In summary, this research highlights the presence of an HA-rich matrix in BMAds 

and its modulation during cell maturation and differentiation, thereby revealing 

new therapeutic targets in bone marrow adipose tissue. 
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1. Einleitung 
1.1 Fettgewebsdepots 

Fettgewebe ist für den menschlichen Körper weit mehr als nur ein Energiespei-

cher: Es fungiert auch als endokrin aktives Organ und spielt eine Rolle in der 

Regulation des Immunsystems. Für die Aufrechterhaltung der metabolischen Ba-

lance, greift der Körper hierbei auf unterschiedliche Fettreserven zurück, die eine 

Reihe von essenziellen Funktionen erfüllen. 

 

1.1.1 Weißes Fettgewebe 
Das weiße Fettgewebe (WAT, white adipose tissue) repräsentiert das primäre 

und umfangreichste Lipidspeicherdepot im menschlichen Organismus. Anato-

misch sind die Hauptdepots des WAT vorrangig subkutan sowie viszeral, um die 

inneren Organe herum, positioniert [1]. Die funktionelle Rolle des WAT ist kom-

plex und unerlässlich für die metabolische Homöostase des Körpers. WAT fun-

giert grundsätzlich als Hauptenergiespeicher des Körpers [1]. Die Adipozyten im 

WAT bestehen aus univakuolären Lipidtropfen, in denen Lipide gespeichert wer-

den [2]. Überschüssige Kalorien werden in Form von Triacylglyceriden und ande-

ren Lipiden gespeichert, welche bei Bedarf durch enzymatische Spaltung als freie 

Fettsäuren sowohl hormonell als auch durch das vegetative Nervensystem mo-

bilisiert und für den metabolischen Verbrauch freigesetzt werden [1, 3]. Die Funk-

tionen von WAT sind vielfältig. Durch seine Isoliereigenschaft trägt WAT zur Ther-

moregulation des Körpers bei, indem die Körperkerntemperatur konstant gehal-

ten wird und der Wärmeverlust minimiert wird. Zudem dient es als Schutz vor 

mechanischem Stress und schützt die inneren Organe als eine Art Polster [1, 2]. 

Darüber hinaus agiert WAT auch als endokrines Organ, das eine Vielzahl von 

Hormonen und Zytokinen, bekannt als Adipokine, sezerniert. Diese Adipokine, zu 

denen auch Leptin zählt, sind wichtig in der Regulation des Energiehaushalts und 

des Appetits [4]. 

WAT nimmt eine zentrale Rolle im metabolischen Stoffwechsel ein, indem es den 

Glukosestoffwechsel und die Insulinsensitivität maßgeblich moduliert. Die Insu-

lin-stimulierte Synthese von Triacylglyceriden aus freien Fettsäuren sowie die 

Glukoseaufnahme in die Zellen sind essenzielle Prozesse, die durch das Prote-

ohormon Insulin gefördert werden [5].  
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Eine exzessive Akkumulation von WAT, verursacht durch chronische Überernäh-

rung, kann zu einer Dysregulation dieser metabolischen Funktionen führen. Im 

Zustand der Adipositas, charakterisiert durch eine übermäßige Ansammlung von 

Fettgewebe, kommt es zur Hypertrophie und Hyperplasie der Adipozyten. Adipo-

sitas wird durch den Body-Mass-Index (BMI) klassifiziert, der das Verhältnis von 

Körpergewicht zu Körperoberfläche quantifiziert, mit einem Schwellenwert von 

25 kg/m2 für Übergewicht und ab 30 kg/m2 von Fettleibigkeit [6, 7]. Überschüssi-

ges WAT kann zur Sekretion proinflammatorischer Zytokine führen. Diese ent-

zündlichen Prozesse im Fettgewebe fördern die Insulinresistenz, beispielsweise 

durch die Freisetzung hoher Konzentrationen an freien Fettsäuren, die zu Lipoto-

xizität führen und die Betazellen im Pankreas schädigen [8]. Insulinresistentes 

Gewebe zeigt eine verminderte Reaktion auf Insulin, was essenziell für die Glu-

koseaufnahme in die Zellen ist [8]. Die Konstellation aus Insulinresistenz, in-

flammatorischem Milieu und gestörtem Lipidmetabolismus erhöht das Risiko für 

die Entwicklung eines Typ 2 Diabetes mellitus (T2D), eine Erkrankung aus dem 

metabolischen Formenkreis [1, 3, 9]. Beim T2D führt eine verringerte Insulinemp-

findlichkeit in peripheren Geweben sowie eine gestörte Insulinsekretion der Be-

tazellen des Pankreas zu chronisch erhöhten Blutzuckerspiegel [10]. Diese kön-

nen mikro- und makroangiopathische Schädigungen an Organen wie den Augen, 

Nieren und dem Herz-Kreislauf-System nach sich ziehen [10].  

 

1.1.2 Braunes Fettgewebe  
Ein weiteres Fettdepot im menschlichen Organismus ist das braune Fettgewebe 

(BAT, brown adipose tissue). Lange wurde vermutet, dass BAT im Menschen nur 

beim Neugeborenen vorhanden sei. Allerdings besitzen auch Erwachsene BAT, 

welches vor allem supraklavikulär, mediastinal und paraspinal lokalisiert ist [3, 

10]. Zum Ursprung von BAT ist bekannt, dass sich myogenic factor 5 gene (Myf5)-

positive mesenchymale Vorläuferzellen im Gewebe zu Zellen differenzieren, die 

entweder zu Skelettmuskelzellen oder zu braunen Fettzellen werden [11]. Auf 

molekularer Ebene weisen die multilokulären Adipozyten im BAT eine hohe Mito-

chondriendichte auf und exprimieren UCP-1 (uncoupling protein 1): Das Protein 

ermöglicht die Entkopplung der oxidativen Phosphorylierung in den Mitochond-

rien, wodurch die Energie aus Nährstoffen direkt in Wärme umgewandelt wird, 

anstatt in ATP gespeichert zu werden [11, 12]. Die sogenannte Thermogenese 
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dient insbesondere Neugeborenen als Schutz vor Auskühlung [9].Im adulten Zu-

stand dagegen scheint die Aktivierung von BAT, den Energieverbrauch zu stei-

gern und die Gewichtskontrolle zu verbessern [13].  

Diverse Studien konnten nahelegen, dass eine inverse Korrelation zwischen 

BAT-Volumen und BMI besteht, sodass die Aktivierung von BAT einen innovati-

ven Weg darstellen könnte, Stoffwechselerkrankungen zu reduzieren [14, 15]. 

Diese Fähigkeit macht BAT zu einem attraktiven Ziel für die Erforschung von Be-

handlungen metabolischer Erkrankungen. Forschungsgruppen nehmen an, dass 

die Stimulation von BAT einen therapeutischen Effekt in der Behandlung von 

Übergewicht und Insulinresistenz haben könnte [8, 12, 14].  

 

1.1.3 Beiges Fettgewebe 
Im menschlichen Körper existiert neben dem weißen und braunen Fettgewebe 

eine weitere Adipozytenpopulation, bekannt als beiges Fettgewebe. Dieses re-

präsentiert eine intermediäre Form des Fettgewebes, da es Merkmale sowohl 

des weißen als auch des braunen Fettgewebes aufweist. Mikroskopisch betrach-

tet, sind die beigen Adipozyten vereinzelt vor allem im inguinalen WAT lokalisiert 

[11]. Diese können bei Bewegung und beim Einsatz von PPARy (peroxisome 

proliferator-activated receptor) Agonisten hochreguliert werden [11]. Des Weite-

ren führt Kälteexposition im beigen Fettgewebe zu einer β3-adrenergen sympa-

thischen Stimulation, sodass beige Adipozyten transient Eigenschaften ähnlich 

denen von BAT entwickeln: Die Aktivierung der Zellen führt zur Bildung multipler 

kleiner Lipidvakuolen im Zellinneren, was als Browning bezeichnet wird [16]. Die 

mitochondrienreichen Zellen entwickeln im Zuge des Brownings durch die Hoch-

regulation von UCP-1 eine hohe thermogenetische Kapazität wie im BAT [16, 17]. 

Allerdings stammen beige Adipozyten nicht aus denselben Vorläuferzellen wie 

BAT. Es ist aktuell nicht klar, ob beiges Fettgewebe aus eigenen Vorläuferzellen 

oder sogar aus dem WAT selbst stammt [12, 16].  

Die transitorischen Eigenschaften von beigem Fettgewebe führen auch zu gro-

ßem Interesse in der Forschung: Die Forschungsgruppe um Min et al. konnten 

2016 beispielsweise zeigen, dass die Aktivierung von beigen Adipozyten in einem 

murinen Modell zu einer Verbesserung der Glukosetoleranz und gesteigerten 

Energieverbrauch führte [18]. Neben Kälte und β3-adrenerger Stimulation erfolgt 
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die Aktivierung von beigem Fettgewebe durch eine Vielzahl an hormonellen und 

nicht-hormonellen Faktoren, welche aktuell noch erforscht werden [19]. 

 

1.2 Knochenmarkfettgewebe  
1.2.1 Vorkommen von Knochenmarkfettgewebe  
Das Knochenmarkfettgewebe ist ein erst kürzlich entdecktes Fettgewebe und 

wurde als eigenständiger Subtyp klassifiziert, welcher bislang allerdings kaum 

erforscht wurde.  

Bone marrow adipose tissue (BMAT) befindet sich unter anderem in den langen 

Röhrenknochen innerhalb eines heterozellulären Knocheninnenraums. Dieser 

setzt sich hauptsächlich aus rotem blutbildendem und gelbem fettspeicherndem 

Knochenmark zusammen [20]. Unmittelbar nach der Geburt besteht das Kno-

chenmark zunächst überwiegend aus hämatopoetischen Zellen, die postnatal 

physiologisch durch Adipozyten ersetzt werden [21]. In der Kindheit expandiert 

das gelbe Knochenmark zentrifugal ausgehend von der Diaphyse. Bis zum 25. 

Lebensjahr wird das hämatopoetische Gewebe in den distalen Röhrenknochen 

wie der Tibia, den vertebralen Lendenwirbelkörpern und dem Femur, nahezu voll-

ständig durch gelbes Knochenmarkfett ersetzt [22, 23]. Dieser Umbauprozess 

verläuft dabei von diaphysär nach metaphysär [24]. Abb. 1 demonstriert, wie das 

rote Knochenmark fast vollständig durch Knochenmarkfett bis zum 25. Lebens-

jahr ersetzt wird.  
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Abb. 1: Schematische Darstellung der Knochenmarkzusammensetzung im Laufe eines 
Menschenlebens, modifiziert nach Veldhuis-Vlug et al., 2018, Journal of Internal Medicine 
(Lizenznummer: 5776031348359) [25] 
Die Abb. bietet eine schematische Übersicht über die Veränderungen in der Zusammensetzung 
des Knochenmarks im Femur im Verlauf des menschlichen Lebens. Sie visualisiert die Entwick-

lung der verschiedenen Zelltypen und betont die Verschiebung zwischen rotem und gelbem fett-

reichem Knochenmark (Lizenznummer: 5776031348359).  
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1.2.2 Morphologie des Knochenmarkfetts 
Das BMAT zeigt in Bezug auf seine Lokalisation, funktionellen Eigenschaften und 

morphologischen Merkmalen deutliche Differenzen zu den herkömmlichen 

extramedullären Fettdepots. Makroskopisch betrachtet, ist das BMAT zum einen 

das einzige Fett, das sich in unmittelbarer Nähe von knochenbildenden und hä-

matopoetischen Zellen befindet [21]. Zum anderen ist eine Expansion des 

BMATs durch seine Lage im Knochen selbst limitiert. Dementsprechend führt 

eine Zunahme von Knochenmarkfett zu einer Abnahme von Knochenvolumen 

und von blutbildendem Gewebe [22].  

Mikroskopisch gesehen, befinden sich die Lipide wie im WAT aber im Gegensatz 

zum braunen Fettgewebe in einer unilokulären Vakuole, weshalb sie morpholo-

gisch den Adipozyten im WAT ähneln [26]. Braunes und aktiviertes beiges Fett-

gewebe enthält aufgrund seiner Funktion in der Thermogenese viele Mitochond-

rien und ähnelt hierbei phänotypisch dem BMAT. Dieses exprimiert allerdings 

nicht den BAT-Marker UCP-1 und besitzt somit nicht die Möglichkeit zur Entkopp-

lung der Atmungskette [26]. Für einen morphologischen Vergleich der Adipozy-

tengruppen zeigt Abb. 2 einen schematischen Überblick verschiedener Fettzellen 

im (a) weißem, (b) braunem, (c) beigem und (d) Knochenmarkfettgewebe.  

 

Abb. 2: Schematische Übersicht der Adipozytentypen, modifiziert nach Sebo et al., 2019, 
Endocrine Reviews (Lizenznummer: 5776031378484) [26] 
Die Übersicht zeigt einen morphologischen Vergleich der Adipozyten in verschiedenen Fettgrup-

pen ((a) weißes Fettgewebe (WAT), (b) braunes Fettgewebe (BAT), (c) beiges Fettgewebe, (d) 
Knochenmarkfettgewebe (BMAT)). 
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1.2.3 Einteilung Knochenmarkadipozyten 
Die Adipozyten im Knochenmarkfett lassen sich in zwei weitere Subtypen eintei-

len, die sich ebenfalls in ihrer Morphologie, Lokalisation und Funktion unterschei-

den: 

In der aktuellen Forschung differenziert man zwischen dem konstitutiven gelben 

Fettgewebe (constitutive bone marrow adipose tissue, cBMAT) und dem regula-

tiven roten Fettgewebe (regulative bone marrow adipose tissue, rBMAT) [21, 27]. 

Das cBMAT ist überwiegend homogen in den distalen Röhrenknochen wie dem 

Femur und der Tibia aber auch in den Hand- und Fußknochen lokalisiert, welches 

sich bereits früh im Leben entwickelt. Das konstitutive Fettgewebe weist größere 

Adipozyten (38-39 µm) auf, die zudem mehr ungesättigte Fette enthalten und 

kaum durch Osteozyten oder Hämatopoese reguliert werden [28-30]. Das rBMAT 

kommt im Gegensatz zum cBMAT eher in proximalen und zentralen Knochen wie 

dem Becken, dem Sternum, den Rippen und den lumbalen Wirbelknochen vor 

und weist vergleichsweise kleinere Adipozyten (31-35 µm) auf, welche schnell 

Lipide für die vielen sich in unmittelbarer Nähe befindenden hämatopoetisch ak-

tiven Zellen mobilisieren können [30]. Die konstitutiven gelben Adipozyten expri-

mieren im Vergleich zu den regulativen Subtypen und sogar weißen Fettzellen 

höhere Level der Transkriptionsfaktoren der Gruppe der CCAAT/enhancer bin-

ding proteins wie C/EBPα und C/EBPβ, die wichtig für die terminale Adipogenese 

und Differenzierungsinduktion sind [30]. Es bedarf allerdings weiterer Forschung, 

ob rBMAT und cBMAT aus derselben Vorläuferlinie stammen, ob sie sich in un-

terschiedlichen Reifestadien befinden oder ob sie lediglich aufgrund ihrer Lokali-

sation unterschiedliche Funktionen einnehmen [28, 30]. 

 

1.2.4 Adipogenese von Knochenmarkadipozyten 
Das Knochenmark insgesamt setzt sich grundsätzlich aus einem heterozellulären 

Innenraum zusammen, welcher unter anderem aus Stammzellen der hämatopo-

etischen Linie sowie mesenchymaler stromaler Stammzellen (MSZ) besteht [31]. 

Lange war nicht klar, aus welcher Ursprungszelle Knochenmarkadipozyten ent-

stehen und welche Mechanismen die Differenzierung regulieren. Ein hämatopo-

etischer Stammzellursprung konnte indes widerlegt werden [26]. Es wird vermu-

tet, dass aus einer MSZ entweder osteochondrogene Vorläuferzellen oder 
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Präadipozyten, Vorläuferzellen von Adipozyten, entstehen [22]. Zahlreiche Sig-

nalwege definieren hierbei, welche Progenitoren sich entwickeln und welche sich 

dann zu Knochenmarkadipozyten (bone marrow adipocytes, BMAds) weiter dif-

ferenzieren können [22, 24]. Zu diesen Signalwegen zählt die frühe Expression 

adipogener Transkriptionsfaktoren wie PPARy in MSZ-Vorläufern, die eine Diffe-

renzierung zu Adipozyten begünstigen und die Osteoblastogenese hemmen [31]. 

PPARy interagiert mit Proteinen wie C/EBPα und bestärkt die gegenseitige Ex-

pression, welches, wie bereits erwähnt, entscheidend in der Adipogenese ist [30, 

32]. Die Induktion der Adipogenese ist allerdings sehr komplex: Eine Studie von 

Yue et al. von 2016 zeigte unter Anderem, dass der Leptin/Leptinrezeptor (LepR)-

Signalweg maßgeblich an der Adipogenese von MSZ beteiligt ist und die Osteo-

genese unterdrückt [33]. Die Regulation von MSZ auf metabolisch-molekularer 

Ebene war zudem lange unklar. Jüngste Forschungsergebnisse verdeutlichen 

jedoch die zentrale Bedeutung der oxidativen Phosphorylierung für die Energie-

versorgung dieser Zellen während des Differenzierungsprozesses von Adipozy-

ten [34]. 

Differenzierte BMAds tragen zudem genetische Marker für Adipokine wie Leptin, 

FABP4 (Fettsäurebindungsprotein aP2) und Adiponektin [22]. Interessanter-

weise exprimieren BMAds im Gegensatz zu Fettzellen im WAT und BAT auch 

den osteoblastischen Transkriptionsfaktor Osterix (Osx1), womit diese sowohl 

osteogene als auch adipogene Eigenschaften aufweisen. [22]. 

Da Knochenmarkadipozyten im Vergleich zu WAT und BAT aus einer anderen 

Vorläuferzelle hervorgehen, unterscheiden sich diese dementsprechend auch 

genetisch von den anderen Fettgewebsarten und bilden eine eigenständige En-

tität [23]. 

 

1.2.5 Sekretorische Eigenschaften von BMAT  
Das Knochenmarkfettgewebe besitzt neben seiner Rolle als Energiespeicher 

auch signifikante sekretorische Funktionen, die wesentlich zur Regulation des 

Knochenstoffwechsels, der Hämatopoese und des Glukosestoffwechsels beitra-

gen. Aufgrund seiner Lokalisation in der Knochenmarknische liegt die Vermutung 

nahe, dass BMAT vorrangig Energie für das hämatopoetische und mesen-

chymale Gewebe im Knochen bereitstellt [24, 35, 36]. BMAds sind allerdings 

auch maßgeblich am Knochenmetabolismus beteiligt: BMAT dient beispielsweise 
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als Lipidreservoir für freie Lipide und schützt Osteoblasten in der Knochen-

marksnische vor Lipotoxizität [30, 37]. Wie zuvor in 1.2.4 beschrieben, besteht 

eine Interaktion zwischen den Signalwegen, die die Adipogenese fördern und 

somit die Osteogenese hemmen, und solchen, die durch Hemmung der Adipoge-

nese die Differenzierung von Osteoblasten begünstigen [21]. Spezifisch sezer-

nieren reife Adipozyten bioaktive Moleküle, beispielsweise RANK (receptor acti-

vator of nuclear factor κB) Ligand und das proteolytische Enzym Dipeptidyl Pep-

tidase 4 (DPP4), welche den Knochenmetabolismus beeinflussen [21]. In einer 

wissenschaftlichen Untersuchung wurde festgestellt, dass BMAds in der Abwe-

senheit von Parathormon die Sekretion des RANK-Liganden induzieren, welcher 

osteoklastische Zellen aktiviert und somit für Knochenabbau verantwortlich ist 

[21, 38]. DPP4 verstärkt ebenfalls die Knochenresorption und fördert zudem den 

Lipid- und Glukosemetabolismus [21, 39]. 

  

Neben den Adipokinen sezernieren die Adipozyten zahlreiche Zytokine und Che-

mokine wie Tumornekrosefaktor α (TNF-α), Interleukin 6 (IL-6) , Interleukin 8 (IL-

8) und diverse Chemokine, welche die hämatopoetische Regulation beeinflussen 

[40]. Eine erst kürzlich veröffentlichte Studie konnte die Rolle von BMAT in der 

Notfallhämatopoese nach einem Myokardinfarkt aufzeigen, wobei Knochenmar-

kadipozyten als kritische Energiequelle durch Freisetzung von Fettsäuren für hä-

matopoetische Stammzellen dienen [41]. Ferner spielen Adipokine wie Leptin 

und Adiponektin im BMAT analog zu den extramedullären Fettdepots, im Kontext 

des Glukose- und Lipidhaushalts eine besondere Rolle [21]. Adiponektin reguliert 

unter anderem die hepatische Insulinsensitivität im peripheren Gewebe und 

scheint eine besondere Rolle im medullären Fettgewebe zu haben [24, 40]. 

Cawthorn et al. konnten 2014 beispielweise zeigen, dass BMAT bei Mäusen un-

ter kalorischer Restriktion um 40% zunahm und die Adipozyten dabei verstärkt 

Adiponektin sezernierten, was besonders spezifisch für dieses Fettdepot zu sein 

scheint [42]. Es wird daher angenommen, dass die Expansion von BMAT eine 

adaptive Reaktion des Organismus auf Zustände begrenzter Energieverfügbar-

keit darstellt. Zudem wird angenommen, dass Adiponektin antiinflammatorische 

und positive kardiovaskuläre Effekte hat [40]. Generell nimmt BMAT einen grö-

ßeren systemischen Einfluss auf die Glukosehomöostase ein, als bisher ange-

nommen. Hierzu untersuchten 2020 Suchacki et al. unter anderem murines 
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BMAT: Dabei konnte gezeigt werden, dass die relative Glukoseaufnahme im 

BMAT im Vergleich zu WAT und der Skelettmuskulatur erhöht ist [29].  

Insgesamt beeinflusst BMAT durch die Sekretion verschiedener bioaktiver Sub-

stanzen signifikant die hämatopoetische Regulation, den Glukose- und Lipidstoff-

wechsel sowie die Energieverfügbarkeit und zeigt eine adaptive Expansion unter 

kalorischer Restriktion. 

 

1.2.6 Klinische Relevanz von BMAT  
Als hochdynamisches Gewebe kann die Expansion von BMAT durch verschie-

dene Faktoren induziert werden: Eine Vielzahl von Faktoren wie Alter, Röntgen-

strahlung, Glukokortikoidtherapie und Knochenverlust bei Osteoporose korrelie-

ren mit einer Zunahme von BMAT [26]. Bei postmenopausalen Frauen wurde 

dies unter anderem mit einem erhöhtem Frakturrisiko in Verbindung gebracht [25, 

43]. Zudem expandiert BMAT auch bei Erkrankungen des metabolischen Spekt-

rums wie Adipositas und T2D [25]. Paradoxerweise nimmt BMAT auch bei Pati-

enten mit Anorexia nervosa als potenzielle Anpassung an Zustände reduzierter 

Energiezufuhr zu [25, 44]. Interessanterweise konnte eine humane Studie zei-

gen, dass die Aktivierung von BMAT die frühe Atherosklerose begünstigt und 

somit ein kardiovaskuläres Risiko darstellt [45].  

Die genauen Mechanismen hinter der Regulation und Funktion von BMAT sind 

bislang nicht vollständig aufgeklärt. Es ist jedoch deutlich, dass BMAT, ähnlich 

wie andere Fettdepots, als autonomes endokrines Organ fungiert, welches über 

sekretorische Fähigkeiten verfügt und in Abhängigkeit von der metabolischen 

und immunologischen Situation des Körpers reguliert wird. Die Prozesse, die zur 

Aktivierung und Reduktion von BMAT führen, unterliegen spezifischen, noch zu 

erforschenden Mechanismen, die neue Einsichten in die komplexen Interaktio-

nen innerhalb des Knochenmarks versprechen.  
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1.3 Extrazelluläre Matrix  
Bei der extrazellulären Matrix (EZM) handelt es sich um eine komplexe dreidi-

mensionale zell-freie Struktur, die Zellen im lebenden Organismus umgibt [46, 

47]. Diese ist eine Komposition aus Proteoglykanen wie Chondroitinsulfat, zahl-

reichen Enzymen wie Matrixmetalloproteinasen (die beispielsweise den Abbau 

der EZM regulieren), aber auch von unzähligen Rezeptor-Liganden-Konfigurati-

onen [47, 48]. Generell betrachtet, ist die EZM essenziell für die Aufrechterhal-

tung der Gewebshomöostase: Sie spielt nicht nur eine wichtige Rolle in der mik-

roanatomischen Anpassung von Zellveränderungen, sondern ist unteranderem 

auch auf molekularer Ebene entscheidend für die Zell-Zell-Interaktion, Zellmigra-

tion und Zelldifferenzierung unter physiologischen und pathologischen Bedingun-

gen [47-49]. 

Eine wichtige Komponente der EZM für diese Funktionen ist die ubiquitär vor-

kommende Hyaluronsäure deren vielfältige Eigenschaften und Rollen im Folgen-

den präsentiert werden [50]. 

 

1.4 Hyaluronsäure  
Die Hyaluronsäure (hyaluronic acid, HA) ist in der heutigen Gesellschaft als vari-

ationsbreites Kosmetikprodukt bekannt. Das Molekül ist allerdings sehr vielfältig 

und reguliert in Kombination mit HA-Bindungsproteinen (Hyaladherine, Rezepto-

ren) wichtige Funktionen im Zellmetabolismus, wozu unteranderem die Zellmig-

ration, Adhäsion und Proliferation von glatten Muskelzellen, Fibroblasten und an-

deren Zelltypen im vaskulären Gewebe gehören [51]. Viele Forschungsgruppen 

beschäftigen sich daher auch mit HA als Modulator bei kardiovaskulären Erkran-

kungen. HA ist wichtig im vaskulären Remodeling und kann im hyperglykämi-

schen und inflammatorischen Milieu in den Endothelialzellen von Gefäßen akku-

mulieren, sodass diabetische Komplikationen wie Makro- und Mikrozirkulations-

störungen begünstigt werden [52]. Erhöhte Level der HA mit Infiltration von Im-

munzellen im Lymphgewebe konnten zudem auch beim Typ 1 Diabetes mellitus 

nachgewiesen werden [53].  

Die Veränderung der EZM und somit der HA-Matrix scheint auch ein entschei-

dender Prozess in der Tumorgenese zu sein: Mehrere Studien zeigten, dass eine 
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vermehrte Produktion der HA in verschiedenen Tumorzellen nachgewiesen wer-

den konnte [54]. Beispielweise konnte in Tumorzellen des duktalen Adenokarzi-

noms im Pankreas eine erhöhte Sekretion und Expression der HA gezeigt wer-

den, sodass die Funktion der HA in der tumorbiologischen Forschung von wach-

sendem Interesse ist [54, 55]. 

 

1.4.1 Aufbau und Synthese der HA 
Chemisch betrachtet, ist HA ein nicht-sulfatiertes lineares Glykosaminoglykan, 

welches ein wichtiger Bestandteil der EZM des menschlichen aber auch des pro-

karyontischen Organismus’ ist [56]. Das Molekül setzt sich aus Dimeren der Glu-

kosederivate N-Acetyl-D-Glukosamin (GlcNAc) und der D-Glukoronsäure (GlcA) 

über eine beta-1,3- beziehungsweise beta-1,4-glykosidische Bindung zu einem 

Disaccharid (400 Da) zusammen [57]. Dabei können die Disaccharide so mitei-

nander verknüpft werden, dass das Molekül einer Größe von 6000-8000 kDa und 

einer Länge von 10-15 µm entspricht [58]. Die chemische Struktur der HA wird in 

Abb. 3 dargestellt. 

 

 

Abb. 3: Molekülaufbau der Hyaluronsäure, modifiziert nach Marinho et al., 2021 [59] 

HA wird im Gegensatz zu anderen Glykosaminoglykanen wie Heparansulfat oder 

Chondroitinsulfat nicht im Golgi-Apparat einer Zelle, sondern an der zytosoli-

schen Plasmamembran einer Zelle synthetisiert und in den Extrazellularraum se-

kretiert [56, 60]. Der Aufbau erfolgt hierbei über die Hyaluronan Synthases (HAS), 
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Plasmamembranproteine, die sich in die Isoenzyme HAS1, HAS2 und HAS3 un-

terteilen [61]. Die Isoenzyme haben unterschiedliche enzymkinetische Eigen-

schaften, sodass HAS1 beispielsweise eine geringere katalytische Aktivität auf-

weist als HAS2 und HAS3, um HA zu synthetisieren [62]. Generell unterscheiden 

sich die HAS auch in ihrem Vorkommen und potenziellen Rollen: Das Isoenzym 

HAS2 wird von den meisten Zellen exprimiert und ist wichtiger Bestandteil der 

Embryogenese, da es mitunter die für die Organogenese essenzielle epitheliale-

mesenchymale Transition (EMT) reguliert, sodass ein Fehlen zum embryonalen 

Tod führen würde [49, 63]. Zur Rolle von HAS3 ist nicht viel bekannt, jedoch 

konnte eine Studie von 2021 zeigen, dass die murine endotheliale Synthase die 

Arteriogenese bei bestehender Beinischämie induzieren konnte [64].  

Generell erfolgt der Abbau der HA über Hyaluronidasen (HYAL) und über reak-

tive Sauerstoffspezien [51, 59]. Vor allem HYAL-1 und HYAL-2 gehören zu den 

häufigsten Formen im menschlichen Körper und spalten die glykosidische Bin-

dung der HA, sodass Oligosaccharide entstehen, die anschließend degradiert 

werden [65]. 

 

1.4.2 HA-Rezeptoren  
Als wichtiger Bestandteil der extrazellulären Matrix agiert HA auch als Ligand an 

unterschiedlichen Bindungsproteinen. Dazu gehören unteranderem die Rezepto-

ren CD44 (cluster of differentiation), RHAMM (receptor for hyaluronan mediated 

motility) und LYVE1 (lymphatic vessel endothelial hyaluronan receptor) [66-68]. 

LYVE1 reguliert den lymphatischen HA-Transport und ist daher interessant in der 

Tumorbiologie von Metastasen, während RHAMM vor allem als Mediator für Zell-

migration und Proliferation fungiert [65]. Bei CD44 handelt es sich um den einzi-

gen Rezeptor, der HA unmittelbar an der Zelloberfläche bindet [66-68]. CD44 ge-

hört zu den transmembranären und durch N-Glykolisierung regulierten Proteinen, 

welche auf vielen unterschiedlichen Zelltypen wie Epithelzellen, Fibroblasten und 

Immunzellen exprimiert werden [67]. Die Funktionen von CD44 sind vielfältig und 

könnten eine entscheidende Schlüsselrolle im entzündlichen Prozess von meta-

bolischen Erkrankungen spielen: Durch eine Hemmung von CD44 konnte die Im-

munzellinfiltration im weißen Fettgewebe bei diabetischer Stoffwechsellage im 

Mausmodell reduziert und somit die Insulinsensitivität verbessert werden, sodass 

eine starke Assoziation mit T2D bestehen könnte [69-71]. Zudem konnte gezeigt 
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werden, dass bei Abwesenheit von CD44 die inflammatorische Phase nach My-

okardinfarkt milder verläuft: Der Rezeptor wird vermehrt auf Immunzellen nach 

einem Myokardinfarkt exprimiert und scheint wichtig in der fibroblastischen Ant-

wort zum fibrotischen Gewebsumbau zu sein [72, 73]. 

 

1.4.3 Therapeutische Implikation der HA-Inhibition 
Der Abbau der HA erfolgt, wie bereits erwähnt, über HYAL und über reaktive 

Sauerstoffspezien [51, 59]. Die HA-Synthese selbst kann pharmakologisch mit-

tels 4-Methylumbelliferon (4-MU, auch 7-Hydroxy-4-Methylcumarin, INN: Hyme-

cromone genannt) gehemmt werden. Bei 4-MU handelt es sich um ein Cumarin-

derivat, welches als Gallenspasmolytikum eingesetzt wird [74, 75]. Die chemi-

sche Struktur von 4-MU wird in Abb. 4 gezeigt. Das Therapeutikum kann zudem 

auch als Hemmstoff der HA-Synthese verwendet werden: Zum einen inhibiert 4-

MU als Substrat die UDP-Glukuronosyltransferase, sodass 4-MU-Glukoronid ent-

steht und somit das Angebot an zytosolischer UDP-Glukoronsäure reduziert wird, 

die für den Aufbau der HA benötigt wird [74, 76, 77]. Zum anderen trägt 4-MU zu 

einer verminderten Expression der HAS-Gene Has2 und Has3 bei [77, 78].  

Die Spannbreite von 4-MU als potenzielles Therapeutikum scheint sehr vielfältig 

zu sein. Als kompetitiver und genetischer Inhibitor der HA führte 4-MU zu beson-

derem Interesse in der Tumorforschung, da es beispielsweise zu einer vermin-

derten Zellproliferation und Migration in diversen Tumorzellen führt, sodass die 

Verwendung als potenzielles Tumortherapeutikum diskutabel bleibt [75, 77, 79].  

 

Abb. 4: Chemische Struktur von 4-Methylumbelliferon, modifiziert nach Vitale et al., 2021 
[80] 
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1.5 Vorkommen und Funktion der HA in  
        Fettgeweben  

Die EZM ist maßgeblich an dem Differenzierungsprozess von Präadipozyten be-

teiligt, da eine Anpassung an das vergrößerte Zellvolumen und den Interzellular-

raum nötig ist, um ein Platzen der empfindlichen Lipidtröpfchen somit zu verhin-

dern [81]. HA nimmt hierbei als wesentlicher Modulator der EZM eine wichtige 

Rolle als Zell-Zell Kommunikator im weißen und braunen Fettgewebe ein, die im 

Folgenden skizziert werden: 

In mehreren Studien konnte die Rolle der HA im WAT herauskristallisiert werden. 

Dokoshi et al. stellten als eine von mehreren Forschungsgruppen 2018 ebenfalls 

eine vermehrte HA-Synthese während der Differenzierung der murinen Präadi-

pozyten-Zelllinie 3T3-L1 fest und konnten die in vitro Adipogenese durch HA-

Verdau so hemmen, dass die Adipozytendifferenzierungmarker wie Adiponektin 

und C/EBPa infolgedessen vermindert exprimiert wurden [82]. Interessanterweise 

konnte in einem weiteren humanen Versuchsansatz die inflammatorische Adi-

pozytenbildung infolge einer Colitis mittels HA-Verdau ebenfalls reduziert werden 

[82]. Die genaue Rolle der HA kann allerdings nicht exakt geklärt werden und 

scheint konfliktbehaftet zu sein: Beispielsweise konnte in einer anderen Studie 

von 2019 zur Differenzierung von humanen subkutanen Adipozyten durch Ver-

wendung des HA-Inhibitors 4-MU eine verstärkte Adipogenese nachgewiesen 

werden, was eher eine inhibitorische Rolle der HA vermuten lassen würde [83].  

Bekannt ist allerdings, dass HA einen wichtigen Ausgangspunkt der Glykolyse 

darstellt und als entsprechendes Glykosaminoglykan ein Modulator des Gluko-

sestoffwechsels ist [74, 84]. Kang et al. konnten 2013 in einem Mausmodel mit 

diätinduzierter Insulinresistenz eine Zunahme der HA im Skelettmuskel nachwei-

sen [85]. Durch Inhibition der HA in der EZM mittels Hyaluronidase konnte zudem 

eine Reduktion der Adipozytengröße und eine Verbesserung der hepatischen 

und muskulären Insulinresistenz induziert werden, was HA zu einem potenziellen 

therapeutischen Angriffspunkt in T2D macht [85].  

Der Zusammenhang der HA und BAT wird aktuell ebenfalls untersucht. Grand-

och et al. zeigten 2019, dass durch die Inhibition der HA-Synthese durch 4-MU 
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die Insulinresistenz und die Glukosehomöostase im braunen Fettgewebe verbes-

sert werden konnten. Als zusätzlicher Effekt wurde außerdem ein Anstieg der 

thermogenetischen Kapazität jenes Fettgewebes beobachtet [74]. 

Allerdings ist kaum etwas zur EZM und vor allem zur Charakterisierung der HA 

im Knochenmarkfettgewebe bekannt. Wie bereits aufgeführt, ist die Regulation 

von BMAT an viele physiologischen, aber auch pathologisch-metabolischen Pro-

zesse im Körper gekoppelt. Somit stellt sich die Frage, wie die EZM im BMAT 

aufgebaut ist, welche Rolle die HA hierbei nimmt und welche potenziellen Tar-

getpunkte HA im BMAT bietet. 
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1.6 Ziele 
Das BMAT scheint ein weiteres spezifisches Fettdepot im Körper mit wichtigen 

endokrinen Charakteristika zu sein, welches sich bei verschiedenen metaboli-

schen Krankheitsbildern verändert und einen systemischen Effekt auf den Orga-

nismus ausübt. Bekannt ist, dass die Plastizität der HA sowohl im BAT als auch 

im WAT Einfluss auf die Adipogenese, den metabolischen Stoffwechsel und in-

flammatorische Prozesse zu haben scheint. Allerdings bleibt bis jetzt unbekannt, 

ob BMAT eine ähnliche Matrix aufweist und wie sich diese während der Adipoge-

nese verhält. 

Primäres Ziel war die Etablierung eines Modells zur Differenzierung von Präadi-

pozyten. Die vorliegende Arbeit befasst sich daraufhin mit der Aufschlüsselung 

der EZM des BMAT auf in vitro-Ebene, um vor allem die HA-Matrix während der 

Differenzierung von Knochenmarkadipozyten zu charakterisieren, in der es fol-

gende Fragen zu beantworten gilt: 

 

(i) Gibt es im BMAT eine HA-reiche EZM? Wie wird diese während der 

Differenzierung reguliert? 

(ii) Welche HA-spezifischen Isoenzyme (HAS-1,-2,-3) agieren im Rahmen 

dieses Prozesses? Wie verhalten sich dabei die HA-Rezeptoren CD44 

und RHAMM? 

(iii) Gibt es geschlechtsspezifische Unterschiede der HA-Matrix während 

der Differenzierung von Knochenmarkadipozyten? 

(iv) Wie verhält sich die Adipogenese von Knochenmarkadipozyten, wenn 

Präadipozyten mit 4-MU und Hyaluronidase behandelt werden? 
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2. Material und Methoden 
2.1 Organentnahme  

Die Genehmigung zur Organentnahme (Projektname: O4/02) liegt vor. Das Pro-

jekt wird von den Tierschutzbeauftragten des Landesamts für Natur, Umwelt und 

Verbraucherschutz (LANUV, Nordrhein-Westfalen) begleitet. Ich habe im Rah-

men meiner FELASA Zertifizierung die Durchführung der Organentnahme vorge-

nommen. 

 

2.2 Verwendete Tiere  
Für die Organentnahme des Knochenmarkfettgewebes aus den Tibiae wurden 

ausschließlich 10-12 Wochen alte männliche Wildtyp C57BL/6J Mäuse (Janvier 

Labs, Le Genest-Saint-Isle, Frankreich) verwendet, welche ad libitum Zugang zu 

Wasser und Futter hatten. Der geschlechtsspezifische Vergleich erfolgte mit 10-

12 Wochen alten weiblichen C57BL/6J Mäuse (Janvier Labs, Le Genest-Saint-

Isle, Frankreich).  
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2.3  Zellkultur 
Substanz Produkt/Zusammenset-

zung 
Hersteller 

Chloroform Chloroform (CHCl3) VWR Chemicals, 

Fontenay-sous-Bois, 

Frankreich 

DMEM Dulbecco´s modified Ea-

gle Medium, high glucose 

(4,5 g/L) 

Gibco®, Life Technolo-

gies™, Paisley, USA 

DPBS Dulbecco’s phosphate-

buffered saline (DPBS) 

Gibco®, Life Technolo-

gies™, Paisley, USA 

Ethanol Ethanol (C2H6O) Otto Fischar GmbH & 

Co.KG, Saarbrücken 

FCS Fetales Kälberserum Gibco®, Life Technolo-

gies™, Paisley, USA 

IBMX 3-Isobutyl-1-Methylxant-

hine 

Sigma-Aldrich, St. Louis, 

MO, USA 

Isopropanol 2-Propanol AnalaR NORMAPUR, 

VWR Chemicals, 

Fontenay-sous-Bois, 

Frankreich 

HMW-HA High molecular weight hy-

aluronic acid, 1,4MDa 

AnalaR NORMAPUR, 

VWR Chemicals, 

Fontenay-sous-Bois, 

Frankreich 

Hyaluronidase Hyaluronidase aus Strep-

tomyces hyalurolyticus 

Sigma-Aldrich, St.Louis, 

MO, USA 

MEM-Alpha Minimum Essential Me-

dium 

Gibco®, Life Technolo-

gies™, Paisley, USA 

Ölrot O Ölrot O Pulver Fluka, Sigma-Aldrich, 

St.Louis, MO, USA 
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OP9-Zellen Zelllinie aus stromalem 

Knochenmark (ATCC®- 

Nummer: CRL-2749™) 

American Type Culture 

Collection (ATCC®), Ma-

nassas, VA, USA 

PBS Phosphatgepufferte Salz-

lösung (137 Millimolar 

(mM) NaCl, 2,7 mM KCl, 

1,5 mM KH2PO4 , 8,3 mM 

Na2HPO4, pH 7,4) 

Gibco®, Life Technolo-

gies™, Paisley, USA 

PenStrep Penicillin-Streptomycin 

(10.000 Units/mL) 

Gibco®, Life Technolo-

gies™, Paisley, USA 

 

PureCol  Type I Bovine Collagen 

Solution (3 mg/mL)  

Advanced Biomatrix, Carls-

bad, USA 

Roti®-Histofix 4% Säurefreie, phosphatge-

pufferte Formaldehydlö-

sung 4% (pH 7) 

Carl Roth GmbH & Co KG, 

Karlsruhe 

StemXVivo Adipogenic 

Supplement 

Adipozyten-Cocktail Sigma-Aldrich, St.Louis, 

MO, USA 

TE Trypsin EDTA Lösung Gibco®, Life Technolo-

gies™, Paisley, USA  

Tabelle 1: Substanzen in der Zellkultur  
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Tabelle 2: Arzneistoffe in der Zellkultur 

 

Bezeichnung  Modell  Hersteller  
Bildaufnahme Axiocam 208 color Carl Zeiss Microscopy 

GmbH 

Plattenlesegerät Synergy Mx Microplate 

Reader 

BiotekTM Instruments 

Reverse Transkriptions-

kit 

QuantiTect Reverse 

Transcription Kit  

Quiagen, Hilden 

Spektrophotometer Nano Drop 1000 

Spectrophotometer 

PEQLAB Biotechnologie 

GmbH, Erlangen 

Thermomixer Mixing Block MB-102 Biozym Scientific 

GmbH, Hessisch Olden-

dorf 

Thermal Cycler Mastercycler personal 

(No. 5332 02731) 

Eppendorf AG, Ham-

burg 

Zentrifuge Centrifuge 5810 R 

Centrifuge 5418 R 

Eppendorf AG, Ham-

burg 

Tabelle 3: Verwendete Geräte gesamt 

  

Arzneistoff Zusammensetzung Hersteller 
Dexamethason Dexamethason Sigma-Aldrich,  

St. Louis, MO, USA 

Insulin Insulin aus bovinem Pan-

kreas (gelöst in RNAse 

freiem H2O) 

Sigma-Aldrich, 

St.Louis, MO, USA 

Rosiglitazon Rosiglitazon Sigma-Aldrich, 

St.Louis, MO, USA 

4-MU-Natriumsalz   4-Methylumbelliferon-Natri-

umsalz (100µM gelöst in 

H2O) 

Sigma-Aldrich, St. 

Louis, MO, USA  
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2.4 Isolation von Präadipozyten aus dem  
        Knochenmarkfettgewebe 

2.4.1 Präparation 
Zur Kultivierung von Knochenmarkadipozyten wurden die Tibiae der Mäuse ent-

nommen. Bei der Freipräparation der Tibiae war es wichtig, dass diese samt 

Knie- und oberem Sprunggelenk intakt blieben. Die entnommenen Knochen wur-

den während der weiteren Präparation und vor Isolation in einem Röhrchen auf 

Eis gestellt.  

 

2.4.2 Isolation von Knochenmarkadipozyten  
Ziel war die Entnahme von murinen Präadipozyten aus der Tibia und das Anle-

gen einer Zellkultur. Die verwendeten Utensilien und Geräte in der Zellkultur sind 

Tabelle 1, Tabelle 2 und Tabelle 3 zu entnehmen. Zur Vorbereitung der anschlie-

ßenden Differenzierung zu Adipozyten wurden 12-Well-Platten mit jeweils 500 μL 

PureCol (Type I Bovine Collagen Solution, Advanced BioMatrix) in einer Kon-

zentration von 100 μg/mL gecoatet. Die Platten wurden bei offenem Deckel unter 

Raumtemperatur für mehrere Stunden unter der Sterilbank getrocknet. Nach dem 

die Tibiae frei präpariert waren, wurde der Knocheninhalt mithilfe einer 26 G-Ka-

nüle in ein Falconsches Zentrifugenröhrchen gespült. Die hierbei verwendete Lö-

sung enthielt 4 mL DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s medium, Gibco®, Life 

Technologies™, Paisley, USA), welche mit 20 % fetales Kälberserum (FCS) und 

1 % Penicillin/Streptomycin (PenStrep) zugesetzt wurde. Dabei wurden gruppen-

weise die Tibiae von sechs C57BL/6J Mäusen gepoolt. Anschließend wurde eine 

gepoolte Zellgruppe in zwei T-75 mL Flaschen ausgesät. Da die entnommenen 

Zellen empfindlich waren, schien ein einheitlicher Wachstumsnährboden wie in 

den T75-Flaschen wichtig zu sein, um durch Zell-Zell-Kontakte und den Aufbau 

einer EZM ein Überleben der Zellen zu gewährleisten. Nach 24 Stunden wurde 

der Überstand mit den nicht adhärenten Zellen abgesaugt und durch frisches zu-

vor erwärmtes Medium (15 mL/T-75 Flasche) ersetzt. Daraufhin wurde das Me-

dium alle 48 Stunden gewechselt und die Zellen so lange bei 37 °C und 5 % CO2 

inkubiert, bis sich nach circa 7-10 Tagen unter täglicher Kontrolle ein konfluenter 

Zellrasen gebildet hat. Sobald die Zellen konfluent waren, wurden diese gesplit-



23 

 

tet. Dabei wurde das Medium zunächst abgesaugt und 10 mL kaltes DPBS (Dul-

becco´s phophate-buffered saline, Gibco®, Life Technologies™, Paisley, USA) 

(10 mL) zum Spülen der Zellen verwendet. Nach Absaugen der Pufferlösung 

wurde TE (5 mL) hinzugefügt und die Flasche für fünf Minuten im Brutschrank 

inkubiert. Unter Beobachtung im Mikroskop und nach Ablösung der Zellen wur-

den diese mit 10 mL DMEM (10 % FCS, 1 % PenStrep) gespült. Bei unzureichen-

der Ablösung der Zellen vom Boden der T-75 Flaschen wurde ein steriler Zell-

schaber verwendet, um adhärente Zellen zusätzlich mechanisch abzutragen. Die 

Zellsuspension wurde anschließend in ein Reagenz überführt und fünf Minuten 

bei 1200 rpm zentrifugiert. Der Überstand im Reagenz wurde bis auf das Zellpel-

let abgesaugt. Dieses wurde in 1mL DMEM (10 % FCS, 1 % PenStrep) vorsichtig 

unter ordentlichem Spülen gelöst.  

 

2.4.3 Zellzahlbestimmung 
Die Bestimmung der Zellzahl erfolgte mit Hilfe einer Zählkammer nach Neubauer. 

Dazu wurden 10 µl der Zellsuspension mit 10 µl Trypanblau inkubiert. Anschlie-

ßend wurde 10 µl Zellsuspension auf die Platte gegeben, vier Quadrate der Zähl-

kammer ausgezählt und der Mittelwert gebildet. Zur Berechnung der Gesamtzell-

zahl/ml wurde folgende Formel verwendet:  

Mittelwert der Zellzahl aus 4 Quadraten x 104 x 2 x Verdünnung 

Die Zellen wurden anschließend in einer Dichte von 6 x 105 Zellen/Well auf einer 

12-Well-Zellkulturplatten ausgesät. Die ausgesäten Zellen wurden erneut im 

Brutschrank bei 37 °C und 5 % CO2 inkubiert, bis diese konfluent gewachsen 

waren, um die folgende Differenzierung zu beginnen. 
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2.4.4 Differenzierung zu Knochenmarkadipozyten  
Die Differenzierung primär isolierter Präadipozyten aus dem Knochenmark in der 

Zellkultur erfolgte mithilfe eines speziellen Differenzierungsmediums, das die Adi-

pogenese induzieren soll. Der adipogene Cocktail (AC) besteht aus DMEM (10 

% FCS, 1% PenStrep), welcher mit 30% StemXVivo Adipogenic Supplement, 1 

µM Insulin, 2 µM Rosiglitazon versetzt wurde. Der Cocktail musste hierbei frisch 

hergestellt werden. Die Präadipozyten wurden alle 72 Stunden mit frischem Dif-

ferenzierungsmedium behandelt. Die Zellen wurden zu vier Differenzierungszeit-

punkten (d0, d3, d6, d10) geerntet. Das Differenzierungsprotokoll orientierte sich 

am dargestellten Schema in Abb. 5. 

 

 

Abb. 5: Differenzierungsprotokoll der murinen tibialen Präadipozyten 

 

2.5 OP9-Zellen 
2.5.1 Aussaat  
Für die Versuche wurden OP9 Zellen (ATCC®, Manassas, USA) laborintern auf-

getaut und bei Erreichen einer 70%igen Konfluenz anschließend gesplittet. Bei 

dieser Zelllinie handelt es sich um murine Fibroblasten-ähnliche embryonale 

Stammzellen aus murinem Knochenmarkstroma [86]. Die Zellen wurden auf 12-

Well -Platten zu 4000/cm2 ausgesät, wobei zur Kultivierung MEM-Alpha (Gibco®, 

Life Technologies™, Paisley, USA) verwendet wurde, welches mit 20 % FCS und 

1 % PenStrep versetzt war. Die Zellen wurden anschließend bei 37 °C und 5 % 
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CO2 inkubiert. Nach zwei bis drei Tagen waren die Zellen konfluent gewachsen. 

Für die Versuche wurden die eingefrorenen Passagen 10-14 verwendet.  

 

2.5.2 Differenzierung zu Adipozyten 
Die Differenzierung erfolgte auf Basis eines etablierten Protokolls [86]. Die Zellen 

wurden zur Vorbereitung der Differenzierung zunächst zwei weitere Tage mit 

DMEM (10 % FCS, 1 % PenStrep) behandelt. Daraufhin wurde mit der Differen-

zierung begonnen: Die Zellen erhielten zwei Tage lang einen Differenzierungs-

cocktail aus DMEM (10 % FCS, 1 % PenStrep), der mit 175 nmol/L Insulin, 0,25 

µM Dexamethason und 0,5 mM IBMX versetzt war. Anschließend wurden diese 

weitere zwei Tage mit DMEM (10 % FCS, 1 % PenStrep) und 175 nmol/L Insulin 

behandelt. Nach Induktion der Differenzierung erhielten die Zellen bei jedem Me-

diumwechsel erneut das Kultivierungsmedium MEM-Alpha (20 % FCS, 1 % 

PenStrep). Abb. 6 zeigt eine zusammenfassende Übersicht des beschriebenen 

Differenzierungsvorgangs mit den verschiedenen Differenzierungsmedien.  

 

Abb. 6: Differenzierungsprotokoll von OP9-Zellen 
Schematische Darstellung der Differenzierung von OP9-Zellen im Verlauf von zehn Tagen (dx) 

ab Tag d0 mit verschiedenen Differenzierungsmedien (DM0, DM1, DM2).    
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2.6 Öl- Rot-O-Färbung  
2.6.1 Messung im Plattenlesegerät 
In verschiedenen Differenzierungsstadien der Präadipozyten (Tag 0, 3, 6, 10) 

und der OP9-Zelllinie erfolgte die Fixierung der Zellen nach Absaugen des Medi-

ums mittels PFA (Roti®-Histofix 4%, Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe) für 

mindestens 20 Minuten. Die fixierten Adipozyten konnten nun bei 4°C, nach 

Gabe von 500 µL DPBS pro Well, gelagert oder direkt mit einer Öl-Rot-O (ORO)-

Färbung angefärbt werden. Bei der ORO-Färbung korreliert die Intensität der Fär-

bung mit der Menge an Lipidtropfen in den Zellen. Hierzu wurde PFA von fixierten 

Zellen abgesaugt und die Platten wurden zwei bis drei Mal mit destilliertem Was-

ser gewaschen. Daraufhin wurden die Platten für circa 20 Minuten an der Luft 

getrocknet. Die ORO-Stocklösung wurde zuvor frisch aufbereitet. Hierbei wurden 

300 mg des roten ORO-Pulvers in 100 mL 100% Isopropanol gelöst und auf ei-

nem Magnetrührer für mehrere Stunden erhitzt. Die warme ORO-Stocklösung 

musste vor Beginn der Färbung mit entmineralisiertem Wasser im Verhältnis 3:2 

gemischt und mithilfe eines 0,2 µm Sterilfilters filtriert werden. Die Suspension 

wurde im Inkubator bei 37 °C warmgestellt. Währenddessen wurde 60 % Isopro-

panol für fünf Minuten auf die zuvor getrockneten Platten gegeben und anschlie-

ßend abgesaugt. Die verdünnte ORO-Lösung (500 µL/ Well) wurde auf die 12-

Well-Platte gegeben und vorsichtig bei Raumtemperatur für 15-20 Minuten bei 

30 rpm im Inkubator geschwenkt. Die ORO-Lösung wurde vorsichtig abpipettiert 

und die Platten unter ständiger Beobachtung unter einem Mikroskop so lange mit 

destilliertem Wasser gewaschen, bis die rote Farbe nicht mehr zu sehen war und 

das Wasser nicht mehr rosa verfärbt war. Daraufhin wurde 100% Isopropanol 

(250 µL/Well) auf die gefärbten Wells gegeben und je 200 µL der Lösung in eine 

96-Well-Platte übertragen. Zusätzlich zum Zellüberstand wurden auch zwei Kon-

trollen inkludiert, ein Well mit 100 % Isopropanol und ein Well mit der reinen ver-

dünnten ORO-Lösung. Zur quantitativen Absorptionsmessung der Proben wurde 

ein Plattenlesegerät (Synergy Mx Microplate Reader, Biotek™ Instruments) ver-

wendet. Dieses misst die Absorption der roten ORO-Färbung bei einer Messung 

der Extinktion von 492 nm. Da hierbei die Menge der Lipideinlagerung der Zellen 

mit der Höhe der Absorption korreliert, konnte somit der Differenzierungsstatus 

der Präadipozyten ermittelt werden.   
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2.6.2 Aufnahmen ORO-Färbung  
Die ORO-Färbung wurde hierbei auch nach dem bereits beschriebenen Prinzip, 

allerdings ohne Auswaschung, durchgeführt und die gefärbten Platten anschlie-

ßend mit einer Kamera (Axiocam 208 color, Zeiss) für repräsentative Übersichts-

aufnahmen fotografiert. 

 

2.7 Molekularbiologische Analysen 
2.7.1 HA-Überstandsmessung mittels HA-Bindeprotein Sand-

wich ELISA-ähnlichem Assay 
An den zuvor definierten Differenzierungstagen wurde der Mediumüberstand ab-

genommen und die HA-Konzentration mittels HA-Bindeprotein ELISA-ähnlichem 

Assay nach Herstellerangaben ((Hyaluronic Acid (HA) Test-Kit, Corgenix, Broom-

field, Colorado, USA) bestimmt. Der HA-Überstand wurde stets doppelt be-

stimmt, indem der Mediumüberstand zweier Proben eines Differenzierungstages 

der jeweiligen Zellgruppe in ein 1,5 mL Eppendorf-Gefäß überführt wurde. Die 

Platten wurden 15 Minuten bei 37 °C im Brutschrank bei 30 rpm geschwenkt. Die 

Suspension wurde anschließend in 1,5 mL Eppendorf-Gefäße überführt. Da das 

Leermedium auch eine gewisse Konzentration an HA enthält, wurde stets bei 

jedem Differenzierungstag und bei jeder Zellpassage zusätzlich ein Leerwert 

(Nährmedium ohne Zellen, welches ebenfalls inkubiert wurde) bestimmt, der wie 

die Proben behandelt wurde. Dabei wurde ein Durchschnittsleerwert eines Diffe-

renzierungstages bestimmt, der anschließend von der gemessenen HA-Konzent-

ration der Proben abgezogen wurde.  

Für den Assay wurde die HA-Konzentration der Mediumproben mittels eines 

ELISA-ähnlichen Kits (Hyaluronic Acid (HA) Test Kit, Corgenix, Broomfield, Co-

lorado, USA) nach Herstellerangaben gemessen. Dabei wurde eine 96-Wells-

Platte mit einem HA-bindungsspezifischen Protein (HABP), welches aus Rinder-

knorpel isoliert wurde, gecoatet. Die Proben wurden auf die Wells appliziert, um 

so eine mögliche HA-HABP Bindung zu induzieren. Nach dem ELISA-Prinzip 

wurde eine zweite enzym-konjugierte Version von HABP verwendet, um die 

Menge an HA je nach Farbumschlag quantifizieren zu können. Die Absorption 

konnte im ELISA-Plate Reader (MultiskanTM FC Microplate Photometer, Thermo 

Fischer Scientific, Waltham, Massachusetts, USA) bei einer Wellenlänge von 450 
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nm quantifiziert werden. Der optisch messbare Farbumschlag ist proportional zur 

HA-Konzentration einer Probe und konnte einer Referenzkurve der Standard-

reihe des Herstellers entnommen werden. 

Die detektierte HA-Konzentration wurde in Relation zur Gesamtproteinkonzent-

ration gesetzt. Zur Normalisierung des gemessenen HA-Gehalts wurde die Pro-

teinmenge der jeweiligen Probe bestimmt. Hierzu wurden 500 µL 0,1 M NaOH 

zur Lyse auf die verbliebenen Zellen zur Proteinbestimmung gegeben. Die HA-

Konzentration wurde in ng/ml Protein angegeben. Die Messung selbst wurde von 

Frau Irmhild Tibbe durchgeführt.  

 

2.7.2 Genexpressionsanalyse mittels quantitativer Real-Time 
Polymerasekettenreaktion 

2.7.2.1 RNA-Isolation aus den Adipozyten  
Die primären Zellen wurden an Tag 0, 3, 6 und 10 geerntet, woraufhin die mRNA-

Expression verschiedener HA-assoziierter Gene mittels Realtime quantitativer 

Polymerasekettenreaktion (qPCR) gemessen wurde. Zunächst wurde die RNA 

nach der Phenol-Chloroform-Methode und nach Protokoll des Labors extrahiert: 

Die Zellen auf einem Well wurden mit 500 µL peqGOLD TriFastTM (PEQLAB Bi-

otechnologie GmbH, Erlangen) lysiert. Nach Auftauen der Proben wurden zwei 

Proben eines Differenzierungstages gepoolt, um die RNA-Menge zu erhöhen. 

Nach Überführen der Proben in ein Eppendorf-Reaktionsgefäß wurden 200 µL 

Chloroform (CHCl3) hinzugeführt. Die Proben wurden invertiert, zwei Minuten bei 

Raumtemperatur inkubiert und anschließend für 15 Minuten bei 15000 rpm und 

Raumtemperatur zentrifugiert. Nach dem Zentrifugieren waren drei Phasen zu 

sehen, wobei die obere wässrige Phase die RNA enthält. Diese wurde in ein 1,5 

mL Eppendorf-Reaktionsgefäß überführt und mit demselben Volumen Isopropa-

nol zugesetzt. Die Proben wurden gemischt, 10 Minuten bei Raumtemperatur in-

kubiert und erneut bei 15000 rpm für 30 Minuten bei 4 °C zentrifugiert. Der Über-

stand wurde abpipettiert und das RNA-Pellet in 1 mL 75 % Ethanol gelöst. Die 

Proben wurden dann bei 4 °C 10 Minuten bei 15000 rpm zentrifugiert, der Über-

stand verworfen und bei 65 °C getrocknet. Das Pellet wurde anschließend in 20 

µL RNAse freiem Wasser (Merck, Millipore, Darmstadt) gelöst (65 °C für 10 Mi-
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nuten). Die Qualität und die Menge der isolierten RNA wurde mittels Spektrome-

ter (NanoDrop 1000 Spektrometers, PEQLAB Biotechnologie GmbH, Erlangen) 

analysiert. 

 

2.7.2.2 cDNA-Synthese 
Nach der RNA-Isolation erfolgte die cDNA-Synthese nach dem Prinzip der rever-

sen Transkription, um anschließend die qPCR zur Messung der Genexpression 

zu nutzen. Voraussetzung für das Umschreiben der RNA war, dass der Absorp-

tionsquotient (260 nm/280 nm) des Nanospektrometers den Wert >1,8 über-

schritt. Die c-DNA-Synthese erfolgte nach dem QuantiTect Reverse Transcription 

Kit (Quiagen, Hilden): Dabei wurden 1µg der isolierten RNA in einem Endvolu-

men von 12µL Wasser nach dem Pipettierschema des Herstellers verdünnt und 

mittels PCR-Cycler (Mastercycler personal, No. 5332 02731, Eppendorf, Ham-

burg) umgeschrieben.  

 

2.7.2.3 Realtime quantitative PCR (qPCR) 
Nach Umschreiben der RNA in cDNA wurden die Gene mittels qPCR quantifi-

ziert. Hierfür wurde das Programm StepOnePlus™Software Version 2.3 (Life 

Technologies, Singapore) unter Gebrauch des Platinum® SYBR® Green qPCR 

SuperMix-UDG (Life Technologies™, Carlsbad, CA, USA) verwendet. 

Die Auswertung erfolgte nach dem DDCt-Prinzip. Das Gen 18s wurde hierfür als 

Referenz (housekeeping-Gen) verwendet. Der Ct-Wert von 18s wurde vom je-

weiligen Referenzgen subtrahiert und somit der DCt-Wert gebildet. Dieser wurde 

von einem ausgewählten Kontrollgen abgezogen, sodass der DDCt und anschlie-

ßend der modifizierte 2-DDCt berechnen konnte. Die Werte wurden als ein Vielfa-

ches der Kontrollgruppe d0 angegeben. Als Grenzwert wurde ein Ct-Wert von 

>35 festgelegt, da das gemessene Gen kaum nachweisbar war, sodass diese in 

der Auswertung nicht berücksichtigt wurden. Die eingesetzten Vorwärts- und 

Rückwärts-Primer-Sequenzen sind Tabelle 4 und das Protokoll zur Durchführung 

einer qPCR sind Tabelle 5 zu entnehmen. 
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Gen Vorwärts-Primer 5’-3’ Rückwärts-Primer 5’-3’ 
18s RNA GCAATTATTCCCATGAACG GGCCTCACTAAACCATCCA 

Has1  TATGCTACCAAGTATACCTCG TCTCGGAAGTAAGATTTG-

GAC 

Has2  CGGTCGTCTCAAATTCATCTG ACAATGCATCTTGTTCA-

GCTC 

Has3  GATGTCCAAATCCTCAACAAG CCCACTAATACATTGCACAC 

Cd44 GACCGGTTACCATAACTATT-

GTC 

CATCGATGTCTTCTT-

GGTGTG 

Hmmr CAACTGCAGAACAACTGACGC TCAAGATGGCTTGGGCGTG 

Adipoq TGGATCTGACGACACCAAAA TAACGTCATCTTCGGCATGA 

Tabelle 4: Verwendete Primersequenzen zur messenger ribonucleic acid (mRNA)- 
Genexpressionsanalyse  

 

 holding stage cycling stage x 40 melt curve stage 

Temperatur 50 °C      95 °C 95 °C      60 °C 95 °C      60 °C      95 °C 

Dauer 2 min      2 min 15 s         30 s 15 s         1 min      15 s 

Tabelle 5: Protokoll zur Ausführung einer quantitativen Polymerasekettenreaktion 
(qPCR) 

 

 

 

  

     + 0,3 °C Schritte 
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2.8 Behandlungen von Präadipozyten mit 4-MU, 
High molecular weight-HA und Hyaluronidase  

Nach bereits beschriebener Isolation der Präadipozyten, wurden Tibiae von drei 

C57BL/6J Mäusen gepoolt. Die murinen Präadipozyten wurden in vitro zur Un-

tersuchung der Hemmung der HA-Synthese während ihrer Differenzierung unter 

anderem mit 4-MU, High molecular weight- HA (HMW-HA) und Hyaluronidase in 

drei Assays behandelt, mit ORO gefärbt und dann quantifiziert. Zur Inhibition der 

HA-Synthese erhielten die Präadipozyten bei Differenzierungsbeginn zusätzlich 

zum Adipozytencocktail bei jedem Mediumwechsel 100µM 4-MU Natriumsalz. In 

einem weiteren Ansatz wurde ein rescue-Versuch durchgeführt. Bei einem res-

cue-Versuch handelt es sich um einen experimentellen Ansatz, bei dem eine 

durchgeführte experimentelle Manipulation wieder rückgängig gemacht wird, so-

dass ein kausaler Zusammenhang beschrieben werden kann. Hierbei wurden die 

mit 4-MU vorbehandelten Präadipozyten nach einem Tag mit der Zugabe von 

50µg/500µL High molecular weight- HA (HMW-HA) behandelt. Anschließend 

wurde das Differenzierungsprotokoll weiter fortgeführt. In einem dritten Versuchs-

ansatz erhielten die Zellen einen Tag nach der Gabe des Adipozytencocktails 

1U/500µL Hyaluronidase zum Abbau der HA für 24 Stunden. Um den Differen-

zierungsstatus zu überprüfen, wurden die Zellen nach dem beschriebenen ORO-

Protokoll gefärbt (siehe Absatz 2.6 Öl-Rot-O Färbung) das Absorptionsspektrum 

mittels Plattenlesegerät (Synergy Mx Microplate Reader, Biotek™ Instruments) 

gemessen. Zur anschaulichen Darstellung der Differenzierung zeigt Abb. 7 das 

zeitliche Verfahren zur Behandlung von Präadipozyten. 
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Abb. 7: Differenzierungsprotokoll vorbehandelter muriner Präadipozyten 
Die Abb. verdeutlicht schematisch den Ablauf der Differenzierung von Präadipozyten aus den 

Tibiae von C57BL/6J-Tieren im Zeitraum von zehn Tagen (dx) mit Behandlung von 1.4-MU 
(Konzentration:100 µM), 2. 4-MU (Konzentration:100 µM) + High molecular weight HA (Kon-

zentration: 50 µg/500 µL) und 3. Hyaluronidase (Hyal, Konzentration:1 U/500 µL). 
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2.9 Statistische Analysen 
Für die statistische Analyse der Daten wurde das Programm GraphPad Prism 8 

der GraphPad Software, LLC (La Jolla, Kalifornien, USA) verwendet. Statistische 

Ausreißer wurden mittels Grubb’s Test (=0,05) ermittelt und aus der Auswertung 

ausgeschlossen. Zur Überprüfung der Normalverteilung wurde ein Shapiro-Wilk-

Test durchgeführt. Bei Daten, die mehr als zwei zu vergleichenden Ergebnisse 

zeigten, wurde eine Varianzanalyse mittels One-way ANOVA als parametrischer 

Test mit anschließendem multiple comparison test nach Dunnett durchgeführt. 

Wenn keine Normalverteilung bestand, wurde ein Kruskal-Wallis-Test als nicht-

parametrischer Test mit anschließendem multiple comparison test nach Dunn 

angewandt. Eine Two-way ANOVA mit anschließendem multiplen Vergleichstest 

nach Sidak wurde verwendet, um den Einfluss zweier unabhängiger Variablen 

sowie deren Interaktion auf die abhängige Variable zu untersuchen. Bei zwei zu 

vergleichenden Datensätzen wurde ein t-Test durchgeführt. Als statistisch signi-

fikant wurden Werte angenommen, die einen p-Wert von unter 0,05 aufwiesen. 
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3. Ergebnisse 
3.1 Differenzierungsvorgang von OP9-Zellen 

3.1.1 ORO-Färbung und genetischer Differenzierungsmarker 
In diesem Kontext wurde ein alternatives Modellsystem ähnlich den murinen 

Präadipozyten evaluiert, um die Durchführbarkeit weiterer experimenteller Stu-

dien an einer Zelllinie zu beurteilen. Die Differenzierung der OP9-Zellen erfolgte 

gemäß einem etablierten Protokoll. Der Vorgang der Adipogenese ist in 8 A dar-

gestellt. Während der Differenzierung reicherten OP9-Zellen tendenziell bis Tag 

4 mäßig Lipide an. Eine eindeutige Aussage zur Differenzierung nach sechs Ta-

gen konnte nicht getroffen werden. Allerdings exprimierten OP9-Zellen den Dif-

ferenzierungsmarker Adipoq im Verlauf vor allem nach vier und sechs Differen-

zierungstagen (dargestellt in Abb. 8 B).  

 

Abb. 8: ORO-Färbung nach sechs Differenzierungstagen und mRNA-Expression von Adi-
poq in OP9-Zellen nach Differenzierungsinduktion 
A: OP9-Zellen mit zugehöriger Quantifizierung der Ölrot-O-Intensität (Absorption bei 492 nm) im 

Verlauf von sechs Differenzierungstagen (dx) (A, n=8); Mittelwert ± SD; B: Messung der Genex-

pression der mRNA von Adiponektin (Adipoq) mittels Realtime qPCR im Verlauf von sechs Diffe-

renzierungstagen (B, n=4-7). Der Genexpressionsunterschied wird im Vergleich zu Tag 0 (d0) als 

2-DDCt (normalisiert auf das housekeeping-Gen (18S)) dargestellt. Darstellung Mittelwert ± Stan-

dardabweichung (standard, deviation, SD); ****p≤0,0001. Für B wurde eine One-way ANOVA mit 

multiple comparison test nach Dunnett durchgeführt. 
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3.1.2 Veränderungen im HA-System während der Differenzie-
rung von OP9-Zellen  

Im Folgenden werden detaillierte Untersuchungen zur HA-Sekretion und zur Ex-

pression der HA-assoziierten Gene während der Differenzierung von OP9-Zellen 

präsentiert. Für die Quantifizierung der HA im Überstand kam ein HABP-ELISA-

ähnlicher Assay zum Einsatz, während die mRNA-Expression der HA- assoziier-

ten Gene mittels qPCR analysiert wurde. Die Ergebnisse, dargestellt in Abb. 9 A, 

verdeutlichten eine signifikante Zunahme der HA-Sekretion nach einem Zeitraum 

von vier Tagen, gefolgt von einem Rückgang am sechsten Tag, sodass auch 

OP9-Zellen HA extrudierten. Anhand Abschnitt B und C (Abb.9) konnte gezeigt 

werden, dass zwar eine mRNA-Expression der HA-Gene vorhanden war, aller-

dings war hierbei kein Muster ersichtlich. Aufgrund der geringen Übertragbarkeit 

der Daten von Präadipozyten auf OP9-Zellen erwies sich letztere als ungeeignet 

für die Fortführung weiterer experimenteller Untersuchungen. 
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Abb. 9: HA-Sekretion und HA-assoziierte Gene während der Differenzierung von OP9-Zel-
len 
A: HA-ELISA ähnlicher Sandwich Assay von OP9-Zellen im Zeitverlauf von sechs Tagen. Darge-

stellt sind die Konzentrationen der HA normiert auf die Proteinmenge (ng/mL Protein) zu vier 

verschiedenen Differenzierungszeitpunkten (dx); (A, n=7-8), Mittelwerte ± SD, ****p≤0,0001. 

Durchführung einer One-way ANOVA mit multiple comparison test nach Dunnett. 

B-E: mRNA-Expression der HA-Isoenzyme Has2 (B, n=6-7) und Has3 (C, n=4-6, 5 Werte nicht 

nachweisbar) und der HA-Rezeptoren Cd44 (D, n=5-7) und Hmmr (E, n=5-7) während der Diffe-

renzierung von OP9-Zellen. Das Gen des Isoenzyms Has1 war nicht nachweisbar (nicht darge-

stellt). Der Genexpressionsunterschied wird im Vergleich zu Tag 0 (d0) als 2-DDCt (normalisiert auf 

das housekeeping-Gen(18S)) aufgeführt. Darstellung als Mittelwert ± SD. 
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3.2 Differenzierung von Präadipozyten aus männ-
lichen C57BL/6J-Tieren 

3.2.1 ORO-Färbung von Präadipozyten 
Präadipozyten wurden aus dem Knochenmark der Tibia von 10-12 Wochen alten 

C57BL/6J Mäusen isoliert und anschließend unter Verwendung eines Adipozy-

ten-Differenzierungscocktails gemäß den in Abschnitt 2.4 dargelegten Protokol-

len kultiviert und differenziert. Das Hauptziel dieser Versuche bestand darin, ein 

Modell für die Differenzierung von Knochenmarkadipozyten zu etablieren, wel-

ches für nachfolgende experimentelle Analysen verwendet werden konnte. Nach 

sechs Tagen der Differenzierung (d6) zeigten die Zellen eine signifikante Zu-

nahme des Lipidgehalts im Vergleich zum Ausgangszeitpunkt (d0) (in Abb. 10 A 

dokumentiert). Diese Akkumulation an Lipiden setzte sich bis zum zehnten Tag 

(d10) fort. Eine repräsentative Darstellung der lipidbeladenen Präadipozyten 

zehn Tage nach der Induktion der Differenzierung, gefärbt mit ORO, ist Abb. 10 

B zu entnehmen. Darüber hinaus wurde das von Knochenmarkadipozyten sek-

retierte Hormon Adiponektin als Differenzierungsmarker herangezogen [40]. Die 

Verwendung von Adiponektin ermöglichte es, den Differenzierungsprozess auf 

genetischer Ebene mittels Realtime qPCR zu veranschaulichen. Die mRNA-Ex-

pression von Adiponektin verzeichnete ebenfalls einen Anstieg in Präadipozyten 

(wie in Abb. 10 C dargestellt). Insgesamt bekräftigten die erzielten Ergebnisse 

die erfolgreiche Differenzierung von Knochenmarkadipozyten mithilfe des ver-

wendeten adipogenen Cocktails. Das Differenzierungsprotokoll bat somit eine 

geeignete Grundlage für die Fortführung der Untersuchungen zur HA-Matrix und 

ihrer Rolle in adipogenen Prozessen. 
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Abb. 10: Differenzierung von Präadipozyten aus der Tibia von männlichen C57BL/6J Tiere 
im Zeitraum von zehn Tagen  
A/B: Knochenmarkadipozyten mit zugehöriger Quantifizierung der Ölrot-O-Intensität (Absorption 

bei 492 nm) im Verlauf von zehn Differenzierungstagen (A, n=5-6) sowie einer repräsentativen 

Übersichtsaufnahme der Ölrot-O-Färbung nach zehn Tagen; Maßstabbalken: 200 µm; Vergröße-

rung: 10 fach (B).  

C: mRNA-Expression von Adiponektin (Adipoq) in Präadipozyten von männlichen C57BL/6J Tie-
ren mittels RealTime-PCR (C, n=4-5) im Zeitraum von zehn Tagen (dx). 
Darstellung der Daten als Mittelwert	±	SD, *p≤0,05; ** ≤0,01. Für die statistische Analyse wurde 

in A und C jeweils ein Kruskal-Wallis-Test mit anschließendem multiple comparison test nach 
Dunn verwendet.  
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3.3 Charakterisierung der HA-Matrix während der 
Differenzierung von Präadipozyten 

3.3.1 Genexpressionsanalysen der HA-Gene 
Im Rahmen der Kultivierung von Knochenmarkadipozyten erfolgte zu definierten 

Zeitpunkten (dx) die Fixierung der Zellen und die Isolation der mRNA, entspre-

chend den in Abschnitt 2.7.2 dargelegten Methoden. Die Quantifizierung der Ge-

nexpression der HA-synthetisierenden Gene (Has1, Has2, Has3), sowie der HA-

assoziierten Gene (Cd44 und Hmmr) wurde mittels quantitativer RealTime-qPCR 

durchgeführt, um Einblicke in die Dynamik der Genexpression während der Adi-

pozytendifferenzierung zu gewinnen.  

Anhand der Ct-Werte in Abb. 11 A und 11 B ist nachzuvollziehen, dass die 

Präadipozyten insbesondere Has2 im Vergleich zu Has3 exprimierten. Die Daten 

in Abb. 11 C und D stellen den Verlauf der mRNA-Expression der HA-Isoenzyme 

Has2 und Has3 in murinen Präadipozyten über einen Zeitraum von zehn Tagen 

dar. Dabei war das Gen Has1 während des gesamten Differenzierungsprozesses 

nicht detektierbar. Obwohl die Expression von Has3 generell gering zu sein 

schien, bestand eine Tendenz zu einem ähnlichen Expressionsmuster wie bei 

Has2. Die Ergebnisse werden als Vielfaches der Expression am Tag 0 (d0), also 

vor Beginn der Differenzierung mittels Adipozyten-Differenzierungscocktail, dar-

gestellt. Die mRNA-Expression HA-assoziierter Gene in Präadipozyten wie eine 

oszillierende Genexpression auf. 

Sowohl der Rezeptor Cd44 als auch Hmmr (RHAMM) zeigten eine verringerte 

mRNA-Expression im Vergleich zu Tag 0 und wurden im Laufe der Differenzie-

rung herunterreguliert (mRNA-Expressionsmuster von Cd44 und Hmmr in Abb. 

12 A und B dargelegt). Die Ct-Werte für Cd44 und Hmmr sind hier nicht darge-

stellt. 
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Abb. 11:Ct-Werte und mRNA-Expression der HA-Synthasen Has2 und Has3 aus tibialen 
Präadipozyten von männlichen C57BL/6J-Tieren nach Differenzierungsinduktion 
A/B: Darstellung der Ct-Werte der HA-Isoenzyme Has2 (A, n=4-6) und Has3 (B, n=4-5) in Kno-

chenmarkadipozyten im Verlauf von zehn Differenzierungstagen (dx). Has1 war nicht nachweis-

bar.  

C/D: mRNA-Expression der HA-Isoenzyme Has2 (C, n=5-6) und Has3 (D, n=5-6) in Knochen-
markadipozyten. In Grafik D ließen sich nicht alle gemessenen Proben detektieren. Die Gesamt-

zahl der gemessenen Proben ist daher in Klammern angegeben. Has1 war über den gesamten 

Beobachtungszeitraum nicht nachweisbar. Der Genexpressionsunterschied wird im Vergleich zu 

Tag 0 (d0) als 2-DDCt (normalisiert auf das housekeeping-Gen (18S)) aufgeführt. Die Daten in A 
und B werden als Mittelwert ± SD dargestellt, *p≤0,05. Für Grafik C wurde eine One-way                

ANOVA mit anschließendem multiple comparison test nach Dunnett durchgeführt. 
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Abb. 12: mRNA-Expression der HA-Rezeptoren Cd44 und Hmmr aus tibialen Präadipozy-
ten von männlichen C57BL/6J-Tieren nach Differenzierungsinduktion 
A/B: mRNA-Expression der HA-Rezeptoren Cd44 (A, n=5-6) und Hmmr (B, n=4-5) während der 
Differenzierung von Knochenmarkadipozyten. Der Genexpressionsunterschied wird im Vergleich 

zu Tag 0 (d0) als 2-DDCt (normalisiert auf das housekeeping-Gen (18S)) dargestellt. Mittelwert 

±	SD, *p≤0,05, **p≤0,01. Für Grafik A wurde ein Kruskal-Wallis-Test mit anschließendem mul-

tiple comparison test nach Dunn und für Grafik B wurde eine One-Way ANOVA mit multiple com-

parison test nach Dunnett durchgeführt. 
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3.3.2 Veränderungen der HA-Sekretion im Reifungsprozess der 
BMAds 

Um die Veränderungen der HA-Sekretion im Zuge der Differenzierung von Kno-

chenmarkadipozyten zu quantifizieren, wurde der Zellkulturüberstand während 

der Kultivierung und Differenzierung der Präadipozyten über einen Zeitraum von 

zehn Tagen entnommen. Die Bestimmung der HA-Konzentrationen erfolgte mit-

tels eines HABP-ELISA ähnlichem Assay, wobei die ermittelten HA-Werte auf die 

Gesamtproteinkonzentration des Überstandes normiert wurden. Abb. 13 illustriert 

die HA-Sekretionsprofile (in ng/ml Protein) über den Beobachtungszeitraum. Ini-

tial, am Tag 0 (d0) der Differenzierungsinduktion, sekretierten Präadipozyten eine 

ähnliche HA-Sekretionsrate. Im weiteren Verlauf, insbesondere ab dem dritten 

Tag, nahm die HA-Sekretion zu (*p≤ 0,05). Die Ergebnisse in Abb. 13 B demonst-

rieren, dass eine moderate Korrelation zwischen Lipidakkumulation und HA-Sek-

retionsvolumen (R2= 0,34) bestand, was darauf hindeutet, dass HA nicht zu allen 

erfassten Zeitpunkten in konsistenter Weise von Präadipozyten sekretiert wurde. 

Der signifikante p-Wert (p-Wert= 0,0142) deutet allerdings darauf hin, dass hier 

ein enger Zusammenhang zwischen den Variablen bestand.  
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Abb. 13: HA-Sekretion im Reifungsprozess von Präadipozyten von männlichen C57BL/6J 
Mäusen 
A: HA-Bindeprotein-ELISA ähnlicher Sandwich Assay von Präadipozyten im Zeitverlauf von zehn 

Tagen. Dargestellt sind die Konzentrationen der HA normiert auf die Proteinmenge (ng/mL Pro-

tein) zu vier verschiedenen Differenzierungszeitpunkten (dx), (A, n=6-10). Daten in A als Mittel-

wert ± SD. Die Signifikanzen wurden mittels One-way ANOVA und anschließendem multiple 

comparison test nach Dunnett berechnet. Der p-Wert stell hierbei einen Vergleich zwischen der 

Kontrollgruppe d0 und dx dar, *p≤ 0,05. 

B: Lineare Regression der ORO-Färbung (Absorption bei 492 nm) und der dazugehörigen HA-

Sekretion mittels HABP-ELISA ähnlichem Assay (ng/ml Protein), (B, n=19), R2-Wert= 0,3049, p-

Wert=0,0142. 
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3.4  Differenzierungsvorgang von primären Zellen 
aus weiblichen C57BL/6J 

3.4.1 ORO-Färbung und genetischer Differenzierungsmarker 
In einem weiteren Versuch wurden mögliche geschlechtsspezifische Unter-

schiede in der Präadipozytendifferenzierung untersucht (Abb. 14 A). Einherge-

hend mit der moderat zunehmenden Ausreifung der Präadipozyten nahm auch 

die mRNA-Expression von Adiponektin als Differenzierungsmarker deutlich zu 

(Abb 14 B).  

 
Abb. 14: Präadipozyten aus der Tibia von weiblichen C57BL/6J Tieren im Differenzierungs-
prozess im Zeitraum von 10 Tagen 
A: Präadipozyten mit zugehöriger Quantifizierung der Ölrot-O-Intensität (Absorption bei 492 nm) 

im Verlauf von zehn Differenzierungstagen (A, n=3-4); B: Messung der Genexpression der mRNA 

von Adiponektin (Adipoq) mittels Realtime-q-PCR (B, n=4-7). Die Daten in A und B werden als 

Mittelwert ± SD dargestellt,****p≤0,0001. Der Genexpressionsunterschied wird im Vergleich zu 

Tag 0 (d0) als 2-DDCt (normalisiert auf das housekeeping-Gen (18S)) aufgeführt. Für B wurde eine 

One-way ANOVA mit multiple comparison test nach Dunnett durchgeführt. 
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3.4.2 mRNA-Expression HA-assoziierter Gene während der Dif-
ferenzierung  

Analog zu den Versuchen mit Präadipozyten männlicher Tiere wurde nachfol-

gend die HA-Matrix der Präadipozyten weiblicher Tiere untersucht. Hierbei war 

das Gen Has1 ebenfalls in keiner Probe nachweisbar. Has2 wurde auch hier in 

den Zellen von weiblichen C57BL/6J als primäres Isoenzym-Gen exprimiert (vgl. 

Abb. 15 Grafik A, Ct-Werte nicht dargestellt). Die mRNA-Expression folgte einem 

oszillierenden Verlauf, wobei Has2 in Weibchen im Gegensatz zu Männchen her-

unterreguliert wurde. Die mRNA-Expression von Has3 war nur in wenigen Pro-

ben nachweisbar, sodass hier keine eindeutige statistische Aussage getroffen 

werden kann (vgl. Abb. 15 B). Die Daten in C und D in Abb. 15 zeigen die mRNA-

Expression von Cd44 und Hmmr, die im Verlauf der Differenzierung (d0-d10) im 

Vergleich zu Tag 0 analog zu den Präadipozyten aus männlichen C57BL/6J her-

unterreguliert wurden. 
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Abb. 15: mRNA-Expression HA relevanter Gene in Präadipozyten aus der Tibia von weibli-
chen C57BL/6J Tieren im Differenzierungsprozess im Zeitraum von 10 Tagen 
A/B: mRNA-Expression der HA-Isoenzyme Has2 (A, n=3-6) und Has3 (B, n=2-3) in Knochen-

markadipozyten. In Grafik B ließen sich nicht alle gemessenen Proben detektieren. Die Gesamt-

zahl der gemessenen Proben ist daher in Klammern angegeben. Das Isoenzym Has1 war nicht 
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nachweisbar. Der Genexpressionsunterschied wird im Vergleich zu Tag 0 (d0) als 2-DDCt (norma-

lisiert auf das housekeeping-Gen (18S)) aufgeführt.  

C/D: mRNA-Expression der HA-Rezeptoren Cd44 (C, n=4-6) und Hmmr (D, n=4-7) während der 

Differenzierung von Knochenmarkadipozyten. Der Genexpressionsunterschied wird im Vergleich 

zu Tag 0 (d0) als 2-DDCt (normalisiert auf das housekeeping-Gen (18S)) dargestellt.  

Die Daten in A/B/C/D werden als Mittelwerte ± SD dargestellt, *p≤0,05, **p≤0,001, 

****p≤0,0001. Für die Statistik wurde in A, B und C eine One-way ANOVA mit multiple compari-

son test nach Dunnett durchgeführt. Da die Daten in D nicht parametrisch waren, wurde ein 

Kruskal-Wallis-Test mit anschließendem multiple comparison test nach Dunn verwendet. 
 

3.4.3 HA-Sekretion von Präadipozyten im  
Geschlechtervergleich 

In Kapitel 2.7.1. wurde die Quantifizierung der HA-Überstände von Präadipozyten 

aus männlichen C57BL/6J Mäusen mittels HABP-ELISA-ähnlichem Assay be-

schrieben. Derselbe Versuchsansatz wurde auch bei Präadipozyten von weibli-

chen C57BL/6J Mäusen durchgeführt. Grafik A in Abb. 16 zeigt eine direkte Ge-

genüberstellung der HA-Sekretion (in ng/mL Protein) von Präadipozyten aus 

männlichen und weiblichen Tieren zu vier verschiedenen Zeitpunkten (d0, d3, d6, 

d10). Die HA-Sekretionsmenge unterschied sich hierbei zu keinem Zeitpunkt im 

direkten Vergleich signifikant (d0: p= 0,4602; d3: p= 0,8584; d6: p= 0,3756; d10: 

p= 0,5960; vgl. Abb. 16 A:). Unabhängig des Geschlechts produzierten Präadi-

pozyten signifikant HA bereits kurz nach Behandlung mit einem adipogenen 

Cocktail über den gesamten beobachteten Zeitraum (Abb. 16 B). 

 

  



48 

 

 

Abb. 16: Geschlechtsspezifischer Vergleich der HA-Sekretion in Präadipozyten aus dem 
tibialen Knochenmarkstroma von männlichen und weiblichen C57BL/6J Versuchstiere 
In Abb. A (n=6-10) wird die sekretierte HA-Menge (ng/ml Protein) während der Differenzierung 

von Knochenmarkadipozyten zu den Zeitpunkten d0, d3, d6, d10 aus männlichen und weiblichen 

C57BL/6J-Mäusen direkt miteinander verglichen. Grafik B summiert die sekretierte HA-Menge (in 

ng/mL Protein) sowohl der männlichen und weiblichen Tiere über einen Zeitraum von zehn Tagen 
(dx). Für die statistische Analyse wurde in A eine Two-Way ANOVA mit einem multiplen Ver-

gleichstest nach Sidak und in Grafik B ein Kruskal-Wallis Test mit einem multiple comparison test 
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nach Dunn verwendet. Die Daten sind als Mittelwert ± SD dargestellt, *p≤0,05, **p≤0,001, 

***p≤0,0001. 

 

3.5 Einfluss einer HA-Inhibition auf die Differenzie-
rung von Knochenmarkadipozyten 

In einem weiteren experimentellen Ansatz wurde der Effekt einer Inhibition der 

HA durch 4-Methylumbelliferon (4-MU) auf die Adipogenese von Präadipozyten 

analysiert. Die Ergebnisse demonstrierten eine Beeinträchtigung der Adipoge-

nese in Adipozyten, die mit 4-MU behandelt wurden, wie in Abb. 17 A dargestellt. 

In einem anschließenden rescue-Experiment wurden murine BMAds, die 24 

Stunden nach der Einleitung der Differenzierung mit 100 µM 4-MU vorbehandelt 

waren, mit 50 µg hochmolekularer HA (HMW-HA) versetzt. Dieses Vorgehen 

zielte darauf ab, zu evaluieren, ob 4-MU direkt eine verringerte HA-Sekretion be-

wirkt und dadurch die Differenzierung von BMAds hemmt. Die in Abb. 17 A prä-

sentierten Ergebnisse verdeutlichen, dass der durch 4-MU induzierte Effekt durch 

die Zugabe von HMW-HA aufgehoben werden konnte, sodass die Adipogenese 

der Präadipozyten nicht eingeschränkt wurde: Die Zellen differenzierten zudem 

moderat schlechter bei Zugabe von 1 U/500 µL Hyaluronidase während der Dif-

ferenzierung (p = 0,1185; vgl. Abb. 17 B). Diese Befunde legen nahe, dass die 

HA-Matrix eine zentrale Rolle im Prozess der Differenzierung von Knochenmar-

kadipozyten einnimmt. 
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Abb. 17: Einfluss einer HA-Inhibition auf die Differenzierung von BMAds 
A: Dargestellt wird die Absorptionsmessung bei 492 nm nach ORO-Färbung von vorbehandelten 

Knochenmarkadipozyten aus den Tibiae von männlichen C57BL/6J Mäusen zehn Tage nach Dif-

ferenzierungsinduktion mit 4-MU (n=7) und 4-MU + HMW nach 24 Stunden (n=6), im Vergleich 

zu einer Kontrolle (n=7), die nach Differenzierungsprotokoll ohne zusätzliche Behandlung kulti-

viert wurde (Konzentration 4-MU: 100 µM; Konzentration 4-MU + HMW: 100 µM und 50 µg)  

B: Vergleich der Absorptionsmessung bei 492 nm von Knochenmarkadipozyten einer Kontroll-

gruppe (n=7) mit einer mittels Hyaluronidase (Konzentration: 1 U/500µl) behandelten Gruppe 

(n=5) zehn Tage nach Differenzierungsinduktion. Die Ergebnisse werden als Mittelwert ± SD 

dargestellt. In A wurde eine One-way ANOVA mit anschließendem multiple comparison test nach 

Dunnett und für B ein gepaarter t-Test durchgeführt; **p≤0,01, *p≤0,05. 
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4. Diskussion  
Diverse Forschungsarbeiten zeigten, dass HA sowohl im braunen als auch wei-

ßen Fettgewebe regulative Rollen besitzt [74, 82, 85]. So wurde beispielsweise 

gezeigt, dass eine HA-Inhibition im WAT zu einer Reduktion der Adipogenese 

führte, während sie im BAT eine Verbesserung der Glukosehomöostase bewirkte 

[74]. Aktuell liegen keine Studien vor, die aufschlüsseln, ob eine HA-Matrix auch 

im BMAT vorhanden ist und inwiefern HA die EZM von BMAT funktionell modu-

liert. Ziele der hier vorliegenden Arbeit waren daher, zunächst ein Modell zur Dif-

ferenzierung von Knochenmarkadipozyten zu generieren und erstmalig die HA-

Matrix von Knochenmarkadipozyten umfassend im Verlauf der Adipogenese zu 

untersuchen. Anschließend wurde der funktionelle Effekt einer Inhibition der HA-

Synthese untersucht. BMAT ähnelt zwar morphologisch WAT, unterscheidet sich 

aber hinsichtlich der Ursprungszelle, der Lokalisation und der sekretorischen Fä-

higkeiten sowie Funktionen. Analog zu den Ergebnissen im BAT und WAT könnte 

die Adipogenese der Knochenmarkadipozyten auch mit der funktionellen Rolle 

der HA zusammenhängen.  

 

Die Ergebnisse dieser Forschungsarbeit werden nachfolgend im Kontext des ak-

tuellen Forschungsstands diskutiert und analysiert. Hierbei wird sich zunächst mit 

der Diskussion des Modells zur Differenzierung von Knochenmarkadipozyten be-

fasst. Im weiteren Verlauf werden die Daten zur HA-Matrix durch Untersuchun-

gen hinsichtlich der HA-Sekretion, der mRNA-Expression HA-assoziierter Gene 

sowie geschlechtsspezifischer Unterschiede im HA-System charakterisiert. Ab-

schließend wird der Einfluss der pharmakologischen HA-Inhibition auf die Adi-

pogenese von BMAds diskutiert. 
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4.1 Generierung eines Modells zur Differenzie-
rung von Knochenmarkadipozyten 

In einem ersten Schritt wurde ein Modell zur Differenzierung von Knochenmarka-

dipozyten etabliert, um die biologischen Prozesse in diesen Zellen besser zu ver-

stehen. Ausgangspunkt war die Verwendung von OP9-Zellen, die in der Literatur 

als etabliertes Modell für die Differenzierung zu Knochenmarkadipozyten be-

schrieben wurden [86]. OP9-Zellen sind fibroblastenähnliche embryonale 

Stammzellen aus murinem Knochenmarkstroma und wurden in dieser Arbeit ge-

nutzt, um ihre Eignung für die Untersuchung der HA-Matrix in BMAds zu prüfen 

[86]. Das Differenzierungsmedium basierte hierbei auf dem adipogenen Cocktail, 

welcher auch für 3T3L1-Zellen, einer einleitend erwähnten murinen weißen 

Präadipozyten-Zelllinie, verwendet wird [86]. Trotz der etablierten Protokolle zeig-

ten die OP9-Zellen in dieser Arbeit jedoch eine unzureichende Differenzierung zu 

Adipozyten. Mögliche Ursachen hierfür könnten spezifische Handhabungsprob-

leme oder die Verwendung von hohen Passagennummern (10-14) sein, die die 

Differenzierungsfähigkeit der Zellen beeinträchtigen könnten, sodass diese kaum 

adipogene Eigenschaften angenommen haben. Laut Literatur ist dieser Effekt al-

lerdings zu vernachlässigen [86]. Im Zuge des Versuchs wäre auch die Verwen-

dung eines modifizierten Differenzierungscocktails denkbar gewesen. Die Zellen 

selbst extrudierten im Verlauf zwar HA und exprimierten verschiedene Gene so-

wohl für die HA-Rezeptoren als auch die HA-Synthasen. Allerdings konnte auf 

Basis der qPCR weder eine eindeutige Aussage zu den HA-Synthasen noch zu 

den HA-Rezeptoren getroffen werden. Der Einsatz von OP9-Zellen erwies sich 

somit insgesamt als ungeeignet. Da die Daten ex vivo kaum kohärent zu murinen 

Knochenmarkadipozyten waren und deutliche Unterschiede zeigten, wurden im 

Verlauf der Arbeit daher nur noch primär isolierte Präadipoyzten aus dem Kno-

chenmarkstroma von C57BL/6J-Mäusen verwendet. Die Etablierung eines zu-

verlässigen in vitro-Modells ist entscheidend für die Untersuchung der Adipoge-

nese in Knochenmarkadipozyten. Denkbar wäre auch hier die Verwendung eines 

anderen Modells. Neben OP9-Zellen konnten die Gruppe um Lee et al. 2021 zei-

gen, dass auch bone lining cells (Knochenoberflächenzellen) als Quelle zur Dif-

ferenzierung für Knochenmarkadipozyten genutzt werden konnten [87]. Dieses 
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Protokoll erwies sich jedoch für die hier geplanten Versuche als zu aufwendig 

und wenig erfolgsversprechend. 

 

Im Zuge der weiteren Entwicklung eines Modells zur Differenzierung von BMAds 

wurden nachfolgend Präadipozyten aus dem stromalen Kompartment der Tibiae 

von männlichen C57BL/6J- Mäusen isoliert und anschließend kultiviert. Die ge-

nerierten in vitro Daten verifizierten eine erfolgreiche Differenzierung von Präadi-

pozyten zu reifen Adipozyten. Aus der Literatur geht hervor, dass die Präadipozy-

ten nach Differenzierungsinduktion multiple mitotische Zyklen durchlaufen, bevor 

sie in der G1-Phase des Zellzyklus in einen Zellarrest übergehen [16, 88]. In die-

ser Phase entscheidet sich, ob die Zellen wieder in den Zellzyklus eintreten, ihre 

fibroblastischen Eigenschaften verlieren und durch Triglyzeridakkumulation Cha-

rakteristika reifer Adipozyten annehmen [16, 88]. Die Verwendung eines Diffe-

renzierungscocktails mit adipogenen Faktoren, wie in der vorliegenden Arbeit 

verwendet, erwies sich als fundamental, um den Wiedereinstieg in den Zellzyklus 

und somit die terminale Differenzierung zu Adipozyten zu gewährleisten [16, 88]. 

Bekannt ist, dass die Präadipozyten daraufhin acht bis zehn Tage benötigen, um 

auszureifen [89]. Ein Bestandteil dieses Cocktails war unter anderem Insulin. Die 

Verwendung von hoch konzentriertem Insulin ist wichtig, da dieses an den IGF-

1 Rezeptor bindet und somit die Expression der Transkriptionsfaktoren wie 

C/EBP induziert, die den adipogenen Phänotypen maßgeblich formen [16, 88, 

90].  

Da sich weiße Fettzellen und Knochenmarkadipozyten morphologisch und phä-

notypisch sehr ähneln, wurde für die Etablierung eines Protokolls zur Differenzie-

rung von Knochenmarkadipozyten ein ähnlicher Mechanismus vermutet. Die 

konstitutiven Knochenmarkadipozyten sind, wie die Zellen im WAT, durch die 

frühe und erhöhte Expression der C/EBP-Familie und PPARy charakterisiert [30, 

91]. PPARy  ist wie C/EBP ein zentraler Transkriptionsfaktor, der verschiedene 

adipogene regulatorische Enzyme wie die Lipoproteinlipase aktiviert und somit 

die endgültige Adipozytenformation fördert [88]. Wie einleitend erwähnt, ist der 

PPARy Signalweg zudem unerlässlich in der Formation von MSZ zu reifen 

BMAds [31]. Die Aktivierung von PPARy induziert die Differenzierung zu Kno-

chenmarkadipozyten und kann die mögliche Bildung von Osteoblasten unterdrü-

cken [24]. Rosiglitazon, ebenfalls ein Bestandteil des Differenzierungscocktails, 
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ist ein solcher PPARy-Agonist, der ursprünglich in der Therapie von T2D einge-

setzt wurde, um die Insulinsensitivität zu erhöhen. Die erfolgreiche Umwandlung 

von Präadipozyten in reife Adipozyten hing somit stark von der korrekten Anwen-

dung eines Differenzierungscocktails ab, was die Bedeutung adipogener Fakto-

ren in der komplexen Steuerung der Zelldifferenzierung hervorhebt. 

Die bereits genannten Transkriptionsfaktoren spielen auch eine essenzielle Rolle 

in der Adipogenese von Knochenmarkadipozyten. Speziell die Sekretion von Adi-

ponektin durch BMAds wurde untersucht, indem der Verlauf der mRNA-Genex-

pression dieses Adipokins als später Differenzierungsmarker verwendet wurde, 

um eine erfolgreiche Bildung der Adipozyten zu überprüfen [42, 91]. Das hormo-

nell aktive Adiponektin ist wichtig für die Fettoxidation und die Insulinsensitivität 

[42]. Zudem spielt es beispielsweise als metabolischer Modulator während der 

Expansion von BMAT bei kalorischer Restriktion eine entscheidende Rolle, denn 

eine Ablation von BMAT führt auch zu niedrigeren Adiponektin Spiegeln, wie ein-

leitend erwähnt [42]. Bereits präadipozytäre Vorläuferzellen weisen eine Expres-

sion des Adiponektin-Gens (Adipoq) auf, dessen Genexpression während der 

Reifung zunimmt [91]. In diesem Kontext wurde ebenfalls gezeigt, dass Präadi-

pozyten vor Induktion kaum Adipoq aufwiesen, welches dann allerdings vor allem 

zu Beginn der Differenzierung aber auch im Verlauf überexprimiert wurde. Somit 

konnte auch in der hier isolierten Zelle auf genetischer Ebene eine erfolgreiche 

Differenzierung von Präadipozyten nachgewiesen werden.  

 

Ziel war es, möglichst den physiologischen Prozess der Adipogenese in Kno-

chenmarkadipozyten nachzuvollziehen. Eine Studie zur Differenzierung von 3T3-

L1-Zellen zeigte, dass Zellen, die einer höheren Glukosekonzentration von 4,5 

g/L ausgesetzt wurden, reaktive oxidative Spezies entwickelten und das hyper-

glykämische Milieu eine Insulinresistenz mit proinflammatorischer Antwort be-

günstigte [92]. Die Präadipozyten in dieser Arbeit wurden ebenfalls in einer hö-

heren Glukosekonzentration kultiviert (4,5 g/L). Für weitergehende Forschungs-

vorhaben auf Basis dieser Arbeit gerade auch im Kontext eines Diabetes wäre 
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es daher interessant, Präadipozyten aus dem Knochenmark vergleichend in ei-

ner hypo- und hyperglykämischen Umgebung zu kultivieren und die HA-Matrix 

im diesem Kontext zu untersuchen. 

 

Zusammengefasst wurde ein zuverlässiges in vitro-Modell etabliert, um murine 

Präadipozyten zu reifen Adipozyten zu differenzieren. Die Methode bietet dem-

entsprechend eine geeignete Grundlage, um die physiologische und pathologi-

sche Plastizität der HA-Matrix während der Adipogenese von Knochenmarkadi-

pozyten zu untersuchen. 
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4.2 Charakterisierung der HA-Matrix in Knochen-
markadipozyten 

Nachfolgend wird diskutiert, ob BMAT eine HA-reiche EZM aufweist und falls ja, 

wie diese während der Differenzierung reguliert wird. Aus der Literatur ist bisher 

nicht bekannt, ob eine HA-Matrix im Knochenmarkfettgewebe vorliegt. Verschie-

dene Untersuchungen haben die zentrale Bedeutung von HA in anderen Fettge-

weben verdeutlicht: Diverse Studien belegten, dass die HA-Synthese im aner-

kannten WAT-Modell der 3T3-L1-Zellen während der Adipogenese hochreguliert 

wird und auch notwendig für die Adipogenese ist [82, 93, 94]. Die Hypertrophie 

in weißen Adipozyten korrelierte ebenfalls mit der HA-Synthese. Auch die Rolle 

von HA im BAT wurde beleuchtet, so dass in einer Studie von Grandoch et al. 

2019, festgestellt wurde, dass HA einen Einfluss auf die Glukosehomöostase und 

auf die thermogene Kapazität hatte [74]. In der hier vorliegenden Arbeit wurden 

Messungen des HA-Überstands mittels HABP- ELISA-ähnlichem Assay durch-

geführt. Die Daten demonstrierten, dass sowohl Präadipozyten aus dem Kno-

chenmarkstroma männlicher und weiblicher C57BL/6J-Mäuse vor Induktion der 

adipogenen Differenzierung eine vergleichbar hohe Menge an HA sezernierten 

(vgl. Abb. 16). Vor allem zu Beginn des Reifungsprozesses nach drei Tagen Dif-

ferenzierung extrudierten Adipozyten vermehrt HA. Die Daten ließen die Vermu-

tung zu, dass BMAT ähnlich wie WAT und BAT eine HA-reiche EZM besitzt. Die 

lineare Regression zeigte, dass eine statistisch signifikante Beziehung zwischen 

dem Differenzierungsstatus und der HA-Sekretion bestand. Auch wies der R2-

Wert darauf hin, dass die beiden Variablen moderat korrelierten, allerdings ist die 

Beziehung wahrscheinlich komplexer war, als hier untersucht wurde. Da die HA-

Sekretion einem eher oszillierenden Muster folgte, könnte dies bedeuten, dass 

HA nicht direkt mit der Lipideinlagerung der Adipozyten korrelierte, sondern dass 

sie eher benötigt wurde, um die initiale Differenzierung und Adipogenese in Gang 

zu setzen. BMAds könnten HA möglicherweise auch für die frühe Ausreifung und 
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die Anpassung der EZM benötigen, was die zunehmende HA-Sekretion vor allem 

zu Beginn der Differenzierung erklären könnte.  

 

4.2.1 Regulation der mRNA-Expression HA-assoziierter Gene 
während der Adipogenese von Knochenmarkadipozyten  

Für die Untersuchung der HA-assoziierten Gene wurde eine Analyse der mRNA-

Expression der HA-Synthasen und Rezeptoren mittels qPCR durchgeführt. Das 

Gen Has2 wurde vor allem nach drei Tagen hochreguliert, was zeitlich konkor-

dant mit der gemessenen HA-Sekretion im ELISA war (siehe Abb. 11 und 12). 

Has3 konnte hingegen kaum nachgewiesen werden und spielte laut ersten in vivo 

Daten aus dem eigenen Institut auch tatsächlich eine eher untergeordnete Rolle. 

Die Ergebnisse in dieser Arbeit können die Relevanz von Has3 jedoch nicht kom-

plett ausschließen. Allerdings bekräftigen die niedrigeren Ct-Werte von Has3, 

dass das Gen Has2 die dominierende Isoform der HA-Synthasen in BMAds in 

vitro ist. Diese These wird zudem unterstützt, da bekannt ist, dass HAS2 die 

Hauptisoform in adultem weißem Fettgewebe ist [95]. Die tragende Rolle und 

Funktion von HAS2 im WAT wurde auch weiter eruiert: In einer Studie von Ji et 

al. aus dem Jahr 2014, wurde Has2-siRNA in 3T3-L1-Zellen transfiziert, welche 

zu einer verminderten Lipidakkumulation, zu einer geringeren Expression der adi-

pogenen Transkriptionsfaktoren PPARy und Fabp4 und somit zu einer schlech-

teren Differenzierung jener Zellen führte [96]. Dass HAS2 auch in BMAds eine 

ähnliche Funktion aufweisen könnte, scheint daher plausibel. Die spezifische 

Rolle von HAS2 in BMAds erfordert allerdings weitere detaillierte Untersuchun-

gen. Aktuelle Ergebnisse aus der eigenen Arbeitsgruppe stützten und bestätigten 

die Erkenntnisse dieser Arbeit, dass Has2-mRNA in BMAT in vivo exprimiert wird. 

Die exakte Modulation der Adipogenese in Knochenmarkadipozyten durch HAS2 

bedarf jedoch weiterer Klärung.  

Die Expression von Has1 konnte hingegen in keiner BMAd Probe nachgewiesen 

werden. Bei den HA-Synthasen handelt es sich allerdings um low-copy Gentran-

skripte, sodass diese in der genomischen Analyse womöglich nicht messbar wa-

ren und nicht erfasst werden konnten [51]. Insgesamt sind die Aussagen der 

qPCR limitiert. Um die Daten zu stützen, wäre eine zusätzliche Sekretomanalyse 
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erstrebenswert, zumal die gemessene mRNA nicht zwingend die auch gebildete 

HA-Konzentration widerspiegelt.  

Die Ergebnisse zur Genexpressionsanalyse der HA-Rezeptoren veranschaulich-

ten eine gleichzeitige Herunterregulation von Cd44 und Hmmr während der Dif-

ferenzierung (vgl. Abb. 12). Dies würde die Aussage unterstützen, dass Präadi-

pozyten in einer frühen Phase HA freisetzten. Ein hohes Angebot an HA könnte 

eine Reduktion der Rezeptoren im Sinne eines negativen Feedbackmechanis-

mus bedingen. Die genaue Rolle von RHAMM bleibt in der Literatur wenig be-

leuchtet. Eine Studie im murinen weißem Fettgewebe veranschaulichte, dass HA 

als Ligand für CD44 und RHAMM die Differenzierung von adipösen Stammzellen 

zu Adipozyten begünstigte [97]. Die mRNA-Expression der HA-Rezeptoren ging 

mit dem Reifungsprozess der Adipozyten einher [97]. Da die Rezeptor-Liganden-

Bindung von CD44 beziehungsweise RHAMM und HA im WAT somit unentbehr-

lich für die Formation von Adipozyten ist und wäre dieser Mechanismus auch im 

BMAT ebenfalls plausibel. 

 

Wie bereits beschrieben, stellten mehrere Studien fest, dass die Inhibition des 

HA-Rezeptors CD44 zu einer Reduktion der Insulinresistenz im murinen WAT 

führt [69-71]. Da aus der Literatur bisher keine Untersuchungen zu CD44 und 

BMAT, geschweige zur Wechselbeziehung unter hyperglykämischen Konditio-

nen vorliegen, wäre ein ähnlicher Mechanismus hier noch zu untersuchen.  

Um die genauen Rollen der HA-Gene im Differenzierungsprozess weiterführend 

zu revidieren, sind weitere spezifische Studien mit individuellen knockout der HA-

Isoenzyme und Rezeptoren nötig, um die Veränderung der HA-Matrix und die 

Differenzierung nachzuvollziehen. Unveröffentlichte in vivo Arbeiten der eigenen 

Arbeitsgruppe mit Has2-knockout Tieren zeigten, dass die Adipogenese von 

BMAds insgesamt reduziert war. Dies unterstützt die These, dass HAS2 unent-

behrlich für die Adipozytenreifung ist.  

Die durchgeführten Untersuchungen ermöglichen eine umfassende Betrachtung 

der Regulation der Genexpression der HA-Synthasen während der Differenzie-
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rungsprozesse. Die vorliegende Arbeit zeigt somit zusammenfassend, dass ne-

ben den bekannten Fettgewebstypen auch das Knochenmarkfettgewebe eine 

HA-Matrix bildet und die HAS2 hierbei die vorrangige HA-Synthase in BMAds ist. 

 

4.2.2 Geschlechtsspezifische Veränderungen der HA-Matrix 
während der Differenzierung von Knochenmarkadipozyten 

In der aktuellen Literatur wird kaum beleuchtet, wie sich die HA-Matrix ge-

schlechtsspezifisch im WAT oder BAT verhält. Eine Gruppe um Bahrami et al. 

stellte 2017 fest, dass eine Deletion von CD44 zu einer signifikanten Abnahme 

von WAT in weiblichen Mäusen führte, wobei RHAMM-negative weibliche Mäuse 

deutlich mehr im Vergleich zu CD44-negativen weiblichen Mäusen wogen. Die 

Deletionen beider Rezeptoren hatten hingegen keinen Effekt auf das WAT-Volu-

men männlicher Mäuse [97]. Die HA-Matrix im BAT weiblicher Mäuse wurde bis-

her nicht untersucht. Auch die Untersuchung geschlechtsspezifischer Unter-

schiede der HA-Matrix im BMAT selbst wäre interessant und relevant. Bekannt 

ist, dass das Vorkommen von BMAT auch vom Geschlecht abhängt. Männer ver-

fügen zwar grundsätzlich über eine größere Knochenmarkreserve als Frauen, 

dieser Grundsatz dreht sich allerdings mit dem Eintritt in die Menopause um [98]. 

Eine Studie zeigte zudem, dass die Induktion einer Östrogendefizienz in einem 

Mausmodell ebenfalls zur Abnahme des BMAT-Volumens führte [99]. Wie die 

HA-Matrix im BMAT geschlechtsspezifisch moduliert wird, geht aus der aktuellen 

Literatur jedoch nicht hervor. Um dies zu untersuchen, wurden für den ge-

schlechtsspezifischen Vergleich der HA-Matrix in BMAds Präadipozyten 10-12 

Wochen alter weiblicher C57BL/6J Tiere verwendet. Die vergleichende Betrach-

tung der HA-Sekretion zwischen männlichen und weiblichen Präadipozyten un-

terstreicht, dass die HA-Sekretionsprozesse von Knochenmarkadipozyten nicht 

geschlechtsspezifisch differierten und Has2 in beiden Geschlechtern die vorran-

gige Isoform der HA-Synthasen war. Zudem wurden die HA-Rezeptoren Cd44 

und Hmmr analog zu den Männchen im Verlauf herunterreguliert. Hinsichtlich der 

Regulation der HA-Rezeptoren und der HA-Sekretion stehen diese somit im Ein-

klang mit Präadipozyten aus männlichen C57BL/6J-Tieren. Allerdings variieren 

die Daten in einem Punkt: Im Vergleich zu den Männchen wurde Has2 im Verlauf 

der Differenzierung in Weibchen herunterreguliert. Denkbar wäre hier, dass eine 

Hochregulation von Has2 bereits vor Tag 3 stattfand, die mittels der vorliegenden 
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Daten nicht erfasst wurde. Die Frage, ob geschlechtsspezifische hormonelle Fak-

toren einen Einfluss auf die Adipogenese und die HA-Matrix ausübten, ließ sich 

anhand von in vitro Analysen nicht abschließend beantworten. Da in der aktuellen 

wissenschaftlichen Literatur Vergleichsdaten fehlen, sind weitere in vivo Unter-

suchungen erforderlich, um diese Frage zu klären. 
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4.3 Veränderungen der Adipogenese in Knochen-
markadipozyten nach HA-Inhibition 

Um die funktionelle Relevanz der HA für die Adipogenese von Knochenmarkadi-

pozyten zu bestätigen, wurde der Effekt der Synthesehemmung durch 4-Methyl-

umbelliferon (4-MU), einem unspezifischen Hemmstoff der HA-Synthasen, unter-

sucht. Das Ziel war es zu evaluieren, ob die Applikation von 4-MU eine Reduktion 

in der Differenzierung von BMAds induzierte. Dabei konnte nach ORO-Färbung 

und Absorptionsmessung gezeigt werden, dass die Zellen unter Behandlung von 

4-MU schlechter zu Adipozyten differenzierten. Die Inhibition der HA-Synthese 

lässt sich, wie einleitend erwähnt, über zwei Mechanismen erklären: Das Mittel 

inhibiert als Substrat die UDP-Glukuronosyltransferase, womit das Angebot an 

zytosolischer UDP-Glukoronsäure reduziert wird, die für den Aufbau der HA be-

nötigt wird. Zum anderen hemmt 4-MU die Expression der Gene Has2 und Has3 

[74, 76, 77]. Die HA-Synthese kann grundsätzlich somit auf mehreren Ebenen 

zuverlässig inhibiert werden. Allerdings bleibt fraglich, ob die schlechtere Diffe-

renzierung im dargelegten Experiment allein auf die Inhibition der HA-Sekretion 

zurückzuführen war. Um die Relevanz der HA für die gezeigten Effekte zu bele-

gen, wurde ein rescue-Versuch mittels high molecular weight-HA (HMW-HA) 

durchgeführt, welcher den antiadipogene Effekt von 4-MU rückgängig machen 

konnte. Dies lässt die Hypothese zu, dass 4-MU lediglich zur Inhibition der HA-

Synthese beigetragen hat und der Effekt mittels HMW-HA reversibel war. Auch 

die einmalige Behandlung der Präadipozyten mit Hyaluronidase führte zu einer 

marginal schlechteren Differenzierung. Die tragende Rolle von HA wird auf Basis 

dieser Daten dementsprechend deutlich: BMAds scheinen HA für die Adipoge-

nese und Differenzierung zu benötigen, da sowohl eine pharmakologische Inhi-

bition mit 4-MU als auch ein Verdau mit Hyaluronidase zur verminderten Diffe-

renzierung führte und dieser Effekt mittels HMW-HA reversibel war. Allerdings 

hemmt 4-MU die HA-Synthese unspezifisch, weshalb mittels der vorliegenden 

Daten nicht geklärt werden konnte, über welche HA-Synthase 4-MU seine Effekte 

auf die BMAds und deren Adipogenese ausübte. Zudem war der Aufbau des Ex-

periments limitiert, da HMW-HA nur zu Beginn einen Tag nach Induktion der Dif-

ferenzierung und Behandlung mit 4-MU appliziert wurde. Diskutabel bleibt daher, 

ob derselbe Effekt eingetreten wäre, wenn man HMW-HA zu einem späteren 
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Zeitpunkt nach einer längeren Behandlung mit 4-MU gegeben hätte beziehungs-

weise ob derselbe Effekt durch den rescue-Versuch eingetreten wäre. Zudem 

wäre interessant zu untersuchen, wie sich verschiedene HA-Größen auf die Adi-

pogenese auswirken. In einer weiteren Studie zur 3T3-L1-Zelllinie führte die Ver-

wendung von medium molecular weight- HA-Fragmenten (50kDa) zu einer ver-

minderten Lipidakkumulation [100]. So bleibt unklar, ob auch die Verwendung 

von kleineren HA-Fragmenten zu einer schlechteren Adipogenese in BMAds ge-

führt hätte und möglicherweise kein rescue möglich gewesen wäre. 

Insgesamt stützen zahlreiche Studien aus der Literatur die Daten, in denen der 

Effekt von 4-MU auf WAT untersucht wurde: Die Inhibition der HA-Synthese in 

3T3-L1-Zellen durch 4-MU führte zu einer schlechteren Differenzierung von Adi-

pozyten [82]. Weiterhin wurde in Untersuchungen von Grandoch et al. 2019 fest-

gestellt, dass die HA-Inhibition mit 4-MU in murinem weißem Fettgewebe eine 

Reduktion der Adipozytengröße sowie eine Abnahme entzündlicher Prozesse 

herbeiführte [74]. Diese Erkenntnisse und die vorliegenden Daten lassen darauf 

schließen, dass 4-MU auch in BMAds eine ähnlich inhibierende Wirkung auf die 

Differenzierung ausübte. Dies stützt die These, dass HA somit essenziell in der 

Adipogenese von BMAds ist.  

 

Es bedarf weiteren Untersuchungen, wie sich die HA-Matrix und BMAds bei bei-

spielsweise Cd44- und Hmmr-knockout Mäusen oder bei pharmakologischer 

Hemmung der HA-Rezeptoren verändern würde. Denkbar wäre eine spezifi-

schere Hemmung, indem beispielsweise die Zellen mittels kleiner interferierender 

RNA (small interfering RNA, siRNA) transfiziert werden, um einen genetischen 

knockout der genannten Moleküle zu induzieren. Interessanterweise wurden in 

Fortführung dieses Projekts in vivo Antikörper gegen CD44 verwendet, um die 

spezifische Bindungsstelle von HA und CD44 zu blockieren und anschließend die 

Adipozyten zu untersuchen. Externe Variablen, die diesen Prozess beeinflussen 

können, wurden somit reduziert. Die Ergebnisse hierfür und weitere Moleküle, 

die an der Adipogenese beteiligt sind, bleiben zu untersuchen. 
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5. Schlussfolgerung und Ausblick  
In der vorliegenden Arbeit konnte ein murines in vitro-Modell zur Differenzierung 

von Knochenmarkadipozyten etabliert werden. Im Verlauf wurden weitere Expe-

rimente zur Untersuchung der funktionellen Rolle der EZM während der Reifung 

der Präadipozyten durchgeführt. Die Daten zeigten, dass Präadipozyten im Ver-

lauf der Differenzierung HA sekretierten. HA wurde hierbei vor allem in der frühen 

Differenzierungsphase sezerniert, um so die Ausreifung zu Adipozyten zu indu-

zieren und diese zu beeinflussen. Die Genexpressionsanalysen legten nahe, 

dass hierbei vorrangig HAS2 von Bedeutung ist. Die Gene der HA-Rezeptoren 

Cd44 und Hmmr wurden dagegen im Differenzierungsprozess herunterreguliert. 

Hier könnte eine kompensatorische Regulation diskutiert werden. Es konnten 

keine signifikanten geschlechtsspezifischen Unterschiede zur HA-Matrix in 

BMAds eruiert werden. Sowohl die Zellen männlicher als auch weiblicher Tiere 

wiesen eine HA-Matrix auf, die während der Differenzierung reguliert wurde. 

Erste Daten zeigten, dass die Inhibition der HA-Synthese durch 4-MU zu einer 

verminderten Differenzierung in Knochenmarkadipozyten führte. Die HA-Matrix 

und die Anpassung der EZM spielt somit insgesamt eine entscheidende Rolle in 

der Adipogenese von BMAds.  

 

Die Expansion von Knochenmarkfettgewebe steht im engen Zusammenhang mit 

Erkrankungen des metabolischen Spektrums wie Adipositas und T2D [25]. Auch 

für HA und die dazugehörigen Zielproteine wie CD44 wurde eine funktionell wich-

tige Regulation im Rahmen metabolischer Erkrankungen beschrieben, jedoch 

nur in anderen Fettgewebsdepots wie beispielsweise im WAT [69-71, 74, 85]. So 

führte eine HA-Inhibition sowohl im WAT, BAT als auch in der Skelettmuskulatur 

zu einer Verbesserung der Insulinresistenz, was HA zu einem potenziellen the-

rapeutischen Angriffspunkt in T2D macht. Die Wechselbeziehung von HA und 

BMAT unter diabetischen Konditionen wird in der Literatur bis dato noch nicht 

diskutiert. Ein vertieftes Verständnis dieser Wechselwirkungen könnte auf lange 
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Sicht bedeutende Implikationen für die Behandlung und Prävention von metabo-

lischen Erkrankungen haben. Insbesondere könnte HA in Verbindung mit BMAT 

ein vielversprechendes translationales target im Bereich des T2D darstellen.  

 

Insgesamt betrachtet, kann die vorliegende Arbeit somit als Basis für weitere Un-

tersuchungen bezüglich der Rolle des BMAT, Veränderungen der HA-Matrix und 

möglicher therapeutischer Optionen unter physiologischen und pathologischen 

Bedingungen verwendet werden.  
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