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1 Einleitung

Die zunehmende Verbreitung von Übergewicht und Adipositas stellt weltweit ein wachsendes 

Gesundheitsproblem dar. Vor allem Adipositas ist assoziiert mit Herz-Kreislauf-Krankheiten

(Bogers et al., 2007), einem erhöhten Risiko für Diabetes mellitus Typ II (Wang et al., 2005) 

und dem Risiko an bestimmten Krebsarten, wie Kolon-, Nieren-, Pankreas-, Brust- und 

Gebärmutterhalskrebs zu erkranken (Renehan et al., 2008). Eine im Zeitraum von 2008 bis 

2011 durchgeführte Studie zur Gesundheit Erwachsener in Deutschland (DEGS1) zeigte, dass 

67,1 % der Männer und 53,0 % der Frauen übergewichtig, bzw. 23,3 % der Männer und 

23,9 % der Frauen adipös sind (Mensink et al., 2013). Im Vergleich zu früheren Studien 

(BGS98 und Nationalen Untersuchungssurvey 1990/92) ist der Anteil der Übergewichtigen 

unverändert geblieben, wohingegen die Adipositasprävalenz, insbesondere bei Männern, 

bedeutend zugenommen hat. Definiert werden Übergewicht und Adipositas über den Body-

Mass-Index (BMI). Laut WHO-Kriterien liegt Übergewicht bei einem BMI von über 25 

kg/m² vor, während ab einem BMI von 30 kg/m² von Adipositas gesprochen wird (WHO 

Technical Report Series 854, 1995).

Ausgelöst werden Übergewicht und Adipositas, wenn die Energieaufnahme durch die 

Nahrung den Energieverbrauch über längere Zeit übersteigt. Hierbei wird überschüssige 

Energie in Form von Triglyzeriden im Fettgewebe gespeichert. Die Zunahme von Fettgewebe 

im Körper, die zu Übergewicht und Adipositas führen kann, basiert sowohl auf dem Anstieg 

der Anzahl an Adipozyten (Hyperplasie) als auch auf der Zunahme des Volumens der 

Adipozyten (Hypertrophie). Die Hypertrophie wird hierbei als initiales Merkmal des 

beginnenden Übergewichts gesehen (Brook et al., 1972). Da die Adipozyten jedoch nur in 

einem begrenzten Maße wachsen und Triglyzeride speichern können, ist die Neubildung von 

Adipozyten zwingend erforderlich. Die Zunahme von Adipozyten während der Expansion 

von Fettgewebe kann sowohl im Fall von Übergewicht als auch bei der normalen Entstehung 

von Fettgewebe beobachtet werden (Knittle et al., 1979). Die molekularen Mechanismen zur 

Regulation der Genese von weißem Fettgewebe sind bis heute nicht genau bekannt. Während 

der Adipogenese differenziert sich die fibroblastenähnliche Präadipozyte zur 

lipidspeichernden, Insulin-sensitiven reifen Adipozyte. Dieser Differenzierungsvorgang ist 

äußerst dynamisch und verläuft über mehrere Entwicklungsstufen, an denen diverse 

Transkriptionsfaktoren beteiligt sind (Christy et al., 1989; Enerback et al., 1992; Herrera et 

al., 1989; Tontonoz et al., 1993). Der Ausgangspunkt der Adipogenese ist die mesenchymale 
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Stammzelle (MSC), welche durch Selbsterneuerung in der Lage ist den Stammzell-Pool 

konstant zu halten, andererseits nach einem entsprechenden Stimulus, in diverse 

Gewebetypen differenzieren kann. Tang et al. (2008) konnten diese Vorläuferzellen in der 

perivaskulären Nische des Fettgewebes nachweisen. Ist die MSC zum determinierten 

Präadipozyten differenziert, folgt eine Phase der Zellteilung bis zu einem Punkt, an dem die 

Präadipozyten durch Kontaktinhibition ihr Wachstum einstellen und aus dem Zellzyklus 

herausgenommen werden. Nach einem hormonellen Stimulus treten die wachstumsarretierten 

Präadipozyten erneut in den Zellzyklus ein und durchlaufen eine Phase der verstärkten 

Proliferation, die als mitotische klonale Expansion bezeichnet wird. Nach der klonalen 

Expansion folgt ein erneuter Zellzyklusarrest der Präadipozyten und die terminale 

Differenzierung beginnt mit der transkriptionalen Aktivierung von bestimmten Adipozyten-

spezifischen Genen. Eine Kaskade von Transkriptionsfaktoren wird schrittweise aktiviert und 

führt zum Insulin-sensitiven reifen Adipozyten. Diese reifen Adipozyten können unter 

bestimmten Umständen, wie z.B. einer Behandlung mit dem Tumor Nekrose Faktor 

(TNF ), dedifferenzieren und somit wieder Präadipozyten-Eigenschaften erlangen (Ron et al., 

1992; Kirkland et al., 2002). Diverse Studien belegen, dass die klonale Expansionsphase der 

Präadipozyten von Bedeutung für die weitere Differenzierung zum reifen Adipozyten ist. 

Blockiert man den Wiedereintritt der Zellzyklus arretierten Präadipozyten in den Zellzyklus 

mit „DNA Polymerase Alpha Inhibitor Aphidicolin“ (Reichert et al., 1999) oder Rapamycin 

(Yeh et al., 1995a), verhindert man die Differenzierung zum reifen Adipozyten. Diese 

Ergebnisse verdeutlichen, dass eine Wechselwirkung zwischen klonaler Expansionsphase und 

terminaler Differenzierung existiert und dass diese einen entscheidenden Einfluss auf die 

Adipogenese hat. 

Eng verbunden mit der Adipogenese ist der Turnover der Adipozyten. Unter normalen 

Bedingungen entwickeln sich Adipozyten aus ihren Vorläuferzellen, um einen korrekten 

Fettzellen-Turnover zu gewährleisten. So werden jährlich ungefähr 10 % der vorhandenen 

Adipozyten ersetzt (Spalding et al., 2008). In ihrer Studie zeigten Spalding et al. (2008), dass 

zu Beginn einer Adipositaserkrankung weder eine erhöhte Apoptose bzw. Nekrose noch eine 

verstärkte Proliferation der Adipozyten festgestellt werden kann, was für eine strenge 

Regulation der Adipozytenzahl spricht. Zudem konnte kein signifikanter Unterschied 

hinsichtlich der Adipozytensterblichkeit zwischen schlanken und adipösen Individuen 

beobachtet werden (Spalding et al., 2008). Die Expansion von Fettgewebe kann u.a. auf die 

vermehrte Einlagerung von Triglyzeriden in volldifferenzierten Adipozyten, was wiederum zu 

einer Zunahme des Zellvolumens führt, zurückgeführt werden (Bjorntop, 1974; Hirsch und 
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Batchelor, 1976). Erreicht eine Adipozyte aber ein kritisches Zellvolumen, führt dies zur 

Sekretion von Wachstumsfaktoren, welche die Proliferation von Präadipozyten vermitteln 

(Faust et al., 1978; DiGirolamo et al., 1998; Marques et al., 1998). Eine Analyse des 

Verhältnisses von Adipozytenvolumen zur Gesamt-Körperfettmasse, sowohl in subkutanem 

als auch in viszeralem Fettgewebe, ergab eine positive Korrelation, die jedoch keine lineare 

Beziehung beschreibt (Spalding et al., 2008). Daraus ergibt sich für Spalding, dass die 

Fettmasse durch die Anzahl und die Größe (Volumen) der Adipozyten bestimmt wird. 

Ein bedeutendes Gen im im Hinblick auf die Adipogenese ist das High Mobility Group AT-

Hook Protein 2 (HMGA2), ein Transkriptionsfaktor der die Regulation der Genexpression 

beeinflusst und zur Gruppe der High Mobility Group A-Proteine (HMGA-Proteine) gehört. 

Die HMGA-Proteine sind Chromatin-assozierte, säurelösliche Nicht-Histon-Proteine, die an 

sequenzunabhängige, spezifische Motive der DNA binden (Goodwin et al. 1973). Als 

architektonische Transkriptionsfaktoren erhöhen bzw. inhibieren sie über strukturelle 

Änderungen der Chromatinorganisation die Bindungsfähigkeit weiterer 

Transkriptionsfaktoren. Das humane HMGA2-Gen ist auf Chromosom 12q14~15 lokalisiert 

und verfügt über fünf Exons, die sich über eine 160kb große genomische Ebene erstrecken. 

Es codiert ein 109 Aminosäuren langes Protein, dessen molekulare Masse 12 kDa beträgt. Das 

HMGA2-Protein ist durch drei stark konservierte DNA-bindende Domänen, die sogenannten 

AT-Hooks und eine saure negativ geladene C-terminale Domäne gekennzeichnet (Bustin, 

1999; Reeves, 2001; Solomom et al., 1986). Die positiv geladenen AT-Hook-Motive 

erstrecken sich über neun Aminosäuren und beinhalten die unveränderliche Sequenz von Arg-

Gly-Arg-Pro, welche von weiteren positiv geladenen Aminosäuren flankiert wird. Diese AT-

Hooks erkennen und binden an AT-reiche Sequenzen in der kleinen Furche der DNA. Dabei 

werden vielmehr bestimmte Strukturen als eine spezielle Nukleotidabfolge erkannt. In 

Abhängigkeit von der Anzahl und dem Abstand der AT-reichen Sequenzen binden die AT-

Hooks von HMGA2 an die DNA und induzieren somit eine Konformationsänderung der 

Doppelhelix, die die Bildung eines Enhanceosomkomplexes erlaubt. Dieser Komplex 

ermöglicht eine Protein-DNA- und Protein-Protein-Interaktion, welche die Genexpression 

ermöglicht oder inhibiert (Reeves und Beckenbauer, 2001). Über direkte Protein-Protein-

Interaktion mit anderen Transkriptionsfaktoren ist es HMGA-Proteinen auch ohne vorherige 

DNA-Bindung möglich, die Transkription von Genen zu beeinflussen. HMGA2 interagiert 

beispielsweise mit dem E1A-regulierten Transkriptionsrepressor p120E4F, was wiederum zu 

einer Unterbrechung der Bindung von p120E4F an das cAMP Response Element (CRE) in der 

Promotorregion vom zellzyklussteuernden Cyclin A führt und somit die Transkription von 
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Cyclin A aktiviert (Tessari et al., 2003). Die saure negativ geladene C-terminale Domäne 

moduliert Protein-Protein-Interaktionen (Yie et al., 1997; Noro et al., 2003), verstärkt 

möglicherweise die Transkriptionsfaktoraktivität (Yie et al., 1997) und ist durch 

posttranslationale Phosphorylierung an der DNA-Bindungsfähigkeit des HMGA2-Proteins 

beteiligt (Sgarra et al., 2009). Die Regulation von HMGA2 erfolgt sowohl posttranskriptional 

als auch posttranslational. Durch multiple Bindestellen im 3´UTR von HMGA2 sind diverse 

microRNAs (miRNAs) der let-7 Familie in der Lage die Genexpression von HMGA2

posttransskriptional negativ zu regulieren (Lee et al., 2007; Mayr et al. 2007). Eine ektopische 

Expression von let-7 reduziert die HMGA2-Expression durch die Degradierung der HMGA2-

mRNA (Mayr et al., 2007). Weitere Beispiele für die Inhibition von HMGA2 durch miRNAs 

konnten in Mausmodellen (Mayr et al., 2007), an Plattenepithelkarzinomen des Kopf- und 

Halsbereichs (Hebert et al., 2007) und an uterinen Leiomyomen (Wang et al., 2007) gezeigt 

werden. Posttranslationale Modifikationen des HMGA2-Proteins wie z.B. Acetylierung, 

Methylierung und Phosphorylierung (Schwanbeck et al., 2000; Goodwin, 1998; Di Agustino 

et al., 2004), ändern seine Bindungsaffinität an DNA sowie an Proteine und beeinflussen die 

biologische Aktivität des HMGA2-Proteins.  

Das HMGA2-Protein spielt eine bedeutende Rolle in einer Vielzahl biologischer Prozesse wie 

Wachstum, Proliferation und Differenzierung. Während der murinen Embryonalentwicklung

konnten bis zum Tag 9,5 post Conceptionem hohe Hmga2-Expressionen in nahezu allen 

Geweben ermittelt werden (Hirning-Folz et al., 1998). Im weiteren Verlauf der 

Embryonalentwicklung beschränkt sich die Expression auf spezifische Organe und Gewebe, 

wobei die Hmga2-Expression hauptsächlich auf das aus dem Mesoderm abgeleitete Gewebe 

begrenzt ist. In adultem Gewebe ist die HMGA2-Expression nicht oder nur in geringem Maße 

detektierbar (Rogalla et al., 1996; Gattas et al., 1999). Wichtige Hinweise zur Bedeutung von 

HMGA2 in Bezug auf das Wachstum eines Organismus gaben klassische genetische Studien 

am Mausmodell. Zhou et al. konnten 1995 an einem Mausstamm mit einem Pygmy-Phänotyp, 

welcher aufgrund einer spontanen Mutation einem Wachstumsstop unterworfen war und 

somit einen Zwergenwuchs bei den Mäusen bedingt, zeigen, dass diese Mutation das Hmga2-

Gen betraf. Untersuchungen an Hmga2 Knock-out Mäusen konnten eine Beteiligung anderer 

Gene für die Ausprägung des Pygmy-Phänotyps ausschließen. Homozygote Hmga2-/- Mäuse 

zeigen klassische Merkmale des Pygmy-Phänotyps wie geringes Geburtsgewicht, 

kraniofaziale Defekte und ein deutlich reduziertes adultes Körpergewicht (nur 40 % des 

Wildtypgewichts) (Zhou et al., 1995; Benson und Chada, 1994). Heterozygote Hmga2+/-

Mäuse exprimieren etwa 50 % des Hmga2-Levels des Wildtyps und die adulten Tiere 
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erreichen knapp 80 % des Wildtyp-Körpergewichts (Zhou et al., 1995). Füttert man die 

Hmga2-/- bzw. Hmga2+/- Mäuse über mehrere Wochen mit einer fettreichen Diät, was bei der 

Wildtypmaus zu Fettleibigkeit führt, zeigen die Hmga2-defizienten Mäuse keine signifikante 

Gewichtszunahme (Anand und Chada, 2000). Bei Fütterung einer Standarddiät konnte 

hingegen kein Unterschied zwischen dem Gewicht der Hmga2+/- Maus und dem Wildtyp 

festgestellt werden. In ihrer Studie verglichen Anand und Chada (2000) nun das 

Körpergewicht von Lepob/ Lepob Mäusen mit dem von Hmga2-/-, Lepob/ Lepob Mäusen. Die 

Lepob/ Lepob Maus zeigt aufgrund eines Leptindefizits u.a. folgende Symptome: Adipositas, 

Hyperphagie, ein Diabetes-ähnliches Syndrom der Hyperglykämie und eine Glukose-

intoleranz. Die Fettleibigkeit der Lepob/ Lepob Maus ist von der Zunahme des Zellvolumens 

und der Anzahl der Adipozyten geprägt. Obwohl die Hyperphagie zur Fettleibigkeit beiträgt, 

weisen homozygote Lepob/ Lepob Mäuse bei einer Diät, die bei Wildtypmäusen gerade zur 

Aufrechterhaltung des normalen Körpergewichts reicht, zudem einen enormen Zuwachs an 

Gewicht und Fettgewebe auf (Herberg und Coleman, 1977). Interessanterweise zeigte sich, 

dass die Hmga2-/-, Lepob/ Lepob Maus nur 27 % des Gewichts der Lepob/ Lepob Maus aufweist. 

Dieses geringere Gewicht der Hmga2-/-, Lepob/ Lepob Maus basiert im Vergleich zur 

Lepob/ Lepob Maus auf der geringeren Zellzahl im Fettgewebe (Anand und Chada, 2000).  

Im Gegensatz zu den Hmga2 Knock-out Mäusen weisen transgene Hmga2 Mäuse, die ein 

trunkiertes Hmga2-Protein translatieren, einen Riesenwuchs und einen enormen Zuwachs an 

retroperitonealem und subkutanem weißen Fettgewebe, sowie eine Lipomatose im Bereich 

des Beckens und des Abdomens auf (Battista et al., 1999). Die transgenen Hmga2 Mäuse sind 

im Vergleich zu ihren Wildtyp-Wurfgeschwistern im Schnitt 15 % größer und ihr 

Körpergewicht ist knapp 36 % höher. Weitere große Fettdepots konnten mittels 

Magnetresonanztomographie bei den transgenen Hmga2 Mäusen im Becken- und 

Nebenhodenbereich ausgemacht werden. Zudem besitzen sie große Fettpolster an den Nieren, 

am Mediastinum und im Bereich des Herzens. Histologische Untersuchungen des subkutanen 

Fettgewebes der Mäuse wiesen keinen Unterschied im Vergleich zu normalem Fettgewebe 

auf. Expressionsanalysen von Adipozyten-Differenzierungsmarkern, wie Adipozyten aP2 Gen 

(aP2), Peroxisom-Proliferator-aktivierte Rezeptor  (PPAR- ), Lipoprotein Lipase (LPL) und 

Leptin, an lipomatösem Gewebe zeigten keine Veränderungen im Differenzierungsstand im 

Vergleich zu Fettgewebe, das nicht von der Expression des trunkierten Hmga2-Gens 

beeinflusst war. Weitere Studien an transgenen Hmga2 Mäusen, die ebenfalls ein trunkiertes 

HMGA2-Protein translatieren, zeigten, neben der von Battista et al. (1999) beschriebenen 

Zunahme von subkutanem weißem Fettgewebe, eine Entzündung des Fettgewebes und eine 
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verstärkte Inzidenz von Lipomen (Arlotta et al., 2000). Die an Mausmodellen gewonnen 

Erkenntnisse zur Bedeutung von HMGA2 während des Wachstums und der Differenzierung 

konnten 2005 auch bei einem humanen Patienten bestätigt werden. Ligon et al. berichteten 

von einem acht Jahre alten Jungen, der eine perizentrische Inversion des Chromosoms 12 mit 

den Bruchpunkten p11.22 und q14.3 aufweist, welche zu einer verstärkten Expression eines 

trunkierten HMGA2-Gens führt (Ligon et al., 2005). Phänotypisch zeigte sich ein 

übermäßiges Wachstum in Bezug auf Größe und Gewicht, eine fortgeschrittene 

endochondrale Ossifikation, ein zerebellarer Tumor und multiple Lipome. Während beim 

Menschen Lipome verbreitet vorkommende Tumoren mesenchymalen Ursprungs sind, 

kommt es bei Mäusen äußerst selten zu diesen spontanen Läsionen. Eine Veränderung, die 

häufig bei humanen Lipomen auftritt, ist eine Rearrangierung der Chromosomenregion 

12q13~15, die mit einer Aktivierung der sonst inaktivierten HMGA2-Allele assoziiert ist 

(Ahsar et al., 1995; Schoenmakers et al., 1995). Diese Aktivierung resultiert in einer 

verstärkten transkriptionellen Hochregulation des HMGA2-Gens (Tallini et al., 1997; Bartuma 

et al., 2009), welche maßgeblich zur Tumorbildung beiträgt. Häufig führen bei Lipomen und 

anderen mesenchymalen Tumoren Brüche in der Region 12q13~15 zu Translokationen, bei 

denen durch Fusion der Exons 1-3 des HMGA2-Gens mit einem neuen Open Reading Frame 

(ORF) des Translokationspartners Fusionsgene und chimäre Transkripte entstehen (Ashar et 

al., 1995; Schoenmakers et al., 1995; Petit et al., 1999). Häufige Translokationspartner sind 

u. a. das LIM Domain Containing Preferred Translocation Partner In Lipoma (LPP) Gen, 

welches auf Chromosom 3q27-28 lokalisiert ist (Petit et al., 1996; Petit et al., 1998) und das 

Lipoma HMGIC Fusion Partner (LHFP) Gen, das auf dem langen Arm von Chromosom 13 

liegt. Diese Translokationspartner bringen eine transkriptionelle Ko-Aktivator Domäne bzw. 

eine Protein-Protein Interaktionsdomäne in das Fusionsprotein ein und stellen somit einen 

‚Gain-of-Function‘ für das neue Fusionsprotein dar. Eine Studie an einer primären Zellkultur 

eines Lipoms mit dem Karyotyp 46,XX,t(12;13)(q14~q22;q21~q32) zeigte die Expression 

eines trunkierten HMGA2-Proteins ohne zusätzliche fusionierte funktionelle Domäne (Ashar 

et al., 2003). Dieses Lipom exprimierte zusätzlich zum trunkierten HMGA2 auch das nicht 

veränderte HMGA2 vom Wildtyp-Allel, es konnte also eine diallelische Expression von 

HMGA2 festgestellt werden. Ashar et al. (2003) postulierten daraufhin ein Modell zur 

Pathogenese von mesenchymalen Tumoren, bei denen es durch Rearrangierungen von 

HMGA2 nicht zu einer ‚Gain-of-Function‘ im chimären HMGA2-Protein kommt und dadurch 

die Expression des Wildtyp-Allels von HMGA2 ausschlaggebend für die Tumorbildung ist. 

Neben der transkriptionellen Aktivierung des HMGA2-Gens durch Rearrangierungen der 
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Chromosomenregion 12q14~15 in Tumoren mesenchymalen Ursprungs konnte Ayoubi et al. 

die Hmga2-Expression in ruhenden 3T3-L1 Zellen mittels Serum und Wachstumsfaktoren 

induzieren. Die murine Präadipozyten-Zelllinie 3T3-L1 ist ein gut charakterisiertes 

Differenzierungsmodell embryonalen Ursprungs, welches nach hormoneller Stimulation zu 

Adipozyten differenziert (Smas und Sul, 1995). Bei diesem Differenzierungsvorgang 

verlieren die Präadipozyten ihre fibroblastenähnliche Erscheinung, durchlaufen ein bis zwei 

Mitosezyklen und erlangen anschließend den morphologischen und biochemischen Phänotyp 

von Adipozyten. Exponentiell wachsende 3T3-L1 Präadipozyten exprimieren auf einem 

hohen Niveau Hmga2-mRNA. Induziert man die Differenzierung der 3T3-L1 Präadipozyten 

zu Adipozyten durch Zugabe eines Differenzierungsmediums, welches 3-Isobutyl-1-Methyl-

Xanthin, Dexamethason und Insulin enthält, nimmt die Hmga2-mRNA Expression stark ab 

(Ayoubi et al., 1999). Eine kinetische Analyse der Expression von Hmga2 während der 

Differenzierung von Präadipozyte zur Adipozyte zeigte die Charakteristiken eines Delayed-

Early-Response Gens. Stimuliert man ruhende, synchronisierte 3T3-L1 Präadipozyten mit 

fetalem Kälberserum (FKS), induziert dies eine starke Hmga2-Expression, deren Peak 

zwischen sechs und neun Stunden nach Serumzugabe mit dem Mittelpunkt der G1-Phase des 

Zellzyklus korreliert und die signifikante Abnahme der Hmga2-Expression nach 15 Stunden 

mit dem Anfang der S-Phase und der DNA-Synthese zusammenfällt (Ayoubi et al., 1999). 

Die zeitliche Koordinierung der Hmga2-Expression während des Differenzierungsprozesses

zeigt die bedeutende Rolle von HMGA2 in dem vorgeschalteten und notwendigen 

Proliferationsschritt für die späteren Phasen der Adipozytendifferenzierung. Neben FKS 

können auch Wachstumsfaktoren wie Fibroblast Growth Factor 1 (FGF-1) und Platelet 

Derived Growth Factor-BB (PDGF-BB) die HMGA2-Expression in 3T3-L1 Präadipozyten 

induzieren, wobei hier die Expression länger anhält (Ayoubi et al., 1999). Diverse Studien 

konnten FGF-1 als einen Schlüsselregulator bei der Proliferation und Differenzierung von 

humanen Präadipozyten identifizieren (Hutley et al., 2004; Newell et al., 2006; Widberg et al., 

2009). FGF-1 beeinhaltet eine zytoplasmatische Tyrosinkinase, mit der es an 

Transmembranrezeptoren bindet (Burgess und Maciag, 1989). Diese Bindung von FGF-1 

induziert die Phosphorylierung verschiedener intrazellulärer Proteine und damit eine 

Aktivierung der Phospholipase C  und der MAP-Kinase (Burgess und Maciag, 1989). Der 

MAP-Kinase-Signalweg ist u. a. an der Embryogenese, der Zelldifferenzierung, der 

Zellproliferation und der Apoptose beteiligt. 

Eine weitere eminente Rolle spielt HMGA2 bei der Selbsterneuerung von Stammzellen. 

Verschiedene Studien konnten einen Rückgang der HMGA2-Expression, sowohl in jungen 
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adulten hämatopoetischen Stammzellen (HSC) im Vergleich zu fetalen HSCs (Kiel et al., 

2005), als auch in neuronalen Stammzellen (NSC) im Vergleich zu ihren Progenitoren 

(Nishino et al., 2008) nachweisen. Ein reduziertes Selbsterneuerungspotential von NSCs 

konnte an Hmga2-defizienten Mäusen während der Embryonalentwicklung und während des 

jungen Erwachsenalters gezeigt werden. Dies verringert die Stammzelldichte bei der Geburt 

und im fortgeschrittenen Erwachsenenalter. Mit dem verringerten Selbsterneuerungspotential

war eine signifikante Reduzierung der Proliferation innerhalb der Stammzell-Kolonie 

assoziiert. Eine induzierte HMGA2-Überexpression konnte den Selbsterneuerungsdefekt in 

HMGA2-defizienten NSCs wiederum aufheben (Nishino et al., 2008). Die Abnahme der 

HMGA2-Expression mit fortschreitendem Alter geht mit einer erhöhten Expression von 

p16Ink4a, p14Arf und der miRNA let-7b (Nishino et al., 2008) einher. p16Ink4a und p14Arf, (ein 

vorgelagerter Agonist von p53) sind Zellzyklusinhibitoren und werden im CDKN2A-Lokus

kodiert. Die Expression dieses Lokus führt zu einem Zellzyklusarrest, der letztendlich zur 

zellulären Seneszenz führt oder Apoptose induziert (Lowe und Sherr, 2003). Die 

tumorsuppressiven Eigenschaften von p16Ink4a und p14Arf stellen einen Schutzmechanismus 

bei einer Überexpression von HMGA2 dar, um eine unkontrollierte Zellerneuerung zu 

verhindern (Nishino et al., 2008, Markowski et al., 2011a). Die Zunahme von seneszenten 

Zellen ist generell mit altersbedingten Erkrankungen assoziiert. Bei Ay-Mäusen, die durch 

exzessive Kalorienaufnahme unter Fettleibigkeit und einer Diabetes Typ II-ähnlichen 

Erkrankung leiden, kann eine Seneszenz-assoziierte Zunahme der ß-Galaktosidase-Aktivität, 

eine erhöhte Expression von p53 und eine verstärkte Produktion von proinflammatorischen 

Zytokinen im Fettgewebe festgestellt werden. Letzteres führt zu einer Insulinresistenz 

(Minamino et al., 2009). Untersuchungen an Fettgewebe von Individuen mit Diabetes zeigten 

eine verstärkte ß-Galaktosidase-Aktivität sowie eine erhöhte Expression von p53 und 

CDKN1A-mRNA (p21) im Vergleich zu Nicht-Diabetikern. Zudem ließ sich eine signifikante 

Erhöhung von inflammatorischen Zytokinen feststellen, was vermuten lässt, dass die 

Seneszenz von Zellen ein wichtige Rolle bei der Entstehung von Diabetes spielt (Minamino et 

al., 2009). Neuere Studien konnten zudem eine Verbindung zwischen Einzelnukleotid-

Polymorphismen (SNP) im HMGA2-Lokus und dem Risiko an Diabetes Typ II zu erkranken 

feststellen (Ohshigo et al., 2011; Voight et al., 2010; Dayeh et al., 2013). 

Die Aufklärung der molekularen Mechanismen, die zur Adipogenese beitragen ist im 

Hinblick auf die steigende Adipositasprävalenz in der Bevölkerung von zunehmender 

Bedeutung. Dem HMGA2-Gen kommt bezüglich der Hyperplasie im Fettgewebe und dem 

Turnover der Adipozyten eine tragende Rolle zu. Der Großteil der gewonnenen Erkenntnisse 
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über die Wirkungsmechanismen von HMGA2 in Adipozyten wurde am Mausmodell bzw. in 

Zellkulturversuchen gewonnen. In vivo Studien an Tieren (wie z. B. Hunden), deren Genom 

höhere Homologien zum menschlichen Genom aufweist und am Menschen selbst sind 

hingegen kaum zu finden. Ein besseres Verständnis der HMGA2-Funktion im humanen 

Fettgewebe könnte neue Therapieansätze und diagnostische Biomarker hervorbringen, die bei 

der nachhaltigen Behandlung von Übergewicht und Adipositas helfen könnten. Die heutigen 

Methoden zur Bekämpfung von Adipositas mittels nicht invasiver Hilfsmittel, wie 

medikamentöser Appetitzügler oder Medikamente (z.B. Orlistat), die die Fettaufnahme 

verringern, sind nicht nachhaltig, wohingegen chirurgische Eingriffe, bei denen der Magen 

verkleinert (Resektion, Shunt) oder das Magenvolumen mittels Magenballon oder -ring 

verringert wird, stark Risiko behaftet sind. In der vorliegenden Arbeit sollten 

Expressionsmuster von HMGA2, p14Arf und CDKN1A an humanem und caninem subkutanen 

abdominalem weißem Fettgewebe, Lipomen sowie an aus Fettgewebe gewonnenen 

Stammzellen (ADSC) im Zusammenhang mit der Hyperplasie von Fettgewebe und dem 

Turnover von Adipozyten analysiert werden. Zudem sollte eine mögliche Verbindung 

zwischen der Diabetes Typ II Erkrankung und der HMGA2-Expression untersucht werden.
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2 Material und Methoden 

2.1 Gewebeproben 

Die Gewebeproben der verwendeten humanen Lipome (Publikation I) wurden von Prof. Dr. 

F. Mertens vom Universitätsklinikum Skåne, Universität Lund und das humane subkutane 

abdominale Fettgewebe (Publikation I, II und III) wurden von Prof. Dr. H. Wenk vom 

Klinikum Bremen-Nord bereitgestellt. Die caninen subkutanen Fettgewebe (Publikation I) 

stammten von der Kleintierklinik der Stiftung Tierärztliche Hochschule Hannover (Prof. Dr. I. 

Nolte). Für die Erstellung von Primärkulturen (Publikation I) wurden die entnommenen 

Gewebeproben während der Operation in steriles Hanks-Medium überführt. Weitere 

Gewebeproben (Publikation I, II und III) wurden für die RNA-Isolierung während oder direkt 

nach der Operation in flüssigem Stickstoff gelagert. Für alle verwendeten humanen 

Gewebeproben wurden die Forderungen der Deklaration von Helsinki erfüllt. Eine schriftliche 

Einverständniserklärung für die Verwendung der Gewebeproben wurde von den Patienten 

gegeben.

2.2 Isolierung und Kultivierung von humanen und caninen ADSCs 

Subkutanes canines und humanes weißes Fettgewebe wurde für die Erstellung von 

Primärkulturen (Publikation I) mechanisch in kleine Stücke zerkleinert und anschließend mit 

0,26 % (200 U/ml) Collagenase behandelt. Die Isolierung der ADSCs aus diesen Proben 

erfolgte nach dem Protokoll von Planat-Bénard (2003). Die weitere Kultivierung erfolgte mit 

Medium 199 + 10 % FKS bei 37 °C und einer wassergesättigten 5 %-igen CO2-Atmosphäre

im Brutschrank. Nach jeweils drei Tagen erfolgte der Austausch des Mediums und bei 

konfluenten Zellrasen erfolgte das Passagieren der Zellkultur unter Verwendung von TrypLE. 

2.3 Stimulierung von Fettgewebsexplantaten 

Kleine Fettgewebsstücke wurden für die Stimulierung mit FGF1 (Publikation I) in eine 6-

Well-Platte mit Medium 199 + 1 % FKS überführt. Nach 24-stündiger Stimulation wurden die 

Explantate für die folgende RNA-Isolierung geerntet. Als Kontrollansätze dienten nicht-

stimulierte Fettgewebsexplantate, die 24 h nach dem Aussäen geerntet wurden.    
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2.4 Stimulierung von humanen ASDCs mit FGF1 

Bei der Stimulation von humanen ADSCs mit FGF1 (Publikation I) wurden 300.000 ADSCs 

pro 9,6 cm² Schale ausgesät. Nach 24 h wurde die Serumkonzentration auf 1 % FKS reduziert 

und nach weiteren 24 h wurde das Medium durch serumfreies Medium ergänzt mit 25 ng/ml 

humanem rekombinantem FGF1 ersetzt. Nach 24-stündiger Stimulation wurden die Zellen für 

eine RNA-Isolierung geerntet. Als Kontrollansatz dienten ADSCs die mit Medium 199 + 1 % 

FKS kultiviert wurden. Für den Western Blot Ansatz (Publikation I) wurden 35.000 ADSCs 

pro 9,6 cm² Schale ausgesät und für 72 h bzw. 120 h mit 25 ng/ml FGF1 stimuliert. Als 

Kontrollansatz dienten ADSCs die nicht mit FGF1 stimuliert wurden. Für die 

immunhistochemische Untersuchung (Publikation I) wurden humane ADSCs mit einer Dichte 

von 200.000 Zellen pro 76 x 26 mm Objektträger ausgesät. Nach 72 h wurde die 

Serumkonzentration auf 1 % FKS 24 h vor der Stimulierung mit FGF1 reduziert. 

Anschließend wurde das Medium durch serumfreies Medium mit 25 ng/ml bzw. 50 ng/ml 

FGF1 ausgetauscht. Als Kontrolle wurde ein Ansatz mit Medium 199 + 1 % FKS ohne FGF1 

kultiviert. Nach 48 h bzw. 72 h nach der Stimulierung mit dem Wachstumsfaktor wurde das 

Medium entfernt und die Zellen in 96 % Ethanol auf dem Objektträger fixiert.

2.5 Western Blot 

Für die Bestimmung der HMGA2-Proteinkonzentration nach Stimulierung mit FGF1 

(Publikation I) mittels Western Blot wurde die Extraktion der Proteine mit RIPA-Puffer 

durchgeführt. Die Proteinkonzentration wurde mittels Pierce BCA Protein Assay Kit nach 

Herstellerangaben bestimmt. 4,5 μg Gesamtprotein wurde mittels SDS-PAGE aufgetrennt und 

anschließend auf eine Nitrocellulosemembran transferiert. Die Membran wurde dann mit 

HMGA2- und Beta-Actin-Antikörper inkubiert und die Proteinbanden wurden mittels 

NBT/BCIP-Substrat visualisiert. Die Auswertung der Bandenintensität erfolgte mit dem 

Programm ImageJ. 

2.6 Immunhistochemische Untersuchung an stimulierten humanen ADSCs 

Der immunhistochemische Nachweis von HMGA2-Proteine (Publikation I) in stimulierten 

humanen ADSCs wurde in Zusammenarbeit mit Dr. Helmke vom Institut für Pathologie des 

Elbeklinikums Stade mittels eines DAKO ChemMate Detektions-Kits und eines 

halbautomatischen DAKO TechMate Färbeautomaten nach Herstellerangaben durchgeführt. 

Für die Antigendemaskierung wurden die Objektträger anschließend in einem PT Link Modul 



MATERIAL UND METHODEN 

12

mit EnVision™ FLEX Target Retrieval Solution behandelt. Der verwendete HMGA2-

Antikörper wurde in einem Verhältnis von 1 zu 100 verdünnt. 

2.7 Restimulierung von caninen ADSCs mit FGF1 

Für die Restimulierungsexperimente mit FGF1 (Publikation I) wurden canine ADSCs wie 

unter 2.4 beschrieben ausgesät und kultiviert. Anstatt die ADSCs nach 24 h nach der FGF1 

Stimulation zu ernten, wurde der Ansatz nach 72 h erneut mit 25 ng/ml FGF1 restimuliert. Als 

Kontrolle dienten ADSCs kultiviert in Medium 199 + 1 % FKS ohne FGF1. Nach 6 h, 12 h, 

24 h, 48 h, 72 h, 84 h und 96 h wurden die jeweiligen Zellansätze geerntet und eine RNA-

Isolierung durchgeführt. 

2.8 RNA-Interferenz mittels HMGA2 spezifischen siRNAs 

Humane ADSCs wurden mit 4 HMGA2-spezifischen siRNAs mittels SureFECT transfection 

reagent transfiziert. Am Tag vor der Transfektion wurden in einer 6-Well-Platte humane 

ADSCs mit einer Dichte von 200.000 Zellen pro 9.6 cm² Schale mit Medium 199 + 20 % 

FKS und Antibiotika ausgesät. Für die Transfektion wurde das Medium durch 2 ml Medium 

199 + 1 % FKS ergänzt mit 25 ng/ml FGF1 ersetzt, die Zellen wurden dann mit 2 μM der 

jeweiligen HMGA2-spezifischen siRNA mittels 6 μl Transfektion-Reagenz transfiziert. Als 

Negativ-Kontrolle wurde nicht-spezifische siRNA zu humanen ADSCs gegeben. Die Zellen 

wurden unter normalen Kulturbedingungen gehalten und nach 24 h nach der Transfektion für 

die qRT-PCR Analyse geerntet. 

2.9 RNA-Isolierung

Die RNA-Isolierung (Publikation I, II und III) wurde nach Herstellerangaben mittels RNeasy 

Mini Kit auf einem QIACube durchgeführt. Die Isolierung der Gesamt-RNA erfolgte mit 

Qiazol Lysis Reagenz und die RNA wurde auf miRNeasy Säulen aufgereinigt. Auf der Säule 

fand ein DNA-Verdau mittels DNase während der RNA-Isolierung statt. 

2.10 cDNA-Synthese 

Für die cDNA-Synthese (Publikation I, II und III) wurde 250 ng RNA mittels 200 U M-MLV 

Reverse Transkriptase, RNase Out und 150 ng Random Hexamer nach Herstellerangaben in 

cDNA umgeschrieben. Die RNA wurde bei 65 °C für 5 min denaturiert und anschließend 

mindestens 1 min auf Eis gelagert. Nach der Zugabe des Enzyms wurde für das Annealing der 
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Random Hexamere an die RNA der Mix für 10 min bei 25 °C inkubiert. Die anschließende 

Reverse Transkription wurde bei 37 °C für 50 min durchgeführt, gefolgt von einer 15 min 

Inaktivierung der Reversen Transkriptase bei 70 °C. Die cDNA Synthese für die absolute 

quantitative Real-Time PCR (Publikation I) wurde wie oben beschrieben durchgeführt mit 

einer Ausnahme. Anstelle der Random Hexamere wurden canine HMGA2 reverse Primer 

benutzt, zudem entfiel der Annealing Schritt bei 25 °C für 10 min. 

2.11 Quantitative Real-Time PCR 

Die relative Quantifizierung der Genexpression wurde mittels Real-Time PCR auf dem 

Applied Biosystems 7300 Real-Time PCR System durchgeführt. Kommerziell erhältliche 

Genexpressions-Assays wurden zur Quantifizierung der mRNA-Level von p14Arf, CDKN1A,

HMGA2, PPAR- und MKi67 verwendet. Als endogene Kontrolle für die humanen Zellen 

wurde, wie von Markowski et al. (2010) beschrieben, HPRT genutzt. Für die Amplifizierung 

des caninen HMGA2 wurden folgende Primer 5’-AGT CCC TCC AAA GCA GCT CAA 

AAG-3’ (forward), 5’- GCC ATT TCC TAG GTC TGC CTC-3’ (reverse) und als Sonde 5’-

6-FAM- GAA GCC ACT GGA GAA AAA CGG CCA-TAMRA-3’ verwendet. Bei den 

caninen Zellen diente das Housekeeping Gen GUSB (Beta-Glucuronidase) als Referenz für 

die relative Quantifizierung der Gene. Folgende Primer/Sonde wurde für die Vervielfältigung 

der GUSB mRNA benutzt: 5’- TGG TGC TGA GGA TTG GCA-3’ (forward), 5’- CTG CCA 

CAT GGA CCC CAT TC-3’ (reverse) und 5’-6-FAM-CGC CCA CTA CTA TGC CAT CGT 

GTG T-TAMRA-3’ (Sonde). Alle gemessenen Proben wurden dreifach bestimmt. Die 

Quantifizierung der Genexpression wurde in 96-Well Platten mit der zu untersuchenden 

cDNA des jeweiligen genspezifischen Assays und des Universal-PCR-Mastermixes 

durchgeführt. Das Temperaturprofil der Real-Time PCR Reaktion folgte den 

Herstellerangaben: Bei 50 °C erfolgt eine 2-minütige Inkubation mit Uracil-N-Glykosylase,

gefolgt von der Deaktivierung von Uracil-N-Glykosylase und gleichzeitiger Denaturierung 

des Templates bei 95 °C für 10 min. Anschließend folgte die Amplifikation in 50 Zyklen 

beginnend mit der Denaturierung für 15 sec bei 95 °C und der Kombination aus 

Annealing/Elongation für 60 sec bei 60 °C. Die erhaltenen Daten wurden mittels 

vergleichender CT-Methode ( CT-Methode) ausgewertet. 

Die absolute Quantitative Real-Time PCR (Publikation I) wurde mit den oben beschriebenen 

caninen HMGA2 Primern/Sonde durchgeführt. Zusätzlich wurde eine Kalibrierungskurve mit 
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bekannten Konzentrationen von HMGA2dog Standard Oligonucleotiden erstellt und die 

gemessenen Signale wurden der Kalibrierungskurve zugeordnet. 

2.12 Statistische Analyse 

Die statistische Auswertung der Daten, sowie die Erstellung der Selbstorganisierten Karten 

(Publikation III) wurden in Zusammenarbeit mit Prof. Dr. Manfred Wischnewsky vom 

eScience Lab der Universität Bremen mittels Levene-Test, Kolgomorov-Smirnov-Test, 

Kruskal-Wallis-Test, Mann-Whitney-U-Test und Kendalls-Tau-b-Test (Publikation II und III) 

durchgeführt. Die statistischen Analysen in der Publikation I wurden mit Hilfe des t-Tests 

vorgenommen.
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3 Ergebnisse

Eine Zunahme von Fettgewebe kann sowohl während der Ontogenese als auch bei der 

Entstehung von Übergewicht bzw. Adipositas beobachtet werden. Hypertrophie ist vermutlich 

das initiale Ereignis auf dem Weg zum Übergewicht. Die Adipozyten erreichen jedoch 

irgendwann eine Größe bei der Diffusionsprozesse, die für die Einlagerung neuer Triglyzeride 

notwendig sind, nicht mehr schnell genug ablaufen können (Faust et al., 1978; DiGirolamo et 

al., 1998; Marques et al., 1998). Um den Bedarf an neuem Speicherplatz für Triglyzeride zu 

decken, müssen daher neue Präadipozyten rekrutiert werden. Ein Gen, welches an den hierzu 

notwendigen Prozessen der Zellproliferation und –differenzierung maßgeblich beteiligt ist, ist 

HMGA2. Hmga2 Knock-out-Mäuse zeigen ein geringeres Geburtsgewicht und erlangen nur 

etwa 40 % des adulten Körpergewichts des Wildtyps (Zhou et al., 1995), während transgene 

Hmga2 Mäuse hingegen ein um etwa ein Drittel höheres Körpergewicht als ihre Wildtyp- 

Wurfgeschwister aufweisen (Battista et al., 1999). 

In der vorliegenden Arbeit wurde daher die Rolle von HMGA2 im Bezug auf den Turnover 

von Adipozyten und die Hyperplasie in weißem subkutanen Fettgewebe untersucht. 

3.1 Publikation I: Permanent Activation of HMGA2 in Lipomas Mimics Its Temporal 

Physiological Activation Linked to the Gain of Adipose Tissue (Thies et al., 2012):

Zhou et al. (1995) entwickelten eine Hypothese die besagt, dass Hmga2 für die proliferative 

Expansion von Präadipozyten notwendig ist. Hmga2 Knock-out-Mäuse haben aus diesem 

Grund eine eingeschränkte Fähigkeit zur Expansion von Präadipozyten, was wiederum zu 

einer geringen Anzahl von reifen Adipozyten führt (Anand und Chada, 2000). Im Gegensatz 

dazu steht die permanente HMGA2-Überexpression in differenzierten mesenchymalen Zellen, 

wie z. B. in Lipomen mit 12q14~15-Rearrangierung und anderen differenzierten 

mesenchymalen Tumoren (Ashar et al., 1995; Schoenmakers et al., 1995). In dieser Studie 

sollten mögliche Gemeinsamkeiten zwischen der Aktivierung von HMGA2 durch Stimulation 

von ADSCs mit FGF1 und der Überexpression von HMGA2 in Lipomen untersucht werden. 

Des Weiteren wurden HMGA2-Expressionsanalysen an caninem subkutanem Fettgewebe 

durchgeführt.

In Zellkulturversuchen konnte belegt werden, dass FGF1 die HMGA2-Expression sowohl in 

der murinen immortalisierten Präadipozytenzelllinie 3T3-L1 (Ayuobi et al., 1999) als auch in 



ERGEBNISSE

16

humanen Adipose Tissue-Derived Stem Cells (ADSCs) (Markowski et al., 2011a) aktiviert. 

Es ist bekannt, dass adultes Gewebe kaum bzw. kein HMGA2 exprimiert (Rogalla et al., 

1996). Trotzdem wäre denkbar, dass einige Zellen in diesen Geweben in der Lage sind, nach 

einem geeigneten Stimulus eine HMGA2-Antwort auszuführen. Um dies zu überprüfen, 

wurde ein humanes Fettgewebsexplantat mittels FGF1 stimuliert und anschließend die 

HMGA2-Expression gemessen. 24 Stunden nach der Stimulation mit FGF1 konnte eine 

höchstsignifikante (p < 0,001) Hochregulierung von HMGA2 beobachtet werden. Stimuliert 

man nun natives Fettgewebe sowie ADSCs, die aus diesen nativen Fettgeweben gewonnen 

wurden, mit FGF1, zeigt sich, dass die HMGA2-Expressionen der ADSC-Zellkulturen 

signifikant (p < 0,001) stärker zunehmen als die Expressionen der nativen Fettgewebs-

explantate. Zudem konnte ein höchst signifikanter Anstieg (p < 0,001) der Expressionen von 

p14Arf und CDKN1A in den kultivierten ADSCs im Vergleich zu den Geweben beobachtet 

werden. Dass die Hochregulierung von HMGA2 auch auf Proteinebene festzustellen ist, 

zeigen der Western-Blot und die immunhistochemische Analyse der FGF1-stimulierten 

ADSCs. 72 Stunden nach Stimulierung der ADSCs mit 25 ng/ml FGF1 konnte ein 46,1 %iger 

Anstieg des HMGA2-Proteins gegenüber der nicht stimulierten ADSC-Kontrolle festgestellt 

werden. Nach 120 Stunden konnte lediglich noch eine sehr geringe HMGA2-

Proteinkonzentration in beiden Ansätzen nachgewiesen werden. Eine Restimulierung der 

ADSCs mit FGF1, 72 Stunden nach der initialen Stimulierung, zeigte einen erneuten 

HMGA2-Anstieg. 

Die Proliferation von ADSCs wird folglich durch FGF1 reguliert. Um eine Beteiligung von 

HMGA2 an der Proliferation zu untersuchen, wurden ADSCs mit FGF1 stimuliert und 

gleichzeitig mit siRNAs gegen HMGA2-mRNA transfiziert. Sowohl die Expression von 

HMGA2 als auch die des Proliferationsmarkers MKi67 zeigten eine höchst signifikante 

Abnahme im Vergleich zu den mit unspezifischen siRNAs transfizierten ADSCs. 

Der gleichzeitige Anstieg der HMGA2- und p14Arf-Expression in ADSCs konnte auch in 

MSCs und in HMGA2-rearrangierten uterinen Leiomyomen (Markowski et al., 2011a) 

festgestellt werden. Um einen möglichen Zusammenhang zwischen den beiden 

Genexpressionen auch in Lipomen nachzuweisen, wurden 19 Lipome analysiert, wobei eine 

höchst signifikante Korrelation der beiden Gene festgestellt werden konnte. 

Um eine Reaktivierung der HMGA2-Expression auch in vivo nachzuweisen, wurde 

abdominales subkutanes Fettgewebe von Hunden (n = 71) untersucht. Zusätzlich wurde die 

Expression von PPAR-  in diesem Fettgewebe analysiert. In PPAR- -defizienten Mäusen 
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konnte das komplette Fehlen von weißem und braunem Fettgewebe beobachtet werden (Barak 

et al. 1999). Zudem ist die Größe der Adipozyten in Mäusen, die eine fettreiche Diät erhielten, 

positiv mit der Expression von PPAR-  korreliert (Kubota et al., 1999). Somit stellt PPAR-

einen Marker für die fortschreitende Adipogenese dar.

Die Expression der HMGA2-Transkripte variierte zwischen 378,14 und 52697,85 

Transkripten. Anschließend wurden ausgewachsene reinrassige Hunde (n = 23) in eine 

normal- und eine übergewichtige Gruppe unterteilt. Eine fünffache höhere HMGA2-

Expression konnte in der Gruppe übergewichtiger Hunde (14757,49 HMGA2-Transkripte)

ausgemacht werden (p < 0,05). Die Zahl der HMGA2-Transkripte lag bei den 

normalgewichtigen Hunden bei 2954,59. Zudem zeigten diese eine 1,5-mal so hohe 

Expression von PPAR-  im Vergleich zu den übergewichtigen Hunden. Die PPAR- -

Expression nahm signifikant mit dem Anstieg der HMGA2-Transkripte ab. Im Gegensatz zur 

normalgewichtigen Gruppe konnte mit zunehmendem Alter der übergewichtigen Hunde ein 

signifikanter Anstieg der HMGA2-Transkripte beobachtet werden.
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3.2 Publikation II: Inverse correlation between PPAR-  and HMGA2 expression in 

white adipose tissue of overweight humans (Thies et al., submitted for 

publication):  

Tchoukaloya et al. (2010) konnten in einer Studie an menschlichen Probanden nachweisen, 

dass eine induzierte Gewichtszunahme von ~ 1,6 kg aufgrund einer erhöhten 

Kalorienaufnahme mit einer Neubildung von 2,6 Milliarden Adipozyten in der unteren 

Körperregion einhergeht. In Publikation I konnte eine Korrelation zwischen der Expression 

von HMGA2 und dem Proliferationsmarker MKi67 in ADSCs beobachtet werden. Daher ist 

anzunehmen, dass ein hoher HMGA2-Level mit der Bildung neuer Präadipozyten in 

Verbindung steht. Zudem konnte in Publikation I eine hohe HMGA2-Expression bei 

übergewichtigen Hunden im Vergleich zu normalgewichtigen Hunden festgestellt werden. 

Um diese Ergebnisse zu bestätigen, wurden die HMGA2- und PPAR- -Expressionen an 157 

humanen abdominalen weißen subkutanen Fettgewebsproben untersucht. Die 157 Proben 

wurden zunächst mit Hilfe des BMI in eine normalgewichtige (BMI < 25 kg/m²) und eine 

übergewichtige Gruppe (BMI  25 kg/m²) unterteilt. Eine statistische Analyse der PPAR- -

und HMGA2-Expressionen mittels Kolmogorow-Smirnow-Test ergab, dass die Daten nicht 

normal verteilt waren. Daher wurde der Mann-Whitney-U-Test angewendet, um nach 

Korrelationen zwischen den Expressionen und den Gruppen zu suchen. 

Die Gruppe der ‚Übergewichtigen‘ zeigte eine signifikant (p < 0,01) niedrigere PPAR- -

Expression als die Gruppe der ‚Normalgewichtigen‘. Die Analyse der PPAR- - und HMGA2-

Expressionen zeigten eine höchst signifikante inverse Korrelation (p < 0,001) und bestätigte 

die Ergebnisse der Publikation I. Da PPAR-  ein essentieller Regulator der Adipogenese 

in vivo ist (Lowell, 1999), und weil während der humanen Adipogenese die PPAR-  mRNA-

Expression steigt (Lee et al., 2011), wurde eine mögliche Korrelation zwischen dem BMI und

den Expressionen von PPAR-  und HMGA2 untersucht. Die Ergebnisse belegen eine 

signifikante Korrelation (p < 0,05) zwischen der HMGA2-Expression und dem BMI, sowie 

ein höchst signifikante inverse Korrelation (p < 0,001) zwischen der PPAR- -Expression und 

dem BMI. 

Diverse Studien haben bereits einen Zusammenhang zwischen dem Pro12Ala- 

Polymorphismus bei PPAR-  und dem verminderten Risiko an Diabetes Typ II zu erkranken 

nachgewiesen (Deeb et al., 1998; Altshuler et al., 2000). Aus diesem Grunde sollte eine 

Verbindung zwischen der PPAR- -Expression und dem Auftreten einer Diabetes Typ II 

Erkrankung untersucht werden. Dazu wurden die PPAR- -Expressionen der 
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Fettgewebsproben von 16 Diabetikern mit denen von 140 Nicht-Diabetikern (ein Proband 

hatte einen unbekannten Diabetesstatus) auf mögliche Korrelationen hin analysiert. Der 

daraufhin durchgeführte Kruskal-Wallis-Test konnte jedoch keine Korrelation feststellen. 



ERGEBNISSE

31

II

Inverse correlation between PPAR-  and HMGA2 expression in 

white adipose tissue of overweight humans 

Helge Wilhelm Thies, Dominique Nadine Markowski, Andrea Gottlieb, Heiner Wenk, 

Manfred Wischnewsky, Jörn Bullerdiek 

(Nutrition & Metabolism, zur Veröffentlichung eingereicht) 



ERGEBNISSE

32

Inverse correlation between PPAR-  and HMGA2 expression in 

white adipose tissue of overweight humans

Helge W. Thies1, Andrea Gottlieb1, Dominique N. Markowski1, Heiner Wenk2, Manfred 

Wischnewsky3, Joern Bullerdiek1,4,* 

1 Center of Human Genetics, University of Bremen, Leobener Strasse ZHG, D-28359 Bremen, Germany  

2 Department of General and Vascular Surgery, Clinical Center Bremen-Nord, Hammersbecker Str. 228, D-

28277 Bremen, Germany  

3 Department of Mathematics and Computer Science, University of Bremen, Universitätsallee, D-28359 Bremen, 

Germany 

4 Institute for Medical Genetics, University of Rostock, University Medicine, Ernst-Heydemann-Straße 8, D-

18057 Rostock, Germany 

*Correspondence to: Joern Bullerdiek, Center of Human Genetics, University of Bremen, Leobener Strasse ZHG, 

D-28359 Bremen, Germany; Phone: 49-421-218-61500; Fax: 49-421-218-4239; e-mail: bullerd@uni-bremen.de. 



ERGEBNISSE

33

Abstract

Background

In a previous study we identified a lower expression of peroxisome proliferator-activated 

receptor-gamma (PPAR- ) in canine individuals with overweight than in those with a body 

weight in the normal range. To see if these findings could be further validated we have 

investigated biopsies from human donors of both groups for possible differences of their 

PPAR-  expression. In addition, the expression of high mobility group protein AT-hook 2 

gene (HMGA2) turned out to be a marker of active adipose tissue derived stem cells 

(ADSCS).

Methods

In this study we analyzed the gene expression of PPAR-  and HMGA2 in human abdominal 

subcutaneous white adipose tissue (WAT) of 157 patients by quantitative reverse transcription 

polymerase chain reaction. 

Results

We found a significantly lower expression of PPAR-  in WAT of overweight humans 

compared to normal weight group and an inverse correlation between PPAR-  and body mass 

index. In addition, an inverse correlation between the expression of PPAR- and HMGA2 was 

noted.

Conclusions

These findings of a lower mRNA expression of PPAR-  in subcutaneous abdominal WAT 

from individuals with overweight and the inverse correlation between PPAR-  and HMGA2

expression suggest a role of PPAR- and HMGA2 as antagonists in the differentiation of 

adipocytes and the proliferation and self-renewal of their progenitors, respectively. 
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Background

Changes of the amount of body fat are of great importance as a physiologically relevant 

mechanism of energy storage as well as for a variety of obesity induced disorders. Generally 

accumulation of body fat can either result from hypertrophy, i.e. an increase of size of the 

adipocytes or from hyperplasia, i.e. an increase of their number. Currently there is ample 

evidence that both mechanisms can account for the accumulation of body fat with possible 

differences existing between upper- and lower-body fat [1]. Hyperplasia of adipose tissue 

requires the activation of progenitor and/or stem cells and can be associated with drastic 

increases of the cell number. E.g. the gain of only 1.6 kg of lower-body fat has been found to 

result in the creation of approximately 2.6 billion new adipocytes within a few weeks [1]. 

Thus, genes and their activity, respectively, causally related to the augmentation of adipose 

tissue progenitor and stem cells are of pivotal interest to understand the mechanisms 

underlying the hyperplasia of adipose tissue. A recent study on obese dogs indicates an 

ongoing gain of not yet fully differentiated preadipocytes, thus hyperplasia of adipose tissue 

[2]. This hyperplasia is a link between an elevated level of high mobility group protein AT-

hook 2 gene (HMGA2) expression and a decreasing mRNA expression of peroxisome 

proliferator-activated receptor-gamma (PPAR- ). PPAR-  is a ligand-binding nuclear 

transcription factor of the PPAR subfamily of nuclear hormone receptors [3] and promotes 

gene expression when it heterodimerizes with retinoid X receptor . This complex binds and 

transactivates target differentiation-depended genes [4]. PPAR-  expression is both necessary 

and sufficient for ongoing adipogenesis, in particular for the differentiation of preadipocytes 

to mature adipocytes [5-7]. Gain-of-function experiments with NIH-3T3 fibroblasts, which 

are relatively resistant to differentiation towards adipocytes and do not express PPAR- , show 

adipogenesis after forced ectopic expression of PPAR-  [8-11]. Likewise PPAR-  knock-out 
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mice are characterized by a total absence of white and brown adipose tissue and exhibiting a 

fatty liver. In comparison with PPAR-  +/- mice the phenotype of the PPAR-  -/- mice 

revealed a runt weighing only 70% of her littermate [12]. Former studies in transgenic mice 

expressing a truncated HMGA2, still containing the three AT-hook domains, exhibit a giant 

phenotype with hyperplasia of white adipose tissue (WAT) [13]. In contrast, Zhou et al. [14] 

present a HMGA2 knock-out mice displaying a pygmy phenotype and hypoplasia of WAT. 

Furthermore, the absence of HMGA2 affects the lineage commitment of stem cells towards 

preadipocytes [15].

In summary, PPAR-  turned out to be a major regulator of adipose tissue maturation and 

thereby an essential protein in the gain of body weight. In a previous study we identified a 

lower expression of PPAR-  in canine individuals with overweight than in those with a body 

weight in the normal range. To see if these findings could be further validated we have 

investigated biopsies from human donors of both groups for possible differences of their 

PPAR-  expression. 

Materials and methods  

Tissue samples 

Human subcutaneous abdominal white adipose tissue (WAT) used in this study was taken 

during surgery and immediately frozen in liquid nitrogen. Prior to surgery, informed written 

consent was obtained from all patients. In addition, the study has been approved by the local 

ethics committee (Ethikkommision der Ärztekammer Bremen, no. 309). 

RNA isolation 

For RNA isolation 700 l QIAzol Lysis Reagent (Qiagen, Hilden Germany) were added to 

100 mg subcutaneous WAT. Total RNA was isolated using an RNeasy mini kit (Qiagen) in a 
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QIACube (Qiagen) according to the manufacturer’s instructions and DNase I digestion was 

performed. DNase digestion was carried out on the column during RNA extraction (RNase-

free DNase set, Qiagen). 

cDNA-Synthesis 

About 250 ng of total RNA were reverse transcribed with 200 U of M-MLV reverse 

transcriptase (Invitrogen, Darmstadt, Germany), RNase Out (Invitrogen), and 150 ng random 

hexamers (Biomers.net, Ulm, Germany), according to the manufacturer’s instructions. RNA 

was denatured at 65°C for 5 min and subsequently kept on ice for 1 min. After adding the 

enzyme to the RNA primer mixes, samples were incubated for 10 min at 25°C to allow 

annealing of the random hexamers. Reverse transcription was performed at 37°C for 50 min 

followed by inactivation of the reverse transcriptase at 70°C for 15 min.  

Quantitative real-time PCR 

Relative quantification of transcription levels was carried using the Applied Biosystems 7300 

real-time PCR system (Applied Biosystems, Darmstadt, Germany). Commercially available 

gene expression assays (Applied Biosystems) were used for quantification of mRNA of 

PPAR- (Hs01115513) and HMGA2 (Hs00171569). HPRT served as endogenous control as 

described before [16]. All qRT-PCR experiments were done in triplicate. 

Statistical evaluation 

Normal distribution of our data was tested using the Kolmogorov-Smirnov goodness-of-fit 

test. Correlations between PPAR- , HMGA2 and BMI were analysed using Kendall’s Tau-b 

correlations. Comparison of the distribution resp. medians of PPAR-  across diabetes was 
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performed using the independent-sample Kruskal-Wallis test. Calculations were performed 

with NCSS (version 2007), SPSS (version 20), R (2.15.3) and Viscovery (version 5.1). 

Results

A significantly lower expression of PPAR-  in human overweight group 

Recently, we have demonstrated a lower expression of PPAR-  in overweight dogs compared 

to those in the normal weight group. To see if these findings could be validated in human 

subcutaneous adipose tissue, we classified our data in an overweight group (n= 83), which 

was defined as a BMI  25 kg/m² and a normal weight group (n= 74) with a BMI < 25 kg/m² 

(Tab.1). The One-Sample-Kolmogorov-Smirnov test revealed that the distribution of PPAR-

expression was not normal (suppl. Fig.1; suppl. Tab.1), thus the Mann-Whitney U test was 

applied to check for correlations. The relative PPAR-  expression was significantly (p < 0.01) 

lower in the overweight group (mean: 0.593 +/- 0.254) than in normal weight group (mean: 

0.758 +/- 0.299) (Fig. 1). This result fits with the hypothesis of adipocytes with a lower level 

of maturation in the overweight group, because PPAR-  expression is essential for adipocyte 

differentiation [17]. 

Highly significant inverse correlation between HMGA2 and PPAR-  indicating a lower 

differentiation level of adipocytes in subcutaneous WAT 

In a recent study, an increased “HMGA2-response” was found to be associated with 

overweight in dogs. Aimed at the question if an increased HMGA2 expression is 

accompanied by a decrease of PPAR-  mRNA level as suggested from our study with 

overweight in dogs, we measured the mRNA expression of PPAR-  and HMGA2 in biopsies 

of subcutaneous abdominal adipose tissue from 157 human donors. Neither the mRNA level 
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of PPAR-  nor that of HMGA2 followed a normal distribution (suppl. Fig.1; suppl. Tab.1) 

and thus we analyzed our data (n=157) using the Kendall’s Tau-b statistic test. The expression 

of HMGA2 and PPAR-  shows a highly significant inverse correlation (p < 0.001) (Fig. 2), 

further strengthening the hypothesis of a lower average maturation level in adipocytes in 

WAT. 

A lower expression of PPAR-  in the overweight group suggest an augment of adipocytes 

with a lower level of maturation 

To address the question if the elevated level of HMGA2 and lower level of PPAR-  in the 

overweight group could be generally observed in increasing body weight we analyzed the 

HMGA2 and PPAR-  expression for a possible correlation with BMI. Therefore we 

determined the expression of HMGA2 and PPAR-  mRNA and their correlation with BMI. 

The results showed a significant correlation (p < 0.05) between HMGA2 and BMI (Fig. 3A) 

and a highly significant inverse correlation (p < 0.001) between the expression of PPAR-  and 

BMI (Fig. 3B). These findings indicate that the decrease of PPAR-  with increasing BMI 

represents a gain of body weight through immature adipocytes in WAT.  

No correlation between diabetes and PPAR- expression 

Furthermore, PPAR-  is an essential regulator for adipogenesis in vivo and the Pro12Ala 

variant in PPAR-  is a common polymorphism shown in multiple studies to influence risk of 

type 2 diabetes (T2D) [18, 19]. Of the 157 human subcutaneous white adipose tissue donors 

16 individuals were known T2D patients, the T2D status of one individual was unknown, and 

the remaining patients were not known to be affected by T2D. We made an independent-

samples Kruskal-Wallis test to investigate if there is a correlation between PPAR-  expression 

and diabetes, but no significant correlation could be noted (Fig. 4). 
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Discussion

Subcutaneous adipose tissue contains cells of the adipocyte lineage at different levels of 

differentiation. It has the ability to respond in a dynamic manner to changes in nutrient intake 

and hormone levels through fat-cell hypertrophy or hyperplasia. Serving as a reservoir, 

preadipocytes persist throughout the life span in adipose tissue and are capable to replicate 

and to differentiate into mature adipocytes [4]. During differentiation they lose their capacity 

to replicate but gain the ability to store or mobilize triglycerides, respond to insulin and other 

hormones, and to release different hormones as well as other para- and autocrine factors (e.g. 

leptin, adiponectin, TNF  and IL-6) [4]. PPAR-  is an essential regulator of adipogenesis in 

vivo and accordingly a complete absence of white and brown adipose tissue was noted in 

PPAR-  knock-out mice [7]. The size of adipocytes in mice with high-fat diet is positively 

associated with the amount of PPAR-  and accompanied by gain of body weight [17]. In the 

present study we analyzed the mRNA expression of PPAR-  and HMGA2 in subcutaneous 

abdominal WAT biopsies from normal weight and overweight human donors. The results 

revealed a clearly inverse correlation between the mRNA expression of either gene. These fits 

with previous findings of a decreased PPAR-  expression in obese dogs [2]. Moreover, we 

were able to show that PPAR-  expression in WAT is significantly lower in the overweight 

group than in normal weight group and declines with increasing BMI. Several studies 

revealed that in mild obesity increased fat cell size accounts for an increased fat mass whereas 

in severe obesity an increasing number of fat cells and preadipocytes was noted [20-23]. 

Apparently, a critical adipocyte size seems to exist where the cells secrete growth factors that 

mediate the proliferation of preadipocytes [24-26]. Previously, in human adipose tissue 

derived stem cells [27] as well as in the murine immortalized preadipocyte cell line 3T3-L1 

[28] growth factors were shown to induce an upregulation of HMGA2 which appears to be 

tightly regulated. Accordingly, we noted an increasing level of HMGA2 mRNA expression 
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which inversely correlates with a lower level of PPAR- . HMGA2 protein is linked with the 

proliferation and differentiation of adipose tissue stem and progenitor cells. Battista et. al. 

noted a giant phenotype and hyperplasia of WAT in transgenic mice overexpressing a 

truncated HMGA2. Whereas a HMGA2 knock-out mice present a pygmy phenotype and 

hypoplasia of WAT [14]. Most likely, the higher expression of HMGA2 reflects a gain of 

body weight due to increasing numbers of preadipocytes, i.e. hyperplasia. As a result of 

augmentation of immature adipocytes the ability of WAT to store or mobilize triglycerides 

and to respond to insulin could be diminished. Deeb et.al. [18] were able to show that a 

decreased risk of developing T2D is associated with the common PPAR-  Pro12Ala 

polymorphism. Based on these findings we analyzed our data for a possible correlation 

between PPAR-  mRNA expression and diabetes. Its absence could be due to the small 

number of patients with T2D in our data set and the fact that among the German population 

roughly 50% of T2D patients are not yet diagnosed [29]. 

Conclusions

However, the lower mRNA expression of PPAR-  in subcutaneous abdominal WAT from 

individuals with overweight and the inverse correlation between PPAR-  and HMGA2

expression suggest a role of PPAR- and HMGA2 as antagonists in the differentiation of 

adipocytes and the proliferation and self-renewal of their progenitors, respectively. These 

results are consistent with our findings in a recent study demonstrating a lower expression of 

PPAR-  in overweight dogs. 
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Figures 

Fig. 1 A higher relative PPAR- expression in normal weight group than in overweight group 

Relative PPAR- expression in human subcutaneous adipose tissue. Grey column : normal 

weight group (n = 74); white column: overweight group (n = 83). Asterisks indicate 

significances; **, p < 0.01. 
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Fig. 2 Inverse correlation of PPAR-  and HMGA2 expression in human subcutaneous white 

adipose tissue 

Relative expression of PPAR-  and HMGA2 in subcutaneous WAT in 157 human donors. The 

decline of PPAR- expression with the increase of HMGA2 expression is highly significant 

(p < 0.001). 
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Fig. 3 A decrease of relative PPAR-  and an increase of relative HMGA2 expression with 

increasing BMI represents a gain of body weight through accumulation of immature 

adipocytes in WAT 

(A) Significant correlation (p < 0.05) of relative HMGA2 expression and BMI and (B) highly 

significant inverse correlation (p < 0.001) of relative PPAR-  expression and BMI in human 

subcutaneous adipose tissue (n = 157). 
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Fig. 4 No significant correlation between relative PPAR-  expression and diabetes 

Boxplots of relative PPAR-  expression and diabetes in 157 human subcutaneous white 

adipose tissue. 140 individuals exhibit no type 2 diabetes, 16 individuals have T2D and the 

T2D status of one individual is unknown. 

Tables

Table 1. Characteristics of the human subcutaneous abdominal white adipose tissue donors 

Values are means +/- standard deviation. 

Diabetes

PP
A

R
-γ

ex
pr

es
si

on

male female all male female all
n= 47 27 74 44 39 83

Age [years] 65,7 +/- 18,1 57,5 +/- 16,8 62,7 +/- 18,0 59,9 +/- 11,5 62,0 +/- 16,9 60,9 +/- 14,3
BMI [kg/m2] 23,2 +/- 1,5 22,7 +/- 1,7 23,0 +/- 1,6 29,9 +/- 4,90 30,7 +/- 3,6 30,3 +/- 4,4

Diabetes 2 5 7 3 6 9

Normal weight Overweight
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Supplemental Figures 

Supplement Fig. 1 Histograms showing the distribution of 157 human abdominal 

subcutaneous adipose tissue samples and their relative expression of PPAR-  and HMGA2

(A,B). One-Sample-Kolmogorov-Smirnov test revealed that the test distribution of HMGA2

(Asymptotic Significance (2-tailed) = 0.019) and PPAR-  (Asymptotic Significance (2-tailed) 

= 0.049) is not normal. 

Supplemental Tables

Supplement Table 1 One-Sample Kolmogorov-Smirnov test for 
normal distribution of expression of PPAR-γ and HMGA2

PPAR-γ
expression

HMGA2
expression

N 157 157

Normal Parametersa,b
Mean  0.671 0.717 

Std. Deviation 0.287 0.483 

Most Extreme Differences 
Absolute 0.109 0.122 
Positive 0.109 0.122 
Negative -0.069 -0.103 

Kolmogorov-Smirnov Z 1.362 1.524 
Asymptotic Significance (2-tailed) 0.049 0.019
a. Test distribution is Normal. 
b. Calculated from data. 
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3.3 Publikation III: HMGA2 expression in white adipose tissue linking cellular 

senescense with diabetes (Markowski, Thies et al., 2013):   

Es gibt einen nachweisbaren Zusammenhang zwischen der Zunahme von Fettgewebe, 

Übergewicht und dem Risiko an Diabetes Typ II zu erkranken. Die molekularen 

Mechanismen, welche zu einem Übermaß an Fettgewebe und letztendlich zur Entstehung des 

Metabolischen Syndroms führen, sind weitestgehend unbekannt (Ahima, 2009). Ein adipöser 

Zustand setzt das Fettgewebe oxidativem Stress aus, welcher zu einem beschleunigten 

Alterungsprozess des Gewebes und einer Insulinresistenz der Adipozyten führt (Ahima, 2009; 

Minamino et al., 2009). Die Folge ist eine chronische Entzündungsreaktion, die durch eine 

Zunahme von unreifen seneszenten Zellen, welche nicht mehr in den Zellzyklus eintreten 

können, noch verstärkt wird (Tchkonia et al., 2010). 

In den Publikationen I und II konnte ein Zusammenhang zwischen dem Anstieg der HMGA2

Expression und dem Übergewicht bei Hunden bzw. der Zunahme des BMI beim Menschen 

festgestellt werden. Zudem konnte im in vitro System mit der Hochregulierung von HMGA2

ein Anstieg der p14Arf-Expression beobachtet werden. Dies sollte in dieser Studie zusätzlich 

an nativen humanen Fettgewebsproben überprüft werden. Dafür wurde die Expression von 

HMGA2, der Seneszenz-assozierten Gene p14Arf und CDKN1A, sowie des pro-apoptotischen 

BAX-Gens mittels qRT-PCR an 157 humanen subkutanen abdominalen Fettgewebsproben 

gemessen.  

Die mit Hilfe des Kendalls Tau-b Tests durchgeführte Analyse der Daten ergab eine 

signifikante Korrelation (p < 0,05) zwischen der Expression der vier genannten Gene sowie 

eine hoch signifikante Korrelation (p < 0,01) zwischen der Expression von HMGA2 mit p14Arf

sowie mit CDKN1A. Anschließend wurde der HMGA2-Expressionslevel von übergewichtigen

Patienten (BMI  25 kg/m²) mit dem normalgewichtiger Patienten (BMI < 25 kg/m²) 

verglichen. Es zeigte sich hierbei eine signifikant höhere HMGA2-Expression (p < 0,05) in 

der ‚Übergewichtigen‘-Gruppe. Genomweite Assoziationsstudien konnten einen 

Zusammenhang zwischen Einzelnukleotid-Polymorphismen (SNP) im HMGA2-Lokus und 

dem Risiko an Diabetes Typ II zu erkranken feststellen (Ohshigo et al., 2011; Voight et al., 

2010; Dayeh et al., 2013; Zeggini et al., 2007). Um einen Zusammenhang zwischen einer 

Diabetes Typ II Erkrankung und der Expression von sowohl HMGA2 als auch von p14Arf zu 

untersuchen, wurden die Fettgewebsproben von 16 Diabetikern mit denen von 140 Nicht-

Diabetikern mittels Mann-Whitney U Test verglichen. Es zeigte sich ein höchst signifikanter 

(p < 0,001) Anstieg der HMGA2-Expression und ein signifikanter (p < 0,05) Anstieg der 
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p14Arf-Expression in der Diabetiker-Gruppe. Ein Vergleich der Genexpressionen von sowohl 

HMGA2 als auch von p14Arf zwischen der Diabetiker- und der Nicht-Diabetiker-Gruppe 

mittels Perzentilen-Plots, zeigte zudem eine jeweilig höhere Genexpression der einzelnen 

Perzentile in der Diabetiker-Gruppe.

Um die Beziehung der Biomarker HMGA2, p14Arf, p21 und BAX mit dem BMI und dem 

Diabetes-Status zu analysieren, wurde Kohonens multivariates Modell der 

Selbstorganisierenden Karten (Kohonen, 2001) verwendet. Diese Selbstorganisierenden 

Karten zeigten eine Einteilung der Daten in drei Gruppen (S1, S2 und S3). Die 

Selbstorganisierende Karte für die HMGA2-Expression zeigte eine hohe Expression in der 

Diabetiker-Gruppe (S3), aber auch am direkt angrenzenden Bereich der Nicht-Diabetiker-

Gruppe (S2) war eine erhöhte Expression festzustellen. Die Mittelwerte der HMGA2-

Expressionen lagen bei 1,4 in S3, 0,9 in S2 und 0,5 in S1. Die Mittelwerte der p14Arf-mRNA-

Expressionen waren 2,2 in S3, 1,6 in S2 und 0,9 in S1. 
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III

HMGA2 expression in white adipose tissue linking cellular 

senescence with diabetes 

Dominique Nadine Markowski*, Helge Wilhelm Thies*, Andrea Gottlieb, Heiner Wenk, 

Manfred Wischnewsky, Jörn Bullerdiek 

*diese Autoren sind gleichberechtigte Erstautoren des Artikels 

(Genes & Nutrition. 8:449-456) 
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4 Diskussion 

Die WHO hat überhöhtes Körpergewicht, als Folge von Fettgewebszunahme, als eines der 

schwerwiegendsten Probleme der öffentlichen Gesundheit im 21. Jahrhundert ausgemacht. 

Allein in der Europäischen Union ist Übergewicht jährlich für mehr als 1 Mio. Todesfälle 

sowie für 12 Mio. „krank verbrachte“ Lebensjahre verantwortlich (James et al., 2004). Die 

wesentlichen Risikofaktoren die zu Übergewicht und Adipositas führen sind u. a. 

Überernährung, Bewegungsmangel, genetische Faktoren sowie Nebenwirkungen von 

Medikamenten. Zu den Folgen von Übergewicht gehören kardiovaskuläre Erkrankungen, 

Diabetes mellitus Typ II, Metabolisches Syndrom und Tumorerkrankungen. Die zellulären 

Grundlagen für die Expansion von weißem Fettgewebe beruhen sowohl auf der Hypertrophie 

als auch der Hyperplasie von Adipozyten (Hellmann und Hellerstrom, 1961; Hirsch und Han, 

1969; Lemonnier, 1972; Häger et al., 1977; Bertrand et al., 1978; Faust et al., 1978; Knittle et 

al., 1979). Diese Mechanismen sorgen u. a. für die enorme ‚Plastizität‘ des Fettgewebes, denn 

Fettgewebe ist in der Lage, in Abhängigkeit von der jeweiligen Energiebilanz, sowohl massiv 

zu expandieren als auch zu schrumpfen. Selbst im nicht-expandierenden Fettgewebe erneuern 

sich ~10 % aller Adipozyten regelmäßig, um einen strukturierten Turnover zu gewährleisten 

(Spalding et al., 2008; Rigamonti et al., 2011). Zudem konnten Studien an Ratten, Kaninchen 

und am Menschen belegen, dass sich weißes Fettgewebe nach einer Lipektomie regenerieren 

kann (Larson und Anderson, 1978; Reyne et al., 1983; Hernandez et al., 2011; Faust et al., 

1977). Grundlage für die Regeneration und den Turnover von Adipozyten ist die MSC im 

Fettgewebe (Zuk et al., 2001; Halvorsen et al., 2001), aus der letztendlich der reife Insulin-

sensitive Adipozyt entsteht. Diese MSCs befinden sich in der perivaskulären Nische des 

Fettgewebes (Tang et al., 2008; Zannettiino et al., 2008; Traktuev et al., 2008) und entwickeln 

sich über ADSCs zu Prädadipozyten, um am Ende des Differenzierungsprozesses als reife 

Adipozyten hervorzugehen. Bis heute sind die genauen molekularen Mechanismen, die zur 

Hyperplasie von Fettgewebe, der Differenzierung von ADSCs zu reifen Adipozyten und dem 

Turnover von Adipozyten führen, nicht bekannt. Ein eminentes Gen, welches mit der 

Proliferation, Differenzierung und Selbsterneuerung von Präadipozyten und deren 

Vorläuferzellen in Zusammenhang steht, ist HMGA2. HMGA2-Proteine können als 

architektonische Transkriptionsfaktoren die Regulation von Genen durch 

Konformationsänderungen der DNA veranlassen und durch Rekrutierung anderer 

Transkriptionsfaktoren die Genexpression beeinflussen (Cleynen und van de Ven, 2007). 

Anand und Chada konnten im Jahr 2000 an Hmga2 Knock-out Mäusen zeigen, dass das 
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Fehlen von Hmga2 unter anderem mit einem verringerten Körpergewicht und einer 

verringerten Zellzahl im Fettgewebe assoziiert ist. Transgene Hmga2-Mäuse wiesen hingegen 

einen Riesenwuchs und einen enormen Zuwachs an subkutanem Fettgewebe auf (Battista et 

al., 1999). In der vorliegenden Arbeit wurde u. a. die Rolle von HMGA2 in Bezug auf den 

Turnover von Adipozyten und die Hyperplasie von Fettgewebe untersucht. 

Da in adulten Geweben die HMGA2-Expression kaum detektierbar ist (Rogalla et al., 1996; 

Gattas et al., 1999), sollte zunächst die HMGA2-Expression in Tumoren untersucht werden. 

Die Entstehung von benignen Tumoren mesenchymalen Ursprungs, wie Lipomen, Myomen, 

pulmonalen chondroiden Hamartomen und Endometriumpolypen, wird mit einer 

Überexpression von HMGA2 aufgrund von 12q14~15 Rearrangierungen in Verbindung 

gebracht (Schoenemakers et al. 1995). Besonders bei Lipomen, die eine chromosomale 

Rearrangierung im Bereich 12q14~15 aufweisen, konnte eine transkriptionelle 

Hochregulation von HMGA2 beobachtete werden (Ashar et al., 1995; Schoenemakers et al. 

1995; Bartuma et al., 2009). Aus diesem Grund ergab sich für diese Arbeit zunächst die 

Fragestellung, ob Gemeinsamkeiten zwischen der permanenten Aktivierung von HMGA2 in 

Lipomen und der temporären Aktivierung von HMGA2 im Fettgewebe bestehen. Es ist 

bekannt, dass der Wachstumsfaktor FGF1 die Expression des HMGA2-Gens in 

immortalisierten murinen Präadipozyten (Ayoubi et al. 1999) und primären humanen ADSCs 

(Markowski et al., 2011a) induziert. Die FGF1-Signalkaskade und somit die Interaktion 

zwischen FGF1 und seinem Rezeptor (Fibroblast Growth Factor Receptor 1 (FGFR1)) spielt 

eine bedeutende Rolle bei der Entstehung und Entwicklung humaner Adipozyten. FGF1 

fördert nicht nur die Proliferation von humanen Präadipozyten, sondern bewirkt auch die 

anschließende Differenzierung zu reifen Adipozyten (Widberg et al., 2009). Im Zuge dieser 

Arbeit wurden humane Fettgewebsexplantate und die aus ihnen gewonnenen ADSCs mit 

FGF1 stimuliert. Es konnte nachgewiesen werden, dass sowohl die Fettgewebsexplantate als 

auch die ADSCs einen höchstsignifikanten HMGA2-Anstieg auf Gen- und Proteinebene 

aufwiesen. Die Ergebnisse deuten daraufhin, dass im adulten Fettgewebe Zellen existieren, 

die nach einem geeigneten Stimulus eine HMGA2-Antwort ausführen können. Die 

beobachtete HMGA2-Antwort verlief in einem engen zeitlichen Rahmen mit einem Peak der 

HMGA2-Expression nach 12 Stunden und einer anschließenden sukzessiven Abnahme, 

welche darauf schließen lässt, dass die transkriptionelle Hochregulierung von HMGA2 nicht 

aktiv terminiert wird, sondern durch den nachlassenden FGF1 Stimulus langsam abklingt. 

Zudem führte eine Restimulierung der ADSCs 72 Stunden nach der initialen Stimulierung mit 

FGF1 zu einer erneuten hochsignifikanten transkriptionellen Hochregulierung von HMGA2.
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Dies steht im Widerspruch zu der von Ayoubi et al. (1999) postulierten Hypothese einer aktiv 

terminierten HMGA2-Transkription mittels eines Repressors. Wäre dieser Repressor noch 

vorhanden könnte HMGA2 nicht erneut und insbesondere nicht nach derart kurzer Zeit 

transkriptionell reaktiviert werden. Die temporäre Aktivierung von HMGA2 durch 

Stimulierung mit dem Wachstumsfaktor FGF1 ist mit der Proliferation von MSCs, ADSCs 

und Präadipozyten verbunden. Wird die HMGA2-Expression mittels siRNAs inhibiert, kann 

ein höchstsignifikanter Rückgang der Expression des Proliferationsmarkers MKi67 beobachtet 

werden (Thies et al., 2012). Diese HMGA2-assoziierte Proliferation spiegelt die Situation im 

Fettgewebe wider, bei der neue Präadipozyten rekrutiert werden, nachdem die reifen 

Adipozyten nicht länger in der Lage sind weitere Triglyzeride zu speichern bzw. eine 

kritische Größe erreicht haben, was wiederum zu einer Sekretion von Wachstumsfaktoren 

führt (Faust et al., 1978; DiGirolamo et al., 1998; Marques et al., 1998). Die Zunahme von 

MSCs, ADSCs und Präadipozyten in weißem subkutanem Fettgewebe führt zu einer 

Expansion des Gewebes und kann als der Beginn einer Hyperplasie von Fettgewebe 

betrachtet werden (Abb.1A). In Lipomen mit Translokation im chromosomalen Bereich 

12q14~15 ist HMGA2 permanent transkriptionell hochreguliert, was ähnlich wie bei der 

temporären Aktivierung von HMGA2 durch Wachstumsfaktoren im Fettgewebe zu einer 

Proliferation der Zellen führt. Im Vergleich zu normalem weißem Fettgewebe in dem die 

Hyperplasie polyklonalen Ursprungs ist, charakterisiert die konstitutive Aktivierung von 

HMGA2 das monoklonale Wachstum von Lipomen (Abb. 1B). Da in Lipomen mit HMGA2-

Rearrangierung eine permanente transkriptionelle Hochregulierung von HMGA2 existiert 

(Ashar et al., 1995; Schoenemakers et al. 1995; Bartuma et al., 2009), stellt sich die Frage, 

warum Lipome nicht schnell und unbegrenzt wachsen, sondern teils sehr langsam an Größe 

zunehmen und irgendwann ihr Wachstum einstellen. Besonders interessant ist diese Tatsache 

vor dem Hintergrund, dass durch die Rearrangierung trunkierte HMGA2-Proteine oder 

Fusionsgene entstehen (Ashar et al., 1995; Schoenmakers et al., 1995; Petit et al., 1999), 

denen die 3´UTR von HMGA2 inklusive der Bindungsstelle für die let-7 miRNAs fehlen und 

sich somit der negativen posttranskriptionalen Regulation entziehen (Lee et al., 2007; Mayr et 

al. 2007). Eine mögliche Erklärung für das langsame Wachstum und eine augenscheinliche 

vorhandene Regulierung einer unkontrollierten Proliferation von Lipomen könnte eine 

Verbindung zum Tumorsuppressor p53 sein. Der Tumorsuppressor p53 reguliert als 

Transkriptionsfaktor u. a. die Progression im Zellzyklus, die Apoptose-Induktion und die 

Reparatur von DNA-Schäden in der Zelle (Lane, 1992). Der upstream Agonist p14Arf des p53 

ist ein bekannter Zellzyklusinhibitor und mit HMGA2 assoziiert (Nishino et al., 2008; 
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Markowsi et al., 2011). Es zeigte sich bei Myomen, dass der p14Arf-MDM2-TP53 Signalweg 

eine zentrale Rolle in der Onkogen-induzierten Seneszenz (OIS) einnimmt (Markowski et al., 

2010). Über die Aktivierung des CDKN2A-Lokus, der für die Zellzyklusinhibitoren p14Arf

und p16Ink4a kodiert, führt die OIS zu einem Wachstumsstopp in den betroffenen Zellen und 

nimmt diese somit aus dem Zellzyklus. Dieser durch OIS herbeigeführte Wachstumsarrest ist 

häufig bei benignen und prämalignen Tumoren zu beobachten (Braig et al., 2005; 

Michaloglou et al., 2005; Chen et al., 2005; Mooi und Peeper, 2006). MSCs sind die 

mutmaßlichen Ursprungszellen aus denen Lipome sowie Myome hervorgehen. Aus diesem 

Grund erscheint es sinnvoll die OIS als möglichen Wachstumsregulator in Lipomen zu 

untersuchen. In der vorliegenden Arbeit wurden daraus resultierend die Expressionen von 

HMGA2 und p14Arf in 19 Lipomen analysiert und es ließ sich eine höchstsignifikante positive 

Korrelation zwischen beiden Genen feststellen (Thies et al., 2012). Weitere Untersuchungen 

an ADSCs, also den mutmaßlichen Ursprungszellen von Lipomen, wiesen eine Korrelation 

zwischen HMGA2, p14Arf und dem p53 nachgeschalteten CDKN1A auf. Diese Erkenntnis 

steht im Widerspruch zu der von Nishino et al. (2008) vermuteten Reprimierung des 

Seneszenz-assozierten p14Arf-Gens durch HMGA2 in NSCs. Es ist eher davon auszugehen, 

dass HMGA2 ein Agonist von p14Arf ist und das Zusammenspiel von Proliferation und 

Seneszenz der Zellen einen Schutzmechanismus gegen eine maligne Transformation darstellt.  

Da die temporäre HMGA2-Aktivierung in ADSCs nach Stimulierung mit dem 

Wachstumsfaktor FGF1 mit deren Proliferation assoziiert ist (Thies et al., 2012), sollte die 

Situation in vivo genauer untersucht werden. Hierfür wurden subkutane weiße 

Fettgewebsproben sowohl von Hunden als auch von Menschen untersucht. Das Hundemodell 

wurde für diese Untersuchung ausgewählt, da Hunde dieselbe Umwelt mit dem Menschen 

teilen, eine ähnliche Ernährungsweise haben und die Genome von Hund und Mensch eine 

weitaus höhere Nukleotid-Übereinstimmung aufweisen als die von Maus und Mensch (Sutter 

und Ostrander, 2004). Es zeigte sich, dass ein hochsignifikanter Unterschied in der HMGA2-

Expression zwischen normal- und übergewichtigen Hunden (Thies et al., 2012) existiert. 

Auch in humanem Fettgewebe konnte ein signifikanter Unterschied zwischen normal- (BMI < 

25 kg/m²) und übergewichtigen (BMI  25 kg/m²) Menschen in Bezug auf die HMGA2-

Expression festgestellt werden (Markowski et al., 2013). Die HMGA2-Expression im 

subkutanen weißen Fettgewebe von normalgewichtigen Hunden und Menschen spiegelt den 

normalen Adipozyten-Turnover wider. Der geschätzte Adipozyten-Turnover des Menschen 

variiert sehr stark. Von knapp 10 % pro Jahr, gemessen an der Einbaurate von 

atmosphärischem 14C in genomische DNA (Spalding et al., 2008), bis hin zu 60 % pro Jahr, 



DISKUSSION 

66

errechnet durch Langzeit-Beobachtung vom 2H2O Einbau in Adipozyten (Strawford et al., 

2004). Der Adipozyten-Turnover ist streng reguliert und es konnte kein Unterschied in der 

Adipozytensterblichkeit zwischen schlanken und übergewichtigen Individuen nachgewiesen 

werden (Spalding et al., 2008). Das belegt, dass die höhere HMGA2-Expression bei 

übergewichtigen Hunden und Menschen nicht auf eine erhöhte Adipozyten-Turnover-Rate 

zurückzuführen ist.  

Abbildung 1: Hyperplasie im Fettgewebe und im Lipom. A: Hyperplasie im Fettgewebe mit gleichzeitiger 
Differenzierung der Stammzellen. B: Hyperplasie im Lipom aufgrund monoklonaler Aktivierung der 
Stammzellen. C: Hyperplasie im Fettgewebe induziert durch permanente Überernährung führt mit PPAR- -
Mangel zur Zunahme unreifer Zellen.  
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Da Übergewicht häufig auf ein Ungleichgewicht in der Energiebilanz des Individuums 

zurückzuführen ist, also auf entweder eine zu große Energieaufnahme durch Ernährung 

und/oder einen zu geringen Energieverbrauch durch Bewegungsmangel, kann man davon 

ausgehen, dass hauptsächlich die Zunahme von Fettgewebe und nicht von Muskelmasse für 

das Übergewicht verantwortlich ist. Durch spezielle fettreiche bzw. hochkalorische Diäten 

kann die Anzahl der Adipozyten im Fettgewebe, durch Expansion der Präadipozyten, 

zunehmen (Klyde und Hirsch, 1979; Ailhaud et al., 1992). Eine Studie von Tchoukalova 

(2010) konnte zeigen, dass bei humanen Probanden eine Zunahme des Körpergewichtes um 

1,6 kg im unteren Körperbereich, durch hochkalorische Diät einherging mit dem Anstieg der 

Adipozytenzahl um 2,6 Milliarden. Zudem konnte an Wildtyp-Mäusen die eine Woche lang 

eine fettreiche Diät erhielten ein Anstieg der Hmga2-Expression gezeigt werden (Anand und 

Chada, 2000). Fehlt HMGA2, wie bei Hmga2 Knock-out Mäusen, führt dies zu einem 

Pygmy-Phänotyp und einem rund 40 % geringerem Körpergewicht im Vergleich zu den 

Wildtyp-Wurfgeschwistern (Benson und Chada, 1994). Vergleicht man nun das Fettgewebe 

auf zellulärer Basis, so zeigt sich, dass das geringere Körpergewicht bei der Hmga2-/-, Lepob/

Lepob Maus im Vergleich zur Lepob/ Lepob Maus auf einer geringeren Zellzahl im Fettgewebe 

basiert (Anand und Chada, 2000). Ebenso beeinträchtigt ein Mangel an HMGA2 die 

Determination der mesenchymalen Stammzelle in Richtung Präadipozyte (Pasquali et al., 

2004). Im Gegensatz zu den Hmga2 Knock-out Mäusen weisen transgene Mäuse, die ein 

trunkiertes Hmga2-Protein exprimieren, einen Riesenwuchs und eine drastische Zunahme an 

retroperitonealem und weißem subkutanem Fettgewebe auf (Battista et al., 1999). Diese 

Zunahme von weißem Fettgewebe ist mit dem Anstieg des Körpergewichtes um ~ 36 % im 

Vergleich zu den Wildtyp-Wurfgeschwistern verbunden. Experimente sowohl an homo- als 

auch heterozygoten Hmga2 Knock-out Mäusen, sowie an transgenen Hmga2-Mäusen deuten 

auf eine dosisabhängige Wirkweise von Hmga2 hin. Übereinstimmend mit diesen 

Erkenntnissen konnte bei übergewichtigen Hunden eine hochsignifikant gesteigerte Anzahl 

von HMGA2-Transkripten im Vergleich zu normalgewichtigen Hunden ermittelt werden 

(Thies et al., 2012). Des Weiteren konnte an humanem subkutanem weißem Fettgewebe eine 

erhöhte HMGA2-Expression bei Übergewichtigen (BMI  25 kg/m²) im Vergleich zu 

Normalgewichtigen (BMI < 25 kg/m²) ermittelt werden (Markowski et al., 2013). Zudem 

konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass die HMGA2-Expression beim Menschen 

signifikant positiv mit dem BMI korreliert ist (Thies et al., zur Veröffentlichung eingereicht). 

Insgesamt deutet der Zusammenhang zwischen hoher HMGA2-Expression und Übergewicht 

bzw. dem BMI daraufhin, dass die Zunahme von Fettgewebe verstärkt wird durch die 
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Expansion der MSCs, ADSCs und Präadipozyten, also durch Hyperplasie. Ein weiteres Indiz 

für die HMGA2-assoziierte Hyperplasie des Fettgewebes ist die Zunahme der HMGA2-

Expression übergewichtiger Hunde mit dem Alter (Thies et al., 2012). Dieser Anstieg ist 

vermutlich auf ein jahrelanges falsches Fütterungsverhalten (Überfütterung) des Besitzers und 

auf eine altersbedingte geringere körperliche Aktivität der Hunde, sowie auf eine Änderung 

des Hormonstatus der Tiere zurückzuführen. Bei normalgewichtigen Hunden hingegen bleibt 

die HMGA2-Expression im Alter nahezu konstant auf einem niedrigen Niveau. Dies spiegelt 

mutmaßlich den normalen Turnover der caninen Adipozyten wider.

Es ist bekannt, dass leichtes Übergewicht mit einer zunehmenden Adipozytengröße 

einhergeht, wohingegen bei Adipositas neben der Adipozytengröße auch deren Anzahl 

zunimmt (Spiegelman und Flier, 1996). Bei Mäusen die eine fettreiche Diät erhalten ist die 

Größe der Adipozyten positiv mit Ppar-  korreliert und geht mit der Zunahme des 

Körpergewichtes einher (Kubota et al., 1999). PPAR-  ist ein Liganden-bindender nukleärer 

Transkriptionsfaktor der PPAR-Unterfamilie, der zur Gruppe der nukleären 

Hormonrezeptoren gehört (Chawla et al., 2001). Über Heterodimerisation mit dem Retinoid X 

Rezeptor  (RXR ) aktiviert PPAR-  Adipozyten-differenzierende Gene (Kirkland et al., 

2002). Die Expression von PPAR-  ist für das Fortschreiten der Adipogenese zwingend 

erforderlich, insbesondere für die Differenzierung von Präadipozyten zu reifen Adipozyten 

(Darlington et al., 1998; Gregoire et al., 1998; Lowell, 1999). Während der humanen 

Adipogenese nimmt die Expression von PPAR- -mRNA zu. Durch eine induzierte 

Überexpression von miR-130, die sowohl mit der codierenden Region als auch mit der 3’UTR 

von PPAR-  interagiert und diese reprimiert, wird die Adipogenese inhibiert (Lee et al., 

2011). NIH-3T3 Fibroblasten, die relativ resistent gegenüber der Differenzierung zu reifen 

Adipozyten sind und kein PPAR- exprimieren, zeigen nach ‚Gain-of-Function‘-

Experimenten mittels ektopischer Expression von PPAR-  Adipogenese (Freytag et al., 1994; 

Tontonoz et al., 1994; Yeh et al., 1995b; Wu et al., 1996). Zudem ist PPAR-  ein essentieller 

Regulator der Adipogenese in vivo. Ppar- Knock-out Mäuse wiesen ein komplettes Fehlen 

von weißem und braunem Fettgewebe auf. Ein Vergleich zwischen dem Gewicht von Ppar-
+/-- und Ppar- -/--Mäusen zeigte, dass letztere nur knapp 70 % des Gewichts ihrer Ppar- +/-

Wurfgeschwister aufwiesen (Barak et al., 1999). Neben der Initiation der Präadipozyten-

Differenzierung koordiniert PPAR-  gemeinsam mit dem CCAAT/Enhancer Binding Protein 

 (C/EBP ) die Regulation der Expression diverser Gene, welche notwendig für die 

Aufrechterhaltung des Adipozyten-Phänotyps und ihrer Insulinsensitivität sind (Christy et al., 

1989; El-Jack et al., 1999; Hollenberg et al., 1997; Yeh et al., 1995b). Zu den von PPAR-
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regulierten Genen gehören Lipoprotein Lipase, CD36, Phosphoenolpyruvat Carboxykinase, 

Aquaporin 7 und Adiponektin, die neben der Adipogenese auch im Glukose-Metabolismus 

und der Lipidspeicherung involviert sind (Lehrke und Lazar, 2005). Da PPAR-

Schlüsselregulator-Funktionen während der Adipogenese und der Aufrechterhaltung des 

Adipozyten-Phänotyps zukommen und es somit als essentielles Protein am Zuwachs von 

Fettgewebe beteiligt ist, analysierten wir die caninen und humanen subkutanen weißen 

Fettgewebsproben auf Expression von PPAR- . Hierbei zeigte sich, dass die Expression von 

PPAR-  in der übergewichtigen Gruppe sowohl beim Hund als auch beim Menschen 

signifikant geringer ist als in der normalgewichtigen Gruppe (Thies et al., 2012; Thies et al., 

zur Veröffentlichung eingereicht). Dies lässst auf einen geringeren Differenzierungsgrad der 

Adipozyten in den untersuchten caninen und humanen Fettgewebsproben schließen. 

Unterstützt wird diese Vermutung durch die höchstsignifikant inverse Korrelation zwischen 

der Expression von PPAR-  und dem BMI (Thies et al., zur Veröffentlichung eingereicht). 

Vergleicht man nun die Expressionen von PPAR-  und HMGA2, sowohl beim Hund als auch 

beim Menschen miteinander, zeigt sich eine höchst signifikante inverse Korrelation beider 

Gene (Thies et al., 2012; Thies et al., zur Veröffentlichung eingereicht). Die geringere 

mRNA-Expression von PPAR-  in subkutanem weißem abdominalem Fettgewebe bei 

Individuen mit Übergewicht sowie die inverse Korrelation zwischen PPAR-  und HMGA2

lassen eine antagonistische Rolle von PPAR- und HMGA2 in der Differenzierung von 

Adipozyten und der Proliferation und Selbsterneuerung der MSCs, ADSCs und Präadipozyten 

vermuten. Durch die signifikante Korrelation zwischen HMGA2 und dem BMI in 

Kombination mit einer höchstsignifikanten inversen Korrelation zwischen PPAR-  und dem 

BMI, lässt sich belegen, dass bei Zunahme des Körpergewichts auch die Anzahl der unreifen 

Adipozyten im Fettgewebe zunimmt. Es kommt zur Hyperplasie des Fettgewebes ohne 

zeitgleiche Hypertrophie der Adipozyten (Abb. 1C). Die Präadipozyten und ihre 

Vorläuferzellen können in subkutanem weißem Fettgewebe also nicht so schnell und in dem 

Maße zu reifen Insulin-sensitiven Adipozyten differenzieren, wie es zur Rekrutierung neuer 

Präadipozyten kommt. Würde eine parallele Rekrutierung und Differenzierung von 

Präadipozyten erfolgen, müsste eine positive Korrelation zwischen PPAR-  und HMGA2

vorhanden sein. Diese verstärkte Zunahme an unreifen Präadipozyten im Vergleich zu reifen 

Insulin-sensitiven Adipozyten in subkutanem Fettgewebe hat enorme Auswirkungen auf den 

Lipid- und Glukose-Metabolismus sowie auf die endokrine Funktion des Fettgewebes. Im 

Bereich des Lipid-Metabolismus können freie Fettsäuren nicht, oder nur im geringen Maße, 

im Adipozyt gespeichert werden. Dies hat u. a. Auswirkungen auf das vaskuläre System und 
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würde das Risiko von kardiovaskulären Erkankungen erhöhen. In transgenen Mausmodellen, 

in denen speziell die Fettgewebsentwicklung blockiert wurde, zeigte sich ein nicht vollständig 

differenziertes weißes Fettgewebe mit einer verminderten Fettdepotgröße und einen 

verminderten mRNA-Level der Adipozyten-Differenzierungsmarker PPAR- , C/EBP  und 

Leptin. Aus dem geringeren Differenzierungsgrad des Fettgewebes resultiert eine erhöhte 

Triglyzerid-Konzentration im Plasma, die mit einer verstärkten Lipidaufnahme in der Leber 

und anderen Stellen sowie Diabetes einhergeht (Shimomura et al., 1998). Diese Umverteilung 

der Triglyzeride sorgt für eine Lipidakkumulation und Dedifferenzierung von mesenchymalen 

Vorläuferzellen, wie Muskelsatellitenzellen und Osteoblasten-Vorläuferzellen, in einen 

teilweisen Adipozyten-ähnlichen Phänotyp, die sogenannte ‚MAD-Zellen‘ (Kirkland et al., 

2002). Zirkulierende freie Fettsäuren haben zudem einen negativen Einfluss auf die 

Glukoseverwertung der Skelettmuskulatur, was in der Leber zu einer verstärkten 

Glukoseproduktion führt. Beide Phänomene sorgen für eine hohe Blutzuckerkonzentration im 

Blutkreislauf, ein Kennzeichen für nicht-Insulin-abhängigen Diabetes Mellitus (Morrison und 

Farmer, 2000). Eine verstärkende Wirkung auf die Blutzuckerkonzentration hat die 

Beeinträchtigung des Glukose-Metabolismus aufgrund des Fehlens des Insulin-abhängigen 

Glukose-Transporters Glut4 in Präadipozyten (Kaestner et al. 1989; Garcia de Herreros und 

Birnbaum, 1989; Richardson und Pessin, 1993). Dadurch kann Glukose nicht oder nur in 

geringem Maße gespeichert werden und hat Auswirkungen auf die Fettsäure- und Glyzerol-

Synthese (Lipogenese) im Adipozyten. Eine bedeutende Rolle im Bereich der endokrinen 

Funktion des Fettgewebes spielt auch das in volldifferenzierten Adipozyten synthetisierte 

Adipozytokin Leptin. Leptin verfügt über ein breites Spektrum an parakrinen und endokrinen 

Funktionen, wie z. B. der Appetit-Regulation, der Modulation der Insulin-Sekretion von 

Leber und Fettgewebe sowie der Regulierung der Steroid-Produktion in den Ovarien und der 

Nebennierenrinde (Zhang et al., 1994). Ein Mangel an Leptin oder eine Leptinresistenz ist mit 

einer Lipidakkumulation außerhalb des Fettgewebes assoziiert (Koteish und Diehl, 2001; 

Wang et al., 2001). Zudem bringt eine geringe Leptinkonzentration im Blutkreislauf eine 

Zunahme des Appetits mit sich, was eine weitere Energiezufuhr durch Nahrungsaufnahme zur 

Folge hat. Diese zusätzliche Energiezufuhr sorgt für die Rekrutierung neuer Präadipozyten, 

welche wiederum nicht schnell genug zu reifen Adipozyten differenzieren und somit das 

vorhandene Leptindefizit indirekt verstärken. Es besteht somit ein verhängnisvoller Kreislauf 

aus Rekrutierung neuer Präadipozyten, die nicht schnell genug oder in ausreichendem Maße 

zu reifen Insulin-sensitiven Adipozyten differenzieren und folglich auf die metabolischen 

Notwendigkeiten im Fettgewebe wie z. B. Lipidspeicherung reagieren können, was
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Abbildung 2: Auswirkung der Fettgewebsexpansion aufgrund der Zunahme unreifer Adipozyten. Durch 
hyperkalorische Ernährung können Nährstoffe nicht in vollem Umfange in den Adipozyten gespeichert werden. 
Es kommt zur Rekrutierung neuer Präadipozyten, die aber nicht zu reifen Insulin-sensitiven Adipozyten 
differenzieren. Die Präadipozyten sind nicht in der Lage ausreichend auf Insulin zu reagieren, sowie Fettsäuren 
und Glukose zu speichern, es kommt zu deren Akkumulation im Blutplasma. In den verschiedenen Organen 
wird versucht diesen Überschuss zu kompensieren, was über einen längeren Zeitraum aber zum Metabolischem 
Syndrom führt. Zudem können unreife Adipozyten kein Leptin produzieren, der sinkende Leptinspiegel im Blut 
sorgt im Hypothalamus für ein verstärktes Hungergefühl und hat die Aufnahme zusätzlicher Nahrung zur Folge. 

Zunahme unreifer Adipozyten im Fettgewebe
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letztendlich im Fettgewebe zu einer weiteren verstärkten Rekrutierung zusätzlicher 

Präadipozyten führt. Geschieht dies über einen längeren Zeitraum kann es unter anderem zu 

kardiovaskulären Erkrankungen, der Bildung einer Fettleber und Diabetes Typ II kommen 

(Abb. 2). Bei Mäusen, die einen Diabetes Typ II ähnlichen Phänotyp aufweisen, konnte bei 

einer exzessiven Kalorienaufnahme eine Zunahme von oxidativem Stress im Fettgewebe 

nachgewiesen werden (Minamino et al., 2009). Zudem konnte bei nichtdiabetischen 

Menschen eine Korrelation zwischen zunehmenden Fettgewebe und dem Anstieg des 

oxidativen Stresses gezeigt werden (Furukawa et al., 2004). Der Anstieg des oxidativen 

Stresses in KKAy-Mäusen, die an starker Fettleibigkeit, Hyperlipidämie und Insulinresistenz 

leiden, ist mit einer Dysregulation von Adipozytokinen und einer niedrigeren Ppar- -

Expression im Vergleich zur Kontrollgruppe verbunden. Die Dysregulation von 

Adipozytokinen ist an der Pathogenese des mit Übergewicht assoziierten metabolischen 

Syndroms beteiligt. Furukawa et al. beobachteten zudem, dass ein hoher Level von freien 

Fettsäuren in 3T3-L1 Zellen oxidativen Stress durch Aktivierung von NADPH Oxidasen 

induziert. Im weißen Fettgewebe von übergewichtigen KKAy-Mäusen konnte eine erhöhte 

Expression von NADPH-Oxidasen-mRNA festgestellt werden, damit einhergehend war die 

mRNA-Expression und die Enzymaktivität diverser Antioxidantien verringert (Furukawa et 

al., 2004). Die Zunahme von oxidativem Stress förderte Seneszenz-ähnliche Veränderungen 

im Fettgewebe, wie beispielsweise eine gesteigerte ß-Galaktosidase-Aktivität, eine erhöhte 

p53-Expression und eine Zunahme der Produktion von proinflammatorischen Zytokinen 

(Minamino et al., 2009). Zur Überprüfung, ob der mit der Fettgewebszunahme assoziierte 

oxidative Stress eine Seneszenz-ähnliche Veränderung im humanen weißen subkutanen 

Fettgewebe auslöst, wurde in dieser Arbeit das Fettgewebe auf die Expressionen der 

Seneszenz-assozierten Gene p14Arf, CDKN1A und des pro-apoptotischen BAX-Gens im 

Vergleich mit der des Stammzell-assoziierten HMGA2-Gens untersucht. Sowohl in MSCs als 

auch in uterinen Leiomyomen konnte bei einem HMGA2-Anstieg ebenso ein Anstieg der 

p14Arf-Expression gezeigt werden (Markowski et al., 2011a). p14Arf ist ein vorgelagerter 

Agonist von p53, welches mittels Apoptose- (Aktivierung von BAX) und Seneszenz-Pathway 

(über CDKN1A-Aktivierung) den Zellzyklus reguliert. Es zeigte sich in den untersuchten 

humanen Fettgeweben eine signifikante Korrelation aller vier Gene miteinander (Markowski 

et al., 2013). Dass die Aktivierung von HMGA2 mittels Wachstumsfaktoren zu einem Anstieg 

der p14Arf-Expression führt und entsprechend das nachgeschaltete p53-Target CDKN1A

hochreguliert wird, bestätigten die an ADSCs in vitro gefundenen Erkenntnisse (Thies et al., 

2012). Da der HMGA2-Anstieg im Fettgewebe auf die Aktivierung der MSCs und 
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Präadipozyten zurückzuführen ist, ist anzunehmen, dass diese Zellen sich der zellulären 

Seneszenz unterziehen. Seneszente Zellen sondern Moleküle, wie proinflammatorische 

Zytokine, in die Mikroumgebung ab (Campisi, 2005; Minamino und Komuro, 2007). Eine 

Anhäufung seneszenter Zellen löst vermutlich Entzündungsreaktionen im Fettgewebe aus, 

was letztendlich zu einer Insulinresistenz führt (Ahima, 2009; Minamino et al., 2009) und im 

Allgemeinen die Pathogenese des Übergewicht-assozierten metabolischen Syndroms fördert. 

Der zeitgleiche Anstieg der Expression von HMGA2, d.h. der Proliferation der MSCs und der 

Präadipozyten, und von p14Arf, d.h. der Aktivierung des Seneszenz-Pathways, kann als 

Schutzmechanismus einer möglichen malignen Transformation mesenchymaler Stammzellen 

betrachtet werden (Markowski et al., 2011b). Dieser potentielle Schutzmechanismus verstärkt 

zusätzlich das Problem der Zunahme von unreifen Adipozyten in weißem Fettgewebe 

übergewichtiger Individuen. Die Zellen, die mittels Seneszenz aus dem Zellzyklus entfernt 

wurden, sind möglicherweise noch nicht zu reifen Insulin-sensitiven Adipozyten differenziert 

und somit nicht in der Lage u.a. freie Fettsäuren oder Glukose aus dem Plasma aufzunehmen 

und weiter zu prozessieren. Die Folge ist die Anhäufung von Fettsäuren in Form von 

Triglyzeriden in Leber, Herz, Nieren, Pankreas, Skelettmuskulatur oder Blutgefäßen (Koyama 

et al., 1997; Lee et al., 1994). Die Zellen in diesen Organen haben unter normalen 

Bedingungen nur einen kleinen Lipidvorrat um essentielle Funktionen wie die 

Aufrechterhaltung der Zellmembranstruktur und –fluidität u. Ä. zu gewährleisten. Wird die 

Zelle dann mit Triglyzeriden überladen, führt das zu einer Fehlfunktion der Zelle 

(Lipotoxizität) und zu einem Lipid-induzierten programmierten Zelltod (Lipoapoptose) 

(Slawik und Vidal-Puig, 2006). Interessanterweise kann die Akkumulation von Lipiden in 

Nicht-Fettgeweben nicht nur bei übergewichtigen Individuen, sondern auch während des 

Alterns bei schlanken Individuen, beobachtet werden (Petersen et al., 2003; Unger, 2005). 

Dies könnte der ursächliche Zusammenhang zwischen der Prävalenz von chronischen 

Erkrankungen wie Diabetes Typ II, Herz-Kreislauf-Erkrankungen und Fettleber, sowohl im 

Hinblick auf Übergewicht als auch auf das Altern sein.

Diabetes Typ II ist eine chronische Stoffwechselstörung, die gekennzeichnet ist durch 

Hyperglykämie, Insulinresistenz in unterschiedlicher Ausprägung und beeinträchtigter 

Insulinausschüttung. Im postprandialen Zustand stimuliert Insulin die Adipozyten dazu, 

Glukose und freie Fettsäuren aus dem Blutkreislauf aufzunehmen und diese als Triglyzeride 

zu speichern. Zudem inhibiert Insulin die Lipolyse, also die Freisetzung von Fettsäuren, in 

den Adipozyten (Gibson und Harris, 2002). Der genaue Mechanismus, der zur Entstehung 

und Progression der Diabetes Typ II Erkrankung führt ist noch nicht entschlüsselt. Es ist 
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jedoch bekannt, dass genetische Faktoren eine entscheidende Rolle in der Pathogenese von 

Diabetes einnehmen (O’Rahilly et al., 2005). Zu diesen genetischen Faktoren zählen SNPs im 

HMGA2-, PPAR- - und CDKN2A-Lokus (Ohshigo et al., 2011; Voight et al., 2010; Zeggini et 

al., 2007; Dayeh et al., 2013). Minamino et al. (2009) konnten im viszeralen Fettgewebe von 

Diabetikern eine erhöhte ß-Galaktosidase-Aktivität, ein erhöhtes Level an p53-Protein sowie 

an CDKN1A-mRNA, also verschiedene Seneszenz-assoziierte Veränderungen detektieren. In 

der vorliegenden Studie konnte diese Zunahme an seneszenten Zellen während der Expansion 

von weißem subkutanem Fettgewebe bestätigt werden. Daraufhin wurden nun 

Genexpressionsanalysen von HMGA2 und p14Arf an Fettgewebsproben von Diabetikern und 

Nicht-Diabetikern durchgeführt. Es zeigte sich, dass in subkutanem weißem Fettgewebe von 

Individuen mit Diabetes Typ II eine signifikant erhöhte Expression von HMGA2 und p14Arf zu 

beobachten ist (Markowski et al., 2013), wohingegen kein Unterschied bei der PPAR- -

Expression zwischen den beiden Gruppen erkannt werden konnte (Thies et al., zur 

Veröffentlichung eingereicht). Die signifikant höhere p14Arf-Expression im Fettgewebe von 

Diabetikern kann durch einen SNP im CDKN2A-Lokus erklärt werden. Dayeh et al. (2013) 

konnten an humanen Pankreasinselzellen nachweisen, dass durch den Diabetes Typ II-

assoziierten SNP im CDKN2A-Lokus eine ursprünglich vorhandene CpG-Insel wegfällt und 

somit die Methylierung in diesem Bereich aufgehoben wird. Auf diese Weise sind SNPs in 

der Lage Genfunktionen epigenetisch zu beeinflussen. In diesem Fall bewirkt der SNP im 

CDKN2A-Lokus über eine Demethylierung die Reaktivierung der Genexpression und führt 

daraus resultierend zu einer erhöhten p14Arf-Expression. Ein SNP im Bereich des HMGA2-

Lokus beeinflusst bei den umliegenden CpG-Inseln den Methylierungsstatus (Dayeh et al., 

2013) und sorgt somit vermutlich dafür, dass das HMGA2-Gen transkribiert werden kann. 

Dies bedeutet, dass es in weißem subkutanem Fettgewebe von Diabetikern zur Rekrutierung 

neuer Präadipozyten kommt, um vermeintlich auf die gestiegenen Konzentrationen von 

Glukose und freien Fettsäuren im Blutkreislauf zu reagieren. Diese hohen Glukose- und 

Fettsäurekonzentrationen sind möglicherweise auf die Zunahme der Insulinresistenz des 

Fettgewebes zurückzuführen. Der Körper versucht den Mangel an Speicherplatz, aufgrund 

von Insulinresistenz und/oder mangelender Insulinsensitivität unreifer Adipozyten, durch die 

Rekrutierung neuer Präadipozyten zu kompensieren. Differenzieren die neu rekrutierten 

Präadipozyten nun aufgrund eines PPAR- -Mangels nicht oder werden die Präadipozyten 

vorzeitig durch Seneszenz aus dem Zellzyklus herausgenommen, was durch die erhöhte 

p14Arf-Expression vermutet werden kann, bleibt das Problem des Speicherplatzmangels 

bestehen. Die vorliegenden Ergebnisse stützen die Vermutung von Danforth (2000), dass eine 
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Erkrankung an Diabetes Typ II durch eine fehlerhafte Adipozytendifferenzierung

hervorgerufen werden kann. Durch Gabe von oralen Antidiabetika, wie z. B. Thiazolidindione 

(TZD), verbessert sich der Zustand von Patienten mit Diabetes Typ II. PPAR-  wurde als 

pharmakologisches Ziel von TZD identifiziert, PPAR-  wird durch TZD aktiviert und sorgt 

u. a. für eine verbesserte Insulinsensitivität der Adipozyten und wirkt der Insulinresistenz 

entgegen (Harris und Kletzien, 1994; Lehmann et al., 1995). Eine neuere Studie konnte an 

Adipozyten von transgenen Mäusen, denen der nukleäre Rezeptor-Corepressor 1 (NCoR-1) 

fehlt, welcher die Aktivität von PPAR-  negativ reguliert, zeigen, dass durch das Fehlen 

dieses Corepressors eine verstärkte Adipogenese, ein Rückgang von Entzündungsreaktionen 

und eine Verbesserung der Insulinsensitivität (Li et al., 2011) durch Translokation von 

GLUT4-Transportern an die Zelloberfläche zu beobachten ist. Interessanterweise zeigte sich 

in der Analyse der HMGA2-Expression mit Hilfe von Selbst-organisierenden Karten (SOM), 

dass nicht nur die Diabetiker-Gruppe eine signifikant höhere Expression aufweist, sondern 

auch eine Gruppe, die direkt an die Diabetiker-Gruppe angrenzt (Markowski et al., 2013). 

Dies lässt zwei Vermutungen zu: Zum Einen könnten die Individuen dieser Gruppe bereits an 

Diabetes Typ II erkrankt sein, ohne dass dies bisher diagnostiziert wurde. Rathmann et al. 

(2003) konnten in der KORA-Studie feststellen, dass knapp 50 % der untersuchten Probanden 

in einem auf orale Glukose-Toleranz untersuchten Patientenkollektiv an einem noch nicht 

diagnostizierten Diabetes Typ II leiden. Zum Anderen könnten die Individuen mit hoher 

HMGA2-Expression gerade im Begriff sein, eine Diabetes Typ II Erkrankung zu entwickeln. 

In diesem Fall wäre es denkbar, HMGA2 als Biomarker einzusetzen, um eine mögliche 

gerade entstehende Diabetes Typ II Erkrankung im Vorhinein zu erkennen und 

gegebenenfalls frühzeitig zu behandeln. Denkbar wäre z. B. die Einhaltung einer strengen 

Diät in Kombination mit einem Sportprogramm, um eine negative metabolische Energiebilanz 

herzustellen, welche die Rekrutierung neuer Präadipozyten verhindert. Zeitgleich sollte die 

Differenzierung der Präadipozyten zu reifen Insulin-sensitiven Adipozyten kontrolliert und 

gegebenenfalls die Differenzierung mittels Gabe von TZD stimuliert werden. Ziel dieses 

Ansatzes wäre, die Expansion von subkutanem weißem Fettgewebe derart zu regulieren, dass 

keine Anhäufung von seneszenten Zellen stattfindet und somit eine Entzündungsreaktion 

ausbleibt, damit die Gefahr der Insulinresistenz für die Adipozyten gemindert wird. Bei stark 

übergewichtigen Patienten, die sich einer bariatrischen Chirurgie unterzogen haben, stellte 

sich neben einem großen Gewichtsverlust auch teilweise die Remission des Diabetes Typ II 

oder zumindest eine Verbesserung der Erkrankung ein (Brethauer et al., 2013). Es gilt als 
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nachgewiesen, dass die Regulation der Expansion von Fettgewebe einen positiven Einfluss 

auf eine mögliche Diabetes Typ II Erkrankung hat.  

Zusammenfassend belegen die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit den Einfluss von HMGA2 

auf die Hyperplasie von subkutanem weißem Fettgewebe und den Turnover von Adipozyten. 

Bei normalgewichtigen Individuen spiegelt die gemessene HMGA2-Expression den Turnover 

der Adipozyten, sprich das Ersetzen alter Adipozyten durch Rekrutierung neuer Prädipozyten, 

wider. Dahingegen führt die verstärkte HMGA2-Aktivierung bei übergewichtigen Individuen 

aufgrund erhöhter Kalorienaufnahme zu einer übermäßigen Proliferation von MSCs, ADSCs 

und Präadipozyten, was letztendlich zu einer Hyperplasie im Fettgewebe führt. Begleitet wird 

diese Hyperplasie mit der Abnahme der PPAR- -Expression bei zeitgleicher Zunahme des 

BMI sowie einer Zunahme von seneszenten Zellen. Das bedeutet, dass mit zunehmendem 

Körpergewicht auch die Anzahl unreifer Adipozyten zunimmt. Diese unreifen Adipozyten 

sind nur in geringem Unfang in der Lage, die metabolischen Anforderungen reifer Insulin-

sensitiver Adipozyten zu erfüllen und stehen so im Zusammenhang mit der Entstehung des 

metabolischen Syndroms. In der vorliegenden Arbeit konnte ein signifikanter Zusammenhang 

zwischen erhöhter HMGA2- und p14Arf-Expression und der Diabetes Typ II Erkrankung 

gezeigt werden. Diese Erkenntnisse könnten HMGA2 als Biomarker für ein frühzeitiges 

Erkennen einer möglichen Diabetes Typ II Erkrankung etablieren. 
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5 Zusammenfassung

Die weltweit zunehmende Verbreitung von Übergewicht und Adipositas stellt ein wachsendes 

Gesundheitsproblem dar. Vor allem Adipositas ist assoziiert mit kardiovaskulären 

Erkrankungen (Bogers et al., 2007), erhöhtem Risiko für Diabetes mellitus Typ II (Wang et 

al., 2005) und dem Risiko an bestimmten Krebsarten zu erkranken (Renehan et al., 2008). Die 

Zunahme von Fettgewebe im Körper, welches zu Übergewicht und Adipositas führen kann, 

basiert sowohl auf dem Anstieg der Anzahl der Adipozyten (Hyperplasie) als auch auf der 

Zunahme des Adipozytenvolumens (Hypertrophie). Während der Adipogenese reguliert eine 

Kaskade an Transkriptionsfaktoren den äußerst dynamischen Differenzierungsvorgang. Die 

molekularen Mechanismen zur Regulation der Genese von weißem Fettgewebe sind nur 

teilweise bekannt und ein Großteil der Erkenntnisse wurde an Mausmodellen bzw. in 

Zellkulturversuchen gewonnen. 

In der vorliegenden Dissertation sollten die molekularen Mechanismen der Fettgewebs-

Hyperplasie und des Adipozyten-Turnovers unter Beteiligung des HMGA2-Gens im 

Fettgewebe, in Lipomen sowie an ADSCs untersucht werden. Das HMGA2-Protein ist 

maßgeblich an einer Vielzahl biologischer Prozesse, wie Zellproliferation und -

differenzierung, beteiligt. Zudem spielt HMGA2 eine tragende Rolle bei der Entstehung 

benigner Tumoren mesenchymalen Ursprungs, wie z. B. Lipomen und Myomen. Daher wurde 

zunächst eine mögliche HMGA2-Aktivierung in ADSCs, den Ursprungszellen von 

Fettgewebe und möglicherweise von Lipomen, untersucht. In ADSCs konnte mittels FGF1-

Stimulierung eine temporäre HMGA2-Aktivierung induziert werden, die mit der Proliferation 

der ADSCs assoziiert war. Diese temporäre Aktivierung von HMGA2 in ADSCs ähnelt der 

nachgewiesenen permanenten Aktivierung durch HMGA2-Rearrangierung in Lipomen. 

Zurückzuführen ist die HMGA2-Aktivierung in ADSCs und Lipomen auf deren gemeinsame 

Ursprungszelle, der mesenchymalen Stammzelle. Weitere Untersuchungen an humanem und 

caninem abdominalem subkutanem weißem Fettgeweben zeigten eine signifikant stärkere 

HMGA2-Expression bei übergewichtigen Individuen im Vergleich zu normalgewichtigen 

Individuen. Während die HMGA2-Expression bei normalgewichtigen Individuen den 

Turnover der Adipozyten widerspiegelt, deutet die signifikant höhere Expression bei 

Übergewichtigen auf eine Hyperplasie im subkutanen Fettgewebe hin. Da PPAR-  ein 

bekannter Marker für die fortschreitende Adipogenese in vivo ist, wurde seine Expression im 

Fettgewebe ebenfalls analysiert. Die mit der HMGA2-Expression assoziierte Präadipozyten- 
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Proliferation, also die Hyperplasie des Fettgewebes, wurde begleitet von einer Abnahme der 

PPAR- -Expression und lässt eine antagonistische Beziehung beider Gene vermuten. Diese 

Ergebnisse belegen, dass es mit der Zunahme des Körpergewichts zu einer Hyperplasie von 

Präadipozyten kommt, die aber nicht oder nur kaum in der Lage sind zu reifen Insulin-

sensitiven Adipozyten zu differenzieren. Zudem konnte in dieser Arbeit nachgewiesen 

werden, dass mit dem Anstieg der HMGA2-Expression sowohl in subkutanem weißem 

Fettgewebe als auch in Lipomen und ADSCs eine Aktivierung der Seneszenz-assoziierten 

Gene p14Arf und CDKN1A erfolgt. Die Akkumulation von seneszenten Zellen im Fettgewebe 

ist vermutlich an Entzündungsreaktionen im Fettgewebe beteiligt, die letztlich zur 

Insulinresistenz der Zellen führt (Ahima, 2009; Minamino et al., 2009). Unterstützt wird diese 

Theorie durch den Zusammenhang zwischen der signifikant verstärkten Expression von 

HMGA2 und p14Arf im Fettgewebe von Diabetes Typ II Erkrankten. Interessanterweise zeigte 

sich in der Analyse der HMGA2-Expression mit Hilfe von Selbst-organisierenden Karten, 

dass nicht nur die Diabetiker-Gruppe eine signifikant höhere Expression aufweist, sondern 

auch eine Gruppe die direkt an die Diabetiker-Gruppe angrenzt. Diese angrenzende Gruppe 

könnte an einem noch nicht diagnostizierten Diabetes Typ II leiden oder aber gerade eine 

Diabetes Typ II Erkrankung entwickeln. Zusammenfassend zeigen die vorliegenden 

Ergebnisse die bedeutende Rolle von HMGA2 während der Adipogenese, bei der zellulären 

Fettgewebszusammensetzung und dessen möglichen Einfluss auf eine Diabetes Typ II 

Erkrankung. Daraus eröffnen sich neue Möglichkeiten für den Einsatz von HMGA2 als 

Biomarker bei der Beurteilung einer Fehlentwicklung des subkutanen Fettgewebes und als 

möglicher Frühindikator einer beginnenden Diabetes Typ II Erkrankung. 
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6 Summary

The increasing dissemination of overweight and obesity poses a global health problem. 

Especially obesity is considered to be associated with cardiovascular diseases (Bogers et al., 

2007), the risk of type II diabetes (Wang et al., 2005) and inducting of several types of cancer 

(Renehan et al., 2008). Adipose tissue expansion, which leads to overweight and obesity, is 

based on an increase in the number (hyperplasia) and volume (hypertrophy) of adipocytes. A 

cascade of transcription factors regulates the highly dynamic differentiation process during 

adipogenesis. These molecular mechanisms regulating adipogenesis are not completely 

understood yet. Additionally, it has to be highlighted that most findings attained thus far were 

generated by mouse models or in vitro studies.

This thesis analyzed the molecular mechanisms of adipocyte hyperplasia and turnover in 

adipose tissue, lipomas and ADSCs, focussing on HMGA2 participation. HMGA2 is 

considered to be a protein that is apparently linked to the process of proliferation and 

differentiation of cells. Additionally, HMGA2 plays a major role in the development of benign 

tumors of mesenchymal origin, including lipomas and leiomyomas. Therefore a possible 

activation of HMGA2 in ADSCs was investigated, representing the adipose tissues` as 

proposed lipomas` cells of origin. It could be observed that stimulation of ADSCs with 

growth factor FGF1 induced a temporary HMGA2 response. This respective HMGA2

response was linked with the proliferation of ADSCs. This temporary activation of HMGA2 in 

ADSCs resembles the constitutive activation of HMGA2 in lipomas. The HMGA2 activation 

in both ADSCs and lipomas results from their shared cells` origin, i.e. the mesenchymal stem 

cell. Further investigation of human and canine abdominal subcutaneous white adipose tissue 

revealed a significantly higher expression of HMGA2 in overweight individuals compared to 

those of normal weight. While the HMGA2 expression in normal weight individuals reflects 

the turnover of adipocytes, the high significant HMGA2 expression in overweight individuals 

points to hyperplasia of subcutaneous adipose tissue. Due to the fact that PPAR-  can be 

considered as an essential regulator for adipogenesis in vivo, its expression in adipose tissue 

was analysed accordingly. The HMGA2 expression, which is associated with the proliferation 

of preadipocytes thus hyperplasia of adipose tissue, is accompanied by a decrease of PPAR-

expression. The inverse correlation observed between the expressions of the two genes 

suggests antagonistic roles of HMGA2 and PPAR-  regarding the differentiation of adipocytes 

and the proliferation of their progenitors, respectively. The results indicate that the gain of 
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body weight is due to hyperplasia of preadipocytes which are not or hardly able to 

differentiate to mature insulin-sensitive adipocytes. Furthermore, the increase of HMGA2

expression in subcutaneous white adipose tissue, lipomas and ADSCs was accompanied by an 

activation of the senescence-associated genes p14Arf and CDKN1A. An accumulation of 

senescent cells is known to trigger inflammation in adipose tissue which results in insulin 

resistance (Ahima 2009; Minamino et al., 2009). This theory was supported by the significant 

increase of HMGA2 and p14Arf expression in patients with type II diabetes. According to an 

analysis based on self-organizing maps, significantly increased expression of HMGA2 is not 

exclusive to patients diagnosed with type II diabetes. These maps indicate another group of 

individuals close to the patients with known type II diabetes. This adjacent group of 

individuals may suffer from type II diabetes not being detected or this reflects the beginning 

of the development of type II diabetes. In summary, this thesis highlight the important role of 

HMGA2 during adipogenesis, the cellular composition of adipose tissue and its possible 

influence on type II diabetes. Hence, new opportunities arise to establish HMGA2 as a 

biomarker to evaluate adipose tissue dysplasia or as an early indicator to identify individuals 

at risk to become a diabetic patient. 
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