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1. Einleitung

1.1 Adipositas

1.1.1 Definition und Pravalenz

Eine der grofdten und ernstzunehmenden Herausforderungen fir die Gesundheitssyste-
me, aber auch ein gesellschaftliches und ékonomisches Problem weltweit ist die stei-
gende Anzahl Ubergewichtiger. Fiir das Jahr 2016 bezifferte die WHO das Auftreten von
Ubergewicht bereits mit 1,9 Milliarden erwachsener Menschen, davon 650 Millionen adi-
pos. Dies entspricht der Organisation zufolge global einer Verdreifachung der Adiposi-
taspravalenz seit 1975 — die Mortalitat infolge Uberernahrung liegt dabei mittlerweile ho-

her als diejenige infolge Untererndhrung (WHO 2017).

Die Klassifikation des Ubergewichts erfolgt anhand des Body Mass Index (BMI), der sich
als Quotient aus Koérpergewicht (in Kilogramm) und dem Quadrat der Kdrperlange (in

Metern) errechnet. DefinitionsgemaR gilt (BMI in kg/m?):

Normalgewicht: 18,5-24,9
Ubergewicht: > 25,0
Praadipositas: 25,0-29,9
Adipositas Grad I: 30,0-34,9
Adipositas Grad I 35,0-39,9
Adipositas Grad Il = 40,0

Als Fettleibigkeit (= morbide Adipositas) bezeichnet man einen BMI ab 40 kg/m? oder
einen BMI von 35 kg/m? mit Begleiterkrankungen (Deutsche Adipositas Gesellschaft
(DAG e. V.) 2012).

Liegen neben dem Ubergewicht ein Bluthochdruck und eine Zucker- und Fettstoffwech-
selstérung vor, spricht man von einem metabolischen Syndrom. Da keine einheitliche
Definition dieses Krankheitsbildes existiert, wird hier von den Kriterien der WHO ausge-
gangen, zu denen
1. eine gestorte Glucosetoleranz oder Diabetes mellitus oder eine Insulinresistenz und
2. mindestens zwei der folgenden Parameter gehdéren (Cameron, Shaw et al. 2004):

a. Arterielle Hypertonie (> 140/90 mmHg)

b. Fettstoffwechselstérung

c. Taillen-Hiift-Verhaltnis > 0,9 (') bzw. > 0,85 (7) oder BMI > 30 kg/m?

d. Mikroalbuminurie



1.1.2 Assoziierte Komorbiditaten

Neben den direkt durch die Adipositas verursachten gesundheitlichen Problemen gilt sie
insbesondere ihrer zahlreichen Komorbiditaten und chronischen Folgeerkrankungen we-
gen als gefahrlich: Vor allem Diabetes mellitus Typ 2, nichtalkoholische Fettleberhepa-
titis, arterielle Hypertonie sowie andere kardiovaskulare Erkrankungen sind zu nennen
(Dieterle and Landgraf 2006). Adipdse leiden zu einem hohen Anteil unter einem niedri-
geren Selbstwertgefiihl und eingeschrankter Lebensqualitat infolge des Ubergewichts;
psychische Probleme wie Depressionen oder Angststorungen verstarken dies zusatzlich
(Jagielski, Brown et al. 2014, Morrison, Shin et al. 2015).

Es gibtinzwischen vermehrt Indizien fur ein gehduftes Auftreten von Neoplasien bei star-
kem Ubergewicht (siehe auch 1.1.3). Speziell der Diabetes mellitus Typ 2 wurde unab-
héngig von einem bestehenden Ubergewicht als Risikofaktor fir bestimmte Krebsarten
identifiziert, wobei in > 80 % der Diabetes mellitus Typ 2-Falle zeitgleich eine Adipositas
vorliegt (Vigneri, Frasca et al. 2009, Gandhi and Saini 2013).

Bei den Patienten der im Rahmen dieser Arbeit besprochenen Studie lagen zu Beginn
folgende Komorbiditaten in der angegebenen Haufigkeit vor, die mutmallich bzw. wahr-

scheinlich in Zusammenhang mit deren Adipositas zu sehen sind:

Erkrankung Patienten (N=50) Gesamthaufigkeit

Iohne mit |

met. Syndrom  met. Syndrom in Patienten in %

(n=29) (n=21)
Art. Hypertonie 9 19 28 56
Insulinresistenz 9 9 18 36
Schlafapnoe 6 10 16 32
NAFLD 8 7 15 30
NASH 7 7 14 28
T2DM 3 11 14 28
Hyperlipidamie 5 8 13 26
Hyperurikamie 7 6 13 26
Depression 4 7 11 22
COPD/Asthma 4 5 9 18

Tabelle 1: Bei Adipositas gehéuft auftretende Nebenerkrankungen; met. Syndrom=meta-
bolisches Syndrom, art. Hypertonie=arterielle Hypertonie, NAFLD=Nicht-alkoholische



Fettlebererkrankung (Nonalcoholic fatty liver disease), NASH=Nichtalkoholische Steato-
hepatitis (Nonalcoholic steatohepatitis), COPD=Chronisch-obstruktive Lungenerkran-
kung (Chronic obstructive pulmonary disease). Siehe auch Diagnosenliste im Anhang.

Da der BMI aller Studienteilnehmer zu Beginn bei > 30 kg/m? lag, wird nachstehend all
jenen Patienten die Diagnose ,Metabolisches Syndrom® zugeschrieben, bei denen —
gemal der bereits genannten WHO-Definition des metabolischen Syndroms — neben ei-
ner Glucosetoleranzstdrung bzw. einem Diabetes mellitus bzw. einer Insulinresistenz
zusatzlich eine arterielle Hypertonie, eine Fettstoffwechselstérung oder eine Mikroalbu-

minurie bekannt ist.

1.1.3 Karzinogene Wirkung von Ubergewicht und Diabetes mellitus

Zahlreiche Umwelteinflisse wie Strahlen oder chemische Substanzen kénnen das Erb-
gut verandern und schadigen. In jeder Saugetierzelle wird die DNA taglich tausendfach
geschadigt, hervorgerufen vor allem durch Oxidation, Hydrolyse, Mutagene und DNA-
Quervernetzung. Ferner spielen Depurinierung bzw. -pyrimidierung, Strangbriiche und
Methylierungen eine Rolle. Die Entstehung von Krebs ist durch Mutationen mitbedingt,
die zu einer Aktivierung von Onkogenen oder einer Inaktivierung von Tumorsuppresso-
ren, z. B. p53, fihren (Halazonetis, Gorgoulis et al. 2008, Jackson and Bartek 2009). Da
die Stabilitat der DNA fiir die Existenz eines Individuums von zentraler Bedeutung ist,
existieren vielfaltige Reparaturmechanismen, deren Aufgabe es ist, fur die Unversehrt-
heit der genetischen Information zu sorgen: Einzelstrangbriichen begegnet die Zelle ne-
ben dem Korrekturlesen durch die DNA-Polymerase beispielsweise mit der Basen- und
Nukleotidexzisionsreparatur. Doppelstrangbriche kénnen durch die verschiedenen Va-
rianten der Rekombinationsreparatur mit Hilfe des jeweiligen Schwesterchromosoms
korrigiert werden (Friedberg 2003).

Es besteht ein sehr sicherer Zusammenhang zwischen einem erhéhten BMI und dem
Risiko fur verschiedene Krebserkrankungen, namentlich Endometrium-, 6sophageales
Adeno- und kolorektales Karzinom sowie das postmenopausale Mamma- und das Pros-
tatakarzinom (Freisling, Arnold et al. 2017). Maligne Erkrankungen von Schilddrise,
Pankreas und Niere treten ebenfalls gehauft auf (Roberts, Dive et al. 2010). Der genaue
Pathomechanismus der karzinogenen Wirkung der Adipositas ist noch unklar; diskutiert
werden hormonelle Stérungen besonders der Insulin/IGF-1-Achse wie im Rahmen des
Diabetes mellitus Typ 2, vom Fettgewebe freigesetzter Adipokine und von Sexualhor-

monen (Lee, Woo et al. 2015, Renehan, Zwahlen et al. 2015). Daneben scheinen oxi-



dativer Stress und durch den Angriff freier Radikale an der DNA verursachte Genom-
schaden gewichtige Faktoren zu sein, hinsichtlich der moglichen Zusammenhange exis-
tieren bisher lediglich Hypothesen (Donmez-Altuntas, Sahin et al. 2014, Karaman, Aydin
et al. 2015, Bankoglu 2016).

1.2 Bariatrische Operationsmethoden

1.2.1 Indikation und mogliche Verfahren

Um die Adipositas zu therapieren, muss zunéachst obligat einer konservativer Behand-
lungsversuch unternommen werden. Dies geschieht in Form eines multimodalen Kon-
zeptes, welches sich auf die drei Saulen Erndhrung, Bewegung und Verhalten stutzt.
Bleiben die konservativen Maflnahmen, die medikamentds unterstitzt werden kénnen,
allerdings innerhalb von zwei Jahren erfolglos — i. e. bei einem BMI > 35 kg/m? wurde
eine Reduktion des Ausgangsgewichts von < 10 % erzielt —, kénnen 18- bis 65-jahrigen
Patienten als Ultima ratio verschiedene adipositaschirurgische Verfahren angeboten

werden. Als Indikation gelten (Hauner, Berg et al. 2014, Hauner, Moss et al. 2017):

- Adipositas Grad IIl (BMI = 40 kg/m?) oder

- Adipositas Grad Il (BMI = 35 und < 40 kg/m?) mit erheblichen Komorbiditaten
(z. B. Diabetes mellitus Typ 2) oder

- Adipositas Grad | (BMI > 30 und < 35 kg/m?) bei Patienten mit Diabetes mellitus
Typ 2 (Sonderfalle).

Bei besonderer Schwere der Komorbidititen oder einem BMI > 50 kg/m? kann auch ohne
vorherige konservative MaRnahmen eine chirurgische Therapie erwogen werden. Im
Folgenden sollen nun die am haufigsten angewandten Formen der sogenannten bariatri-
schen Chirurgie kurz erlautert werden; die Zahl derartiger Operationen ist in den ver-

gangenen Jahren drastisch angestiegen (Angrisani, Santonicola et al. 2017).

Techniken wie das adjustierbare Magenband zahlen zu den restriktiven Verfahren: Sie
beschranken auf mechanische Weise die Nahrungszufuhr. Das Band unterteilt den Ma-
gen im Bereich des Fundus in einen kleinen Pouch und gréferen Restmagen, wobei der
Durchmesser des Bandes uber einen flussigkeitsgefillten Ballon reguliert werden kann.
Der Eingriff wird laparoskopisch wenig invasiv durchgeflihrt, ist reversibel und fihrt in-
nerhalb eines Jahres zu einer Reduktion des BMI um etwa 5 kg/m? (Lee, Nguyen et al.
2016). Spezielle Komplikationen sind Verrutschen des Bands, Dilatationen oder Band-

erosionen, so dass in knapp 80 % der Falle Revisionsoperationen notwendig werden.



Als langfristige Losung sind deshalb tendenziell andere Verfahren zu bevorzugen
(Toolabi, Golzarand et al. 2016).

Von den 50 hier besprochenen Studienteilnehmern war bei zwei Personen vor der Ope-
ration mittels Sleeve-Gastrektomie (SG) oder Roux-en-Y-Magenbypass (RYGB) der
Versuch einer Gewichtsreduktion mit Hilfe eines Magenbands unternommen und dieses
aufgrund von Komplikationen bzw. Erfolglosigkeit wieder entfernt worden, in zwei weite-
ren Fallen wurde eine frihere SG in einem erneuten Eingriff zu einem RYGB umgeformt.

Bei einem Patienten war vor der Operation ein Magenballon zur Anwendung gekommen.

Die Biliopankreatische Diversion mit Duodenalswitch (BPD-DS) nach Scopinario kombi-
niert das restriktive mit dem malabsorptiven Wirkprinzip. Nach einer Sleeve-Gastrek-
tomie verbleibt ein 200 ml fassender Pouch inklusive des Pylorus, der mit dem distalen
Ende des — ca. 250 cm aboral der lleozdkalklappe durchtrennten — lleums anastomosiert
wird. Der biliopankreatische Schenkel wird 100 cm vor der lleozdkalklappe mit dem
lleum verbunden. Zwar kann mit dieser Methode zuverlassig ein starker und rascher Ge-
wichtsverlust herbeigefiihrt werden, allerdings ist auch das perioperative Risiko am
héchsten und die Langzeitauswirkungen der Malabsorption, z. B. infolge Vitamin- und

Nahrstoffmangels, bislang noch unsicher (Buchwald, Avidor et al. 2004, Nguyen 2008).

Eine weitere restriktive Operationsart ist die Formung eines Schlauchmagens, die soge-
nannte Sleeve-Gastrektomie (SG), die erstmals 1987 von David Johnston durchgefuhrt
wurde und sich als urspriinglich erster Teil der BPD-DS zu einer eigenstandigen Opera-
tion entwickelte. Das Magenvolumen wird hierbei durch eine subtotale Langsresektion
entlang der grofRen Kurvatur auf nur etwa 100 ml verkleinert, was in der Regel zu einer
deutlichen Gewichtsabnahme fuhrt (HGttl, Obeidat et al. 2009).

Vorteilhaft ist die Vermeidung von Fremdmaterial im Vergleich zum Magenband und wei-
testgehend der Malabsorption gegentuber dem RYGB. Mit 45,9 % gegenulber 39,6 % hat
die SG daherim Jahr 2014 den RYGB, bis dahin das weltweit am haufigsten angewandte
bzw. praferierte Verfahren, als Goldstandard abgelést (Angrisani, Santonicola et al.
2017). Aus metabolischer Perspektive ist die SG so effektiv, weil durch die Entfernung
der grofRen Kurvatur die Plasmaspiegel dort produzierter Hormone wie der des Ghrelins
enorm sinken. Gleiches gilt fur Nichterninsulin, Glucagon und die Adipokine Leptin und
PAI-1 (Peterli, Wolnerhanssen et al. 2009, Farey, Preda et al. 2017). Gefahren im post-

operativen Verlauf stellen neben allgemeinen Operationsrisiken (Thrombosen, Embo-



lien) v. a. Nachblutungen, Nahtinsuffizienzen, Stenosen und die gastrodsophageale Re-
fluxkrankheit dar (Sarkhosh, Birch et al. 2013).

Abbildung 1: Wichtige bariatrische Operationsverfahren sind a. Magenband (mit Portzu-
gang), b. Biliopankreatische Diversion, c. Sleeve-Gastrektomie (Schlauchmagen und
entfernter groBerer Magenanteil) sowie d. Roux-en-Y-Magenbypass.

Der Roux-en-Y-Magenbypass (RYGB) schlie8lich basiert auf der Formung eines nur
15-30 ml grol’en Magenpouchs mit Hilfe einer Staplernaht. Dieses Reservoir wird mit
dem etwa 50 cm distal des Treitz-Bands durchtrennten Jejunum anastomosiert. Der gro-
Rere Restmagen wird blind verschlossen und die biliodigestive Schlinge Seit-zu-Seit et-
wa 100-200 cm (interindividuell je nach Operateur bzw. Patient leicht variierend) unter-
halb der Anastomose wieder in den Dunndarm eingeleitet (Arterburn and Courcoulas
2014, Lo Menzo, Szomstein et al. 2015). Infolge der Malabsorption kommt es zu einer
starken Gewichtsabnahme, wobei diese mittlerweile nicht mehr als effizienter im Ver-
gleich zur SG betrachtet wird. Da der RYGB zudem einen gréRReren Eingriff mit langerer
Operationsdauer bedeutet und haufiger mit postoperativen Komplikationen behaftet ist,
wird zunehmend die SG vorgezogen (Peterli, Borbély et al. 2013, Chang, Stoll et al.
2014).



1.2.2 Auswirkungen der Adipositaschirurgie

Fir viele adip6se Patienten ist eine bariatrische Operation die Ultima ratio bei dem Ver-
such, das starke Ubergewicht und die damit verbundenen Einschréankungen wirksam zu
therapieren. Der Erfolg, der sich auf diese Weise erzielen lasst, ist jedoch nicht auf die
reine Gewichtsabnahme limitiert, sondern es zeigen sich in vielerlei Hinsicht positive Ef-
fekte: Zwei Jahre nach Magenbypass- bzw. BPD-Operation kann in ca. 75 % der Falle
eine Remission eines assoziierten Diabetes mellitus Typ 2 erreicht werden, eine Ver-
besserung in Bezug auf die Glykamie bereits nach etwa 1-3 Monaten. Diese Beobach-
tung ist unabhangig von BMI, Alter, Geschlecht und der bisherigen Dauer der Diabe-
teserkrankung (Buchwald, Estok et al. 2009, Mingrone 2012). Schauer et al. fanden,
dass sich RYGB und SG — kombiniert mit medikamentdser Therapie — selbst nach 5 Jah-
ren im Vergleich zu alleiniger Medikamentengabe erheblich wirksamer in der Kontrolle
des Diabetes erweisen (Schauer, Bhatt et al. 2017).

Insulinresistenz, Dyslipidamie und arterielle Hypertonie sind nur einige der kardiovasku-
laren Risikofaktoren, deren Auftreten positiv mit (krankhaftem) Ubergewicht assoziiert
ist. Sie bedingen bei solchen Patienten z. B. eine frihzeitige Manifestation von Athero-
sklerose und koronarer Herzerkrankung sowie ein erhéhtes Risiko, einen Herzinfarkt zu
erleiden. Die Verbesserung des metabolischen und kardiovaskularen Risikoprofils ver-
mittels bariatrischer Chirurgie wurde mehrfach belegt, wahrend die dazu fihrenden Me-
chanismen noch unvollstandig geklart sind (Apovian and Gokce 2012). Haufig kann eine
antidiabetische Medikation adipdser Personen reduziert oder sogar abgesetzt werden,
wenn das Kdrpergewicht sinkt (Puzziferri, Roshek et al. 2014, Inge, Courcoulas et al.
2016). Gleiches scheint fur antihypertensive Therapien zu gelten — auch hier ist Gegen-
stand der Forschung, welche Faktoren maRgeblich sind (Sjoéstrédm, Peltonen et al. 2000).
Eine weitere bislang diskutierte Auswirkung ist eine Linderung asthmatischer Beschwer-
den Ubergewichtiger Patienten (Dixon 2011). Als letztes Beispiel soll ein Wiedereinset-
zen der Menstruation bzw. ein gleichmalligerer Zyklus bei ehemals Ubergewichtigen
Frauen mit PCO-Syndrom erwahnt werden, der die wichtige Rolle der Adipositas auf die
Regulation der hormonellen Systeme verdeutlicht (Skubleny, Switzer et al. 2016). Inte-
ressant ist zudem, dass am PCO-Syndrom erkrankte adipése Frauen, die ihr Gewicht
verringern, Soares et al. zufolge weniger DNA-Schadigung im Comet Assay aufweisen.
Der Gewichtsverlust wurde in dieser Studie allerdings nicht chirurgisch, sondern diate-

tisch erzielt (Soares, Santos et al. 2016).



Es sollte andererseits nicht vergessen werden, dass fast alle operativen Therapieformen
der Adipositas einen massiven Eingriff in die Stoffwechselvorgange bedeuten und dem-
zufolge auch eine Reihe unerwilinschter Nebeneffekte mit sich bringen. Dazu zahlt die
Malabsorption, die zwar intentionsgemaf zu einer reduzierten Kalorienaufnahme bei-
tragt, gleichzeitig aber eine Minderversorgung mit Vitaminen, Mineralstoffen und Spuren-
elementen herbeifiihrt. Einige davon mussen deshalb nach der Operation lebenslang
supplementiert und ihre Spiegel regelmafig bestimmt werden (s. Tabelle 2). Besonders
betroffen sind die Vitamine B4 und B, zu deren Aufnahme der Intrinsic Factor aus Zellen
im Magenfundus bendétigt wird, die nach einer Magenverkleinerung fehlen. Der Mangel
an proteolytischen Pepsinen geht haufig mit einer zu geringen EiweilRaufnahme einher,
der mit Proteinshakes, -pulver und dhnlichem begegnet werden muss. Unter den Mine-
ralstoffen ist vor allem auf eine Deckung des Bedarfs an Calcium zu achten, welches
wichtig fir die Knochen ist und zwecks Osteoporoseprophylaxe zusammen mit Vita-
min D postoperativ gegeben wird (Becker, Balcer et al. 2012, Mechanick, Youdim et al.
2013).

Die Patienten haben oft mit Verdauungsbeschwerden und Unvertraglichkeiten zu kdmp-
fen, sie sollten strikt die Aufnahme von fester Nahrung und Flissigkeiten trennen und in
mehreren kleinen Portionen Uber den Tag verteilt essen. Diese Notwendigkeit ergibt sich
aus dem kleineren Magenvolumen und einer drohenden sogenannten Frihdumping-
Symptomatik, einer Sturzentleerung des Magens mit starker Dehnung des nachgeschal-
teten Dunndarms. Strémt in diesen osmotisch bedingt Flissigkeit ein, besteht die Gefahr
eines Blutdruckabfalls und Kollapses. Ein Spatdumping tritt auf, wenn wasserldsliche
Kohlenhydrate in Ermangelung einer Vorverdauung schneller im Dinndarm resorbiert
werden und einen raschen Anstieg des Blutzuckers sowie eine sehr plotzliche Insulin-
ausschuttung aus dem Pankreas bewirken. Dies mindet gegebenenfalls in eine reaktive
Hypoglykdmie nach Senkung des Ubermafig erhéhten Blutglucosespiegels. Derartige
Komplikationen sind daher v. a. fir Diabetiker ein Problem (Seyfried, Wierlemann et al.
2015).

Nach der Anlage eines Magenbypass kdnnen insbesondere bei raschem Gewichtsver-
lust Hyperbilirubindmie und Gallensteinbildung auftreten, fur die Ubergewichtige — der
haufig assoziierten Hypercholesterinamie wegen (bis zu 80% der Gallenblasensteine
sind Cholesterinsteine) — und Diabetiker ohnehin eine Pradisposition besitzen. Prophy-
laktisch erhalten die Patienten deshalb Ursodesoxycholsaure, die die Steine aufldsen
kann und zudem eine hepatoprotektive Wirkung hat (Kowdley 2000, Siewert, Rothmund
et al. 2011, Gutt, Jenssen et al. 2018).



Supplement

Dosierung

Multivitaminpraparat

1-2-tagig mit Vit. B;

Calciumcitrat mit Vitamin D

1200-2000 mg/d + 800 U/d

Folsaure

400 pg/d in Multivitamin

Elementares Eisen

40-65 mg/d (nur bei Bedarf)

Vitamin B4»

3000 pg alle 6 Monate i. m.

postoperative Medikation

Dosierung

Enoxaparin-Na* (Clexane®-Spritzen)

60—-80 mg 2 x/d s. c. stationar nach OP
zur Thromboseprophylaxe

Metamizol (Novalgin®-Tropfen)

4 x 30 Tropfen/d, schrittweise Reduktion,
als Analgetikum

Protonenpumpeninhibitor
(z. B. Pantozol®)

40 mg/d fir 3 Wochen postoperativ,
zur Reflux-Prophylaxe

Ursodesoxycholsaure
(Ursofalk®-Filmtabletten)

2 x 300 mg/d bis zu 6 Monate postoperativ,
zur Prophylaxe einer Cholelithiasis

Tabelle 2: Nach RYGB und SG (teils lebenslang) notwendige Supplemente sowie die post-
operative Medikation der adipositaschirurgischen Patienten.

1.3 Hormonelle Systeme und ihre Bedeutungq im Zusammenhang mit Adipositas

1.3.1 Insulin

Das lebenswichtige Polypeptidhormon Insulin wird in den B-Zellen der Langerhans-In-
seln des Pankreas gebildet. Als vornehmliche Aufgabe des Insulins kann die Regulation
des Blutzuckerspiegels angesehen werden, auferdem ist das endokrine Hormon essen-
tiell als Signal fur diverse metabolische Effekte im Kérper wie die Glykogensynthese in
Muskel- und Leberzelle oder die Forderung der Lipogenese im wei3en Fettgewebe. Der
wichtigste direkte Reiz zur akuten Ausschuittung des Insulins aus der 3-Zelle ist der Blut-
zuckerspiegel, ferner die Anwesenheit verschiedener Aminosauren, freier Fettsduren
und einiger Hormone, wie z. B. Sekretin, GIP und GLP-1. Neben der rein mechanischen
Verkleinerung des Magens sind deshalb beispielsweise ansteigende Spiegel des Inkre-
tinhormons GLP-1 und des Peptids YY und eine geringere Freisetzung des Hungerhor-
mons Ghrelin mitursachlich fir die Wirksamkeit der bariatrischen Verfahren. Sie kom-
men vermutlich durch infolge der Resektion veranderte Kontaktzeit der Nahrung mit den
sezernierenden Zellen zustande bzw. durch Ausschaltung ganzer Teile des Gastrointes-
tinaltrakts, welche endokrine Funktionen besitzen (Holst and Gromada 2004, Yousseif,

Emmanuel et al. 2014, Petersen and Shulman 2018).



Seine Wirkung entfaltet Insulin Uber den Insulinrezeptor, eine Rezeptortyrosinkinase, die
einen Signaltransduktionsweg uber das Insulinrezeptorsubstrat 1 (IRS1), die Phosphoi-
nositid-3-Kinase (PI3K), den second messenger Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat
(PIPy), die Phosphoinositid-abhangige Kinase-1 (PDK1) und schlieRlich die Proteinki-
nase B (PKB = AKT) in Gang setzt. Hierdurch wird die Glucoseausschuttung aus Hepa-
tozyten mittels verminderter Glycolyse und Gluconeogenese reduziert und umgekehrt
die Glucoseaufnahme stimuliert, insbesondere Uber GLUT4-Transporter in querge-
streiftes Muskel- und Fettgewebe. Insulin wird ferner fir die Aufnahme von Kalium und
Magnesium in die Zellen bendtigt, es wirkt antilipolytisch, hemmt als Gegenspieler des
Glucagons dessen Freisetzung und schitzt durch die Entfernung der Glucose aus dem
Blut vor ibermafig hohen Blutzuckerkonzentrationen, die fur den Kérper toxisch waren.
Bei Ubergewichtigen Menschen kann sich durch vermehrte und zu haufige Nahrungszu-
fuhr — und damit Gber langere Zeitrdume hohe Glucosespiegel — eine Resistenz der Kor-
perzellen gegenuber Insulin entwickeln, so dass immer mehr von dem Hormon bendtigt
wird, um die Glucoseaufnahme in die Zellen zu erreichen. Die Insulinresistenz kann
schlieBlich in einen manifesten Diabetes mellitus Typ 2 miinden. Ist die Bauchspeichel-
drise mit der Produktion des notwendigen Insulins irgendwann zunehmend Uberfordert
und versagt durch einen Untergang der 3-Zellen génzlich, wird diese Form des Diabetes
mellitus insulinpflichtig. Ein solcher vollstandiger Mangel des Hormons liegt auch beim
Diabetes mellitus Typ 1 — der sogenannten jugendlichen Form —vor, die allerdingsi. d. R.
(auto-)immunologisch bedingt zu einer Zerstérung des Pankreasgewebes flhrt und nicht
im Zusammenhang mit Adipositas steht oder mit der peripheren Insulinresistenz ver-
wechselt werden darf (White 2003).

Uber die oben genannten wichtigen Funktionen des Insulins fiir den menschlichen Stoff-
wechsel hinaus stimuliert das Hormon Uber den PI3K/PKC-Signalweg die NADPH-Oxi-
dase (Goldstein, Mahadev et al. 2005, San José, Bidegain et al. 2009). Dieses Enzym
liegt an die Zellmembran gebunden vor und katalysiert die Bildung von O, (Superoxid-
anionen), freien Radikalen, aus molekularem Sauerstoff. Aus ihnen entstehen dann wei-
tere reaktive Sauerstoffspezies (ROS), die Zellen durch Reaktionen mit Protein- oder

Lipidbausteinen sowie der DNA schadigen (s. auch 1.4).
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Abbildung 2: Vereinfachte Darstellung der iiber Insulin vermittelten Signalwege und Wir-
kungen sowie der ROS-Produktion.

Hayden und Tyagi gelangen zu dem Schluss, dass im Zustand der Insulinresistenz, also
z. B. beim metabolischen Syndrom, die vorliegende Hyperinsulin- und Hyperproinsulina-
mie die Reninproduktion des lokalen Renin-Angiotensin-Aldosteron-Systems (RAAS) im
Pankreas stimulieren und damit ein Milieu schaffen, in dem zusatzliche und UbermaRige
Angiotensin Il (AT-Il)-Bildung die Kaskade AT-Il — NADPH-Oxidase — ROS-Produktion
befeuern (Hayden and Tyagi 2002).

1.3.2 Renin-Angiotensin-Aldosteron-System (RAAS)

Bedeutende Aufgaben des RAAS im menschlichen Kérper sind die Regulierung kardio-

vaskularer Funktionen, insbesondere des Blutdrucks, sowie die Aufrechterhaltung eines
adaquaten Wasser- und Elektrolythaushalts. Das Propeptid Angiotensinogen wird beim
schlanken Menschen hauptsachlich in der Leber produziert und vom aus der Niere se-
zernierten Renin im Plasma zun&chst zu Angiotensin, anschlielend vom endothelstandi-
gen Angiotensin Converting Enzyme (ACE) v. a. in der Lunge zum Effektorhormon An-
giotensin Il (AT-Il) gespalten. Neben einem systemischen sind mittlerweile viele lokale
RAAS bekannt — beispielsweise in Gehirn, Herz, Pankreas und Fettgewebe —, die alle
nétigen Komponenten des RAAS selbst exprimieren. Im Gehirn synthetisiertes AT-Il fun-

giert so z. B. als Neurotransmitter, bei adipdsen Patienten wird Angiotensinogen ver-
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starkt im Fettgewebe gebildet und férdert die Hypertrophie der Adipozyten (de Kloet,
Krause et al. 2010).

AT-Il entfaltet seine Wirkung in erster Linie Uber den AT;- sowie AT,-Rezeptor. Eine
Bindung an den AT-Rezeptor (AT1R) bedingt eine Vasokonstriktion, Blutdrucksteige-
rung mittels Natrium- und Wasserretention, Herabregulation der Lipolyse sowie teilweise
fibrotische und inflammatorische Reaktionen. Die Bedeutung des AT,-Rezeptors bleibt
bislang umstritten, er hat mutmaRlich antagonisierende Funktionen zum AT4R und wirkt
unter anderem antiinflammatorisch (Steckelings 2011). Eventuell vermittelt er vasodila-
tierende und antiproliferative Effekte sowie oxidativen Stress (Atlas 2007).

AT-Il férdert die Differenzierung von Monozyten aus hdmatopoetischen Stammzellen so-
wie deren Chemotaxis (Uber Hochregulierung des Chemokinrezeptors CCR;) und duirfte
mitverantwortlich fir eine verstarkte Immunzell-Rekrutierung an Entziindungsorten sein
— so auch dem Fettgewebe, in dem ein Ubermaf an AT-II eine chronische niederschwel-
lige inflammatorische Reaktion hervorruft (Tsubakimoto, Yamada et al. 2009, Yvan-
Charvet and Quignard-Boulangé 2011). Als mitursachlich fur die Entzindungsférderung
wird zudem die durch AT-Il verstarkte Produktion von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS)
betrachtet, die in der Folge u. a. Atherosklerose und vaskulares Remodeling begunstigt.
Diese Generierung freier Radikale findet zum einen tGber den AT+R und die Aktivierung
der NADPH-Oxidase statt (Fazeli, Stopper et al. 2012). Daneben tragt AT-Il zur vermin-
derten ATP-Synthese sowie zur Ausbildung einer mitochondrialen Dysfunktion bei, was
beispielsweise haufig als malgeblich im Zusammenhang mit der Entstehung kardiovas-
kularer Erkrankungen oder Zellalterungsprozessen diskutiert wird. In vitro-Versuche er-
gaben, dass mitochondrienspezifische und andere Antioxidantien dem durch AT-Il ver-
ursachten Zellalterungsprozess glatter Muskelzellen entgegenwirken (Tsai, Pan et al.
2016).

SchlieRlich ist hier von besonderer Bedeutung, dass AT-Il zur Insulinresistenz fihren
kann, indem die zunehmende Menge an produzierten ROS vermittelt Gber die PDK1 das
IRS1 durch Phosphorylierung degradiert. Dadurch wiederum kénnen die von Insulin ini-
tiierten Signalwege nicht bzw. nur gehemmt ablaufen — die Zelle wird unempfindlich

gegeniuber dem Hormon (Taniyama, Hitomi et al. 2005).
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Abbildung 3: AT-1I-Bildung und -Signalwege in der Zelle sowie iiber AT-Il vermittelte ROS-
Produktion.

Das RAAS wird folgerichtig als wichtiger verbindender Faktor in der Pathogenese von
Adipositas und Insulinresistenz bzw. Diabetes angesehen, die zusammen mit der arteri-
ellen Hypertension das metabolische Syndrom charakterisieren. Weil die Herabsetzung
der Insulinsensitivitat durch AT-Il als gesichert gilt, wird den heute vielfach zur Blutdruck-
senkung verordneten ACE-Inhibitoren ebenso wie den AT-Rezeptorblockern das Poten-
zial zugeschrieben, eine Diabetesentwicklung moglicherweise verzdégern oder gar ver-

hindern zu kénnen (Niklason, Hedner et al. 2004, Ramalingam, Menikdiwela et al. 2017).

1.4 Reaktive Sauerstoffspezies (ROS) und oxidativer Stress

Unter ROS versteht man Molekiile, die in den Zellen wahrend der Stoffwechselprozesse
aus Sauerstoff generiert werden. Fur alle aeroben Lebewesen ist Sauerstoff essentiell,
um durch seine Reduktion zu H,O im Rahmen der Atmungskette den Energietrager ATP
synthetisieren zu kdnnen. Die Sauerstoffradikale besitzen mindestens ein ungepaartes

Valenzelektron in ihrer Hulle. Weil sie danach streben, ihren somit unstabilen Zustand

13



durch Verlust oder Aufnahme von Elektronen zu beenden und deshalb sehr kurzlebig
und reagibel sind, nennt man sie auch reaktive Sauerstoffspezies (ROS). Aulzer dem
oben erwahnten Superoxidanion O,", das von der NADPH-Oxidase gebildet wird, zahlt
man zu dieser Gruppe andere Radikale wie das Hydroxylradikal OH", das Hydroperoxyl-
(HOO™) oder Peroxylradikal (ROO™) und nicht-radikalisch vorliegende Molekile wie
Ozon (O3), Hydrogenperoxid (H,0,) oder Hydroperoxid (ROOH). Die Cytochrom-c-Oxi-
doreduktase der Atmungskette und die verschiedenen Formen der NADPH-Oxidasen

gelten als zwei wichtige Quellen endogener ROS (Circu and Aw 2010).

Die Produktion von ROS im Kdrper geschieht unter anderem durch Immunzellen wie
neutrophile Granulozyten oder Makrophagen; sie nutzen die Sauerstoffradikale intrazel-
lular zur Zerstérung phagozytierter Fremdkdrper beim ,,oxidative/respiratory burst®, einer
explosionsartigen ROS-Freisetzung. Mikroorganismen wie Bakterien oder Pilze kénnen
so bekampft werden. Wie wichtig diese Funktionen sind, wird klinisch zum Beispiel am
Bild der septischen Granulomatose deutlich: Bei dieser Erbkrankheit ist durch eine Gen-
mutation die NADPH-Oxidase defekt und es resultiert mangels ROS-Produktion eine be-
drohliche Schwachung der Immmunabwehr, da Erreger in den Granulozyten nicht abge-
totet werden, sondern stattdessen Uber die Blutbahn rasch in mehrere Organe streuen
kénnen (Roos and de Boer 2014). Eine weitere physiologische Aufgabe der ROS inner-
halb der Zellen ist, dass sie als Ubertrager bei der Modulation von Signalwegen und
deren Regulation fungieren. SchlieBlich leisten sie durch gezielte Apoptoseinduktion ei-
nen wichtigen Beitrag zur Entledigung des Korpers von geschadigten Zellen (Circu and
Aw 2010).

Allerdings kann eine — ungewollte — ROS-Produktion infolge dulRerer Faktoren eintreten,
namlich z. B. durch den Einfluss ionisierender Strahlung, bei Tabakkonsum oder Auf-
nahme von Umweltgiften wie Schwermetallen. Bei manchen Medikamenten, die die Frei-
setzung von Eisen aus Ferritin erleichtern, tritt sie als unerwiinschte Nebenwirkung auf
(Mena, Ortega et al. 2009). Die unverzichtbaren und notwendigen Wirkungen der ROS
dirfen daher nicht dariiber hinwegtéuschen, dass ein UbermaR zu gefahrlichem oxida-
tiven Stress fihrt. Als solchen definiert man eine Imbalance zwischen oxidativen Stoffen
und ihren antioxidativen Gegenspielern, die vom Koérper entweder selbst synthetisiert
oder von aufden zugefuhrt werden. Dieses Ungleichgewicht bzw. eine Verschiebung hin

zu Uberwiegend oxidativen an der Stelle reduktiver Reaktionen kann die Reparatur- und
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Entgiftungsmechanismen einer Zelle stéren und somit Defekte an der DNA sowie Scha-
den an Zellmembranen oder Proteinen bedingen (Valko, Leibfritz et al. 2007). Eine Be-
teiligung am Alterungsprozess durch die akkumulierenden schadhaften Zellbestandteile
postuliert die Freie-Radikale-Theorie, die auf Denham Harman zurlckgeht und in modi-
fiziertem und erweiterten Rahmen noch immer diskutiert wird (Salmon, Richardson et al.
2010).

Ein weiteres Beispiel fur die nachteiligen Eigenschaften der aggressiven Molekilfrag-
mente ist die Lipidperoxidation, also ihr Angriff an ungesattigten Fettsduren. Bei dieser
Kettenreaktion entsteht, indem einer Fettsdure ein Elektron ,herausgeschlagen® wird,
ein neues radikalisches Molekdl, das in der Folge mit anderen Fettsduren weiterreagiert.
Dieser Pathomechanismus tragt wesentlich zur Entstehung von Atherosklerose bei
(Valko, Leibfritz et al. 2007).

Heute werden unterschiedlichste Erkrankungen mit oxidativem Stress in Verbindung ge-
bracht, unter anderem Krebs, rheumatische und kardiovaskulare Krankheitsbilder, Dia-
betes und neurodegenerative Erkrankungen wie Demenz (Alzheimer) oder der Morbus
Parkinson (Kirkinezos and Moraes 2001, Pham-Huy, He et al. 2008). Bei adipdsen Pa-
tienten liegt ein chronisch erhéhtes ROS-Level vor, das besonders auf den im Fettge-
webe produzierten erhéhten oxidativen Stress zurtickzufuhren ist — gleichzeitig ist letz-
terer nicht nur Folge, sondern auch Ursache der Entstehung des Ubergewichts, indem
er beispielsweise Proliferation und GréRenzunahme von (Pra-)Adipozyten mitbedingt
(Keany, Larson et al. 2003, Furukawa, Fuijita et al. 2004, Rani, Deep et al. 2016).

o H H oH H20 O H O,
H OJJ\/EXR H OWR
Fettsaure }

o) H H O H

HOJI\/\=)<R HOJI\/\=/<R

Q ‘0Q H O HOO H
H O/U\/\:XR H owR
Fettsaure - Peroxylradikal Fettsaure - Hydroperoxid

Abbildung 4: Lipidperoxidation als Beispiel fiir eine radikalische Kettenreaktion, ausge-
16st durch ein Hydroxylradikal.
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1.5 Antioxidantien

1.5.1 Vorkommen, Eigenschaften und antioxidative Wirkungsweise

Unter dem Begriff der Antioxidantien werden Substanzen subsumiert, die als Radikal-
fanger den ROS entgegenwirken und so den oxidativen Stress im Korper verringern.
Unterschieden werden natirliche und synthetische Antioxidantien, auferdem ist eine
Unterteilung in endogen produzierte und von exogen zugeflihrte Stoffe gebrauchlich.
Das physiologischerweise im Kérper vorkommende Glutathion ist ebenso wie Melatonin
oder Harnsaure antioxidativ wirksam. Zuséatzlich ist eine Reihe von antioxidativen Enzy-
men, insbesondere die Superoxiddismutase, Glutathionperoxidase und Katalase, von
grol3er Bedeutung. Von aufRen mit der Nahrung zugefuhrt werden dagegen beispiels-
weise die Vitamine A, C und E (Young and Woodside 2001, Pisoschi and Pop 2015).
Sie sind essentiell und kénnen vom Menschen nicht in ausreichender Menge selbst syn-
thetisiert werden. Daneben muss die breit gefacherte Anzahl an sekundaren Pflanzen-
stoffen angesprochen werden, zu deren Vertretern die Carotinoide (in orange-rotem,
aber auch griinem Gemiuise und Obst, z. B. Kirbis, Karotten, Griinkohl), die Polyphenole
(z. B. in Heidel- und Johannisbeeren, Apfeln), die schwefelhaltigen Sulfide (z. B. in
Lauch, Zwiebeln) oder der bekannte griine Pflanzenfarbstoff Chlorophyll gehdren.
Schliel3lich haben Mineralstoffe und Spurenelemente wie Zink oder Selen neben ihren
vielfaltigen Leistungen fir Stoffwechsel und Immunsystem sowie als Baustoffe oft eine
antioxidative Funktion (Schek 2002, Pham-Huy, He et al. 2008, Shebis, lluz et al. 2013).

Folgende Wirkmechanismen existieren, vermittels derer antioxidative Systeme und Sub-
stanzen den Korper schutzen: Erstens kann durch Mesomeriestabilisierung des Anti-
oxidans verhindert werden, dass wie bei der schon genannten Lipidperoxidation durch
die Elektronenaufnahme eines Radikals ein weiteres Radikal aus dem Reaktionspartner
entsteht. Ein Beispiel hierflir ist das a-Tocopherol (Vitamin E). Zweitens sind viele anti-
oxidative Stoffe wie Glutathion und Ubichinon ,recyclebar. Sie spenden Elektronen und
missen anschlieend durch Elektronen weiterer Bestandteile einer teils langeren Re-
doxkette regeneriert werden, die nacheinander den Radikalcharakter tibernehmen. Auf
ahnliche Weise fungieren manche Antioxidantien wie z. B. die Ascorbinsaure (Vitamin C)
als Reduktionsmittel. Ihr Redoxpotential ist so niedrig, dass sie eher oxidiert werden als
andere Substanzen, die sie auf diese Weise vor den Radikalen schiutzen. Das Zusam-
menspiel hydrophiler und lipophiler Antioxidantien ermdéglicht schliellich den Abtrans-
port der Elektronen Uber verschiedenartige Zelstrukturen hinweg (Weseler and Bast
2009).
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Abbildung 5: Quellen oxidativen Stresses und antioxidative Gegenspieler.

1.5.2 Bioverfligbarkeit, Metabolisierung und mogliche Anwendung

Die diversen angesprochenen antioxidativ wirksamen Stoffe besitzen eine duRerst un-
terschiedliche Bioverfligbarkeit flir den menschlichen Kérper. Welcher Anteil einer oral
aufgenommenen Antioxidantienmenge den systemischen Kreislauf erreicht, ist abhan-
gig von mehreren Faktoren: der Stabilitdt der Substanz, der Verweildauer der Nahrung
im Gastrointestinaltrakt, der Zusammensetzung und Verarbeitung der Nahrung (so sind
z. B. die Vitamine E, D, K und A bekanntlich fettléslich), Wechselwirkungen mit Medika-
menten und anderen in der Nahrung enthaltenen Antioxidantien bis hin zur Tageszeit.
Noch dazu differiert das Ausmal ihrer Verstoffwechselung, so dass teilweise nur sehr
schwierig abgeschéatzt werden kann, wie viel Substanz letztlich eine entsprechende Wir-
kung hervorruft (Holst and Williamson 2008, D'Archivio, Filesi et al. 2010).

Da vieles fur die Beteiligung oxidativen Stresses an der Genese eines Typ-2-Diabetes
mellitus spricht, werden grof3e Hoffnungen in Antioxidantien gesetzt, die orale Medika-
tion betroffener Patienten eventuell ergdnzen und unterstitzen zu kénnen. Denn letztere
vermag den HbA1c-Wert zwar um 0,5-2 % zu senken und ist damit durchaus effektiv;
sie birgt allerdings auch Risiken wie Laktatazidose (durch Metformin) oder Hypoglyka-

mien und Gewichtszunahme (bei Anwendung von Insulinen, Sulfonylharnstoffen), so
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dass ihre Anwendung gerade fiur adipése Patienten nebenwirkungsreich ist (Inzucchi
2002, Hall, Pellen et al. 2010, Duvvuri, Katiyar et al. 2015).

Die oben angesprochene Versorgung mit bestimmten Vitaminen und Supplementen
nach bariatrischen Operationen ist unumganglich und ihre Wirksamkeit erwiesen. Dage-
gen stehen die bislang sparlichen gesicherten Kenntnisse Uber den wirklichen Nutzen
einer Vielzahl antioxidativer Stoffe in Widerspruch zu der zunehmenden Vermarktung
von als krebspraventiv und anderweitig gesundheitsférdernd beworbenen Nahrungs-
und Nahrungserganzungsmitteln (,functional food®, ,nutraceuticals“), denen sie zuge-

setzt werden. Eine weitere Erforschung ist hier noch geboten (Roberfroid 2000).

1.6 Fragestellung

Der Fokus der Arbeit lag auf der Adipositasstudie mit 50 stark Ubergewichtigen Patien-
ten, die sich zu einer bariatrischen chirurgischen MaRnahme entschlossen hatten. Ne-
ben der erwarteten Kérpergewichts-/BMI-Reduktion, die sowohl fur den Roux-en-Y-Ma-
genbypass als auch die Sleeve-Gastrektomie bereits nachgewiesen ist, sollte zum einen
untersucht werden, welche Unterschiede sich hinsichtlich der gewahlten Operationsart
dokumentieren lassen und zum anderen, wie sich das starke Ubergewicht auf DNA-Ebe-
ne auswirkt und ob sich fragliche Schadigungen nach Gewichtsreduktion als reversibel
herausstellen. Dabei sollten mediierende Variablen wie bestimmte Nebenerkrankungen
der adipdsen Patienten Berlcksichtigung finden.

Da bekanntermaflen Insulin eine bedeutende Rolle im Zusammenhang mit Diabetes
mellitus sowie Adipositas spielt und viele Studien diesen, wenngleich bislang noch we-
niger erforscht, auch fir Angiotensin Il dokumentieren, wurden beide Hormone einzeln
und kombiniert in In-vitro-Zellkulturversuchen verwendet. Zwar kdnnen die Zellkulturmo-
delle nie ganzlich die physiologischen Zustande im Menschen abbilden, allerdings las-
sen sich Hinweise auf mogliche Wechselwirkungen und Faktoren gewinnen, die den bei
Adipdsen veranderten Metabolismus und oxidativen Stress beeinflussen. Unter dem Ge-
sichtspunkt eines eventuellen positiven Effektes wurden deshalb zusatzlich verschie-
dene antioxidative Substanzen an den gleichen Zellen getestet, deren Wirksamkeit teil-

weise in der Literatur beschrieben worden ist.
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2. Material

2.1 Verwendete Zelllinien und ihre Kultivierung
2.1.1 NRK

Die adharente Zelllinie NRK — epitheliale Nierenzellen der Ratte — wurde bei 37°C, 5 %
(v/v) CO; in DMEM high glucose (4,5 g/l), angereichert mit 10,0 % (v/v) fetalem Kalber-
serum (FBS), 1,0 % (v/v) L-Glutamin, 1,0 % (w/v) nichtessentiellen Aminosauren und
1,0 % (v/v) Antibiotika (50 U/ml Penicillin sowie 50 mg/ml Streptomycin) kultiviert. Eine
Subkultivierung fand zwei- bis dreimal pro Woche statt, fur die Versuche wurde jeweils
die gewinschte Anzahl Zellen am Vortag in 6-well-Platten mit je 3 ml Medium pro well
ausgesat. Die Generationszeit betragt etwa 20 Stunden. Im Gegensatz zu den HL60-
Zellen entstammen die NRK-Zellen gesundem Nierengewebe, es sind also keine Tumor-

bzw. Krebszellen.

2.1.2 HL6O

Bei der HL60-Zelllinie handelt es sich um Zellen, die urspringlich aus dem Blut einer 36-
jahrigen Patientin mit akuter Promyelozytenleukamie isoliert wurden und eine Verdopp-
lungszeit von 36—48 Stunden besitzen. Sie sind nicht adharent, sondern werden in
Suspension kultiviert. Die Kultivierung erfolgte analog zur NRK-Zelllinie mit zwei bis drei
Subkultivierungen pro Woche. Das HL60-Medium setzt sich zusammen aus 5 % (v/v)
CO; in Roswell Park Memorial Institute-Medium (RPMI) 1640-Medium, angereichert mit
10 % (v/v) FBS, 1 % (w/v) L-Glutamin und 0,4 % (w/v) Antibiotika (50 U/ml Penicillin,
50 mg/ml Streptomycin). Die Zellen wurden bei 37°C und 5 % CO, kultiviert.

2.2 Getestete antioxidative Substanzen
2.2.1 Tricetinidin

Tricetinidin ist ein Vertreter der Anthocyanidine, die den Pigmentbestandteil der mehre-
ren hundert nattrlich vorkommenden Anthocyane ausmachen, welche wiederum eine
Untergruppe der Flavonoide, i. e. von Polyphenolen, darstellen. Die Stabilitat der Antho-
cyane ist von mehreren Einflussfaktoren wie u. a. Temperatur, Umgebungs-pH, Licht,
Sauerstoffgehalt abhangig. Zu den Eigenschaften dieser Substanzen zahlt eine antiin-
flammatorische, antikarzinogene und neuro- sowie kardioprotektive Wirkung. Dartber
hinaus besitzen sie antioxidative und antimikrobielle Fahigkeiten (Kong 2003, Khoo,
Azlan et al. 2017). Anthocyanidine werden unter Einwirkung von Hitze oder durch saure

Hydrolyse aus Anthocyanen freigesetzt, die sich in den Zellvakuolen der Bliten, Friichte
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oder Blatter verschiedener Pflanzen finden; sie sind fur das blaue, violette und rote Farb-
spektrum von Blau- und Erdbeeren, Kirschen, Pflaumen und ahnlichem verantwortlich
(Wan, Li et al. 2009, Salomone, Godos et al. 2016). Die wichtigsten und haufigsten An-
thocyanidine sind Cyanidin, Delphinidin und Pelargonidin — ihre 3‘-Deoxyanthocyanidin-
Aquivalente Luteolinidin, Tricetinidin und Apigenidin kommen dagegen seltener vor
(Jaldappagari 2008). Es ist bislang umstritten, ob die oben genannten erwinschten Wir-
kungsweisen maflgeblich dem glykosidisch gebundenen Zuckeranteil der Anthocyane
oder vielmehr dem farbgebenden Aglykon, dem Anthocyanidin, zu verdanken sind. Eine
Hemmung der Zellproliferation und Apoptoseinduktion bei HL60-Tumorzellen wurde von
Del Pozo-Insfran et al. z. B. eher der glykosidischen Fraktion zugeschrieben, wéhrend
Hou et al. den apoptotischen Effekt auf die HL60-Zellen in Abhangigkeit von einer ortho-
Dihydroxyphenylstruktur der Anthocyanidine sehen (Hou, Ose et al. 2003, Del Pozo-
Insfran, Percival et al. 2006).

Kayodé et al. konnten im FRAP-Assay eine hohe antioxidative Kapazitat in Extrakten
aus der Blattscheide einer Hirseart nachweisen, deren Anthocyangehalt sich hauptsach-
lich und in ungewdhnlich hohem Ausmaf} aus 3'-Deoxyanthocyanidinen zusammensetzt
(Kayodé, Nout et al. 2011).

Abbildung 6: Grundstruktur der Anthocyanidine. Wahrend bspw. Delphinidin an R' und
R3 eine Hydroxylgruppe tréagt, liegt sie bei Tricetinidin (= 3‘-Deoxyanthocyanidin) an R!
vor.

2.2.2 Curcumin

Das Polyphenol Curcumin ist ein naturlicher, leuchtend gelber Pflanzenfarbstoff, der aus
dem Rhizom von Curcuma longa (dt. Gelbwurzel) stammt (Nagy, Feher et al. 2015).
Dieser intensiven Farbung wegen wird Curcumin als Lebensmittelzusatzstoff E100 z. B.
in Currypulver und Gewlrzmischungen eingesetzt. Es ist weithin als Gewlrz bekannt
und findet in der Naturheilkunde als Mittel gegen rheumatoide Arthritis, bei entziindlichen
Erkrankungen und Schmerzen Verwendung (Funk, Frye et al. 2006, Schiborr, Kocher et

al. 2014). GrolRes Interesse gilt der Substanz in Bezug auf einen mdglichen Einsatz im
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Rahmen onkologischer Therapien, denn ein antiproliferativer und proapoptotischer Ef-
fekt des Curcumins auf verschiedenste bislang getestete Tumorzellarten konnte nach-
gewiesen werden (Aggarwal and Sung 2009, Wang, Chen et al. 2017).

Die antioxidative und -inflammatorische Wirkung der Polyphenole ist in vitro mittlerweile
recht gut untersucht worden, wahrend In-vivo-Studien zu teils gegensatzlichen Ergeb-

nissen gelangen (Zhang and Tsao 2016).

2.2.3 Resveratrol

Von den hier verwendeten Antioxidantien ist Resveratrol die bislang am besten unter-
suchte Substanz. Die phenolische Verbindung aus der Gruppe der Stilbene ist u. a. ein
Bestandteil von Rotwein, dessen vermutete praventive Wirkung in Bezug auf die Koro-
nare Herzkrankheit immer wieder Gegenstand von Diskussionen ist und auf die antioxi-
dativen und antiinflammatorischen Eigenschaften des Stoffs zurtickgefuhrt wird. Neben
dem Vorkommen in Frichten wie Trauben und verschiedenen Beerensorten findet sich
Resveratrol auch in Erdnissen und diversen anderen Pflanzen (Surh, Hurh et al. 1999,
Alberdi, Rodriguez et al. 2011).

Unter dem Gesichtspunkt des metabolischen Syndroms wird diesem Antioxidans v. a.
deshalb Beachtung geschenkt, weil ihm eine kdrperfettsenkende Wirkung zugeschrie-
ben wird. Autoren sprechen hier von einem ,caloric restriction mimetic“; als Mechanis-
mus nimmt man an, dass Resveratrol Proliferation und Ausdifferenzierung von Praadi-
pozyten inhibiert sowie deren Apoptose beférdert. Aullerdem bestehen Anhaltspunkte
fur eine reduzierte Aufnahme von Triacylglyceriden in das Fettgewebe bzw. eine dortige
verminderte Lipogenese wie auch LDL-Oxidation. Dabei ist zu bedenken, dass bei der-
artigen Versuchen im Tiermodell mehrheitlich Konzentrationen eingesetzt wurden, die
sich im Menschen nur durch zusatzliche Resveratrol-Supplementation erzielen lie3en
(Baur and Sinclair 2006, Alberdi, Rodriguez et al. 2011).

In hohen Dosierungen bzw. bei langerer Anwendung sind bei einigen Polyphenolen in
In-vitro-Untersuchungen allerdings auch toxische Effekte beobachtet worden. |hr phar-
makokinetisches Verhalten kann sich au3erdem durch Strukturdnderungen im An-
schluss an die Resorption @ndern (George, Dellaire et al. 2017). Ahnlich der Studienlage
zu Curcumin lassen sich zur Bioverfligbarkeit des Polyphenols Resveratrol beim Men-
schen keine sicheren Angaben machen, die unter anderem wohl durch eine hohe in-
terindividuelle Variabilitdat und zirkadiane Aufnahmeschwankungen erschwert werden
(Almeida, Vaz-da-Silva et al. 2009). Insgesamt gelangt freies Resveratrol bei zwar recht

guter Absorption aufgrund von First-Pass-Effekt sowie starker Verstoffwechselung nur
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in einem geringen Prozentsatz der verabreichten Gesamtmenge in das Blutplasma; zur
Lésung dieser Probleme sind in jingerer Zeit galenische Modifikationen in Erprobung
(Amri, Chaumeil et al. 2012, Amiot, Romier et al. 2013).

2.3 Arbeitsgerite

Allgemeine Verbrauchsmaterialien wurden von der Firma Hartenstein (Wurzburg) und
Verbrauchsmaterialien fur die Zellkultur von der Firma Greiner (NUrtingen) bezogen.

Hochreines Losungsmittel wurde aus der hauseigenen Reinstwasseranlage entnommen

(Millipore-System).

Arbeitsgerate und
Materialien

Hersteller

Brutschrank

Typ B 5060 EK-CO2, Heraeus, Hanau

Comet-Mikroskop

Nikon Eclipse TS100-F, Dusseldorf

Coulter Counter

Z1 bzw. Z2, Coulter Electronics, UK

Elektrophoresekammern

Hoefer Scientific Instruments, San Francisco (USA)

Feinwaage

Sartorius, Gottingen

Fluoreszenzmikroskop

Nikon Eclipse, 20x /40x (Nikon)

Heizblock (37°C)

Liebisch, Bielefeld

Kuhlschranke

—80°C, Hera Freeze, Thermo Fisher Scientific, Waltham
(USA)
—20°C, Liebherr, Ochsenhausen

Netzgerat Power Pac 300, BioRad, Deutschland

Objekttrager Menzel Superfrost, Gerhard Menzel, Braunschweig
Pipetten Gilson, Villiers le Bel (Frankreich)

Sterile Werkbank Gelaire Gruppo Flow, Flow Laboratories, Deutschland
Wasserbad Memmert bzw. Kottermann, Deutschland

Zellmikroskop

Nikon TMS

Zentrifugen

Universal K2 S/16 R, Hettich, Tuttlingen
Labofuge 400e, Heraeus, Hanau

Zytozentrifuge

Cytospin 3, Thermo Shandon (UK)

Tabelle 3: Verwendete Arbeitsgerdte und Materialien.

2.4 Laborchemikalien

Die nachfolgende Tabelle stellt eine Auflistung der bei der Erstellung der Arbeit benétig-

ten Laborchemikalien dar. Soweit bekannt, sind die jeweilige CAS-Nummer sowie der

Hersteller, von dem sie bezogen wurden, angegeben.
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Laborchemikalien CAS-Nummer Hersteller
1,4-Diazobicyclo(2.2.2)octan 280-57-9 Sigma

1x PBS Roth
2-Hydroxyethylagarose, Typ VII 39346-81-1 Sigma
2-Propanon (Aceton) 67-64-1 Roth
Angiotensin Il Sigma
Curcumin Sigma
Cytochalasin B 14930-96-2 Sigma
Dikaliumhydrogenphosphat 7758-11-4 Merck
Dimethylsulfoxid 67-68-5 Sigma
Dulbecco’s Modified Eagle’s Sigma
Medium (High Glucose)

Ethylendiamin-tetraacetat 6381-92-6 Roth
(EDTA, Dinatriumsalz-2-hydrat)

Fetales bovines Serum Biochrom
Fluoresceindiacetat (FDA) 596-09-8 Serva

Gel Red/Gel Green Biotrend
High Melting Point Agarose 9012-36-6 Roth
Histopaque 1077 Sigma
Humaninsulin 11061-68-0 Santa Cruz
Kaliumchlorid 7447-40-7 Sigma
Lectin/PHA L8902 Sigma
Low Melting Point Agarose Sigma
L-Glutamin (200 mM) Sigma
Penicillin—Streptomycin (10 000 U Sigma
Penicillin + 10 mg/ml Streptomycin

in0,9 % NaCl)

Methanol 67-56-1 Roth
Na-N-Lauroylsarcosin 137-16-6 AppliChem
Natriumchlorid 7647-14-5 Roth
Natriumhydrogencarbonat 144-55-8 Sigma
Nichtessentielle Aminosauren PAA Laboratories
Natriumhydroxid 1310-73-2 Roth
Resveratrol Sigma
RPMI-1640 Medium Sigma
Salzsaure 37% 7647-01-0 Merck
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Tricetinidin Connect Chemicals
Tris-(hydroxymethyl)- 77-86-1 Roth

aminomethan

Triton X-100 11061-68-0 Sigma

Trypsin 9002-07-7 Sigma

Tylosin Solution T3397 Sigma

(8 mg/mlin 0,9 % NaCl)

Tabelle 4: Genutzte Laborchemikalien und Substanzen.

Sigma Sigma-Aldrich, Minchen

Santa Cruz Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg

Roth Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe

Serva Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg
Merck Merck Bioscience GmbH, Schwalbach
AppliChem AppliChem GmbH, Darmstadt

Biotrend Biotrend, Koln

Biochrom Biochrom GmbH, Berlin

PAA Laboratories PAA Laboratories GmbH, Pasching (Osterreich)

2.5 Puffer und Lésungen

Puffer/Lésung Herstellungs- und ggf. Aufbewahrungsweise

120 ml 5 M NaOH + 10 ml 0,2 M EDTA +

1870 ml Aqua dest.

Der Puffer wurde jeweils frisch hergestellt und bei 4°C
gekulnhlt.

Elektrophoresepuffer

2,5M NaCl (146,10 g/l) + 0,1 M Na,EDTA (37,22 g/l) +

o N .
Lysepuffer ?1(31(3%) TRIS (1,21 g/l) + 1 % N-Laurosylsarcosinat

— Lésung in H,O und Einstellung auf pH 10 mit NaOH.

0,4 M TRIS-Neutralisati- | 48,44 g TRIS (0,4 mol/l) + 1 | Aqua dest.

onspuffer — Einstellung des pH 7,5 mit HClyon;.
66,75 ml Lysepuffer + 7,5 ml DMSO + 0,75 ml Triton-
i X 100
Lyselosung Die Lésung wurde stets frisch hergestellt und bei 4°C ge-
kahlt.

10 pl Gel Red-Stocklésung + 990 ul Aqua dest. +

Gel Red-Farbeldsung 3 ml DABCO
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Gel Green-Farbelésung | 10 ul Gel Green-Stocklésung + 990 ul Aqua dest.

FDA-Farbeldsung fur 2 ml 1x PBS + 12 yl FDA-Stammldsung (5 mg/ml Aceton
den Vitalitatstest + 2 pl Gel Red-Stocklésung)

80 g NaCl + 2 g KCI + 5,75 g N2HPO4(H20)2 +
1x PBS 2 g KH2(H20)2
— Einstellung von pH 7,4 in 11 H,O mit NaOH.

0,01 M Tris HCI (1,576 g/l) + 0,1 M EDTA (29,22 g/l) +
0,02 M NacCl (1,17 g/l) + Pen/Srep (10 ml/l, nach dem
Autoklavieren)

— Einstellung von pH 7,0 mit HCI bzw. NaOH.

MSH-Puffer

Tabelle 5: Zur Durchfithrung der Versuche hergestellte bzw. verwendete Puffer und Lé6-
sungen.

2.6 Software

Die vorliegende Arbeit wurde mit den Programmen Microsoft Office 365 ProPlus—Word
bzw. —Excel (Version 15.33, © 2017) geschrieben.

Zur Literaturrecherche diente EndNote™ X8 (Thomson Reuters, © 2016), fiur die statis-

tische Auswertung wurde das Programm IBM SPSS Statistics (Version 23.0) genutzt.

3. Methoden

3.1 Adipositasstudie
3.1.1 Studienaufbau

Der Arbeit liegen die Daten der ersten Halfte Patienten einer Studie zugrunde, die in

Zusammenarbeit mit dem Universitatsklinikum Wurzburg und hier speziell der Allge-
mein- und Viszeralchirurgie unter PD Dr. Florian Seyfried erfolgte. Insgesamt gaben flr
die vorliegende Studie 50 adipdse Patienten, die sich einer bariatrischen Operation un-
terzogen, ihre Zustimmung zur Auswertung der bei ihnen erhobenen Befunde und zur
Verwendung von Blut- und Mundschleimhautproben (Ethikvotum Nr. 186/14). Deren Ent-
nahme fand planmaRig jeweils moglichst zeithah vor dem Operationstermin sowie zu
zwei weiteren Zeitpunkten — 6 und 12 Monate postoperativ — statt, zu denen sich die
Patienten zur ohnehin vorgesehenen Verlaufskontrolle in der Ambulanzsprechstunde
vorstellen sollten. Diese Zeitfenster konnten mit den tatsachlich stattgehabten Kontroll-
untersuchungen nach 200 + 25 Tagen (~ 6,7 Monate) und 361 + 47 Tagen (~ 12,0
Monate) recht gut eingehalten werden.

Von den 50 hier besprochenen Patienten sind 40 weiblich und 10 mannlich, das Durch-

schnittsalter lag bei Einschluss in die Studie bei 43,8 £ 10,5 Jahren. Sie wogen zu Beginn
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149,3 + 32,6 kg, was einem BMI von 52,09 + 8,6 kg/m? entsprach. Es wurde 32 Mal ein
Roux-en-Y-Magenbypass angelegt und 17 Mal eine Sleeve-Gastrektomie vorgenom-
men. Bei einem Patienten musste die Operation aufgeschoben werden.

Als Kontrollgruppe konnten mit Genehmigung der Ethik-Kommission Lymphozytenpra-
parate von Teilnehmern einer anderen Studie genutzt werden (Ethiknummern 96/11 und
44/04). Hiervon wurden insgesamt 18 ausgewertet. Die normalgewichtigen Kontrollper-
sonen unterteilten sich in 14 Frauen und 4 Manner mit einem durchschnittlichen Alter
von 31,0 + 7,6 Jahren und einem BMI von 22,7 + 2,1 kg/mz.

3.1.2 Erfasste klinische Parameter

3.1.2.1 Blutdruck und Herzfrequenz

Zum Standard der Kontrolluntersuchungen zahlten Blutdruck- und Herzfrequenzmes-
sung, zumal es sich bei mehr als der Halfte der Patienten um diagnostizierte Hyper-
toniker handelte, von denen fast alle medikamentds behandelt wurden. Sogar in der Nor-
malbevolkerung liegt die Pravalenz der arteriellen Hypertonie in der Altersgruppe der
Studienteilnehmer inzwischen bei etwa 35-50 % und gilt daher mit als wichtigster kardi-
ovaskularer Risikofaktor der Industrielander. Ubergewicht (ab einem BMI > 25 kg/m?)
wird in der Literatur teilweise zu > 60—70 % atiologisch fiir die Erkrankung an Bluthoch-
druck verantwortlich gemacht; umgekehrt leiden unter letzterem mindestens ebenso vie-
le der Adip6sen (Krauss, Winston et al. 1998, Bramlage, Pittrow et al. 2004). Daflr wird
unter anderem Insulin als gesicherter Faktor angesehen, weil es das sympathische Ner-
vensystem stimuliert und auf diesem Weg zu einer Druckerhéhung fiihrt (Scherrer,
Randin et al. 1994). AuRerdem geht eine Hyperinsulindmie in mutmaflich kausalem Zu-
sammenhang mit reduzierten Spiegeln natriuretischer Peptide einher — welche als Ge-
genspieler des RAAS einen zu hohen Blutdruck durch Natriurese eigentlich verhindern
sollen (Halbirk, Narrelund et al. 2010). Die RAAS-Aktivierung wiederum resultiert v. a.
aus einer gesteigerten Angiotensinogen-, Angiotensin Il und Aldosteronproduktion durch

weilles Fettgewebe (Schitten, Houben et al. 2017).

3.1.2.2 CRP

Das mit dem kleinen Blutbild erfasste C-reaktive Protein gilt als wichtiger unspezifischer
Entzindungsmarker. Das Akute-Phase-Protein zeigt friher als Fieber oder ein Anstieg
der Leukozytenzahl Infekte oder Entziindungen innerer Organe wie Appendizitis, Chole-
zystitis etc. an. Die Messung dieses Werts war hier von Interesse, weil ein — ggf. latenter

— chronischer inflammatorischer Zustand bei Menschen mit Adipositas inzwischen viel-
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fach nachgewiesen werden konnte (Pévoa, Almeida et al. 1998, Festa, D'Agostino et al.
2001).

3.1.2.3 Niichternglucose und HbA1c

Zur Erhebung des Nuchternglucosewerts muss der Patient eine mindestens achtstin-
dige Nahrungskarenz eingehalten haben. Ist dieser Wert, der routinemafig im Blutbild
aufgefihrt wird, pathologisch erhdht, kann das ein erstes Indiz fir eine beginnende In-
sulinresistenz sein und nach weiterer Diagnostik die Sicherung eines Diabetes mellitus
Typ 2 erlauben. Dafiir wird ein oGTT (oraler Glucosetoleranz-Test) genutzt, der weiteren
Aufschluss uber die Blutzucker-Regelungsfahigkeit des Korpers gibt.

Im Kontext des Diabetes mellitus kommt allerdings der Bestimmung des HbA1c als ei-
nem langfristigen Parameter mit Aussagekraft hinsichtlich des Blutzuckerspiegels der
letzten 8—12 Wochen vor der Messung eine besondere Bedeutung zu. Das HbA1c ist
das stabile Produkt einer nichtenzymatischen Bindung von Glucose (Glykierung) an das
Hamoglobin A1 und kommt zustande, wenn der mittlere Blutzuckerspiegel eines Patien-
ten in der vorangehenden Zeit tibermaRig erhdht war. Die Spezifitat ist derart, dass ein
Diabetes mellitus bei Werten < 5,7 % als unwahrscheinlich gilt, bei > 6,5 % dagegen als

diagnostiziert (Nauck, Petermann et al. 2017, Punthakee, Goldenberg et al. 2018).

3.1.2.4 Leberwerte

Zu den diagnostisch bedeutsamen Leberwerten zahlen die Glutamat-Oxalacetat-Trans-
aminase (GOT), die Glutamat-Pyruvat-Transaminase (GPT) und die y-Glutamyltransfe-
rase (y-GT). Diese Enzyme, die in hoher Konzentration in der Leber (GOT und GPT) und
im Herz (nur GOT) auftreten, liegen in den Zellen entweder frei im Zytosol oder an die
Mitochondrien gebunden vor und weisen bei einem Anstieg auf eine Schadigung der
entsprechenden Zellen hin. Zu einer solchen Erhéhung der Transaminasen kommt es
beispielsweise bei einer alkoholischen oder nicht-alkoholischen Fettleber (NAFLD), He-
patitiden oder einer Leberzirrhose. Die y-GT ist ein in vielen Korperzellen auftretendes
Enzym, das als Marker oxidativen Stresses dient; ihre Erh6hung ist zwar nicht spezifisch
fur Lebererkrankungen, kann aber in Kombination mit GOT und GPT richtungsweisend
sein. Sie hat auRerdem prognostischen Wert, weil sie mit allen Faktoren des metaboli-
schen Syndroms assoziiert ist und auf eine schlechtere Glucosetoleranz bzw. einen Dia-
betes mellitus Typ 2 hindeuten kann (Giannini, Testa et al. 2005, Nannipieri, Gonzales
et al. 2005).
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3.1.2.5 Lipoproteine

Unter den Blutfetten oder Lipoproteinen werden verschiedene nach ihrer Dichte einge-
teilte Partikel verstanden, die dem Transport der Lipide, Triglyceride und des Chole-
sterins bzw. seiner Ester im Blut dienen. Das lebenswichtige Cholesterin wird vom Kor-
per vor allem als Baustein fiir Zellmembranen und zur Synthese von Signalstoffen oder
Hormonen bendtigt. Dabei transportieren LDL-Partikel aus der Leber in erster Linie Cho-
lesterin(-ester) aus der Leber in die Korperperipherie, wahrend HDL-Partikel Gberschis-
siges Cholesterin zur Leber zurtckfihren. Besonders das LDL gilt als die Atherosklerose
begunstigend und daher gefahrlich. Gleiches ist von erhéhten Triglyceridwerten bekannt,
die z. B. durch Fettstoffwechselstérungen oder Ubergewicht zustande kommen. Eine
positive Korrelation besteht laut Brown et al. zwischen dem BMI und einer Dyslipidamie,
definiert als Verhaltnis des Gesamtcholesterols zum HDL-Cholesterin > 4,5. Das HDL
sollte bei Frauen > 45-50 mg/dl, bei Mannern mindestens > 35—-40 mg/dl betragen, um
seine protektive Wirkung entfalten zu kénnen, zu der ein Schutz der GefaRwand-Endo-
thelzellen, eine antithrombotische und antiapoptotische Wirkung gerechnet werden. Da-
bei sind die genauen Grenzwerte umstritten und werden nicht einheitlich angegeben.
Erhéhte Gesamtcholesterinwerte stellen einen kardiovaskularen Risikofaktor dar, wes-
halb die Patienten in diesem Fall mit Statinen (HMG-CoA-Reduktase-Hemmern) behan-
delt werden, die die Synthese des Cholesterins reduzieren (Brown, Higgins et al. 2000,
Chan, Barrett et al. 2004, Mineo, Deguchi et al. 2006).

3.1.3 Isolierung peripherer Lymphozyten

Das Patientenmaterial, frisches peripher-venéses Vollblut in 10 ml-Heparin-EDTA-Rdhr-
chen, wurde jeweils max. 3 h nach der Blutentnahme aufbereitet. Zunachst wurde dabei
in ein 15 ml Greiner-Zentrifugenréhrchen 7 ml Dichtegradient (Ficoll-Histopaque 1077
von Sigma Aldrich) pipettiert und auf Raumtemperatur erwarmt. Nach anschlieRender
vorsichtiger Uberschichtung des Histopaques mit 7 ml Vollblut (Verhéltnis 1:1) erfolgte
die Zentrifugation fur 30 Minuten bei 1600 U/min (400 x g) und 25°C. Die oberste Schicht,
das Plasma, wurde von der undurchsichtigen Interphase (mononukleare Zellen) mit ei-
ner Pasteurpipette abgenommen und aliquotiert (zu je 300 ul, Lagerung bei —20°C). Die
undurchsichtige Interphase wurde dann in 10 ml Lymphozytenmedium (RPMI 1640-Me-
dium, angereichert mit 15 % (v/v) fetalem Kalberserum (FBS), 1 % (w/v) L-Glutamin,
1 % (v/v) Natriumpyruvat, 1 % (v/v) nichtessentielle Aminosauren, 0,4 % (w/v) Antibiotika

(50 U/ml Penicillin, 50 mg/ml Streptomycin und 0,1 % Tylosin) resuspendiert und flr
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10 Minuten bei 1300 U/min (200 x g) und 25°C zentrifugiert. Daraufhin wurde der Uber-
stand verworfen und das Pellet mit 10 ml Lymphozytenmedium gewaschen, erneut
resuspendiert und wie zuvor zentrifugiert. Nach nochmaligem Verwerfen des Uberstands
und Hinzugabe weiterer 3 ml Medium konnte mit der Neubauer-Zahlkammer die Zell-
dichte bestimmt werden. Jeweils 2 Mio. Zellen wurden fur 44 + 4 h mit Phytohdm-
agglutinin (PHA, in einer Konzentration von 10 pg/ml) und anschlieRend 24 h mit Cy-
tochalasin B (in einer Konzentration von 3 pg/ml) bei 37°C und 5 % (v/v) CO; inkubiert.
Phytohdmagglutinin ist ein pflanzliches Lektin, das die Mitose der Lymphozyten stimu-
liert, so dass es zunachst zu einer Proliferation der ausgesaten Zellen kommt. Das Spin-
delgift Cytochalasin B sorgt dann fir eine Hemmung der Zytokinese, wodurch sich die
Zellkerne zwar teilen, jedoch beide entstandenen Tochterkerne in einer — nun doppel-
kernigen — Zelle verbleiben. Schliellich erfolgte das Aufbringen auf die Objekttrager
analog zum Mikrokerntest mit Hilfe der Cytospin-Zentrifuge. Die Lymphozytenpraparate
wurden anhand zuvor festgelegter Kriterien auf die Anzahl an ein-, doppel- und mehr-
kernigen Zellen und darin auf-tretender Mikrokerne sowie Apoptosen, Mitosen und
Granulozyten verschiedener Stadien hin untersucht. Je nach Giite der Praparate — oft-
mals lagen trotz PHA- und Cytochalasin B-Behandlung nur relativ wenige doppelkernige
Zellen vor — konnten zwischen 1000 und 3000 Lymphozyten hinsichtlich ihrer Mikrokern-
frequenz ausgezahlt werden. Die Zahlkriterien orientierten sich an den von Fenech et al.
festgelegten (Fenech 2000, Fenech, Chang et al. 2003).

Abbildung 7: a. Mit Gel Green gefarbtes Lymphozytenpréaparat unter dem Fluoreszenz-
mikroskop. Sichtbar sind ein- und doppel- und mehrkernige Zellen, mikrokernhaltiger
Lymphozyt (dicker roter Pfeil), segmentierte Granulozyten mit blasserem Zytoplasma
(schmaler roter Pfeil); b. Mitotische Zelle.
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3.1.4 Herstellung von Mundschleimhautpraparaten

Zusatzlich zur Blutentnahme gaben die Studienteilnehmer zu den drei Untersuchungs-
zeitpunkten Mundschleimhautproben ab, die mit einem Wattestabchen entnommen und
bei 4°C in NaCl-Lésung gelagert wurden. Die MSH-Zellen wurden mit je 10 ml MSH-
Puffer versetzt, fir 5 Minuten bei 1500 rpm zentrifugiert und der Uberstand bis auf 0,5—
1 ml Restvolumen vorsichtig abpipettiert. Dieser Vorgang musste mit je 5 ml MSH-Puffer
noch zweimal wiederholt werden, bevor die Zellen im Restvolumen resuspendiert und
mit dem Coulter Counter gezahlt wurden. Daraufhin konnten pro Patient 6 Cytospin-
Praparate zu 8000 Zellen/Objekttrager angefertigt werden, die bei —20°C in Methanol
fixiert und bis zur mikroskopischen Auswertung gelagert wurden. Fir die dazu notwen-
dige Farbung kam analog zum Mikrokern-Test Gel Green zur Anwendung.

Die gezahlten Kategorien umfassten ein-, doppel- und mehrkernige Zellen und die darin
enthaltenen Mikrokerne, Mitosen, sonstige Zellen und das Auftreten von sogenannten
,Broken eggs”“. Diese bezeichnen eine Unterform der Nuclear Buds —i. e. Zellkernaus-
stulpungen nicht ganzlich geklarter Herkunft —, bei denen der Bud Uber eine sichtbare
Briicke mit dem Kern verbunden bleibt. Da sie in einigen Patientenpraparaten gehauft
bemerkt worden waren, wurden sie ihrer eventuellen Bedeutsamkeit wegen in die Wer-

tung mit eingeschlossen (Holland, Bolognesi et al. 2008).

Abbildung 8: Mundschleimhautzellen (ein- und doppelkernig) mit Mikrokernen unter dem
Fluoreszenzmikroskop.

3.1.5 Mikrokern-Test

Mit dem Mikrokerntest sollen Chromosomenschaden sowie Defekte des Spindelappara-

tes nachgewiesen werden. Das Ziel des Mikrokerntests ist es vorrangig, toxische oder
mutagene Effekte bestimmter chemischer Substanzen auf das Erbgut aufzudecken. Er

gilt als valide Technik im Humanbiomonitoring und besitzt z. B. einen guten pradiktiven
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Wert hinsichtlich verschiedener Krebserkrankungen. Bei den Mikronuklei handelt es sich
um kleine Partikel im Zytoplasma einer Zelle, die von Hetero- und Euchromatin mit Kern-
membranhulle gebildet werden. Ein Mikrokern kann sowohl aus einem Chromosomen-
bruchstiick als auch aus einem vollstandigen Chromosom bestehen. Der Chromatinver-
lust aus dem Hauptkern findet wahrend der Mitose statt, in der die genetische Informa-
tion zur Transportform, den Chromosomen, kondensiert. Eine Zellteilung wahrend der
24 Stunden dauernden Cytochalasin B-Inkubation ist demzufolge fiir die Entstehung der
Mikrokerne zwingend notwendig und bei den beiden genutzten Zelllinien NRK und HL60
durch eine ausreichende Generationszeit gewahrleistet (Fenech 2000, Fenech, Holland
et al. 2011).

Far den Cytospin wurden je 3 ml-well 250 000 behandelte Zellen abgeerntet und gezahilt,
auf Eis gelagert und auf Objekttrager aufgebracht, die zuvor mit Ethanol entfettet wur-
den. Nach flnfminitigem Zentrifugieren (1000 rpm) mussten die Objekttrager flr
mindestens zwei Stunden in Methanol bei —20°C fixiert werden und lieRen sich anschlie-
Rend ausreichend getrocknet mit Gel Green anfarben. Einer kurzen Inkubationszeit bei
Raumtemperatur folgte das Waschen mit PBS, welches dann um den Spot herum vor-
sichtig abgetrocknet wurde. Die Objekttrager wurden auf dem Spot mit einem Tropfen
DABCO eingedeckt und hiernach mikroskopisch unter dem FITC-Filter und 400-er Ob-
jektiv begutachtet.

Pro Objekttrager wurden 1000 Zellen zunachst unter allen Gesichtspunkten gezahlt, an-
schlielend entsprechend des zu beurteilenden Zelltyps auf 1000 aufgezahlt, um eine
Aussage treffen zu kénnen, wie viele Mikrokerne sich pro 1000 Zellen ohne Einbezug
aller Zellstadien finden lassen. Insgesamt wurden in den Zellkulturversuchen je ange-
wandter Konzentration zwei Objekttrager und somit 2000 Zellen codiert ausgewertet und
ein Mittelwert der Mikrokerne errechnet. Fur die Patientenstudie dagegen sollten nach
Méoglichkeit 6 Objekttrager pro Patient erstellt und 3000 Zellen ausgezahlt werden, was
meistens, aber nicht in jedem Fall, gelang. Zu den untersuchten Kategorien gehorten
immer: Einkernige, doppelkernige und mehrkernige Zellen, Mitosen, Apoptosen, sons-

tige Zellen bzw. — bei den Lymphozytenpraparaten — die Anzahl an Granulozyten.

3.2 Weitere in den Zellkulturversuchen angewandte Methoden

3.2.1 Comet Assay

Der Comet Assay ist ein einfacher, schneller und empfindlicher Test zur Quantifizierung

unterschiedlichster DNA-Schaden. Mit Hilfe der Mikrogelelektrophorese-Technik lassen
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sich in einer Vielzahl an Zellen sowohl Einzel- und Doppelstrangbriiche als auch alkali-
labile Stellen detektieren. Theoretischer Hintergrund dieses Gentoxizitatstests ist folgen-
der: Die Membran in Agarose fixierter Zellen kann unter alkalischen Bedingungen lysiert
werden und die enthaltene DNA durch einen Elektrophoresepuffer entwunden werden.
Wahrend der Gelelektrophorese wandern im elektrischen Feld die durch Chromosomen-
briiche entstandene Fragmente ihrer geringeren Grof3e wegen schneller zur Anode als
die ungeschadigten Chromosomen, wodurch sich bei mikroskopischer Betrachtung das
Bild eines Kometen ergibt (siehe Abbildung 9). Als gangige Parameter fur das Ausmaf}
der DNA-Schadigung dienen Lange und/oder Menge der DNA-Wanderung. Zu bemer-
ken ist auRerdem, dass die Effekte im Comet Assay frihe Veranderungen widerspiegeln,
die nicht zwingend Mutationen induzieren missen (Olive and Banath 2006).

Methodisch wurde man folgendermaflen vorgegangen: Jeweils 250 000 NRK- oder
HL60-Zellen je 3 ml-well wurden fur 2 h mit der entsprechenden Substanz behandelt
(bzw. bei der Behandlung der HL60-Zellen mit Insulin Uber 72 h ein taglicher Medium-
wechsel mit Zugabe neuen Insulins durchgefihrt). Die Zellen wurden geerntet, die Zell-
zahl bestimmt und eine Suspension mit einer Zelldichte von 1 Mio. Zellen/ml hergestellt,
die auf Eis gelagert wurde. Es erfolgte eine Erwarmung der 0,5 pl-Reaktionsgefalie auf
37°C mit Hilfe der Heizplatte, ebenso wurde die 0,5 %ige Agaroselésung im Wasserbad
temperiert. Von letzterer wurden 180 ul Agarose in die vorgewarmten Reaktionsgefalle
pipettiert. Nach dem Vortexen der 10 ml-Réhrchen wurden 20 ul der Zellsuspension zur
Agarose gegeben und die Zellen darin resuspendiert. Danach wurden je 45 ul aus einem
Reaktionsgefall auf zwei der beschichteten Objekttrager aufgetragen und mit einem
Deckglaschen abgedeckt. Mit den anderen Zellsuspensionen wurde ebenso verfahren,
so dass fur jeden Ansatz zwei Objekttrager vorhanden waren. Die Deckglaser wurden
vorsichtig von der erstarrten LMP-Agarose abgezogen und die Slides Riicken an Ricken
in der vorgekihlten Kivette mit der Lyseldsung fir mindestens eine Stunde bei 4°C licht-
geschutzt gelagert. Nach der Inkubation wurden die Objekttrager mit destilliertem Was-
ser abgespllt und in die auf Eis stehende Elektrophoresekammer gelegt. Der vorge-
kihlte Elektrophoresepuffer wurde eingefiillt und die Slides fir 20 Minuten damit be-
deckt. Im nachsten Schritt wurde fir weitere 20 Minuten eine Spannung von 25 V und
Stromstarke von 300 mA angelegt. Die Objekttrager mussten abschlieRend fir 5 Minuten
in einer Kuvette mit Tris-Neutralisationspuffer stehen sowie 5 Minuten in —20°C kaltem
Methanol fixiert werden. Die getrockneten Praparate waren mit 20 pl Gel Red-Ge-
brauchslésung anzufarben, die Auswertung von 100 Zellen je Konzentration (50 pro

Slide) erfolgte codiert am Fluoreszenzmikroskop unter 200-facher VergroRerung mit
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Hilfe eines Bildanalysesystems (Komet 5, BFI Optilas, Deutschland). Der Prozentsatz
der DNA im Kometenschweif (tail-DNA in %) wurde zur quantitativen Messung der Scha-

digung herangezogen.

Head Tail
a. b.

Abbildung 9: Comet Assay mit a. nicht bzw. wenig geschadigter Zelle, b. deutlicher
Schweifbildung aus geschadigter DNA; photographiert am Nikon Eclipse-Mikroskop der
AG Stopper.

3.2.2 Vitalitatstest

Der Zellvitalitatstest erfasst die Anzahl lebender sowie toter Zellen im Allgemeinen oder

nach Behandlung mit einer Testsubstanz. Dazu wurden die Zellen dem Zelltyp entspre-
chend geerntet und auf Eis gelagert. Von der entsprechenden Probe wurden 35 pl ge-
vortext und mit 15 yl FDA-Farbeldsung versetzt. Von dieser Suspension wiederum wur-
den je 20 ul auf einen Objekttrager aufgetragen und mit einem Deckglas abgedeckt.
Unmittelbar im Anschluss erfolgt die Auswertung von je 200 Zellen am Fluoreszenzmik-
roskop.

Die Methode beruht dabei auf der Aufnahme des farblosen Fluoresceindiacetats in die
Zellen. Sind diese vital, spalten aktive Esterasen die Substanz zum unter dem Fluores-
zenzmikroskop griin leuchtenden Fluorescein, wohingegen tote Zellen sich nicht anfar-

ben und rot erscheinen (Jones and Senft 1985).

3.3 Statistisches Vorgehen

Mittelwerte und Standardabweichungen der Zellkulturexperimente wurden aus jeweils
mindestens 3 unabhangigen Versuchen in Microsoft Excel berechnet und die Ergebnisse
mit Hilfe der Statistiksoftware IBM SPSS Statistics auf ihre Signifikanz gepruft. Zur An-
wendung kamen dabei der Kruskal-Wallis-Test sowie der Mann-Whitney-U-Test flr nicht
normalverteilte Variablen. Als Signifikanzniveau wurde ein p-Wert von p < 0,05 zugrun-

degelegt.
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Fir die Patientenstudie wurde fir jede Patientengruppe respektive -subgruppierung zu-
erst die Normalverteilung mit dem Shapiro-Wilk-Test untersucht. Im Fall normalverteilter
Gruppen und identischer Patienten kam daraufhin der T-Test flr gepaarte Stichproben
zur Prifung der Signifikanz zur Anwendung, bei nicht-normalverteilten Gruppen wurde
der Wilcoxon-Test genutzt.

Unterschiede zwischen der Kontrollgruppe und den Patienten der Studie wurden als
voneinander unabhangige Variablen bei Normalverteilung mit dem T-Test (fir unabhan-
gige Stichproben) geprift; lag diese nicht vor, wurde Gebrauch vom Mann-Whitney-U-
Test gemacht. Als Signifikanzniveau wurde auch hier ein p-Wert von p < 0,05 herange-
zogen. Die untenstehende Abbildung 10 veranschaulicht die angewandten Signifikanz-

tests in Form eines Baumdiagramms.

Stichproben
I
I |
verbunden unverbunden
I I
I | I |
T-Test fir Whi L
g?l_?.?g;tter WilCOXOﬂ-.TeSt unabhéngige Manlrjl_\-/l-vel‘lsliney
(wenn ({700 (U Stichproben (wenn nicht

normalverteilt) TETTEREENY norrgvgle\/ré?'teilt) normalverteilt)

Abbildung 10: Angewandte Signifikanztests innerhalb der Patientenstudie.
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4. Ergebnisse

4.1 Ergebnisse der Patientenstudie

4.1.1 Mikrokernfrequenz in peripheren Lymphozyten im Studienverlauf

4.1.1.1 BMI-Reduktion der Patientengruppe, BMI der Kontrollgruppe und Subgruppen

Vorrangiges Ziel der bariatrischen Operationen, die an den Studienteilnehmern durch-
gefuhrt wurden, ist die Reduktion des Kérpergewichts bzw. des BMI. In der Patienten-
gruppe lag dieses praoperativ bei 149,26 + 32,63 kg und nahm im Verlauf eines Jahres
um ca. 30 % auf 102,06 + 20,51 kg ab, entsprechend einer signifikanten BMI-Reduktion
von 52,09 + 8,63 kg/m? auf 37,29 + 7,21 kg/m?. Der BMI der Patienten war zum Zeit-
punkt fp auRerdem signifikant héher als der BMI der normalgewichtigen Kontrollpersonen

von 22,75 + 2,06 kg/m? und blieb es auch nach einem Jahr.

70
60 _ EBMI (Patienten) zu t0, t1, t2
% * OBMI (Kontrollen)
t 50
C
£ * A
= 30
oM
20
10
0 T T T
t0 t1 t2
Anzahl n Mittelwert + STAB
to t1 t2 to t1 t2
KG in kg 50 37 36 149,26 + 32,63 | 112,90 + 22,47 | 102,06 + 20,51
ﬁ“ﬂgj’r‘f‘?amt 50 37 36 52,09+ 8,63 | 39,64 +6,38 | 37,29 +7,21

Abbildung 11: BMI-Reduktion in der Patientengruppe im Zeitverlauf, *p < 0,05 vs. to (ge-
paarter T-Test bzw. Mann-Whitney-U-Test) und BMI der Kontrollgruppe von 22,75 + 2,06
kg/m2 (n=17), Ap < 0,05 vs. t (Mann-Whitney-U-Test).

4.1.1.2 Mikrokernfrequenz peripherer Lymphozyten der Patienten- und Kontrollgruppe

Von Interesse war nun die Mikrokernfrequenz in Patienten- und Kontrollgruppe als Indi-
kator flir mogliche DNA-Schadigungen in den Lymphozyten der an Adipositas und ggf.
multiplen Nebenerkrankungen leidenden Personen. Die 44 praoperativen Lymphozyten-

proben wiesen mit 15,99 + 8,23 MK/1000 Zellen durchschnittlich eine mehr als doppelt
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so hohe Frequenz wie die Kontrollen mit 7,21 + 5,70 MK/1000 Zellen auf. Ein Jahr post-
operativ stellt sich die Mikrokernzahl der Patienten zwar signifikant reduziert dar, unter-

scheidet sich aber — analog zum BMI-Vergleich — ebenfalls noch signifikant von der Kon-

trollgruppe.
30
c 25
Q@
o | . .
S 20 *
S 15 T * A
£
% 10
= 5
L
to t t, Kontrollen
Anzahl n 44 32 31 18
MW + STAB 15,99 + 8,23 14,33 + 7,09 12,32 + 4,65 7,21 +£5,70

Abbildung 12: Mikrokernfrequenz in peripheren Lymphozyten der adipésen Patienten-
gruppe zu den drei Untersuchungszeitpunkten sowie die der Kontrollgruppe, *p < 0,05
vs. to (T-Test fiir Patienten, Mann-Whitney-U-Test fiir Kontrollen); Ap < 0,05 vs {, (Mann-
Whitney-U-Test).

4.1.1.3 Apoptosen, Mitosen und CBPI
Mit dem Mikrokerntest wurden Apoptosen, Mitosen und der Proliferationsindex der Lym-

phozyten (Cytokinesis Block Proliferation Index), definiert als:

1 x Einkernige + 2 x Doppelkernige + 3 x Mehrkernige
CBPI = , .
Summe aus ein-, doppel-und mehrkernigen Zellen

Die Apoptosen lieRen keine nennenswerten Veranderungen erkennen, bei den Mitosen
bestand ein signifikanter Unterschied zwischen der Patientengruppe zu £, vs. fy bzw.

knapp nicht mehr signifikanter Unterschied der Kontrollgruppe vs. Patienten zu t,.
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Abbildung 13: a. Mittlere Apoptose- und Mitosezahl, °p < 0,05 vs. Patienten zu to, b. Pro-
liferationsindex (CBPI) der Patienten und der Kontrollpersonen. *p < 0,05 vs. Kontrollen
(T-Test fiir unabhéngige Stichproben).

4.1.1.4 Mikrokernfrequenz bezogen auf Wertepaare zum Zeitpunkt t; bzw. t,

Da nicht von allen Patienten zu allen Zeitpunkten Préparate vorlagen (z. B. weil ein
Nachsorgetermin nicht wahrgenommen wurde), zeigt das folgende Diagramm aus-
schliel3lich die vorhandenen Wertepaare zwischen praoperativen Proben und £;- bzw. f,-
Proben. Ein signifikanter Unterschied besteht wiederum nur im durchschnittlichen Ver-

gleich der Werte nach einem Jahr zu den Vorwerten der identischen Patientenunter-

gruppe.
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S 15 4 S 15
S S
> 10 A > 10 ] . =
= 5 s 5
0 0 T
a. t0 t1 b. t0 t2
Anzahl n Mittelwert + STAB
to t1 t2 to t1 t2
Paare zu t; 29 29 - 16,45 + 8,81 14,67 + 7,14
Paare zu t, 27 - 27 16,25 + 8,18 - 12,58 +4,70

Abbildung 14: Wertepaare identischer Patienten nach 6 (a.) und nach 12 Monaten (b.),
*p < 0,05 vs. to (gepaarter T-Test).

Die somit gleichgerichtete und signifikante Anderung von BMI und Mikrokernfrequenz
warf die Frage nach einer eventuellen Korrelation beider GréRen auf. Nachfolgendes
Diagramm veranschaulicht die Mikrokernfrequenz in Abhangigkeit vom BMI, woflr zwei
Untergruppen gebildet wurden: erstens Patienten, die vor ihrer OP einen BMI von

< 50 kg/m? oder zweitens > 50 kg/m?®besaRen.

w
o

_ BBMI < 50 kg/m2

C

= 25

N T ©BMI > 50 kg/m2

g 20 T

=

E 15 T § N §

% 10 1 \\ ]

S 5 -

= 0. -

t0 t1 t2
Anzahl n Mittelwert + STAB
to t1 t2 to t1 t2

BMI
<50 kg/m2 20 15 14 17,87 + 9,53 14,15 + 8,71 14,03 +4,79
BMI
> 50 kg/m2 30 22 22 14,56 + 6,94 14,49 + 5,58 11,37 + 4,41

Abbildung 15: BMI-Subgruppen fiir Patienten mit einem BMI < 50 kg/m2 bzw. > 50 kg/m?
zum Zeitpunkt to.
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Die Patiententeilgruppe mit anfangs geringerem Kérpergewicht zeigt sowohl zu f, als
auch zu t; eine tendenziell hdhere durchschnittliche Mikrokernzahl als die Teilgruppe mit
BMI > 50 kg/m? (Unterschied nicht signifikant).

4.1.1.5 Mikrokernfrequenz bei Patienten mit metabolischem Syndrom

Da sich die Grundgesamtheit der Studienteilnehmer (N=50) anteilig etwa zur Halfte aus
vom metabolischen Syndrom Betroffenen (n=21) und die dafur zugrundegelegten Krite-
rien nicht erflllenden Personen (n=29) zusammensetzte, soll die Mikrokernfrequenz

dieser beiden Gruppen miteinander verglichen werden:

30
i . E metabolisches Syndrom

é 25 * T Ekein metabolisches Syndrom

g *

N _

o 20 -

o

= |

% 15 -

210 - -

= 5 4

0 A A\ &\
t0 t1 t2
Anzahl n Mittelwert + STAB
to t1 t2 to t1 t2

met. 19 11 12 19,05+9,32 | 1554 +8,84 | 13,02 +6,26
Syndrom ,Uo T 9, 04 =0, ,02 £ 6,
kein met.
Syndrom 25 21 19 13,67 £ 6,56 13,69 £ 6,14 11,87 £ 3,40

Abbildung 16: Mikrokernhdufigkeit bei Patienten mit metabolischem Syndrom im Ver-
gleich zu nicht daran erkrankten Patienten; *p < 0,05 vs. Patienten mit metabolischem
Syndrom zu to (T-Test fiir unabhdngige bzw. abhdngige Stichproben).

Die Mikrokernhaufigkeit bei Patienten mit metabolischem Syndrom ist zu Beginn signifi-
kant hoher gegenuber den restlichen Probanden und reduziert sich innerhalb der erst-
genannten Gruppe ebenfalls signifikant im Studienverlauf (t;vs. fo und t; vs. {o).

Dagegen ist nach einem Jahr unter den nicht daran leidenden Patienten der Unterschied

zum praoperativen Wert derselben Gruppe nicht signifikant.
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4.1.1.6 Mikrokernfrequenz bei Diabetikern und Nicht-Diabetikern
Als eine der wichtigsten Komorbiditaten der Adipositas muss das Auftreten eines Diabe-
tes mellitus Typ 2 als méglicher Einflussfaktor auf die Mikrokernfrequenz berticksichtigt

werden. Die Subgruppierung bezogen auf diese Erkrankung zeigt Abbildung 17:

35
T EDiabetes mellitus Typ 2
30
& - Ekein Diabetes mellitus Typ 2
’3 25 * *
3
S 20
‘GEJ 15
o 10
2 5 \ \
0 A\ A\
t0 t1 t2
Anzahl n Mittelwert + STAB
to t1 t2 to t1 t2
Diabetiker 12 9 8 22,44 £10,14 | 18,37 +£8,92 | 15,06 + 5,07
Nicht-
Diabetiker 32 23 23 13,57 +£594 | 12,75+5,72 | 11,36 £4,20

Abbildung 17: Mikrokernfrequenz in peripheren Lymphozyten an Diabetes erkrankter und
diesbeziiglich gesunder Studienteilnehmer im Zeitverlauf. Dargestellt sind MW + SD,
*p < 0,05 vs. Diabetes mellitus-Patienten zu to (T-Test fiir unabhédngige bzw. abhédngige
Stichproben).

Diabetes mellitus und metabolisches Syndrom treten gehauft in Kombination auf. Hier
litten von 14 Diabetikern 11 zeitgleich am metabolischen Syndrom (= 79 %) bzw. von 21
Personen mit metabolischem Syndrom waren 11 auch Diabetiker (= 52 %). Eine Gegen-
Uberstellung der Mikrokernzahlen von an beidem Erkrankten und an beidem Nichter-
krankten zeigt, dass die Differenz im Mittel noch gréRer ist als bei separater Betrachtung

nur eines Beobachtungsmerkmals:

Anzahl n Mittelwert + STAB
to t, to ts
Diabetiker mit
metabolischem Snydrom 9 5 23,07+£9,50 16,90 + 4,93
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Nicht-Diabetiker ohne
metabolisches Syndrom

22 16 12,73+4,76 | 11,84+3,37

Tabelle 6: Gegeniiberstellung multimorbider Adipdser und bzgl. Diabetes/met. Syndrom
gesunder Adip6ser. Zu t;, unterscheiden sich beide Gruppen signifikant mit p < 0,01,
ebenso zu t; mit p < 0,05 (Mann-Whitney-U-Test).

4.1.1.7 Mikrokernfrequenz bei arterieller Hyper- und Normotonie

Ein weiterer Diagnosebestandteil des oben beschriebenen metabolischen Syndroms
und die mit 56 % am haufigsten bei den Studienteilnehmern vorliegende Nebenerkran-
kung ist die arterielle Hypertonie. Der Vergleich zwischen Hyper- und Normotonikern

ergab zu keinem Zeitpunkt eine deutlich verschiedene Mikrokernhaufigkeit:
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Anzahl n Mittelwert + STAB
to t1 t2 to t1 t2

Hypertonie 26 16 17 16,60 + 8,68 15,02 + 7,67 11,46 + 5,38
Normotonie 18 16 14 15,12 + 7,69 13,63 + 6,64 13,35+ 3,48

Abbildung 18: Mikrokernfrequenz bei hyper- und normotonen Probanden im Verlauf. Dar-
gestellt sind MW + SD.

4.1.1.8 Mikrokernfrequenz bei Hyperlipiddmie-Patienten

Analog zu Diabetes mellitus und arterieller Hypertonie gehort die Hyperlipidamie zu den
Faktoren, die das metabolische Syndrom definieren. Das Symptom ,Hyperlipiddmie®
wird klinisch korrekt in Hypercholesterinamie, Hypertriglyceriddmie und kombinierte Hy-
perlipidamie unterteilt; diese drei Formen bilden hier gemeinsam die Subgruppe ,Hyperli-

pidamie® und werden nicht weiter differenziert.
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Zwischen Patienten mit und ohne Fettstoffwechselstérung konnte kein signifikanter Un-
terschied in Bezug auf die Mikrokernfrequenz festgestellt werden. In der Gruppe ohne

Hyperlipidamie war die Reduktion von f, nach f, im Wilcoxon-Test signifikant.
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t0 t1 12
Anzahl n Mittelwert + STAB
to t1 t2 to t1 t2

Hyper-
lipidamie 12 9 9 16,44 + 7,37 14,30 + 5,94 12,45 + 4,96
keine Hyper-
lipidamie 32 23 22 15,83 + 8,63 14,34 + 7,62 12,26 + 4,64

Abbildung 19: Mikrokernfrequenz bei Patienten mit und ohne Fettstoffwechselstorung,
dargestellt sind MW + SD, *p < 0,05 bei Patienten ohne Hyperlipiddamie t;vs. to (Wilcoxon-
Test).

4.1.1.9 Mikrokernfrequenz nach Geschlechterzugehdrigkeit

Unter den Studienteilnehmern bestand ein Ungleichgewicht zwischen Mannern und
Frauen mit einem Verhaltnis von 1:4, bedingt durch die bei Frauen allgemein héhere
Adipositaspravalenz. Die Mikrokernwerte der wenigen mannlichen Patienten waren nicht
normalverteilt, so dass der Mann-Whitney-U-Test zur Prifung der Signifikanz zwischen
beiden Geschlechtern angewandt wurde.

Ein wesentlicher Unterschied ergab sich dabei nur zum Zeitpunkt {y; ferner reduzierte
sich die mittlere Mikrokernhaufigkeit im postoperativen Verlauf nur bei den untersuchten

Frauen signifikant zum Zeitpunkt t, vs. {, um circa 30 %.
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Abbildung 20: Mikrokernfrequenz bei Frauen und Madnnern; MW + SD, *p < 0,05 vs. Frauen
n-Whitney-U-Test bzw. gepaarter T-Test).
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4.1.1.10 Mikrokernfrequenz bezogen auf die angewandte Operationsart

BRYGB

BSG

A

Mittelwert + STAB

1459+7,60 | 13,08+7,40 | 10,57 £4,33

18,91 £ 8,71 16,41 £ 6,31 14,43 £4,25
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in Abhéangigkeit der angewandten Operationsart (RYGB

vs. SG); *p < 0,05 fiir SG tz vs. to und Ap < 0,05 fiir SG vs. RYGB zu t; (gepaarter T-Test).

Abbildung 21: Mikrokernfrequenz
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In der durchgefuhrten Studie wurden nur zwei verschiedene bariatrische Operations-
mdglichkeiten ausgeschdpft, i. e. der Roux-en-Y-Magenbypass oder die Sleeve-Gast-
rektomie. Bezogen auf die Mikrokernfrequenz zeigte sich ein insgesamt hdheres mittle-
res Niveau bei den Patienten, bei denen ein Schlauchmagen geformt wurde, signifikant
verschieden waren beide Gruppe ein Jahr postoperativ. Relativ reduzierte sich die
durchschnittliche Mikrokernhaufigkeit um ca. 28 % bei RYGB- und um ca. 24 % bei SG-

Operation.

4.1.1.11 Mikrokernfrequenz bei Steatohepatitis
Eine Hepatitis auf dem Boden einer nicht-alkoholischen Leberverfettung trat bei etwa
einem Drittel der Patienten auf. Das nachfolgende Diagramm zeigt die Mikrokernfre-

quenz der daran erkrankten und nicht erkrankten Subgruppe.
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Anzahl n Mittelwert + STAB
to t1 t2 to t1 t2
NASH 13 7 12 19,14 + 8,65 19,19 + 6,20 12,83 +5,18
keine NASH 31 25 19 14,67 + 7,81 12,97 + 6,82 11,99 + 4,40

Abbildung 22: Mikrokernfrequenz bei Patienten mit und ohne Steatohepatitis; *p < 0,05
vs. NASH-Patienten zu to (gepaarter T-Test) und Ap < 0,05 vs. Erkrankte zu t; (Mann-
Whitney-U-Test).

4.1.1.12 Mikrokernfrequenz bei Steatohepatitis und simultaner Fettlebererkrankung
Fasst man solche Patienten zusammen, die an einer Fettlebererkrankung, einer reinen

Steatohepatitis oder einer Steatohepatitis infolge der bestehenden Fettlebererkrankung
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leiden, errechnet sich eine signifikante Reduktion des Mikrokernauftretens ebenfalls nur

fur erkrankte Personen und erst 12 Monate postoperativ:
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Mikrokerne/ 1000 Zellen
o

ENASH und/oder NAFLD

Sweder NASH noch NAFLD

10 - - L
5 - \
0 N N
t0 1 12
Anzahl n Mittelwert + STAB
to t1 t2 to t1 t2

NASH
und/oder 22 17 16 17,85 + 8,35 16,50 + 7,43 12,52 + 5,32
NAFLD
weder NASH
noch NAELD 22 15 15 14,13+ 7,85 11,86 + 6,00 12,10 + 4,00

Abbildung 23: Mikrokerne/1000 Zellen bei NASH und/oder NAFLD-Patienten im Vergleich
zu lebergesunden Studienteilnehmern; *p < 0,05 vs. NASH und/oder NAFLD-Patienten zu

to (gepaarter T-Test).

4.1.1.13 Mikrokernfrequenz bei depressiver Erkrankung und bei Hyperurikdmie

Anzahl n Mittelwert + STAB

to t1 t2 to t1 t2
depressive
Erkrankung 10 5 7 17,29 + 8,27 11,49 + 5,95 14,27 + 7,12
keine
depressive 34 27 24 15,61 + 8,30 14,85 + 7,26 11,75 + 3,67
Erkrankung
Hyper-
urikamie 10 8 7 16,15+ 9,17 14,71 + 8,45 12,22 + 4,74
keine Hyper-
urikamie 34 24 24 15,95 + 8,08 14,20 + 6,78 12,34 + 4,73

Tabelle 7: Mikrokerne/1000 Zellen bei Adipésen mit depressiver Erkrankung und solchen
mit Hyperurikamie/Gicht.
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4.1.2 Mikrokernfrequenz in Mundschleimhautzellen im Studienverlauf

Von allen Probanden wurden Mundschleimhautzellen mittels Wattestabchen gewonnen
und wie oben beschrieben fir die Auswertung am Fluoreszenzmikroskop aufbereitet.
Die Frequenz von Mikrokernen in den sich haufig teilenden Mucosazellen ist generell
deutlich niedriger als diejenige in peripheren Lymphozyten, so dass bedingt durch die
begrenzte Probenanzahl keine signifikante Reduktion detektiert werden konnte. Eine
tendenzielle Abnahme war von 0,78 + 0,75 Mikrokernen/1000 Zellen zu f, auf 0,70 +

0,69 Mikrokerne/1000 Zellen zu t, zu verzeichnen (ca. 10,3 % entsprechend).

1,6 =
. T _
@
2 1,2
N
o
o
e 0,8 A
Ko
£
o 04
o
e
= 0,0 A
t0 t1 12
t t t,
Anzahl n 48 30 19
MW + STAB 0,78 £ 0,75 0,73+0,82 0,70 + 0,69

Abbildung 24: Mikrokernfrequenz in Mundschleimhautzellen der Studienteilnehmer zu
den drei Untersuchungszeitpunkten.

4.1.3 Anderungen klinischer Parameter im Studienverlauf

4.1.3.1 Quantitative Verdnderungen in den Blutzellreihen und des Lymphozytenanteils
Erythrozyten- wie Thrombozytenzahlen der Adiposen schwankten nur unmerklich; da-
gegen prasentiert sich der mittlere Leukozytenwert nach 6 und nach 12 Monaten im Blut-
bild signifikant erniedrigt gegentuiber dem préoperativen Zustand (p < 0,001, T-Test). Im
Differenzialblutbild, das die Leukozyten nach ihren Untergruppen aufschlisselt, sind ins-
besondere eine Zunahme der Lymphozyten (von ~ 27,6 % auf ~ 31,4 % nach einem
Jahr; p < 0,001 im T-Test) und eine Abnahme des Neutrophilenanteils (von ~ 63,0 % auf
~ 60,0 %; p < 0,01 im T-Test) zu bemerken.

Monozyten, Eosino- und Basophile hatten zu allen Zeitpunkten etwa gleichen Anteil an
den Leukozyten, die nach Typen aufgeteilt in den nachfolgenden Diagrammen darge-

stellt sind.
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0% Neutrophile
®% Lymphozyten
% Monozyten
0% Eosinophile
B % Basophile
1,81
y

0,34

7,37

to t b
LEU 8,69 +2,03 7,61+1,87 7,81+1,78
ERY 4,91+0,40 4,70 £ 0,36 4,67 £0,34
THR 272,15+ 64,14 271,30 £ 55,82 267, 81 £ 60,34

Abbildung 25: Tabelle mit Leukozyten (LEU, n*1000/ul), Erythrozyten (ERY, n*106/ul),
Thrombozyten (THR, n*1000/ul) im Zeitverlauf als MW + STAB. Die Kreisdiagramme zei-
gen die mittlere Verteilung der Leukozyten auf ihre Untergruppen (in %) entsprechend
dem Differenzialblutbild zu den drei Untersuchungszeitpunkten.

4.1.3.2 Blutdruck und Herzfrequenz

Vor der Operation und im Rahmen der Nachsorgeuntersuchungen wurden Blutdruck und
Herzfrequenz der Patienten gemessen. Sowohl systolischer als auch diastolischer Blut-
druck nahmen von 142 + 14 mmHg bzw. 91 + 7 mmHg praoperativ (Zeitpunkt t,) auf
130 £ 13 mmHg und 82 + 10 mmHg nach einem Jahr (Zeitpunkt t,) ab, wobei sich die
Reduktion beider Parameter bereits nach 6 Monaten als signifikant erweist.

Die gleiche Tendenz zeigte sich in Bezug auf die Herzfrequenz mit einer Abnahme von

76 + 12 min~" préoperativ im Vergleich zu 69 + 16 min~' nach 12 Monaten.
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0 .
to t1 t2
Anzahl n Mittelwert + STAB
to t1 t2 to t1 t2

RRys 13 29 29 141,54 + 14,23 (129,52 + 15,38 130,03 + 13,30
RRyias 13 29 29 91,00+ 6,54 | 83,76 +11,06 | 81,83 +9,50
HF 10 28 28 75,80+ 12,16 | 64,86 + 11,67 | 69,21 + 15,53

Abbildung 26: Durchschnittliche systolische und diastolische Blutdruckwerte (in mmHg)
sowie Herzfrequenz (in min-') im Studienverlauf; *p < 0,05 vs. RRsys zu to, °p < 0,05 vs.
RRyias zu to, Ap < 0,05 vs. HF zu {o (jeweils gepaarter T-Test).

4.1.3.3 CRP-Wert als unspezifischer Entziindungsmarker

Das C-reaktive Protein, welches beim Durchschnitt der Patienten mit 1,26 + 1,17 mg/dI

praoperativ deutlich Uber dem Referenzbereich von bis zu 0,5 mg/dl lag, ging bezogen

auf die gesamte Studiengruppe bereits im ersten halben Jahr postoperativ sehr signifi-
kant bis auf 0,60 + 0,50 mg/dl zurtck:

3
5
g 2 I
£ * *
w1 T
(@)
0 4
t0 t1 t2
Anzahl n Mittelwert + STAB
to t1 ty fo t; t,
CRP in
mg/dl 47 38 31 1,26+1,17 | 060+0,50 | 0,52+0,50

Abbildung 27: CRP-Wert als MW + STAB in mg/dl im Zeitverlauf der Studie, *p < 0,01

(Wilcoxon-Test).
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Von 47 Studienteilnehmern, bei denen der Wert praoperativ erhoben wurde, hatten nur
7 einen CRP im Referenzbereich. lhre Mikrokernzahl unterschied sich nur unwesentlich
von derjenigen der Patienten mit erhéhtem Entzindungsmarker — CRP-Werte und

Mikrokernfrequenz zeigten keine Korrelation.

4.1.3.4 Niichternglucose und HbA1c

150
S
2 100 -
£
©
[72]
8 50
=
O
0 .
a.
10
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8 @ nur Diabetiker
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b. t0 t1 t2
Anzahl n Mittelwert + STAB
to ty t to ty t
Glucose 38 40 33 103,66 + 34,30 | 88,25+ 20,84 | 88,73 + 11,08
HbA1c 48 40 34 6,05+ 1,25 5,51+ 0,63 5,47 + 0,59
HbA1c (D) 13 11 10 7,46 +1,70 6,25+ 0,74 6,05+ 0,80
HbA1c (ND) 35 29 24 5,563 +0,33 5,23 +0,23 5,23+0,22

Abbildung 28: a. Niichternglucose, *p < 0,01 vs. to (Wilcoxon-Test), b. HbA1c in %,
*p <0,01 vs. HbA1c gesamt zu to (Wilcoxon-Test), °p < 0,05 vs. Diabetiker zu to (gepaarter
T-Test), Ap < 0,01 vs. Nicht-Diabetiker zu ty (gepaarter T-Test). Zu allen drei Zeitpunkten
unterscheiden sich die mittleren HbA1c-Werte fir Diabetiker (D) und Nicht-Diabetiker
(ND) hochsignifikant (p < 0,001 im T-Test fiir unabhédngige Stichproben).
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Die Diagramme geben bildlich die Veranderungen der Nuchternglucose- sowie HbA1c-
Spiegel der Patienten wieder. Da v. a. der HbA1c als Langzeitwert bei Diabetikern von
Bedeutung ist, wurde diesbezlglich subgruppiert.

Es soll an dieser Stelle aul’erdem festgehalten werden, dass von 14 Diabetikern unter
den 50 Adipdsen 5 mit einer (intensivierten) Insulintherapie, 3 mit Metformin und 6 aus-
schliellich didtetisch behandelt wurden. Nach einem Jahr befand sich die Erkrankung
laut Dokumentation von arztlicher Seite in 8 Fallen in der Remission, meist mit sinken-
dem oder bereits in den Normbereich gesunkenen HbA1c. Die Medikation blieb nichts-
destotrotz zunachst unverandert, abgesehen von 2 Fallen, in denen Metformin innerhalb
von 12 Monaten abgesetzt werden konnte und 1 Fall, in dem Metformin — aufgrund tber-
maRigen SuBigkeitenkonsums und gestiegenen HbA1c — wieder angesetzt werden

musste.

4.1.3.5 Leberwerte

Aufgrund der vielfachen Komorbiditaten der Patienten, haufig die Leber betreffend, wur-
den Veranderungen der im Blutbild erfassten Leberwerte, ndmlich der Transaminasen
GOT und GPT zuzuglich der yGT, im Zeitverlauf analysiert.

Bei allen drei Parametern konnte eine sehr signifikante Reduktion (p < 0,01 im Wilcoxon-
Test) bereits nach 6 Monaten postoperativ festgestellt werden, die in der folgenden Ta-

belle dargestellt ist:

Zeitpunkt ty ty t

GOT in U/l (Referenzbereich < 35 U/l)

Anzahl n 31 39 31

Mittelwert £ SD 29,03+ 11,18 22,39 £ 5,63 22,60 £ 5,22

GPT in U/l (Referenzbereich < 35 U/l)

Anzahl n 44 39 31

Mittelwert £ SD 34,34 + 25,31 21,26 £ 9,79 22,59 £ 9,04

vGT in U/l (Referenzbereich < 40 U/I)

Anzahl n 44 39 31

Mittelwert £ SD 52,55 +71,78 20,98 + 18,14 25,77 £19,35

Tabelle 8: Durchschnittliche Transaminasen- und yGT-Werte der Patienten zu den drei
Untersuchungszeitpunkten.
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4.1.3.6 Lipoproteinwerte

Bei den untersuchten Patienten lieRen sich deutliche Veranderungen in Bezug auf die
Lipoprotein- und Triglyceridwerte messen. Die Reduktion der LDL-Werte ist dabei nur
nach 6 Monaten signifikant, das HDL-Cholesterin steigt im Lauf des ersten postoperati-
ven Jahres stetig. Die durchschnittliche Abnahme der Triglyceride prasentiert sich bereits

nach einem halben Jahr als signifikant.

Zeitpunkt to ts t

Anzahl n 39 39 31

Gesamtcholesterin in mg/dl (Referenzbereich 130-220 mg/dl)

Mittelwert £ SD 190.03 + 28,78 17510+ 28,13 * 180.26 + 34,66

HDL-Cholesterin in ma/dl (Referenzbereich > 35 ma/dl)

Mittelwert £ SD 48,95+ 10,71 51,38 £ 9,96 60,45+ 12,39 A

LDL-Cholesterin in ma/dl (Referenzbereich < 150 maq/dl)

Mittelwert £ SD 110,77 £ 24,92 101,56 +21,89 * 98,74 + 26,64

Triglyceride in mg/dl (Referenzbereich 74-172 mg/dl)

Mittelwert £ SD 151,33 £ 76,35 111,00 + 50,82 * 110,16 £ 52,73 *

Tabelle 9: Durchschnittliche Anderungen der Lipoproteinwerte der Patienten im Studien-
verlauf. *p < 0,01 jeweils vs. to, Ap < 0,01 vs. HDL (t4); T-Test fiir Cholesterine, Wilcoxon-
Test fiur TG.

4.1.4 Vergleich mit Comet Assay-Ergebnissen der Patientenproben

Zum Zeitpunkt der Erstellung der vorliegenden Arbeit waren von anderen Mitgliedern der
Arbeitsgruppe aus dem Blutprobenmaterial derselben Patienten Praparate fir den Co-
met Assay angefertigt und ausgewertet worden. Die Ergebnisse wurden dankenswerter-
weise fur die nachfolgende Abbildung 29 zur Verfugung gestellt. Wahrend die tendenzi-
elle Senkung des prozentualen Anteils geschadigter DNA sich bei Auswertung der
ersten Halfte der Studienteilnehmer noch nicht signifikant prasentiert, ist dies bei grée-

rer Anzahl (nach N=100 Probanden) im Verlauf eines Jahres der Fall.
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B Patienten 1-100

Patient 1-50

N T

Tail DNA in %

t0 t1 t2
Anzahl n Mittelwert + STAB
to t t to ts t
Pat. 1-100 100 46 39 2,84 +2,24 3,07+ 2,63 2,37 £1,38
Pat. 1-50 50 36 38 3,10 +1,87 2,99 +1,85 2,39+ 1,40

Abbildung 29: Tail DNA in % der Gesamtheit aller Studienteilnehmer (N=100) sowie nur
deren fiir die Arbeit verwendeter erster Hélfte (N=50). *p < 0,05 vs. o und Ap < 0,05 vs.
t; der Gruppe ,Pat. 1-100“ (Wilcoxon-Test).

4.2 Ergebnisse der In vitro-Versuche mit NRK- und HL60-Zellen
4.2.1 Comet Assay

Versuche mit Insulin
Als Zellkulturmodell wurden HLG60- und NRK-Zellen mit drei verschiedenen Konzentra—
tionen Insulin behandelt. Das Diagramm zeigt die mit ansteigender Insulindosis zuneh-

mende DNA-Schadigung der Zellen im Comet Assay, die ab einer Konzentration von
32 nM im HL60-Zellkulturmodell signifikant wird.

J J‘ EHL60

BNRK

relative Tail DNA

NK 10nM Ins. 32nM Ins. 100nM Ins.
Abbildung 30: DNA-Schadigung im Comet Assay mit HL60- und NRK-Zellen bei unter-

schiedlich konzentrierter Insulinbehandlung fiir 2 h, MW =+ STAB normiert auf die
Negativkontrolle, *p < 0,05 vs. HL60-Negativkontrolle (Mann-Whitney-U-Test).
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Versuche mit Angiotensin Il

HL60-Zellen wurden fur den Comet Assay aulRerdem mit Angiotensin Il flr ebenfalls

2 Stunden inkubiert. Dabei war der mittlere DNA-Schaden, gemessen als Tail-DNA in %,

ab einer Konzentration von 400 nM AT-II signifikant erhdht im Vergleich zur Negativkon-

trolle.

3,5
3 -

2,5
2

1,5
1

0,5
0

——

O

relative Tail DNA

NK 100nM AT-Il  200nM AT-Il.  400nM AT-II

Abbildung 31: %Tail DNA im Comet Assay mit HL60-Zellen bei Inkubation mit ansteigen-
den Konzentrationen Angiotensin Il fiir 2 h. Dargestellt sind MW + STAB normiert auf die
Negativkontrolle, *p < 0,05 vs. NK (Mann-Whitney-U-Test).

Versuch mit der Kombination aus Insulin und Angiotensin 1

Da physiologisch beide Hormone im menschlichen Koérper auftreten, sollte dieser Zu-
stand stark vereinfacht durch eine kombinierte Insulin- und Angiotensin Il-Behandlung
im Zellkulturmodell imitiert und auf eine fragliche additive Wirkung der Schadigung durch
beide Substanzen hin untersucht werden. Im Comet Assay mit HL60-Zellen war dabei
unter Verwendung der beiden hochsten zuvor getesteten Einzelkonzentrationen eine
signifikante Zunahme der Tail-DNA-Werte relativ zur Negativkontrolle, jedoch keine ad-

ditive Wirkung, messbar:

2 *
<
pd
=)
TTS
|
(0]
=
ko
o
NK 100 nM Ins. +
400 nM AT

Abbildung 32: Comet Assay mit dem HL60-Zellkulturmodell bei Prdinkubation mit Angio-
tensin Il und anschlieBender Insulinbehandlung, MW + STAB normiert auf die Negativ-
kontrolle, *p < 0,05 vs. NK (Mann-Whitney-U-Test).
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4.2.2 Vitalitatstest

Der Vitalitatstest mit den NRK- bzw. HL60-Zellen wurde jeweils unmittelbar nach Ablauf

der zweistindigen Behandlungszeit mit Insulin oder AT-Il fir den Comet Assay durch-
gefuhrt. Keine der beiden Substanzen fihrte in den verwendeten Konzentrationen zu

verstarkter Apoptose der Zellen.

a.
% lebende Zellen (MW + STAB)
NK 10 nM Insulin 32 nM Insulin 100 nM Insulin
NRK 94,50 + 2,50 93,17 + 3,69 95,00 + 1,00 93,00 + 1,80
HL60 93,50 + 3,50 93,50 + 1,50 93,83 + 2,47 93,50 + 3,04
NK 100 nM AT-II 200 nM AT-lI 400 nM AT-lI
HL60 94,50 + 2,29 93,83 + 2,02 94,50 + 2,65 97,00 £ 1,73

Auch nach Prainkubation mit AT-Il und nachfolgender Insulinbehandlung zeigte sich kein

vermehrtes Absterben der HL60-Zellen:

b.
% lebende Zellen (MW + STAB)
NK 10 nM Insulin 100 nM Insulin
+ 100 nM AT-II + 400 nM AT-II
HL60 94,25+ 1,77 95,75+ 0,35 92,25+ 0,35

Tabelle 10: a. Vitalitatstest mit NRK- bzw. HL60-Zellen bei Insulinbehandlung und b. Vi-
talititstest mit HL60-Zellen bei kombinierter Insulin-/AT-ll-Behandlung; MW + STAB am
Mikroskop bestimmter lebender Zellen aus n=3 Versuchen; ausgewertet wurden 200 Zel-
len je Behandlungsdosis.

4.2.3 Mikrokerntest

4.2.3.1 Versuche mit Insulin

Die im Comet Assay eingesetzten Insulindosierungen wurden in gleicher Weise fiir den
Mikrokern-Assay als zweiten Test zur Erfassung einer gentoxischen Wirkung verwendet.
Dabei war die mittlere Mikrokernfrequenz im HL60-Modell ab der Konzentration von
10 nM Insulin signifikant erhdht im Vergleich zur Negativkontrolle, im NRK-Modell indu-
zierten dagegen erst 100 nM Insulin bei n=3 Versuchen eine deutlich starkere Mikro-

kernbildung.
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Abbildung 33: Mikrokernfrequenz HL60 und NRK mit Insulin (4 h), normiert auf die Nega-
tivkontrolle, *p < 0,05 vs. HL60-Negativkontrolle, Ap < 0,05 vs. NRK-Negativkontrolle
(Mann-Whitney-U-Test).

Zellen sind in vivo konstant einem durch Nahrungsaufnahme, Tageszeit oder Aktivitat
beeinflussten Insulinspiegel ausgesetzt. Zwar ist der Blutspiegel daher schwankend,
nichtsdestotrotz kann er gerade bei einer Diabeteserkrankung bzw. Insulinresistenz der
Zellen nahezu permanent uber der Norm liegen. Es wurden deshalb im Rahmen der in

vitro-Versuche auch Insulinbehandlungen tber 72 Stunden durchgeflhrt.

relative
Mikrokernfrequenz
HH

NK 10nM Ins. 32nM Ins. 100nM Ins.

Abbildung 34: Mikrokernfrequenz in mit Insulin fiir 72 h behandelten HL60-Zellen, *p <
0,05 vs. Negativkontrolle (Mann-Whitney-U-Test).

Ein Wechsel des HL60-Zellmediums fand alle 24 Stunden mit anschlieRend erneuter
Insulingabe statt. Eine messbar starkere Mikrokerninduktion war wiederum bereits bei
einer Inkubation mit 10 nM Insulin festzustellen, allerdings blieb die Zahl an Mikroker-
nen/1000 Zellen besonders bei den beiden héheren Dosierungen von 32 und 100 nM in
Relation zur Negativkontrolle insgesamt unter dem Niveau, das bei 4 Stunden Behand-

lungszeit beobachtbar war.
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4.3.2.2 Versuche mit Angiotensin Il
Im Gegensatz zu den durchgefihrten Comet Assay-Versuchen zeigte sich im Mikrokern-
test bereits bei 100 nM AT-Il eine gegenlber der Negativkontrolle signifikante gentoxi-

sche Wirkung der Substanz:
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Abbildung 35: Mikrokernfrequenz im HL60-Modell mit Angiotensin Il (Inkubationszeit 4 h),
*p < 0,05 vs. Negativkontrolle (Mann-Whitney-U-Test).

4.3.2.3 Versuche mit der Kombination aus Insulin und Angiotensin I/
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Abbildung 36: Mikrokernfrequenz HL60 mit Insulin und Angiotensin Il (4 h Inkubation);
*p < 0,05 vs. Negativkontrolle, Ap < 0,05 vs. 100 nM Insulin, vs. 100 nM AT-Il und vs.
10 nM Insulin + 100 nM Insulin (Mann-Whitney-U-Test).

Bei der Kombination von Insulin und Angiotensin Il wurden die jeweils niedrigste und
hdchste einzeln getestete Konzentration beider Substanzen verwendet und sowohl die
niedrigeren als auch die hdheren Konzentrationen miteinander inkubiert. Mit Ausnahme

der niedrigsten Insulindosierung (10 nM) zeigten alle Dosierungen eine signifikante Mi-
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krokernzunahme gegenuber der Negativkontrolle. Die Mischung der hoheren Konzen-
trationen (100 nM Insulin + 400 nM AT-Il) beider Hormone prasentierte sich signifikant
gegenuber der Mischung der niedrigeren, ein additiver Effekt der Hormonkombination

gegenuber der Wirkung der Einzelhormone lie3 sich aber nicht nachweisen.

4.3.2.4 Versuche mit Antioxidantien

Die beschriebene Mischung aus 100 nM Insulin mit 400 nM AT-II wurde abschlieend
verwendet, um die Potenz dreier mutmalRlich antioxidativ wirkender Stoffe hinsichtlich
einer Minderung der durch Insulin und AT-Il verursachten DNA-Schadigung in den HL60-
Zellen naher zu bestimmen. Es fand jeweils eine Prainkubation von 15 Minuten mit den
Substanzen statt, anschlieRend wurde mit den Hormonen Insulin und AT-II behandelt.
Das untersuchte Tricetinidin zeigte eine signifikant antioxidative Wirkung bei 5 yM Do-
sierung gegenuber der reinen Hormonkombination, rief aber sowohl bei Inkubation der
Zellen mit 1 yM wie auch mit 5 uM keine Reduktion der Mikrokernfrequenz bis auf das

Niveau der Negativkontrolle hervor.
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Abbildung 37: Mikrokernfrequenz HL60 mit Kombination aus Insulin und Angiotensin Il
sowie Tricetinidin; *p < 0,05 vs. Negativkontrolle (Mann-Whitney-U-Test), Ap < 0,05 vs.
100 nM Insulin + 400 nM AT-II.

In gleicher Weise wurden die Versuche mit Curcumin durchgefuhrt. Wahrend die ver-
wendete 1 yM Curcumin-Dosis keine deutlich von der Negativkontrolle verschiedene
Mikrokernfrequenz verursachte, war die mittlere Differenz bei Einsatz von 5 yM Curcu-
min signifikant. Beide Konzentrationen lie3en in Verbindung mit der Insulin-AT-II-Mi-

schung keine Abnahme der DNA-Schadigung erkennen.
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Abbildung 38: Mikrokernfrequenz HL60 mit Kombination aus Insulin und Angiotensin Il
sowie Curcumin, *p < 0,05 vs. Negativkontrolle (Mann-Whitney-U-Test).

Beim dritten Antioxidans Resveratrol wurde eine signifikante Reduktion der Mikrokern-
frequenz im Vergleich mit der Hormonmischung bei beiden Konzentrationen, 1 und 5 yM
Resveratrol, beobachtet. Die Verwendung von 1 uM Resveratrol erreichte dabei ein von

der Negativkontrolle nicht mehr signifikant verschiedenes Level.
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Abbildung 39: Mikrokernfrequenz HL60 mit Kombination aus Insulin und Angiotensin Il
sowie Resveratrol, *p < 0,05 vs. Negativkontrolle (Mann-Whitney-U-Test), Ap < 0,05 vs.
100 nM Insulin + 400 nM AT-II.
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5. Diskussion

5.1 Ergebnisse der Patientenstudie

Die Erfolge der bariatrischen Chirurgie hinsichtlich eines raschen Gewichtsverlustes bei
extrem adip6sen Patienten sind bereits in einigen Studien beschrieben worden. Zuneh-
mend ruckt ferner ihr Potential zur Therapie metabolischer Erkrankungen in den Mittel-
punkt (Pareek, Schauer et al. 2018). Dabei ist, wie bereits angesprochen, ein Zusam-
menhang zwischen Ubergewicht und dadurch verursachten oder begiinstigten Krank-
heiten aus dem kardiovaskularen Spektrum sowie Diabetes mellitus Typ 2 gesichert und

wird fur Krebserkrankungen weiter erforscht (Renehan, Zwahlen et al. 2015).

Wie lasst sich der Zusammenhang zwischen Ubergewicht und Genomschadigung erkla-
ren und welche Mechanismen fiihren zu den giinstigen metabolischen Veranderungen
nach adipositaschirurgischen Verfahren? Fir die durch starkes Ubergewicht verursach-
ten Schadigungen des Genoms werden unterschiedliche Ursachen diskutiert: iberma-
Rige Erndhrung mit zu hoher Kaloriendichte flihrt in Kombination mit Bewegungsmangel
und genetischer Veranlagung zur Vermehrung viszeralen Fettgewebes, welches einen
chronischen Inflammationzustand durch Sekretion proinflammatorischer Stoffe unterhalt
(Hotamisligil 2006). Freie Fettsduren bedingen erst eine Verfettung, schliellich Entzin-
dung der Leber, der Hormonhaushalt erfahrt eine zunehmende Dysregulation, die nach-
lassende Insulinempfindlichkeit sowie hohe Serumglucosespiegel minden in oxidativen
Stress und mitochondriale Dysfunktion, die die Zellen schadigt oder gar mit deren Apo-
ptose endet (Arruda, Pers et al. 2014, Horwath, Hurr et al. 2017).

Begunstigt also Adipositas Schadigungen der DNA auf mehreren Wegen, bedeutet dies
umgekehrt, dass die positiven Auswirkungen der Operationen nicht allein dem Gewichts-
verlust geschuldet sind, gleichwohl er ein hauptsachliches Ziel ist. Er kommt durch die
BRAVE-Effekte — bile flow alteration, reduction of gastric size, anatomical gut rearran-
gement/altered flow of nutrients, vagal manipulation, enteric gut hormone modulation
— zustande (Ashrafian, Ahmed et al. 2011): neben dem offenkundig geringeren Fas-
sungsvermdgen und der geringeren Aufnahmeflache des Magen-Darm-Trakts spielen
die hormonellen Systeme, die unter anderem Appetit, Hunger, Geschmacksempfinden,
Ruhemetabolismus regulieren, eine wichtige Rolle. Dazu zahlen z. B. die Hormone Lep-
tin und Adiponektin, die vornehmlich aus Adipozyten freigesetzt werden und denen auch
im Zusammenhang mit bariatrischer Chirurgie Aufmerksamkeit geschenkt wird. Die Fett-
gewebsreduktion hat auerdem eine potentiell ausgleichende Funktion auf mannliche

und weibliche Geschlechtshormone, deren Regelkreise bei Adipositas gestort sein und
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zu Krankheiten wie dem eingangs erwahnten PCO-Syndrom fihren kénnen. Eine besser
kontrollierte und regulierte Ausschittung von Sexualsteroiden hat schlie8lich eine nied-
rigere Krebsinzidenz zur Folge, weil sie bei Entgleisungen eine Kanzerogenese z. B. in
Endometrium, Mamma oder Colon nachweislich beguinstigen kénnen (Calle and Kaaks
2004, Renehan, Zwahlen et al. 2015).

Die vorliegende Studie richtet ihren Fokus deshalb insbesondere auf den Nachweis von
durch oxidativen Stress verursachten DNA-Schaden bei stark Ubergewichtigen Men-
schen unter dem Gesichtspunkt verschiedener Komorbiditaten. Gepruft werden soll au-
Rerdem die Reversibilitat des oxidativen Stresses bzw. der dadurch begunstigten adipo-

sitasassoziierten Nebenerkrankungen durch einen bariatrischen Eingriff.

5.1.1 Insulinresistenz und Diabetes mellitus

Die erhéhte Mikrokernfrequenz bei Diabetespatienten wurde bereits in einzelnen Stu-
dien gefunden, allerdings noch nicht nach bariatrischen Operationen untersucht (Corbi,
Bastos et al. 2014, Karaman, Aydin et al. 2015). Die bereits eingangs thematisierte Bes-
serung einer Insulinresistenz adipdser Patienten gehort wahrenddessen zu den am
schnellsten einsetzenden Auswirkungen einer RYGB- oder SG-Operation (Cho 2014,
Schauer, Bhatt et al. 2017). Sie wird dem Zusammenwirken unterschiedlicher Mecha-
nismen zugeschrieben: Da beim RYGB der Nahrungstransport unter Ausschluss von
Duodenum und proximalem Jejunum erfolgt, kommen hormonale Effekte zum Tragen,
unter denen speziell die Bedeutung der GLP-1- und PYY-Sekretion diskutiert wird. Das
Inkretinhormon GLP-1 wird wie PYY im unteren Darmtrakt ausgeschittet, foérdert die In-
sulin- und unterdriickt die Glucagonproduktion, woraus eine effektivere Glucoseverstoff-
wechselung resultiert (Peterli, Steinert et al. 2012). GLP-1 und das Anorexin PYY steigen
in geringerem Umfang selbst nach SG an (Yousseif, Emmanuel et al. 2014). Vorteilhaft
ist ferner, dass GLP-1 die Magenentleerung verzdgert und den Appetit mindert, so dass
die Eingriffe bereits unabhangig vom Gewichtsverlust wirkungsvoll sind. Das orexigene
Ghrelin, oft als ,Hungerhormon® bezeichnet, wird im Magenfundus gebildet und sinkt
demzufolge besonders nach der SG mit Entfernung der groRen Magenkurvatur wie auch
infolge eines RYGB (Menguer, Weston et al. 2017).

Xu et al. detektierten eine erniedrigte Aktivitat der AMP-Kinase (AMPK) im subkutanen
Fettgewebe insulinresistenter Adiposer sowie ein deutlich hdheres Level an oxidativem
Stress und Genexpression inflammatorischer Marker sowohl im viszeralen als auch sub-
kutanen Fettgewebe als bei insulinsensitiven Vergleichsprobanden. Es fand mehr Prote-

incarbonylierung — als Zeichen fur oxidativen Stress — bei den Insulinresistenten statt.
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Die Gruppe konnte zeigen, dass 3 Monate nach einem RYGB die AMPK-Aktivitat zu-,
der oxidative Stress im Fettgewebe dagegen abnimmt (Xu, Gauthier et al. 2012). Diese
Erkenntnisse passen gut zu den bei den Studienteilnehmern gefundenen Mikrokernfre-
quenzen: Die Gruppe der Diabetiker wies zu Beginn eine um 65 % hdhere Frequenz auf
als diejenige der insulinsensitiven Adipositaspatienten; fasst man nur die Patienten mit
metabolischem Syndrom zusammen, lag sie bei den insulinresistenten unter ihnen sogar
um 82 % hdher als bei den insulinsensitiven. Das lasst vermuten, dass der oxidative
Stress fiir die Atiologie des Ubergewichts insgesamt, speziell aber fiir die damit verbun-
dene Komorbiditat Diabetes mellitus Typ 2 eine nicht zu unterschatzende Bedeutung
hat. Die angesprochene Proteincarbonylierung ist ferner hauptsachlich Folge einer ver-
mehrten ROS-Produktion durch mitochondriale Dysfunktion im Fettgewebe, die einen
wichtigen Schritt in der Pathogenese einer diabetischen Stoffwechsellage darstellt. Eine
weitere Erklarung fir deren postoperative Besserung kénnte daher die verstarkte Bio-
synthese an Mitochondrien und verminderte Proteincarbonylierung bereits wenige Tage

nach RYGB-Operation sein (Jahansouz, Serrot et al. 2015).

Die in der Literatur auffindbaren Zahlenangaben zur Remission eines zuvor diagnosti-
zierten Diabetes mellitus bzw. einer Insulinresistenz infolge einer bariatrischen Opera-
tion reichen von etwa 60 bis hin zu knapp 100 % der Falle. Die Verbesserung der Insu-
linsensitivitat im Sinne einer Absenkung des HOMA-Index respektive Anstieg der (post-
prandialen) Insulin- und GLP-1-Spiegel, geschieht Studien zufolge innerhalb von nur ein
bis zwei Wochen (Maggard 2005, Peterli, Wélnerhanssen et al. 2009, Murri, Garcia-
Fuentes et al. 2010, Sj6strom, Peltonen et al. 2014). Diese GréRen wurden hier wahrend
der ersten postoperativen Tage bei den Studienteilnehmern allerdings nicht erhoben, so
dass keine Aussage (ber mogliche Anderungen bei den Patienten getroffen werden
kann. Eine Remission war jedoch nach 12 Monaten bei 57 % der Diabetiker zu verzeich-
nen; der recht deutliche Rickgang des durchschnittlichen HbA1c-Werts um etwa 1,5 %
spricht zudem daflir, dass die Patienten tatsachlich im Lauf dieser Zeit eine bessere
Insulinempfindlichkeit entwickelten. Letztere hangt nicht einzig von der Gewichtsreduk-
tion ab — zumal schlieRlich ca. 10—20 % der Diabetiker zu Beginn schlank sind und dieser
Anteil der Diabetesfalle nicht auf Adipositas zurtickgeflihrt werden kann (Carnethon, De
Chavez et al. 2012, Berg, Bischoff et al. 2013). Das Ausmal} der Kontrolle der diabeti-
schen Stoffwechsellage korreliert nicht immer mit dem abgenommenen Kérpergewicht,

noch dazu wird in der Literatur langerfristig das Risiko einer erneuten Gewichtszunahme
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beschrieben, wahrend die Diabetesinzidenz niedrig bleibt (Maggard-Gibbons, Maglione
et al. 2013).

Verschiedene Gewebearten reagieren unterschiedlich schnell nach der Operation: Fur
periphere Gewebe scheint der langfristige Gewichtsverlust tatsachlich maRgeblicher zu
sein, fur die friihe Verbesserung der Insulinsensitivitat ist mutmaRlich vorrangig die un-
mittelbar postoperative Kalorienrestriktion entscheidend (Isbell, Tamboli et al. 2010, Cho
2014). Sie wird durch das geringere Fassungsvermoégen des Magen-Darm-Trakts und
die Aufnahme kleinerer Mahlzeiten bei beiden Operationsarten geférdert und sorgt zu-
dem dafiir, dass postprandiale hyperglykdmische Spitzen vermieden werden. Diese ste-
hen bereits langer im Verdacht, bei Diabetikern direkt oxidativen Stress und Lipidperoxi-
dation zu begunstigen (Ceriello, Bortolotti et al. 1999).

Zusammenfassend gibt es fur die bei Diabetikern besonders starke Reduktion der Mikro-
kernfrequenz als Indikator einer DNA-Schadigung sehr viele Grinde: Die bariatrischen
Operationen verandern die hormonelle Lage im Gastrointestinaltrakt zugunsten einer
verbesserten Insulinsensitivitat, die $-Zell- und mitochondriale Funktion nimmt zu, oxida-
tiver Stress wird durch eine Reduktion des viszeralen Fettgewebes und weniger hyper-

glykédmieinduzierte ROS-Produktion bzw. Lipidperoxidation gemindert.

5.1.2 Inflammatorische Reaktionen und Immuneffekte

Die angesprochene reine Kalorienrestriktion wird von Lips et al. sogar als dem RYGB
Uberlegen angesehen, was das spatere Profil verschiedener Entziindungsmarker bei
den Probanden anbelangt: Nur die geringere Kalorienzufuhr ist den Forschern zufolge
imstande, TNF-q, IL-2 und IL-6-Werte zu senken, wohingegen diese inflammatorischen
Botenstoffe durch einen RYGB nicht abnahmen. Der Spiegel an C-reaktivem Protein als
klinisch wichtiger Indikator flr eine akute oder chronisch schwelende systemische Ent-
ziindung reduziert sich infolge beider Methoden (Pardina, Ferrer et al. 2012, Lips, van
Klinken et al. 2016). Eine signifikante CRP-Abnahme nach bariatrischen Eingriffen und
auf andere Arten erzieltem Gewichtsverlust ist vielfach beschrieben und entspricht auch
den Studienergebnissen in dieser Arbeit (Chen, Lee et al. 2009, Miller, Nicklas et al.
2011, Morshed and Fathy 2016).

Abgesehen von inflammatorischen Prozessen, die nach einer Verminderung des Uber-
gewichts in geringerem Umfang ablaufen, ist die Anzahl an Leukozyten ein Indiz fir Ent-
ziindungen, da hauptsachlich sie die proinflammatorischen Zytokine produzieren. Die
weillen Blutkérperchen sind essentieller Bestandteil der spezifischen und unspezifi-

schen Immunabwehr und bekampfen Bakterien, Viren und kérperfremde Partikel allge-
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mein bis hin zu Tumorzellen. Bei den Studienteilnehmern verringerte sich die Anzahl der
Leukozyten insgesamt, im Differenzialblutbild anteilig v. a. der neutrophilen Granulozy-
ten, signifikant innerhalb eines Jahres, was der Literatur entsprechend als Hinweis auf
eine Ruckbildung des chronischen niedriggradigen Inflammationszustands zu werten
sein kdnnte, in dem sich viele Adipdse befinden. (Marti, Marcos et al. 2001, Veronelli,
Laneri et al. 2004, Furuncuoglu, Tulgar et al. 2016).

SchlieBlich lassen sich immunmodulierende Effekte der Operationen an den Lymphozy-
ten, der spezifischen Abwehr des Immunsystems, festmachen. Hier ist bei den Studien-
teilnehmern eine signifikante Zunahme des proportionalen Anteils dieser Zellen aufge-
treten, wobei das Differenzialblutbild keine Unterscheidung zwischen B-, T- und NK-
Zellen erlaubt und sich die durchschnittliche absolute Lymphozytenzahl nach einem Jahr
nicht anderte. Aus der signifikanten Abnahme der Neutrophilen resultierte aber eine
deutliche Abnahme der sogenannten Neutrophilen-Lymphozyten-Ratio (NLR), die als
Marker fur subklinische Entzindungen genutzt wird (Buyukkaya, Karakas et al. 2014).
Bei kontroversen Angaben zum Lymphozytenanteil fanden verschiedene Autoren eine
eingeschrankte Funktionalitat der NK-Zellen bei Adipdsen, die nach Fettreduktion rever-
sibel war (Moulin, Marguti et al. 2011, Jahn, Spielau et al. 2015). In der Literatur existiert
die Hypothese, dass bei Adip6sen eine Akkumulation v. a. von T-Zellen im Fettgewebe
stattfindet, die eventuell fir die nachfolgende Migration von Makrophagen in das Ge-
webe eine Rolle spielt. Beide Zellarten befeuern den Inflammationszustand (Anderson,
Gutierrez et al. 2011). Cottam et al. sehen die Ursache der immunologischen Dysfunk-
tion Ubergewichtiger andererseits in einer unterdriickten L-Selektin-Expression und ab-
normer Produktion einzelner CD-Typen auf T-Lymphozyten und konnten dagegen keine
signifikanten Veranderungen der prozentualen Anteile der diversen Lymphozyten-Sub-
gruppen erkennen. Sie bezeichnen den RYGB daher gar als ,immunrestauratives Ver-
fahren®, da er die L-Selektin-Expression wiederherzustellen vermag (Cottam, Schaefer
et al. 2002, Cottam, Schaefer et al. 2003). Ein praoperativ ausgepragterer Entziindungs-
zustand ist gleichzeitig ein Pradiktor fur geringere BMI-Reduktion nach dem Eingriff

(Lasselin, Magne et al. 2014).

5.1.3 Reduktion der Steatose, Minderung von Lipidperoxidation und oxidativem Stress

Die Veranderungen, die die Studienteilnehmer in ihren Lipidprofilen aufwiesen, sind in-
zwischen als erwlnschter Effekt bariatrischer Chirurgie belegt; eine Remission einer
Dyslipidamie zwei bis drei Jahre nach RYGB oder SG wird durchschnittlich bei ca. 60—
66 % erreicht (Courcoulas, Christian et al. 2013, Puzziferri, Roshek et al. 2014, Inge,
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Courcoulas et al. 2016). Die hier thematisierte Studie zeigt, dass sich Gesamtcholeste-
rin, LDL und Trigylceride bereits ein halbes Jahr postoperativ signifikant gemindert pra-
sentieren, der Anstieg des HDL nach einem Jahr. Nach dieser Zeit waren abgesehen
vom Gesamtcholesterin wieder Werte erreicht, die fur Menschen mit hohem Risiko fur
kardiovaskulare Ereignisse empfohlen werden. Untersuchungen von Torriani et al. stit-
zen die Vermutung, dass durch den RYGB das viszerale und subkutane Fettgewebe als
Zeichen einer starkeren Vaskularisierung dichter wird, was mit der HDL-Zunahme und
besserem Fettverlust assoziiert ist (Torriani, Oliveira et al. 2015).

Der gemessene Genomschaden im Mikrokerntest unterschied sich zwischen Patienten
mit oder ohne diagnostizierter Hyperlipidamie unwesentlich. Eine mogliche Erklarung
daflr kénnte sein, dass die Lipidwerte bei fast allen Adipdsen zumindest leicht erhéht
sind. Sie beglnstigen fur sich genommen nicht nur oxidativen Stress, sondern dartber
hinaus die im Laufe der Zeit resultierenden Folgeerkrankungen wie eine Fettleber und
sind v. a. bei deren Fortschreiten kein verlasslicher Marker mehr (Le Lay, Simard et al.
2014, Nemes and Aberg 2017). So existiert ein Zusammenhang zwischen Ubergewicht
ganz allgemein, metabolischen Syndrom, Insulinresistenz und Diabetes mellitus mit der
NAFLD, wobei die kausalen Beziehungen untereinander nicht eindeutig differenzierbar
sind (Yki-Jarvinen 2014). Oxidativer Stress wird als atiologischer Faktor fir eine NASH-
Erkrankung diskutiert, bei der die reine Leberverfettung der NAFLD zu einer Entziindung
des Gewebes fortgeschritten ist (Belia, Lupattelli et al. 2014, Peverill, Powell et al. 2014).
Verschiedene Autoren beschreiben vermehrten oxidativen Stress durch die Anhaufung
freier Fettsauren, der insbesondere zu mitochondrialer Dysfunktion und Lipidperoxida-
tion auf peroxi- und mikrosomalen Signalwegen fihrt. Die toxischen Nebenprodukte trei-
ben schlieRlich den Inflammationsprozess in Hepatozyten und die Aktivierung hepati-
scher Sternzellen an (Rolo, Teodoro et al. 2012, Machado and Diehl 2016). Eine Ope-
ration schmalert deshalb als Konsequenz eines Rickgangs der Lebersteatose die hepa-
tische Lipidperoxidation als Quelle oxidativen Stresses (Bell, Temm et al. 2010, Pontiroli,
Benetti et al. 2013). Wird er durch adipositaschirurgische Therapie vermindert, kann ein
weiteres Fibrosieren der Leber und eine Progression hin zur Leberzirrhose verhindert
werden. Das senkt zudem die Wahrscheinlichkeit der Entstehung eines hepatozellularen
Karzinoms, fir das die Leberzirrhose den groRten Risikofaktor darstellt (Kral, Thung et
al. 2004, Ertle, Dechéne et al. 2011).

Richtet man das Augenmerk daher allein auf die an der NASH leidenden Patienten, ist

eine signifikante Reduktion der DNA-Schadigung im Mikrokerntest festzuhalten. Das
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gleiche Bild ergibt sich fur NAFLD- und/oder NASH-Erkrankte, stellt man sie den leber-
gesunden Ubergewichtigen gegeniiber. Dabei erscheint die Trennscharfe zwischen
Kranken und Gesunden im ersten Fall tendenziell groRer, da die Gruppe der NASH-
Kranken héhere Mikrokernfrequenzen aufweist als die Vereinigung der NASH- und der
NAFLD-Kranken. In beiden Fallen nivellieren sich die Werte von Kranken und Gesunden
nach einem Jahr. Der erhdhte Genomschaden in Lymphozyten von NASH-Patienten
deckt sich mit den Ergebissen von Karaman et al., die hierflr ebenfalls den Mikrokerntest
(CBMN Cytome Assay) anwandten (Karaman, Karaman et al. 2013). Die verbesserte
Leberfunktion der Patienten verdeutlicht zuletzt der dargestellte sehr signifikante Abfall

der Transaminasen und der yGT im Blutbildverlauf.

5.1.4 Auswirkungen auf die Hypertension

Neben der dargelegten Verbesserung des Lipidprofils profitieren bariatrische Patienten
auflerdem von einer Senkung des Blutdrucks. Die Bedeutung dieses Parameters ist evi-
dent: Die arterielle Hypertonie betrifft als ernstzunehmende Volkskrankheit mit wachsen-
der Pravalenz bereits jetzt etwa 40 % aller Erwachsenen weltweit und knapp zwei Drittel
aller Adipdsen (hier 56 % der Studienteilnehmer). Obwohl eine multifaktorielle Genese
angenommen wird, ist die Gewichtung einzelner atiologischer Komponenten dabei nicht
vollends klar. Als ursachlich fir die adipositasassoziierte Hypertonie wird das Zusam-
menspiel aus Bewegungsmangel, genetischer Veranlagung und heutiger Erndhrungs-
sowie Lebensgewohnheiten gesehen; begleitende Komorbiditaten wie Diabetes mellitus
erhdhen das kardiovaskulare Risiko zusatzlich enorm (Mendis, O'Brien et al. 2013,
DeMarco, Aroor et al. 2014). Fast alle Studien, die sich den Auswirkungen bariatrischer
Operationen widmen, fiihren den Blutdruck der Patienten als einen Endpunkt auf; der
Nutzen der Operation zur Blutdrucksenkung wird in der Literatur mit einer Erfolgsquote
von etwa 40 bis 50 % der Falle angegeben, in denen anschieltend eine Remission vor-
liegt (Courcoulas, Christian et al. 2013, Puzziferri, Roshek et al. 2014, Wilhelm, Young
et al. 2014).

Die Ergebnisse lassen zusammenfassend erkennen, dass der durchschnittliche systoli-
sche und diastolische Blutdruck aller Patienten und ebenso die Herzfrequenz um jeweils
ca. 10 % gesenkt werden konnten; diese Veranderungen waren signifikant, obwohl ei-
nige klinische Daten fehlten. Das Niveau an oxidativem Stress unterschied sich dagegen
nicht zwischen Hypertonikern und normotensiven Personen und auch der Vergleich des
pra- mit dem postoperativen Genomschaden ergab keine signifikante Anderung in bei-

den Gruppen. Daraus sollte nicht vorschnell der Schluss gezogen werden, die arterielle
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Hypertonie sei prinzipiell von dem Ausmafd an oxidativem Stress unabhangig bzw. trage
umgekehrt zu diesem Zustand nicht bei. Eine Schlusselrolle unter den mdglichen Me-
chanismen nimmt die geringere Verfiigbarkeit von NO ein: das aus den Endothelzellen
freigesetzte Molekdl ist zwar imstande, generierte ROS zu neutralisieren, verliert dabei
aber einen Teil seiner zytoprotektiven Wirkung und kann nicht mehr ausreichend fiir die
Vasodilatation der glatten GefaBRmuskulatur sorgen. Andererseits bedingt ein Bluthoch-
druck Uber die Aktivierung des RAAS aufgrund verstarkter Stimulation des ATq-Rezep-
tors durch den Anstieg von AT-Il und Aldosteron eine erhdhte ROS-Produktion tUber die
eingangs erwahnte NADPH-Oxidase (Cai and Harrison 2000, Hirata and Satonaka
2001).

Im Gegensatz zu anderen Antihypertensiva wirken bestimmte Kalziumkanalblocker,
ACE-Hemmer und ATs-Rezeptorblocker vorzugsweise uber eine verbesserte Dilatati-
onsfahigkeit und antioxidative Kapazitat (Taddei, Virdis et al. 2002). Die letzteren sind —
qua nephroprotektiver Eigenschaft — gleichzeitig diejenigen Antihypertensiva, die bei adi-
pdsen Hypertonikern mit ggf. assoziiertem Diabetes oder Insulinresistenz als erste Wahl
eingesetzt werden; mit nur 3 Ausnahmen wurde bei den 28 hypertonen Studienteilneh-
mern eine der 3 Wirkstoffklassen als primares Monotherapeutikum oder kombiniert mit
weiterer antihypertensiver Behandlung angewandt. Dies liefert eine potentielle Erklarung
daflr, weshalb kein noch deutlicherer Genomschaden im Mikrokerntest detektiert wurde.
Denkbar ist ferner, dass bei den Patienten der Adipositasstudie der Mikrokerntest an
Lymphozyten in seiner Aussagekraft bezlglich des Hypertonus eingeschrankt war, da
die hierflr entscheidenden Prozesse und Marker oxidativen Stresses direkt in den En-
dothelzellen untersucht werden missten. Zusatzlich wird oxidativer Stress durch Lipid-
peroxidation wohl erst bei schwerer Hypertonie bedeutsam (Cracowski, Baguet et al.
2003). Die genaue Pathophysiologie, Uber die die Blutdrucksenkung durch RYGB oder
SG zustande kommt, ist nicht vollstandig geklart; dass eine Einstellung des Blutdrucks
auf normotensive Werte auch ohne zusatzlich Medikamente hierdurch mdglich ist, wur-
de aber vielfach gezeigt (Puzziferri, Roshek et al. 2014, Schauer, Bhatt et al. 2017).
Anhaltspunkte gibt es beispielsweise fiir einen geringeren kardialen Output und eine er-
héhte Sensitivitdt der Barorezeptoren nach RYGB, was flir eine bessere parasympathi-
sche Kontrolle des Kreislaufs spricht (van Brussel, van den Bogaard et al. 2017). Ein
kleineres Fettgewebevolumen geht daneben mit weniger Aldosteron-freisetzenden Fak-
toren einher, so dass sich direkt das UbermaR an Aldosteron normalisiert, das mitverant-

wortlich fur die adipositasassoziierte Hypertension ist (Gletsu-Miller, Hansen et al. 2009).

66



Derartige Mechanismen kdnnten der Hypertension nach bariatrischen Operationen star-

ker entgegenwirken als Giber ROS vermittelte Vorgange auf zellularer Ebene.

5.1.5 Bedeutung des Gewichtsverlust fir Nebenerkrankungen

Nachdem bereits verschiedene — metabolisch erzielte Effekte — angesprochen wurden,
stellt sich nichtsdestotrotz die Frage, welche Bedeutung nun der postoperative Ge-
wichtsverlust flir andere adipositasassoziierte Erkrankungen hat, zu denen man auch
bestimmte Krebserkrankungen zahlt. Ein mutmallicher (wenngleich damit nicht obligat
kausaler) Zusammenhang zwischen Genomschaden bzw. Adipositas und Krebsinzidenz
wird dadurch gestitzt, dass erstens bei Frauen nach bariatrischem Eingriff sowohl die
Mikrokernzahl starker abnimmt als auch die Krebsinzidenz und sich zweitens in der Li-
teratur besonders eine Risikoreduktion fiir Gibergewichtsassoziierte Krebserkrankungen
findet. Bei Mannern sind beide Effekte in geringerem Ausmal messbar oder, je nach
Studie, gar nicht vorhanden (Adams, Stroup et al. 2009, Tee, Cao et al. 2013). Die Grin-
de hierfur sind noch weitestgehend unklar. Neuere umfassende Analysen von Schauer
et al. legen nahe, dass das reduzierte allgemeine Krebserkrankungsrisiko durch bariat-
rische Chirurgie kausal eng an den erzielten Gewichtsverlusts geknipft ist, wahrend letz-
terer speziell fir die Risikoreduktion tUbergewichtsassoziierter Formen paradoxerweise
keine Rolle spielt (Schauer, Feigelson et al. 2017). Passend zum erhdhten Risiko fur
bestimmte Krebsarten bei Diabetikern demonstrieren die vorliegenden Studienergebnis-
seder fiir die Gruppe der Diabetiker eine héhere Mikrokernfrequenz — und postoperativ
starkere Senkung — als fir Nicht-Diabetiker. Mikronuklei wiederum sind auf3erdem als
Marker fir diverse Tumorarten gut belegt (Bonassi, Znaor et al. 2007, Giovannucci,
Harlan et al. 2010, Maffei, Zolezzi Moraga et al. 2014).

Die Anderungen in Bezug auf Krebsinzidenz und Genomschaden (in Form der Mikro-
kernfrequez) scheinen sich also in den Subgruppen ,Frauen - Manner“ und ,Diabetiker
- Nicht-Diabetiker” zu &hneln. Dagegen konnte auch in der hier betrachteten Studie keine
Korrelation zwischen Mikrokernzahl (bzw. deren Reduktion) und BMI (bzw. BMI-Reduk-
tion) dokumentiert werden — gleiches gilt im Ubrigen fir die im Comet Assay gewon-
nenen Daten. Andere Autoren sehen eine positive Korrelation zwischen BMI und Mikro-
kernfrequenz bei Ubergewichtigen, fiir die Situation nach bariatrischen Eingriffen exis-
tiert bislang aber kaum Literatur (Donmez-Altuntas, Sahin et al. 2014, Karaman, Aydin
et al. 2015, Bankoglu, Arnold et al. 2018). Oxidativer Stress fur sich genommen nimmt
durch sie ab und korreliert dabei vermutlich mit dem Gewichtsverlust. Der BMI als Krite-

rium erlaub dabei eventuell keine ausreichend differenzierte Betrachtung: Der viszerale
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Fettgewebeverlust korreliert noch starker als derjenige des subkutanen oder Gesamt-
fettgewebes positiv mit der Hohe oxidativen Stresses in Form entsprechender Metabolite

und Lipidperoxide (Gletsu-Miller, Hansen et al. 2009).

5.1.6 RYGB und SG im Vergleich

Was den Gewichtsverlust anbelangt, wird in der Literatur die Effektivitdt von RYGB und

SG meist entweder als gleichwertig betrachtet oder aber dem RYGB ein tendenziell et-
was besseres Outcome attestiert (Li, Lai et al. 2013, Chang, Stoll et al. 2014, Menguer,
Weston et al. 2017, Peterli, Wolnerhanssen et al. 2018). Grundsatzlich herrscht mittler-
weile Ubereinstimmung, dass beide Verfahren einer rein medikamentésen Therapie
bzw. anderen Methoden zur Gewichtsreduktion tUberlegen sind. Gleiches gilt in Bezug
auf HbA1c-Level, Lipidprofil und allgemeine Lebensqualitat, auf die sich allesamt die chi-
rurgische Behandlungsweise glnstiger auswirken soll (Gloy, Briel et al. 2013, Schauer,
Bhatt et al. 2017).

Aufgrund der teils ungleichen Wirkungsweisen von RYGB und SG war vorstellbar, dass
sich beide Methoden im Hinblick auf die Genomschadigung differenzieren lassen kdnn-
ten. Er reduzierte sich in den Lymphozyten der Studienteilnehmer zwar relativ starker
bei RYGB-Operierten, absolut betrachtet war eine signifikante Reduktion nur durch die
SG erzielt worden. Insgesamt sollte hier zunachst eine noch groRere Anzahl an Patien-

tenproben untersucht werden.

5.1.7 Apoptosen, Mitosen und CBPI

Neben der Mikrokernfrequenz kénnen im Mikrokerntest weitere Endpunkte gepruft wer-

den. Die Studienergebnisse zeigten keine erhéhte Apoptoserate der Patienten im Ver-
gleich zu den Kontrollpersonen, hinsichtlich der Mitoserate war ein signifikanter Anstieg
nach 6 Monaten messbar, der sich aber im Verlauf nicht hielt. Die Mitoserate der Kon-
trollgruppe prasentierte sich gegenuber derjenigen der Patienten (zu jedem Zeitpunkt)
ebenfalls ohne signifikanten Unterschied.

Der Proliferationsindex der Lymphozyten dagegen war in der Patientengruppe auch
nach einem Jahr noch signifikant niedriger. Zu den genannten Zellzyklusparametern
existieren in der Literatur nur sehr wenige geeignete Vergleichsarbeiten. Pereira et al.
stellten u. a. in Lymphozyten von Pradiabetikern eine erhéhte Apoptoserate fest (Pereira,
Molz et al. 2013). Der CBPI wird haufig im Zusammenhang mit der Bestrahlung von
Tumorzellen betrachtet, die je nach neoplastischem Gewebe die Zellteilungsrate effektiv

senken kann. Fur den hier beobachteten erniedrigten CBPI der Lymphozyten Adipdser
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gegenuber denjenigen Normgewichtiger konnte eine Erklarung die eingeschrankte Im-
munkompetenz bei Adipositas sein; es existieren Hinweise auf eine verringerte Prolifera-
tionsfahigkeit durch fettreiche Erndhrung und schlechteres Ansprechen von Lymphozy-
ten auf mitogene Stimuli i. R. von Ubergewicht im Tiermodell (Lamas, Marti et al. 2002).
Eine Studie von Bolognesi et al. fand eine erhéhte Mikrokernfrequenz und erniedrigten
CBPI mit zunehmendem Alter der untersuchten Personen. Die Forscher begriinden dies
mit der nachlassenden Leistungsfahigkeit der DNA-Reparaturmechanismen bei alteren
Menschen und einer Verlangsamung der Proliferationskapazitat (Bolognesi, Lando et al.
1999). Eventuell sind die CBPI-Werte der Studienprobanden in einem ahnlichen Sinn zu
deuten, da fiir den biologischen Alterungsprozess ebenso wie fiir starkes Ubergewicht
oxidativer Stress als wichtiger atiologischer Faktor gilt. Fir den Zusammenhang spricht
die haufig diskutierte Hypothese, Kalorienrestriktion férdere Gewichtsverlust und ver-
langsame den Alterungsprozess (Heilbronn, de Jonge et al. 2006, Lépez-Otin, Galluzzi
et al. 2016).

5.1.8 Oxidativer Stress in Mundschleimhautzellen

Der Mikrokern-Assay mit humanen Mundschleimhautzellen ist ein probates Mittel, um
den Einfluss gentoxischer Substanzen oder auch einer Vitaminsupplementation sichtbar
zu machen; die Resultate korrelieren ferner sehr gut den aus Lymphozyten gewonne-
nen. Das grofte Problem hierbei besteht darin, dass die Mikrokernfrequenz generell nie-
driger liegt als bei der Verwendung von Lymphozyten und Veranderungen meist sehr
klein sind (Fenech, Holland et al. 2011). Als logische Konsequenz wird eine grof3e Pro-
benmenge erforderlich, um signifikante Unterschiede nachweisen zu kénnen. So ist
auch im Rahmen dieser Studie die Fallzahl noch zu gering, obwohl sich eine tendenzielle
Abnahme der Mikrokernfrequenz in den Mundschleimhautproben um etwa 10,3 % zeig-
te. Eine Integration des Datensatzes mit solchen anderer Studien zu RYGB- und SG-
Patienten ist daher bereits vorgesehen. Das scheint dartber hinaus sinnvoll, weil Fenech
et al. in der oben zitierten Publikation eine mittlere Frequenz von 1,1 MK/1000 Zellen fir
gesunde Kontrollpersonen angeben. Zieht man dies als Referenzpunkt heran, lagen die
Ergebnisse der Adipésen dieser Studie selbst praoperativ mit 0,78 + 0,75 MK/1000 Zel-
len nicht Gber dem physiologischen Normwert. In jungster Vergangenheit gelang Quin-
tero Ojeda et al. unter Anwendung des BMCyt-Assays (Buccal Micronucleus Cytome
Assay) der Nachweis einer erhdhten Mikrokernfrequenz bei Diabetes mellitus-Patienten

gegenuber gesunden Kontrollen (Quintero Ojeda, Aguilar-Medina et al. 2018).
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5.1.9 Vergleich mit den Messungen im Comet Assay

Der Vergleich mit den Comet Assay-Ergebnissen, die von Labormitarbeitern aus den
gleichen Lymphozytenproben gewonnen wurden, bestatigt die Reduktion des Genom-
schadens bei den Adipositaspatienten nach ca. 12 Monaten (Bankoglu, Seyfried et al.
2017). Das Ergebnis wurde hier allerdings erst bei Auswertung von > 50 Praparaten
signifikant. Bei beiden Methoden betrug die Abnahme der gemessenen DNA-Schadi-
gung, als Mikrokernfrequenz bzw. Tail-DNA in %, fast punktgenau 22 % nach einem
Jahr. Eine ahnliche Beobachtung war aulRerdem, dass im Comet Assay die Hohe des
praoperativen Genomschadens bzw. das Ausmal seiner Reversibilitdt ebenfalls nicht

mit dem jeweiligen BMI oder dessen Anderung korrelierten.

5.2 Ergebnisse der In-vitro-Zellkulturversuche
5.2.1 Versuche mit Insulin und AT-I

Far die Zellkulturversuche mit Insulin und AT-Il wurden die Substanzen unter anderem
mit Hilfe des Comet Assays einzeln und in Kombination auf ihre genomschadigende
Wirkung an HLG60- und NRK-Zellen untersucht. Die beobachtete Induktion oxidativen
Stresses durch Insulin war bereits zuvor von der Arbeitsgruppe Stopper sowie in exter-
nen Forschungsgruppen nachgewiesen worden und konnte hier bestatigt werden. Im
Comet Assay ergab sich eine signifikante Zunahme der DNA-Schadigung ab einer ein-
gesetzten Konzentration von 32 nM bei HL60-Zellen, im NRK-Modell war eine &hnliche
Tendenz ohne signifikantes Ergebnis erkennbar. In friheren Arbeiten und mit weiteren
gepruften Zelllinien konnte eine Schadigung bereits ab Einsatz von 10 nM Insulin und
nach nur 5 Minuten Inkubationszeit durch die ROS-generierende Wirkung des Insulins
gezeigt werden (Othman, Kreissl et al. 2013). Dem entsprechend wurde eine erhdhte
Mikrokernfrequenz auch in vivo schon fir Zustande der Hyperinsulinamie, neben Diabe-
tes mellitus u. a. das metabolische Syndrom sowie das PCOS, beschrieben (Yesilada,
Sahin et al. 2006).

Die physiologische Insulinkonzentration im Serum des Menschen liegt in niichternem
(Fasten-)Zustand durchschnittlich unter 174 pmol/l, eine Stunde nach einer Mahlzeit, i. e.
Glucoseaufnahme, erreicht sie Spitzen von ca. 1900 pmol/l (entsprechend 1,9 nM). Je
nach Erndhrung und individueller Insulinsensitivitat reichen die in vitro getesteten Insu-
linkonzentrationen somit bereits an den relevanten (etwas niedrigeren) physiologischen
Konzentrationsbereich heran, zumal ausgepragte Schwankungen im Tagesverlauf vor-
kommen und eine hohere Insulinausschittung bei Typ 2-Diabetes mellitus-Patienten im

Anfangsstadium anzunehmen ist (Van Cauter, Blackman et al. 1991, Melmed, Polonsky
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et al. 2011). Um die HL60-Zellen etwas konstanter dem Insulin auszusetzen, wurden sie
auch uber 72 h mit dem Hormon inkubiert, woraus allerdings keine weitere Zunahme der
Erbgutschadigung mehr resultierte, sondern sie im Gegenteil sogar weniger stark aus-
gepragt war. Moéglicherweise greifen hier langerfristig Reparaturprozesse in den Zellen,
die nach kurzzeitiger Exposition noch keine Auswirkung haben bzw. es entfallen evtl.

Mechanismen, Uber die der oxidative Stress nur kurz zustande kommt.

Hinsichtlich des AT-Il ist die Studienlage in Bezug auf die oxidativen Stress verursa-
chende Wirkung sowie die Wirkungsmechanismen noch inhomogen: Die hier vorgestell-
ten Versuchsergebnisse, im eine signifikante DNA-Schadigung der Zellen ab 400 nM
AT-1l im Comet Assay und bereits bei 100 nM AT-Il im Mikrokerntest zeigen, passen gut
zu publizierten Ergebnissen, die allesamt eine Gber AT-Il vermittelte Induktion freier Ra-
dikale annehmen: So gelang Bekay et al. der Nachweis einer O,-Produktion in Neutro-
philen um das 15-fache im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle, wobei 1 uM AT-II ein-
gesetzt wurde. Die maximale ROS-Produktion bemerkten die Autoren nach etwa 10 Mi-
nuten. Bereits eine niedrige Dosierung von 10 nM AT-II fihrte zu einer Mobilisierung von
NADPH-Oxidase-Untereinheiten zur Zellmembran, was schlussfolgern lie3, dass AT-II-
stimuliert eine Aktivitatszunahme des Enzyms zustande kommt (Bekay, Alvarez et al.
2003). Griendling et al. sahen nach Applikation von 100 nM AT-Il auf vaskulare glatte
Muskelzellen fur 24 Stunden eine AT,-Rezeptor-abhangige Steigerung der NADPH-Oxi-
dase-Aktivitat. Nach 4 Stunden Inkubation mit der gleichen Konzentration war eine 2,7-
fach héhere O,-Produktion der Zellen im Vergleich zur Kontrolle zu dokumentieren
(Griendling, Minieri et al. 1994). Eine Dosis von 170 nM AT-Il bei 24 h Behandlungszeit
bewirkte in den Versuchen von Schupp et al. eine etwa 4-fache Induktion von Mikroker-
nen in HL60-Zellen im Vergleich zur Negativkontrolle (Schupp, Schmid et al. 2007).
Eine DNA-Schadigung durch AT-Il im Comet Assay — wie in den Zellkulturversuchen
gesehen — wurde ebenfalls von Mazza et al. beschrieben, die darliiber hinaus eine Be-
grenzung dieses Schadens mittels Induktion oder bei Uberexpression von HO-1 in den
genutzten PT67-Zellen beobachteten. Zusatzlich sank der Gehalt antioxidativen GSH
durch AT-ll (Mazza, Goodman et al. 2003). Neuere Forschungsergebnisse lenken die
Aufmerksamkeit auf eine Reduktion weiterer antioxidativer Enzyme durch AT-Il als Er-
klarung fur die Anhebung des ROS-Levels: So vermindert sich z. B. der Gehalt an
MnSOD und Cu/ZnSOD in kardialen Fibroblasten unter AT-llI-Behandlung (Ramalingam,
Menikdiwela et al. 2016).
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Eine denkbare Hypothese ist auch, dass geringere AT-lI-Plasmaspiegel nach Gewichts-
abnahme weniger oxidativen Stress hervorrufen, was zu den postoperativ geringeren
DNA-Schaden in den untersuchten Lymphozyten der bariatrischen Patienten passte:
Verlieren Ubergewichtige Patienten an Gewicht, geht die Reduktion der Fettgewebs-
masse mit einer Reduktion der RAAS-Aktivierung einher (Engeli, Béhnke et al. 2005, de
Kloet, Krause et al. 2010); dies unterstreicht im Ubrigen den Einfluss der Gewichtsregu-
lation auf das RAAS. Wahrend systemische RAAS-Uberaktivierung durch AT-lI-Infusio-
nen oder Ubermaflige Reninproduktion im Tierversuch von Kalupahana et al. ebenfalls
einen Gewichtsverlust zur Folge hatte, machte sich eine Fettgewebe-spezifische RAAS-
Uberaktivierung — vermittels erhéhter Agt-Expression — aber durch verstérkte Adipositas
bemerkbar. Die Autoren der Studie differenzieren auch in Bezug auf die Dauer der
RAAS-Uberaktivierung: Eine chronische systemische RAAS-Uberaktivierung bedingte
eine Insulinresistenz bei Nagern, wohingegen sich akut unter AT-II-Kurzzeitinfusionen
bei Mensch und Tier eine erhéhte Glucoseverfligbarkeit und verbesserte Insulinsensiti-
vitat einstellten. AT-Il fuhrt auRerdem zwar im Skelettmuskel, nicht aber im Fettgewebe
zur Insulinresistenz: Im Fettgewebe wird gar die Glukoseaufnahme der Adipozyten Uber
die Aktivierung von Insulin-Signalmolekulen potenziert, wie In-vitro-Versuche ergaben

(Kalupahana and Moustaid-Moussa 2012).

Da bei Ubergewichtigen, und hier speziell diabetischen Patienten, Insulinausschiittung
wie AT-lI-Plasmaspiegel ansteigen, ist folglich die Wechselwirkung bei der Schlissel-
hormone von besonderem Interesse. Liegt eine Insulinresistenz vor, geht die kompensa-
torische Ubermafige Insulinproduktion mit einer Hochregulierung der AT-Rezeptoren
einher, die AT-II-Bindung fuhrt wiederum Uber die NADPH-Oxidase zur Bildung der
freien Radikale (Giacchetti, Sechi et al. 2005). Vorstellbar ware deshalb, dass die ge-
nomschadigenden Wirkungen durch Insulin und AT-Il in vivo kumulieren, also die Zellen
mit einem groReren Menge an ROS umgehen mussen.

Bislang wird aber meist angenommen, dass uber AT-Il eine Insulinresistenz zustande
kommt: Das wiederum lieRe eine sich gegenseitig hemmende Interaktion der beiden
Hormone in vitro erwarten. Im HL60-Modell wurde hier allerdings fiir die Kombination
aus Insulin und AT-Il ein erhéhtes Mal an oxidativem Stress detektiert, das sich aber
nicht voll additiv auswirkte. Die wahrscheinlichste Erklarung dafiir ist, dass die eingangs
erlauterte Ausbildung einer Insulinresistenz durch AT-II per Degradation bzw. Phospho-
rylierung des IRS1/2 erst auf dem Weg, also erst aufgrund der AT-llI-induzierten ROS-

Generierung geschieht und laut Taniyama et al. mehrere Stunden bendtigt (Taniyama,
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Hitomi et al. 2005). In den hier vorgestellten Zellkulturversuchen kamen deshalb wohl
Effekte mit kurzfristigerem Wirkungseintritt zum Tragen.

Ogihara et al. fanden eine gesteigerte Aktivierung des Insulin-Signalings vermittels AT-II.
Sie verabreichten Ratten AT-II-Infusionen mit 100 ng/kg KG pro Minute und stellten eine
verminderte Glucoseaufnahme bei den Adipozyten dieser Ratten im Vergleich zu den-
jenigen der Kontrollen fest; die Tyrosinphosphorylierung der IRS1 und IRS2 im Muskel-
gewebe der AT-ll-infundierten Ratten war ferner um etwa das 4-fache erhéht. Wahrend
im Muskel-, Leber- und Fettgewebe die PI13-Kinase-Aktivitat anstieg, blieben die Expres-
sion und der Gehalt der Proteine IRS1, IRS2 und AKT in den Geweben der AT-II- und
der Kontrollgruppe annahernd gleich. Die Autoren schlussfolgerten daraus, dass der Me-
chanismus der AT-ll-induzierten Insulinresistenz in der Signalkaskade einen Schritt nach
P13-Kinase bzw. AKT betreffen muss, da eine zuvor haufig angenommene Abschwa-
chung der PI3-Kinase-Aktivitdt nicht nachweisbar war (Ogihara, Asano et al. 2002).
Wenig spater prainkubierten Juan et al. Adipozyten mit 100 nM AT-II fir 30 Minuten und
gaben danach verschiedene Dosierungen Insulin fir weitere 30 Minuten hinzu; wahrend
AT-ll die insulinvermittelte Glucoseaufnahme steigerte, veranderte sich gleichzeitig die
Insulinbindekapazitat der Rezeptoren nicht, woraus zu schlussfolgern war, dass die in-
sulinsensitivierende AT-II-Wirkung erst auf Postrezeptor-Signalwegen zustande kommt.
Die Arbeitsgruppe zeigte ferner, dass AT-Il in Kombination mit Insulin eine verstarkte
Phosphorylierung der IRB-Untereinheit des Insulinrezeptors bewirkt, die PI3-Kinase ak-
tiviert und die Phosphorylierung von AKT beférdert. Dieses bildet als Schlisselenzym
einen Knotenpunkt, in den die Rezeptor-Signalkaskaden sowohl des Insulin- als auch
des ATq-Rezeptors einmiinden (Juan, Chien et al. 2005). Ogihara et al. und Juan et al.
entgegenstehend finden sich allerdings auch Verdffentlichungen, die Belege fir eine
durch Insulin erhdhte, durch AT-Il dagegen abgeschwachte Aktivierung der P13-Kinase
und infolgedessen AKT anfuihren, also beide Hormone in gewisser Weise als Gegen-
spieler betrachten (Velloso 1996, Wei, Sowers et al. 2006). Angemerkt werden muss,
dass mehrere Autoren darauf hinweisen, dass der AT-ll-vermittelte Effekt stark von der
jeweiligen Gewebe- bzw. Zellart sowie der Behandlungszeit abhangig ist, was einen di-
rekten Vergleich der Untersuchungen und Methoden erschwert (Juan, Chien et al. 2005,
Kalupahana and Moustaid-Moussa 2012). Zusammenfassend muissen die aktuell kon-
troversen Befunde Uber die kombinatorische Wirkung beider Molekile in der Zukunft

noch durch weitere experimentelle Daten naher aufgeklart werden.
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5.2.2 Versuche mit Antioxidantien

Es liegen in geringem Umfang Hinweise darauf vor, dass eine Supplementation mit an-
tioxidativen Stoffen die metabolische Lage adipdser Patienten, ihren Gewichtsverlust
und die Genesung von diversen adipositasassoziierten Gesundheitsproblemen unter-
stitzen kénnte. Erwdhnenswert sind in diesem Kontext v. a. Liponsaure, Carnitin, Poly-
phenole und Catechine z. B. aus griinem Tee, fur die die Evidenzlage recht gut ist (Maki,
Reeves et al. 2009, Abdali, Samson et al. 2015). Nichtsdestotrotz ist die Studienlage
noch unzureichend, so dass bislang keine konkreten Empfehlungen zum therapeuti-

schen Einsatz ausgesprochen werden.

In den Zellkulturversuchen dieser Arbeit wurde die antioxidative Wirkung von Tricetinidin,
Curcumin und Resveratrol betrachtet. Eine Konzentration von 5 uyM Tricetinidin war da-
bei imstande, der durch die Mischung aus Insulin und Angiotensin verursachten oxidati-
ven Schadigung im HL60-Zellkulturmodell signifikant entgegenzuwirken; eine Induktion
von Micronuclei durch die eingesetzten Konzentrationen von 1 yM und 5 pM Tricetinidin
Uber das Niveau der Negativkontrolle war dagegen ausgeschlossen worden. Wie ein-
gangs dargestellt, ist Tricetinidin strukturell ein 3’-Deoxyanthocyanidin, das sich u. a. als
Inhaltsstoff von Teeblattern findet (Wan, Li et al. 2009). Der Analyse diverser Hirsearten,
die einen hohen Anthocyanidingehalt aufweisen (und zwar grofiteils 3’-Deoxyanthocya-
nidine), widmeten sich Devi et al. und konnten eine vom Gehalt dieser Substanzen ab-
hangige starke antioxidative Kapazitat feststellen. Auch eine leichte antiproliferative Ei-
genschaft der Anthocyanidine aus der Sorghumhirse wurde von ihnen beschrieben, wo-
bei Tricetinidin aber nicht gesondert untersucht wurde (Devi, Kumar et al. 2011, Devi,
Saravanakumar et al. 2011, Devi, Saravanakumar et al. 2012). Ramos et al. fuhrten
Comet Assay-Versuche durch, in denen sich ein H,O,-induzierter DNA-Schaden in Ca-
co-2-Zellen u. a. mit dem strukturell verwandten Luteolin senken lie3. Besonders bemer-
kenswert ist, dass der protektive Effekt dieses Flavonoids bei kirzerer Prainkubations-
zeit (2 h) deutlich starker ausgepragt war als bei langerer (24 h) (Ramos, Pereira-Wilson
et al. 2010). Fur weitere dem Tricetinidin verwandte Flavonoide wie Quercetin und Ge-
nistein ist gleichfalls gut belegt, dass sie bereits im Bereich von 1-10 uyM als potente
Radikalfanger fungieren und so oxidative Schaden verhindern kénnen (Cai, Rahn et al.
1997).

Eingesetzt werden Anthocyanidine wie Tricetinidin derzeit in der Behandlung von Kreis-
lauf- und Augenerkrankungen, da es neben antiinflammatorischer und -karzinogener

Eigenschaften kardio- und photoprotektive Wirksamkeit besitzt (Rojas 2016). Tamura et
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al. konnten auBerdem in vitro zeigen, dass die Substanz in der Lage ist, die Expression
des IgE-Rezeptors FceRI auf Mastzellen zu inhibieren. Eventuell Iasst sich diese Er-
kenntnis in Zukunft bei der Therapie allergischer Erkrankungen wie Asthma bronchiale
oder der atopischen Dermatitis nutzen, fiir deren Pathologie der Rezeptor bedeutsam ist
(Tamura, Yoshihira et al. 2010).

Im Gegensatz zum Tricetinidin scheint Curcumin sowohl einen anti- als auch prooxida-
tiven Effekt entfalten zu kénnen, ferner wurde seine apoptotische Wirkung auf Krebs-
zellen vielfach diskutiert (s. unten). Lewinska et al. wandten im Vergleich zu anderen
Studien, die Curcumin in vitro untersuchten, &hnlich geringe Dosen der Substanz (von
0,1 bis zu 100 pM reichend) an der HelLa-Krebszelllinie an. Sie waren in der Lage, mit
5 yM Curcumin im Mikrokerntest eine Apoptoseinduktion von ca. 15 % zu demonstrieren;
die Behandlungszeit war allerdings mit 24 h etwa 6-mal langer gewahlt als in den hier
prasentierten Experimenten, in denen sich keine signifikante Apoptoseinduktion in den
HL60-Zellen darstellte (Lewinska, Adamczyk et al. 2014). Diese geben denn die meisten
Publikationen auch erst ab Konzentrationen im Bereich ab ca. 10-20 yM und i. d. R. bei
> 4 h Inkubation an (Kuo, Huang et al. 1996, Pan, Chang et al. 2001). 5 yM Curcumin
alleine hatten im HL60-Modell wie hier gezeigt bereits eine gegenuber der Negativkon-
trolle signifikant verstarkte Entwicklung an oxidativem Stress zur Folge, die aber in Kom-
bination mit der Hormonmischung nicht mehr zunahm. Der Pflanzenfarbstoff wird haufig
sogar als zytoprotektiv beschrieben; ob oxidative oder antioxidative Eigenschaften zum
Tragen kommen, ist vermutlich von Dosierung, Zellart, Expositionszeit und anderen Fak-
toren abhangig. Eine Abnahme einer durch Cyclophosphamid induzierten Mikrokern-
bildung belegten z. B. Cao et al., die humane HepG2-Zellen mit einer Konzentration von
2 yg/ml (= 5,4 yM) Curcumin behandelten. Interessanterweise zogen 8 bzw. 16 ug/ml
aber bereits eine erhdhte Mikrokernfrequenz nach sich (Cao, Jiang et al. 2007). In einer
weiteren Studie konnte H,O,-vermittelter oxidativer Zellschaden in NG108-15-Zellen nur
durch simultane Inkubation mit 25—100 uM Curcumin effektiv gesenkt werden, wahrend
eine langere Vorbehandlung die Zellen sogar gegentber der Schadigung sensibilisierte
(Mahakunakorn, Tohda et al. 2003).

Eine Vielzahl an Studien stuft die Bioverfligbarkeit des Curcumins aufgrund schlechter
Absorption sowie rascher Metabolisierung und Elimination als duf3erst gering ein, wes-
halb verschiedene Ansétze in Erprobung sind, wie sie zuklnftig verbessert werden konn-
te (Anand, Kunnumakkara et al. 2007).
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Die dritte getestete Substanz, Resveratrol, ist in der Literatur am haufigsten vertreten.
Sie sorgt wie andere bekannte Polyphenole fir die Freisetzung zytoprotektiver Proteine
und wirkt antiinflammatorisch Uber eine Inhibition von NF-xB und Suppression von
TNF-a, IFN-y, IL-1B, -6, -12 aus Lymphozyten und Makrophagen (Bisht, Wagner et al.
2010). Die antioxidative und DNA-Schadigungen mindernde Wirkung des Resveratrol in
vitro wird teilweise eher im Bereich geringerer Konzentrationen verortet, wohingegen bei
héheren ahnlich wie flir Curcumin ein apoptoseinduzierender Effekt beschrieben wurde
(Mukherjee, Dudley et al. 2010). Da die Dosisabhangigkeit der Resveratrol-Eigenschaf-
ten bekannt ist, wurden bewusst 1 und 5 yM Resveratrol als Konzentrationen fiir die Be-
handlung gewahlt und eine signifikant antioxidative Wirkung fir beide nachgewiesen.
Jiingste Daten von Fan et al. untermauern fir HL60-Zellen eine konzentrations- und zeit-
abhangige Apoptoseinduktion schon ab 12,5 yM Resveratrol (Fan, Chiu et al. 2018).
Eine weitere Studien mit Fokus auf die antioxidative Kapazitat des Stilbens konnte er-
folgreich zeigen, dass es zu einer dosisabhangigen Reduktion der ROS-Produktion im
Bereich von 0,1-10 uM Resveratrol wie auch, signifikant ab 5 yM, der NADPH-Oxidase-
Aktivitdt kommt (Shen, Wang et al. 2016). Orallo et al. hielten fir diesen Konzentrations-
bereich gleichfalls eine signifikante Reduktion der Enzymaktivitat in epithelialen Zellen
fest und liefern Belege daflr, dass hierauf die niedrigere basale Rate an O, basiert und
nicht auf eine Inibition der Xanthinoxidase bzw. Radikalfanger-Eigenschaft zurtickzufiih-
ren ist (Orallo, Alvarez et al. 2002).

Als Konsequenz der angesprochenen hormetischen Effekte des Resveratrol kann es
aber in hohen Konzentrationen auch prooxidativ wirken und Ubt seine chemopraventive
Wirkung bezogen auf verschiedene Krebsformen z. B. Uber Mechanismen aus, die die
Aktivierung von Schlusselproteinen wie ERK1/2 oder der MAP-Kinasen, der Zellzyklus-
regulation, der Zelldifferenzierung, -proliferation und Immunantwort beinhalten und mit
der Karzinogenese in Zusammenhang stehen (Calabrese, Mattson et al. 2010, Catalgol,
Batirel et al. 2012).

Unter dem Aspekt der Adipositaserkrankung ist Resveratrol als mogliches Therapeuti-
kum von grolem Interesse, da es als Mimetikum durch Kalorienrestriktion vermittelter
Effekte sowie als kardioprotektiv gilt und die Oxidation humanen LDL-Cholesterins ver-
ringern soll (Pearson, Baur et al. 2008, Tomé-Carneiro, Gonzalvez et al. 2012). Ganz
allgemein liegt — um den Bruckenschlag zur Studienthematik zu schlagen — fur die Idee,
Antioxidantien aktiv therapeutisch bei Adipositas einzusetzen, eine noch eher sparliche

Anzahl an Studien vor: Ibero-Baraibar et. al. konnten mit Hilfe des Comet Assays keine
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Reduktion an oxidativem Stress in den Lymphozyten Ubergewichtiger Patienten nach-
weisen, die Uber einige Wochen einen antioxidantienreichen Cocoa-Extrakt erhalten hat-
ten (Ibero-Baraibar, Azqueta et al. 2015). Andererseits wurden mittlerweile Hinweise auf
eine gunstige Auswirkung von Resveratrol auf das Stoffwechselprofil morbid Adipdser
und eine moderate Blutdrucksenkung ebenso wie auf antiinflammatorische Effekte auch
in vivo gefunden (Timmers, Konings et al. 2011, Tomé-Carneiro, Larrosa et al. 2013). In
summa erschweren gegenwartig die Instabilitat und der prozentual meist geringe Antho-
cyananteil in Extrakten die weitere Erforschung und Nutzbarmachung der positiven Ei-
genschaften der Anthocyane (Castafeda-Ovando, Pacheco-Hernandez et al. 2009).
Bevor hier genauere Angaben zum Nutzen fir Adipdse und zur notwendigen Darrei-
chungsform, Dosierung etc. getroffen werden kénnen, sind weitere Untersuchungen

deshalb unumganglich.

5.3 Limitationen und Ausblick

5.3.1 Limitationen

Die Adipositasstudie wies einige unvermeidbare Einschréankungen auf, zu denen das
ungleiche Geschlechterverhaltnis mit etwa 80 % Frauen unter den Patienten zahlt. Die
beiden Operationsarten wurden ebenfalls nicht in dhnlicher Anzahl durchgefihrt, son-
dern der Roux-en-Y-Magenbypass etwa doppelt so haufig wie die Sleeve-Gastrektomie.
Das Matching der Kontrollgruppe traf zwar das Geschlechterverhaltnis, doch der Alters-
durchschnitt dieser Personen lag bei etwa 31 Jahren (im Vergleich zu ca. 44 Jahren bei
den Adipdsen). Das ist insofern relevant, als die Mikrokernfrequenz — insbesondere bei
Cytochalasin B-behandelten Lymphozytenproben — mit dem Alter zuzunehmen scheint
(Bolognesi, Lando et al. 1999).

Die Auswertung der Laborwerte war dadurch limitiert, dass nicht zu jedem Zeitpunkt alle
ausgewerteten Parameter im Blutbild inbegriffen waren oder unvermeidbarerweise Da-
ten verloren gingen, wenn Patienten nicht zu den vorgesehenen Terminen erschienen.
Um eine ausreichende Menge an Vorwerten akquirieren zu kdnnen, konnte aber z. B.
fur die HbA1c-Vorwerte der Patienten auf den jeweils zuletzt gemessenen Wert vor dem
Operationstermin (im Durchschnitt bis zu 3 Monate vorher) zurlickgegriffen werden. Es
ist davon auszugehen, dass hieraus kein verzerrtes Bild resultiert, da der HbA1c keinen
kurzzeitigen Schwankungen unterliegt und in den letzten praoperativen Monaten beim

jeweiligen Patienten stabil gewesen sein durfte.
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Da es sich um multimorbide Personen handelte, kann ein relevanter Einfluss der von
den Studienteilnehmern eingenommenen Vielzahl an Medikamenten, aber auch der Vi-
tamine und anderen Supplemente auf die Resultate der Studie nicht vollstdndig ausge-
schlossen werden. Bedenkenswert ist hier z. B., dass Patienten je nach Vorerkrankun-
gen unterschiedlich stark z. B. von der Vitamineinnahme profitiert haben kénnten. So
nutzt eine Vitamin E-Gabe eventuell besonders Diabetikern, indem sie zu einer Besse-
rung der Insulinresistenz fihrt (Manning, Sutherland et al. 2004). Die Kenntnis des
Raucherstatus der Patienten, der nicht standardmafig erfasst worden war, ware win-
schenswert gewesen; andererseits ergaben Analysen hinsichtlich des gentoxischen
Schadens im Mikrokerntest signifikante Differenzen nur zwischen sehr starken Rauchern
und Nichtrauchern, so dass auch dieser Kritikpunkt die Qualitat des Studiendesigns nicht
herabsetzt (Fenech and Bonassi 2011).

Es wurde bereits angesprochen, dass die eingesetzten Insulinkonzentrationen zwar im
Hinblick auf den in vivo-Zustand der physiologischen Konzentration angenahert gewahlt
wurden. Gleichwohl missen weitere Faktoren wie die konstante Dauer der Exposition
menschlicher Zellen gegeniber dem Insulin oder die Quantitat der Insulinrezeptor-Ex-
pression auf verschiedenen Zellarten berlicksichtigt werden, die eine direkte Ubertrag-

barkeit der Ergebnisse auf den Menschen naturlich limitieren.

5.3.2 Ausblick: Bariatrische Chirurgie

Es existiert eine bislang Uberschaubare Anzahl an Studien, die nach bariatrischen Ope-

rationen die Konzentrationen oxidativer Stressmarker bzw. antioxidativer Stoffe — wie Vi-
tamin C, E und B-Caroten, GSH oder das Enzym Katalase — im Koérper der Patienten
untersuchten. Einige Autoren fanden im Vergleich zu Kontrollgruppen erniedrigte Antio-
xidantienspiegel bei Ubergewichtigen, die im ersten postoperativen Jahr zum Teil anstie-
gen, sowie erhdhte Werte an TBARs (thiobarbituric acid reacting substances) oder des
proinflammatorischen Metaboliten NO und anderer Biomarker fir oxidativen Stress, der
postoperativ haufig zurtickging (Boesing, Moreira et al. 2010, Cabrera, Valezi et al. 2010,
da Silva, Moreira et al. 2012). In einer anderen Studie von Dadalt et al. dagegen zeigte
sich kein Zuwachs an antioxidativer Kapazitat (i. e. unveranderter oxidativer Stress) nach
operativ erreichtem Gewichtsverlust oder gar nach primarer Besserung eine Rickkehr
zu einem prooxidativen Status bei langerem Follow-up von 2 Jahren (Dadalt, Fagundes
et al. 2013). Die Anzahl an Studien ist insgesamt noch spéarlich und es fehlen besonders

Langzeituntersuchungen.
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Obwohl die bariatrische Chirurgie sich inzwischen als sehr effektiv bewahrt hat und wei-
ter verbessert wird, bleiben derartige Eingriffe eine grofle Belastung fur den Patienten.
Ein neuer Ansatz ist daher, durch direkte pharmakotherapeutische Beeinflussung auf
zellularer und molekularer Ebene einen ,medikamentdsen Bypass* zu schaffen, der ver-
gleichbare metabolische Anderungen erzielt (Miras and Le Roux 2014). Auch hierfir ist
ein tiefergehendes Verstandnis des Zusammenspiels von u. a. p-Zell-Funktion, Gallen-
saure-Signaling, (neuro-)hormonellem Einfluss auf Appetit und Hunger, dem Mikrobiom

und anderen Faktoren notwendig.
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6. Zusammenfassung

Ubergewicht, das als Volkskrankheit ein wachsendes globales Problem darstellt, ist mit
mehreren folgenreichen Komorbiditaten behaftet und die Assoziation der Erkrankung mit
nachweisbarer Schadigung des Erbguts durch oxidativen Stress ist mittlerweile unange-
fochten. In der vorliegenden Studie wurden periphere Lymphozyten stark bis morbid
adipdser Patienten, die sich einem bariatrischen Eingriff unterzogen, diesbezuglich mit
Hilfe des Mikrokern-Assays untersucht. Blutproben hierflir wurden praoperativ sowie ein
halbes und ein Jahr postoperativ entnommen, wobei nach 12 Monaten — begleitend zu
der zu erwartenden BMI-Abnahme — eine signifikante Reduktion des Genomschadens
durch Magenbypass bzw. Sleeve-Gastrektomie detektierbar war. AuRerdem wurden ein-
zelne Untergruppen aus Patienten mit beispielsweise Diabetes mellitus Typ 2, meta-
bolischem Syndrom oder Fettleberhepatitis gebildet, um zu eruieren, welche der Ne-
benerkrankungen mit besonders hoher Mikrokernfrequenz einhergehen bzw. auf welche
Erkrankungen die bariatrische Chirurgie besonders gute Wirksamkeit durch Reduktion
des oxidativen Stresses zeigt. Deutlich auffallig war hier die Reduktion der Mikrokernfre-
quenz bei Diabetikern, v. a. solchen, die zeitgleich am metabolischen Syndrom litten.
Eine zusatzliche Analyse der erhobenen Patientendaten, die Nuchternglucose, HbA1c,
Blutdruck und Herzfrequenz sowie ein Blutbild der Patienten (inklusive CRP als Entzln-
dungsmarker, Transaminasen, yGT sowie Lipidprofil) umfasste, demonstrierte, dass
spatestens 12 Monate nach der Operation fiir jeden Parameter eine deutliche Besserung
teilweise wieder zu den physiologischen Normwerten erzielt werden konnte. Weiterhin
wurden in die Betrachtung Mundschleimhautproben der Patienten einbezogen, deren
Untersuchung per Buccal Micronucleus Cytome Assay eine den Ergebnissen des Mikro-
kerntests gleichgerichtete Tendenz ergab, wenngleich die Veranderungen nicht signifi-
kant waren. All diese Ergebnisse stltzen die These der metabolischen Wirksamkeit so-
wohl des Roux-en-Y-Magenbypass als auch der Sleeve-Gastrektomie. lhre Bedeutung
liegt nicht zuletzt in der angenommenen Reduktion des Krebserkrankungsrisikos, da je-
weils ein Zusammenhang mit der Adipositas an sich, dem Diabetes und durch oxidativen
Stress verursachter DNA-Schadigung besteht.

Im Rahmen der Arbeit wurde auf3erdem in vitro eine Genomschadigung im HL60- und
NRK-Modell, induzierbar sowohl durch Insulin, Angiotensin Il als auch die Kombination
beider Hormone, durch die Methoden des Comet Assays sowie des Mikrokerntests
nachgewiesen. Mit Blick auf eine in jingerer Vergangenheit und gegenwartig immer
noch in der Forschung diskutierte potentielle therapeutische Anwendung von Antioxi-

dantien zur Reduktion von Erbgutschadigungen, die durch oxidativen Stress zustande
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kommen, wurden die Substanzen Tricetinidin, Curcumin und Resveratrol an Zellen ge-
testet, in denen mit der Mischung aus Insulin und Angiotensin Il eine gentoxische Wir-
kung erzielt worden war. Eine signifikante Abnahme der Mikrokernfrequenz konnte bei
diesen Experimenten mit Tricetinidin in einer Konzentration von 1 yM und mit Resvera-
trol in einer Konzentration von 1 und 5 uM beobachtet werden.

Vor allem bezuglich der Bioverfugbarkeit, der Wirkungsmechanismen und einer mogli-
chen praventiven oder therapeutischen Anwendbarkeit von Antioxidantien am Men-
schen ist allerdings zukunftige weitere Forschung geboten, um noch tiefergehende Klar-
heit Uber bislang bestehende Hypothesen in der Literatur zu gewinnen. Ebenso sollten
weitergehende Untersuchungen zur Reduktion der Genomschadigung nach bariatri-

schen Eingriffen stattfinden, zu der bis heute nur wenige Daten verflugbar sind.
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DNA-Schéadigung im Comet Assay mit HL60- und NRK-Zellen bei unter-
schiedlich konzentrierter Insulinbehandlung fur 2 h. S. 52

%Tail DNA im Comet Assay mit HL60-Zellen bei Inkubation mit anstei-
genden Konzentrationen Angiotensin Il fir 2 h. S. 53

Comet Assay mit dem HL60-Zellkulturmodell bei Prainkubation mit An-
giotensin Il und anschlielender Insulinbehandlung in unterschiedlichen
Dosierungen. S. 53

Mikrokernfrequenz HL60 und NRK mit Insulin (4 h), normiert auf die Ne-
gativkontrolle. S. 55

Mikrokernfrequenz in mit Insulin fir 72 h behandelten HL60-Zellen. S. 55
Mikrokernfrequenz im HL60-Modell mit Angiotensin |l

(Inkubationszeit 4 h). S. 56

Mikrokernfrequenz HL60 mit Insulin und Angiotensin Il (4 h Inkubation).
S. 56

Mikrokernfrequenz HL60 mit Kombination aus Insulin und Angiotensin Il
sowie Tricetinidin. S. 57

Mikrokernfrequenz HL60 mit Kombination aus Insulin und Angiotensin Il
sowie Curcumin. S. 58

Mikrokernfrequenz HL60 mit Kombination aus Insulin und Angiotensin Il
sowie Resveratrol. S. 58

7.2 Tabellenverzeichnis

Tabelle 1:
Tabelle 2:
Tabelle 3:
Tabelle 4:
Tabelle 5:
Tabelle 6:
Tabelle 7:
Tabelle 8:
Tabelle 9:

Tabelle 10:

Bei Adipositas gehauft auftretende Nebenerkrankungen. Siehe auch Di-
agnosenliste im Anhang. S. 2

Nach RYGB und SG (teils lebenslang) notwendige Supplemente sowie
die postoperative Medikation der adipositaschirurgischen Patienten. S. 9
Verwendete Arbeitsgerate und Materialien. S. 22

Genutzte Laborchemikalien und Substanzen. S. 23/24

Zur Durchflhrung der Versuche hergestellte bzw. verwendete Puffer und
Lésungen. S. 24/25

Gegenuberstellung multimorbider Adipdser und bzgl. Diabetes/met. Syn-
drom gesunder Adipéser. S. 40/41

Mikrokerne/1000 Zellen bei Adip6sen mit depressiver Erkrankung und
solchen mit Hyperurikdmie/Gicht. S. 45

Durchschnittliche Transaminasen- und yGT-Werte der Patienten zu den
drei Untersuchungszeitpunkten. S. 50

Durchschnittliche Anderungen der Lipoproteinwerte der Patienten im Stu-
dienverlauf. S. 51

a. Vitalitatstest mit NRK- bzw. HL60-Zellen bei Insulinbehandlung und b.
Vitalitatstest mit HL60-Zellen bei kombinierter Insulin-/AT-11-Behandlung.
S. 54
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8. Anhang
8.1 Ubersicht: Adipositaspatienten

Patient |Alter Geschlecht |OP BMI* relevante Komorbiditaten

1 32 w SG 58,61 |NASH °5, Hepatosplenomegalie

2 55 w RYGB 39,10 |NAFLD, Art. Hypertonie, DM T2

3 34 m - 81,00 |-

4 55 w RYGB 50,07 |NAFLD/ NASH °7, Art. Hypertonie, Insulin-
resistenz

5 34 m RYGB 53,44 |Insulinresistenz

6 56 w RYGB 60,94 |NASH °6, Met. Syndrom, Hyperurikamie,
Chr. Herzinsuffizienz, COPD, Bulimie

7 39 w SG 68,74 |DM T2, V.a. Art. Hypertonie

8 36 w SG 44,46 |NAFLD, Insulinresistenz, M. Crohn, Rheu-
matoide Arthritis

9 44 m RYGB 48,50 |NAFLD, Met. Syndrom, Art. Hypertonie,
Depression, Asthma

10 40 w SG 40,49 |NASH, DM T2, Hyperurikamie

1 40 m RYGB 60,38 |DM T2, Art. Hypertonie, Depression

12 57 w RYGB 54,86 |NAFLD/ NASH®5, Insulinresistenz, Art. Hy-
pertonie, Depression

13 54 w SG 57,36 |NASH °4, Art. Hypertonie, Hyperlipidamie

14 46 w RYGB 50,68 |Asthma

15 24 w RYGB 68,98 |Insulinresistenz, rez. Abszesse

16 39 w SG 47,48 |Pradiabetes mellitus, Art. Hypertonie, De-
pression

17 49 w RYGB 52,32 |NASH °4, Insulinresistenz, Art. Hypertonie

18 30 w RYGB 44,62 | Cholezystitis (Cholezystektomie zum Zeit-
punkt t1)

19 32 w RYGB 56,08 |NASH °7, Insulinresistenz, Hyperurikamie

20 30 w RYGB 54,49 |Insulinresistenz, Hyperurikamie

21 35 w RYGB 50,42 |NAFLD, Art. Hypertonie, Depression
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22 63 SG 51,86 |[NASH, Met. Syndrom (Art. Hypertonie, DM
T2), COPD

23 67 SG 54,88 |NASH, DM T2, COPD

24 38 SG 42,74 |-

25 52 SG 47,80 |NASH °5, DM T2, Art. Hypertonie, Asthma,
Depression

26 42 RYGB 50,19 |Insulinresistenz (+ Z. n. Gestationsdiabe-
tes)

27 33 RYGB 50,30 |Met. Syndrom, Hyperurikamie

28 46 RYGB 43,42 |Met. Syndrom, Chron. Bronchitis

29 53 SG 47,87 |DM T2, Art. Hypertonie

30 32 RYGB 42,12 |NAFLD, Art. Hypertonie, Fettstoffwechsel-
stdérung, Psoriasis

31 42 RYGB 42,75 |NAFLD/NASH °2, Insulinresistenz, Hyper-
triglyceridamie, Hyperurikdmie, Depression

32 36 RYGB 62,87 |Met. Syndrom (Insulinresistenz, Art. Hyper-
tonie, Hyperlipidamie), Hyperurikdmie

33 48 SG 52,79 |Art. Hypertonie

34 56 SG 51,56 |DM T2, Art. Hypertonie, Hyperurikamie,
Chr. Herzinsuffizienz mit persistierendem
VHF

35 31 RYGB 46,97 |NAFLD, Met. Syndrom

36 35 RYGB 45,29 |lInsulinresistenz, Art. Hypertonie, Chron.
Typ C-Gastritis

37 61 RYGB 63,48 |Met. Syndrom, Hyperurikamie, COPD, Pso-
riasis

38 44 RYGB 55,52 |NAFLD, Art. Hypertonie

39 45 RYGB 58,08 |Art. Hypertonie, COPD, Hyperurikamie,
Neurodermitis

40 47 RYGB 47,47 |NASH °4, Asthma/Atopie, Depression

41 39 RYGB 47,05 |NAFLD/NASH °3, Hyperlipidamie, Depres-
sion

42 41 SG 35,15 |Insulinresistenz, Hypercholesterinamie
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43 56 w RYGB 57,59 |Steatosis hepatis

44 56 w SG 66,13 |Steatosis hepatis, Hypercholesterindmie

45 44 m RYGB 54,34 |Art. Hypertonie, Chron. Herzinsuffizienz

46 27 w RYGB 48,98 |Insulinresistenz

47 35 w RYGB 41,05 |lInsulinresistenz, Hyperurikdmie, Psoriasis,
Sarkoidose (immunsuppress. Therapie)

48 61 w SG 50,07 |NAFLD (evtl. Zirrhose), Hyperurikédmie, De-
pression

49 54 w SG 57,53 |V.a. Zirrhose, DM T2, Art. Hypertonie, Nie-
reninsuffizienz °4, Depression

50 47 m RYGB 45,55 |Steatosis hepatis, Art. Hypertonie, Hyperur-
ikdmie

43,8 |w=40 RYGB=32 | @ 52,09
m=10 SG=17

8.2 Ubersicht: Kontrollpersonen

Person |Alter Geschlecht BMI Besonderheiten

1 24 w 22,89 |Pilleneinnahme

2 28 m 24,64 Alkohol- und Drogenkonsum

3 27 w 22,59 Alkoholkonsum

4 24 w 19,96 Alkohol- und Drogenkonsum

5 24 w 20,05

6 26 m 24,58

7 25 w (fehlt)

8 25 m 23,15

9 39 m 23,55

10 52 w 24,22

11 33 w 22,49

12 27 w 21,50

13 30 w 19,65
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14 26 21,63
15 35 19,68
16 41 25,50
17 36 24,70
18 36 25,90
@31,0 |lw=14 22,7

m=4
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