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1 Einleitung

1.1 Adipositas

Die pandemieartige Ausbreitung von Ubergewicht und Adipositas ist eines der fiihrenden
gesundheitsékonomischen Probleme des 21. Jahrhunderts [1, 2]. So stehen aktuell
Ubergewicht und Adipositas laut der World Health Organisation (WHO) global auf Platz

5 der Erkrankungen mit den meisten Todesfallen [3].

Weltweit sind derzeit mehr als 1,9 Milliarden Menschen Ubergewichtig und von diesen
Uber 650 Millionen adip6s. Die Pravalenz der Adipositas hat sich in den letzten 40 Jahren
insgesamt fast verdreifacht [4]. Aktuelle Hochrechnungen prognostizieren, dass im Jahr

2030 mehr als 50 Prozent der europaischen Bevolkerung adipds sein werden [5].

Die Griinde fur diese Entwicklung sind vielfaltig und komplex. Die alimentare Adipositas,
resultierend aus einer erhéhten Kalorienaufnahme und einem erniedrigten
Kalorienverbrauch, ist in der westlichen Welt die haufigste Form. Deren Ausbreitung wird
durch die standige Verfugbarkeit hochkalorischer und wohlschmeckender Nahrung und

einer Reduktion von kérperlicher Aktivitat beglnstigt [6, 7].

Der Krankheitswert der Adipositas liegt neben der meist reduzierten physischen
Funktionalitat, der haufig mit der Erkrankung einhergehenden sozialen Stigmatisierung
und reduzierten Lebensqualitat insbesondere in der mit ihr assoziierten Morbiditat, die je
nach Krankheitsauspragung und Pravalenzdauer gehauft auftritt [8]. Typische
Begleiterkrankungen sind Diabetes Mellitus Typ 2, Bluthochdruck und Dyslipidamie
(zusammengefasst als metabolisches Syndrom), sowie Arteriosklerose, koronare
Herzerkrankungen, maligne Neoplasien, Arthrose und Gallenblasenerkrankungen.
Aufgrund der epidemiologischen Entwicklung werden neue und effektive
Behandlungsmdglichkeiten zur Behandlung von Ubergewicht und Adipositas dringend
bendtigt [1, 6, 9]. Dies auch aus volkswirtschaftlicher Sicht. Aus den USA und
GroRbritannien liegen Daten vor, dass fur eine adipése Person ungefahr 30% mehr

Kosten fir das Gesundheitssystem entstehen als durch einen vergleichbaren



normalgewichtigen Menschen. Dabei sind schwer kalkulierbare indirekte Kosten, z.B.

Arbeitsausfalle durch Krankschreibungen, noch nicht einbezogen [10].

Um die Adipositas zu klassifizieren, werden Einteilungen nach verschiedenen
Parametern vorgenommen. Der Body-Mass-Index (BMI) ist das Verhaltnis zwischen
Kérpergewicht und KoérpergroRe (kg/m?) und beschreibt insgesamt sechs Kategorien:
Untergewicht (BMI <18,5), Normalgewicht (BMI 18,5-25), Ubergewicht (Praadipositas,
BMI 25-29,9), Adipositas Grad [, Il und Ill [11]. Tabelle 1 zeigt die Einteilung der

Kategorien nach BMI.

Tabelle 1: Gewichtsklassifikation nach BMI beim Erwachsenen

Kategorie BMI (kg/m?)
Untergewicht <18,5
Normalgewicht 18,5-24,9
Ubergewicht/Praadipositas 25-29,9
Adipositas Grad | 30-34,9
Adipositas Grad Il 35-39,9
Adipositas Grad lll (= morbide Adipositas) 240

Adipositas Grad Il und der Begriff ,morbide Adipositas“ werden synonym verwendet
[12]. Grund hierfir ist, dass in dieser Kategorie die oben genannten Adipositas-
assoziierten Erkrankungen haufiger auftreten. Trotzdem ist die Einteilung anhand des

BMI rein deskriptiv und berucksichtigt nicht die individuelle Morbiditat des Patienten.

Hierzu sind komplexere Klassifizierungssysteme, wie das evaluierte Edmonton Obesity
Staging System (EOSS) besser geeignet. Mit Hilfe des EOSS kann die individuelle
Morbiditat eines jeden Patienten abgebildet werden. Dies ermdglicht prognostische
Aussagen und erlaubt Hinweise zur Dringlichkeit einer Therapie. Die Klassifizierung
nach EOSS hat drei unterschiedliche Dimensionen: funktionelle psychische und

korperliche Einschrankungen im taglichen Leben sowie Komorbiditaten (Tab. 2) [13, 14].



Tabelle 2: EOSS Klassifizierung

EOSS Stage | Beschreibung

0 Keine Adipositas-assoziierten Komorbiditaten wie z.B. erhoéhte
Blutfette oder Bluthochdruck; keine physischen Symptome, keine
psychischen Einschrankungen,

1 Vorhandensein subklinischer Adipositas-assoziierter Komorbiditaten
wie z.B. Borderline-Hypertension oder erhdhte Leberenzyme; milde
physische oder psychische Symptome

2 Vorhandensein  Adipositas-assoziierter =~ Komorbiditaten  (z.B.
Bluthochdruck oder Diabetes mellitus Typ 2); moderate physische
oder psychische Symptome

3 Bestehende Endorganschaden, z.B. Herzinfarkt, diabetische
Nephropathie/Polyneuropathie; erhebliche physische oder
psychische Einschrankungen

4 Schwere Funktionseinschrankungen (,end stage“) durch Adipositas-
assoziierte Komorbiditaten; starke physische oder psychische
Einschrankungen

In einer europaischen Studie mit ca. 14.000 Teilnehmenden konnte gezeigt werden,
dass die meisten Befragten nicht ausreichend Uber die Risiken der Adipositas aufgeklart
sind. Zudem schatzten sich Uber 70% der Ubergewichtigen bzw. adipésen Personen nur
als normalgewichtig bzw. Gbergewichtig ein [15]. Wenn die Adipositas als chronisch
fortschreitende Erkrankung mit hoher Rezidivneigung verstanden wird, wird die

Relevanz fir eine Entwicklung erfolgreicher Praventionsstrategien deutlich [15].

Therapieziel fur Patienten mit einem BMI 235 kg/m? ist laut der aktuellen
interdisziplinaren S3-Leitlinie ,Pravention und Therapie der Adipositas® ein
Gewichtsverlust von mehr als zehn Prozent des Ausgangsgewichts innerhalb von 6-12
Monaten [11]. Bei diesem Patientenkollektiv und vor allem bei morbid adipbsen
Patienten (BMI 240 kg/m?) zeigen konservative TherapiemalRnahmen zumeist nur
unzureichende und keine nachhaltigen Therapieerfolge [16]. Die konservativen
Methoden werden dadurch erschwert, dass der menschliche Koérper seinen
Grundumsatz reduziert, sobald er weniger Energie zur Verfigung hat -

evolutionsbiologisch ein wichtiger Mechanismus [17].

Als Therapieformen werden in erster Linie zumeist konservative Ansatze (intensive Life-

Style-Intervention (ILI)) mit einer langfristigen Nahrungsumstellung, verringerter

Kalorienaufnahme, einer Steigerung der koérperlichen Aktivitdt und motivierender
3



Gruppen- und Individualtherapie mit Physio- und Bewegungstherapie genutzt [18]. In der
groRen randomisierten Look AHEAD Studie hatten Ubergewichtige, diabetische
Patienten 8 Jahre nach Therapiestart der ILI einen durchschnittlichen Gewichtsverlust
von 4,7% erzielt. Patienten, die schon nach einem Jahr keinen adaquaten
Gewichtverlust erzielen konnten, hatten eine schlechte Prognose und nach 8 Jahren

haufig sogar an Gewicht zugenommen [19].

Auch die bei vielen Krankheiten ansonsten sehr effektive Pharmakotherapie spielt bei
der Behandlung der Adipositas bisher nur eine geringe Rolle und ist in der Behandlung
morbid adipdser Patienten meist nicht erfolgreich. Aufgrund unglnstiger
Nebenwirkungen wurden seit 1997 mehrere Substanzklassen von verschiedenen
Zulassungsbehdérden zurlickgezogen [20, 21]. Derzeit sind in den USA vier Pharmaka
fur die Langzeittherapie zugelassen [21]. Orlistat, ein Lipaseinhibitor, verhindert die
intestinale Verdauung von Fetten [22, 23]. Hochdosis Phentermin plus Topiramat-
extended release kombiniert mit einer lifestyle Intervention konnte einen additiven
Gewichtsverlust von 9% im Vergleich zur Placebo Gruppe bewirken. Diese Medikamente
bewirken eine Reduktion von kardiovaskularen Risikofaktoren, eine Senkung der

Mortalitat oder Morbiditat konnte aber bisher nicht nachgewiesen werden [24].

Liraglutid, ein GLP-1 Analogon, konnte bei Patienten mit einem durchschnittlichen BMI
von 38 kg/m? in einem Drittel der Falle einen Gewichtsverlust von >10% erzeugen [25].
In zwei Drittel der Falle wurde also auch mit diesem Medikament die Adipositas
unzureichend therapiert. Neue Kombinationstherapien wie zum Beispiel GLP-1 Analoga
mit Glukagon oder mit einem glukoseabhangigen, insulinotropen Peptid werden aktuell
in praklinischen sowie klinischen Studien gepriift, um die Wirksamkeit zu verbessern
[26].

1.2 Adipositas assoziierte Morbiditat: Typ 2 Diabetes Mellitus

Der Typ 2 Diabetes mellitus (T2DM) ist eine der haufigsten Adipositas-assoziierten
Erkrankungen. Adipdse haben ein mehr als 3-faches Risiko zu erkranken und etwa 80%
der Patienten mit T2DM sind adip6s [11]. Fur diese Form des Diabetes, der sich aufgrund
einer Adipositas (englisch=obesity) entwickelt, entstand der Begriff ,Diabesity” [27]. Laut
einer Studie der International Diabetes Federation (IDF) litten im Jahr 2017 ca. 8,8% der
Weltbevdlkerung an T2DM. Prognosen zufolge soll sich dieser Anteil bis zum Jahr 2045
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auf 9,9% erhohen [28]. Die geschatzten Kosten der Diabetestherapie beliefen sich
bereits im Jahr 2017 weltweit auf ca. 850 Milliarden US-Dollar [28].

Der T2DM kann pathophysiologisch durch unterschiedliche Auspragungen einer
Insulinresistenz sowie eines relativen Insulinmangels bis hin zu einem weitgehend
sekretorischen Defekt charakterisiert werden und flhrt dadurch zu erhéhten

Blutzuckerspiegeln [29].

Die WHO fuhrt 6% aller globalen Todesfalle auf erhdhten Blutzucker zurtick [3]. Zunachst
ist der T2DM eine Erkrankung mit keinen oder nur milden, unspezifischen Symptomen.
Mit zunehmender Krankheitsdauer und beglnstigt durch nicht stattfindende oder
unzureichende Therapie kénnen sich durch die Angiopathie (Gefalerkrankung) und
Neuropathie (Nervenerkrankung) Endorganschaden wie z.B. eine Niereninsuffizienz,

koronare Herzerkrankung oder ein diabetisches Fu3syndrom entwickeln [30].

Die Therapieziele sind der Erhalt bzw. das Wiedererlangen eines normalen
Blutzuckerspiegels, eines normalen Blutdrucks, einer Cholesterinsenkung sowie einer
Gewichtsreduktion. Die Ziele sollten dabei stets individuell angepasst werden, je nach
Alter, Komorbiditdten und Lebenssituation jedes Patienten [31]. Zudem sollte eine
multimodale Therapie erfolgen. Die Basistherapie und Therapiestufe 1 nach der
Deutschen Diabetes Gesellschaft stellt eine gesunde, zuckerarme Erndhrung, eine
Diabetesschulung, eine Plasmaglukoseselbstbestimmung, die Steigerung kérperlicher
Aktivitat sowie eine Tabakentwdhnung dar [31]. Werden hiermit die Therapieziele nach
spatestens 3 Monaten nicht erreicht, ist eine medikamentése Monotherapie indiziert
(Therapiestufe 2). Sofern kardiovaskulare oder renale Erkrankungen vorbestehen, wird
eine medikamentdse 2-fach Kombination empfohlen (Therapiestufe 3). Therapiestufe 4

ist erreicht, wenn die Therapie mit einem Insulin begonnen werden muss [31].

1.3 Bariatrische/metabolische Chirurgie

Das Konzept der bariatrischen, also gewichtsreduzierenden Operationen entstand, als
nach Dunndarm- oder Magenresektionen unbeabsichtigt relevante Gewichtsverluste
auffielen [32]. Entwickelt wurde es in den Vereinigten Staaten, doch mittlerweile wird in
Uber 40 Landern bariatrisch operiert und im Jahr 2013 wurden weltweit 468.609

bariatrische Eingriffe registriert [33]. Mittlerweile hat sich die bariatrische Chirurgie von
5



einem initial experimentellen, risikoreichen Eingriff mit unklaren Langzeitfolgen zu einem

evidenz-basierten Bereich der Spitzenmedizin entwickelt [34].

Die Indikation fir eine bariatrische Operation ist laut nationaler interdisziplinarer S3-
Leitlinie von 2018 gegeben, wenn (1.) ein BMI = 40 ohne Begleiterkrankungen vorliegt
und die konservativen MaRnahmen erschopft sind, (2.) ein BMI = 35 mit
Begleiterkrankungen wie z.B. Diabetes oder Herzinsuffizienz vorliegt und die
konservativen MalRnahmen erschopft sind oder (3.) als Primarindikation ohne vorherige
konservative Therapie, wenn entweder ein BMI = 50 vorliegt oder eine besondere
Schwere der Begleit- und Folgeerkrankungen, die einen Aufschub der operativen

Therapie nicht gerechtfertigt erscheinen lassen [16].

In einer prospektiv randomisierten Studie von Schauer et. al. zeigten Patienten flnf
Jahre postoperativ ca. 20% totalen Gewichtsverlust (TWL, total weight loss),
wohingegen durch die medikamentése Therapie lediglich ein Gewichtsverlust von 5%
gefunden wurde [35]. In einer Publikation von Adams et. al. mit Gber 1100 Patienten
stand ein totaler Gewichtsverlust von 27% in der Gruppe der mittels Roux-en-Y-
Magenbypass (RYGB) operierten Patienten nach 12 Jahren einem totalen
Gewichtsverlust von 2% in der nicht operierten Gruppe entgegen [36]. Weitere Studien
zeigen ebenso nachhaltige Langzeitergebnisse nach bariatrischen Operationen und
beweisen die Uberlegenheit der bariatrischen Operation im Vergleich zu der
konservativen Therapie, sodass im Langzeitverlauf die Operation als einzig wirksame
Therapie der Adipositas Grad Il und Il gilt [37, 38].

Zusatzlich zu dem Gewichtsverlust zeigte sich eine verbesserte Blutzuckerkontrolle mit
Remissionsraten eines etwaigen vorbestehenden T2DM in bis zu 40%, sodass der
Begriff der metabolischen Chirurgie entstand [39, 40]. Hochrangig publizierte Studien
beweisen die groRere Effektivitdt der metabolischen OP gegenlber der intensiven
konservativen Therapie beim T2DM [35, 37, 41].

Daraus ergibt sich die metabolische Indikation zur Operation unter Berlicksichtigung des
bisherigen individuellen Therapieerfolgs: Bei Patienten mit einem BMI zwischen 30 und
34,9 (Adipositas Grad ) und unzureichender Diabeteseinstellung soll laut internationaler

Diabetes Organisationen sowie der nationalen S3 Leitlinie ein Eingriff erwogen, ab einem
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BMI von =235 kg/m? (Adipositas Grad Il) mit Adipositas-assoziierten Begleiterkrankungen
empfohlen werden [16, 42, 43].

Die historischen Konzepte der Nahrungsrestriktion und Malabsorption erklaren die
Wirkungsweise der metabolisch-bariatrischen Chirurgie nur unzureichend. Heute ist
bekannt, dass komplexe hormonelle und neuroendokrine Modifikationen den Effekt der
Operationen herbeifiihren. Der Darm fungiert zusammen mit dem enterischen

Nervensystem als physiologische Schaltzentrale [44].

So konnte nach einer bariatrisch-metabolischen Operation bei den Patienten insgesamt
ein geringeres Hungergefihl und eine veranderte Lebensmittelpraferenz hin zu weniger
kohlenhydrat- und fettreichem Essen nachgewiesen werden [45, 46]. Als Ursache
werden postprandial erhdhte physiologisch wirksame Spiegel von gastrointestinalen
anorektischen Peptidhormonen wie z.B. dem Glucagon-like Peptide 1 (GLP-1) und dem
Peptid Tyrosyl-Tyrosin (PYY) diskutiert. Die Synthese und Sekretion dieser beiden
Hormone erfolgt in intestinalen neuroendokrinen L-Zellen, die vorwiegende in der
Mukosa des terminalen lleums und Kolons lokalisiert sind [47-49]. GLP-1 ist ein potentes
Peptidhormon und fihrt zu einer erhdéhten Insulinausschittung [50, 51]. Die
Mechanismen, wodurch dieser postoperative Effekt hervorgerufen wird, sind noch nicht
abschlieftend erforscht. Als mdgliche Ursachen diskutiert werden unter anderem eine
erhohte enterische Konzentration von Fettsauren und die Bedeutung biologisch aktiver

Gallensauren [52].

Der Roux-en-Y Magenbypass (RYGB) ist einer der weltweit am haufigsten
durchgeflihrten bariatrischen Eingriffe [53]. Bei dieser Operationsmethode wird ein
kleiner Vormagen von ca. 25-35 ml Volumen (Pouch) gebildet und mit dem oberen
Dinndarm (alimentare Schlinge) verbunden. Der Hauptanteil des Magens, sowie der
Zwolffingerdarm und das obere Jejunum werden von der Nahrungspassage ausgespart
(Bypass). Damit verliert der Magen weitgehend seine Nahrungsspeicher- und
Verdauungsfunktion. Der von der Nahrungspassage ausgesparte Dinndarm (bilio-
pankreatische Schlinge) leitet lediglich Verdauungssafte (Galle, Sekrete der
Bauchspeicheldrise), wohingegen die alimentare Schlinge zumeist unverdaute Nahrung

transportiert. Beide Schlingen werden nach Roux zu einer gemeinsamen Schlinge



vereinigt [54]. Abbildung 1a) zeigt die physiologische Magen-Darm Anatomie und
Abbildung 1b) die anatomischen Verhaltnisse nach RYGB.

Magen-Pouch

x ) - -
Osophagus B AR
""""""""" ; : End-zu-Seit
Gastrojejunostomie

Restmagen

alimentarer
Schenkel

biliopankreatischer
Schenkel

Seit-zu-Seit
Jejunojejunostomie

gemeinsamer
Schenkel

Abbildung 1 (mit freundlicher Genehmigung von Dr. med. L. Rotzinger):
a) Magen-Darm-Anatomie physiologisch b) Magen-Darm-Anatomie nach RYGB

Die bariatrische Chirurgie stellt heute evidenzbasiert die effektivste Therapie der
Adipositas dar. Dennoch ist der derzeitige Forschungsstand unbefriedigend. Gesucht
wird nach weniger invasiven, nebenwirkungsarmen pharmakologischen Moglichkeiten
der Adipositastherapie. Solche kénnen sich aus dem Verstandnis der physiologischen

Folgen bariatrischer Chirurgie ergeben, sofern diese vollstandig entschllisselt sind.

1.4 Intestinales Mikrobiom

Das Mikrobiom des Menschen besteht aus den ihn besiedelnden Bakterien und Pilzen.
Das intestinale Mikrobiom bildet dabei den groRten Anteil des Mikrobioms des
Menschen. Insgesamt geht man von einer Biomasse von ca. 1,5 kg im Intestinum aus,
wobei der Hauptanteil von Bakterien gebildet wird [55]. Der Magen-Darm-Trakt stellt
dabei eine riesige ,Kommunikationsflache® (ca. 250-400 m?) fir menschliche Zellen und
dem Mikrobiom und anderen Umweltfaktoren (durch die Aufnahme von Nahrung) dar.
Die Auspragung des intestinalen Mikrobioms beginnt bereits mit der Geburt. Die
anfangliche Dominanz der aeroben Bakterienstdmme Actinobacteria und Proteobacteria

[56, 57] weicht in den ersten Lebenswochen einer komplexen, zunehmend anaeroben
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Besiedlung. Im Laufe des Lebens kommt es zu verschiedenen altersspezifischen und
physiologischen Veranderungen im intestinalen Mikrobiom [58]. In diesem
Zusammenhang stellt die Erndhrung einen relevanten Einflussfaktor auf die Entwicklung
des intestinalen Mikrobiom dar [59]. Das Erwachsenenalter zeigt im Allgemeinen eine
eher konstante Auspragung des intestinalen Mikrobioms, allerdings kann es durch
Anderung der Nahrungsgewohnheiten sowie externe Trigger zu signifikanten

Veranderungen kommen [60].

Studien konnten zeigen, dass sich das intestinale Mikrobiom adipdser Menschen
deutlich unterscheidet von dem intestinalen Mikrobiom normalgewichtiger Menschen:
Adipositas ist assoziiert mit signifikant weniger Bacteroides und mehr Fermicutes [61].
Bacteroides werden protektive Eigenschaften in Bezug auf das kardiovaskulare System,
auf die Karzinogenese sowie auf die metabolische Kontrolle zugeschrieben [62]. Bei Typ
2 Diabetikern konnten Butyrat-bildende Bakterien signifikant verringert und Lactobacillus
spp. signifikant vermehrt gemessen werden [63]. In einer randomisierten Patientenstudie
wurde gezeigt, dass eine allogene Mikrobiom-Transplantation von metabolisch
gesunden Probanden bei Typ 2 Diabetikern die metabolische Kontrolle verbesserte und
auch der Anteil von Butyrat-bildenden Bakterien anstieg [64]. Das intestinale Mikrobiom
wird durch diese Erkenntnisse mittlerweile als metabolisches Organ angesehen,
welches viele zentrale Stoffwechselwege im menschlichen Metabolismus beeinflusst.
Zudem spielen Wechselwirkungen, zum Beispiel mit dem Gallesaurestoffwechsel, eine
wichtige Rolle [65].

Nach bariatrisch-metabolischer Operation konnte beim Menschen sowie im Tiermodell
eine nachhaltige Veranderung des intestinalen Mikrobioms festgestellt werden [66]. Ein
Review von uber 20 tierexperimentellen und klinischen Studien kam zu dem Ergebnis,
dass es postoperativ zu einem signifikant erhéhten Vorkommen von Bacteroides,
Fusobacteria, Verrucomicrobia und Proteobacteria kommt. Fermicutes, Clostridiales,
Clostridiaceae, Blautia und Dorea konnten hingegen postoperativ seltener
nachgewiesen werden [67]. Zudem geht man davon aus, dass die Diversitat insgesamt
zunimmt [66, 67]. Veranderungen des Mikrobiom sind fast ein Jahrzehnt nach OP
nachweisbar, und es wird postuliert, dass sie zur Fettreduktion bei den Patienten
beitragen [68]. Des Weiteren haben Studien ausgepragte Veranderungen im Urin

bezuglich bakteriologischer Metabolite wie z.B. Phenylacetylglycin,
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Phenylacetylglutamin, p-Cresyl-Sulfat und Trimethylamin-N-oxid gezeigt, sodass neben
der kompositionellen Veranderung des Mikrobioms auch von einer konsekutiv
funktionellen Veranderung des Mikrobioms nach RYGB ausgegangen werden kann [69,
70]. Insbesondere die Hinweise, dass diese Effekte nicht Folge der erreichten
Gewichtsabnahme, sondern primar chirurgie- und prozeduren-spezifisch sind,

verstarken das wissenschaftliche Interesse [66, 68].

Bei der Untersuchung des intestinalen Mikrobioms ist jedoch stets zu berticksichtigen,
dass es schwierig ist, ein solch komplexes System in vivo isoliert zu betrachten. Die
verschiedenen Abschnitte des Dunn- und Dickdarms bieten unterschiedliche
Bedingungen und kdénnen in klinischen Studien in vivo nur unzureichend getrennt

voneinander untersucht werden.

1.5 Gallenséauren

Eine wichtige Rolle in Bezug auf die metabolomischen Veranderungen nach RYGB wird
auch den Gallensauren zugeschrieben [71, 72]. Das Metabolom stellt hochkomplexe
Reaktionsnetzwerke eines Organismus, einer Zelle, eines Organs oder einer
biologischen Probe dar. Metabolitspiegel, Enzymaktivitdten sowie die verschiedenen

Stoffwechselwege sind Teile des Metaboloms [73].

Klinische und tierexperimentelle Studien beschreiben erhdhte plasmatische
Gallensaurekonzentrationen nach bariatrischen Operationen [74-76]. Gallensauren
gehoéren der Gruppe der Steroide an und Cholesterin dient als Grundsubstanz ihrer
Synthese [77, 78]. Sie werden in der Leber synthetisiert und in das Gallengangsystem
sezerniert. Diese Gallensauren werden als primare Gallensauren bezeichnet. Zu einer
Mahlzeit gelangen sie in das Duodenum. Im Magen-Darm-Trakt werden die
Gallensauren vom intestinalen Mikrobiom dekonjugiert, oxidiert und dehydroxyliert und
es entstehen sekundare und tertiare Gallensauren. Enterozyten im distalen lleum
resorbieren dann etwa 95% der Gallensauren, die Uber den portalvenésen Kreislauf zur
Leber gelangen. Dort absorbieren Hepatozyten mittels aktiver Transporter die
Gallensauren aus dem portalvendsen Blut und sezernieren sie wieder in die Gallenwege.
Dieser Zyklus wird als enterohepatischer Kreislauf bezeichnet. Die Ubrigen 5%

Gallensauren gelangen ins Kolon und werden Gber den Stuhl ausgeschieden [79, 80].
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Gallensauren erfullen wichtige Funktionen. Erstens sorgen sie durch Mizellenbildung fur
die Verdauung bzw. Absorption von Fetten und fettldslichen Vitaminen. Zweitens werden
sie fur die Eliminierung von Cholesterin und Bilirubin benétigt. Und drittens verfiigen sie
Uber die Bindung an Gallensaurerezeptoren uber hormonahnliche Eigenschaften in

vielen Organsystemen [81].

Die Entdeckung des ersten Gallensaurerezeptors im Jahre 1999 kann als Beginn einer
neuen Ara der Gallensaureforschung bezeichnet werden [82]. Spezifische intrazellulére
nukleare (FXR) und membrangebundene Rezeptoren (TGR5), die in vielen
verschiedenen Geweben des Koérpers exprimiert werden, kénnen von Gallensauren
aktiviert werden [50, 75]. FXR-abhangig kénnen Gallensauren ihre eigene Synthese
regulieren sowie die Glykogensynthese und -speicherung in der Leber erhéhen, wodurch
der Blutzuckerspiegel sinkt [83, 84]. In Fett- und Muskelgewebe sorgt eine TGR5-
Aktivierung fur einen erhbéhten Energieumsatz, in beta-Zellen des Pankreas zu einer
vermehrten Insulinsekretion und im Gefal3system flir eine geringere Inflammation [51,
85, 86]. In einem Review von 2015 werden die durch Gallensduren beeinflussten
Systeme durch das Akronym SLIMMER zusammengefasst: Sattigung, Lipid und
Cholesterinmetabolismus, Inkretin- und Glukosemetabolismus, (Energie-)
Metabolismus, Mikrobiom (intestinal) und endoplasmatisches Retikulum [87]. Eine
verbesserte Insulinsensitivitdt nach RYGB wurde mit erhéhten Spiegeln sekundarer
Gallensauren, insbesondere Glycodesoxycholsaure in Verbindung gebracht [88]. Es gibt
weitere Beweise einer positiven Wirkung von Gallensauren auf die diabetische
Stoffwechsellage, sodass Gallensauren und ihre (halb-) synthetischen Derivate einen
relativ neuen, bisher wenig untersuchten und vielversprechenden Komplex in der

Diabetes- und Adipositastherapie darstellen [89, 90].

1.6 Offene Fragen metabolischer Veranderungen nach RYGB

Die Wirkungsweise der bariatrischen Chirurgie und insbesondere die gewichtsverlust-
unabhangigen, systemisch-metabolischen Veranderungen des intestinalen Mikrobioms
und Gallensaurestoffwechsels nach RYGB sind nicht ausreichend verstanden. In der
klinischen Forschung sind aussagekraftige Studien bezlglich der
gewichtsverlustunabhangigen Effekte schwierig zu konzipieren, da die Bildung
kérpergewichtsangepasster Kontrollgruppen nur schwer maglich ist. Zudem koénnen fur

weiterfihrende Studien einige Kompartimente des menschlichen Koérpers (wie z.B.
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portalvendses Blut) nicht oder nur durch erheblichen invasiven Aufwand gewonnen
werden. Ware die Wirkungsweise des RYGB vollstandig verstanden, bestinde die
Hoffnung, die Therapie der Adipositas und des T2DM mit neuen, effektiven und
effizienten Medikamenten, die die positiven Effekte des RYGB nachahmen,

revolutionieren zu kénnen [91].

1.7 Wertigkeit und Sinn translationaler, tierexperimenteller Forschung

Die translationale tierexperimentelle Forschung hat bereits viele Erkenntnisse zum
Verstandnis der Wirkungsweise metabolisch-bariatrischer Operationen beigetragen [92-
94]. Es gibt vier wichtige Vorteile der experimentellen Chirurgie im Tiermodell: Erstens
kénnen im Tiermodell gewichtsverlust-unabhangige Effekte besser beobachtet und
quantifiziert werden, indem eine gewichtsgleiche Kontrollgruppe durch artifizielle
Nahrungsrestriktion gebildet wird. Zweitens sind standardisierte Ablaufe und Methoden
leicht anwendbar, wohingegen bei klinischen Studien von Patientenseite grolier
Aufwand und Compliance notwendig ware. Drittens stellt die zu Versuchsende
durchgeflihrte Organentnahme ein Alleinstellungsmerkmal der tierexperimentellen
Forschung dar, wodurch die Generierung einer Vielzahl von hochqualitativem
Probenmaterial madglich ist. Und viertens kénnen auch invasive

Untersuchungsmethoden und Interventionen durchgefiihrt werden [95, 96].

1.8 Ziele der Arbeit

In einem kontrollierten, tierexperimentellen Versuchssetting sollte das Metabolom nach
RYGB qualifiziert und quantifiziert werden. Dazu wurden Faeces und Urin von vier
verschiedenen Zeitpunkten analysiert und miteinander verglichen. Auf’erdem konnten
Ergebnisse zur Absorption von Gallensduren sowie Metaboliten des intestinalen
Mikrobioms durch die Untersuchung des portalvenésen Plasmas gesammelt werden.
Das Ziel der vorliegenden Arbeit ist eine Hypothesengenerierung, welche Metabolite in
den unterschiedlichen Kompartimenten fir den positiven, gewichtsverlustunabhangigen

Effekt des RYGB verantwortlich sein kdnnten.

Dazu wurde ein bereits etabliertes Tiermodell mit adipdsen, mannlichen Zucker Ratten
(fa/fa) verwendet [97]. Neben scheinoperierten adiposen Tieren wurde eine
korpergewichtsangepasste Kontrollgruppe gebildet, um gewichtsverlustunabhangige,
RYGB-spezifische Effekte auf das Metabolom messen zu kénnen.
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2 Material und Methoden

2.1 Ethik- und Tierversuchsvotum

Samtliche Tierversuche dieser Studie wurden nach Tierschutzverordnung durchgefihrt
und von der Regierung von Unterfranken, Bayern, genehmigt (Lizenz 55.2-2531.01-
72/12).

2.2 Zucker Ratten (fa/fa) und experimentelles Design

Fur die Versuche wurden sechs Wochen alte, mannliche "Zucker Ratten’ (nach Lois M.
und Theodore F. Zucker) von Charles River (France) verwendet. Der Phanotyp dieses
Stammes ist in seiner homozygot-rezessiven Form (fa/fa) durch einen
Leptinrezeptordefekt gekennzeichnet. Daher entwickeln die Ratten eine Hyperphagie
(gesteigerte  Nahrungsaufnahme) und konsekutiv  Ubergewicht, mit einer
Hyperinsulinamie, Insulinresistenz und einer Stérung der Glukosetoleranz (ohne einen
progressiven Diabetes mellitus zu entwickeln) [98]. Abbildung 2 zeigt das experimentelle

Design, welches alle Tiere durchliefen.

1. Woche 2. Woche 4. Woche

Pra-op ‘:.:": post-OP  post-OP  post-OP
]
P
S
. . —
Korpergewicht . g. . . .
Nah fnah ;Z\
ahrungsaufnahme ‘8 . .
=
2
Urin . § . . .
wn
o)
Q.
Faeces ® ® ®
wn
0
3
OGTT g' .
©
®
Peripheres und Q
portalvendses Plasma §' .

Abbildung 2: Experimentelles Design der Arbeit. Die durchgefiihrten Messungen bzw. Abnahmen
sind jeweils mit einem Punkt markiert.

13



2.3 Praoperative Phase

Einundzwanzig homozygote Zucker Ratten (fa/fa) wurden in Gruppen gehalten und
erhielten flr sechs Wochen Purina 5008 (Purina Mills, USA) ad libitum. Drei Tage vor
der Operation wurden sie einzeln gesetzt, um fortan die tagliche individuelle

Futteraufnahme zu messen.

Die Tierhaltung befand sich im Zentrum fir Experimentelle Molekulare Medizin (ZEMM),
Wirzburg. Uber die gesamte Dauer des Versuches waren die Tiere in einem
ausschlieBlich flr Ratten genutzten, klimatisierten Raum (22 °C) untergebracht, in dem

ein 12h-Hell/Dunkel- Rhythmus eingestellt war.

2.4 \Versuchsgruppen

Die Tiere wurden nach Gewicht randomisiert und insgesamt drei Gruppen zugeordnet
(Tab. 3). Die Versuchsgruppen bestanden aus elf Magen-Bypass-Tieren (RYGB
Gruppe), funf schein-operierten, adipésen Tieren (Sham ad libitum Gruppe) und funf
schein-operierten Tieren, deren Korpergewicht an das Gewicht der RYGB Tiere durch
Futter-Restriktion angepasst wurde (Sham body-weight-matched = Sham-BWM
Gruppe). Die ersten beiden Gruppen hatten jederzeit freien Zugang zum Haltungsfutter,

falls nicht anders angegeben (Ad libitum Fitterung).

Tabelle 3: Versuchsgruppen

Versuchsgruppe Anza | Abkiirzung Operation | Fiitterung
hl

1. Magen-Bypass n=11 | RYGB RYGB Ad libitum

2. Schein-operiert, adipds n=5 Sham ad libitum | Schein OP | Ad libitum

kérpergewichtsangepasst

3. Schein-operiert, n=5 Sham-BWM Schein OP Restriktion
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2.5 Perioperative Behandlung

Die Ratten wurden sechs Stunden vor den Operationen nlichtern gesetzt. Um das
praoperative Fressen von Streu oder Zellstoff zu verhindern und fiir eine bessere
Operabilitdt zu sorgen, wurden sie wahrend der Nichternheit auf Gittern gehalten. Die
chirurgische Anasthesie wurde mit einem Isofluran/O%-Gemisch induziert und
aufrechterhalten. Zur Uberpriifung der Narkose wurde mit einer chirurgischen Pinzette
ein Schmerzreiz zwischen den Zehen gesetzt und anschlieend fir eine zusatzliche
perioperative  Analgesie und  Entzindungshemmung das nicht-steroidale
Antiphlogistikum Carprofen subcutan gespritzt (5 mg/kg Korpergewicht). Auf eine
perioperative Antibiotikaprophylaxe wurde verzichtet, da diese eine aussagekraftige
Untersuchung und Interpretation des intestinalen Mikrobioms im weiteren
Versuchsablauf erschwert hatte. Die Operationen wurden mit sterilen Kautelen in
mikrochirurgischer Technik durchgefliihrt. Um ein intraoperatives Ausklhlen der Tiere zu

verhindern, wurden die Tiere auf einer Heizplatte operiert.

2.6 Operationen:

2.6.1 Roux-en-Y Magenbypass (RYGB)

Als operativer Zugangsweg zum Abdomen wurde eine Medianlaparatomie durchgefihrt.
Anschlie3end wurde das Jejunum 15 cm aboral des Treitz’schen Bandes zwischen zwei
Ligaturen durchtrennt. Der bilio-pankreatische Schenkel wurde durch den oralen Anteil
gebildet, der alimentare Schenkel durch den aboralen Anteil. Beide blinden Enden
wurden mit Einzelknopfnahten versorgt. Es folgte die Darstellung des ileocoecalen
Ubergangs und eine etwa 7 mm lange Seit-zu-Seit Jejuno-Jejunostomie zwischen der
bilio-pankreatischen und der alimentaren Schlinge 25 cm oral der lleocoecalklappe. Nun
wurde der gastro-6sophageale Ubergang dargestellt und der Osophagus mobilisiert. Die
linken Magengefalte und Vagusfasern wurden vorsichtig mobilisiert und abgeschoben,
um intraoperative Blutungen zu vermeiden und die postoperative Blutversorgung des
Magens sicherzustellen. Der Magen wurde ca. 3 mm unterhalb des gastro-
dsophagealen Ubergangs abgesetzt und so ein kleiner Pouch gebildet, anschlieRend
wurde der Restmagen mit Einzelknopfnahten verschlossen. Magenpouch und aborales
Jejunum wurden End-zu-Seit anastomosiert. Die Bauchwand wurde mit einer
fortlaufenden Naht (Prolene 4-0) verschlossen; zur Hautnaht wurde Prolene 5-0
verwendet. Abbildung 1b) (s. Kapitel 1.3) zeigt eine schematische Darstellung der

postoperativen Anatomie nach einem Magenbypass.
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2.6.2 Operationen: Scheinoperation

Das Abdomen wurde erdffnet und der gastro-dsophageale Ubergang sowie der
komplette Dinndarm mobilisiert. Dann erfolgte jeweils eine kleine Inzision in den Magen
sowie in das Jejunum, anschlieRend wurde beides wieder verschlossen. Vor der
Rekonstruktion der Bauchwand aquivalent zur RYGB Operation wurde eine Wartezeit

eingelegt, um die gleichen OP-Zeiten wie bei der RYGB-OP zu erhalten.

2.7 Postoperative Versorgung

Nach der Operation wurden die Tiere dreimal am Tag kontrolliert und erhielten
routinemaflig morgens und abends 2-3 ml 0,9 %-iges NaCl sowie Caprofen (2,5 mg/kg
Korpergewicht) subkutan. Die RYGB Gruppe wurde vier Tage lang auf Gittern gehalten,
um ein Fressen der Einstreu oder von Zellstoff zu verhindern. Der Kostaufbau begann
mit Schmelzflocken und ab dem 4. postoperativen Tag hatten RYGB und Sham ad
libitum Gruppe wieder freien Zugang zum Haltungsfutter. Die Nahrungsaufnahme sowie
das Gewicht jedes Tieres wurden taglich dokumentiert (Kern PCB 6000-0 Tischwaage).
Um eine moglichst physiologische Ernahrung der Sham-BWM Tiere zu gewahrleisten,

erhielten diese Tiere ein Drittel der tdglichen Nahrung morgens und zwei Drittel abends.

2.8 Stoffwechselkifige

Fir die standardisierte Asservierung von Urin und Faeces wurden Stoffwechselkafige
(Techniplast, 3701M081, s. Abb. 3) verwendet. Dazu wurden die Tiere fir 12 Stunden
(19-07 Uhr) einzeln gehalten. Die Tiere hatten jederzeit freien Zugang zu Futter und
Wasser. Der Boden bestand aus einem Gitter und einer Kunststoffkonstruktion, sodass

Stuhl und Urin in zwei getrennten Réhrchen gesammelt wurden.
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Abbildung 3: Stoffwechselkéfig zur Asservierung von Faeces und Urin.

Die Probengewinnung erfolgte praoperativ (Baseline) sowie 1, 2 und 4 Wochen
postoperativ. Die Proben wurden bis zur weiteren Analyse bei -80°C aufbewahrt.

2.9 Kalorimetrie

Zur Durchfiihrung einer Bombenkalorimetrie wurden von jedem Tier 24h-Stuhlproben
gesammelt und zunachst bei -80°C aufbewahrt. Die Proben wurden getrocknet,
homogenisiert und gewogen. AnschlieRend wurde eine abgewogene Menge der Probe
in das Kalorimeter (Gallenkamp Ballistic bomb calorimeter) gegeben und die
Warmeentwicklung mit einem Galvanometer (Cam METRIC LTD. Euro galvanometer)
gemessen. Es erfolgte eine Doppelbestimmung mit Bildung des Mittelwertes und

anschlielender Berechnung des Energiegehalts.
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2.10 Oraler Glukosetoleranztest (0GTT) und ELISAs

Von einer oralen Gavage der Tiere wurde aufgrund der erhéhten Aspirationsgefahr
wegen des reduzierten Magenvolumens, des damit fuir die Ratten verbundenen Stresses
sowie des Verletzungsrisikos der oberen Anastomose abgesehen, sodass zur
Durchfuhrung des oralen Glukosetoleranztests die Ratten trainiert wurden, eine 25%-ige
Glukoselésung (10 ml/kg Koérpergewicht) zu trinken. Acht Stunden vor dem OGTT
wurden die Tiere nuchtern gesetzt und erhielten zu Beginn in ihrer aktiven Nachtphase
10 mi/kg Korpergewicht der Glukoselésung. Dann erfolgte die Blutzuckermessung
(Bayer Contour XT) sowie die Entnahme von 100 pl Blut aus der Schwanzvene jeweils
zu den Zeitpunkten t=0 min, t=15 min, t=30 min, t=60 min und t=120 min. Die mit EDTA
und einem Dipeptidyl-Peptidase-4 Inhibitor praparierten Mikroreaktionsgefal’e wurden
dann 10 Minuten bei 8000/min zentrifugiert, um das Plasma zu isolieren. Das Plasma
wurde auf Trockeneis gestellt und danach bei -80°C aufbewahrt. Es folgte die
Insulinmessung per ELISA (Ultrasensitive Rat Insulin ELISA, Firma Mercodia AB,

Schweden 10-1251-10) gemal dem Protokoll des Herstellers.

2.11 Euthanasie und Probenasservierung

Die Euthanasie fand vier Wochen nach der jeweiligen Operation zu Beginn der
Dunkelphase statt. Die Tiere fasteten vier Stunden und erhielten danach eine definierte
Nahrungsmenge von 3 g. 15 Minuten spater erhielten sie Butorphanol (2 mg/kg KG) als
Schmerzmedikation. Weitere 30 Minuten spater wurden die Ratten mittels Isofluran in
die terminale Anasthesie versetzt. Es erfolgte eine mediane Laparotomie und die
Praparation der Pfortader und Vena cava inferior. Die Pfortader wurde dann mit einem
24 G Venenkatheter punktiert, sodass etwa 2 ml portalvendses Blut gewonnen werden
konnte. Dann erfolgte die systemische Blutenthahme aus der Vena cava inferior mit
anschliefender Exsanguination mit bis zu 10 ml und danach der Herzschnitt. Die
Blutproben wurden 10 Minuten bei 8000 Umdrehungen zentrifugiert, bevor das Plasma
in MikroreaktionsgefaRe pipettiert und auf Trockeneis gelegt wurde. Die weitere

Lagerung des Plasmas erfolgte bei -80°C.
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2.12 Metabolic profiling durch Kernspinresonanzspektroskopie von Urin,
Faeces, systemischem sowie portalvenésem Plasma

Zur metabolischen Charakterisierung der enthommenen Biofluide (Urin, Faeces und
Plasma (systemisch und portalvents) wurden die Gewebe wie folgt prozessiert und
analysiert. Von den zu unterschiedlichen Messzeitpunkten (Praoperativ, 1., 2., und 4.
Woche postoperativ) gewonnenen fakalen Proben wurden 250 mg abgemessen,
homogenisiert und mit 500 pL Flissigkeitschromatographie-Wasser in 1,5 ml Réhrchen
gemischt. AnschlieRend wurden die Proben fir 3 x 10 Minuten bei 25°C im
Ultraschallbad behandelt und nach jedem Zyklus mit dem Vortex gemischt. Dann folgte
das Zentrifugieren mit 16.000 g fir 10 Minuten bei 4°C, anschlieliend das Sammeln des
Uberstands fiir die folgende Kernspinresonanz (NMR) Analyse. Insgesamt wurden 400
ML fakales Probenmaterial in ein sauberes 1,5 ml Réhrchen gegeben und mit 250 yL 0,2
M Natrium Phosphat Puffer (100% D-O, 0.01% 3-(Trimethylsilyl)propion-2,2,3,3-d4-
saure-Natriumsalz (TSP)) vermischt; anschlieRend wurden 3 mM Natriumazid (NaNs) als

bakteriostatisches Reagenz (pH 7.4) hinzugefligt. Die Proben wurden dann mit dem
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Vortex gemischt und mit 16.000 g fir 10 Minuten bei 4°C zentrifugiert. 600 pL des
Uberstands wurde in ein NMR Réhrchen pipettiert.

Unter Verwendung eines 600 MHz Spektrometers (Bruker Avance lll, Bruker Biospin,
Germany) wurden 'H NMR Spektren von allen fakalen Proben generiert. Ein 1-
dimensionaler (1-D) NMR Puls [recycle delay (RD)-90°-t1-90°-t»-90°-acquire free
induction decay (FID)] wurde bei 300 K fir das Akquirieren der Spektren angelegt.
Insgesamt wurden 128 Scans auf 64.000 Datenpunkten mit einer spektralen Breite von

20 ppm generiert.

Die Urinproben wurden zur Analyse wie folgt prozessiert: Zu 400 uL Urin wurden 250 pL
0,2 M Natrium Phosphat Puffer (100% D-O, 0.01% TSP) und 3 mM Natriumazid (NaNs)
hinzugegeben und mit Hilfe des Vortex gemischt. Die Zentrifugierung erfolgte mit 16.000
g fir 10 Minuten bei 4°C. 600 L des Uberstands wurden in ein NMR Réhrchen pipettiert.

Von allen Urinproben wurden mittels eines 600 MHz Spektrometers (Bruker Avance lll,
Bruker Biospin, Germany) "H NMR Spektren generiert. Ein 1-dimensionaler (1-D) NMR
Puls [recycle delay (RD)-90°-t1-90°-t»-90°-acquire free induction decay (FID)] wurde bei
300 K fur das Akquirieren der Urinspektren angelegt. Insgesamt wurden 128 Scans auf

64.000 Datenpunkten mit einer spektralen Breite von 20 ppm generiert.

Die gewonnenen Plasmaproben wurden zunachst mit dem Vortex gemischt.
Anschlieend wurden 400 pL Plasma mit 250 pL 0,9% NaCl (20% D-O) versetzt. Das
Gemisch wurde mit 16.000 g fiir 10 Minuten bei 4°C zentrifugiert. 600 pL des Uberstands
wurden in ein NMR Roéhrchen pipettiert. Eine Carr—Purcell-Meiboom-Gill (CPMG)
Pulssequenz [RD-90°-(t-180°-t),—acquisition] wurde bei 310 K (2tn=76.8 ms)
angelegt, um die Sichtbarkeit der Signale, welche durch niedrig-molekular-gewichtige
Metabolite erzeugt werden, zu verbessern. Insgesamt wurden 32 Scans auf 72.000
Datenpunkten mit einer spektralen Breite von 20 ppm generiert. Tabelle 4 zeigt den

kondensierten Workflow zur Methodik der Kernspinresonanzspektroskopie.
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Tabelle 4: Workflow der Kernspinresonanzspektroskopie

1. Erfassung der Spektren (Urin, Faeces, syst. und portalven. Plasma; s. Kap.
2.12)

2. Datenreduktion und Vorverarbeitung der Daten (s. Kap. 2.13)
3. Multivariate statistische Analyse (s. Kap.2.13)

4. Durchfihrung der Hauptkomponentenanalyse (PCA) und Erstellung der O-
PLS-DA Plots (s. Kap.2.13)

2.13 Kernspinresonanzspektroskopie: Datenanalyse

Die erhaltenen '"H NMR Spektren wurden automatisiert mit der TopSpin 3.1 Software
analysiert. Dieses Verfahren umfasste eine Synchronisation, eine Basislinienkorrektur
sowie das Referenzieren der Spektren. Die so gewonnenen Datensatze wurden in die
MATLAB (MathWorks) Software eingelesen und analysiert. Die Wasserspitzen der
Spektren des Urins (8'H 4.72 und 4.90), der Faeces (6'H 4.50 und 5.10) und des
Plasmas (8'H 4.50 und 5.10) wurden herausgerechnet, um den Effekt der
Basislinienverzerrung durch unvollkommene Wassersuppression zu minimieren.
Zusatzlich wurden in den Urinspektren die Urea-Signale entfernt (zwischen 8'H 5.45 und
6.15). Da die Plasmaproben in Citratréhrchen gesammelt worden waren, wurde die Citrat
Signatur aus den Plasmaspektren herausgerechnet (5'"H 2.48 and 2.70). Ein Beibehalten
dieser Spektren hatte die multivariante statistische Analyse negativ beeinflusst. Die
resultierenden NMR Spektren wurden in SIMCA 14.0 (Umetrics) importiert, um eine
Hauptkomponentenanalyse (principal component analysis, PCA) mit Einheitenvarianz
(UV) durchzufihren. Daran anschlieRend wurde ein O-PLS-DA (orthogonal signal
correction-projection to latent structures-discriminant analysis) in MATLAB (R2014a) auf
Basis des im Imperial College London entwickelten Skripts durchgeflihrt. MATLAB
wurde benutzt, um O-PLS-DA Plots mit einer Farbvisualisierung fir den
Korrelationskoeffizienten (r?) jeder Variable zu erstellen. Die Farbe Rot indiziert eine

hohe Korrelation, Blau indiziert eine niedrige Korrelation der Variablen.
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Abbildung 5: Beispielhafter O-PLS-DA Plot. Die Urinspektren von Méusen (C57BL/6 (H-2b))
wurden paarweise verglichen. In der oberen Zeile RYGB und Sham ad. lib. Gruppe; in der unteren
Zeile RYGB und Sham-BWM Gruppe. Nachdruck mit Erlaubnis von Seyfried et al. "Urinary
Phenotyping Indicates Weight Loss-Independent Metabolic Effects of Roux-en-Y Gastric Bypass
in Mice"; Journal of Proteome Research 2013 [99]. Copyright 2013 American Chemical Society.

Die metabolischen Profile von Urin und Faeces zu samtlichen Messzeitpunkten
(praoperativ, 1., 2. und 4. Woche postoperativ) sowie das Plasma bei Organentnahme
(4. Woche postoperativ) wurden mittels O-PLS Regressionsanalyse mit dem
Koérpergewicht korreliert. Die Validierung von allen O-PLS-DA und O-PLS Modellen
wurde erreicht, indem ein 1000-facher Permutationstest verwendet wurde. Um die
metabolische Zuordnung zu erleichtern, wurden J-aufgeléste Spektroskopie (JRES)
sowie interne und 6ffentliche Datensets verwendet [100]. Die weitere Spezifizierung der
Metabolite wurde durch die Verwendung von STOCSY (statistical total correction

spectroscopy) in 1-D Spektren erreicht [101].

2.14 Ultra-Performance Fliissigchromatographie (UPLC) Tandem
Massenspektrometrie zur Gallensduremessung
Urin- und Plasmaproben wurden bei 4°C aufgetaut und bei 18.000 g fir 15 Minuten bei
4°C zentrifugiert. Vom Uberstand jeder Probe wurden insgesamt 100 uL in ein Eppendorf
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Deepwell Plates 96 pipettiert und mit 300 uL eiskaltem Methanol zur Proteinausfallung
versetzt. Alle Platten wurden bei 4°C fir 30 Minuten mit Hilfe eines Eppendorf MixMate
bei 1400 rpm vermischt und danach fir 20 Minuten bei -20°C inkubiert. Anschlielend
erfolgte fir 15 Minuten ein erneutes Zentrifugieren bei 4°C und 4500 U/min. Vom
Uberstand jeder Probe wurden 200 pL jeweils in Eppendorf Mikroplatten transferiert und
bis zur Analyse temperaturstabil verschlossen. Von jeder Urin- und Serumprobe wurden
weitere 20 uL Uberstand gesammelt, um die Qualitatskontrollen (QK) zu bilden (1420 uL

in toto fUr jeden Probentyp).

Die Gallensaureanalysen wurden mit einem ACQUITY UPLC (ultraperfomance liquid-
chromatography, Waters Ltd., Elstree, UK) durchgefiihrt, welcher an ein Xevo G2-S Q-
Tof Massenspektrometer (Waters, Manchester, UK) angeschlossen war. Das
Injektionsvolumen aller Proben betrug 10 uL. Um Injektionsfehler zu minimieren wurden
drei Waschzyklen mit schwachem (H»O:2-propanol, 9:1, v:v) und starkem (2-propanol)
Lésungsmittel durchgefuhrt. Eine ACQUITY BEH C8 Column (1.7 ym, 100 mm x 2.1
mm) wurde bei einer Temperatur von 60°C verwendet. Die mobile Phase A bestand aus
Acetonitril und Wasser (1:10, v:v) mit 1ImM Ammoniumacetat und wurde mit Essigsaure
auf einen pH von 4,15 titriert. Die mobile Phase B bestand aus Acetonitril und 2-Propanol
(1:1, v:v). Die Flussigkeitschromatographie wurde nach der von Sarafian et al.
publizierten Methodik [102] durchgefiihrt. Die Massenspektroskopie war mit einer
Elektrospray-lonisierungs-Quelle ausgertstet und verwendete den negativen
lonenmodus (ESI-). Massenspektrometrie Parameter wurden wie folgt festgelegt: Die
Kapillarspannung betrug 1,5 kV, Kegelspannung 60 V, Quellentemperatur 150 °C,
Desolvatisierungstemperatur 600°C, Desolvatisierungsgasfluss 1000 L/h und
Kegelfluldrate 150 I/h. Vor Analyse der Proben wurden 7x Lésungsmittelstandards und
10x Qualitatskontrollen (QK) injiziert. Die Messung einer QK wurde alle elf Proben
wiederholt. Dreizehn standardisierte Gallensauregemische wurden zur ldentifikation der
Gallensauren verwendet. DDA (data dependent acquisition), MSE und DRE (dymanic
range enhancement) wurden als massenspektroskopische Methoden an den

Qualitatskontrollen zur Gallensaureidentifikation angewandt.

Zur Analyse der Gallensaureprofile wurden die Rohdaten in das NetCDF Format mittels

des Databridge built in MassLynx V 4.1 (Waters, Inc) konvertiert und die Daten mittels
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XCMS in die Software R extrahiert. Die relativen Konzentrationen der identifizierten

Gallensauren wurden durch Anwendung mehrerer Student’s t-tests ermittelt.

2.15 16S rRNA genbasierte Sequenzierungsanalyse

Bakteriologische DNA wurde von den Faeces mittels PowerFecal® DNA isolation kit
(MOBIO Laboratories, Inc., USA) isoliert. Insgesamt wurden je 250 mg Probenmaterial
abgewogen, in ein Bead-Beating-Réhrchen transferiert und 750 uL Beadlésung sowie
60 pL von C1 Ldésung mit Natriumdodecylsufat (SDS) hinzugefiigt. Das Gemisch wurde
fur 10 min auf 65°C aufgeheizt und anschliefend flir 2 x 20 Sekunden bei 5500Hz
behandelt. Dann wurde es bei 13.000 g fur 1 Minute zentrifugiert. Anschliellend wurden
ca. 400 pL Uberstand in ein steriles Réhrchen transferiert. Die DNA-Sequenzierung
wurde durch das Research and Testing Laboratory (Austin, Texas, USA) mit Hilfe von
lllumina MiSeq durchgeflhrt. Um die Diversitat und Struktur der Bakterienkolonien zu
bestimmen, wurde das Protokoll von Caporaso et. al. verwendet [103]. Die PCR
Amplifizierung fur die V4 Region der 16s rRNA wurde mit den Primern 515F (5-
GTGCCAGCMGCCGCGGTAA-3’) und 806R (5-GGACTACHVGGGTWTCTAAT-3’)
durchgefihrt. Die PCR Produkte wurden mittels Qubit 2.0 Fluorometer (Invitrogen,
Carlsbad, CA) quantifiziert und danach gemischt. Um Fehler zu minimieren, wurden
zusatzlich 20 unabhangige PCR Fragmente verwendet. Die Sequenzierung wurde auf
einer lllumina MiSeq Plattform durchgefiihrt. Die 16S rRNA Gensequenzen wurden

mittels bioinformatischer Software analysiert (Mothur und MiSeq SOP Pipeline).

Mit Hilfe der Software R und des analytischen Erweiterungstools ,vegan“ wurden die
Daten ausgewertet, indem eine nichtmetrische multidimensionale Skalierung sowie eine
multivariante Analyse verwendet wurden. Weitere Daten wurden mittels STAMP

(STatistical Analysis of Metagenomic Profiles) analysiert [104].

2.16 Statistik

Zur statistischen Analyse wurden, falls nicht anders erwahnt, SPSS 17.0 sowie
GraphPad PRISM Version 7 ® verwendet. Mittels Kolmogorov-Smirnov Normalitatstest
wurde die Normalitdt der Variablen Uberprift. Kontinuierliche Variablen mit
Normalverteilung sind beschrieben als Mittelwert + Standardfehler vom Mittelwert (SEM)
und kontinuierliche Variablen ohne Normalverteilung als Median mit Interquartilsabstand

(IQR). Aufgrund der clusterartigen Daten wurden die Gewichtsverlaufe der Gruppen
24



mittels verallgemeinerter Schatzungsgleichungen (generalized estimating equations,
GEE) analysiert. Statistische Unterschiede des Gewichts, der Nahrungsaufnahme, des
Energiegehalts der Faeces sowie der Glukose und Insulin Konzentrationen zwischen
den einzelnen Gruppen wurden durch eine two-way analysis of variance (two-way
ANOVA) mit anschlieliendem Tukey-Test festgestellt. Die Area under the curve (AUC)
von Glukose und Insulin wurde mittels der Trapezoidalmethode berechnet, gefolgt von
einem Kruskal-Wallis Test sowie einem Dunn‘s Test zum Vergleich der Gruppen. Das

statische Signifikanzniveau wurde auf p<0,05 festgelegt.
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3 Ergebnisse

3.1  Korpergewicht

Postoperativ nahmen die Tiere aller Gruppen zunachst an Kérpergewicht ab. Die Sham
ad libitum Tiere nahmen ab Tag 2 wieder kontinuierlich an Gewicht zu, wahrend die
RYGB Tiere an Tag 6 ihr Minimalgewicht erreichten (403,8 g). Fortan lag die RYGB
Gruppe stetig unter ihrem Ausgangsgewicht und erreichten ab Tag 16 ein Plateau von
ca. 430 g. Die Sham-BWM Gruppe erreichte ihr Minimalgewicht an Tag 7 (403,6 g). Das
Plateau von ca. 430 g wurde in der Sham-BWM Gruppe an Tag 18 erreicht. Zu diesem
Zeitpunkt war das durchschnittliche Gewicht der Sham ad libitum Gruppe bereits auf 525

g angestiegen.

Der Gewichtsunterschied der RYGB Gruppe und der Sham-BWM Gruppe im Vergleich
zur Sham ad libitum Gruppe war bereits ab Tag 6 signifikant. Bezlglich der
Gewichtsentwicklung gab es keinen statistisch signifikanten Unterschied zwischen der
RYBG und Sham-BWM Gruppe. Der Gewichtsverlauf der einzelnen Gruppen wird in
Abbildung 6 dargestellt.
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Abbildung 6: Durchschnittliches Kérpergewicht der Gruppen. Abgebildet ist der Mittelwert +
Standardfehler vom Mittelwert (SEM).
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3.2 Nahrungsaufnahme

Die minimale durchschnittliche Nahrungsaufnahme der Sham ad libitum Gruppe betrug
28,9 g an Tag 9. Die maximale Nahrungsaufnahme der Sham ad libitum Gruppe bestand
an Tag 24 (36,2 g). Die RYGB Gruppe aB} taglich durchschnittlich 21,0 g (Tag 8-26)
Futter mit einem Minimum an Tag 8 (17,3 g). Die Sham-BWM Gruppe hatte
durchschnittlich eine Nahrungsaufnahme von 19,6 g (Tag 8-26).

Statistisch ergab sich eine signifikant hdhere tagliche Nahrungsaufnahme der Sham ad
libitum Gruppe im Vergleich zur RYGB Gruppe sowie Sham-BWM Gruppe. Die
Unterschiede zwischen der RYGB Gruppe und der Sham-BWM Gruppe erreichten keine
Signifikanz. Abbildung 7 zeigt die durchschnittliche tagliche Nahrungsaufnahme der
einzelnen Gruppen.
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Abbildung 7: Durchschnittliche Nahrungsaufnahme der Gruppen. Abgebildet ist der Mittelwert +
Standardfehler vom Mittelwert (SEM).
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3.3 Energiegehalt der Faeces (Kalorimetrie)

Der Energiegehalt der Faeces wurde mit Hilfe der Bombenkalorimetrie bestimmt. In der
RYGB Gruppe ergab sich ein Energiegehalt von 4,26 kcal/g, in der Sham ad libitum
Gruppe von 4,34 kcal/g und in der Sham BWM Gruppe von 4,15 kcal/g (Abb. 8).
Zwischen den drei verschiedenen Gruppen konnte kein signifikanter Unterschied
gefunden werden (p=0,16).
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Abbildung 8: Energiegehalt der Faeces. Abgebildet ist der Mittelwert + Standardfehler vom
Mittelwert (SEM).
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3.4 Oraler Glukosetoleranztest (Glukose, Insulin)

Die RYGB Gruppe zeigte im Vergleich zu beiden Sham Gruppen bei dem oralen
Glukosetoleranztest (0GTT) 60 min nach der Glukosegabe signifikant niedrigere vendse
Plasmaglukosekonzentrationen. Die Sham-BWM Gruppe wiederum hatte einen
signifikant niedrigeren Glukosewert bei t=60 min im Vergleich zur Sham ad libitum
Gruppe (Abb. 9).

Der Verlauf der Glukosekurve der RYGB Gruppe war charakterisiert durch einen
schnellen Anstieg auf einen Gipfel bei t=15 min und anschlieRendem, starken Abfall des
Wertes bis zu =60 min. Beide Sham Gruppen zeigten einen plateauartigen Verlauf der
Kurve von t=15 - t=60 min mit einem Abfall zu t=120 min (Abb. 9).
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Abbildung 9: Glukosekonzentrationen wéhrend des oGTT. RYGB (blau), Sham ad lib. (rot) und
Sham-BWM (griin) Gruppen werden unterschieden. * zeigt die statistisch signifikanten
Unterschiede zwischen RYGB und Sham-BWM (* p < .05; ** p <.01; *** p <.001). * zeigt die
statistisch signifikanten Unterschiede zwischen RYGB und Sham (* p <.05; ™ p <.01; MA p <
.001). # zeigt die statistisch signifikanten Unterschiede zwischen Sham-BWM und Sham (# p <
.05; ##t p <.01; ### p <.001). Abb. aus: Seyfried, F., et al. "Roux-en-Y gastric bypass surgery in
Zucker rats induces bacterial and systemic metabolic changes independent of caloric restriction-
induced weight loss.” Gut microbes 13.1 (2021): 1-20.
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Die Glukosekontrolle wahrend des gesamten oGTTs, reprasentiert durch die Area under
the curve (AUC) der Glukosekonzentration, war in der RYGB Gruppe signifikant besser
als in der Sham ad libitum Gruppe (Abb. 10). Es bestand kein signifikanter Unterschied
zwischen der RYGB und der Sham-BWM Gruppe.
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Abbildung 10: Area under the curve (AUC) von Glukose wéhrend des oGTT, * zeigt die statistisch
signifikanten Unterschiede zwischen RYGB und Sham ad lib. (rot) (* p <.05; " p <.01; " p <
.001). Abb. aus: Seyfried, F., et al. "Roux-en-Y gastric bypass surgery in Zucker rats induces
bacterial and systemic metabolic changes independent of caloric restriction-induced weight loss."
Gut microbes 13.1 (2021): 1-20.
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Beziglich der Insulinwerte wahrend des oGTTs zeigte die Sham ad libitum Gruppe einen
mehr als doppelt so hohen Insulin Wert bei t=0 min als die Sham-BWM Gruppe. Die
RYGB Gruppe hatte einen fast so hohen Insulin Wert bei t=0 min wie die Sham ad libitum
Gruppe (Abb. 11).
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Abbildung 11: Insulinkonzentrationen wéhrend des oGTTs. RYGB (blau), Sham ad lib. (rot) und
Sham-BWM (griin) Gruppen werden unterschieden. * zeigt die statistisch signifikanten
Unterschiede zwischen RYGB und Sham-BWM (* p < .05; ** p < .01; *** p <.001). * zeigt die
statistisch signifikanten Unterschiede zwischen RYGB und Sham ad lib. (" p <.05; " p <.01; M~
p <.001). # zeigt die statistisch signifikanten Unterschiede zwischen Sham-BWM und Sham ad
lib. (#p <.05; ## p <.01; ### p <.001). Abb. aus: Seyfried, F., et al. "Roux-en-Y gastric bypass
surgery in Zucker rats induces bacterial and systemic metabolic changes independent of caloric
restriction-induced weight loss." Gut microbes 13.1 (2021): 1-20.
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Die Sham ad libitum Tiere hatten, passend zu ihrem Phanotyp mit einer Insulinresistenz,
die hochste Insulinausschittung wahrend des oGTT (Abb. 12), ohne dabei bei den

Glukosespiegeln davon zu profitieren (Vergleiche Abb. 9-10).
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Abbildung 12: AUC von Insulin wdhrend des oGTT. # zeigt die statistisch signifikanten
Unterschiede zwischen Sham-BWM (griin) und Sham ad lib. (rot) Gruppe (# p <.05; ## p <.01;
#H p < .001). Abb. aus: Seyfried, F., et al. "Roux-en-Y gastric bypass surgery in Zucker rats
induces bacterial and systemic metabolic changes independent of caloric restriction-induced
weight loss." Gut microbes 13.1 (2021): 1-20.

3.5 Globale Metabolite in den Faeces

Mittels '"H NMR Spektroskopie, wie unter 2.11 & 2.12 beschrieben, wurden die
Interventionsgruppen auf Unterschiede der fakalen Metabolite zu den unterschiedlichen
Messzeitpunkten untersucht. PCA und O-PLS-DA Analysen wurden durchgefihrt, um
die Gruppen untereinander zu vergleichen. Erstens wurde der Effekt einer kalorischen
Restriktion untersucht, indem Sham-BWM und Sham ad libitum miteinander verglichen
wurden. Zweitens wurde der metabolische Effekt des RYGB untersucht, indem man die
RYGB mit der Sham ad libitum Gruppe verglich. Drittens wurde der
gewichtsverlustunabhangige Effekt des RYGB untersucht, indem man die RYGB Gruppe
mit der Sham-BWM Gruppe verglich.
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Die vier Messzeitpunkte waren wie folgt festgelegt: Praoperativ, 1. postoperative Woche,
2. postoperative Wochen sowie 4. postoperative Woche. Der PCA trajectory Plots (Abb.
13A) zeigt, dass es bei den fakalen Metaboliten praoperativ keine signifikant messbaren
Unterschiede zwischen den Gruppen gab. Ab der 1. postoperativen Woche zeigte die
RYGB Gruppe sowohl in der 1. als auch in der 2. Hauptkomponentengruppe (PC1 und
PC2) starke metabolische Veranderungen, wohingegen die Sham ad libitum und Sham-
BWM Gruppe vor allem in PC1 Veranderungen zeigten (Abb. 13A). Obwohl die
kalorische Restriktion in der Sham-BWM Gruppe zu einem signifikanten Gewichtsverlust
fuhrte, fanden sich postoperativ zwischen der Sham-BWM und der Sham ad libitum
Gruppe keine signifikanten metabolischen Veranderungen in den Faeces. Allerdings
wurden postoperativ signifikante metabolische Veranderungen der RYGB Gruppe
sowohl im Vergleich zur Sham-BWM als auch im Vergleich zu der Sham ad libitum
Gruppe gemessen. Eine Heatmap visualisiert die spezifischen Veranderungen zwischen
den Gruppen (Abb. 13B). Rot markiert eine héhere, blau eine niedrigere Konzentration

der jeweiligen Substanz in der RYGB Gruppe im Vergleich zu den anderen Gruppen.
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Abbildung 13: PCA trajectory scores Plot von Faeces (A). Es werden RYGB Gruppe (blau), Sham-
BWM Gruppe (griin) und Sham ad libitum (rot) Gruppe unterschieden. Die Zeitpunkte werden wie
folgt unterschieden: Préoperativ (Viereck), 1. (Dreieck), 2. (Raute) und 4. (Kreis) postoperative
Woche. Jeder Punkt zeigt den Durchschnitt der ersten bzw. zweiten Hauptkomponente (PC1 und
PC2) an. Fehlerbalken zeigen den Standardfehler des Mittelwertes. Eine Heatmap von
verdnderten Metaboliten in den Faeces (B) zeigt die Unterschiede zwischen der RYGB Gruppe
und der Sham (linke Spalte; OvsR) bzw. Sham-BWM (rechte Spalte; BvsR) Gruppe. Der
Korrelationskoeffizient r wurde durch OPLS-DA ermittelt. Rot und blau zeigen héhere bzw.
niedrigere Konzentrationen in der RYGB Gruppe an. Die Zeichen *, +, # und " stehen fir die
Signifikanzniveaus p<0,05, p<0,01, p<0,001 und p<0,0001 zu den unterschiedlichen Zeitpunkten,
welche durch einen zweiseitigen t-test mit Benjamin-Hochberg Korrektur ermittelt wurden. Abb.
aus: Seyfried, F., et al. "Roux-en-Y gastric bypass surgery in Zucker rats induces bacterial and
systemic metabolic changes independent of caloric restriction-induced weight loss." Gut microbes
13.1 (2021): 1-20.
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Im Ergebnis zeigte die RYGB Gruppe im Vergleich zu beiden Sham Gruppen eine
signifikant hoéhere Konzentration von y-Aminobuttersdure (GABA) und signifikant
niedrigere Konzentrationen von Succinat, N-Acetylglucosamin, Cytosin, Methylmalonat
und Tyrosin Uber die gesamten vier postoperativen Wochen hinweg (Abb. 13B). Bei
Format, Acetat, Propionat, Laktat und 3-Hydroxyphenylpropionat waren zu allen drei
postoperativen Messzeitpunkten signifikant niedrigere Spiegel in der RYGB Gruppe im
Vergleich zur Sham ad libitum Gruppe messbar, wohingegen im Vergleich zur Sham-
BWM Gruppe diese Signifikanz nur zu ein oder zwei postoperativen Zeitpunkten erreicht
wurde. Der Trimethylaminspiegel war in der RYGB Gruppe in der ersten und zweiten
postoperativen Woche héher als in den beiden Sham Gruppen. Hingegen konnten in der
RYGB Gruppe bei den kurzkettigen Fettsduren Valerat und Butyrat zu spateren
Zeitpunkten deutlich niedrigere Konzentrationen im Vergleich zu den Sham Gruppen
gemessen werden (Abb. 13B). Auffallend war, dass in der 1. postoperativen Woche
deutlich weniger Unterschiede zwischen der RYGB und der Sham-BWM Gruppe
bestanden als im weiteren Verlauf. Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass im
Versuch der RYGB zu gewichtsverlustunabhangigen, globalen metabolischen

Veranderungen in den Faeces gefuhrt hat.

3.6 Globale Metabolite im Urin

In der Sham-BWM Gruppe kam es im postoperativen Verlauf (Wochen 1, 2 und 4) zu
keiner Veranderung des praoperativen metabolischen Phanotyps. Hingegen zeigten
sowohl die RYGB als auch die Sham ad libitum Gruppe signifikante Veranderungen,
sodass beide Gruppen ein eigenes charakteristisches Muster im PCA trajectory scores
Plot aufwiesen (Abb. 14A). Die Zusammensetzung der Urinmetabolite der RYGB Gruppe
war zu jedem postoperativen Messzeitpunkt signifikant unterschiedlich im Vergleich zur
Sham-BWM und Sham ad libitum Gruppe. Zwischenprodukte des Citratzyklus (z.B.
Zitrat, 2-Oxoglutarat, Succinat, Fumarat und Malat) waren niedriger in der RYGB Gruppe
als in den Sham Gruppen, wohingegen Metabolite wie Indoxylsulfat (IS), 4-
Hydroxyphenylacetat, 4-Cresylglucoronid und Phenylacetylglycin (PAG), die mit Hilfe
des intestinalen Mikrobioms synthetisiert werden (mikrobiomische Co-Metabolite),
erhdht waren (Abb. 14B). Urinkonzentrationen von 2-Oxoisovalerat, einem
Abbauprodukt der verzweigtkettigen Aminosaure (branched chain amino acid, BCAA)
Valin waren in der RYGB Gruppe deutlich hdher als in den beiden Sham Gruppen. 3-
Methyl-2-Oxovalerat, ein Abbauprodukt von Isoleucin war dagegen in der RYGB Gruppe

35



deutlich verringert im Vergleich zur Sham ad libitum Gruppe. Des Weiteren waren N,-
Acetyllysin, N-Acetylalanin and N.-Acetyllysin in der RYGB Gruppe erniedrigt (Abb.
14B). Insgesamt konnte ein gewichtsverlustunabhangiger Effekt des RYGB auch auf die
globalen Metabolite im Urin der Zucker Ratten (fa/fa) nachgewiesen werden.
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Abbildung 14: PCA trajectory scores Plot von Urin (A). Es werden RYGB Gruppe (blau), Sham-
BWM Gruppe (griin) und Sham ad libitum (rot) Gruppe unterschieden. Die Zeitpunkte werden wie
folgt unterschieden: Prdoperativ (Viereck), 1. (Dreieck), 2. (Raute) und 4. (Kreis) postoperative
Woche. Jeder Punkt zeigt den Durchschnitt der ersten bzw. zweiten Hauptkomponente (PC1 und
PC2) an. Fehlerbalken zeigen den Standardfehler des Mittelwertes. Eine Heatmap von
verdnderten Metaboliten im Urin (B) zeigt die Unterschiede zwischen der RYGB Gruppe und der
Sham (linke Spalte; OvsR) bzw. Sham-BWM (rechte Spalte; BvsR) Gruppe. Der
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Korrelationskoeffizient r wurde durch OPLS-DA ermittelt. Rot und blau zeigen héhere bzw.
niedrigere Konzentrationen in der RYGB Gruppe an. Die Zeichen *, +, # und " stehen fiir die
Signifikanzniveaus p<0,05, p<0,01, p<0,001 und p<0,0001 zu den unterschiedlichen Zeitpunkten,
welche durch einen zweiseitigen t-test mit Benjamin-Hochberg Korrektur ermittelt wurden. Abb.
aus: Seyfried, F., et al. "Roux-en-Y gastric bypass surgery in Zucker rats induces bacterial and
systemic metabolic changes independent of caloric restriction-induced weight loss." Gut microbes
13.1 (2021): 1-20.

3.7 Biochemische Plasmazusammensetzung

Portalvendses vs. systemisches Plasma: Spezifische Muster der jeweiligen Gruppen

kann man in den PCA score Plots vom systemischen sowie portalvendsen Blut
beobachten (Abb. 15A-C). Hierbei unterschied sich die RYGB Gruppe deutlich von den
beiden Sham Gruppen (PC2); wohingegen sich die beiden Sham Gruppen bei PC2
blindelten. Weder in der Sham-BWM noch in der Sham ad libitum Gruppe zeigten sich
Unterschiede zwischen der systemischen und portalvendsen
Plasmazusammensetzung. Dagegen ergaben sich in der RYGB Gruppe signifikant
erhdhte Konzentrationen von N,N,N-Trimethyllysin, Propionat, Format und Succinat im
portalvendsen Plasma im Vergleich zum systemischen Plasma (Abb. 15D). Die Acetat
Konzentration portalvends war ebenso leicht erhoht, dies aber ohne statistische

Signifikanz nach Benjamini-Hochberg (BH) Korrektur (p=0,06) zu erreichen.

RYGB Gruppe vs. Sham Gruppen: Beim Vergleich der Sham Gruppen zeigten sich

weder im portalvendésen noch im systemischen Plasma signifikant messbare
Unterschiede. Im Gegensatz hierzu ergab der Vergleich zwischen RYGB Gruppe und
den zwei Sham Gruppen signifikante Unterschiede. Die RYGB Gruppe wies signifikant
niedrigere Level von BCAAs (Leucin, Isoleucin und Valin) und héhere Level von Pyruvat
auf (Abb. 15D). Weiterhin waren die portalvenésen Konzentrationen von Cholin,
Phenylalanin, Glycerol, Glycerophosphorylcholin und Propionat signifikant niedriger in
der RYGB Gruppe im Vergleich zur Sham-BWM Gruppe. Die Tyrosinkonzentration im
portalventsen Blut der RYGB Gruppe war ebenso erniedrigt im Vergleich zur Sham
Gruppe, aber ohne statistische Signifikanz nach BH-Korrektur (p=0,06). Somit zeigten
sich auch in der biochemischen Zusammensetzung des portalvenésen und

systemischen Blutplasmas gewichtsverlustunabhangige, Bypass-spezifische Effekte.
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Abbildung 15: A-C zeigen PCA score Plots der "TH NMR Spektroskopie von systemischem (Kreis)
sowie portalvenésem (Dreieck) Blut 4 Wochen nach OP. Es werden RYGB (blau), Sham-BWM
(griin) und Sham (rot) Gruppe unterschieden. D zeigt eine Heatmap der verdnderten Metabolite
systemisch (s) sowie portalvenés (p) in den jeweiligen Vergleichen der Gruppen bzw. in dem
Vergleich zwischen portalven6sem und systemischem Blut der RYGB Gruppe. Der
Korrelationskoeffizient r wurde durch OPLS-DA ermittelt. Rot und blau zeigen héhere bzw.
niedrigere Konzentrationen in der RYGB Gruppe bzw. im portalvenésen Blut der RYGB Gruppe
an. Die Zeichen *, + und # stehen fiir die Signifikanzniveaus p<0,05, p<0,01 und p<0,001, welche
durch einen zweiseitigen t-test mit Benjamin-Hochberg Korrektur ermittelt wurden. Abb. aus:
Seyfried, F., et al. "Roux-en-Y gastric bypass surgery in Zucker rats induces bacterial and
systemic metabolic changes independent of caloric restriction-induced weight loss." Gut microbes
13.1 (2021): 1-20.
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3.8 Gallensauren im Plasma (portalvenos und systemisch) und im Urin

Insgesamt wurden 32 verschiedene Gallensduren mit Hilfe der UPLC-
Massenspektroskopie identifiziert.

RYGB Gruppe vs. Sham Gruppen: Bei den RYGB Tieren waren die plasmatischen

Gallensaurekonzentrationen insgesamt niedriger als in den beiden Sham Gruppen. Die
RYGB Gruppe zeigte niedrigere Konzentrationen von primaren (z.B. Cholsaure,
Chenodeoxycholsaure und a-Muricholsaure) und sekundaren Gallensauren (z.B.
Hyodeoxycholsaure und 3a-Hydroxy-7 Ketolithocholsaure) im Vergleich zur Sham ad
libitum Gruppe im portalvendsen Plasma (Abb. 16). Taurohyodeoxycholsaure und
Taurochenodeoxycholsaure waren bei der RYGB Gruppe im portalvenésen Plasma
niedriger als in der Sham-BWM Gruppe (Abb. 16).

4x108 A . sham obese
3x106 mm RYGB

‘ M sham-BWM
.

Relative intensity

Abbildung 16: Signifikante Unterschiede der Gallensduren in portalvenésem Blut zwischen den
einzelnen Gruppen (Signifikanz bei p<0,05 durch multiplen t-test mit FDR Korrektur). Die Balken
zeigen den Mittelwert mit Standardabweichung. Durch * wird die statistische Signifikanz zwischen
RYGB und Sham-BWM Gruppe angezeigt (* p<0,05; ** p<0,001; *** p<0,0001); durch " wird die
statistische Signifikanz zwischen RYGB und Sham Gruppe angezeigt (* p<0,05; " p<0,001; M~
p<0,0001). Abb. aus: Seyfried, F., et al. "Roux-en-Y gastric bypass surgery in Zucker rats induces
bacterial and systemic metabolic changes independent of caloric restriction-induced weight loss."
Gut microbes 13.1 (2021): 1-20.
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Im systemischen Plasma unterschieden sich die RYGB Gruppe und Sham ad libitum
Gruppe in nur vier Gallensduren. Die Taurin-konjugierten Gallensauren
Taurochenodeoxycholsaure und Taurohyodeoxycholsaure sowie
Chenodesoxycholsdure und Hyodeoxycholsaure waren in der RYGB Gruppe jeweils
weniger nachweisbar (Abb. 17). Ahnliche Trends zeigten sich im Vergleich der RYGB
Gruppe mit der Sham-BWM Gruppe, allerdings ohne statistische Signifikanz zu

erreichen.
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Abbildung 17: Signifikante Unterschiede der Gallenséuren in systemischem Blut zwischen den
einzelnen Gruppen (Signifikanz bei p<0,05 durch multiplen t-test mit FDR Korrektur). Die Balken
zeigen den Mittelwert mit Standardabweichung. Durch * wird die statistische Signifikanz zwischen
RYGB und Sham-BWM Gruppe angezeigt (* p<0,05; ** p<0,001; *** p<0,0001); durch ™ wird die
statistische Signifikanz zwischen RYGB und Sham Gruppe angezeigt (* p<0,05; " p<0,001; M*
p<0,0001). Abb. aus: Seyfried, F., et al. "Roux-en-Y gastric bypass surgery in Zucker rats induces
bacterial and systemic metabolic changes independent of caloric restriction-induced weight loss."
Gut microbes 13.1 (2021): 1-20.

Bei der Untersuchung von Gallensduren im Urin fanden sich keine signifikanten

Unterschiede zwischen der RYGB Gruppe und den beiden Sham Gruppen.

Portalvendses vs. systemisches Plasma: Im portalvendsen Plasma waren im Vergleich

zum systemischen Plasma 7 (Sham ad libitum Gruppe), 11 (Sham-BWM Gruppe) bzw.
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3 (RYGB Gruppe) Gallensauren signifikant erhéht messbar (Abb. 18A-C). Somit waren
durch die Nahrungsrestriktion (Sham-BWM Gruppe) mehr Unterschiede zwischen dem
portalvenésen und systemischen Plasma messbar als durch den RYGB. Durch den
RYGB schien sich der Gallensauremetabolismus dahingehend zu verandern, dass es
zu einer Angleichung der portalvendsen und systemischen Gallensaurekompositionen

kam.

Sowohl in der RYGB als auch in der Sham-BWM Gruppe waren die portalvendsen
Plasmaspiegel der 3o-hydroxy-12 Ketolithocholsaure, der Taurochenodeoxycholsaure
und der Tauro-B-Muricholsaure im Vergleich zu den systemischen Spiegeln erhdht. In
der Sham ad libitum Gruppe bestanden keine signifikanten Veranderungen bezlglich
dieser Gallensauren. Des Weiteren konnte in beiden Sham Gruppen Desoxycholsaure,
Tauro-o-Muricholsaure, Tauro-Ursocholsdure und Tauro-Ursodeoxycholsaure im
portalvendsen Plasma im Vergleich zum systemischen Plasma erhéht nachgewiesen
werden (Abb. 18A-C).
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Abbildung 18: A-C zeigen die signifikant unterschiedlichen Gallensdurenspiegel der Sham (A),
Sham-BWM (B) und RYGB Gruppe (C), wenn systemisches mit portalvenésem Blut verglichen
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wurde (Signifikanz bei p<0,05 durch multiplen t-test mit FDR Korrektur). Die Balken zeigen den
Mittelwert mit Standardabweichung. Abb. aus: Seyfried, F., et al. "Roux-en-Y gastric bypass
surgery in Zucker rats induces bacterial and systemic metabolic changes independent of caloric
restriction-induced weight loss." Gut microbes 13.1 (2021): 1-20.

3.9 Fakale bakterielle Komposition

Die Alpha-Diversitat stellt ein MaR fir die Artenvielfalt des intestinalen Mikrobioms dar
und wurde mit Hilfe der R Software Uberprift. Die drei Parameter Shannon-Index,
Lfichness“ und Chao1 zeigten im Vergleich der Gruppen RYGB, Sham-BWM und Sham
ad libitum keine signifikanten Unterschiede. Ausnahme war lediglich ein signifikant
erhdhter Shannon-Index der Sham-BWM Gruppe im Vergleich zu den beiden anderen
Gruppen in der vierten Woche (Abb. 19). Es gab keine signifikante Veranderung der
Alpha-Diversitat innerhalb der einzelnen Versuchsgruppen, wenn die verschiedenen

Zeitpunkte verglichen wurden (Abb. 19).
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Abbildung 19: Alpha-Diversitét des intestinalen Mikrobioms der Sham-BWM (griin), RYGB (blau)
und Sham ad lib (rot) Gruppe zu drei verschiedenen Zeitpunkten (préoperativ, 1. Woche
postoperativ und 4. Woche postoperativ). Der Wilcoxon Test wurde angewendet. Die Mittellinien
représentieren den Medianwert. Das obere bzw. untere Ende der Boxen reprdsentiert die 25. bzw
75. Perzentile. Abb. aus: Seyfried, F., et al. "Roux-en-Y gastric bypass surgery in Zucker rats
induces bacterial and systemic metabolic changes independent of caloric restriction-induced

weight loss." Gut microbes 13.1 (2021): 1-20.
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Betrachtete man die einzelnen Bakterienfamilien, wiesen die RYGB Ratten postoperativ
Uber die gesamte Beobachtungszeit Veranderungen auf, wahrend Tiere der Sham-BWM
Gruppe nur in der 1. postoperativen Messung eine Veranderung zeigten und dann
wieder auf das praoperative Spektrum zurtickfielen. Die Sham ad libitum Tiere behielten

die gesamte Zeit Uber eine ahnliche bakterielle Komposition (Abb. 20).
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Abbildung 20: NMDS Plot beziiglich der Nachweise der Bakterien in den Faeces der einzelnen
Gruppen (RYGB, Sham ad lib. und Sham-BWM) und bezogen auf die Zeit (préoperativ, 1. und 4.
Woche postoperativ). Abb. aus: Seyfried, F., et al. "Roux-en-Y gastric bypass surgery in Zucker
rats induces bacterial and systemic metabolic changes independent of caloric restriction-induced
weight loss." Gut microbes 13.1 (2021): 1-20.
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Die signifikanten Veradnderungen in der 1. postoperativen Woche von den
Coriobacteriaceae und Lachnospiraceae in der Sham-BWM Gruppe waren in der 4.
postoperativen Woche nicht mehr nachweisbar (Abb. 21A-B). In der RYGB Gruppe
waren Coriobacteriaceae und Enterococcaceae konstant erhdht, dahingegen waren
Lactobacillaceae, Peptostreptococcaceae und Ruminococcaceae konstant erniedrigt
(Abb. 21C-G). Streptococcaceae waren in der 1. postoperativen Woche nach RYGB

erhoht, fielen dann aber wieder auf das préoperative Level zurtick (Abb. 21H).
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Abbildung 21 A-H: Box Plots mit signifikanten Verdnderungen (ber die drei Zeitpunkte
préoperativ, 1. und 4. Woche postoperativ. Coriobacteriaceae (A) und Lachnospiraceae (B) in der
Sham-BWM Gruppe. Coriobacteriaceae (C), Enterococcaceae (D), Lactobacillaceae (E),
Peptostreptococcaceae (F), Ruminocoaccaceae (G) und Streptococcaceae (H) in der RYGB
Gruppe. Es wurden der Kruskal-Wallis H-Test sowie der Tukey-Kramer post-hoc verwendet und
die Benjamin-Hochberg FDR zur Testkorrektur angewandt. Abb. aus: Seyfried, F., et al. "Roux-
en-Y gastric bypass surgery in Zucker rats induces bacterial and systemic metabolic changes
independent of caloric restriction-induced weight loss." Gut microbes 13.1 (2021): 1-20.
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Praoperativ bestanden keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen
bezuglich der Bakterienfamilien. Der Vergleich zwischen der Sham-BWM Gruppe und
der Sham ad libitum Gruppe ergab auch zu keinem spateren, postoperativen Zeitpunkt
signifikante Unterschiede. In der 1. postoperativen Woche war in der RYGB Gruppe im
Vergleich zur Sham-BWM Gruppe der Nachweis von Peptostreptococcaceae deutlich
verringert, ebenso waren unspezifische Clostridien, Ruminococcaceae und
Lachnospiraceae in der 4. postoperativen Woche verringert. Zudem waren in der 1.
postoperativen Woche Enterococcaceae in der RYGB Gruppe im Vergleich zur Sham-
BWM Gruppe deutlich erhdht (Abb. 22).
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Abbildung 22: Balkendiagramme der signifikanten Verdnderungen in spezifischen
Bakterienfamilien zwischen der Sham-BWM und der RYGB Gruppe in der 1. und 4.
postoperativen Woche. Die Statistik wurde mittels White’s nichtparametrischem T-Test und
nachfolgender zweiseitiger, multipler Benjamin-Hochberg FDR Korrektur durchgefiihrt. Abb. aus:
Seyfried, F., et al. "Roux-en-Y gastric bypass surgery in Zucker rats induces bacterial and
systemic metabolic changes independent of caloric restriction-induced weight loss." Gut microbes
13.1 (2021): 1-20.
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Es fielen hohere Level von Erysipelotrichaceae und niedrigere Levels von
Lactobacillaceae sowohl in der 1. als auch in der 4. postoperativen Woche bei den RYGB
Tieren im Vergleich zu den Sham ad libitum Tieren auf. Weiterhin waren
Peptostreptococcaceae, Clostridiaceae und unspezifische Clostridien in der RYGB
Gruppe im Vergleich zur Sham ad libitum Gruppe vermindert nachweisbar,
demgegenlber waren Coriobacteriaceae vermehrt nachweisbar (Abb. 23).
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Abbildung 23: Balkendiagramme der signifikanten Verdnderungen in spezifischen
Bakterienfamilien zwischen der Sham ad libitum und der RYGB Gruppe in der 1. und 4.
postoperativen Woche. Die Statistik wurde mittels White’s nichtparametrischem T-Test und
nachfolgender zweiseitiger, multipler Benjamin-Hochberg FDR Korrektur durchgefiihrt. Abb. aus:
Seyfried, F., et al. "Roux-en-Y gastric bypass surgery in Zucker rats induces bacterial and
systemic metabolic changes independent of caloric restriction-induced weight loss."” Gut microbes
13.1 (2021): 1-20.
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Die Ergebnisse zeigen zusammenfassend, dass bei Zucker Ratten (fa/fa) nach RYGB
einige Bakterienfamilien verringert, andere Bakterienfamilien vermehrt auftraten. Dieser
Effekt war zum Teil gewichtsverlustunabhangig, da signifikante Unterschiede zu der
Sham-BWM Gruppe bestanden.
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4 Diskussion

Die metabolisch-bariatrische Chirurgie hat sich in den letzten Jahrzehnten von einer
hoch risikoreichen experimentellen Therapie evidenzbasiert zu der aktuell effektivsten
Therapie der Adipositas und deren Begleiterkrankungen flir Betroffene entwickelt.
Mittlerweile ist sie zu einem etablierten Bereich der High-End Medizin geworden [35-37].
Hochrechnungen zufolge sollen bis zum Jahr 2030 etwa 50% der Europaer und US-
Amerikaner adipds sein [5, 105]. Ein Viertel der US-Amerikaner sollen bis dahin sogar
eine schwere Adipositas (Grad Il) entwickelt haben [105]. Die Chirurgie allein kann
dieses Problem nicht 16sen, sodass ein groReres Verstandnis der Wirkungsweise von

bariatrischen Operationen notwendig ist, um andere wirksame Therapien zu entwickeln.

Der Magenbypass (RYGB) stellt weltweit eines der haufigsten bariatrischen Verfahren
dar [53]. Durch die Operation wird eine komplexe Umstrukturierung der anatomischen
Verhaltnisse vorgenommen, die direkt den Nahrungs- und Gallefluss beeinflusst [97].
Die Wirkungsweise geht weit Uber die historischen Konzepte der Malabsorption und
Nahrungsrestriktion hinaus [95]. Um die Mechanismen dieser Therapie zu untersuchen,
wurden zahlreiche klinische Studien durchgefiihrt und verschiedene Tiermodelle
entwickelt [97, 106, 107]. Dabei konnte der humane Phanotyp nach RYGB in Bezug auf
Gewichtsverlust, Nahrungsaufnahme und Anderung der Nahrungspraferenz erfolgreich
im Tiermodell reproduziert werden [97, 108]. Als postoperative Folge sind
Veranderungen bezlglich des Sattheitsempfindens, des Mikrobioms, des
Energiestoffwechsels, des Gallensauremetabolismus, sowie des neuroendokrinen
Systems beschrieben [107]. Das Metabolom wird nachhaltig verandert, und der Darm
kann somit als eine Art physiologische Schaltzentrale verstanden werden, die nach
RYGB veranderte neuronale und endokrine Signale an verschiedene Organsysteme
sendet [66]. Die genaue Wirkungsweise ist jedoch bis heute nur unzureichend

verstanden [107].

Bei einem solch komplexen in vivo System gibt es viele Abhangigkeiten und
Wechselwirkungen in den Prozessen. Ein starker Zusammenhang sowie eine
gegenseitige Beeinflussung zwischen dem intestinalen Mikrobiom und dem
Gallensauremetabolismus gilt als gesichert und wird auch als méglicher Mediator fur die
positiven Effekte der metabolisch-bariatrischen Chirurgie angesehen [65]. Das

intestinale Mikrobiom verandert sich nach einem bariatrischem Eingriff nachhaltig, und
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es wird postuliert, dass dadurch eine anti-diabetogene Wirkung vermittelt werden kann
[109, 110]. In einer Studie von Liou et. al. flhrte eine fakale Mikrobiom-Transplantation
(FMT) an keimfreie Mause von Mausen, welche zuvor einen RYGB erhalten hatten, zu
einem signifikanten Gewichtsverlust im Vergleich zur FMT an keimfreie Mause von zuvor
scheinoperierten Tieren [46]. Bei Patienten mit Clostridium difficile Infektion ist die FMT
schon eine etablierte sowie effektive Methode, weitere Indikationen werden kritisch
gepruft [111, 112]. Fallberichte zeigen, dass sich auch das Kérpergewicht von Patienten
nach einer FMT &ndern kann [113, 114]. Nach erfolgreicher FMT anderte sich in einer
Studie von Weingarden et. al. nicht nur die Darmflora der Patienten, sondern auch die
fakale Gallensdurezusammenstellung. Zuvor kaum nachweisbare sekundare
Gallensauren konnten postinterventionell deutlich erhéht gemessen werden,
wohingegen die zwei primaren Gallensauren (Cholsdure und Chenodesoxycholsaure)
nahezu verschwunden waren [115]. Umgekehrt konnten Islam et. al. den Einfluss der
Gallensauren (genauer: Cholsaure) auf das Mikrobiom nachweisen [116]. Gesichert
scheint eine zentrale Rolle, die die intestinale Flora auf den Gallensauremetabolismus
ausubt [60, 117]. Das Mikrobiom verstoffwechselt die primaren, in der Leber
synthetisierten Gallensauren und sorgt damit fur die Produktion von sekundaren
Gallensauren. Die Gallensauren kdénnen in ihren hormonahnlichen Eigenschaften
(Aktivierung des TGR-5 und FXR-Rezeptors) somit durch das Mikrobiom nachhaltig
verandert werden, da die verschiedenen Gallensauren unterschiedliche Affinitdten zu
den Rezeptoren besitzen [117, 118]. Das vorhandene Potential in der weiteren
wissenschaftlichen Verknupfung und Untersuchung dieses sogenannten ,Cross-talks®
zwischen den Gallensauren und dem intestinalem Mikrobiom ist immens, und der
postinterventionelle Phanotyp nach RYGB ist dabei eine Moglichkeit zu neuen

Erkenntnissen zu gelangen [70, 109, 119].

Das in der vorliegenden Arbeit verwendete Tiermodell des RYGB bei Ratten ist gut
charakterisiert und entspricht sowohl in der anatomischen Konfiguration, als auch vom
metabolischen Phanotyp weitgehend der humanen Situation [120]. Da sich die
metabolischen Veranderungen nach RYGB bei den Menschen und den Tieren stark
ahneln, sind die im Tierversuch gewonnenen Ergebnisse gut vergleichbar. Ein
Tiermodell bietet einige Vorteile. Durch den Versuchsaufbau, die gleichen
Haltungsbedingungen, die gleiche Diat und den gleichen circadianen Rhythmus ist die

Standardisierbarkeit gegeben. Die Abnahme von portalvendsem Blut mittels invasiver
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Techniken ist mdglich. AuBerdem koénnen chirurgiespezifische, gewichtsverlust-
unabhangige Effekte gemessen werden, indem durch Nahrungsrestriktion
korpergewichtsangepasste Kontrollgruppen gebildet werden [95-97]. Das verwendete
Versuchsprotokoll mit Bildung einer gewichtsangepassten Kontrollgruppe (Sham-BWM)
und Untersuchung des portalvendsen Kompartiments bei einem stabilen
pradiabetischen Phanotyp ist ein Alleinstellungsmerkmal des Tierversuchs, und

ermdglicht die spezifische Charakterisierung des Metaboloms nach RYGB.

In dieser Arbeit konnte bestatigt werden, dass der RYGB zu einer signifikanten und
anhaltenden  Gewichtsreduktion, einer reduzierten Nahrungsaufnahme ohne
Malabsorption, einer verbesserten Glukosekontrolle sowie zu einer veranderten
Insulinantwort im Rahmen des oGTT flhrt [70, 97].

Gewicht, Nahrungsaufnahme, fdkaler Energiegehalt. Nach RYGB verloren die Tiere
signifikant an Gewicht und wogen im gesamten Versuchszeitraum weniger im Vergleich
zu der Sham ad libitum Gruppe. Dies stimmt mit den Ergebnissen vergleichbarer Studien
Uberein [92, 97]. In dieser Hinsicht entsprach der Phanotyp den Erwartungen. Die
Nahrungsaufnahme der RYGB Gruppe und der Sham-BWM Gruppe war praktisch
identisch. Auch beim fakalen Energiegehalt zeigten sich keine signifikanten
Unterschiede, sodass Malabsorption als Hauptfaktor fir die positive Wirkung des

RYGBs ausgeschlossen erscheint [121].

Glukosetoleranz: Die RYGB Gruppe zeigte im Vergleich zur Sham ad libitum Gruppe
wahrend des oGTTs sowohl eine deutlich verbesserte Glukosetoleranz als auch ein
abweichendes Blutzuckerprofil mit einem schnellen, steilen Anstieg des Blutzuckers und
anschliefender Hypoglykdmie. Es ist zu vermuten, dass der rasche Anstieg des
Blutzuckers auf den friihen Kontakt der zuckerreichen Losung mit dem Jejunum und auf
die Umgehung des Magens als Reservoir zuriickzufihren ist. Der anschlieRende starke
Abfall kann zumindest teilweise durch eine anschlieliend erhdhte Inkretin-bedingte
Insulinausschattung erklart werden. Die oGTT Daten konnten keinen signifikanten
Benefit der RYGB-Gruppe im Vergleich zur Sham-BWM Gruppe in Bezug auf die
Glukosetoleranz zeigen, d.h. hier kam es zu keinem gewichtsverlustunabhangigen
Effekt. Ein Grund hierfir kdnnte der pradiabetische Phanotyp der Zucker Ratten (fa/fa)
sein.
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Insulinsekretion: Die kumulative Insulinsekretion der RYGB Tiere zeigte sich bei
gleichzeitig besserer Glukosetoleranz im Vergleich zu den Sham ad libitum Tieren
signifikant niedriger. Eine Erklarung dafur ist die nach RYGB verbesserte
Insulinsensitivitat. Dies bestatigen auch Ergebnisse von Chambers et. al. In ihrer Studie
verbesserte sich die (intraperitoneale) Insulinsensitivitdt sowie die Glukosetoleranz
proportional zum Gewichtsverlust. Die hepatische Insulinsensitivitat war nach RYGB
sogar gewichtsverlustunabhangig erhéht. Zusatzlich konnte in den bariatrisch operierten
Gruppen im Vergleich zu den Kontrollgruppen eine verbesserte postprandiale GLP-1-
und Insulinantwort gemessen werden [94]. Dass GLP-1 allein flr die langfristig
verbesserte Glukosehomdostase zustandig ist, erscheint unwahrscheinlich, da in einer
klinischen Studie von Jimenez et. al. ein GLP-1 Antagonist (Exendin 9-39) die positiven
Effekte einer bariatrischen Operation auf die diabetische Stoffwechsellage nicht
aufheben konnte [92, 122].

Neben der Erfassung des Gewichts, der Nahrungsaufnahme sowie des oGTTs
konzentriert sich diese Arbeit auf die Beobachtung metabolomischer Veranderungen
nach RYGB. Die Untersuchung von systemischem sowie portalvendésem Plasma,
Faeces und Urin konnte zahlreiche signifikante, gewichtsverlustunabhangige Effekte
nach RYGB messen. Bereits ab der 1. postoperativen Woche konnten in der RYGB
Gruppe im Vergleich zu beiden Sham Gruppen signifikant veranderte bakterielle
Metabolite wie Indoxylsulfat im Urin oder Succinat, Tyrosin und GABA in den Faeces
nachgewiesen werden. Diese Veranderungen waren bis zum Versuchsende nach 4
Wochen nachweisbar. Signifikant erhdhte Konzentrationen von PAG und 4-Cresyl

Glucuronid im Urin konnten erst ab der 2. postoperativen Woche gemessen werden.

Alle signifikant messbaren postoperativen metabolomischen Veranderungen, die sich in
der RYGB Gruppe im Vergleich zur Sham-BWM Gruppe ergaben, sind in Abbildung 24
zusammengefasst und veranschaulichen den gewichtsverlustunabhangigen Effekt des
RYGB, der in dem Versuch nachgewiesen werden konnte. Nachfolgend werden diese

Ergebnisse genauer anhand der aktuellen Datenlage interpretiert und diskutiert.
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Abbildung 24: Schematische Darstellung der metabolomischen Verdnderungen in der RYGB im
Vergleich zur Sham-BWM Gruppe. Rot zeigt erhéhte Konzentrationen und blau zeigt erniedrigte
Konzentrationen in den jeweiligen Kompartimenten (Darmlumen, systemisches und
portalvendses Blut, Urin) der RYGB Tiere an. Abb. modifiziert nach: Seyfried, F., et al. "Roux-en-
Y gastric bypass surgery in Zucker rats induces bacterial and systemic metabolic changes
independent of caloric restriction-induced weight loss." Gut microbes 13.1 (2021): 1-20.

Kurzkettige Fettsduren: Im Vergleich zu der Sham ad libitum Gruppe waren in der RYGB
Gruppe postoperativ durchgehend signifikant niedrigere fékale Konzentrationen
kurzkettiger Fettsduren (Short chain fatty acids/SCFA), wie z.B. Format, Acetat und
Propionat messbar. Entsprechende Signifikanzen konnten auch im Vergleich zur Sham-
BWM Gruppe, dort in der 2. oder 4. postoperativen Woche, gemessen werden. Dies legt
nahe, dass die kalorische Restriktion zu den reduzierten SCFAs beitragt und somit kein
rein RYGB-spezifischer Effekt vorliegt. Erniedrigte fakale Konzentrationen von SCFAs
durch Kalorienrestriktion sind bereits vorbeschrieben [123]. In einer Studie von Liou et.
al. wurden im Mausmodell auch erniedrigte fakale Acetatkonzentrationen nach RYGB
gemessen, auch wenn es bei Butyrat keinen Unterschied gab und Propionat in erhéhter
Konzentration gemessen wurde [46]. Die Zusammenschau dieser Ergebnisse lasst eine
reduzierte Fermentierung von Nahrstoffen nach RYGB vermuten, die z.B. durch eine
Veranderung des intestinalen Mikrobioms ausgeldst sein kénnte. Fir diese These

fanden sich mittels der durchgeflihrten 16s-rRNA genbasierten Sequenzierungsanalyse
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weitere Belege. So wurden signifikant weniger Ruminococcaceae und Lactobacillaceae
in der RYGB Gruppe nachgewiesen, zusammen mit einem nicht signifikanten aber
dennoch deutlich niedrigerem Vorkommen von Lachnospiraceae. Es ist bekannt, dass
Bakterien dieser Familien (Ruminococcaceae, Lachnospiraceae und Lactobacillaceae)
SCFAs produzieren, z.B. Faecalibacterium prausnitzii und Subdoligranulum variabile
(Familie Ruminococcaceae), Roseburia inulinivorans und Eubacterium rectale (Familie

Lachnospiraceae) und Lactobacillus reuteri (Familie Lactobacillaceae) [124].

Butyrat. Die Messungen dieser Arbeit ergaben in der RYGB Gruppe eine signifikant
niedrigere fakale Butyratkonzentration als in beiden Sham Gruppen. Butyrat stellt die
primare Energiequelle fir Kolonozyten dar [125], und die verminderte Verfligbarkeit
kénnte zu einer Intensivierung des energieliefernden Stoffwechsels, wie z.B. der
Glykolyse flihren, um so das entstandene Energiedefizit der Kolonozyten auszugleichen.
Eine Studie von Zarrinpar et. al. konnte nach Antibiotika-induzierter Reduktion des
intestinalen Mikrobioms eine veranderte Energiegenerierung in Enterozyten belegen. So
erfolgte nach antibiotischer Behandlung ein verringerter Abbau von kurzkettigen
Fettsduren, und stattdessen eine vermehrte Glykolyse, wodurch die
Glukosehomd@ostase beeinflusst wurde [125]. Eine hohe Butyratkonzentration in den
Faeces konnte im Tierversuch den Verlauf einer Kolitis positiv beeinflussen, sodass man
lokal von einer protektiven, antiinflammatorischen Wirkung dieser kurzkettigen Fettsaure
fir den Magen-Darm Trakt ausgeht [126]. In dieser Arbeit kdnnen somit die niedrigeren
fakalen Butyratkonzentrationen nach RYGB auf eine Verringerung dieses positiven
Effekts hinweisen. Allerdings beschreiben Publikationen bislang vor allem die Reduktion

inflammatorischer Prozesse nach einer bariatrischen Operation [119, 127].

Propionat. Im portalvenésen Blut der Sham-BWM Gruppe wurden deutlich erhdhte
Konzentrationen von Propionat im Vergleich zur RYGB Gruppe gemessen. Dieser
Unterschied bestand nicht zwischen der Sham ad libitum und der RYGB Gruppe.
Zugleich war das fakal gemessene Propionat in der 4. postoperativen Woche hdher in
der Sham ad libitum Gruppe als in der RYGB Gruppe. Die Sham-BWM Gruppe zeigte
keine erhohte fakale Propionat Konzentration zu diesem Zeitpunkt. Das kdnnte ein
Hinweis darauf sein, dass Kalorienrestriktion zu einer héheren Resorption von Propionat
im Darm fuhrt, welches Uber die V. porta vermehrt anflutet. Es konnte bereits gezeigt

werden, dass durch Kalorienrestriktion im Rattenmodel eine vermehrte Expression
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mikrobieller Enzyme zur Synthese von Propionat induziert wird [128]. Durch Propionat
konnen hepatische und plasmatische Fettsauren, die inflammatorisch wirken kénnen,
gesenkt werden [129]. Somit kdnnte Propionat indirekt zur verbesserten Glukosetoleranz
beitragen, da sowohl erhéhte freie Fettsduren als auch Inflammation zu Insulinresistenz
fihren kénnen [129]. Dies passt zu dem beobachteten Phanotyp der Sham-BWM Tiere,
die wahrend des oGTTs ahnliche Insulin- und Glukosekonzentrationen wie die RYGB
Tiere zeigten. Uber G-Protein-gekoppelte Rezeptoren kann Propionat auch die
Freisetzung von GLP-1 und PYY induzieren und damit die Sattigung beeinflussen [130];
Uber den GPR41-Rezeptor kann Propionat den Energieverbrauch steuern [131]. Die
Datenanalyse im Versuch zeigt eine gesteigerte enterale Absorption von Propionat
durch Kalorienrestriktion im Vergleich zum RYGB. Propionat stellt somit in
Ubereinstimmung mit bereits verdffentlichten Studien einen mdglichen Mediator zur
verbesserten metabolischen Kontrolle nach Gewichtsverlust durch kalorische Reduktion

dar.

y-Amino-Buttersdure: Die fakale Konzentration der neuroaktiven Substanz y-Amino-
Buttersaure (GABA) war postoperativ in der RYGB Gruppe jederzeit hoher im Vergleich
zu beiden Sham Gruppen. Dieses Ergebnis bestatigt vorangegangene Untersuchungen
im Tiermodell [70]. Es gibt Hinweise darauf, dass Enterococcus, Bacteroides,
Escherichia und Klebsiella an der GABA Biosynthese beteiligt sind [132]. Passend dazu
konnten in dem Versuch signifikant erhéhte Enterococcus Nachweise nach RYGB
gemessen werden. Studien zufolge hat GABA einen Einfluss auf die Darmmaotilitat [133]
und kénnte so die Nahrungspassage im Darm nach RYGB beeinflussen. GABA stimuliert
Uber GABAA und GABA: Rezeptoren von entero-endokrinen L-Zellen ebenso die
Freisetzung von GLP-1, welches verstarkend auf die Insulinsekretion wirkt und somit die
Glukosekontrolle verbessert [134]. Erhdhte GLP-1 Spiegel nach RYGB sind sowohl im
Tiermodell als auch bei Patienten nachgewiesen worden [135] und kénnen wiederum
die endogene GABA Produktion von pankreatischen 3-Zellen vermitteln, wodurch sich
erhohte fakale und plasmatische GABA Spiegel erklaren [70]. In dieser Arbeit zeigten
RYGB Tiere erniedrigte Insulinlevel und eine verbesserte Glukosekontrolle im Vergleich
zu Sham ad libitum Tieren. Diese Ergebnisse kdnnten unter anderem durch eine

vermehrte GABA Produktion des intestinalen Mikrobioms vermittelt worden sein.
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Aromatische Aminoséduren: In den untersuchten Biofluiden waren aromatische
Aminosauren wie Phenylalanin und Tyrosin mit deren Metaboliten nach RYGB Operation
stark verandert. So zeigten sich niedrigere fakale Konzentrationen von Tyrosin und 3-
Hydroxyphenylpropionat (3-HPPA); hingegen waren im Urin 4-Cresyl Glucuronid, 4-
Hydroxyphenylacetat, Indoxylsulfat und Phenylacetylglycin (PAG) im Vergleich zu den
beiden Sham Gruppen erhéht. Im portalvenésen Plasma der RYGB Gruppe zeigten sich
die Phenylalanin- und Tyrosinspiegel im Vergleich zu den Sham Gruppen niedriger.
Daraus lasst sich ableiten, dass die Absorption von aromatischen Aminosauren nach
RYGB erniedrigt ist, und ihre Bioverfligbarkeit im Kolon ansteigt, sodass intestinale
Bakterien aus diesen Aminosauren p-Cresol und Phenylacetat herstellen. Die
bakteriellen Metabolite werden absorbiert, zur Leber transportiert und hier mit Glucuronid
oder Glycin konjugiert, sodass vermehrt 4-Cresyl Glucuronid sowie PAG entstehen und
Uber den Urin ausgeschieden werden. 3-HPPA ist ein bakterieller Metabolit von
Phenylalanin. Die Ergebnisse zeigen, dass durch RYGB eine vermehrte Konversion von
Phenylalanin zu Phenylacetat stattfindet als zu 3-HPPA. Die in der RYGB Gruppe
gemessene hdhere Indoxylsulfatkonzentration im Urin kénnte negative Effekte auf Niere
und Herz bewirken, da Indoxylsulfat ein uramisches Toxin ist, welches mit
Arteriosklerose assoziiert ist [136]. Bisherige klinische Studien beschreiben divergent
dazu eine Reduktion des kardiovaskularen Risikos sowie eine Verbesserung der
ventrikularen Funktion nach RYGB [137, 138].

Der nach RYGB beobachtete gesteigerte Metabolismus aromatischer Aminosauren im
Intestinum konnte auch auf potenzielle negative Langzeitfolgen des RYGB hinweisen.
So zeigte eine Metaanalyse fékaler Metagenome eine Intensivierung von
Stoffwechselwegen, die aromatische Aminosauren abbauen und spezifisch flr das
kolorektale Karzinom sind [139]. Auch in vorliegender Untersuchung wurden in der
RYGB Gruppe im Vergleich zu den Sham Gruppen fakal erhéhte Trimethylaminwerte
und portalvenés niedrigere Cholinwerte gemessen, was auf einen verstarkten Cholin-
Metabolismus nach RYGB hinweist. Metagenomische Analysen zeigen einen
Uberschuss an Genen in Patienten mit kolorektalem Karzinom, die die Cholin-
Trimethylamin-Lyase kodieren [140]. Auch die niedrigeren Butyratkonzentrationen in der
RYGB Gruppe koénnen eine Darmkrebserkrankung begilnstigen, da Butyrat die
Apoptose von Tumorzellen im Darm unterstitzt [141]. Tatsachlich gibt es bereits

Publikationen, die ein erhdhtes Langzeitrisiko einer Darmkrebserkrankung fur Patienten
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nach bariatrischer Operation zeigen [142, 143]. Insgesamt scheint die bariatrische
Chirurgie jedoch das Risiko an Karzinomen zu erkranken, zu senken [144].
Insbesondere hormonassoziierte Krebserkrankungen sind laut einer retrospektiven

Analyse mit Gber 15.000 eingeschlossenen Patienten signifikant seltener [145].

Citratzyklus und Glukosestoffwechsel: Aus der Erniedrigung von Urinkonzentrationen
der Zwischenprodukte vom Citratzyklus wie Succinat, Citrat, 2-oxogluterat, Fumarat und
Malat sowie der Erhéhung der plasmatischen Konzentration von Pyruvat in der RYGB
Gruppe kann eine verstarkte Aktivitat des Citratzyklus nach RYGB abgeleitet werden.
Vorige Studien bestatigen diese Beobachtung [70, 146]. Zwischen der RYGB Gruppe
und der Sham-BWM Gruppe fand sich bei diesen Zwischenprodukten bis auf Succinat
erst ab der 2. postoperativen Wochen ein signifikanter Unterschied, woraus man ableiten
kann, dass kalorische Restriktion ebenso kurzzeitig die Aktivitat des Citratzyklus erhéht,
die RYGB Operation jedoch einen langfristigeren spezifischen Effekt erzielen kann. Die
hohen Pyruvatspiegel in portalvenésem sowie systemischem Plasma nach RYGB in
diesem Versuch zeigen eine verstarkte Glykolyse sowie eine Inhibierung der
Glukoneogenese an. Unterstitzt wird dieses Ergebnis von einer Studie von Saeidi et. al.
mit RYGB operierten Ratten. Auch dort zeigte sich eine vermehrte Glukoseaufnahme
und -verwertung aus dem alimentaren Schenkel des Darmes [147]. Die Hochregulierung
der Glykolyse und der konsekutiv intensiviert ablaufende Citratzyklus kénnten zu dem

vorbeschriebenen erhéhten Energiegrundumsatz nach RYGB beitragen.

Verzweigtkettige Aminoséuren: Die gemessenen Konzentrationen von verzweigtkettigen
Aminosauren waren in der RYGB Gruppe sowohl im portalvenésen als auch im
systemischen Plasma im Vergleich zu den Sham Gruppen niedriger. Ebenso konnte im
Urin der RYGB Tiere eine verstarkte Exkretion von 2-Oxoisovalerat und eine verminderte
Exkretion von 3-Methly-2-Oxovalerat nachgewiesen werden, beides Abbauprodukte des
Valin bzw. Isoleucin. Eine andere Arbeitsgruppe zeigte bereits, dass der RYGB katabole
Enzyme von verzweigtkettigen Aminosauren im Fettgewebe beglinstigt [148]. Konklusiv
dazu konnten erhdhte Konzentrationen von verzweigtkettigen Aminosauren im Plasma
zur Ausbildung der Insulinresistenz fihren [149]. Zusammengefasst kdnnten also
erniedrigte Spiegel verzweigtkettiger Aminosauren nach RYGB mit einer verbesserten
Insulinsensitivitat assoziiert sein, wohingegen die kalorische Restriktion Uber andere

Mechanismen, am ehesten durch Propionat, die Insulinresistenz zu vermindern scheint.
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Gallenséduren: Es wird angenommen, dass unter anderem Gallensauren die
metabolischen Verbesserungen nach RYGB verursachen. In den durchgefiuihrten
Gallensaurebestimmungen mittels UPLC Massenspekirometrie konnten einzelne
Gallensauren  systemisch und portalvenés gemessen werden. In der
Diskriminationsanalyse ergab sich ein heterogenes und hochkomplexes Bild. Die
Messungen sind dabei rein deskriptiv und zeigen lediglich einen veranderten Phanotyp

nach RYGB im Vergleich zur Sham Gruppe sowie der Sham-BWM Gruppe.

Wahrend die meisten vorliegenden klinischen und experimentellen Studien eine
Erhéhung der plasmatischen Gallensaurespiegel nach RYGB zeigen [74-76, 150], gibt
es andere Analysen ohne signifikante Unterschiede [151] oder sogar Untersuchungen,
bei denen es zu einer Verminderung plasmatischer Gallensaurespiegel kam [152].
Gleichzeitig zeigten Studien niedrigere fakale Gallensaurespiegel nach RYGB [70, 153],
sodass man sich fragt, wie intestinale Gallensduren die metabolische Funktion

beeinflussen konnten.

In allen drei Versuchsgruppen wurden wider Erwarten im portalvendsen Blut insgesamt
héhere Gallensaurespiegel als im systemischen Blut gefunden. Die meisten
Veranderungen gab es in der Sham-BWM Gruppe. Drei Gallensauren (3a-hydroxy-12-
Ketolithocholsaure, Taurochenodeoxycholsaure und Tauro-B-Muricholsaure) waren im
portalvendsen Blut der RYGB Tiere signifikant hdher als im systemischen Blut. Da diese
Veranderungen auch die Sham-BWM Gruppe zeigte, kann dieser Effekt durch eine
reduzierte Nahrungsaufnahme verursacht worden sein. Des Weiteren waren primare
Gallensauren wie Cholsdure und Chenodesoxycholsdure sowie sekundare,
hauptsachlich Taurin-konjugierte Gallensauren, wie Taurohyodeoxycholsaure und
Taurochenodeoxycholsaure in der RYGB Gruppe im Vergleich zu den Sham Gruppen
erniedrigt. Diese Ergebnisse stimmen mit einer Studie Uberein, die an Minischweinen
durchgeflihrt wurde [154]. Duboc et. al. konnten zeigen, dass konjugierte Gallensauren
im lleum nach RYGB im Vergleich zu Sham Tieren erniedrigt sind [155]. Das kénnte
darauf hinweisen, dass eine vermehrte Spaltung konjugierter Gallensauren durch das
intestinale Mikrobiom eine verringerte Reabsorption in den entero-hepatischen Kreislauf
bewirkt. Simonen et. al. zeigten, dass trotz insgesamt erhdhter Serumkonzentrationen
von Gallensduren nach RYGB insbesondere Taurin-konjugierte Gallensauren nach

RYGB erniedrigt waren [74]. Dieser Effekt war assoziiert mit einer erhdhten
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Lipidoxidation und erniedrigten Glukoseoxidation [74]. Diese Daten stimmen mit den
vorliegend in der RYGB Gruppe gemessenen, niedrigeren Spiegeln plasmatischer

Fettsduren sowie Glycerylphosphorylcholin tberein.

Es gibt mehr und mehr Hinweise dafiir, dass die positive Wirkung der Gallensauren auf
die verbesserte Glukosetoleranz bei erhéhter Insulinsensitivitat vor allem Uber nukleare
(FXR) und membrangebundene (TGR5) Gallensaurerezeptoren in unterschiedlichen
Geweben vermittelt wird [87]. Die Glykogensynthese und -speicherung in der Leber
erfolgt FXR-abhangig [83, 84]. Der Energieumsatz kann im Fett- und Muskelgewebe
Uber eine TGR5-Aktivierung erhdéht werden und die Insulinsekretion in beta-Zellen des
Pankreas kann ebenso TGR-abhangig gesteigert werden [51, 85, 86]. Die Ergebnisse
vorliegender Arbeit weisen aber eher darauf hin, dass die metabolischen
Verbesserungen bei den Zucker Ratten (fa/fa) nicht hauptsachlich auf diese Achse
zurtckzufiihren sind, da die plasmatischen Spiegel der Gallensduren nach RYGB im
Vergleich zu den Sham Gruppen unerwartet erniedrigt waren. Zu einem &ahnlichen
Ergebnis kam auch eine Arbeitsgruppe, die mit TGRS Knockout Mausen arbeitete. Die
TGR5 Knockout Mause hatten einen vergleichbaren metabolischen Benefit durch RYGB
wie die Wildtyp Mause. Andere Mechanismen schienen somit die RYGB-spezifischen
Effekte auszuldsen [156]. Weiterhin zeigten Studien mit Gallensaure-Komplexbildnern
sowie Hemmern von Gallensauretransportern niedrigere plasmatische
Gallensaurespiegel aber trotzdem eine Verbesserung des Glukosemetabolismus,
sodass insgesamt die Rolle der systemisch zirkulierenden Gallensauren bisher
womaoglich Uberschatzt wurde [157, 158]. Steinert et. al. postulieren in ihrer prospektiven,
randomisierten Studie ebenso, dass systemisch erhohte Gallensaurespiegel nicht fir die
kurzfristige, postoperative Besserung des Diabetes entscheidend sein kénnen, da eine
Erhéhung der Spiegel erst im Verlauf auftrat [76]. Allerdings kdnnten schon intestinal
erhdhte Konzentrationen den TGR5 Rezeptor aktivieren; gleichzeitig aber zu einem
Gallensaureverlust fiihren. Ebenso kénnen nur portalvends messbare Unterschiede fir
einen positiven Effekt verantwortlich sein. Portalvendse und intestinale Messwerte sind
in klinischen Studien methodisch nur schwer zugewinnen, sodass dadurch die entero-
hepatische Zirkulation selten ausreichend reprasentiert ist. Der Einfluss von TGR5 auf
die Gallensaurehomoostase scheint gesichert, da TGR5 knock-out Mause insgesamt
einen hydrophoberen Gallensaurepool besafl’en [159]. Aulerdem fihrt eine TGR5

Aktivierung zu einer vermehrten GLP-1 Ausschittung in den entero-endokrinen L-Zellen

60



des Darms [160]. Fur die langfristige Diabetesremission bleibt der veranderte
Gallensauremetabolismus somit ein mdglicher wichtiger Faktor. So haben Gerhard et.
al. in ihrer klinischen Studie nach RYGB hohere Gallensaure Spiegel bei Patienten
messen kdnnen, die eine Remission ihres Diabetes zeigten, als bei den Probanden, bei
denen der Diabetes persistierte. Nur bei den Patienten, die durch den RYGB eine
Diabetesremission hatten, konnten Cholsdure und Desoxycholsaure postoperativ
systemisch erhdéht nachgewiesen werden [161]. Die Identifikation und Spezifikation der
biologischen Eigenschaften jeder einzelnen Gallensaure und ihr jeweiliger Einfluss auf
mdgliche Signalwege muss Gegenstand zuklnftiger Forschung sein, um z.B. neue
pharmakologische Substanzen entwickeln zu kénnen. Aufgrund ihrer wechselseitigen
Beeinflussung ist der Gallensauremetabolismus dabei stets in Zusammenhang mit dem

intestinalen Mikrobiom zu sehen.

Intestinales Mikrobiom: In dieser Arbeit wurde das intestinale Mikrobiom durch
Kalorienrestriktion nur kurzzeitig beeinflusst. In der Sham-BWM Gruppe zeigte sich ein
vermehrtes Vorkommen von Coriobacteriaceae und ein verringertes Vorkommen von
Lachnospiraceae in der 1. postoperativen Woche im Vergleich zu praoperativ. Dieser
signifikante Unterschied war in der 4. postoperativen Woche nicht mehr messbar. Die
erniedrigten Werte von Lachnospiraceae durch Kalorienrestriktion sind bereits von
Zheng et. al. beschrieben worden, ebenso wie die durch Kalorienrestriktion signifikanten
Veranderungen bezuglich der Konzentrationen von Aminosauren, Ketonkorper oder
Gallensauren [162]. In der vorliegenden Arbeit gab es dahingehend keine signifikanten
Unterschiede zwischen der Sham ad libitum und Sham-BWM Gruppe. Erklarungen fir
die divergenten Ergebnisse waren eine zu kurze Phase der Kalorienrestriktion (4
Wochen) und/oder zu geringe Sham GruppengréfRen (jeweils n=5). Vorliegende
Analysen des intestinalen Mikrobioms zeigen weiterhin ein deutlich erhdhtes
Vorkommen an Coriobacteriaceae nach RYGB. Eine Publikation von Liu et. al. stellte
bereits mittels eines diabetischen Tiermodells die These auf, dass diese Bakterienfamilie
eine Vielzahl der positiven Effekte nach RYGB, insbesondere auf den
Glukosemetabolismus, vermitteln kénnte [163]. In dieser Arbeit konnten in der Sham-
BWM Gruppe im Vergleich zur RYGB Gruppe insgesamt vermehrt
Peptostreptococcaceae, Ruminococcaceae und Lachnospiraceae nachgewiesen
werden. Da beide Gruppen einen ahnlichen Gewichtsverlust hatten, scheint die

Methode, durch die der Gewichtsverlust hervorgerufen wurde (Kalorienrestriktion vs.
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RYGB), ursachlich fur die Unterschiede im Mikrobiom zu sein. Eine randomisierte,
klinische Pilotstudie, die die unterschiedlichen Auspragungen des Mikrobioms nach
10%igem Gewichtsverlust durch medikamentds-induziertem Gewichtsverlust (i),
Gewichtsverlust durch RYGB (ii) und Gewichtsverlust durch verstellbares Magenband
(iii) miteinander verglich, kam zu einem ahnlichen Ergebnis [164]. Auch im Tiermodell
mit diabetischen Zucker diabetic fatty (ZDF) Ratten konnte bereits nachgewiesen
werden, dass es Unterschiede in der mikrobiotischen Zusammensetzung gab, je
nachdem ob ein RYGB oder eine Schlauchmagenoperation durchgefihrt wurde, bei
insgesamt ahnlichen Verbesserungen in Bezug auf die Glukosekontrolle [165]. Die
Interpretation dieser Ergebnisse lasst die Hypothese zu, dass die Anderungen des
Mikrobioms weitestgehend unabhangig vom Gewichtsverlust sind. Weitere
translationale Forschung ist notwendig, um die Rolle des Mikrobioms auf den humanen

Metabolismus weiter spezifizieren zu kénnen.

Abschlielend bleibt anzumerken, dass bei der Interpretation der in dieser Arbeit
gewonnenen Ergebnisse gewisse Limitationen und Besonderheiten zu berlcksichtigen
sind. Der RYGB bei der Ratte ist sehr gut etabliert und ergibt einen aufRerst robusten
Phanotyp. Auch wenn die in diesem Versuch verwendeten Zucker Ratten (fa/fa) als
aulerst geeignet gelten fir Untersuchungen des metabolischen Syndroms im
Allgemeinen und Insulinresistenz im Speziellen, entwickeln die Tiere keinen
progressiven Diabetes. Hierdurch koénnten etwaige antidiabetische Effekte maskiert
worden sein [98, 166]. Zudem konnte eine Verlangerung des postoperativen
Versuchszeitraums weitere signifikante Ergebnisse herbeifuhren, und mdéglicherweise
wurden einige Effekte wegen einer zu niedrigen Power (sprich einer zu geringen
Gruppengréfe) nicht detektiert. Zuletzt missen noch speziesspezifische Unterschiede
genannt werden, die eine Vergleichbarkeit zur humanen Situation mdglicherweise

einschranken.

Die vorliegende Arbeit bietet eine deskriptive Analyse der metabolomischen
Veranderungen nach RYGB bei Zucker Ratten (fa/fa). Durch die longitudinale
Untersuchung von Faeces und Urin, sowie des systemischen und des portalvendsen
Blutplasmas bei Versuchsende wurden eine grol’e Anzahl von Daten gewonnen.
Chirurgie-spezifische, kdpergewichtsverlustunabhangige Effekte zeigten sich durch den

Vergleich mit einer Kontrollgruppe (Sham-BWM). So konnten Hypothesen generiert
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werden, welche Metabolite oder welche Bakterienfamilien ursachlich sein kdnnten fur
die positiven Effekte der metabolisch-bariatrischen Chirurgie in Bezug auf Adipositas
und glykédmische Kontrolle. In Zukunft kdnnten Tiermodelle mit enteralen oder
zerebralen Mikrokathetern dabei helfen, kausale Zusammenhange zu identifizieren, um
so sichere und effektive medikamentdse Behandlungsoptionen alternativ zur Chirurgie

zu entwickeln.

63



5 Zusammenfassung

Die Adipositas ist durch ihre hohe Inzidenz und Assoziation mit Begleiterkrankungen wie
z.B. Diabetes mellitus Typ 2 eine bedeutende 6konomische sowie epidemiologische
Herausforderung. Der Roux-en-Y Magenbypass (RYGB) ist der konservativen Therapie
in den primaren Endpunkten Gewichtsverlust, kardiovaskulare Mortalitdt sowie
Diabetesremission deutlich Uberlegen. Gewichtsreduktion, Malabsorption und
Nahrungsrestriktion als Erklarungen werden zunehmend entkraftet, und es ricken
komplexe, noch nicht ausreichend verstandene, physiologische Mechanismen in den
wissenschaftlichen Fokus, die nach RYGB zur Genesung fihren sollen. Vorliegend
wurde ein etabliertes Tiermodell mit Zucker Ratten (fa/fa) verwendet, um postoperative,
gewichtsverlustunabhangige metabolomische Effekie des RYGB zu ermitteln und
Hypothesen zu generieren. Die RYGB Gruppe zeigte einen typischen Phanotyp mit
deutlichem Gewichtsverlust sowie einer verbesserten Glukosekontrolle im oralen
Glukosetoleranztest. Nach RYGB konnten spezifische, gewichtsverlustunabhangige
Veranderungen der globalen Metabolite in den Faeces sowie im Urin, eine verminderte
bakterielle Fermentierung von Nahrstoffen sowie eine Erhéhung des Cholin
Metabolismus gemessen werden. Beim Vergleich von portalvenésem und systemischem
Plasma zeigte sich eine verringerte enterale Absorption von Cholin, aromatischer
Aminosauren sowie kurzkettiger Fettsauren als Folge des RYGB. Im intestinalen
Mikrobiom wurden Coriobacteriaceae postoperativ in der RYGB Gruppe vermehrt
nachgewiesen und kénnten einen wichtigen Faktor fir die verbesserte Glukosekontrolle
nach metabolisch-bariatrischer Chirurgie darstellen. Die neuroaktive Substanz y-Amino-
Buttersaure (GABA) war fakal nach RYGB vermehrt nachweisbar und stellt einen
weiteren potenziellen Mediator flr einen Bypass-spezifischen Effekt dar. Die RYGB
Gruppe zeigte im Vergleich zu den Sham Gruppen die niedrigsten Konzentrationen
systemischer und portalvendser Gallensauren, sodass der Einfluss der zirkulierenden
Gallensauren auf die Verbesserung des Diabetes nach RYGB bislang womdglich
Uberschatzt wurde. In der Sham-BWM Gruppe war Propionat im portalvendsen Plasma
erhdht, sodass die verbesserte Glukosekontrolle durch Nahrungsrestriktion unter
anderem durch diese kurzkettige Fettsdure induziert werden konnte. Vorliegende
Ergebnisse zeigen, wie dynamisch und komplex die Effekte des RYGB und der
Nahrungsrestriktion sind. Die genauen Mechanismen nach metabolisch-bariatrischer
Operation, die zu dem therapeutischen Effekt fihren, bleiben weiterhin unklar, sodass

es weiterer Studien bedarf, um kausale Zusammenhange nachzuweisen.
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6 Angabe des Eigenanteils

Die Etablierung des Tiermodells am Standort Wirzburg, d.h. die Versuchsplanung und
Durchfuihrung der in vivo Experimente, wurde eigenstandig durchgefihrt. Dazu gehdrte
unter anderem die Versorgung der Versuchstiere, die Durchfihrung der
Scheinoperationen und des oralen Glukosetoleranztests sowie die Akquirierung des
gesamten Probenmaterials (Faeces, Urin, Plasma). Die Proben wurden nach London,
Imperial College, gesandt, wo sie von unseren Kooperationspartnern prozessiert,
analysiert, sowie statistisch ausgewertet wurden (Abbildungen 13 bis 23). Die

Datenauswertung zu den Abbildungen 6 bis 12 wurde selbst durchgefihrt.
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Appendix

| Abkiirzungsverzeichnis

AUC: Area under the curve

BCAA: Branched chain amino acids (verzweigtkettige Aminosauren)
BMI: body-mass-index, Kérpermasseindex

BWM: body-weight-matched (hier: kérpergewichtsangepasst an RYGB Gruppe)
FXR: farnesoid X Rezeptor

GABA: y-Aminobuttersaure

GLP-1: Glucagon-like Peptide-1

ILI: Intensive Life-Style Intervention

NMR: Nukleare Magnetresonanz

oGTT: oraler Glukosetoleranztest

O-PLS-DA: orthogonal signal correction-projection to latent structures-discriminant
analysis

PCA: principal component analysis (Hauptkomponentenanalyse)

PYY: Peptid YY

RYGB: Roux-en-Y gastric bypass (Roux-en-Y Magenbypass)

SCFA: short-chain fatty acids (kurzkettige Fettsauren)

T2DM: Typ 2 Diabetes mellitus

TGR-5: G-protein gekoppelter Gallensaurerezeptor

TSP: 3-(Trimethylsilyl)propion-2,2,3,3-d4-saure-Natriumsalz

UPLC-MS: Ultra-Performance Liquid Chromatography-mass spectrometry

WHO: World Health Organization
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Sham Gruppe angezeigt (* p<0,05; * p<0,001; A4 p<0,0001). Abb. aus:
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Alpha-Diversitat des intestinalen Mikrobioms der Sham-BWM (grtin),
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Zeitpunkten (praoperativ, 1. Woche postoperativ. und 4. Woche
postoperativ). Der Wilcoxon Test wurde angewendet. Die Mittellinien
reprasentieren den Medianwert. Das obere bzw. untere Ende der Boxen
reprasentiert die 25. bzw 75. Perzentile. Abb. aus: Seyfried, F., et al.
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Abbildung 21 A-H: Box Plots mit signifikanten Veranderungen Uber die drei Zeitpunkte

praoperativ, 1. und 4. Woche postoperativ. Coriobacteriaceae (A) und
Lachnospiraceae (B) in der Sham-BWM Gruppe. Coriobacteriaceae (C),
Enterococcaceae (D), Lactobacillaceae (E), Peptostreptococcaceae (F),
Ruminocoaccaceae (G) und Streptococcaceae (H) in der RYGB Gruppe.
Es wurden der Kruskal-Wallis H-Test sowie der Tukey-Kramer post-hoc
verwendet und die Benjamin-Hochberg FDR zur Testkorrektur
angewandt. Abb. aus: Seyfried, F., et al. "Roux-en-Y gastric bypass
surgery in Zucker rats induces bacterial and systemic metabolic changes
independent of caloric restriction-induced weight loss." Gut microbes 13.1
(20271): 1-20. oeiiiieee et e e aae e e e 46



Abbildung 22: Balkendiagramme der signifikanten Veranderungen in spezifischen
Bakterienfamilien zwischen der Sham-BWM und der RYGB Gruppe in der
1. und 4. postoperativen Woche. Die Statistik wurde mittels White’s
nichtparametrischem T-Test und nachfolgender zweiseitiger, multipler
Benjamin-Hochberg FDR Korrektur durchgefiihrt. Abb. aus: Seyfried, F.,
et al. "Roux-en-Y gastric bypass surgery in Zucker rats induces bacterial
and systemic metabolic changes independent of caloric restriction-
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Abbildung 23: Balkendiagramme der signifikanten Veranderungen in spezifischen
Bakterienfamilien zwischen der Sham ad libitum und der RYGB Gruppe
in der 1. und 4. postoperativen Woche. Die Statistik wurde mittels White’s
nichtparametrischem T-Test und nachfolgender zweiseitiger, multipler
Benjamin-Hochberg FDR Korrektur durchgefiihrt. Abb. aus: Seyfried, F.,
et al. "Roux-en-Y gastric bypass surgery in Zucker rats induces bacterial
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Abbildung 24: Schematische Darstellung der metabolomischen Veranderungen in der
RYGB im Vergleich zur Sham-BWM Gruppe. Rot zeigt erhdhte
Konzentrationen und blau zeigt erniedrigte Konzentrationen in den
jeweiligen Kompartimenten (Darmlumen, system. und portalven. Blut,
Urin) der RYGB Tiere an. Abb. modifiziert nach: Seyfried, F., et al. "Roux-
en-Y gastric bypass surgery in Zucker rats induces bacterial and systemic
metabolic changes independent of caloric restriction-induced weight
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