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1. Einleitung

1.1. Adipositas

Adipositas stellt in der Bevolkerung der Industrie- und Schwellenlander eine Er-
krankung mit weitreichenden Folgen fir die Gesundheit dar. Laut Weltgesund-
heitsorganisation (WHQO) waren im Jahr 2016 weltweit 39 % der Erwachsenen
Ubergewichtig und 13 % adipds. In der Zeit von 1975 bis 2016 hat sich die Pra-
valenz der Adipositas fast verdreifacht und ist in der Altersgruppe der 5- bis 19 -
jahrigen von 4 % auf 18 % angestiegen (Abarca-Gomez et al. 2017, WHO 2020).
Far das Jahr 2015 waren 4 Millionen Todesfélle - entsprechend 7,1 % aller To-
desfélle weltweit - sowie 28,6 Millionen Lebensjahre in Behinderung durch einen
hohen Body-Mass-Index (BMI) verursacht worden (Afshin et al. 2017). Die Adi-
positas wird atiologisch flr 16 % aller Krebserkrankungen verantwortlich gemacht
(Renehan et al. 2008). Sie ist als metabolisches Syndrom mit weiteren Komorbi-
ditaten wie Typ-2-Diabetes mellitus, Bluthochdruck und Atherosklerose sowie mit
einem erhdhten Krebsrisiko assoziiert. Dabei werden sowohl Hyperinsulindmie
als auch chronisch entziindliche Prozesse in Zusammenhang mit gesteigertem
oxidativem Stress als ein wesentlicher Grund fir das erh6hte Krebsrisiko bei adi-
pdsen Patient*innen angesehen (Zheng et al. 2017).

1.2. Definition und Atiologie der Adipositas

Die WHO definiert die Adipositas als eine Erkrankung mit GbermaBiger Vermeh-
rung des Kérperfetts, welche zu einer Einschrankung der Gesundheit fihrt (WHO
2000). Als ausschlaggebende BezugsgréBe wird der BMI verwendet. Der BMI ist
der Quotient aus Gewicht in Kilogramm und dem Quadrat der Kdrpergréf3e in
Metern (kg/m?). Nach WHO Kiassifikation wird Ubergewicht beziehungsweise
Adipositas in Abhangigkeit vom BMI in verschiedene Schweregrade eingeteilt
(Tabelle 1).



Tabelle 1: BMI-Klassifikation der Adipositas bei Erwachsenen
(modifiziert nach WHO 2000)

Klassifikation BMI (kg/m?)
Untergewicht <18,50
Normalgewicht 18,50 — 24,99
Ubergewicht/Praadipositas 25 —29,99
Adipositas Grad | 30 —34,99
Adipositas Grad Il 35-39,99
Adipositas Grad Il =40

Ein BMI von 20 bis 25 kg/m? gilt mit der niedrigsten Mortalitatsrate als Optimal-
bereich (Afshin et al. 2017). Die Adipositas stellt ein multikausales Krankheitsbild
dar, dem ein chronischer Uberschuss in der Energiebilanz zu Grunde liegt. Der
massive Anstieg der Pravalenz der Adipositas und damit der gr6Bte Teil wird
durch Uberernahrung und Bewegungsmangel entsprechend dem Lebensstil ei-
ner industriellen Gesellschaft verursacht (WHO 2000). Dabei beeinflussen gene-
tische, psychosoziale und umweltbedingte Faktoren die Energiebalance der Be-
troffenen (Gonzalez-Muniesa et al. 2017). Folgende Ursachen kdnnen dabei bei-
spielhaft einer Adipositas zu Grunde liegen (Deutsche Adipositas-Gesellschaft
e.V. (DAG) 2014):

» Familiare Disposition

» Standig verfligbare Lebensmittel

» Niedriger Sozialstatus

» Endokrine Erkrankungen (z.B. Hypothyreose, Cushing-Syndrom)

» Medikamente (z.B. Glukokortikoide, Antiepileptika, einige Kontrazeptiva)

» Lebensstil (z.B. Bewegungsmangel)

» Schlafmangel

» Depressive Erkrankungen

» Essstérungen (z.B. Binge-Eating)

* Andere Ursachen (z.B. Immobilisierung, Schwangerschaft, Nikotinverzicht)



Ist eine Adipositas mit weiteren kardiovaskularen Risikofaktoren assoziiert, kann
ein Metabolisches Syndrom vorliegen, welches als Risikocluster mit einem 2-fa-
chen Risiko fur eine kardiovaskulare Erkrankung und einem 5-fachen Risiko an
einem Typ-2-Diabetes mellitus zu erkranken einhergeht (Alberti et al. 2009). Es
gibt zahlreiche leicht voneinander abweichende Definitionen des metabolischen
Syndroms, sodass hier die Definition einer weitverbreiteten Konsens-Erklarung
diverser nationaler und internationaler Institutionen angefihrt wird, bei der min-

destens 3 von 5 Risikofaktoren vorliegen mussen (Alberti et al. 2009):

» Taillenumfang (ethnienspezifisch, Europaer*innen: Frauen = 80 cm, Man-
ner =2 94 cm)

 Arterielle Hypertonie (systolisch = 130 mmHg, diastolisch = 85 mmHg oder
Medikation)

» Hypertriglyceridamie (= 150 mg/dl oder Medikation)

» Niedriges HDL-Cholesterin (Frauen < 50 mg/dl, Manner < 40 mg/dl oder
Medikation)

» Erhdhte Niuchternplasmaglucose (= 100 mg/dl oder Medikation)

1.3. Therapieoptionen der Adipositas

Die Therapie der Adipositas besteht entsprechend der S3-Leitlinie ,Préavention
und Therapie der Adipositas” (DAG 2014) primar aus einem Basisprogramm, wel-
ches durch eine Kombination von Erndhrungs-, Bewegungs- und Verhaltensthe-
rapie zur Gewichtsreduktion fihren soll. Durch die Erndhrungs- und Bewegungs-
therapie sowie verhaltenstherapeutische Unterstitzung soll eine negative Ener-
giebilanz erzielt werden. Die Indikation zur Therapie kann ab einem BMI von 30
kg/m2 oder auch bereits ab einem BMI von 25 kg/m? bei zusatzlich Gbergewichts-
assoziierten Erkrankungen wie zum Beispiel Hypertonie, Typ-2-Diabetes mellitus
oder bei einer abdominal betonten Adipositas gestellt werden.

Weiterhin sind zur adjuvanten medikamentdsen Therapie in Deutschland Orlistat
und Liraglutid zugelassen (DAG 2014). Sind die MaBnahmen der konservativen
Therapie ausgeschoépft, kann ab einem BMI von 40 kg/m? oder bereits ab einem

BMI von 35 kg/m? und Vorliegen einer oder mehrerer Begleiterkrankungen wie
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zum Beispiel Typ-2-Diabetes mellitus, nicht-alkoholische Fettlebererkrankung
oder polyzystisches Ovarialsyndrom die Indikation fir einen bariatrischen Eingriff
gestellt werden. Bei der Mehrzahl der Patient*innen kommt es nach 3 bis 5 Jah-
ren konservativer Therapie wieder zu einer Gewichtszunahme zurlck auf oder
sogar Uber das urspringliche Ausgangsgewicht. Dagegen kénnen nach einer ba-
riatrischen Therapie die Therapieziele meist nachhaltiger erreicht werden
(Bischoff et al. 2012, Cheng et al. 2016, DAG 2014, Deutsche Gesellschaft far
Allgemein- und Visceralchirugie e.V. (DGAV) 2018).

Entsprechend der S3-Leitlinie ,Chirurgie der Adipositas und metabolischer Er-
krankungen“ (DGAV 2018) unterscheidet man zwischen adipositaschirurgischen
und metabolischen Operationen. Bei der adipositaschirurgischen Operation ist
das primare Ziel die Gewichtsreduktion. Im Gegensatz hierzu steht bei der meta-
bolischen Chirurgie eine Verbesserung der diabetischen Stoffwechsellage im
Vordergrund. Die Indikation besteht ab einem BMI von 40 kg/m? und zusatzli-
chem Typ-2-Diabetes mellitus unabh&ngig von der glykdmischen Kontrolle. Ein
metabolischer Eingriff kann auch bereits ab einem BMI von 30 kg/m? in Betracht
gezogen werden, wenn die individuellen Zielwerte der Diabetes-Therapie durch
die diabetesspezifische Therapie nicht erreicht werden. Bariatrische Eingriffe
kénnen unter bestimmten Umstanden auch als Priméarindikation gestellt werden.
Diese kann bei einem BMI = 50 kg/m? oder bei Patient*innen, bei denen eine
konservative Therapie nicht aussichtsreich erscheint oder auch aufgrund von be-
stehenden Erkrankungen, die keine Verzdgerung erlauben, gestellt werden. Bei
der metabolischen Chirurgie kann eine Primarindikation ab einem BMI 40 kg/m?
und gleichzeitig vorliegendem Typ-2-Diabetes mellitus gestellt werden, wenn
hauptsachlich die diabetische Stoffwechsellage verbessert werden soll. Kontra-
indikationen bezlglich der bariatrischen Chirurgie betreffen unter anderem eine
Schwangerschaft, konsumierende Erkrankungen und instabile psychopathologi-
sche Zustédnde (DGAV 2018) (Tabelle 2).



Tabelle 2: Operationsindikationen zur bariatrischen Chirurgie (modifiziert nach S3-
Leitlinie ,Chirurgie der Adipositas und metabolischer Erkrankungen" DGAV 2018)

BMI Zusatzbedingungen

> 40 kg/m? « ohne Begleiterkrankungen
 ohne Kontraindikationen

* nach Erschépfung der konservativen Therapie

> 35 kg/m? » 21 adipositas-assoziierte Begleiterkrankungen: u.a. koro-
nare Herzerkrankung,

* Herzinsuffizienz, Hyperlipidamie, arterieller Hypertonus,
Nephropathie, Obstruktives

» Schlafapnoesyndrom, nicht-alkoholische Fettleber oder
nicht-alkoholische Fettleberhepatitis

> 50 kg/m? * konservativer Therapieversuch wird durch multidisziplina-

Primarindikation , .
res Team als aussichtslos eingestuft

* besondere Schwere von Begleit- und Folgeerkrankungen,

die keinen Aufschub eines operativen Eingriffs zulassen

> 40 kg/m? * im Sinne einer metabolischen Chirurgie bei vorhandenem

Primérindikation Typ-2-Diabetes mellitus, wenn vordergriindig eine Verbes-
serung der glykdmischen Stoffwechsellage erzielt werden
soll

* Nachweis einer ausgeschdpften konservativen Therapie

ist nicht notwendig




1.4. Bariatrische Chirurgie

In der Adipositaschirurgie wird klassischerweise zwischen restriktiven, malab-
sorptiven und kombinierten Operationsverfahren unterschieden (DGAV 2018).
Bei restriktiven Verfahren wird eine Verringerung der PortionsgréBe, die einmal
aufgenommen werden kann, erzielt. Dabei stellt sich das Sattigungsgefihl
schneller und nachhaltiger ein. Ein klassischer Vertreter stellt das Magenband
dar. Hierbei werden verstelloare Magenbander im Bereich der Kardia um den
Magen gelegt und flihren somit zu einer Verengung der Passage flir den Speise-
brei. Weiterhin stellt die Schlauchmagen-Gastrektomie (SG), auch Sleeve-
Gastrektomie genannt, zumindest teilweise ein restriktives Verfahren dar, da hier
neben der Restriktion der Nahrungsmenge zusatzlich positive metabolische Ef-
fekte durch die Entfernung von hormonproduzierenden Magenanteilen hinzu-
kommen. Die klassische Einteilung der Adipositaschirurgie wird daher zuneh-
mend verlassen (DGAV 2018). Die Biliopankreatische Diversion (BPD) gilt als
typisches malabsorptives Verfahren, bei dem durch Umgehung des Duodenums
der Nahrungsbrei mit den Verdauungsséften eine geringe Kontaktstrecke von
meist nur 50 cm hat, sodass nur eine geringflgige Resorption der Nahrungsbe-
standteile moglich ist. Der Magenbypass wie zum Beispiel der proximale Roux-
en-Y Magenbypass (RYGB) gilt als klassischer Vertreter eines kombinierten Ver-
fahrens. Neben der Restriktion der Nahrungspassage treffen die Verdauungs-
safte erst spat auf den Nahrungsbrei. Der Omega-Loop-Magenbypass (syn: Mini
Gastric Bypass (MGB)) stellt ein weiteres etabliertes kombiniertes Verfahren dar,
welches sich durch nur eine Anastomose, der Gastrojejunostomie, auszeichnet
(DGAV 2018).

Einen einheitlichen Standard bezliglich der Verfahrenswahl gibt es aufgrund der
unterschiedlichen Wirkweise der einzelnen Verfahren nicht, sodass die Indikati-
onsstellung immer die individuellen Umstande und Komorbiditaten der Patient*in-
nen bertcksichtigen sollte (Padwal et al. 2011). Bei Vorliegen eines gastrodso-
phagealen Refluxes ist ein RYGB vorteilhaft, da hierdurch die Refluxproblematik
verbessert wird, wahrend diese durch eine SG verstarkt werden wirde (Peterli et
al. 2013). Das Magenband sollte im Hinblick auf die langfristig geringere Ge-



wichtsabnahme als bei den anderen operativen Verfahren und der hohen Spét-
komplikationsrate (42,7%) zurtckhaltend indiziert werden (DGAV 2018, Shen et
al. 2015). Der MBG ist in Bezug auf einen langfristigen Gewichtsverlust mit der
SG und dem RYGB vergleichbar, jedoch ist die Evidenzlage bezlglich der Re-
mission eines bestehenden Typ-2-Diabetes mellitus und mdgliche Risiken eines
biliaren Refluxes noch nicht ausreichend (Quan et al. 2015). Die BPD erzielt im
Vergleich zu den anderen Verfahren den hdéchsten Gewichtsverlust und die
héchste Remissionsrate eines Typ-2-Diabetes mellitus (Panunzi et al. 2015). Die-
ses Verfahren geht allerdings mit immensen Fettstihlen und zahlreichen weite-
ren Komplikationen einher, sodass es sich in Deutschland nicht durchgesetzt hat
(Parikh et al. 2006).

Der héchste Evidenzgrad liegt laut Leitlinie fir die SG und den RYGB vor (DGAV
2018). Bei der SG besteht im Vergleich zur RYGB kein signifikanter Unterschied
bezlglich der Gewichtsabnahme nach einem Zeitraum von zwei Jahren (Fischer
et al. 2012). Der RYGB ist hinsichtlich zahlreicher Komorbiditédten adip6ser Pati-
ent*innen der SG Uberlegen: flr Typ-2-Diabetes mellitus (OR 3,29), arterieller
Hypertonie (OR 1,29), Dyslipidamie (OR 1,15), Schlafapnoe (OR 1,64), wenn-
gleich das Risiko unerwiinschter Ereignisse (OR 1,98) héher ist (DGAV 2018,
Zhang et al. 2014). Die SG geht im Vergleich zur RYGB mit einer geringeren
Komplikationsraten einher (SG: 12,1 % (10% - 13,2%), RYGB: 20,9% (10 % -
26,4 %) bei vergleichbarer Haufigkeit schwerer Komplikationen (Trastulli et al.
2013). Bei den meisten Komplikationen handelt es sich um Abszesse, Blutungen
und Fisteln der Klammernaht (DGAV 2018).Weiterhin treten bei der RYGB héau-
figer Mangelerscheinungen auf (Kwon et al. 2014). Die beiden Verfahren sind am
weitesten verbreitet und werden nachfolgend im Detail beschrieben (Angrisani et
al. 2015).



1.5. Schlauchmagen-Gastrektomie

Die Schlauchmagen-Gastrektomie (SG), auch Sleeve-Gastrektomie genannt,
wurde 1993 von Marceau etabliert und stellt zunachst ein eigenstéandiges Opera-
tionsverfahren dar (Marceau et al. 1993). Bei der SG erfolgt eine vertikale Re-
sektion der groBen Kurvatur des Magens, einschlieBlich des Fundus, entspre-
chend etwa 80% des Magenvolumens, sodass ein kleinkurvaturseitiger Magen-
schlauch mit einem Restvolumen von etwa 100ml erhalten wird (Huttl et al. 2009,
Nguyen et al. 2016) (Abbildung 1).

Abbildung 1: Schlauchmagen-Gastrektomie
(modifiziert nach Nguyen et al. 2016)

Die SG kann optional in einem zweiten Schritt in einen RYGB, in einen postpylo-
rischen Bypass oder in einen Omega-Loop-Magenbypass umgewandelt werden
(Regan et al. 2003). Nach 5 Jahren kann eine Verringerung des BMI im Mittel
von 10,4 kg/m? (95 % CI: 15,0 - 5,7) sowie eine Remission eines vorliegenden
Typ-2-Diabetes mellitus bei etwa 58,2 % (95 % CI: 30,8 - 81,3) der Patient*innen

erreicht werden (Yu et al. 2015).



1.6. Roux-en-Y-Magenbypass

Der proximale RYGB stellt die am weitesten verbreitete Variante der verschiede-
nen Magenbypass-Verfahren dar, welcher Ende der 1960er Jahre von Mason
und Ito erstmals beschrieben wurde (Mason et al. 1967). Wittgrove und Clark
haben Ende der 1990er den Eingriff zu der heute Ublichen laparoskopischen
Form weiterentwickelt (Wittgrove et al. 2000). Bei diesem Eingriff wird zunachst
ein Magenpouch mit einem Volumen von 15 bis 20 ml unter Verbleiben des blind-
verschlossenen Restmagens angelegt und anschlieBend die Roux-en-Y Rekon-
struktion durchgefihrt (Abbildung 2).

Abbildung 2: Roux-en-Y-Magenbypass
(modifiziert nach Nguyen et al. 2016)

Dabei wird eine Gastroenterostomie entsprechend einer Anastomose zwischen
dem Magenpouch und dem etwa 50 cm distal des Treitz-Bandes durchtrennten
jejunalen Dunndarms gebildet. Weiterhin wird eine FuBpunktanastomose als



Seit-zu-Seit Jejunojejunostomie angelegt, sodass eine alimentare und eine bilio-
pankreatische Schlinge entstehen. Unter Berlicksichtigung der Operabilitat und
des BMI wird die biliopankreatische Schlinge meist auf eine Lange von etwa 40 -
80 cm und die alimentare Schlinge auf etwa 100 - 200 cm angelegt. Eine Vergro-
Berung der Schlingenlangen bewirkt eine starkere Malabsorption und wird haufig
zur Erzielung eines starkeren Gewichtsverlusts bei héherem BMI angewandt
(DGAV 2018, Lo Menzo et al. 2014).

Nach 5 Jahren kann eine Verringerung des BMI um durchschnittlich 12,6 kg/m?
(95 % CI: 20,1 — 5,1) sowie eine Remissionsrate eines Typ-2-Diabetes mellitus
von 75.0 % (95 % CI: 63.1 - 84.0) erreicht werden (Yu et al. 2015).
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1.7. Oxidativer Stress und Tumorgenese in adipdsen Patient*innen

Bei der Adipositas kommt es bedingt durch die massive VergrdéBerung des wei-
Ben Fettgewebes durch eine Vielzahl an Mechanismen zu einem erhdhten oxi-
dativen Stress. Dieser entsteht generell durch ein Ungleichgleichgewicht zwi-
schen oxidativen und antioxidativen Bestandteilen (Sies 1997). Reaktive Sauer-
stoffspezies stellen einerseits durch direkte Schadigung der Desoxyribonuklein-
saure (DNS) und andererseits durch Modifikation von Proteinen und Stérung von
Signalkaskaden einen wesentlichen Faktor in der Tumorgenese dar (Gao et al.
2017). So entsteht mit dem Zuwachs an Fettgewebe ein zunehmend hypoxisches
Milieu einhergehend mit mitochondrialer Dysfunktion, chronischer Entztindungs-
reaktion, Hyperleptinamie, Hyperglykamie, Hyperlipidamie und einer reduzierten
antioxidativen Kompetenz. Diese Faktoren verstarken sich dabei gegenseitig
(Fernandez-Sanchez et al. 2011, Hosogai et al. 2007, Manna et al. 2015). Die
mitochondriale Dysfunktion fihrt zur vermehrten Entstehung von reaktiven Sau-
erstoffspezies (ROS), insbesondere von Superoxidanionradikalen im Sinne eines
Ein-Elektron-Ubergangs auf molekularen Sauerstoff (Bournat et al. 2010, Manna
et al. 2015, Murphy 2009)(Abbildung 3). Die Elektronentransportkette der Mito-
chondrien gilt als gréBter Produzent von ROS (Holmstrém et al. 2014).

e +2H* e +H* e +H"

;_, Oye . H,0, N . OH* . H,0

Abbildung 3: Nebenprodukte der mitochondrialen Atmungskette

Bildung von Superoxid-Anionen (Oze), Wasserstoffperoxid (H202) und Hydroxylradika-
len (HOs). Die Komplexe | (NADH-Ubichinon-Oxidoreduktase) und Ill (Cytochrom c-
Oxidoreduktase) der fiinf Proteinkomplexe der Atmungskette gelten als maBgebende
Reaktionszentren von Superoxidanionradikalen (modifiziert nach Mailloux 2015).

Durch UbermaBige Bildung von Leptin und Entziindungsmediatoren wie zum Bei-
spiel Tumor-Nekrose-Faktor-alpha und Interleukin-6 im Fettgewebe adipdser Pa-
tient*innen kommt es weiterhin tber die Aktivierung von NADPH-Oxidasen zu
einer verstarkten Freisetzung von ROS (Fortuno et al. 2010, Manna et al. 2015,
Tilg et al. 2006). Oxidativer Stress beziehungsweise der Uberschuss an ROS

kann ursachlich auch durch eine gestérte antioxidative Abwehr bedingt sein
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(Halliwell et al. 2004). Die wesentlichen antioxidativen Enzyme stellen in Eukary-
onten die Superoxiddismutasen, Katalasen und Glutathionperoxidasen dar (Sies
1997). Zu den endogenen Antioxidantien zahlen unter anderem Melatonin, Harn-
sdure und insbesondere das Glutathion. Letzteres gehért mit der Glutathionper-
oxidase und -reduktase zu einem der wichtigsten Entgiftungssysteme des
menschlichen Kérpers (Rahman et al. 2006) (Abbildung 4).

2e”

Superoxiddismutase O, .

20,
2 H,0 H,0, .
H,O
GSH-Peroxidase
Katalase
1/2 O,
GSSG 2 GSH

GSSH-Redukase >_<

NADPH+H * NADP*

Gucose6Dehvdroqenas><
6-P-Gluconat Glcose-6-P

Abbildung 4: Enzymatische Antioxidantien

Das Superoxidanionradikal (Oz'e) wird in einem ersten Schritt durch die Superoxiddis-
mutase zu Wasserstoffperoxid (H202) und in einem zweiten Schritt durch die Katalase
zu Wasser (H20) und molekularen Sauerstoff (O2) abgebaut werden. Alternativ kann
H>O- durch die Glutathionperoxidase abgebaut werden. Die Glutathionreduktase und die
Glucose-6-Phosphatdehydrogenase regenerieren dabei das Glutathion aus Glutathion-
disulfid (modifiziert nach Abbildung 20.3, Heinrich et al. 2014).
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Insgesamt ist ein Zusammenwirken aller antioxidativen Entitaten essenziell zur
Verminderung von oxidativem Stress. Es wird angenommen, dass dieser neben
der Pathogenese von weiteren mit der Adipositas assoziierten Erkrankungen wie
beispielsweise Schlafstérungen, Asthma, Typ-2-Diabetes mellitus, Infertilitat, he-
patische, renale und kardiovaskulare Funktionsstérungen auch insbesondere flr
das gesteigerte Krebsrisiko mitverantwortlich ist (Manna et al. 2015). Durch einen
Uberschuss an ROS kann es zu verschiedensten Schaden an Proteinen, Lipiden
und der DNS des menschlichen Kérpers kommen. Durch Interaktion mit Signal-
kaskaden kénnen ROS beispielsweise die DNS-Reparatur sowie die Apoptose
stéren, sodass ein Uber die reine DNS-Schadigung hinausgehender Einfluss auf
die Tumorgenese angenommen wird (Gao et al. 2017, Halliwell et al. 2004, Sosa
et al. 2013). Dabei stehen adipositas-assoziierte Genmutationen, Insulin und IGF
Signalkaskaden, chronische Inflammation sowie Stérungen der Adipokine me-
chanistisch in einem interdependenten Zusammenhang mit dem erhdhten Krebs-
risiko adipéser Patient*innen (Zheng et al. 2017). Durch Reaktion von ROS mit
mehrfach ungesattigten Lipiden kénnen Lipidperoxide entstehen, die einerseits
selbst als ROS Schaden an kérpereigenen Proteinen und der DNS verursachen
kénnen oder andererseits durch enzymatischen oder spontanen Zerfall Malondi-
aldehyd (MDA) freisetzen kénnen (Ayala et al. 2014). MDA besitzt aufgrund sei-
ner hohen Reaktivitdt mit zahlreichen kérpereigenen Molekiilen eine mutagene
Wirkung (Esterbauer et al. 1991, Niedernhofer et al. 2003) sowie das Potenzial
zur Alteration von Proteinen und Signalkaskaden (Zarkovic et al. 2013).

Laut der Internationalen Krebsforschungsagentur pradisponiert eine Adipositas
fir insgesamt 13 Krebsarten. Insbesondere beim Kolon-, Rektum-, Leberzell-,
Gallenblasen-, Pankreas-, Nierenzellkarzinom und den Adenokarzinomen des
Osophagus und der Kardia konnte eine starke Korrelation zwischen BMI und
Krebsrisiko im Sinne einer Dosis-Wirkungs-Beziehung festgestellt werden
(Lauby-Secretan et al. 2016) (Tabelle 3).
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Tabelle 3: Risikostratifizierung adipositas-assoziierter Krebsarten
(modifiziert nach Special Report 2016 der Internationalen Krebsforschungsagentur,
Lauby-Secretan et al. 2016)

Krebsart oder betroffenes Organ | Relatives Risiko der héchst ausge-
werteten BMI Kategorie im Vergleich
zum normalen BMI (95% CI)

Osophageales Adenokarzinom 4.8 (8.0-7.7)
Kardiakarzinom 1.8 (1.3-2.5)
Kolon- und Rektumkarzinom 1.3(1.3-1.4)
Leber 1.8(1.6-2.1)
Gallenblasen 1.3(1.2-1.4)
Pankreas 1.5(1.2-1.8)

Brust (postmenopausal) 1.1 (1.1 —1.2) RR pro 5 BMI Einheiten
Gebarmutter 7.1(6.3-8.1)
Eierstock 1.1 (1.1-1.2)
Nierenzellkarzinom 1.8(1.7-1.9)
Meningiom 1.5(1.3-1.8)

Schilddriise 1.1 (1.0 -1.1) RR pro 5 BMI Einheiten
Multiples Myelom 1.5(1.2-2.0)

Oxidativer Stress und der damit verbundene DNS-Schaden sind nach bisherigen
Erkenntnissen mafBgebend in der Tumorgenese der adipositas-assoziierten
Krebsarten beteiligt (Karaman et al. 2015, Zheng et al. 2017). Inwieweit sich
diese beiden Faktoren im Rahmen eines Gewichtsverlusts verhalten beziehungs-
weise eine zu erwartende Verbesserung eintritt, kann nach bisherigen Erkennt-
nissen nicht eindeutig beantwortet werden (Habermann et al. 2015, lbero-
Baraibar et al. 2014, Jones et al. 2014, Soares et al. 2016). Dies kann darin be-
grindet sein, dass bisherige Untersuchungen in Zusammenhang mit einem nur
geringen Gewichtsverlust durchgeflihrt wurden, wie dieser meist bei der konser-
vativen Therapie der Adipositas eintritt, und weiterhin der Ausgangs-BMI zu nied-
rig war, um die Relevanz des oxidativen Stresses und des DNS-Schadens zu
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klaren (Bankoglu et al. 2017). Die Untersuchungen der vorliegenden Arbeit soll-
ten daher an Patient*innen, die einen bariatrischen Eingriff erhalten, durchgefihrt
werden, da sich die bariatrische Chirurgie bisher als die effektivste Therapieop-
tion zur Gewichtsreduktion erwiesen hat (Cheng et al. 2016). Epidemiologische
Studien lassen eine Reduktion des Krebsrisikos durch die bariatrische Chirurgie
annehmen, jedoch ist die Studienlage bisher nicht eindeutig (Coe et al. 2014),
sodass die Untersuchungen der vorliegenden Arbeit an adipésen Patient*innen
hinsichtlich des oxidativen Stresses und DNS-Schadens zu einem besseren me-
chanistischen Verstandnis einer méglichen tumorprotektiven Wirkung der bariat-
rischen Therapie beitragen sollen.
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1.8. Zielsetzung der Arbeit

Zielsetzung dieser Arbeit war, den Einfluss des Gewichtsverlusts durch bariatri-
sche Operation auf den oxidativen Stress und eine mdgliche Reduktion des DNS-
Schadens bei adipésen Patient*innen zu untersuchen. Es gibt zwar zahlreiche
Untersuchungen, die belegen, dass eine Adipositas mit einem erhéhten oxidati-
ven Stress und folglich einem gesteigertem Krebsrisiko assoziiert ist, jedoch nur
wenige Studien, die oxidativen Stress und DNS-Schéadigung im Hinblick auf einen
Gewichtsverlust bei adip6sen Patient*innen untersuchten. Insbesondere ist die-
ser Zusammenhang im Hinblick auf eine massive Gewichtsreduktion, die meist
nur mit einem bariatrischen Eingriff zu erzielen ist, bisher unzureichend unter-
sucht worden. Die Untersuchungen sollten somit an Patient*innen durchgefihrt
werden, die entweder einen Schlauchmagen oder einen Roux-en-Y-Magenby-
pass erhalten hatten. Der DNS-Schaden sollte in peripheren Lymphozyten unter
Verwendung des Comet-Assays untersucht werden. Dieser Assay stellt eine Me-
thode zur mikroskopischen Detektion von DNS-Strangbriichen dar. Da oxidativer
Stress durch eine erhéhte Produktion und/oder durch eine reduzierte antioxida-
tive Abwehr entsteht, sollten diese beiden Komponenten untersucht werden. Die
Konstitution der antioxidativen Abwehr im Verlauf des Gewichtsverlusts sollte zu-
nachst durch Bestimmung der Eisenreduktionsfahigkeit im Plasma untersucht
werden. Hierbei werden sowohl endogene als auch exogene Antioxidantien er-
fasst. Im Weiteren sollte der Glutathiongehalt in Erythrozyten bestimmt werden.
Das Glutathion-Entgiftungssystem ist eines der bedeutendsten antioxidativen Ab-
wehrmechanismen des menschlichen Koérpers. Das Ausmal der Lipidperoxida-
tion sollte im Plasma mit dem Assay auf Thiobarbitursaure-reaktive Substanzen,
welcher im Wesentlichen die Malondialdehyd-Konzentration erfasst, untersucht
werden. Malondialdehyd ist ein mutagenes Abbauprodukt der Lipidperoxidation
und kann weiterhin als stabiler Surrogatmarker fir ROS quantitativ bestimmt wer-
den.

Die Untersuchungen sollten an Blutproben adipéser Patient*innen jeweils
praoperativ sowie 6 und 12 Monate nach bariatrischer Operation durchgefihrt

werden.
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2. Material und Methoden

2.1. Chemikalien
Chemikalien CAS Nummer | Bezugsquelle
Jnethyl-2-Vinylpyndinluim- | 339530-78-8 | Sigma-Aldrich (Minchen, DE)
2,4,6-Tri(2-pyridil)-s-triazin ar. Fluka (Sigma-Aldrich, Min-
(Fel.TPTZ) 3682-35-7 chen, DE)
5,5"Dithiobis-2-nitrobenzoe- | gq 7g 5 Sigma-Aldrich (Miinchen, DE)
saure
Dikaliumhydrogenphosphat- | 7758 14 _4 Merck (Darmstadt, DE)
Hydrat
Eisen-(ll)-sulfat-Heptahydrat | 7782-63-0 VWR (Darmstadt, DE)
Eisen-(lll)-chlorid- e
Hexahydrat 10025-77-1 Carl Roth (Karlsruhe, DE)
Essigsaure 64-19-7 Sigma-Aldrich (Minchen, DE)
Ethylendiamin-tetraessig-
saure, Dinatriumsalz Dihyd- | 6381-92-6 Carl Roth (Karlsruhe, DE)
rat (Na2EDTA)
GelRed™ Biotrend (Darmstadt, DE)
Glutathiondisulfid 27025-41-8 Sigma-Aldrich (Minchen, DE)
Glutathion 70-18-8 Sigma-Aldrich (Minchen, DE)
Glutathionreduktase 9001-48-3 Sigma-Aldrich (Minchen, DE)
Hamoglobin (human) 9008-02-0 Sigma-Aldrich (Minchen, DE)
Histopaque-1077 Sigma-Aldrich (Minchen, DE)
Kaliumcyanid 151-50-8 Sigma-Aldrich (Minchen, DE)
Kaliumdihydrogenphosphat | 7778-77-0 Merck (Darmstadt, DE)
Kaliumhexacyanoferrat 13746-66-2 Merck (Darmstadt, DE)
Malondialdehyd 542-78-9 Sigma-Aldrich (Minchen, DE)
',f/’c'f)ataphosr’horsa”re (335 137267.86-0 | Carl Roth (Karlsruhe, DE)
Methanol 67-56-1 Carl Roth (Karlsruhe, DE)
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Natriumacetat wasserfrei 127-09-3 Merck (Darmstadt, DE)
Natriumbikarbonat 144-55-8 Sigma-Aldrich (Minchen, DE)
Natriumchlorid 7647-14-5 Carl Roth (Karlsruhe, DE)
Natriumhydroxid 1310-73-2 Carl Roth (Karlsruhe, DE)
Natriumlarylsulfat 151-21-3 Carl Roth (Karlsruhe, DE)
Nicotinamidadenindinukleo-

tidphosphat reduziertes 2646-71-1 Alfa Aesar (Landau, DE)
Tetrasodiumsalzhydrat

normal Melting Point Aga- | 39346-81-1 | Sigma-Aldrich (Miinchen, DE)
Salzsaure (37 %) 7647-01-0 Merck (Darmstadt, DE)
Thiobarbitursaure 504-17-6 Sigma-Aldrich (Miinchen, DE)
Tris(hydroxymethyl)-amino-

methan 77-86-1 Carl Roth (Karlsruhe, DE)
Triton X-100 9002-93-1 Sigma-Aldrich (Minchen, DE)

Phosphatgepufferte Salzlé-
sung (PBS)

Sigma-Aldrich (Miinchen, DE)
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2.2. Lésungen

Lésung Inhaltsstoffe Mengen
Acetatpuffer-Lésung Natriumacetat-Anhydrat 1,87 ¢g
(300 mM; pH 3,6) Essigsaure-Anhydrat 16,05 ml
Bidest. Wasser ad 1000 ml
Drabkin-Lésung Natriumhydrogencarbonat 400 mg
Kaliumcyanid-Lésung 400 pl
(50mg/ml)
Kaliumhexacyanoferrat-lI- 400 pl
Lésung (20 mg/ml)
Roth HPLC-Wasser ad 400 mi
Eisen-(lll)-chlorid (20 mM) Eisen-(lll)-chlorid-Hexahydrat | 0,54 g
40 mM Salzsaurelésung ad 100m|
Fe-TPTZ-Lésung 2,4,6-Tri(2-pyridil)-s-triazin 0,312 ¢
(10 mM; 40 mM HCI) Salzsaurelésung 40 mM ad 100m|
FRAP-L6sung Acetatpuffer (300 mM, pH 3,6) | 10 mi
Eisen-(lll)-chlorid-Hexahydrat- | 1 ml
Lésung (20 mM)
Tripyridiltriazin-Lésung 1 ml
(10 mM)
HCI-Lésung (40 mM) Salzs&ure konz. 245 ul
Bidest. Wasser ad 200 ml
KPE-Puffer (pH-Wert 7,5) Lésung A 16 ml
Lésung B 84 ml
HCI/NaOH q.s.
Na2EDTA (nach pH-Einstel- | 0,327 g
lung)
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Lésung A Kaliumdihydrogenphosphat 6,8 9
Bidest. Wasser ad 500 ml

Lésung B Dikaliumhydrogenphosphat 85¢
Bidest. Wasser ad 500 ml

Natriumlaurylsulfat-Lésung Natriumlaurylsulfat 109

(10%) Bidest. Wasser ad 100m|

Thiobarbitursaure-Lésung Thiobarbitursaure 2,7 mg

(0,0054 mg/ml) Essigsaure-Lésung (3,5 M)
Natriumhydroxid-Lésung (2 M) | aa ad 500ml
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2.3. Gerate und Verbrauchsmaterialien

Gerat / Verbrauchsmaterial

Hersteller

Feinwaage Sartorius (Géttingen, DE)
Brutschrank Heraeus (Hanau, DE)

Zeiss Mikroskop, Carl Zeiss (Jena, DE)
Mikroskop TRITC-Filter  Nikon

Labophot-2  (200x),
GmbH (Dusseldorf, DE)

Plate Reader

Spectra Max 340, Molecular Devices (San
Jose, USA)

Thermo Shandon Cytospin 3, Thermo Fisher
Scientific (Waltham, USA)

Zentrifugen Universal K2S, Andreas Hettich GmbH &
Co.KG (Tuttlingen, DE)
Universal 16 R, Hettich (Tuttlingen, DE)
Pipetten Gilson (Villiers le Bel, Frankreich)

Kihlschranke

-80 °C, Hera Freeze, Thermo Fisher Scien-
tific (Waltham, USA)

-20 °C, Liebherr (Ochsenhausen,DE )

3 — 8 °C Privileg, Quelle (Burgkunstadt, DE)

Sterilwerkbank

Gelaire (Sydney, Australien)

Objektrager

Superfrost, Carl Roth (Karlsruhe, DE)

96-Lochplatte

Sarstedt (NUmbrecht, DE)

Schraubréhren (15 ml, 30 ml)

Sarstedt (NUmbrecht, DE)

Mikrozentrifugenrdéhrchen
(1,5ml, 2 ml)

VWR (Darmstadt, Deutschland)
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2.4. Patient*innen-Kollektiv

Die Patient*innen der vorliegenden Arbeit wurden in Zusammenarbeit mit der All-
gemein- und Viszeralchirurgie und dem Adipositaszentrum des Universitatsklini-
kums Wrzburg rekrutiert (Ethikvotum 186/14). Insgesamt wurden 61 Patient*in-
nen, die eine bariatrische Operation erhalten sollten, ausgewertet. Davon erhiel-
ten 22 Patient*innen eine SG und 39 Patient*innen einen RYGB. Neben den in-
dividuellen Medikationen erhielten die Patient*innen zusatzlich eine postopera-
tive Supplementation (Vitamin B1, Calciumcitrat, Vitamin D, Folsaure, Vitamin B12
(intramuskular)). Die Blutprobenentnahme wurde jeweils vor dem Operationster-
min sowie zu zwei weiteren Zeitpunkten — 6 und 12 Monate postoperativ - durch
Mitarbeiter*innen des Adipositaszentrums durchgefihrt. Die klinischen Werte fr
das glykierte Hamoglobin, CRP, Vitamin D, Triglyceride, HDL- und LDL-
Cholesterin wurden vom Zentrallabor des Universitatsklinikums Wirzburg nach
Routinemethoden bestimmt. Nachfolgend ist ein Uberblick der wesentlichen
Komorbiditaten der Studienpopulation dargestellt (Tabelle 4).

Tabelle 4: Komorbiditaten der Studienpopulation

Komorbiditaten der Studienpopu- | Absolute Haufigkeit | Prozentuale
lation praoperativ (n=61) Haufigkeit (%)
Typ-2-Diabetes mellitus 21 34,4
Hypertonus 41 67,2
Nicht-alkoholische Fettleber 40 65,6
Nicht-alkoholische Fettleberhepatitis 6 9,8
Depression 21 34,4
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2.5. Blutaufbereitung

Die Blutproben wurden von Mitarbeiter*innen des Instituts fir Pharmakologie und
Toxikologie taggleich wie nachfolgend beschrieben verarbeitet. Zunachst wurden
10 ul EDTA-Vollblut zur Durchfihrung der Einzelzellgelelektrophorese entnom-
men und diese parallel zur weiteren Aufbereitung der Blutprobe wie unter 2.6
beschrieben durchgefiihrt. Das restliche Vollblut wurde zur Separation von Eryth-
rozyten, Lymphozyten und Plasma mittels Dichtegradientenzentrifugation weiter-
verarbeitet. Hierfr wurden in einem 15 ml Zentrifugenréhrchen Histopaque in
aquivalenten Volumina mit Vollblut Gberschichtet und zentrifugiert (1600 rpm, 30
min, RT). Im Anschluss wurde die obere Plasmaschicht vorsichtig mit einer
Glaspipette enthommen und auf mehrere Aliquote zu 500 pl verteilt. Als unterste
Schicht wird die Erythrozytenfraktion erhalten. Diese wurde mit 5 ml kaltem Phos-
phatpuffer gewaschen, zentrifugiert (1500 rpm, 15 min, 4 °C) und anschlieBend
zu 500 pl aliquotiert. Alle Aliquote wurden bei -80 °C unter Ausschluss von Licht

gelagert und fur die jeweiligen Untersuchungen aufgetaut.
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2.6. Einzelzellgelelektrophorese

Die Einzelzellgelelektrophorese wurde stets taggleich zur Blutentnahme durch
Mitarbeiter*innen des Instituts fir Pharmakologie und Toxikologie durchgefihrt.
Kurz beschrieben wurden hierfir 10 ul Vollblut mit 160 ul vorgewarmter 0,8 %
Low-Melting-Point-Agarose (37 °C) gemischt und davon 45 pul auf einen mit 1,5 %
Normal-Melting-Point-Agarose beschichteten Objekttrager aufgetragen und mit
einem Deckglas bedeckt. Ebenso wurde mit Positiv- und Negativkontrollen ver-
fahren. Nach dem Ausharten der Mischung wurde das Deckglas entfernt und der
Objekttrager in eine Glaskivette mit vorgekUhlter (4 °C) Lysepufferldsung fir 1 h
unter Ausschluss von Licht gestellt. Durch die Lyselésung werden alle zellularen
Bestandteile bis auf die Zellkerne aufgeldst, sodass nur die Zellkerne der Leuko-
zyten in der Agarosematrix eingebettet verbleiben. Die Objekttrager wurden dann
mit destilliertem Wasser abgespilt und in einer Elektrophoresekammer platziert.
AnschlieBend wurde die Elektrophoresekammer mit vorgekihltem (4°C) Elektro-
phoresepuffer beflillt, sodass die Objekttrager vollstindig davon bedeckt wurden.
Zunachst wurde zur Entwindung der DNS eine Inkubationszeit von 20 min abge-
wartet. Danach wurde die Elektrophorese durch Anlegen einer Spannung von
25V bei initial 300 mA fir 20 min gestartet. Die Elektrophoresekammer wurde
dabei mit Eiswasser gekuhlt. Im Anschluss wurden die Objekttrager zur Neutrali-
sation fir 5 min in eine mit Tris-Puffer-Lésung (pH 7,5) beschickten Glaskiivette
gestellt, danach mit vorgekihltem Methanol (-20 °C) fir 5 min fixiert und dann
zum Trocknen unter einen Abzug gestellt. Bis zum Anférben der Proben wurden
die Objekttrager bei Raumtemperatur unter Ausschluss von Licht gelagert. Fir
die DNS-Farbung wurden 20 pl GelRed-Lésung auf die Agaroseschicht aufgege-
ben und mit einem Deckglas bedeckt.

Die Auswertung erfolgte vom Autor dieser Arbeit an einer Subpopulation bereits
gefarbter Proben (n = 24). Diese wurden am Fluoreszenzmikroskop Labophot 2
(Nikon GmbH; Dusseldorf) unter 200-facher VergréoBerung und mit der Software
Komet 5 (BFI Optilas) analysiert. Mithilfe der Software wurde der DNS-Anteil im
Schweif gemessen und prozentual ermittelt. Hierbei wurden fiir jede Probe 100
Zellen auf zwei Replikaten (50 Leukozyten pro Replikat) verblindet ausgewertet.
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2.7. Bestimmung der Eisenreduktionsféhigkeit im Plasma

Die antioxidative Kapazitat der Plasmaproben wurde mit dem Eisenreduktionsfa-
higkeits-Test (engl. Ferric Reducing Ability of Plasma Test, FRAP) bestimmt. Die-
ser Test quantifiziert wasserlésliche antioxidative Substanzen als Eisen-lI-
Reduktionsaquivalente. Dabei wird ein Eisen-(lIl)-Tripyridyltriazin-Komplex (Fe3+-
TPTZ) durch im Plasma enthaltene Antioxidantien zu einem Eisen-(ll)-
Tripyridyltriazin-Komplex (Fe?*-TPTZ) reduziert (Abbildung 5). Der Fe2*-TPTZ-
Komplex wird zur quantitativen Analyse bei 593 nm spektralphotometrisch ge-
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messen (Benzie et al. 1996).

[Fe(ll)(TPTZ),1%* [Fe(I)(TPTZ),?*

Abbildung 5: Reaktion des Eisen-Tripyridyltriazin-Komplexes
(modifiziert nach Huang et al. 2005)

Die Plasmaproben wurden 1:3 mit bidestilliertem Wasser verdiinnt. Fir den Stan-
dard wurde fir jeden Analysendurchlauf eine Verdinnungsreihe angefertigt und
zusammen mit den Proben inkubiert. Das FRAP-Reagenz wurde unmittelbar vor
jeder Messung aus Acetatpuffer, Fe-(lll)-TPTZ und Eisen-(lll)-Chlorid im Verhalt-
nis 10:1:1 frisch hergestellt und im Wasserbad auf 37°C erwarmt. Es wurden je-
weils 20 pl der Standardlésungen und der Plasmaverdiinnungen in eine 96-Loch-
Platte pipettiert. Direkt im Anschluss wurden 180 ul des FRAP-Reagenzes mit
Hilfe einer 8-Kanal-Eppendorfpipette jeweils allen vorgelegten Proben hinzu pi-
pettiert und der Ansatz bei 37°C fir 90 min im Trockenschrank inkubiert. Die
Endkonzentrationen der Standards betrugen 0 — 10 — 20 — 40 — 50 — 60 — 80 —
90 uM. Zuletzt wurden die Konzentration der Eisenreduktionsdquivalente photo-
metrisch im Plate-Reader bei einer Wellenlange von 593 nm bestimmt.
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2.8. Glutathion-Bestimmung

Zur Evaluation des antioxidativen Entgiftungssystems sollten die Konzentratio-
nen des Gesamtglutathions (GSHuta) sowie der oxidierten Spezies — Glutathion-
disulfid (GSSG) — in den Erythrozyten bestimmt werden. Die verwendete Gluta-
thionbestimmung basierte auf dem von Tietze et al. entwickelten Enzym-Recyc-
ling-Assay und orientierte sich an einem weiterentwickelten Protokoll nach
Rahman et al. (modifiziert nach Rahman et al. 2006, Tietze 1969). Bei dieser
Methode wird Ellmanns Reagenz (5,5 -Dithiobis-2-nitrobenzoesaure, DTNB) ein-
gesetzt, welches mit der Thiolgruppe des Glutathions (GSH) unter Freisetzung
von 2-Nitro-5-thiobenzoat (TNB) und Glutathion-TNB-Addukt reagiert (Abbil-
dung 6).

o SH
S\S/I:::I;W/OH 0 Q /I:N/H\v/ﬂ\
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Glutathion-TNB-Addukt

und GSSG

Abbildung 6: Glutathion-Recycling-Assay

Die Glutathionreduktase reduziert sowohl das gebildete GSH-TNB-Addukt als auch das
GSSG zu GSH unter Verbrauch von NADPH/H*. Dabei ist die Reaktionsgeschwindigkeit
des gebildeten TNB proportional zur GSHia-Konzentration (modifiziert nach Rahman et
al. 2006, Tietze 1969).
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Das TNB wird zur quantitativen Bestimmung photometrisch bei einer Wellen-
lange von 412 nm gemessen. Die Glutathionreduktase (GR) katalysiert mit
NADPH als Reaktionspartner die RuUckfihrung des gebildeten GSH-TNB-
Addukts zu GSH und TNB. Da die GR des Weiteren GSSG zu GSH reduziert, ist
die Reaktionsgeschwindigkeit des gebildeten TNB proportional zur GSHiota-Kon-
zentration. Diese ist folglich aus der GSH- und GSSG-Konzentration zusammen-
gesetzt.

Flr die Bestimmung der GSSG-Konzentration musste das in der Probe vorhan-
dene GSH maskiert werden. Hierfir wurde abweichend vom Protokoll nach
Rahman et al. statt 2-Vinylpyridin das 1-Methyl-2-vinylpyridin (M2VP) verwendet,
da dieses schneller und effektiver eine kovalente Bindung mit der Thiol-Gruppe
des GSH eingeht (Rahman et al. 2006, Shaik et al. 2006). Somit erfolgten die
Bestimmungen der GSHiwta- und GSSG-Konzentrationen parallel in zwei ge-
trennten Ansatzen aus demselben Erythrozytenaliquot einer Patient*innen-
Probe. Fir die Bestimmung des GSHita wurden 100 pl eines Erythrozytenali-
quots in einem mit 400 ul eisgeklhlter 5%-iger Metaphosphorsaure vorgelegten
1 ml Eppendorffréhrchen pipettiert und unverziglich gevortext, um einen még-
lichst homogenen Lyseprozess zu gewahrleisten. Abweichend davon wurden far
die Bestimmung des GSSG zunéachst 100 ul desselben Erythrozytenaliquots ei-
ner jeweiligen Probe mit 10 pl M2VP (8,6 pg/ul) fir 5 min auf Eis und unter Aus-
schluss von Licht inkubiert. Flr die Zelllyse wurden ebenfalls 400 ul Metaphos-
phorsaure hinzugegeben und der Ansatz intensiv gemischt unter Verwendung
eines Vortex-Gerates. Beide Anséatze wurden zentrifugiert (4 °C, 3000 x g, 5 min).
Die Uberstande beider Ansatze wurden fiir die Bestimmung des GSHiotal 1:30 und
des GSSG 1:5 vorverdiinnt. AnschlieBend wurden fir beide Ansatze jeweils 20 pl
der Proben-Vorverdiinnungen und Standardlésungen in eine 96-Loch-Platte pi-
pettiert. Unmittelbar danach wurden 120 pl DTNB-/ Glutathionreduktase-Mi-
schung (DTNB (2 mg/ml); GR (10 U /3 ml)) zu jeder Probe und Standard hinzu-
pipettiert und zuletzt zligig die enzymatische Reaktion unter Zugabe von 60 pl B-
NADPH (2 mg /3 ml) gestartet. Die Endkonzentrationen der Standards betrugen
2,64 - 1,32 - 0,66 — 0,33 — 0,165 — 0,0825 mM. Der Reaktionsansatz wurde
sofort photometrisch bei einer Wellenlange von 412 nm im Plate-Reader Uber
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einen Zeitraum von 5 min alle 30 s zur Bestimmung der GSH- und GSSG-
Konzentrationen gemessen. Alle Arbeitsschritte wurden zlgig und unter Licht-
ausschluss und Kihlung mit einer Eiswassermischung zum Schutz vor Oxidation
des GSH durchgefiihrt. Um eine variierende Erythrozytenzahl beziehungsweise
Hamoglobinmenge der verwendeten Erythrozytenaliquote zu berlcksichtigen,
wurde im Weiteren der Hamoglobingehalt der verwendeten Proben bestimmt
(siehe 2.9). Folglich wurden die bestimmten Glutathionkonzentrationen auf die
Hamoglobinmenge bezogen (nmol/mg Hb).

2.9. Hamoglobinbestimmung

Das Hamoglobin wurde als Cyanmethhadmoglobin nach Drabkin bestimmt
(Drabkin et al. 1935, Stadie 1920). Der Hamoglobingehalt wurde aus denselben
fir die Glutathionmessung verwendeten Erythrozytensuspensionen ermittelt.
Hierbei wurden zunéchst fur die Herstellung des Drabkin-Reagenzes 400 mg
Natriumbicarbonat, 20 mg Kaliumcyanid und 8 mg Kaliumeisencyanid in 500ml
destilliertem Wasser geldst. Fir die Herstellung der Standardlésungen wurden
0,5 ml einer Humanhamoglobinlésung (20 mg/ml) im Verhéltnis 1:5 mit Drabkin-
Reagenz vorverdinnt und anschlieBend zu den Endkonzentrationen 0 - 0,2 - 0,6
— 1 -2 -3 -4 mg/ml weiterverdinnt. AnschlieBend wurden 10 pl der jeweiligen
Erythrozytensuspension entnommen und mit 990 ul vorgelegter Drabkin-Lésung
vermischt. Danach wurden die Proben erneut mit Drabkin-Reagenz im Verhéltnis
1:2 verdinnt. Dann wurden alle Standardlésungen und Probenlésungen fir 20
min unter Ausschluss von Licht bei Raumtemperatur inkubiert. Als Letztes wur-
den von jeder Lésung 200 pl in eine 96-Loch-Platte pipettiert und die Hamoglob-
inkonzentration photometrisch bei einer Wellenlange von 540 nm im Plate-Rea-
der bestimmt.

28



2.10.Bestimmung der Lipidperoxidation

Reaktive Sauerstoffspezies reagieren im menschlichen Kérper neben den Prote-
inen und der DNS insbesondere auch mit mehrfach ungesattigten Fettsauren.
Dabei wird im Wesentlichen Malondialdehyd (MDA) gebildet, welches als Thio-
barbitursdure-reaktive Substanz (TBARS, eng. thiobarbituric acid-reactive sub-
stances) beziehungsweise als Surrogatmarker flr das Ausmaf an Lipidperoxi-
dation in den Plasmaproben der adipdsen Patient*innen bestimmt werden kann
(Tsikas 2017). Dabei reagiert unter sauren Bedingungen und Erhitzen auf 95 °C
ein Molekil MDA mit zwei Molekilen Thiobarbitursaure (TBA) im Rahmen einer
Kondensationsreaktion unter Abspaltung von Wasser zu einem MDA-(TBA)2 -
Addukt (Abbildung 7). Dieses zeichnet sich durch eine rétliche Farbe aus und
kann photometrisch bei einer Wellenldnge von 532 nm quantitativ bestimmt wer-
den (Sinnhuber et al. 1958, Tsikas 2017).

O
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2 HN_ _NH + X0 HNJj%/\/jj\NH + 2H,0
v Sz\ J§

TBA MDA TBA-MDA-Addukt

Abbildung 7: Bildung des TBA-MDA-Adduktes
(modifiziert nach Antolovich et al. 2002)

Zur Durchfthrung wurden 100 pl Plasma und Standard jeweils mit 100 pl Natri-
umlaurylsulfat (10 %) und 4 ml Thiobarbitursdurelésung (0,0054 mg/ml) unter
Vortexen vermischt und fir 1 h im siedenden Wasserbad inkubiert. Im Anschluss
wurden die Proben flir 5 min auf Eis heruntergekihlt und bei 4 °C fir 10 min bei
2800 rpm zentrifugiert. Bei dieser Vorgehensweise wird sowohl das nicht-kova-
lent an Proteine gebundene als auch das freie MDA erfasst. Der klare Uberstand
der Proben wurde in eine 96-Loch-Platte pipettiert und die MDA-Konzentration
photometrisch durch jeweils zwei unabhangige Messungen bei einer Wellen-
lange von 532 nm mit dem Plate-Reader bestimmt.
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2.11. Statistische Auswertung

Alle quantitativen Bestimmungen wurden, wenn nicht anders vermerkt, als drei
voneinander unabhangige Messungen durchgeflihrt. Die Ergebnisse wurden als
Mittelwerte unter Angabe der Standardfehler (SEM, standard error of mean) an-
gegeben. Die Ergebnisse wurden mit dem Shapiro-Wilk-Test auf Normalvertei-
lung untersucht. Auf statistische Signifikanz wurde entsprechend der Untersu-
chung auf Normalverteilung mit dem gepaarten t-Test oder dem Wilcoxon-Test
flr verbundene Stichproben getestet. Das Signifikanzniveau wurde bei p < 0,05
festgelegt. Die statistische Auswertung wurde von dem Autor dieser Arbeit mit
dem Softwareprogramm OriginPro 2019b (OriginLab Corporation; Northampton,
Massachusetts, USA) durchgefihrt.
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3. Ergebnisse

3.1. Charakteristik des Patient*innen-Kollektivs

Die Untersuchungen der vorliegenden Arbeit wurden anhand der Blutproben von
51 Frauen und 10 Manner mit einem durchschnittichen BMI von 50,50 *
0,82 kg/m2 und einem durchschnittlichen praoperativen Gewicht von 142,87 *
2,67 kg durchgefiihrt. Das durchschnittliche Lebensalter betrug 44,41 + 1,37
Jahre mit einer Altersspanne von 24 bis 66 Jahren. Der durchschnittliche BMI
und das Gewicht zu den drei Studienzeitpunkten kann den nachfolgenden Abbil-

dungen 8, 9 und 10 entnommen werden.
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Abbildung 8: Durchschnittlicher Body-Mass-Index vor und nach bariatrischer Operation.
Angabe als Mittelwert (kg/m?) + SEM zu den drei Studienzeitpunkten: Praoperativ
(n=61), 6 Monate postoperativ (p.op.) (n = 60), 12 Monate p.op. (n = 61); *p < 0,05 vs.
préoperativ, #p < 0,05 vs. 12 Monate p.op. (Wilcoxon-Test

~

Wie Abbildung 8 enthommen werden kann, hatte sich der durchschnittliche BMI
der Studienteilnehmer*innen 6 Monate postoperativ deutlich auf 40,14 +
0,81 kg/m2 verringert. Auch nach 12 Monaten war es zu einer weiteren statistisch
signifikanten Gewichtsreduktion auf einen durchschnittlichen BMI von 36,84 +
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0,86 kg/m? sowohl im Vergleich zum initialen BMI als auch zum 6 Monate posto-
perativen BMI gekommen.
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Abbildung 9: Durchschnittliches Kérpergewicht vor und nach bariatrischer Operation
Angabe als Mittelwert (kg) + SEM zu den drei Studienzeitpunkten: Praoperativ (n = 61),
6 Monate p.op. (n = 60), 12 Monate p.op. (n = 61); *p < 0,05 vs. praoperativ, *p < 0,05
vs. 6 Monate p.op. (Wilcoxon-Test).
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Abbildung 10: Durchschnittlicher Gewichtsverlust vor und nach bariatrischer Operation.
Angabe als Mittelwert (%; kg) £ SEM: 6 Monate p.op. (n = 60), 12 Monate p.op.(n = 61);
*p < 0,05 vs. 6 Monate p.op. (Wilcoxon-Test).

Wie Abbildungen 9 und 10 entnommen werden kann betrug der durchschnittliche
Gewichtsverlust im Vergleich zum Ausgangswert 6 Monate postoperativ 29,82 +
1,27 kg entsprechend 20,84 + 0,76 % auf 113,01 + 2,43 kg Kérpergewicht und
12 Monaten postoperativ 38,99 + 1,71 kg entsprechend 27,36 £ 1,11 % auf
103,88 + 2,62 kg Kérpergewicht.
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3.2. Glykiertes Himoglobin (HbA1c) als MaB fiir den Blutzuckerspiegel

In Abbildung 11 ist der Verlauf des gemittelten HbA1c der Patient*innen zu den

drei Studienzeitpunkten dargestellt.
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Abbildung 11: Durchschnittliches HbA1. vor und nach bariatrischer Operation.
Angabe als Mittelwert (%) £ SEM zu den drei Studienzeitpunkten: Praoperativ (n = 50),
6 Monate p.op. (n = 60), 12 Monate p.op. (n = 58); *p < 0,05 vs. préoperativ (Wilcoxon-
Test).

Der HbA1c der Patient*innen war initial von 6,18 £ 0,18 % jeweils statistisch sig-

nifikant auf 5,48 + 0,08 % 6 Monate postoperativ und 5,49 + 0,09 % 12 Monate
postoperativ gesunken.
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3.3. C-reaktives Protein (CRP) als Entziindungsparameter

In der nachfolgenden Abbildung 12 ist der gemittelte Verlauf des CRP-Wertes

der Patient*innen zu den drei Studienzeitpunkten dargestellt.
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Abbildung 12: Durchschnittliches C-reaktives Protein vor und nach bariatrischer Ope-
ration. Angabe als Mittelwert (mg/dl) + SEM zu den drei Studienzeitpunkten: Praoperativ
(n=61), 6 Monate p.op. (n = 60), 12 Monate p.op. (n = 61); *p < 0,05 vs. praoperativ
(Wilcoxon-Test).

Das CRP betrug praoperativ im Mittel 1,19 + 0,14 mg/dl und verringerte sich auf
0,63 £ 0,08 mg/dl 6 Monate postoperativ beziehungsweise auf 0,64 + 0,18 mg/dl
12 Monate postoperativ. Die Unterschiede zum Ausgangswert waren jeweils sta-
tistisch signifikant.
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3.4. Blutfettwerte

In der nachfolgenden Abbildung 13 sind die durchschnittlichen Serumkonzentra-
tionen der Triglyceride, High-Density-Lipoprotein (HDL)- und Low-Density-Lip-
oprotein (LDL)-Cholesterine zu den drei Studienzeitpunkten dargestellt.
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Abbildung 13: Durchschnittliche Triglyceride, HDL- und LDL-Cholesterin im Serum vor
und nach bariatrischer Operation. Angabe als Mittelwert (mg/dl) + SEM zu den drei Stu-
dienzeitpunkten: Préoperativ (n = 48), 6 Monate p.op. (n = 60), 12 Monate p.op. (n = 61);
*p < 0,05 vs. praoperativ, *p < 0,05 vs. 6 Monate p.op (Wilcoxon-Test).

Die Serum-Triglyceride waren 6 und 12 Monate postoperativ von initial 147,56 +
11,85 mg/dl jeweils statistisch signifikant auf 112,12 + 5,94 mg/dl beziehungs-
weise 108,41 + 6,28 mg/dl gesunken. Das LDL-Cholesterin war 6 und 12 Monate
postoperativ von initial 111,60 + 5,36 mg/dl auf 105,55 g + 5,23 mg/dl bezie-
hungsweise 97,90 + 4,67 mg/dl gesunken. Diesbezlglich erwiesen sich die Un-
terschiede zwischen den drei Studienzeitpunkten als statistisch signifikant. Das
HDL-Cholesterin war 6 und 12 Monate postoperativ von initial 48,38 + 1,47 mg/dl
auf 54,17 £ 1,75 mg/dl beziehungsweise 59,61 + 1,65 mg/dl gestiegen. Auch hier
waren die Unterschiede zwischen den drei Studienzeitpunkten statistisch signifi-

kant.
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3.5. Vitamin-D-Spiegel
In Abbildung 14 ist der Verlauf des gemittelten Vitamin-D-Spiegels der Patient*in-

nen zu den drei Studienzeitpunkten dargestellt.
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Abbildung 14: Durchschnittliches Vitamin-D der Patient*innen vor und nach bariatri-
scher Operation. Angabe als Mittelwert (ug/l) £ SEM zu den drei Studienzeitpunkten:
Praoperativ (n = 54), 6 Monate p.op. (n = 59), 12 Monate p.op. (n = 58); *p < 0,05 vs.
praoperativ (Wilcoxon-Test).

Der durchschnittliche Vitamin-D-Spiegel der Patient*innen war praoperativ von

27,87 £ 1,39 ug/l jeweils statistisch signifikant auf 34,91 + 1,44 ug/l beziehungs-
weise 35,73 + 1,28 ug/l 6 und 12 Monate postoperativ gestiegen.
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3.6. DNS-Schaden in Lymphozyten

Zur Bestimmung des DNS-Schadens wurde in einer Subgruppe der adipdsen
Patient*innen der Comet-Assay durchgefiihrt. In Abbildung 15 sind die Ergeb-
nisse der DNS-Schadigung im Schweif dargestellt.
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Abbildung 15: DNS-Schadigung im Comet-Assay vor und nach bariatrischer Operation.
Angabe als Mittelwert der DNS im Schweif (%) + SEM zu den drei Studienzeitpunkten:
Praoperativ (n = 24), 6 Monate p.op. (n = 19), 12 Monate p.op. (n = 24).

Ein Rickgang des DNS-Schadens ist 6 Monate nach der bariatrischen Operation
von initial 3,26 = 0,25 % auf 2,72 £ 0,28 % DNS im Schweif beobachtet worden,
wahrend 12 Monate postoperativ der DNS-Schaden mit 3,08 + 0,31 % nur ge-
ringfligig unter dem Ausgangswert lag. Hier standen jedoch nur von einer Sub-
gruppe der Patient*innen Proben zur Analyse zur Verfigung.
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3.7. Eisen-Reduktionsfahigkeit des Plasmas

Zur Bestimmung der antioxidativen Kapazitat wurde die Eisen-Reduktionsfahig-
keit der Plasmaproben gemessen. Wie in Abbildung 16 dargestellt, wurde die
Eisenreduktionsfahigkeit der Plasmaproben der adipésen Patient*innen praope-
rativ, 6 Monate und 12 Monaten nach der bariatrischen Operation untersucht.
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Abbildung 16: Durchschnittliche Eisen-Reduktionsfahigkeit von Plasma vor und nach
bariatrischer Operation. Angabe als Mittelwert des Eisen-(Il)-sulfat-Aquivalents
(nmol/ml) £ SEM zu den drei Studienzeitpunkten: Praoperativ (n = 57), 6 Monate p.op.
(n = 45), 12 Monate p.op. (n = 57); *p < 0,05 vs. préoperativ (Wilcoxon-Test).

Praoperativ. wurde die Eisenreduktionsfahigkeit entsprechend 1383,09 =+
36,12 nmol/ml Eisen-(ll)-sulfat-Aquivalente bestimmt. Im Vergleich zum Aus-
gangswert verringerte sich diese 6 und 12 Monate postoperativ jeweils statistisch
signifikant auf 1227,52 + 31,57 nmol/ml beziehungsweise 1270,12 =
35,67 nmol/ml Eisen-(Il)-sulfat-Aquivalente.
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3.8. Glutathionmenge in Erythrozyten

Um den oxidativen Status der Erythrozyten zu bestimmen, wurde der Glutathion-
Enzym-Recycling-Assay verwendet. In den nachfolgenden Abbildungen 17 und
18 sind die Ergebnisse der Konzentrationsbestimmungen des Gesamtglutathions
(GSHtotal) und des oxidierten Glutathions (GSSG) dargestellt.

Abbildung 17: Durchschnittliches Gesamtglutathion in Erythrozyten vor und nach bari-
atrischer Operation. Angabe als Mittelwert der GSHiota-Konzentration (nmol/mg Hb) +
SEM zu den drei Studienzeitpunkten: Praoperativ (n = 61), 6 Monate p.op. (n = 47), 12
Monate p.op. (n = 61); *p < 0,05 vs. praoperativ (Wilcoxon-Test).

~

Die GSHuwta-Konzentration in den Erythrozyten war initial von 3,96 =
0,17 nmol/mg Hb auf 4,19 + 0,19 nmol/mg Hb nach 6 Monaten beziehungsweise
4,05 £ 0,18 nmol/mg Hb nach 12 Monaten gestiegen. Der Unterschied zwischen
Ausgangswert und 6 Monate postoperativem Studienzeitpunkt erwies sich als
statistisch signifikant.
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Abbildung 18: Durchschnittliches oxidiertes Glutathion in Erythrozyten vor und nach ba-
riatrischer Operation. Angabe als Mittelwert der GSSG-Konzentration (nmol/mg Hb) *
SEM zu den drei Studienzeitpunkten: Praoperativ (n = 61), 6 Monate p.op. (n = 47),
12 Monate p.op. (n = 61); *p=<0,05 vs. praoperativ (Wilcoxon-Test).

Die GSSG-Konzentration in den Erythrozyten war nach 6 Monaten statistisch sig-
nifikant gestiegen von initial 0,57 £ 0,07 nmol/mg auf 0,78 £ 0,08 nmol/mg. Nach
12 Monaten verringerte sich die Menge des oxidierten Glutathions im Vergleich
zum 6 Monate postoperativen Wert auf 0,64 + 0,05 nmol/mg Hb.
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3.9. Lipidperoxidation im Plasma

Zur Bestimmung der Lipidperoxidation wurden die Plasma-Konzentrationen an
Malondialdehyd mit dem Thiobarbitursdure-Assay bestimmt. In Abbildung 19 sind
die Ergebnisse der Malondialdehyd-Bestimmung dargestellt.
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Abbildung 19: Durchschnittliches Malondialdehyd im Plasma vor und nach bariatrischer
Operation. Angabe als Mittelwert (nmol/ml Plasma) + SEM zu den drei Studienzeitpunk-
ten: Préoperativ (n = 57), 6 Monate p.op. (n = 47), 12 Monate p.op. (n = 57).

Wie Abbildung 19 entnommen werden kann betrug die Konzentration an Malon-
dialdehyd im Plasma praoperativ 5,08 £ 0,38 nmol/ml, 6 Monate postoperativ
5,50 + 0,52 nmol/ml und nach 12 Monate postoperativ 5,27 + 0,50 nmol/ml. Die
Unterschiede waren nicht signifikant.
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4. Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurde der Effekt der Gewichtsreduktion durch bariat-
rische Operation auf den oxidativen Stress und den DNS-Schaden in adipdsen
Patient*innen untersucht. Eine deutliche Assoziation zwischen oxidativem Stress
und Adipositas ist Gegenstand einer breiten wissenschaftlichen Diskussion
(Fernandez-Sanchez et al. 2011, Marseglia et al. 2014, Savini et al. 2013). Die
bariatrische Chirurgie stellt fir Adipositas-Patient*innen oftmals die einzig effek-
tive Therapiemdglichkeit dar, da diese im Vergleich zur konservativen Therapie
im Mittel eine wesentlich starkere Gewichtsreduktion bewirkt und somit effektiver
die Begleiterkrankungen der Adipositas lindern hilft (Buchwald et al. 2004,
Maleckas et al. 2016). Aufgrund des ausgepragten Effekts der Adipositaschirur-
gie auf die Gewichtsreduktion wurde angenommen, dass in dem entsprechenden
Studienkollektiv der Einfluss auf den oxidativen Stress und DNS-Schaden best-

moglich untersucht werden kann.

4.1. Klinische Parameter der Studienpopulation

Der BMI aller ausgewerteten Patient*innen entsprach im Mittel zu Beginn dieser
Studie einer Adipositas Grad Ill und war bis zum Studienende deutlich gesunken
und entsprach einer Adipositas Grad Il. Die Gewichtsabnahme ist in den ersten
6 Monaten nach dem bariatrischen Eingriff am starksten und setzt sich mit gerin-
gerer Dynamik bis zum Ende des Beobachtungszeitraums fort. Die in der vorlie-
genden Arbeit erzielte Gewichtsreduktion entspricht auch den Ergebnissen an-
derer Studien. Chang et al. stellten in ihrer Metastudie eine vergleichbare BMI-
Reduktion 12 Monate postoperativ zwischen der Schlauchmagen-Gastrektomie
(SG) und diversen Magenbypass-Methoden fest (Chang et al. 2014). Auch Cum-
ming et al. und lkramuddin et al. beobachteten jeweils in ihren kontrolliert rando-
misierten Studien an Patient*innen mit einem Roux-en-Y-Magenbypass (RYGB)
12 Monate postoperativ ebenfalls einen vergleichbaren Gewichtsverlust
(Cummings et al. 2016, Ikramuddin et al. 2013).

Weiterhin weisen die laborklinischen Parameter im postoperativen Verlauf auf
eine deutliche Verbesserung der metabolischen Stoffwechsellage hin. Das
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durchschnittliche glykierte Hamoglobin beziehungsweise der HbA1c-Wert der un-
tersuchten Patient*innen verringerte sich statistisch signifikant und wurde im Mit-
tel vom pradiabetischen Bereich in einen physiologischen Bereich gesenkt. Auch
die beobachtete signifikante Verbesserung der Serumlipide nach bariatrischer
Operation wird durch Untersuchungen anderer Autor*innen bestatigt (Cunha et
al. 2016, Garcia-Marirrodriga et al. 2012). Der CRP-Serumspiegel wurde durch
die chirurgische Intervention nachhaltig mehr als halbiert und bestatigt die eben-
falls deutlichen Tendenzen anderer Studien (Boesing et al. 2010, Hohensinner et
al. 2018). Die Verringerung des CRP-Serumspiegels weist auf eine deutliche
Senkung der proinflammatorischen Stoffwechsellage des postoperativen Studi-
enkollektivs hin (Aronson et al. 2004).

4.2. DNS-Schaden in peripheren Lymphozyten

Zur Untersuchung des DNS-Schadens in den peripheren Lymphozyten der Pati-
ent*innen wurde in einem Teil der Patient*innen die DNS im Schweifbereich der
sogenannten Cometen mit der Einzelzellgelelektrophorese (Comet-Assay) be-
stimmt. Ein statistisch signifikantes Ergebnis stellte sich dabei aufgrund der klei-
nen StichprobengréBe nicht ein, jedoch deutete sich insbesondere 6 Monate
postoperativ eine Verringerung des DNS-Schadens im Schweif an. Die Analyse
einer gréBeren Patientengruppe, die mit der hier untersuchten Uberlappte
(Bankoglu et al. 2017), ergab jedoch insbesondere 12 Monate postoperativ eine
statistisch signifikante Verringerung des DNS-Schadens im Schweif und wird auf-
grund des gréBeren Stichprobenumfangs im Weiteren diskutiert.

Weitere vergleichbare Studien sind ansonsten nur naherungsweise vorhanden,
da meist nur der Effekt einer konservativen Diat auf den DNS-Schaden unter-
sucht wurde (Habermann et al. 2015, Ibero-Baraibar et al. 2014, Soares et al.
2016). Die durchschnittliche Gewichtsreduktion bei Patient*innen von Soares et
al., Ibero-Baraibar et al. und Habermann et al. fallt erwartungsgeman um ein Viel-
faches deutlich geringer aus als in der genannten Arbeit von Bankoglu et al.
(Bankoglu et al. 2017). Weiterhin war der préaoperative BMI des Patientenkollek-
tivs dieser Studie wesentlich héher als im Vergleich zu den angefihrten Studien.
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Ein Vergleich der beobachteten Ergebnisse im Comet-Assay ist aufgrund metho-
discher Unterschiede beispielsweise in den verwendeten Agarose-Typen und
Konzentrationen bei der Herstellung der stationdren Phase nur im relativen Ver-
gleich méglich, da kleinste Abweichungen hierbei zu deutlichen Unterschieden in
der generellen GréBenordnung der Ergebnisse flihren kénnen (Azqueta et al.
2011). In einer Interventionsstudie von Ibero-Baraibar et al. an Gbergewichtigen
Patient*innen wurde nach einer 4-wéchigen Niedrigkaloriendiat mit einem Ka-
kaoextrakt als Supplement keine signifikante Veranderung des DNS-Schadens
festgestellt (Ibero-Baraibar et al. 2014). Ebenfalls kein Unterschied im DNS-
Schaden ergab sich in einer aus Diat und Bewegungsprogramm bestehenden
Kombinationsstudie, die Habermann et al. bei Ubergewichtigen und adipésen
Frauen durchfiihrten (Habermann et al. 2015). Soares et al. beobachteten in ihrer
Studie an adipdsen Patient*innen, die an Polyzystischem Ovarialsyndrom er-
krankt waren, einen deutlichen und signifikanten Riickgang des DNS-Schadens
im Schweif nach Abschluss eines 12-wdéchigen Diatprogramms (Soares et al.
2016). Bankoglu et al. haben 12 Monate nach bariatrischer Operation bei relativer
Betrachtung eine noch ausgepragtere Verringerung des DNS-Schadens beo-
bachtet, was bemerkenswerterweise im Hinblick auf die fortwédhrende Gewichts-
reduktion erst auf den Anfang eines nachhaltigen Effektes hinweisen kénnte. In
einer weiteren Untersuchung konnte dieses Ergebnis mit dem Mikrokerntest, der
eine andere Methode zur Detektion von chromosomalen DNA-Schéaden darstellt,
eine signifikante Verringerung der Mikrokerne als Hinweis auf eine geringere
DNS-Schadigung 12 Monate nach bariatrischer Operation verifiziert werden
(Bankoglu et al. 2018).

Weiterhin wird auch die jeweilige bariatrischen Operationsmethode mdglicher-
weise zusatzlichen Einfluss auf den DNS-Schaden haben. Es ist bekannt, dass
durch die bariatrische Therapie neben dem Gewichtsverlust auch weitreichende
positive metabolische Veranderungen bewirkt werden, wie etwa Veranderungen
der Glukoseaufnahme, des gastrointestinalen Mikrobioms sowie der gastrointes-
tinalen Hormone (Jurowich et al. 2013, Li et al. 2011, Seyfried et al. 2011, Wu et
al. 2015). Der durch einen RYGB oder durch eine SG induzierte Gewichtsverlust

46



liegt in einer vergleichbaren GréBenordnung (Chang et al. 2014, Schauer et al.
2014), sodass die beiden Operationsmethoden zusammengefasst wurden.
Dabei kénnte die bereits angesprochene verbesserte Glucose-Homdostase der
Patient*innen die signifikante Reduktion im DNS-Schaden, den Bankoglu et al.
feststellten, mindestens anteilig erklaren (Bankoglu et al. 2017). Dabei ist be-
kannt, dass der Insulinspiegel positiv mit dem BMI korreliert und der Hyperinsuli-
nismus adipéser Patient*innen Uber eine Inhibition des IGF-1-Bindenden-
Proteins weiterhin zu einer vermehrten Verflgbarkeit an IGF-1 fluhrt, welches wie
auch Insulin selbst die Tumorgenese induziert (Cerda et al. 2014). Ein detaillierter
mechanistische Zusammenhang von Insulin-mediierten oxidativen Stress und
DNS-Schaden ist bereits von derselben Arbeitsgruppe in vitro (Othman et al.
2013) und in vivo am Tiermodell (Othman et al. 2013) dargelegt worden. Weiter-
hin konnte von derselben Arbeitsgruppe am Tiermodell im Umkehrschluss in Be-
zug auf einen Gewichtsverlust an adipésen Zucker-Ratten nach Anlage eines
Roux-en-Y-Magenbypass ein signifikanter Rickgang im oxidativen Stress und
DNS-Schaden, welcher mit einer sinkenden Insulinausschttung korrelierte, be-
obachtet werden (Bankoglu et al. 2016). In einer Studie an Patient*innen, die eine
SG erhalten hatten, konnten Wang et al. postoperativ insbesondere bei Frauen
einen Rluckgang der niedriggradigen Inflammation in Zusammenhang mit einem
Rickgang im freien IGF-1 beobachten (Wang et al. 2020).

Ein weiterer kontrovers diskutierter Aspekt stellt der mégliche Zusammenhang
aus der bei adipdsen Patient*innen haufig beobachteten Vitamin-D-Defizienz und
der erhéhten Tumorinzidenz dar (Abbas et al. 2013, Morton et al. 2013, Sergeev
2014). Laut Lagunova et al. kdnnte die Vitamin-D-Defizienz flir mindestens 20%
des mit einem erhéhten BMI assoziierten Krebsrisikos verantwortlich sein
(Lagunova et al. 2010). In der vorliegenden Patientenpopulation kann der Anstieg
des postoperativen Vitamin-D-Spiegels neben der Supplementation auch im
Zuge des massiven Gewichtsverlusts durch eine geringere Sequestration des D-
Vitamins aus dem Fettegewebe erklart werden (Lagunova et al. 2010) und kénnte
moglicherweise anteilig fir die Reduktion im DNS-Schadens im Schweif, den
Bankoglu et al. beobachteten, relevant sein (Bankoglu et al. 2017). Weitere Stu-

dien sind notwendig, um diesen Zusammenhang zu verifizieren.
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4.3. Oxidativer Stress

Im Weiteren wurde der oxidative Stress in der Studienpopulation untersucht. Die
Eisen-Reduktionsfahigkeit im Plasma (FRAP-Assay) ist eine Bestimmungsme-
thode, die die antioxidativen Bestandteile des Plasmas erfasst, und gilt als Maf3
fir die antioxidative Kapazitat (Benzie et al. 1996). Es wurde jeweils 6 und im
geringeren MafB3 12 Monate postoperativ eine leichte, statistisch signifikante Ver-
ringerung der antioxidativen Kapazitat im Vergleich zum Ausgangszustand fest-
gestellt. Dies kann in einem verstarkten Verbrauch und/oder in einer verringerten
Bereitstellung antioxidativer Bestandteile begriindet sein. Zur weiteren Beurtei-
lung wurde daher der Glutathionmenge in den Erythrozyten der Patient*innen
untersucht, welcher als Marker eines der wichtigsten Entgiftungssystemen gilt
und zur Beurteilung des oxidativen Stresses etabliert ist (Townsend et al. 2003).
Dabei wurden die Konzentrationen des Gesamtglutathions (GSHiotal) und des oxi-
dierten Glutathions (GSSG) mit dem nach Rahman et al. modifizierten Glutathion-
Recycling-Assays bestimmt (Rahman et al. 2006). Eine geringe Zunahme des
GSHrotal konnte beobachtet werden und es bestand insbesondere 6 Monate post-
operativ ein statistisch signifikanter Unterschied. Parallel dazu wies das GSSG 6
Monate postoperativ einen deutlichen und statistisch signifikanten Anstieg auf
und weist allerdings auf einen erhéhten oxidativen Stress hin. Am Studienende
verringerte sich das GSSG, was auf eine Verringerung des oxidativen Stresses
hinweist und mit der Verlangsamung der Gewichtsreduktion in dieser Phase zu
korrelieren scheint. In Zusammenschau mit den Ergebnissen der Eisenredukti-
onsfahigkeit, scheint insbesondere 6 Monate postoperativ die antioxidative Ka-
pazitat des Plasmas anteilig durch einen vermehrten oxidativen Stress aufge-
braucht worden zu sein. Der erhdhte oxidative Stress kdnnte durch die drastische
Gewichtsreduktion, die innerhalb der ersten 6 Monate am ausgepragtesten war,
und die damit verbundene gesteigerte Lipidperoxidation mit gesteigerter Freiset-
zung von ROS verursacht worden sein (Bankoglu et al. 2017). Hierdurch kdnnte
jedoch eine grundsatzliche Verbesserung der antioxidativen Kapazitat verschlei-
ert beziehungsweise unterschatzt werden, wie die hier scheinbar nur leicht ver-

ringerte Eisen-Reduktionsfahigkeit des Plasmas andeuten kénnte. Die Eisenre-
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duktionsfahigkeit im Plasma und der Glutathionhaushalt in den Erythrozyten deu-
ten gleichlaufend am Studienendpunkt einen verringerten oxidativen Stress be-
ziehungsweise eine Verbesserung der Redox-Homdostase der Patient*innen an.
Dies bestatigt auch in der Tendenz die Untersuchung auf Thiobarbitursaure-re-
aktive Substanzen, bei der im Wesentlichen Malondialdehyd (MDA) als Marker
der Lipidperoxidation in den Plasmaproben der Patient*innen quantifiziert wurde.
MDA entsteht primar im Rahmen der Lipidperoxidation als mutagenes Abspalt-
Produkt. Als Surrogatmarker fir ROS beziehungsweise Lipidperoxidation ist es
einer quantitativen Bestimmung zuganglich (Tsikas 2017). Zwar wurde kein sig-
nifikanter Unterschied in der postoperativen MDA-Menge im Vergleich zum
praoperativen Zustand beobachtet, jedoch kénnte der leichte Rickgang der
MDA-Menge am Studienende im Vergleich zum leichten Anstieg 6 Monate post-
operativ ebenfalls auf einen langfristig geringeren oxidativen Stress hinweisen.
Ein Vergleich mit anderen Arbeiten ist aufgrund der unterschiedlichen Studien-
protokolle und Messmethoden nur eingeschrankt moglich. Vergleichsarbeiten
gibt es nur wenige und diese kommen teils zu uneindeutigen Ergebnissen, kdn-
nen aber die hier beobachtete tendenzielle Verringerung im oxidativen Stress
nach bariatrischer Operation am Ende des Beobachtungszeitraums bestatigen.
So beobachteten Dadalt et al. in ihrer Studie nach RYGB einen leichten Anstieg
der Eisenreduktionsfahigkeit im Plasma 6 und 12 Monate postoperativ, jedoch
konnte letztlich Gber den gesamten Zeitraum kein signifikanter Unterschied fest-
gestellt werden (Dadalt et al. 2013). In einer anderen Arbeit stellten Cabrera et
al. 12 Monate nach RYGB einen deutlichen und statistisch signifikanten Anstieg
der antioxidativen Kapazitat im Serum im Vergleich zum praoperativen Zustand
fest (Cabrera et al. 2010). Allerdings verwendeten Cabrera et al. flr die Bestim-
mung den TRAP-Assay (engl. Total Radical Antioxidant Capacity), eine auf Lu-
mineszenz basierende Methode (Lissi et al. 1992), die jedoch zum relativen Ver-
gleich mit dem FRAP-Assay herangezogen werden kann (Tayefi-Nasrabadi et al.
2007) und die am Studienende der vorliegenden Arbeit tendenziell ansteigende
Eisenreduktionsfahigkeit im Vergleich zum 6 Monate postoperativen Wert besta-
tigt.
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Mehrere Studien haben das Glutathion-Entgiftungssystem nach bariatrischer
Operation mit teils gegensatzlichen Ergebnissen untersucht. Boesing et al. stell-
ten 6 Monate sowie da Silva et al. und Tozzo et al. 6 und 12 Monate nach RYGB
in Vollblutproben keinen signifikanten Unterschied im GSH zum Ausgangwert
fest, wenngleich dieser tendenziell geringer auszufallen schien (Boesing et al.
2010, da Silva et al. 2012, Tozzo et al. 2020). Auch Dadalt et al. kamen zu ahn-
lichen Ergebnissen und stellten jeweils nach 6 und 12 Monaten nach RYGB in
Vollblutproben eine nicht signifikante Verringerung des GSH fest (Dadalt et al.
2013). Horn et al. beobachteten 180 Tage nach RYGB eine deutliche statistisch
signifikante Abnahme des GSH im Plasma im Vergleich zum praoperativen Zu-
stand (Horn et al. 2017). Die Autor*innen vermuteten, dass eine geringere Pro-
teinaufnahme bedingt durch die bariatrische Operation und den damit verander-
ten resorptiven Verhéltnissen im gastrointestinalen Trakt und ein rapider Ge-
wichtsverlust zu einer geringeren Lebersynthese von GSH flhrten (Faber et al.
2002). Allerdings haben die angeflhrten Untersuchungen nur das reduzierte
GSH bestimmt beziehungsweise weder das GSHtotal Noch das GSSG ausgewer-
tet und lassen somit offen, inwieweit auch ein Mehrverbrauch an GSH durch ei-
nen erhdhten oxidativen Stress flir die Verringerung des GSH ursachlich sein
kénnte. Dagegen beobachteten Uzun et al. im Mittel einen statistisch signifikan-
ten Anstieg des GSH 6 Monate nach Magenbandanlage (Uzun et al. 2004) und
Cabrera et al. einen statistisch signifikanten Anstieg des reduzierten GSH sowie
einen statistisch signifikanten Rlickgang des GSSG 12 Monate nach RYGB
(Cabrera et al. 2010). Letztere Ergebnisse deuten auf eine verbesserte postope-
rative Redox-Homdostase nach bariatrischer Therapie hin und bestatigen die hier
im Rahmen der vorliegenden Arbeit beobachtete tendenzielle Verringerung im
oxidativen Stress. Aufgrund der unterschiedlichen Studienprotokolle, Operations-
verfahren und Messmethoden ist ein Vergleich der Ergebnisse nur eingeschrankt
moglich. Fir die vorliegende Arbeit wurde der Enzym-Recycling-Assay in Anleh-
nung an ein Protokoll nach Rahman et al. verwendet, da dieser eine sensitive,
reproduzierbare und schnelle Bestimmungsmethode darstellt, die weiterhin die
Bestimmung sowohl von GSHrota als auch von GSSG ermdglicht (Rahman et al.
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2006). Dartiber hinaus existieren HPLC-basierte Verfahren, welche zwar hoch-
spezifisch sind, aber aufgrund der langen Probenaufbereitung eine geringe Wie-
derfindungsrate aufweisen und daher nicht als Messverfahren gewéhlt wurden
(Reed et al. 1980).

Verschiedene Untersuchungen haben die Lipidperoxidation als Konzentration
von Thiobarbitursiure-reaktive Substanzen beziehungsweise von Malondialde-
hyd ausgewertet. Letzteres wird hier aus Griinden der Ubersichtlichkeit fiir alle
Vergleichsarbeiten als Ergebnisparameter verwendet. Boesing et al. stellten in
ihren Untersuchungen Uber den Beobachtungszeitraum von 6 Monaten nach
RYGB einen kontinuierlichen Anstieg der MDA-Menge im Vergleich zum Aus-
gangswert fest und bestatigen damit die in dieser Arbeit 6 Monate postoperativ
beobachteten tendenziellen Anstieg in der MDA-Menge (Boesing et al. 2010).
Hingegen stellten Horn et al. nach einem vergleichbaren Zeitraum von 180 Tagen
nach RYGB eine deutliche Verringerung in der MDA-Menge fest (Horn et al.
2017). Uber den Beobachtungszeitraum von 12 Monaten nach RYGB beobach-
teten Da -Silva et al., Tozzo et al. und Dadalt et al. eine sehr deutliche Verringe-
rung der MDA-Menge im Plasma (da Silva et al. 2012, Dadalt et al. 2013, Tozzo
et al. 2020). Schmatz et al. und Cabrera et al., die abweichend zu der vorliegen-
den Arbeit und den vorgenannten Autor*innen die MDA-Menge auf den Protein-
gehalt der Plasmaproben bezogen auswerteten, beobachteten ebenfalls eine
deutliche Verringerung der MDA-Menge 12 Monate nach RYGB (Cabrera et al.
2010, Schmatz et al. 2017). Insgesamt unterscheiden sich die hier und in den
Vergleichsarbeiten gefunden Ergebnisse bezlglich der absoluten MDA-Mengen
sowie in Bezug auf die relativen Effekte sehr deutlich voneinander. Dabei ist zu
beachten, dass die mit dem TBARS-Assay zu beobachtenden deutliche Abwei-
chungen in den bestimmten MDA-Mengen durch Unterschiede in der Probenge-
winnung, -verarbeitung und -lagerung sowie durch unterschiedlichen Reaktions-
bedingungen im Hinblick auf die ausgepragte pH-Sensibilitdt des Assays zu er-
warten waren (Tsikas 2017). Die hier bestimmten MDA-Mengen fallen insgesamt
wesentlich geringer aus und entsprechen in etwa der GréBenordnung der Kon-
trollgruppen der aufgeflhrten Vergleichsstudien, sodass nur ein Vergleich der
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Tendenzen mdglich erscheint. Inwieweit diese Abweichung zu den Vergleichsar-
beiten durch die Methodik oder das Patientenkollektiv begriindet waren, kénnte
zukinftig durch die Einfihrung einer Kontrollgruppe in das Studienprotokoll ge-
klart werden. Da die Gewichtsreduktion zum Ende des Beobachtungszeitraums
noch nicht abgeschlossenen war, sollte dieser in zuklnftigen Studien verlangert
werden. Die hier beobachtete rlicklaufige Tendenz in der Lipidperoxidation am
Ende des Beobachtungszeitraums kénnte bereits auf den einen langfristige Ver-
ringerung des oxidativen Stresses in den Patient*innen nach Abschluss des Ge-

wichtsverlusts hinweisen.
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4.4. Limitationen und Ausblick

In der Zusammenschau der Ergebnisse scheint die Verringerung des DNS-
Schadens in den peripheren Lymphozyten einer Verringerung des oxidativen
Stresses beziehungsweise einer Verbesserung der Redox-Homdostase in den
untersuchten Blutbestandteilen vorrauszugehen. Dies mag auch in einer verbes-
serten DNS-Reparatur begriindet sein. So haben Monzo-Beltran et al. eine sig-
nifikante Verringerung im oxidativen Stress unter anderem bei Untersuchungen
von MDA, GSH, GSSG in peripheren mononukledren Zellen des Blutes und eine
signifikante Verbesserung der DNS-Reparatur entsprechend einer Verringerung
an 8-Hydroxydesoxyguanosin im Serum beobachtet (Monzo-Beltran et al. 2017).
Dies kann den deutlichen DNS-Riickgang, den Bankoglu et al. in peripheren Lym-
phozyten im Comet-Assay auf der Basis einer verbesserten intrazellularen Re-
dox-Homdostase in peripheren Lymphozyten beobachteten, bestétigen
(Bankoglu et al. 2017). Die Ergebnisse von Monzo-Beltran et al. und Bankoglu et
al. legen weiterhin nahe, dass sich die untersuchten Marker in den unterschiedli-
chen Kérperkompartimenten beziehungsweise Blutbestandteilen wie dem Serum
und Erythrozyten, als kernlose Zellen, in lhrer Suszeptibilitat fir die metaboli-
schen Anpassungen im Zuge der rapiden Gewichtsreduktion anscheinend unter-
scheiden und sich zeitversetzt entwickeln kénnten. Folglich kann davon ausge-
gangen werden, dass sich die von Monzo-Beltran et al. an mononukledren Blut-
zellen beobachtete Verringerung des oxidativen Stresses erst im weiteren Ver-
lauf nach Abschluss des Gewichtsverlusts auch in den hier untersuchten Blutbe-
standteilen noch deutlicher erkennen lassen werden. Fur zukinftige Studien
sollte daher ein langerer Beobachtungszeitraum gewahlt werden, auch weil der
anfangs rapide Gewichtsverlust im gewahlten Beobachtungszeitraum mafBgeb-
lich fir den initial erhéhten oxidativen Stress verantwortlich erscheint und zum
Studienende nach 12 Monaten noch nicht abgeschlossen war. Tozzo et al. haben
Uber einen Zeitraum von 6 Jahren oxidative Stressparameter an Patient*innen,
die einen RYGB erhalten hatten, untersucht und nach einer initialen Verringerung
des oxidativen Stresses einen Anstieg auf den Ausgangszustand beobachtet,

was die Autor*innen auf die erneute Gewichtszunahme der Patient*innen gegen
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Ende des Beobachtungszeitraums zurtickfiihrten (Tozzo et al. 2020). Dies ver-
deutlicht weiterhin die Notwendigkeit supportiver MaBnahmen zur Sicherstellung
der Compliance der Patient*innen bei zukinftigen Langzeitstudien. Zu beachten
ist auch, dass die Tumorgenese mit einer langen Latenzzeit einhergeht und eine
bereits praoperativ entstandene Neoplasie erst nach vielen Dekaden im posto-
perativen Zeitraum zu einem Tumorleiden flihren kann. Somit kann auch aus ei-
ner Verringerung des DNS-Schadens im Comet nicht zwangslaufig auf eine Ver-
ringerung in der Krebsinzidenz geschlossen werden. Langzeitstudien kénnten
dabei helfen, den Zusammenhang zwischen der postoperativen Inzidenz an
Krebserkrankungen und den untersuchten Stressmarkern bei bariatrisch thera-
pierten Patient*innen zu untersuchen. So kénnten zuklnftig weitere Untersu-
chungen mit dem Comet-Assay und den oxidativen Stressmarkern méglicher-
weise helfen die bariatrische Chirurgie auch zunehmend im Sinne einer tumor-

protektiven Chirurgie methodisch weiterzuentwickeln.
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5. Zusammenfassung

Zielsetzung dieser Arbeit war es, den Einfluss des Gewichtsverlusts durch bari-
atrische Chirurgie auf den oxidativen Stress und den DNS-Schaden in adipdsen
Patient*innen zu untersuchen. Die Untersuchungen wurden an Blutproben, die
adipésen Patient*innen vor sowie 6 und 12 Monate nach Erhalt einer Schlauch-
magen-Gastrektomie oder eines Roux-en-Y-Magenbypasses entnommen wur-
den, durchgeflihrt. In der Analyse einer Subgruppe der adipésen Patient*innen
deutete sich eine Verringerung des DNS-Schadens in peripheren Lymphozyten
insbesondere 6 Monate postoperativ an. In einer anderen gréBeren Auswertung
derselben Arbeitsgruppe, die mit der hier untersuchten Subgruppe Uberlappte,
konnte insbesondere zum ersten Mal eine deutliche, statistisch signifikante Ver-
ringerung im DNS-Schaden in peripheren Lymphozyten adipdser Patient*innen
12 Monate nach bariatrischer Operation beobachtet werden. Die hier durchge-
fihrte Untersuchung der antioxidativen Kapazitat des Plasmas ergab insgesamt
eine geringe, statistisch signifikante Abnahme mit rlicklaufiger Tendenz am End-
punkt. Eine Zunahme des Gesamtglutathions in Erythrozyten zeigte nach 6 Mo-
naten eine geringe, statistisch signifikante Starkung des antioxidativen Systems
bei parallel dazu erhéhtem Anteil an oxidiertem Glutathion, welcher sich am End-
punkt tendenziell verringerte. Die Bestimmung der Malondialdehyd-Konzentra-
tion im Plasma zeigte 6 Monate postoperativ zunéchst eine leichte Zunahme und
12 Monate postoperativ eine ricklaufige Tendenz der Lipidperoxidation. Die un-
tersuchten Parameter wiesen somit auf einen zunachst zunehmenden oxidativen
Stress im Rahmen des rapiden Gewichtsverlusts hin, der in den ersten 6 Monaten
nach der bariatrischen Operation am ausgepragtesten war. Die ricklaufigen Ten-
denzen der untersuchten Stressmarker am Ende des Beobachtungszeitraumes
deuteten allerdings auf eine Verringerung des oxidativen Stresses in adipdsen
Patient*innen hin. Da die Gewichtsabnahme der Patient*innen nach 12 Monaten
noch nicht abgeschlossen war, sollte fir zuklnftige Studien ein langerer Be-
obachtungszeitraum gewahlt werden. Die Beobachtungen dieser Arbeit sowie die
aktuelle Publikationslage geben Anlass zur Hoffnung, dass adipdse Patient*in-
nen trotz der massiven Intervention zusétzlich zu vielen anderen gunstigen Ef-

fekten auch von einer Verringerung des Krebsrisikos profitieren kénnten.
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