Aus der Klinik fur Allgemeine Chirurgie, Viszeral-, Gefal3- und Kinderchirurgie
Universitatsklinikum des Saarlandes, Homburg/Saar

Prof. Dr. med. Matthias Glanemann

Bedeutung von bariatrischer Chirurgie im Rahmen der Adi-
positas Erkrankung fir die Expression von Genen des

MTOR-Stoffwechselweges

Dissertation zur Erlangung des Grades eines Doktors der Medizin
der Medizinischen Fakultat
der UNIVERSITAT DES SAARLANDES 2022

Vorgelegt von Isabella Flora Schworer
Geb. am 03.05.1998 in Herbolzheim



Kurzfassung I

Kurzfassung

Bedeutung von bariatrischer Chirurgie im Rahmen der Adipositas Erkrankung fur die
Expression von Genen des mTOR-Stoffwechselweges

Das Gen mammalian/ mechanistic target of rapamycin (mTOR) spielt eine Schlisselrolle in
mehreren wichtigen anabolen und katabolen Stoffwechselprozessen des menschlichen Kor-
pers. Durch die Expression von mTOR und seinem Downstream-Target p70S6K wird bei-

spielsweise die Proteinsynthese, die Glykolyse sowie die Adipo- und Lipogenese induziert.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde bei 22 adipdsen Probanden und 20 normalgewich-
tigen Kontrollprobanden zu verschiedenen Versuchszeitpunkten pra- und postoperativ peri-
pheres Venenblut entnommen. Nach Entnahme von mononukledren Zellen des peripheren
Blutes wurde die RNA isoliert und die cDNA synthetisiert. AnschlieRend wurde die gRT-PCR
durchgefuhrt, um die Genexpression von mMTORC1 (mMTOR & p70S6K) und dem mTORC2

zugehorigen AKT zu untersuchen.

Im Vergleich zur normalgewichtigen Kontrollgruppe zeigte sich praoperativ eine signifikant er-
hohte mRNA-Expression von mTOR und p70S6K. Die Genexpression des mTORCL1 korre-
lierte positiv mit dem Gewicht und dem BMI.

Wahrend der postoperativen Tage reduzierte sich die mRNA-Expression von mTOR und
p70S6K signifikant auf ca. 40% verglichen mit dem préoperativen Zustand. In den folgenden
drei und sechs Monaten blieb die Genexpression von mTOR und p70S6K signifikant reduziert
und glich sich der Genexpression der normalgewichtigen Kontrollprobanden an. AKT als Be-
standteil des mTORC2 dient einerseits als Gegenspieler zu mTORC1 und andererseits auch
als Upstream-Target von mTORCL1 als direkter Induktor. Somit zeigte sich bei AKT eher ein
heterogenes Bild der mRNA-Expression. 12 Monate postoperativ glich sich die mMRNA-Genex-

pression der drei Zielgene wieder der urspriinglichen Expression an.

Postoperativ zeigte sich eine signifikante Remission des Diabetes mellitus Typ 2 (T2DM) bei
ca. 75% der an T2DM erkrankten Patienten. Alle Patienten mit T2DM und arterieller Hypertonie

konnten ihre Medikation postoperativ reduzieren.

Es ist vorstellbar, dass die bariatrische Intervention die Dysregulation des mTOR-Stoffwech-
selweges bei Insulinresistenz durch die verringerte Genexpression von mTORC1 aufhebt. Die
Ergebnisse deuteten darauf hin, dass im Rahmen der Adipositas und des T2DM die Proteine

MTOR und p70S6K verstarkt exprimiert werden koénnten, wodurch das Insulin-Rezeptor-
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Substrat an der Zellmembran gehemmt wird. Dadurch kdnnte sich nach langerer Hemmung
eine Insulinresistenz ausbilden. Durch die verringerte mTOR Genexpression kdnnte diese

Dauerhemmung abgebaut und die Insulinresistenz postoperativ reduziert werden.

Der mTOR-Stoffwechselweg spielt somit eine wichtige Rolle im Verstandnis der Entwicklung

und Behandlung metabolischer Erkrankungen wie Adipositas und T2DM.
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Abstract I

Abstract

Importance of bariatric surgery for the expression of genes in the metabolic pathway of
MTOR in context of obesity

The mammalian/ mechanistic target of rapamycin (mTOR) is known as a key element of crucial
regulatory pathways and a modulator of metabolic processes. Mediated by its downstream
target p70S6K, mTOR induces glycolysis, protein synthesis, adipo- and lipogenesis.

In this study gene expression was monitored in peripheral blood mononuclear cells from 22
adipose patients and 20 healthy controls by qRT-PCR after isolating RNA and synthesizing
cDNA. mMTORC1 (ImTOR & p70S6K) and mTORC2 (AKT) gene expressions were investigated
by gRT-PCR in adipose patients pre- and postoperatively and in a control cohort.

Preoperatively, mTOR and p70S6K mRNA expression were revealed to be significantly ele-
vated in adipose patients in comparison to the normal weight control cohort. mTORC1 gene

expression correlated positively with weight and BMI.

Directly after bariatric surgery in the postoperative days, a significant decrease to 40% of
MTOR and p70S6K mRNA expression was monitored. In the following postoperative three and
six months, gene expression from mTORC1 remained significantly reduced and resembled the
gene expression levels of the normal-weight control subjects. On the one hand, being a com-
ponent of mMTORC2, AKT serves as an antagonist to mTORC1, while on the other hand, AKT
also serves as an upstream target of mTORCL1 as a direct inductor. Thus, AKT shows a rather
heterogeneous picture of mMRNA expression. 12 months postoperatively, gene expression at

the mRNA level of the three target genes increased back to the original expression levels.

Postoperatively, patients with T2DM showed significant remission by 75%. All patients with

T2DM and arterial hypertension were able to reduce their medication after bariatric surgery.

Bariatric intervention might reverse the dysregulation of the mTOR pathway in insulin
resistance through decreased mTORC1 gene expression. Obesity and T2DM significantly
increase MRNA expression of mTOR and p70S6K to inhibit the insulin-receptor-substrate at
the cell membrane. Long-time inhibition could lead to insulin resistance. Reduced mTORC1
gene expression might decrease this inhibition and subsequently diminish insulin resistance

postoperatively.
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Therefore, the mTOR-pathway plays an important role in the context of understanding the de-

velopment and therapy of metabolic diseases such as obesity and T2DM.
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1. Einleitung und Zielsetzung

1.1 Adipositas-Erkrankung

1.1.1 Uberblick

Adipositas definiert sich Uber eine starke Vermehrung der Fettmasse Uber das Normalmalf
hinaus, in Kombination mit den daraus resultierenden Folgeerkrankungen des Koérpers. Laut
WHO spricht man ab einem Body-Mass-Index (BMI) = 30,0 kg/m? von Adipositas (Branca
2007). Die weitere Klassifikation ist Tabelle 1 zu enthehmen (bezogen auf erwachsene Euro-
paer). Die Pravalenz ist in der westlichen Welt im Verlauf des 21. Jahrhunderts stark angestie-
gen (Branca 2007). Etwa 67% der Manner und 53% der Frauen sind Ubergewichtig, ca. 18%
sind adip6s. Vor allem die jungeren Altersgruppen (18-29 Jahre) zeigen einen deutlichen An-

stieg der Erkrankung (Schienkiewitz et al. 2017).

Tabelle 1: Klassifikation des Ubergewichts nach Body-Mass-Index
Quelle: WHO (2000)

Klassifikation BMI (kg/m?)
Untergewicht < 18,5
Normalgewicht 18,5-24,9
Ubergewicht/ Praadipositas 25,0-29,9
Adipositas I° 30,0-34,9
Adipositas II° 35,0-39,9
Adipositas IlI° = 40,0

1.1.2 Ursachen

Adipositas liegt ein gestortes Energiegleichgewicht mit Uberwiegen der Energiezufuhr durch
Nahrung bei unzureichendem Energieverbrauch zu Grunde. Die Ursachen von Adipositas sind
multifaktoriell (Abbildung 1), sodass sie in ihrer Gesamtheit zu einer Storung der ausgewoge-

nen Energiebilanz fihren (Ordemann und Elbelt 2017).
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Abbildung 1: Zusammenstellung adipositasbeginstigender Faktoren
Quelle: Ordemann und Elbelt (2017)

1.1.3 Folgeerkrankungen

Die Auswirkungen des Ubergewichts bzw. Adipositas lassen sich hauptsachlich im metaboli-
schen Syndrom zusammenfassen. Nach der International Diabetes Federation (IDF) definiert
sich das metabolische Syndrom durch das Vorliegen einer zentralen (viszeralen) Adipositas
mit einem Bauchumfang = 94 cm bei europaischen Ménnern, = 80 cm bei europaischen Frauen

sowie mindestens zwei weiteren der nachfolgenden Kriterien:

e Hypertriglyzeridamie (> 150 mg/dl) oder spezifische Triglyzerid (TG)-senkende Thera-
pie

e High-density Lipoprotein (HDL)-Hypocholesterinamie (< 40 mg/dl fur M&nner, < 50
mg/dI fur Frauen) oder spezifische HDL-anhebende Therapie

e Arterielle Hypertonie (systolisch = 130 mmHg und/ oder diastolisch = 85 mmHg) oder
spezifische antihypertensive Therapie

e Erhdhte Nichternplasmaglukose (= 100 mg/dl) oder diagnostizierter Diabetes mellitus
Typ 2 (T2DM)

(Grundy et al. 2005; International Diabetes Federation (IDF) 2006).

Ferner fuhrt der stark erhdhte Korperfettanteil zu degenerativen Erkrankungen des Bewe-

gungsapparats wie Gon- und Coxarthrose sowie Dorsopathien (DGAV 2018).
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Die Erhéhung des Kdrperfetts betrifft ebenfalls die Leber, welche vermehrt Fett einlagert
(Steatosis hepatis/ Nicht-Alkoholische Fettlebererkrankung (NAFLD)). Dies bildet die Grund-
lage fur die sich daraus entwickelnde Nicht-Alkoholische Steatohepatitis (NASH) mit dem End-
stadium der Leberzirrhose und Bildung eines Hepatozellularen Karzinoms (HCC) (Bray et al.
2018).

Als eigener Risikofaktor gilt die Adipositas fur einen Herzinfarkt, eine Herzinsuffizienz (Adipo-
sitas-Kardiomyopathie) sowie einen plétzlichen Herztod. Das Risiko fur zerebrovaskulare Er-
eignisse ist stark erhoht. Die Gerinnung und Fibrinolyse wird durch eine erhdhte Freisetzung
von Fibrinogen und Plasminogen-Aktivator-Inhibitor-1 (PAI-1) durch Adipositas negativ beein-
flusst, so dass ein erhohtes Thromboserisiko aufgrund einer Hyperkoagulabilitat besteht (Or-
demann und Elbelt 2017).

Adipositas erhoht das Risiko, an einem obstruktiven Schlafapnoesyndrom (OSAS) zu erkran-
ken. Bei einem vergréRerten Halsumfang kann man eine gesteigerte Haufigkeit an nachtlichen
Apnoen beobachten. Des Weiteren lasst sich gehauft das Obesitas-Hypoventilations-Syndrom
(OHS) erkennen, wobei es zu vermehrten Hypoventilationen mit Hyperkapnie kommt (Bray et
al. 2018).

Die Auswirkungen auf den Gastrointestinaltrakt zeigen sich durch vermehrtes Auftreten der
gastrodsophagealen Refluxerkrankung (GERD), welche mit Adipositas assoziiert ist, aufgrund
des erhdhten abdominalen Drucks bei Adipositas (Hampel et al. 2005). Eine gesteigerte biliare
Cholesterinsekretion mit Verlauf zu einer Cholezystolithiasis und Cholezystitis wird bei Adipo-
sitas ll1° siebenfach haufiger beobachtet im Vergleich zu Normalgewichtigen (Wirth et al. 2014;
Banim et al. 2011).

Im Bereich der Endokrinologie zeigen sich vermehrt Adipositas-assoziierte Erkrankungen wie
das polyzystische Ovarialsyndrom (PCOS) mit Hyperandrogenamie, Zyklusstérungen sowie
polyzystischen Ovarien. Das Risiko fir Gestationsdiabetes steigt bei adip6sen Frauen. Des
Weiteren besteht eine hohere Rate an Geburtskomplikationen. Neugeborene adipdser Frauen
haben ein hdheres Risiko fur Friihgeburten, Makrosomie, kongenitale Anomalien und perina-
tale Mortalitat (Marchi et al. 2015).

Das Karzinomrisiko ist bei adipdsen Menschen insgesamt erhéht. Ungeféhr ein Funftel der
Kolonkarzinome sind auf Ubergewicht zuriickzufiihren. Fiir die Halfte der Endometrium- und
ein Achtel der Brustkrebserkrankungen von Frauen nach der Menopause ist Ubergewicht ver-
antwortlich (Branca 2007).

Bei Patienten mit Adipositas 11° und 111° mit dem Anliegen einer bariatrischen Behandlung treten
gehauft komorbide psychische Stérungen auf. Die drei haufigsten psychischen Erkrankungen

bei adipositaschirurgischen Patienten (Depression, Angststorungen und Binge-Eating-Stérung
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(BES)) treten im Vergleich zur normalgewichtigen Bevolkerung vielfach haufiger auf (Zwaan
et al. 2019; Dawes et al. 2016).

Adipositas reduziert die Lebenserwartung deutlich. Bei Menschen mit Adipositas IlI° (= 40-
44,9 kg/m2) reduziert sie sich um durchschnittlich 6,5 Jahre, im BMI-Bereich von 55-59,9
kg/m2 um mehr als 13 Jahre (Kitahara et al. 2014).

1.2 Therapiemoglichkeiten

1.2.1 Konservativ

Die konservative Gewichtsreduktion und die folgende Gewichtsstabilisierung setzen sich aus
den Komponenten Ernahrungs-, Bewegungs- und Verhaltenstherapie zusammen. Adipositas
I° oder Praadipositas mit dem gleichzeitigen Vorliegen von Ubergewichtsbedingten Gesund-
heitsstérungen bzw. Erkrankungen, welche durch Ubergewicht verschlimmert werden, stellen
laut Deutscher Adipositas Gesellschaft (DAG) die Indikationen zur konservativen Behandlung
dar (Wirth et al. 2014).

Eine Erndhrungsumstellung auf Reduktionskost vermindert die Energieaufnahme und redu-
Ziert so das Korpergewicht und die Kdrperfettmasse. Metaanalysen zeigten, dass die mittlere
Gewichtsabnahme durch hypokalorische Kost und kérperliche Aktivitat (3-5x/ Woche 30-60
min) bei ca. 3,6 kg im Vergleich zu ca. 1,8 kg durch alleinige Ernahrungsumstellung liegt (Wu
et al. 2009). Starkere Gewichtsabnahmen sind durch hypokalorische Diaten (ca. 850 kcal/d)
zu erwarten (Wirth et al. 2014). Ferner wird von der DAG die mediterrane Diat (1.500 kcal/d)
empfohlen, da eine vergleichbare Gewichtsreduktion wie bei fettreduzierter oder kohlenhydra-
tarmer Kost erreicht werden kann und sich gleichzeitig glinstige metabolische Effekte zeigen
(Shai et al. 2008).

1.2.2 Adipositaschirurgie

Die Ergebnisse der konservativen Therapie zeigten, dass die Therapieziele gemal der DAG-
Leitlinie (Gewichtsreduktion > 5% bei BMI 25-35 kg/m?und > 10% bei BMI > 35 kg/m2 innerhalb
eines Jahres) in der Regel nicht erreicht werden, weshalb chirurgische Therapieoptionen not-

wendig sind.

Unter Adipositaschirurgie werden operative Eingriffe verstanden, durch die eine nachhaltige
Gewichtsreduktion mit einer Verbesserung der Komorbiditdten und der Lebensqualitat erreicht
werden soll. Unter Metabolischer Chirurgie werden operative Eingriffe wie jene der Adiposita-
schirurgie verstanden, jedoch wird hier die Indikation primar zur Verbesserung der glykami-
schen Stoffwechsellage (vorbestehender T2DM) gestellt (DGAV 2018).
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Die Indikation fir einen adipositaschirurgischen Eingriff ist bei Patienten mit einem BMI = 35
kg/m? mit zusatzlich einer oder mehreren Adipositas-assoziierten Begleiterkrankungen gege-
ben, wenn die konservative Therapie bereits erschopft ist. Ebenfalls indiziert ist die chirurgi-
sche Therapie bei Patienten mit einem BMI 2 40 kg/m? ohne Begleiterkrankungen und ohne
Kontraindikationen nach Ausschopfung der konservativen Therapie. Bei einem BMI = 50 kg/m?
kann priméar operativ bariatrisch therapiert werden, ohne dass zuvor eine konservative Thera-
pie durchgefihrt werden muss (Mechanick et al. 2013; DGAV 2018).

Eine Primarindikation im Sinne der metabolischen Chirurgie stellt ein BMI = 40 kg/m? mit syn-
chronem Auftreten eines T2DM dar (Rubino et al. 2016; DGAV 2018).

Der Wirkmechanismus bariatrischer Operationen beruht auf restriktiven oder hormonalen
(malabsorptiven) sowie kombinierten laparoskopischen Operationen (siehe Anhang ab Seite
XXVIII). Bei den restriktiven Methoden wie der Magenbandanlage und der Schlauchmagenbil-
dung wird aufgrund des kleinen Magenpouches weniger Nahrung aufgenommen mit einem
frlheren Einsetzen des Sattigungsgefiihls. Bei malabsorptiven Methoden wird die Nahrstoff-
aufnahme durch einen verklrzten Verdauungskanal im lleum auf ca. 50-100 cm limitiert, wie
bei der Biliopancreatischen Diversion nach Scopinaro. Der proximale Roux-en-Y-Magenby-
pass, der Omega-Loop-Magenbypass und die Biliopancreatische Diversion mit Duodenal-

switch zahlen zu den kombinierten Operationsmethoden (Billmann und Keck 2017).

1.2.3 Magenband

Die laparoskopische Anlage des Magenbandes (LAGB) erfolgt 1-2 cm aboral des gastrodso-
phagealen Ubergangs mit Bildung eines ca. 15-30 ml groRen Magenpouches (Anhang Abbil-
dung 22). Das verstellbare Silikonband kann von au3en Uber das Portsystem individuell ge-
steuert werden, indem die innenliegende Seite des Bandes befiillt wird und somit eine variable
Restriktion erreicht wird (Huttl et al. 2015; Billmann und Keck 2017).

1.2.4 Schlauchmagen

Der Schlauchmagen (SG) ist die am haufigsten durchgefiihrte bariatrische Operation in
Deutschland und diente urspringlich als ersten Schritt fiir die Biliopancreatische Diversion mit
Doudenalswitch (BPD-DS) (Huttl et al. 2015). Gegebenenfalls kénnen auch zweizeitige Ope-
rationen (Stufenkonzept) durchgefuhrt werden, um das perioperative Risiko zu senken, insbe-
sondere bei Patienten mit Komorbiditaten. Dies bedeutet, dass zuerst ein Schlauchmagen an-
gelegt wird, um zu einem spéateren Zeitpunkt die BPD-DS zu vollenden (Huittl et al. 2015). Die

grofRe Magenkurvatur wird entfernt und somit Fundus und Korpus subtotal reseziert, sodass
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der restliche Magen eine ungefahre Dicke einer 32-40 Charriere (Chr) Magensonde besitzt
(Anhang Abbildung 23). Das Magenrestvolumen betragt noch ungefahr 10% (ca. 85 ml) des
urspringlichen Volumens (Keck und Germer 2017).

1.2.5 Proximaler Roux-en-Y-Magenbypass

Die kombinierte Operation aus restriktiver und malabsorptiver Methode stellt der proximale
Roux-en-Y-Magenbypass (pRYGB/RYGB) dar. Hierbei wird ein Magenpouch mit ca. 20-30 ml
Volumen und eine Roux-Y-Gastrojejunostomie gebildet, die bis zur Jejunojejunostomie den
alimentaren Schenkel mit einer Lange von 75-150 cm bildet (Anhang Abbildung 24). Die bilio-
pancreatische Schlinge (ca. 30-100 cm) wird aus dem jejunalem Schenkel vom Treitz-Band
bis zur Jejunojejunostomie dargestellt und leitet die Gallen- und Pancreassekrete ab. Der ge-
meinsame Endkanal des Diunndarms reicht von der Jejunojejunostomie bis zur lleo-

zékalklappe und dient der verringerten Resorption (Ordemann und Elbelt 2017).

1.2.6 Omega-Loop-Magenbypass

Zur Gruppe der kombinierten Operationen z&hlt des Weiteren der Omega-Loop-Magenbypass
(OLGB), auch Ein-Anastomosen-Bypass genannt (Anhang Abbildung 25). Nach der Schlauch-
magenbildung ohne Entfernung des restlichen Magens wird eine Gastrojejunostomie angelegt.
Die biliare Schlinge misst 200 cm gemessen ab dem Treitzband und bildet nach der Gastroje-

junostomie die restliche verkleinerte Resorptionsfliche (Ordemann und Elbelt 2017).

1.2.7 Biliopancreatische Diversion (mit Duodenalswitch)

Als rein malabsorptive Methode steht die Biliopancreatische Diversion (BPD) nach Scopinaro
zur Verflgung, die in Deutschland sehr selten durchgefuhrt wird, aufgrund massiver Malabsop-
tion und den damit einhergehenden Komplikationen. Die Operation wird wie ein Roux-en-Y-
Magenbypass durchgefuhrt, jedoch mit einem grof3eren Magenpouch (Anhang Abbildung 26).
Der gemeinsame Endkanal ist deutlich verkirzt auf ca. 50 cm Lange. Daher resultiert die sehr

kurze Resorptionsflache (Ordemann und Elbelt 2017).

Im Gegensatz zur BPD nach Scopinaro handelt es sich bei der Biliopancreatischen Diversion
mit Duodenalswitch (BPD-DS) um eine kombinierte Methode aus Schlauchmagen mit Erhalt
des Pylorus und Bildung einer lleoduodenostomie direkt hinter dem Pylorus (Anhang Abbil-
dung 27). Die alimentére Schlinge erhlt eine Lange von ca. 150 cm bis zur Anastomose mit
der biliodigestiven Schlinge. Der gemeinsame Resorptionskanal kann unterschiedlich lang
sein, meist zwischen 50-100 cm (Hattl et al. 2015; Ordemann und Elbelt 2017).
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1.2.8 Perioperative Komplikationen

Die operative Mortalitét liegt bei ca. 0,1% bei restriktiven Methoden, ca. 0,5% bei Anlage eines
Magenbypasses und bei ca. 1,1% bei der BPD-DS (Buchwald et al. 2004). Die Komplikations-
rate steigt mit dem BMI, dem fortgeschrittenem Patientenalter, dem mannlichen Geschlecht

und den vorhandenen Komorbiditaten (Gentileschi et al. 2002; Billmann und Keck 2017).

Frihkomplikationen werden durch Wundinfektion, Blutungen und Lungenembolien beschrie-
ben (Flum et al. 2009). Das Auftreten einer Leckage oder einer Lungenembolie stellen die
haufigsten Todesursachen nach bariatrischer Operation dar (DeMaria et al. 2007a; DeMaria
et al. 2007b).

Die Spatkomplikationen unterscheiden sich je nach Operationsmethode. Bei der Anlage des
LAGB zeigen sich sehr niedrige frihpostoperative Komplikationsraten, jedoch steigt die lan-
gerfristige Reoperationsrate auf ca. 10-20% an, meist aufgrund einer Band-Slippage
(Chevallier et al. 2004). Bei der SG treten gehauft Stenosen, Fistelbildungen und Refluxbe-
schwerden auf. Spét auftretende Anastomosenstenosen zeigen sich gehauft bei Magenbypas-
sen, vor allem nach pRYGB im Bereich der Gastrojejunostomie. Anastomosenulzera entste-
hen nach Magenbypass durch eine hohe Magensaftproduktion, Nikotinabusus sowie Ein-
nahme von Medikamenten wie Nichtsteroidalen Entziindungshemmern (NSAIDs). Die Inzi-
denz fur innere Hernien, Briden, Adhasionen und Trokarhernien steigt nach einer Magenby-
passoperation. Durch die vorhandene Adipositas und rasche Gewichtsreduktion bei pRYGB
steigt die Inzidenz fur Cholezystolithiasis auf ca. 10% (Ordemann und Elbelt 2017). Weitaus
haufiger zeigt sich das neurohormonal verursachte Dumping-Syndrom mit einer Inzidenz bis
zu 70% nach pRYGB nach der Einnahme von Zucker. Urs&chlich wird von einer Stérung der
Vasomotorik des Magens mit Verlust der Pylorusfunktion ausgegangen. Innerhalb der ersten
Stunde postprandial (Fruihdumping) wird durch den raschen Einstrom von hyperosmolarer
Nahrung in die alimentére Schlinge vermehrt Flissigkeit in das Darmlumen verschoben. Die
Dumping-Symptomatik zeichnet sich folglich durch Hypotension und verstarkte Aktivitat des
Sympathikus aus (van Beek et al. 2017). Mehrere Stunden postprandial (Spatdumping) wer-
den die einfachen Kohlenhydrate zu schnell resorbiert mit der Folge einer Hyperglykamie und
einer Uberschiel3enden Hyperinsulindmie, wodurch hypoglykamische Symptome mdglich sind
(van Beek et al. 2017). Besonders bei malabsorptiven und kombinierten Methoden kdnnen
Mangel an Mikro- und Makronahrstoffen auftreten. Nach der BPD werden hauptsachlich die

fettloslichen Vitamine und Proteine verringert aufgenommen (Billmann und Keck 2017).

1.2.9 Ergebnisse bariatrischer Operationen im Vergleich
Der Gewichtsverlust nach bariatrischen Operationen wird anhand des Excess Weigth Loss

(EWL), dem Verlust an Ubergewicht in % gemessen und vergleichbar gemacht. Ein BMI von
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25 kg/m? dient als Ausgangswert, woraus sich das Normalgewicht berechnen lasst. Bei bari-
atrischen Operationen wird ein Therapieerfolg mit einem EWL von 50% definiert, dies bedeutet
einer Verringerung des Ubergewichts von 50%. Hinzu kommen die Verbesserung der Komor-
biditaten sowie der Lebensqualitat (Huttl et al. 2015; O'Brien et al. 2019; Chiappetta 2016).

Den grof3ten Effekt, um Gewicht zu verlieren, zeigte der pPRYGB mit einem hohen Gewichts-
verlust sowohl in den ersten zwei Jahren als auch nach finf Jahren. Der BMI konnte im Lang-
zeitverlauf durchschnittlich um etwa 14 Punkte gesenkt werden (Chang et al. 2014). In der
Metaanalyse von Buchwald et al. (2004) wurden die Ergebnisse der einzelnen Methoden deut-
lich. Durchschnittlich wurde ein EWL von 61,2% erreicht. Die geringsten EWL-Prozentpunkte
wurden beim LAGB (47,5%) erreicht, gefolgt vom Magenbypass (61,6%). Am Erfolgreichsten
stellte sich der BPD-DS (70,1%) in der Studie von Buchwald et al. (2004) dar.

Die BPD-DS zeigte eine nahezu vollstdndige Remission eines vorbestehenden T2DM (95%)
innerhalb von zwei Jahren nach der OP, sowie im Langzeitergebnis. Die Anlage eines Magen-
bypasses flihrte durchschnittlich in ca. 80% der Operationen zu einer Remission des T2DM,
wahrend sich nach LAGB der geringste Effekt zeigte (ca. 57%) (Buchwald et al. 2009). Im

Gesamten prasentierte sich in mehr als 70% der operierten Probanden eine Verbesserung der

Hyperlipidamie und eine Reduktion der arteriellen Hypertonie (Buchwald et al. 2004).

Die positiven Folgen der Adipositaschirurgie lassen vermuten, dass sich der menschliche
Stoffwechsel nach der Operation verandert bzw. sich der neuen Gegebenheit anpasst. Dies-
bezlglich kann die Hormonsekretion im Gastrointestinaltrakt bedeutend sein (Dimitriadis et al.
2017), ebenso wie das komplexe Zusammenspiel des Metabolismus und deren Regulationen
im ganzen menschlichen Organismus. Hierzu kdnnen die verschiedenen anabolen und kata-
bolen Stoffwechselwege sowie deren Gene und Expressionsmuster mithilfe molekularbiologi-

scher Methoden genauer erforscht werden.

Beispielsweise kann hierfiir der metabolisch wichtige mTOR-Stoffwechselweg genauer unter-
sucht werden. Hinweise auf eine Beteiligung in Stoffwechselprozessen zeigten sich bei T2DM
und Ubergewicht durch eine verstarkte Genexpression von mTOR (Rubie et al. 2019). Weiter-
gehend interessiert die genaue Reaktion von mTOR auf bariatrische Operationen. Nach RYGB
konnten Veranderungen der mTOR-Expression und der folgenden Ghrelin-Hormonsekretion
in Magenzellen in Mausen erforscht werden (Li et al. 2018). Die folgenden Forschungsunter-
suchungen dienen dazu, das Expressionsverhalten von mTOR nach bariatrischen Operatio-
nen besser zu verstehen und um neue Erkenntnisse der Auswirkung von adipositaschirurgi-

schen Eingriffen zu bekommen.
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1.3 mTOR-Stoffwechselweg

mTOR (mammalian/ mechanistic target of rapamycin) ist eine Serin- (Ser-)/ Threonin- (Thr)-
Proteinkinase im verwandten Phosphatidylinositol-3-Kinase-(PI3K)-Signalweg (Keith und
Schreiber 1995).

1964 wurde das heutige Immunsuppressivum Rapamycin aus dem Bodenbakterium Strepto-
myces hygroscopicus isoliert. Zunachst wurde eine antifungale und makrolidahnliche Wirkung
angenommen (Vézina et al. 1975). In weiteren Untersuchungen zeigte Rapamycin seine im-
munsuppressive Wirkung (Martel et al. 1977). 1994 wurde in biochemischen Studien der wei-
tere Aktionsmechanismus von Rapamycin deutlich, indem mTOR als das direkte Ziel des Ra-

pamycin-FKBP12 Komplexes in Saugetieren identifiziert wurde (Sabatini et al. 1994).

Der mTOR-Signalweg ist Teil von mehreren wichtigen Signalwegen in Eukaryonten und spielt
somit eine Schlisselrolle der Zellphysiologie. mTOR und die weiteren beteiligten Proteinkina-
sen sind wichtig bei der Aktivierung metabolischer Prozesse wie der Protein-, Nukleotid-, Lip-
idsynthese und der Glukosehomdostase, sowie der Hemmung von katabolen Mechanismen
wie der Autophagie (Liu und Sabatini 2020).

1.3.1 Aufbau von mTOR
MTOR besteht aus den beiden katalytischen Untereinheiten mTOR Komplex 1 (mMTORC1) und
MTOR Komplex 2 (MTORC2) (Liu und Sabatini 2020).

MTORCL1 ist aus drei Hauptkomponenten aufgebaut: mTOR, regulatory protein associated
with mTOR (Raptor) und mammalian lethal with Sec13 protein 8 (MLST8) (Kim et al. 2002).
Raptor ist ein regulatorisches Protein, welches die Substratanlagerung an mTOR erleichtert
und notwendig ist fUr die richtige subzellulare Lokalisation von mTORC1 (Nojima et al. 2003).
mLST8 assoziiert mit der katalytischen Region des mTORCL1 und stabilisiert die Aktivierung
der Kinase (Yang et al. 2013). Zusatzlich besitzt mMTORC1 proline-rich Akt substrate of 40 kDa
(PRAS40) und DEP domain containing mTOR interacting protein (Deptor) als inhibitorische
Untereinheiten (Sancak et al. 2007; Peterson et al. 2009).

MTORC?2 enthélt ebenfalls mTOR, mLST8 und Deptor. Zusétzlich rapamycin insensitive com-
panion of mMTOR (Rictor) und die beiden regulatorischen Domanen mSinl und Protorl/2
(Sarbassov et al. 2004; Frias et al. 2006; Pearce et al. 2007). Aufgrund des unterschiedlichen
Aufbaus der beiden Komplexe l&sst sich bei kurzzeitiger Gabe von Rapamycin die Insensitivi-
tat von mTORC?2 erklaren. mTORC2 besitzt Rictor, welcher vermutlich dafir sorgt, dass der
FKB12-Rapamycin-Komplex nicht an mTOR binden kann. Bei Langzeittherapie von Ra-
pamycin lasst sich dies nicht beobachten (Liu und Sabatini 2020; Lamming et al. 2012).
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MTORC1 spielt eine zentrale Rolle, die Homdostase zwischen Anabolismus und Katabolismus
aufrecht zu erhalten und auf Umweltfaktoren wie Nahrungsangebot, Wachstumsfaktoren,
Energie- und Sauerstoffangebot und zellularen Stress zu reagieren (Saxton und Sabatini
2017).

MTORC2 wird als regulatorisches Element des Aktinzytoskeletts und der Zellmigration ver-
standen. Eine bedeutende Rolle spielt mMTORC2 beim Ablauf des mTOR-Stoffwechselweges

und die damit verbundenen Phosphorylierungen und Aktivierungen (Liu und Sabatini 2020).

1.3.2 P70S6K
70kDa ribosomal S6 kinase (p70S6K) ist das Downsteam-Target von mTORCL.

P70S6K zahlt zur Gruppe der Serin-/Threoninkinasen (Dufner und Thomas 1999) und ist eine
Unterform der S6 kinase 1 (S6K1) Proteine (Tavares et al. 2015). Neben S6K1 existiert S6K2,
welches aufgrund seiner sehr dhnlichen Kinasedomane (ca. 80%) bisher weniger erforscht ist
(Pardo und Seckl 2013).

P70S6K besteht aus 502 Aminosauren und findet sich meist im Zytoplasma (Fenton und Gout
2011). Die langere Isoform P85S6K enthéalt zusatzliche Aminoséduren am N-Terminus (Grove
et al. 1991). Die zu S6K2 gehdrigen Proteine, p54 und p56, besitzen ein nukledres Lokalisati-
onssignal an inrem N-Terminus, weshalb davon ausgegangen wird, dass diese Isoformen vor-
ranging im Zellkern lokalisiert sind (Magnuson et al. 2012). Kurzere Isoformen von S6K1 (p31,
h6A und h6C) entsteht durch alternatives Splicing (Ben-Hur et al. 2013; Tavares et al. 2015).

An zahlreichen Proteininteraktionen sind P70S6K sowie die weiteren Isoformen beteiligt.

Eines der wichtigsten Ziele ist das ribosomale Protein S6, eine Komponente der 40S Unterein-
heit der Ribosomen. S6K1 und S6K2 sind notwendig fir die vollstandige Phosphorylierung von
S6 (Pende et al. 2004) und somit essenziell fur die Proteinsynthese und den Zellzyklus
(Chauvin et al. 2014). Weitere Ziele von S6K1 sind der eukaryotic translation initiation factor
4B (elF-4B) und die eukaryotic elongation factor 2 kinase (eEF2K), welche die Proteinsynthese
stimulieren (Magnuson et al. 2012; Wang et al. 2001). Die Regulation des Transkriptionspro-
zesses von S6K1 mit dem cAMP responsive element regulator (CREM) und dem estrogen
receptor a (ERa) konnten von Groot et al. (1994) und Yamnik et al. (2009) gezeigt werden.
S6K1 scheint ebenfalls am mRNA-Splicing beteiligt zu sein, da S6K1 Aly/REF-like target
(SKAR) und nuclear cap-binding protein subunit 1 (NCBP1) als potenzielle Ziele von S6K1

identifiziert wurden (Richardson et al. 2004).

S6K1 spielt eine Rolle fiir das Uberleben der Zellen, indem die glycogen synthase kinase 3

(GSK3) und das pro-apoptotische Protein Bcl-2-associated death promoter (BAD)

Promotion Isabella Flora Schworer



Einleitung und Zielsetzung 11

phosphoryliert und inhibiert werden, wodurch folglich die Apoptose gehemmt wird (Magnuson
etal. 2012). Im Gegensatz dazu, besitzt S6K1 die Fahigkeit die Apoptose Uber p53 einzuleiten.
S6K1 bindet an das murine double minute 2- (Mdm2-) Protein, wodurch die Translokation von
Mdm2 aus dem Zellkern und die Ubiquitinierung des Tumorsuppressorgens p53 verhindert
wird (Lai et al. 2010).

Eine weitere wichtige Aufgabe von S6K1 stellt die Organisation des Zytoskeletts dar. Phos-
phoryliertes S6K1 bindet an F-Aktin und dient somit dessen Reorganisation. Weitere Proteine
der (Ras homologue-) Rho-GTPasen kdnnen durch S6K1 aktiviert werden und damit das
Zellskelett regulieren (Ip et al. 2011).

1.3.3 AKT
Proteinkinase B (AKT/PKB) ist das Downstream-Target von mTORC2.

AKT besteht aus drei Untereinheiten: pleckstrin homology (PH), welches die Membrantranslo-
kation von AKT reguliert, middle kinase und die regulatorische Untereinheit regulatory carboxy-
terminal domain (Abeyrathna und Su 2015). Des Weiteren finden sich drei Isoformen von AKT,
welche sich durch unterschiedliche Serin-/Threoninreste charakterisieren. AKT1 l&sst sich im
ganzen Organismus finden, wahrend AKT2 in insulinsensitiven Geweben wie Skelettmuskel,
Fettgewebe und Leber exprimiert wird. AKT3 findet sich vor allem im Hoden und im Gehirn
(Abeyrathna und Su 2015; Krycer et al. 2010).

Durch zwei Mechanismen wird AKT vollsténdig aktiviert (Huang et al. 2018). Die erste Phos-
phorylierung entsteht an der Kinasedomane Threonin308 durch Phosphoinositide-dependent
kinase 1 (PDK1) Uber Phosphatidylinositol-3,4,5-triphosphat (PIP3) (Alessi et al. 1997). Zu-
satzlich erfolgt der zweite Aktivierungsschritt durch die Phosphorylierung von Serin473 an der
C-terminalen regulatorischen Einheit durch mTORC2 Uber die Phosphatidylinositol-3-Kinase
(PISK) (Sarbassov et al. 2005). Moglicherweise sind auch PI3K-unabhangige Aktivierungen
von AKT mdglich, beispielsweise durch die an der Plasmamembran lokalisierten Phospholi-
pide Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat (PIP2) und PIP3; (Jethwa et al. 2015). Die Inaktivie-
rung von AKT erfolgt Uber die Dephosphorylierung durch Proteinphosphatasen (Andjelkovi¢ et
al. 1996; Gao et al. 2005).

AKT besitzt viele Downstream-targets, welche tber die Serin- und/ oder Threoninreste phos-
phoryliert und damit aktiviert oder inaktiviert werden. Dazu zéhlen Protein- und Lipidkinasen,
Transkriptionsfaktoren, Zellzyklusregulatoren und metabolische Enzyme, wodurch AKT eine
wichtige Rolle in vielen zellularen Prozessen wie Apoptose, Zellzyklus und Metabolismus spielt
(Manning und Toker 2017; Huang et al. 2018).
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Bei Glukoseangebot wird die Expression des Glukosetransporters Typ 4 (GLUT4) und der En-
zyme fur Glykolyse und Glykogensynthese induziert (Manning und Cantley 2007). Die Enzyme
fur die Gluconeogenese werden durch AKT gehemmt (Huang et al. 2018).

Ferner reguliert AKT den Lipidstoffwechsel durch sterol regulatory element binding proteins
(SREBP), welche die Akkumulation von Cholesterin- und Fettsauren induzieren (Krycer et al.
2010).

Die Rolle der Downstream-Targets, p70S6K und AKT, im mTOR-Stoffwechselweg wird im

Weiteren erlautert.

1.3.4 Ablauf des mTOR-Stoffwechselweges

Der Ablauf der Signalweiterleitung des Stoffwechselweges ist Abbildung 2 zu entnehmen.

() Positive regulators of mTORC1 Sare
(O Negative regulators of mTORC1| .. Insulin
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Abbildung 2: Signalweg des mTOR-Stoffwechsels
Quelle: Saxton und Sabatini (2017)

Der Insulinrezeptor (IR) an der Plasmamembran fuihrt nach Aufnahme von Insulin zur Aktivie-
rung des Insulin-Rezeptor-Substrates (IRS). Folglich wird die PI3K aktiviert, welche PIP, zu
PIPs phosphoryliert und PIP3 somit aktiviert. PIP3z phosphoryliert und aktiviert mTORC2.

AKT wird durch mTORC2 und PDK1 aktiviert und erhalt somit eine doppelte Aktivierung, da
AKT den Schliisselfaktor des Insulin-/ PI3K-Signalwegs darstellt und fur die folgende Aktivitat
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von mMTORC1 essenziell ist. Im Sinne der doppelten Inhibierung wird durch Phosphorylierung
der Tuberous Sclerosis Complex (TSC) inhibiert, wodurch die von TSC ausgehende Hem-
mung auf die Guanosintriphosphat- (GTP)-asen Ras homolog enriched in brain (Rheb) und
Ras-related GTP-binding protein (Rag) und somit mTORC1 aufgehoben wird (Saxton und
Sabatini 2017). Die sich an der Lysosomenmembran befindenden GTPasen Rheb und Rag
sind dafur zustandig, dass mTORC1 nur dann aktiviert wird, wenn die intra- und extrazellularen
Konditionen dafur gegeben sind. Sofern ausreichend Aminoséauren, Glukose und Wachstums-
faktoren vorliegen, kann das Rag-Heterodimer aktiviert werden, welches mTORC1 vom Zyto-
plasma zur Lysosomenmembran rekrutiert, um dann mit Rheb-GTP in Verbindung zu kommen
(Liu und Sabatini 2020).

Die Regulation des Signalweges geht vom aktivierten mTORC1 aus, da dieser sein
Downstream-Target p70S6K phosphoryliert und aktiviert, wodurch IRS gehemmt wird. Ferner
kann mTORC1 das Growth factor receptor-bound protein 10 (Grb10) als weiteren negativen
Regulator des IRS aktivieren (Yu et al. 2011).

1.3.5 Funktion von mTORC1

mTORCL1 fordert die Proteinsynthese durch Aktivierung von p70S6K und der daraus folgenden
Aktivierung des elF-4B zur Verbesserung der 5’cap-abhéngigen Translation der mRNA (Holz
et al. 2005). Auf den gleichen Effekt zielt die Hemmung des eukaryotic translation initiation
factor 4E-binding protein 1 (4E-BP1) mit nachfolgender Inhibierung des eukaryotic translation
initiation factor 4E (elF-4E) ab. Weitere Translationsfaktoren werden durch mTORCL1 beein-

flusst, um die Entwicklung der Ribosomen zu férdern (Liu und Sabatini 2020).

Als Voraussetzung fir Zellwachstum ist neben der Nukleotidsynthese auch die Lipidsynthese
notwendig, um neue Zellmembranen aufbauen zu kénnen. Hierbei werden tber Aktivierung
von p70S6K die SREBP aktiviert, ebenso wie durch die doppelte Inhibierung tber Lipin-1
(Porstmann et al. 2008, Peterson et al. 2011). Bei geringem Cholesterinanteil in der Zelle,
translozieren die SREBP von der Membran des endoplasmatisches Retikulums (ER) in den
Nukleus und fuhren zu einer Hochregulierung der Gene fir die de-novo-Lipid- und Choleste-
rinsynthese (Horton et al. 2002). Die Nukleotidsynthese wird verstarkt aktiviert durch p70S6K,
wodurch die Aktivierung von Carbamoyl-phosphate synthetase 2, Aspartate
transcarbamoylase und Dihydroorotase (CAD) eine verbesserte Pyrimidinsynthese auslost
(Ben-Sahra et al. 2013). mTORCL1 aktiviert den Activating transcription factor 4 (ATF4) und
sein Downstream-Target methylenetetrahydrofolate dehydrogenase 2 (MTHFD?2) fir eine ge-
steigerte de-novo-Purinsynthese (Ben-Sahra et al. 2016). Neben den direkten Effekten auf

Enzyme und Transkriptionsfaktoren, hat mTORC1 die Fahigkeit den Transkriptionsfaktor
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hypoxia inducible factor 1a (HIF1a) hochzuregulieren, um eine verstarkte Expression glykoly-

tischer Enzyme zu erreichen und somit die aerobe Glykolyse zu steigern (Duvel et al. 2010).

Wahrend mTORC1 anabolische Prozesse steigert, werden gleichzeitig katabole Mechanis-
men — die katabole Autophagie — verringert. Dafiir werden die beiden Haupteffektoren der
Autophagieinduktion Unc-51-like autophagy-activating kinase (ULK1) und Autophagy-related
protein 13 (ATG13) durch Phosphorylierung gehemmt (Hosokawa et al. 2009). Des Weiteren
sorgt mMTORCL1 fur die Inaktivierung des Ultraviolett (UV) Radiation Resistance Associated
Gene Proteins (UVRAG), um die Reifung der Autophagosomen zu hemmen und die Entwick-
lung von Endosomen zu Lysosomen zu verringern (Kim et al. 2015). Weitere Transkriptions-
faktoren (TF-EB, TF-E3) fur die Entstehung von Lysosomen werden ebenfalls gehemmt
(Roczniak-Ferguson et al. 2012).

1.3.6 Funktion von mTORC2

MTORC?2 stellt eine wichtige Rolle der Zellmigration und des Zytoskelettremodelings dar, in-
dem mehrere Proteinkinasen vom Typ C (PKC) aktiviert werden. Die PKCa dient als Regulator
des Aktinzytoskeletts (Jacinto et al. 2004).

Die wichtigste Funktion von mTORC2 stellt die durch Phosphorylierung ausgeltste Aktivierung
von AKT dar. Uber eine doppelte Inaktivierung tiber TSC wird mTORC1 aktiviert. Ferner un-
tersttzt AKT die Glukosehomoostase durch Aktivierung der Glykogensynthese. Die glycogen
synthase kinase 3b (GSK3b) wird durch AKT gehemmt, und die Glykogensynthase (GS) Uber
eine doppelte Inaktivierung aktiv (Wan et al. 2013). Die Transkriptionsfaktoren Forkhead box
protein O1 (FoxO1/3a) induzieren die Gluconeogenese, jedoch inhibiert AKT die Expression
von FoxO1/3a, wodurch die Gluconeogenese gehemmt wird (Zoncu et al. 2011). Die durch
MTORC2 gehemmten FoxO1/3a dienen ferner der Unterstiitzung des Metabolismus gegen
Stressoren (Webb und Brunet 2014).

1.3.7 Beeinflussende Faktoren des mTOR-Stoffwechselweges

Insulin bindet an den membransténdigen Insulinrezeptor und fuhrt zur Aktivierung des IRS mit
folgender Aktivierung von AKT und mTORCL1. Wachstumsfaktoren kdnnen tiber den Epidermal
Growth Factor Receptor (EGFR) und den intrazellularen Ras-Raf-Mek-Erk-Signalweg TSC
hemmen und somit zu einer gesteigerten Aktivierung des mTOR-Stoffwechselweges fuhren
(Menon et al. 2014).

Hypoxie und zellularer Stress fuihren zur Aktivierung von TSC und der damit verbundenen

verringerten Aktivitat von mTORCL1, vergleiche Abbildung 2.
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Eine erhdhte Adenosintriphosphat (ATP)/Adenosinmonophosphat (AMP)-Ratio fuhrt zur direk-
ten Aktivierung der AMP-activated protein kinase (AMPK), was durch eine Phosphorylierung
von Raptor zu einer direkten Inhibierung von mTORCL1 fihrt und durch Aktivierung von TSC
zu einer indirekten (Gwinn et al. 2008). Zellschadigungen fuhren Uber die Zielgene AMPK},
Phosphatase and tensin homologue (PTEN) und TSC2 zur verringerten Aktivitdt von
mTORCL1, um die Proliferation zu verlangsamen und die Genomintegritat aufrecht zu erhalten
(Feng et al. 2007).

Aminosauren, vor allem Valin, Leucin, Isoleucin und Arginin, spielen eine wichtige Rolle bei
der Aktivierung von mTORCL1 uber Rheb-GTP und Rag-Heterodimer, ersichtlich in Abbildung
2 (Hara et al. 1998).

Bei erhohten Insulin- und Aminosaurespiegeln — sprich bei Nahrungsaufnahme — wird der
mTOR-Stoffwechselweg verstarkt aktiviert. Zellhypertrophie und -wachstum werden durch den
anabolen Metabolismus gefdrdert, indem Glukoseaufnahme, Glykogensynthese, Adipo- und
Lipogenese und gleichzeitiger Hemmung der Glukoneogenese und Ketogenese stattfinden
(Liu und Sabatini 2020). Bei Adipositas kommt es zu einer Uberaktivitit von mTORC1 mit
nachfolgender Hemmung des IRS an der Zellmembran durch p70S6K und Grb10. Bei langan-
haltendem Zustand stellt dies eine Grundlage fiir die Entwicklung eines T2DM und des meta-
bolischen Syndroms dar (Um et al. 2004).
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1.4 Ziel der Promotion

In unserer Arbeitsgruppe wurde vor einigen Jahren eine funktionelle Interaktion der microRNA-
496 (miR-496) mit mMTOR und deren Einfluss auf die Regulation des menschlichen Alterns
demonstriert (Rubie et al. 2016). T2DM tritt am haufigsten bei alteren Menschen auf, weshalb
danach untersucht wurde, ob miR-496 auch einen Einfluss auf die mTOR-Genexpression bei
T2DM haben kdnnte. Tatsdchlich konnte eine signifikante Hochregulierung der Phospho-
MTOR- und P70S6-Kinase- (P70S6K-) Spiegel und eine signifikante Herunterregulierung von
mMiR-496 in mononukle&ren Zellen des peripheren Blutes (PBMCs) der alteren T2DM-Patien-
ten gezeigt werden. Darliber hinaus wurde in fortgeschrittenen Stadien der Adipositas eine
verstarkte Expression des Phospho-mTOR-Proteins, bei gleichzeitig deutlich reduzierter Ex-
pression von miR-496 beobachtet (Rubie et al. 2019). Dies deutet auf einen moéglichen Zu-
sammenhang der miRNA- und mTOR-Expression mit der Entwicklung der Adipositas hin. Zu-
dem zeigen die Forschungsergebnisse von Rubie et al. (2019), dass der mTORC1 Signalweg

an der Regulation des T2DM beteiligt sein kénnte.

Durch verstarkte Nahrungsaufnahme und der folgenden erhéhten Insulinausschittung wird
mTOR vor allem in den metabolisch wichtigen Geweben wie Leber, Skelettmuskel und Fett-
gewebe verstarkt aktiviert. Im Gegensatz dazu zeigt sich eine verringerte Expression von
mTOR bei geringer Nahrungsaufnahme (Liu und Sabatini 2020). Folglich stellt sich die Frage,
ob eine signifikante Gewichtsabnahme nach einer adipositaschirurgischen Operation mit einer

Reduktion der mTOR-Genexpression verbunden ist.

In dieser Arbeit soll daher untersucht werden, ob nach adipositaschirurgischen Operationen
und im weiteren Verlauf eine Veranderung des mTOR-Stoffwechselweges simultan zur Ver-
besserung klinischer Parameter beobachtet werden kann und in welchem Ausmal diese ein-
tritt. Durch die Veranderung des mTOR-Stoffwechselweges kdnnen weitere Riickschliisse auf

die Entwicklung und den Verlauf von Adipositas und T2DM gezogen werden.

Um den mTOR-Stoffwechselweg untersuchen zu kénnen, werden mTOR, sein Downstream-
Target p70S6K und AKT, das Downstream-Target von mTORC?2, als Zielgene ausgewahlt. Als
Housekeeping Gen dient Proteasome subunit beta type-6 (PSMB6), um die Genaktivitat der
untersuchten Probanden untereinander, bezogen auf den Referenzwert des Housekeepers,
vergleichen zu kénnen. Mithilfe der gRT-PCR soll die Genexpression der drei Zielgene quan-

tifiziert werden.
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2. Material

2.1 Verwendete Kits

Tabelle 2: Verwendete Kits mit Herstellerangabe und Verwendungszweck

(Juni 2017, Rev. 05)

Bezeichnung Hersteller Verwendung
High Capacity cDNA Re- | Applied Biosystems by | cDNA-Synthese aus isolier-
verse Transcription Kit Thermo Fisher Scientific | ter RNA
Corporation
NucleoSpin® miRNA Macherey-Nagel GmbH | RNA-Isolation

NucleoSpin® Tissue

Macherey-Nagel GmbH (Ja-
nuar 2017, Rev.17)

DNA-Isolation

MagniSort™ Human CD14

Positive Selection Kit

Invitrogen by Thermo Fisher

Scientific Corporation

Monozyten-Isolation

GoTaqg Probe gPCR Master | Promega Corporation gRT-PCR
Mix

2.2 Verwendete Reagenzien

Tabelle 3: Verwendete Reagenzien mit Herstellerangabe
Bezeichnung Hersteller

Ammonium Chlorid Solution

StemCell Technologies

Bidestilliertes Wasser

Hauseigene Anlage

Biocoll Separating Solution

Biochrom GmbH

CXR Reference Dye

Promega Corporation

Destilliertes Wasser

Hauseigene Anlage

DPBS (1X) Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline

Gibco by Thermo Fisher Sci-
entific Corporation

EDTA 0,5M pH 8,0

Invitrogen by Thermo Fisher

Scientific Corporation

Ethanol absolut EMPROVE®

VWR International LLC

GoTag® Probe qPCR Master Mix, 2X

Promega Corporation

Halt™ Protease and Phosphatase Inhibitor Cocktail (100X)

Thermo Fisher Scientific

Corporation

HI Bovine Serum, Heat Inactivated

Gibco by Thermo Fisher Sci-

entific Corporation
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RIPA Lysis and Extraction Buffer Thermo Fisher Scientific
Corporation

RNase-free-H20 Macherey-Nagel GmbH

Trypanblau Lonzal7-942E Lonza by VWR International
LLC

Water, Sterile, Nuclease-free VWR International LLC

2.3 Angesetzte Puffer und Losungen

Tabelle 4: Angesetzte Puffer und Losungen mit deren Zusammensetzung

Bezeichnung Komponenten Anteil
PBS + 1 mM EDTA DPBS (1X) Dulbecco’s Phosphate Buffered | 500 ml
Saline
EDTA 0,5M pH 8,0 1ml
Separationspuffer DPBS (1X) Dulbecco’s Phosphate Buffered | 47 mi
Saline
EDTA 0,5M pH 8,0 940 ul
HI Bovine Serum, Heat Inactivated 1,44 ml

2.4 Verwendete TagMan™ Gene Expression Assays

Tabelle 5: Verwendete Gene Expression Assays

Bezeichnung Zielgen Hersteller

HS00382586 PSMB6 Thermo Fisher Scientific Corporation
HS00234508 mTOR Thermo Fisher Scientific Corporation
HS00177357 P70S6K Thermo Fisher Scientific Corporation
HS00178289 AKT Thermo Fisher Scientific Corporation

2.5 Probenmaterialien

Tabelle 6: Verwendete Blutproben

Blutproben Herkunft

EDTA-Vollblut | 22 freiwillige Adipositaspatienten des Universitatsklinikums des Saarlan-

des in Homburg

20 freiwillige Kontrollprobanden (zwischen 20 und 60 Jahren mit einem

BMI < 25 kg/m? ohne vorherige/ aktuelle schwerwiegende Erkrankungen)
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2.6 Verwendete Geréate

Tabelle 7: Verwendete Geréte mit Herstellerangabe

Bezeichnung

Hersteller

7500 Real-Time PCR System

Applied Biosystems by Thermo

Fisher Scientific Corporation

Centrifuge 5417R Eppendorf GmbH
Centrifuge 5810R Eppendorf GmbH
DS-11 Spectrophotometer DeNovix Inc.
Gefrierschrank (-20° C), Premium NoFrost Liebherr GmbH

Kihischrank (4° C), Gastro Line

Liebherr GmbH

Laborgefrierschrank (-20° C), Medline Lgex 3410 — 22A
001

Liebherr GmbH

Magnet, EasySep ™

Stemcell Technologie

Mikroskop ECLIPSE TS100

Nikon Corporation

Mini-Zentrifuge ROTILABO® mit Butterfly-Rotor (6000
RPM)

Carl Roth GmbH & Co. KG

Neubauer-Zahlkammer, Neubauer Improved

LO-Laboroptik GmbH

Pipetten, Reference/ Research/ Research Plus

Eppendorf GmbH

Simpli Amp ™ Thermal Cycler

Thermo Fisher Scientific Corpora-

tion
Thermomixer compact Eppendorf GmbH
Ultratiefkiihlschrank UF V (-80° C) BINDER GmbH

Vortex-Schiittler, Lab Dance S40

VWR International LLC
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2.7 Verwendete Verbrauchswaren

Tabelle 8: Verwendete Verbrauchswaren mit Herstellerangabe

Bezeichnung

Hersteller

0,2 ml Thin-walled Tube with Flat Cap

VWR International LLC

Falcon ™ konische Zentrifugenréhrchen, 50 ml

Thermo Fisher Scientific Corpora-

tion

Kryordéhrchen 5ml, Aul3engewinde, Standring

VWR International LLC

MicroAmp™ Optical Adhesive Film (PCR Compatible,
DNA/RNA/RNase-free)

Applied Biosystems by Thermo
Fisher Scientific Corporation

MicroAmp™ Optical 96-Well Reaction Plate

Applied Biosystems by Thermo

Fisher Scientific Corporation

Pipettenspitzen

VWR International LLC

Polystyrene Round-Bottom Tube, 5 ml

Thermo Fisher Scientific Corpora-

tion

ReaktionsgefaRe 3810X, g-Safe®, 1,5 ml

Eppendorf GmbH

Reaktionsgefall mit anhangendem Schraubdeckel
(aufgeschraubt) mit Silikondichtung; 1,5 ml und 2 mi

Carl Roth GmbH & Co. KG

Safety-Multifly-Kanile 0,8x19 mm 21G

Sarstedt AG & Co. KG

S-Monovette®, 9 ml K3E

Sarstedt AG & Co. KG

2.8 Verwendete Software

Tabelle 9: Verwendete Software mit Herstellerangabe

Bezeichung

Hersteller

7500 Software For 7500 and 7500 Fast Real-Time PCR
Systems v.2.3

Life Technologies by Thermo Fis-
her Scientific Corporation
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3. Methoden

3.1 Probandenakquise

Die Probenakquise dieser Arbeit umfasste 22 freiwillige Probanden, die als Patienten des Uni-
versitatsklinikums des Saarlandes (UKS) in der Adipositassprechstunde mit Intention einer ba-

riatrischen Operation am hiesigen Klinikum vorstellig wurden.

Um die Studienergebnisse auch mit normalgewichtigen Probanden vergleichen zu kdnnen,
wurden auf freiwilliger Basis 20 Kontrollprobanden aus der Klinik fir Allgemein-, Viszeral-, Ge-
fal- und Kinderchirurgie akquiriert. Auswabhlkriterien fir das Kontrollkollektiv umfassten neben
einem BMI < 25 kg/m? auch einen Altersrahmen zwischen 20 und 60 Jahren zum Zeitpunkt
der Blutentnahme. Ausschlusskriterien bildeten das Vorliegen von schweren aktuellen sowie
vergangenen Vorerkrankungen wie Krebs oder chronische Erkrankungen. Auf diese Weise
sollte eine mdglichst gute Vergleichbarkeit zum Patientenkollektiv gewahrleistet werden.

Die Patienten und Kontrollprobanden wurden lber das Vorgehen aufgeklart, nachdem das
Prozedere erlautert wurde. Die Patienteninformation und die Einverstandniserklarung sind im
Anhang ersichtlich (Seiten XXX-XXXVII). Die Ethikkommission willigte in die durchfiihrende
Studie ein (Ethiknummer: 22/18).

3.2 Blutentnahme

Den Probanden wurden an acht Zeitpunkten etwa 36 ml Ethylendiamintetraacetat (EDTA)-
Vollblut (4 x 9 ml) entnommen, ersichtlich in Tabelle 10 . Zur Bindung der im Blut befindlichen
Calcium-lonen wurden mit EDTA innenseitig beschichtete Monovetten eingesetzt. Die so be-

wirkte Bildung von Chelatkomplexen verhindert die Blutgerinnung.
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Folgende Zeitpunkte wurden bestimmt:

Tabelle 10: Zeitpunkte der Blutabnahmen

Bezeichnung Zeitpunkt
Vor der Crash-Diat (VCD)

Préoperativ

1. postoperativer Tag

3. postoperativer Tag

5. postoperativer Tag

3 Monate postoperativ = 3 Monats-Nachkontrolle (SMNK)

6 Monate postoperativ = 6 Monats-Nachkontrolle (6MNK)

I o M m O O @ >

12 Monate postoperativ = 12 Monats-Nachkontrolle (12MNK)

Den Kontrollprobanden wurde einmalig ca. 36 ml EDTA-Vollblut enthommen.

Die EDTA-Vollblut-Proben wurden innerhalb einer halben Stunde, maximal 20 Stunden nach

Abnahme, weiterverarbeitet.

3.3 Separation mononuklearer Zellen des peripheren Blutes (PBMC) aus Vollblut

Die Vorbereitung der PBMC-Separation bestand in der Bereitstellung verschiedener Gefalle
(2 x 5 ml Kryoréhrchen, 4 x 50 ml Falcons, 4 Falcons mit je 15 ml Separationslésung Biocoll)

sowie deren Beschriftung mit der jeweiligen Probandennummer.

Zur Abnahme des Plasmas wurden zwei der insgesamt vier EDTA-Vollblut-Monovetten zu je
9 ml zunachst bei 1000xg bei Raumtemperatur (RT) flr eine Dauer von 15 min zentrifugiert.
Die Blutzellen setzten sich unten ab. AnschlieRend wurden 3 ml Plasma in Kryoréhrchen um-
geflllt und bei -20° C gelagert, um in fortfilhrenden epigenetischen Untersuchungen des La-
bors zu einem spateren Zeitpunkt eingesetzt zu werden. Das fehlende Plasmavolumen wurde
nach der Plasmaabnahme mit Phosphate buffered saline (Phosphat-gepufferte Salzlésung

(PBS)) + 1 mM EDTA ausgeglichen und vorsichtig gemischt.

Jeweils 18 mi Blut, 1 x 9 ml EDTA-Vollblut und 1 x 9 ml PBS-EDTA-BIut, wurden in ein 50 ml
Falcon umgefillt und in einem 1:1 Verhaltnis mit PBS + 1 mM EDTA aufgefillt. Nach dem
Vermengen wurden 4 x 15 ml Biocoll bereitgestellt. Biocoll stellt eine physikalische Trennme-
thode dar, die auf den physikalischen Unterschieden wie GroRe, Gewicht und Dichte der zu
trennenden Blutbestandteile beruht. Die spezifische Dichte dieses hydrophilen hoch vernetz-
ten Bio-Polymers aus Saccharose betragt 1,077 g/ml (im Vergleich Blutplasma = 1,028 g/ml)
(Bio&SELL GmbH 2020).
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Die 15 ml Biocoll in jedem der vier Falcons wurden vorsichtig und langsam mit je 18 ml der
verdiinnten Blutsuspension Uberschichtet. AnschlieRend wurde die Probe bei 1200xg bei RT
fur 20 min mit Bremse zentrifugiert. Nach der Dichtegradientenzentrifugation wurde eine deut-
liche Schichtung erkennbar (siehe Abbildung 3). Die milchige Interphase, bestehend aus den
mononuklearen Zellen des Blutes, wurde vollstandig abgenommen und in zwei neue 50 ml
Falcons Uberfuihrt. Es wurde darauf geachtet, moglichst wenig von der Plasma- und Biocoll-
schicht mitzunehmen, um die Konzentration der PBMC nicht zu verdiinnen. Das restliche Blut

wurde verworfen.

EDTA-Vollblut
Plasma
—_—
PBMC
Biocoll

v Erythrozyten

Links: Uberschichtung von Biocoll (weilich) mit EDTA-Vollblut (rot)

Rechts: Schichtung nach der Dichtegradientenzentrifugation, Plasma (gelb)
und PBMC (beige) auf Biocoll (weil3lich)

Abbildung 3: Prinzip der PBMC-Isolation mithilfe von Biocoll

Quelle: Eigene Darstellung

Danach wurde ein Waschschritt mit PBS + 1 mM EDTA durchgefiihrt und bei 600xg bei RT fir

eine Dauer von 10 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde anschlieBend verworfen.

Die Zellpellets wurden in jeweils 1 ml PBS + 1 mM EDTA resuspendiert, dann in einem Falcon

zusammengefigt und mit 8 ml PBS + 1 mM EDTA auf 10 ml aufgefiillt und gut gemischt.

Nun wurden 50 pl fir eine Zellz&hlung in der Neubauer-Z&hlkammer entnommen. Das Falcon
wurde auf 50 ml mit PBS + 1 mM EDTA aufgefillt und erneut bei 600xg bei RT fir 10 min

zentrifugiert.
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Die enthommenen 50 pul Zellsuspension wurden mit 450 pl Trypanblauldsung vermischt. So
wurde eine Verdinnung der Zellsuspension 1:10 in Trypanblau erreicht. Trypanblau dient der
Bestimmung der Zellviabilitat. Lebende Zellen nehmen den Farbstoff nicht auf, da dieser auf-
grund seiner Grol3e die Zellmembran nicht passieren kann. Abgestorbene und perforierte Zel-
len nehmen hingegen Trypanblau auf und werden dadurch dunkelblau angefarbt. Wenn der
Farbstoff nicht aufgenommen wird, kann man auf den Zustand der Zellmembran schliel3en,

jedoch nicht auf die Funktionstiichtigkeit des Zellinneren (Schmitz und Desel 2018).

10 ul der Trypanblauzellsuspension wurden entnommen und auf eine Neubauerzdhlkammer
aufgebracht. Unter dem Mikroskop wurden in den vier gro3en Eckquadraten, bestehend aus
jeweils 16 kleineren Quadraten, die PBMC gez&hlt. Tote Zellen wurden bei der Zéhlung aus-

geschlossen.
Anhand Formel 1 wurde die Zellzahl der PBMC berechnet:
Formel 1: Berechnung der Anzahl der PBMC unter dem Mikroskop

Y. gezahlte Zellen Zellen . Zellzahl
04 x Verdinnung = ———

Anzahl der grofien Eckquadrate * ml

Zellzahl

— x Volumen in ml = Gesamtzellzahl

Fur die nachfolgenden Schritte (DNA-, RNA-Isolation und Proteinlyse) wurde je nach erhalte-
ner Zellzahl ein bestimmtes Volumen von PBMC in ein neues Eppendorfreaktionsgefaf tiber-
fuhrt.

3.4 Separation von Monozyten

Im Zuge der PBMC-Separation wurden im Anschluss Monozyten aus den peripheren mono-
nuklearen Blutzellen isoliert, um diese fir weitere Forschungsarbeiten zu Adipositas und Epi-
genetik zu verwenden. Die Monozyten wurden mithilfe des MagniSort™ Human CD14 Positive

Selection Kit isoliert.

Monozyten exprimieren das Oberflachenprotein Cluster of differentiation (CD) 14+, wodurch
die mit Hilfe von Biotin gekoppelten Anti-CD14-Antikdrpern in Verbindung mit magnetischen

Beads leicht zu isolieren sind.

Die isolierten PBMC wurden mit PBS + 1 mM EDTA aufgefillt und bei 600xg bei RT fir 5 min
zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Das Zellpellet wurde in Separationspuffer (100 pl
pro 1 x 107 Zellen) resuspendiert und in ein 5 ml Rundbodenréhrchen mit ,Cell Strainer Cap*®
tberfuhrt. AnschlieBend wurde 20 pl MagniSort™ Anti-Human CD14 Biotin pro 100 ul Zellsu-

spension hinzugegeben, 5 s gevortext und bei RT fur 10 min inkubiert. Als folgenden
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Waschschritt wurde das Volumen im Rundbodenréhrchen auf 4 ml mit dem Separationspuffer
gebracht und bei 300xg bei RT fir 5 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und
das Zellpellet im Separationspuffer zum urspriinglichen Volumen resuspendiert (100 pl pro 1
x 107 Zellen).

Die Streptavidin-beschichteten magnetischen Beads wurden 30 s vor Gebrauch mit dem Vor-
tex-Schittler gemischt. Im Anschluss wurden 30 pl MagniSort ™ Positive Selection Beads A
pro 100 ul Zellsuspension hinzugegeben und gut resuspendiert, um die Beads gleichmé&Rig in
der Zellsuspension zu verteilen. Dann wurde fir 5 s gevortext und bei RT fur 10 min inkubiert.
CD14+-Zellen werden durch den Antikorper und danach durch die magnetischen Beads ge-
bunden. Das Volumen wurde auf 2,5 ml mit dem Separationspuffer aufgeftllt und gut resus-

pendiert. Die Zellsuspension wurde dann fur 5 min in dem Standmagneten bei RT inkubiert.

Dabei wurde darauf geachtet, dass das Rundbodenréhrchen bis zum Boden durch den Magnet
geschoben wurde, damit sich die Zellsuspension und die darin enthaltenen Magnetbeads kom-
plett im Magneten befinden. Die ungebundenen CD-14 negativen Zellen wurden nach der In-
kubation verworfen, indem der Magnet samt R6hrchen vorsichtig in einer kontinuierlichen Be-
wegung invertiert wurde, sodass der Uberstand herausflieRen konnte. Das Réhrchen wurde
nicht aus dem Magneten genommen werden, um die Bindung zwischen den CD-14+ Monozy-
ten mit den haftenden Magnetbeads nicht zu lI6sen. Das Rohrchen wurde aus dem Magneten
entfernt und mit dem Separationspuffer wieder auf 2,5 ml aufgefullt und im Magneten platziert.
Dieser Separationsschritt wurde insgesamt dreimal durchgefiihrt. Nach dem letzten Separati-
onsschritt enthielt das Rohrchen nur noch die isolierten Monozyten. In 1 ml PBS + 1 mM EDTA
wurden die Monozyten resuspendiert und 50 plin 450 pl Trypanblau gegeben. Aus der Trypan-
blau-Zellsuspension wurden 10 pl auf die Neubauerzéahlkammer pipettiert und anschlief3end,
wie bei den PBMC, die Monozyten gezahlt.

3.5 Isolation von Ribonukleinsaure (RNA)

Die RNA wurde im spateren Verlauf zu komplementarer DNA (cDNA) umgeschrieben, um an-
schlieend mit Hilfe der quantitativen Real-Time PCR (gRT-PCR) die mRNA-Expression von

den ausgewahlten Genen zu untersuchen.

Je nach erhaltener Zellzahl wird ein bestimmtes Volumen von PBMC in ein neues Reaktions-
gefal’ (1,5 ml) tberfuhrt. Fir die RNA-Isolation wurden mindestens drei Millionen, jedoch ma-
ximal zehn Millionen Zellen eingesetzt. Das Reaktionsgefal3 wurde mit PBS + 1 mM EDTA
aufgefillt und bei 1400xg bei 4° C fir 5 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde anschlieRend

abgenommen.
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Der Ablauf der Isolation der RNA erfolgte mit dem Kit NucleoSpin® miRNA entsprechend den

Angaben des Herstellerprotokolls.

Das Zellpellet wurde unabhéngig der Zellzahl mit 300 pl Lysepuffer (Lysis Buffer ML) resus-
pendiert und gevortext, um neben der chemischen auch eine mechanische Lyse zu erreichen.

Das Lysat wurde bis zur weiteren Verarbeitung bei -80° C gelagert.

Um die RNA-Isolation fortzusetzen, wurde das Lysat bei RT aufgetaut und nach dem Auftauen
fur weitere 5 min bei RT inkubiert. Fur jede Probe wurde ein NucleoSpin® Filter Saule in ein 2
ml Sammelréhrchen mit Deckel platziert. Das Lysat wurde homogenisiert, indem das Lysat auf
die Filtersaule pipettiert und anschlieRend bei 11000xg bei RT fir eine Minute zentrifugiert
wurde. Unlysierte Zellreste sollten durch den speziellen Filter zurtickgehalten werden. Wenn
im Durchfluss ein Pellet sichtbar wurde, wurde der Uberstand in ein frisches 1,5 ml Reaktions-
gefal tberfuhrt. Der NucleoSpin® Filter wurde verworfen. Zum homogenisierten Lysat wurden
150 pl Ethanol (96-100%) hinzugegeben und direkt fur 5 s gevortext. Ethanol sorgt fir pas-
sende Bedingungen fir die Bindung der RNA an die NucleoSpin RNA-Saule. Anschlie3end
wurde die Suspension bei RT fir 5 min inkubiert. Sofern die Bildung eines Prézipitats beo-

bachtet wurde, wurde dies im folgenden Schritt auf die NucleoSpin® Filter Saule pipettiert.

Eine NucleoSpin® RNA Saule wurde in ein 2 ml Sammelréhrchen mit Deckel platziert und die
Saule mit dem kompletten Lysat inklusive der moglichen Prézipitate geladen. Anschlie3end
wurde bei 11000xg bei RT fir eine Minute zentrifugiert und der entstandene, die kleinen RNAs
enthaltende Durchfluss aufgehoben und in einem spéateren Schritt weiterverarbeitet. Die Saule

enthielt nun sowohl DNA-, als auch grof3ere RNA-Molekiile.
Die NucleoSpin® RNA Saule wurde in ein frisches Sammelrohrchen ohne Deckel platziert.

Zum anschlieBenden Entsalzen der Membran wurden 350 pl Puffer MDB auf die Saule ge-
bracht und bei 11000xg bei RT fir eine Minute zentrifugiert. Der Durchfluss wurde verworfen

und die Saule wieder in das Sammelréhrchen eingesetzt.

Folgend musste die restlich vorhandene DNA entfernt werden, dies geschah mithilfe der Zu-
gabe von 80 pl rDNase direkt auf die Saule. Bei offenem Deckel wurde bei RT fir 15 min
inkubiert. Wahrenddessen wurden die folgenden Schritte mit dem Durchfluss durchgefuhrt,

welcher die kleinen RNAs enthielt.

Der Durchfluss mit den kleinen RNAs enthielt auRerdem noch Proteinbestandteile, welche pra-
zipitiert wurden, durch Zugabe von 300 pl Puffer MP direkt auf den Durchfluss. Anschliel3end
wurde fir 5 s gevortext. Um die restlichen Proteine auszufallen, wurde bei 11000xg bei RT fur
3 min zentrifugiert. Das entstandene Proteinpellet wurde im Reaktionsgefald belassen und der
Uberstand wurde auf eine neue NucleoSpin® Protein Removal Saule in einem 2 ml Sammel-

rohrchen mit Deckel gebracht. AnschlieBend wurde bei 11000xg bei RT fur eine Minute
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zentrifugiert, die NucleoSpin® Protein Removal Saule verworfen und der Durchfluss im Sam-
melréhrchen aufgehoben. Durch Zugabe von 800 ul Puffer MX zum Durchfluss und dem fol-
genden Vortexten flr 5 s sollten die Bindeoptionen fur die microRNAs angepasst werden. 600
ul des Durchflusses wurden dann auf die NucleoSpin® RNA Séaule, welche im oben beschrie-
benen Schritt fir 15 min bei RT inkubiert wurde und die groRen RNAs enthélt, gegeben und
direkt bei 11000xg bei RT fur 30 s zentrifugiert. Der Durchfluss wurde verworfen, die Saule
wieder eingesetzt und dieser Schritt so oft wiederholt, bis die komplette Probe geladen wurde

(3x). In diesen beschriebenen Schritten wurden die microRNAs an die Saule gebunden.

Im Anschluss wurden mehrere Waschschritte vollzogen, um eine méglichst reine RNA-Probe
zu erhalten. Es wurden zunéachst 600 pl Puffer MW1 auf die geladene Saule gebracht und
dann bei 11000xg bei RT fir 30 s zentrifugiert. Der Durchfluss wurde verworfen und die Saule
wieder auf das Sammeltube gesetzt. Danach wurde die Séaule mit 700 pl Puffer MW2 geladen
und ebenfalls bei 11000xg bei RT fur 30 s zentrifugiert. Um eine noch bessere Reinheit zu
erhalten, lasst sich dieser letzte Schritt fakultativ wiederholen. Der Durchfluss wurde auch hier
verworfen und die Saule wieder in das Sammelréhrchen platziert. Dann wurden 250 pl Puffer
MW2 auf die Saule pipettiert. Zum Trocknen der Saule wurde bei 11000xg bei RT fir 2 min
zentrifugiert. Sofern der Durchfluss die Saule nach der Zentrifugation bertihrt haben sollte,
wurde dieser entfernt und erneut zentrifugiert. Die Saule wurde in einem frischen 1,5 ml Re-

aktionsgefald platziert, um dann mit der Elution beginnen zu kénnen.

30-50 pl RNase-freies Wasser, variierend je nach Zellzahl, wurde auf die Saule pipettiert. Fur
mehr als 6 Millionen PBMC 50 pl, bei 4 bis 6 Millionen 40 pl und bei weniger als 4 Millionen
PBMC wurden 30 pl verwendet. Nach einminttiger Inkubation bei RT wurde 30 s bei 11000xg
und RT zentrifugiert. Das Eluat wurde in gefriergeeignete ReaktionsgeféalRe tUberfuhrt und di-

rekt auf Eis gestellt.

Im Anschluss wurde die Konzentration der RNA-Probe bestimmt. Dazu wurde der Probe 1 pl
entnommen und diese mit dem Spectrophotometer DeNovix gemessen. Die Konzentration ist

entscheidend bei der cDNA Synthese im Thermocycler.

Zunéchst wurde ein Blindwert (Blank) mit RNase-freiem Wasser durchgefuhrt. Mithilfe des
Spectrophotometers wurde die UV-Absorption bei 260 nm gemessen, welche sich proportional
zur Konzentration der Nukleinsauren verhalt. Der A260-Wert gibt die Absorption bei 260 nm
zusammen mit dem Faktor 40 als Konversionsfaktor an. Die erhaltene Konzentrationsangabe
wurde in ng/ul angegeben. Der Quotient aus A260/A280 gibt die Reinheit der Probe frei von
Proteinen und Phenolen an. Bei RNA sollte der Wert des Quotienten bei ca. 2,0 liegen. Eine
Verringerung des Wertes spricht fiir eine Verunreinigung mit Protein. Die Detektion organi-
scher Substanzen wurde durch den Quotienten A260/A230 angezeigt. Eine Verunreinigung

mit organischen Substanzen wie EDTA oder Guanidinsalz, welches im Lysepuffer enthalten
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ist, zeigt sich ebenfalls durch eine Verringerung des Quotienten, der nicht unter 2,0 liegen
sollte (Koetsier und Cantor 2019).

3.6 Isolation von gDNA

Die isolierte genomische DNA (gDNA) diente der Probengewinnung und weiteren Forschungs-

arbeiten des Labors.

Je nach erhaltener Zellzahl wird ein bestimmtes Volumen von PBMC in ein neues Reaktions-
gefal’ (1,5 ml) dberfuhrt. Fir die DNA-Isolation wurden mindestens 1,5 Millionen, jedoch ma-
ximal 10 Millionen Zellen eingesetzt. Das Reaktionsgefald wurde mit PBS + 1 mM-EDTA auf-
gefullt und 5 min bei 4° C und 1400xg zentrifugiert. Der Uberstand wurde anschlieBend abge-

nommen und das Zellpellet auf Eis gestellt.

Die Isolation der DNA erfolgte mit dem Kit NucleoSpin® Tissue nach Angaben des Hersteller-

protokolls.

Das Zellpellet wurde in 200 pl Puffer T1 resuspendiert. Im nachsten Schritt wurden 25 pl Pro-
teinase K und 200 pl Puffer B3 hinzu pipettiert und gevortext. Im Schuttelinkubator wurde die
Suspension bei 70° C fur 10 min inkubiert, um so eine Lyse der Zellen zu erreichen. Die Nu-
cleoSpin® DNA-Saule wurde in ein vorbereitetes Sammelréhrchen platziert. 210 pl Ethanol
(96-100%) wurden zum Lysat hinzugegeben, anschlieend kraftig gevortext und dann auf die
S&ule gebracht. Durch Ethanol wurde eine geeignete Bedingung geschaffen, damit die DNA
an der Silicamembran der Sammeltubes binden konnte. AnschlieRend wurde bei 11000xg bei
RT fur eine Minute zentrifugiert. Der Durchfluss wurde verworfen, die Saule auf das bereitge-
stellte Sammeltube aufgesteckt. Die folgenden Waschschritte dienten der Entfernung von Pro-
teinresten und Verunreinigungen. 500 pl Puffer BW wurde auf die Saule pipettiert und bei
11000xg eine Minute bei RT zentrifugiert. Der Durchfluss wurde wieder verworfen und die
Saule auf das gleiche Sammeltube platziert. Im Anschluss wurden 600 ul Puffer B5 auf die
Saule pipettiert und bei wiederum einer Minute bei 11000xg und RT zentrifugiert. Der Durch-
fluss wurde danach verworfen und die Saule wieder auf das Sammeltube gesetzt. Zum Trock-
nen der Séule wurde diese bei 11000xg bei RT eine Minute zentrifugiert. Im Folgenden wurde
die Saule in ein vorbereitetes 1,5 ml Eppendorfreaktionsgefal} platziert. Um die DNA von der
Saule zu eluieren, wurden 30-50 pl Eluationspuffer (Elution Buffer (BE)) aufpipettiert und bei
RT eine Minute inkubiert. Der BE I6st die Bindung der DNA von der Saule. Je nach Zellzahl
wurde die Menge des BE angepasst. Wenn mehr als 5 Millionen PBMC fir die DNA-Isolation
vorlagen, wurde mit einer Menge von 50 ml eluiert, bei weniger als 5 Millionen wurden 30 pl

verwendet. Bei 11000xg bei RT wurde eine Minute zentrifugiert, das Eluat erneut auf die Saule
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pipettiert und abzentrifugiert. Dieser Wiederholungsschritt dient der verbesserten Elution der

DNA und somit einer Konzentrationserhdhung der DNA im Eluat.

Das Eluat wurde in ein gefriergeeignetes Eppendorfreaktionsgefaf pipettiert. 1 ul wurde ent-
nommen, um mit dem Spectrophotometer die Konzentration zu messen. Ferner wurde mithilfe
der Ratios die Probenqualitat ermittelt, um tber die Reinheit der Probe eine Aussage treffen
zu konnen. Bei der DNA sollte der Quotient A260/A280 bei etwa 1,9 liegen. Eine Verunreini-
gung mit Proteinen verringert den Wert. Organische Substanzen wie Guanidinsalz oder EDTA
reduzieren den Wert von A260/A230, der Uber 2,3 liegen sollte (Koetsier und Cantor 2019).

AnschlieRend wurde das Eluat bei -20° C gelagert.

3.7 Proteinseparation

Die isolierten Proteine dienten der Probengewinnung und weiteren Forschungsarbeiten des
Labors.

Je nach erhaltener Zellzahl wurde ein bestimmtes Volumen von PBMC in ein neues Reakti-
onsgefal (2 ml) Gberfuhrt. FUr die Proteinlyse wurden maximal 10 Millionen Zellen in 1,8 ml

Radioimmunprézipitation-Assay-Puffer (RIPA-Puffer) angesetzt.

Das Reaktionsgefald wurde mit PBS + 1 mM EDTA aufgefullt und bei 1400xg bei 4° C fir 5
min zentrifugiert. Der Uberstand wurde anschlieBend abgenommen und das Zellpellet auf Eis
gestellt. Je nach Zellzahl wurde der RIPA-Puffer sowie der Protease- und Phosphataseinhi-
bitor angepasst. Bei einer Zellzahl unter 2 Millionen wurden 490 pl RIPA und jeweils 5 pl Pro-
tease- und Phosphataseinhibitor hinzugegeben; bei einer Zellzahl zwischen 2 bis 5 Millionen,
980 ul RIPA und jeweils 10 pl der Inhibitoren und bei einer Zellzahl > 5 Millionen, 1,764 ml
RIPA und jeweils 18 pl der Inhibitoren. Danach wurde die Suspension gevortext und 15 min
auf Eis gestellt. Nachfolgend wurde bei 13500xg bei 4° C fiir 15 min zentrifugiert. Der Uber-
stand wurde in ein 2 ml Gefrierreaktionsgefal? Uberfihrt und bei -80° C gelagert.

3.8 Synthese von komplementarer DNA (cDNA)

Die Genexpression der ausgewahlten Gene des mTOR-Signalweges sollten untersucht wer-
den, woflr eine qRT-PCR durchgefiihrt wurde. Vorbereitend musste die isolierte RNA aller
Proben zu cDNA synthetisiert werden. Hierfir wurde eine spezifische RNA-abhangige DNA-
Polymerase, die Reverse Transkriptase, verwendet.

Zuvor musste ein Primer angehdngt werden, damit die Transkription ablaufen konnte. Da
mMmRNA am 3’-Ende Poly-A (Adenin-Wiederholung) enthalt, konnte man einen Primer aus Poly-

T (Thymin-Wiederholung) anfiigen, von dem aus durch die Reverse Transkriptase die cDNA
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in 5’- nach 3’-Richtung gebildet wurde. Diese wurde dann als Ausgangsmatrize zur qRT-PCR-
Amplifikation verwendet. Da die urspringliche Matrize eine prozessierte RNA war, die
das Splicing schon durchlaufen hat, befinden sich auf der cDNA nur Exons (kodierende Ab-
schnitte) des Gens. Die cDNA ist demnach abhangig von der genetischen Aktivitat (Passarge
2008).

Zunachst wurden die RNA-Isolate aufgetaut und deren Konzentration (ug/ml) mit dem Spectro-
photometer gemessen. Die Konzentration von 1 g wurde in pl umgerechnet, um so die Menge
an zu verwendendem Probenmaterial und Nuklease freiem Wasser mit einem Gesamtvolumen

von 14,2 pl zu erreichen. Der cDNA-Ansatz setzte sich wie folgt zusammen:

10X RT Buffer 2 ul
10X RT Random Primers 2 pl
25X Desoxyribonukleosidtriphosphat (ANTP) Mix 0,8 pl
MultiScribe® Reverse Transcriptase 1,0
Endvolumen 5,8 ul

Das Gesamtvolumen bestehend aus cDNA-Ansatz und RNA-Mix sollte 20 ul betragen, damit

eine Konzentration von 50 ng/ul erreicht wurde.

Es wurde darauf geachtet, dass die Puffermengen immer an die RNA-Menge angepasst wur-
den (1 pg RNA in 20 pl Ansatz, 5 pg in 100 pl Ansatz), da ansonsten die Proben nicht unterei-
nander vergleichbar waren. Eine RNA-Probe wurde als Negativkontrolle ausgesucht, indem
zu diesem Ansatz keine Reverse Transkriptase hinzugegeben wurde, sondern die aquivalente

Menge an Nuklease freiem Wasser.

RNA und Nuklease freies Wasser wurden in 200 yul PCR-Reaktionsgefalie pipettiert, dann
wurde 5,8 ul cDNA-Ansatz hinzugegeben ausgenommen bei der Kontrollprobe. Fir einige Se-
kunden wurden die Proben in der Mini-Zentrifuge bei 6000xg zentrifugiert und dann in den

Thermocycler gesetzt. Hier lauft die eigentliche cDNA-Synthese ab.
Folgende Programmierung wurde verwendet:

Tabelle 11: Ablauf der cDNA-Synthese (Thermocycler)

Stufe 1 Stufe 2 Stufe 3 Stufe 4 Cover Volumen

Temperatur |25° C 37°C 85°C 4° C 105° C 20 ul
Zeit 10 min 120 min 5 min
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Die cDNA (50 ng/ul) wurde bei -20° C aufbewahrt.

Um bei der folgenden qRT-PCR eine Standardreihe erstellen zu kbénnen, wurde aus zwei Blut-

proben RNA isoliert, diese gepoolt und dann in cDNA umgeschrieben.

Zunachst wurden die RNA-Isolate aufgetaut und deren Konzentration (pg/ml) mit dem Spectro-
photometer gemessen. Die Konzentration von 50 pg wurde in gl umgerechnet, um so die
Menge an zu verwendendem Standardprobenmaterial und Nuklease freies Wasser mit einem

Gesamtvolumen von 355 pl zu erreichen. Der cDNA-Ansatz setzte sich wie folgt zusammen:

10X RT Buffer 50 ul
10X RT Random Primers 50 ul
25X dNTP Mix 20 pl
MultiScribe® Reverse Transcriptase 25 ul
Endvolumen 145 pl

50 pug cDNA befanden sich so in einem Gesamtvolumen von 500 pl, wodurch eine Konzentra-
tion von 100 ng/ul erreicht wurde. Fir das weitere Vorgehen wurde die Gesamtmenge in 25 x
20 ul Portionen aufgeteilt und in 200 pul PCR-Gefale pipettiert. Der weitere Verlauf der cDNA

Synthese entspricht dem oben Beschriebenen.

3.9 qRT-PCR mit TagMan™ - Sonden

Mithilfe der quantitativen Realtime PCR wurden die Nukleinsauren vervielfaltigt und gleichzei-
tig die gewonnene DNA mithilfe von Fluoreszenz-Messungen quantifiziert. Die Fluoreszenz

nimmt proportional mit der Menge der PCR-Produkte zu.

Die verwendete TagMan™-Sonde bestand aus einem Oligonukleotid (Primer), das an einem
Ende einen Reporter- und am anderen Ende einen Quencher-Fluoreszenzfarbstoff trug, ver-
gleiche Abbildung 4. Die Fluoreszenz des Reporters (R) wurde bei intakter Sonde durch einen
Quencher (Q) unterdriickt, aufgrund dessen raumlicher Nahe. Zuné&chst hybridisierte die
Sonde mit dem komplementaren DNA-Strang. Die Tag-Polymerase fungierte als Polymerase,
sowie als 5'-3'-Exonuklease. Folglich wurde die TagMan™-Sonde am 5'-Ende abgebaut, wah-
rend gleichzeitig der Gegenstrang synthetisiert wurde. Dadurch wurden Quencher und Repor-
ter voneinander getrennt, wodurch die Emission der Reporter-Fluoreszenz gemessen werden
konnte, ersichtlich in Abbildung 4. Die Zunahme der Intensitéat der Fluoreszenz war proportio-

nal zu der Entstehung von synthetisierten PCR-Produkten (Holzapfel und Wickert 2007).

Promotion Isabella Flora Schworer


https://de.wikipedia.org/wiki/Exonuklease

Methoden 32
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Abbildung 4: Prinzip der TagMan-Sonden
Quelle: Klein und Rost (2019)

Mit der zuvor umgeschriebenen cDNA des Probanden- und Kontrollkollektivs wurde die
MRNA-Expression von den Zielgenen mTOR, p70S6K und AKT sowie dem Housekeeping
Gen PSMB6 mittels gRT-PCR und mit Hilfe von entsprechenden Gene Expression Assays
untersucht. Um eine maoglichst genaue mRNA Quantifizierung zu erhalten, wurde die Genex-
pression eines Zielgens auf das Housekeeping Gen bezogen, wodurch eine relative Quantifi-

zierung moglich wurde (Pfaffl 2004).

Housekeeping Gene beschreiben nicht-regulierte Gene, welche unabhangig von Zelltyp,
Zellstadium und aufReren Einflissen exprimiert werden, im Gegensatz zu den regulierten Ge-
nen (Rubie et al. 2005; Koolman und R6hm 2009). Rubie et al. (2005) untersuchten die Ex-
pressionen mehrere Housekeeping Gene, wobei deutlich wurde, dass PSMB6 eine stabile
Genexpression in den verschiedenen untersuchten Geweben aufwies, weshalb die Verwen-
dung von PSMB6 in der durchgefiihrten Studie favorisiert wurde. PSMB6 kodiert fur ein Protein
des 20S Proteasom-Komplexes, ein multikatalytischer Proteinasekomplex. Proteasomen be-
finden sich verteilt in eukaryotischen Zellen und sind fir den regulierten Abbau von degradier-
ten Peptiden und Proteinen tber das ATP/Ubiquitin-Proteasom-System (UPS) verantwortlich
(NCBI- Gene 2020; Tomko und Hochstrasser 2013).
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Zunachst wurden cDNA, TagMan Gene Expression Assay (Assay on Demand (AoD)) und
GoTag Probe gPCR Master Mix komplett aufgetaut, einige Sekunden gevortext und abzentri-
fugiert und bis zur Verwendung auf Eis gehalten. Das AoD und der Master Mix wurden vor

Licht geschutzt, da sie Fluorophore enthalten.

Zu 1 ml Master Mix wurde 2 ul Carboxy-XRhodamin (CXR) Reference Dye (30 puM) hinzuge-
geben und dann fir einige Sekunden gevortext. Fur jede Probe wurde je ein 1,5 ml Eppen-
dorfreaktionsgefald auf Eis vorbereitet und nach dem vorgegebenen Schema (siehe Tabelle
12) pipettiert.

Tabelle 12: Zusammensetzung des Master Mix-Ansatzes fiir eine Probe der gRT-PCR
Master Mix 21,0
AoD 2,1 ul

Nuklease freies Wasser | 16,8 yl

Zusatzlich wurde 2,1 pl cDNA (50 ng/pl) hinzugegeben, gevortext und fir wenige Sekunden
abzentrifugiert. Bei geringer konzentrierter cDNA (25 ng/ul) wurde 4,2 pl cDNA verwendet und

14,7 ul Nuklease freies Wasser.

Es wurden aulerdem zwei Negativkontrollen erstellt. Bei der ersten Negativkontrolle wurde
statt cDNA eine noRT-Kontrolle in den Ansatz pipettiert, bei der zweiten Negativkontrolle

wurde Nuklease freies Wasser statt cDNA verwendet.

AulRerdem wurde eine Standardreihe aus sechs Standards (STD) mit Konzentrationen zwi-
schen 450 ng/pl und 1 ng/ul erstellt. Ausgehend vom synthetisierten cDNA Standard (100
ng/pl) wurden Vorverdinnungen in 1,5 ml Reaktionsgefaien vorgenommen (siehe Tabelle
13).

Tabelle 13: Zusammensetzung der Vorverdiinnungen fir die Standardreihe

Vorverdin- Nuklease freies Wasser | Endkonzentration
nung

1 5 ul aus 100 ng/ul 5ul 50 ng/ul

2 1 pl aus 100 ng/ul 9 ul 10 ng/ul

3 1 pl aus 50 ng/ul o ul 5 ng/ul

4 1 plaus 10 ng/pl 9 ul 1 ng/pl

In 1,5 ml Reaktionsgefaf3en wurde die Standardreihe nach dem Pipettierschema in Tabelle 14
hergestellt. Anschlieend wurde jeweils 2,1 yul AoD und 21 pl Master Mix hinzugegeben, ge-

vortext und abzentrifugiert.
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Tabelle 14: Pipettierschema fir Standardreihe

STD 1: STD 2: STD 3: STD 4: STD 5: STD 6:
450 ng 100 ng 50 ng 25 ng 5ng 1ng
cDNA 9,45 ul 2,14l 2,14l 2,14l 2,14l 2,14l
aus aus aus aus aus aus

100 ng/pl | 100 ng/ul | 50 ng/ul 10 ng/ul 5 ng/ul 1 ng/ul

Nuklease
freies Was- 9,45 ul 16,8 pl 16,8 pl 13,65 pl 16,8 pl 16,8 pl

ser

Alle Proben, Kontrollen und Standards wurden als Duplikate auf die MicroAmp™ Optical 96-
Well Reaction Plate pipettiert. Pro Well wurden 20 pl eingesetzt. Danach wurde die Platte
luftdicht mit dem MicroAmp™ Optical Adhesive Film verschlossen und bei RT bei 1000xg flr
5 min zentrifugiert. Die fertige 96-Well Platte wurde in das 7500 Real-Time PCR System ge-
setzt und entsprechend Tabelle 15 programmiert, damit die TagMan qRT-PCR ablaufen
konnte. Die gRT-PCR wurde anschlieend mithilfe der Standardkurvenmethode ausgewertet.

Tabelle 15: Programmierung des 7500 Real-Time PCR Systems zur TagMan gRT-PCR

Enzymaktivierung | PCR
Schritt HOLD 40 Zyklen
Denature Anneal/ Extend
Temperatur (°C) | 95° C 95° C 60° C
Zeit 2 Minuten 15 Sekunden | 60 Sekunden

3.10 Statistische Auswertung

Die erzielten Ergebnisse der gRT-PCR mit TagMan™- Sonden wurden auf Basis der relativen
Quantity-Werte (Qty) ausgewertet. Die Quantities wurden durch die Software des 7500 Real-
Time PCR Systems nach der relativen Standardkurvenmethode nach Livak und Schmittgen
(2001) bestimmt.

Nach Doppelbestimmung der Quantities wurde das arithmetische Mittel (MW) berechnet, wel-
cher in Relation zur Expression zum Housekeeping-Gen PSMB6 gesetzt wurde, siehe Formel
2.

Formel 2: Berechnung der relativen Zielgenexpression

Qty Zielgen
Qty PSMB6
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So konnten die relativen Expressionen von mTOR, p70S6K und AKT patientenbezogen zu

allen Zeitpunkten bewertet werden.

Ferner wurde die relative Genexpression der Zielgene mit dem Mittelwert der Kontrollkohorte
sowie patientenbezogen zu den verschiedenen Studienzeitpunkten verglichen, um so eine

Veranderung der Genexpression pra- und postoperativ zu untersuchen.
Der unverbundene Vergleich von Probanden mit Kontrollen wurde anhand Formel 3 errechnet.

Formel 3: Berechnung der relativen Zielgenexpression bei unverbundenem Vergleich
Qty Zielgen
Qty PSMB6

Qty Zielgen
MW aus 4t PSMB6

Der verbundene Vergleich der Probanden mit sich selbst zu verschiedenen Zeitpunkten wurde

wie in Formel 4 ermittelt.

Formel 4: Berechnung der relativen Zielgenexpression bei verbundenem Vergleich

% zum Zeitpunkt PraOP

Qty Zielgen

‘Qty PSMB6 WM Zeitpunkt VCD

Aus den ermittelten Einzelwerten der Probanden wurden anschlielRend das arithmetische Mit-

tel gebildet, um Verzerrungen innerhalb der Probandenpopulation zu minimieren.

Mithilfe des verbundenen und unverbundenen t-Test (normalverteilt) sowie des Mann-Whit-
ney-U- und Wilcoxon-Test (nicht zwingend normalverteilt) wurden die Ergebnisse auf Signifi-
kanz geprft. Dabei wurde p < 0,05 als Signifikanzniveau festgelegt. In den Abbildungen sind

Hinweise zur Signifikanz ersichtlich, siehe Tabelle 16.

Tabelle 16: Festlegung der Signifikanz

- nicht signifikant
* p <0,05
i p < 0,0001

Die im Folgenden dargestellten Werte stellen Mittelwerte dar, sofern nicht gesondert erklart.
Die Abweichungen in den Grafiken prasentieren den Standardfehler des Mittelwerts (standard

error of mean (SEM)).
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4. Ergebnisse

4.1 Patienten- und Kontrollkohorte

Die Patientenkohorte umfasste 22 Probanden, davon 16 weiblich und 6 mannlich mit einem
durchschnittlichen Alter von 42 Jahren. Das normalgewichtige Kontrollkollektiv (n = 20) be-

stand aus 14 weiblichen und 6 méannlichen Probanden mit einem mittleren Alter von 37 Jahren.

Alle bariatrischen Operationen der untersuchten Patienten wurden laparoskopisch durchge-
fuhrt. 68% der Probanden erhielten einen Schlauchmagen (n = 15), 27% einen RYGB (n = 6)
und 5% eine OLGB (n = 1). In drei Fallen kam es zu Komplikationen wie Anastomoseninsuffi-

zienz, Revision eines Schlauchmagen und Umbau eines Schlauchmagens in einen RYGB.

4.1.1 Verlauf von Gewicht und BMI

Das Kontrollkollektiv charakterisierte sich durch einen mittleren BMI von 22,32 kg/m? bei einem
durchschnittlichen Gewicht von 64,55 kg und einer GréRe von ca. 1,70 m.
Abbildung 5 zeigt den Verlauf des BMI und des Gewichts der Probanden, beginnend mit einem
durchschnittlichen BMI von 56,89 kg/m?und ca. 164,20 kg VCD.

BMI und Gewichtsverlauf der Probanden
—o— Gewichtinkg —e—d BMI in kg/m?

180 60
56,89 55,29

164,20 50

37,38 40

@ Gewicht in kg
[E=Y
N
o

@ BMI in kg/m?

115,30
10804 g4

VCD PraoOP 3MNK 6MNK 12MNK
Vergleichszeitpunkte

Abbildung 5: BMI und Gewichtsverlauf der Probanden

Nach der Crash-Diat zeigte sich im Mittel ein Gewichtsabfall von ca. 4 kg mit einem geringen
Abfall des BMI um 1,6 kg/m? (p < 0,05). Nach der bariatrischen Operation kam es zu einem
starken Gewichtsverlust zum Zeitpunkt der 3MNK von durchschnittlich 32,91 kg (-20,27%) bei

n =20 (p < 0,0001) im Vergleich zum préaoperativen Zustand. Im weiteren postoperativen
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Verlauf zeigte sich ein weiterer Gewichtsabfall bei allen Patienten (n = 18), wie in Abbildung 5
dargestellt ist. Im Mittel erreichten die Patienten zum Zeitpunkt der 6MNK eine Gewichtsre-
duktion von ca. 28% zum praoperativen Gewicht (ca. -44,71 kg) (p < 0,0001). 6 Monate nach
Anlage eines Schlauchmagens oder eines RYGB zeigte sich eine Reduktion des Gewichtes
von ca. 27% (SG: n = 11; RYGB: n = 6) und nach OLGB von ca. 37% (n = 1). Die operativen
Verfahren unterschieden sich in der durchgefiihrten Studie nicht signifikant voneinander (p >
0,05).

Zur 12MNK konnte der BMI und das Gewicht meist weiter reduziert werden, wie Abbildung 5
zu entnehmen ist (n = 17). Nach einem Jahr konnte ein mittleres Gewicht von ca. 108 kg und
ein BMI um ca. 37 kg/m? erreicht werden (p < 0,0001), siehe Abbildung 5. Somit zeigte sich im
Mittel eine Reduktion des Gewichts um mehr als 32% ein Jahr nach dem bariatrischen Eingriff
(-51,97 kg) (p < 0,0001). Nach RYGB zeigte sich tendenziell eine starkere Gewichtsreduktion
(ca. 32%; n = 10) im Vergleich zur Schlauchmagenanlage (ca. 30%; n = 6), wenn auch nicht
signifikant nachweisbar.

In Abbildung 6 lasst sich der postoperative BMI-Verlauf mit einer signifikanten Reduktion des
mittleren BMI um 21,22% drei Monate postoperativ (p < 0,0001) erkennen. Im Weiteren zeigte
sich eine Abnahme des BMI von ungefahr 28% nach sechs Monaten, sowie von mehr als 32%
ein Jahr nach dem bariatrischen Eingriff (p < 0,0001).

Postoperative BMI-Reduktion
0%
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g

£ 3 0,

3 0% 21,22%

&J R E—

3' ¥ -28,25%

@ -30% — -32,39%

S X%

-40% i

3MNK 6MNK 12MNK

Vergleichszeitpunkte zu PraOP

Abbildung 6: Postoperative BMI-Reduktion

** entspricht p < 0,0001. Dargestellt sind au3erdem die Standardfehler des Mittelwertes.

Um den Erfolg einer bariatrischen Operation standardisiert zu messen, erfolgt die Quantifizie-

rung mittels Berechnung des EWL in %. Dabei wird von einem BMI = 25 kg/m? als Idealgewicht
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ausgegangen. Im Adipositaskollektiv lie3 sich im Mittel ein Idealgewicht von ungeféahr 72 kg
errechnen bei einer mittleren KérpergréRe von 1,70 m. Praoperativ zeigte sich ein Ubergewicht
von mehr als 120% (87,64 kg). Postoperativ lie3 sich im Verlauf ein signifikanter Anstieg (p <
0,0001) des EWL auf ca. 57% nach 12 Monaten erkennen (Abbildung 7). Bei einem EWL von
mehr als 50% wird eine bariatrische Operation als erfolgreich angesehen.

Verlauf des EWL

56,98%
60%

48,24%

20% 34,77%

EWL in %

20%
EWL 3MNK EWL 6MNK EWL 12MNK

Vergleichszeitpunkte

Abbildung 7: Postoperativer EWL-Verlauf

* entspricht p < 0,05; ** entspricht p < 0,0001. Signifikanz bestimmt zwischen EWL 3MNK und 6MNK (p
=0,0000002), zwischen 6MNK und 12MNK (p = 0,00019) und zwischen 3MNK und 12MNK (p < 0,0001).
Dargestellt sind aulRerdem die Standardfehler des Mittelwertes.

4.1.2 Komorbiditaten und deren postoperative Veranderung
Neben der Adipositas zeigten sich bei fast allen Patienten weitere Komorbiditaten, siehe Ab-
bildung 8. Mehr als ein Drittel der Patienten aus dem Adipositaskollektiv stellte sich mit min-

destens drei Komorbiditaten und mehr als ein Fnftel mit bis zu vier Komorbiditaten vor.
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Verteilung der Komorbiditaten bei Adipositaspatienten
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Anzahl der Komorbiditaten des Adipositaskollektivs

Abbildung 8: Verteilung der Komorbiditaten bei Adipositaspatienten
Die Komorbiditaten wurden jeweils einfach gezahlt, sodass beispielsweise Probanden mit drei Komor-

biditaten nicht in die Gruppe von einer oder zwei Komorbiditaten gezahlt wurden

Die haufigste Komorbiditat bei mehr als 60% der Patienten stellte die arterielle Hypertonie (aH)
dar, gefolgt vom T2DM und dem Halswirbelsdulen/ Lendenwirbelsaulen- (HWS/LWS-)
Schmerzsyndrom (Abbildung 9). 10 von 22 Patienten litten sowohl unter T2DM und als auch
einem erhohten Blutdruck. Sechs Patienten stellten sich entweder mit T2DM oder arterieller
Hypertonie vor. Weitere sechs Probanden wiesen weder einen T2DM nhoch eine arterielle Hy-

pertonie auf.

Ungefahr die Halfte der Patienten prasentierte eine Hypothyreose, eine Cox-/ Gonarthrose
sowie pulmonale Einschréankungen (Chronisch obstruktive Lungenerkrankung (COPD) und
Asthma) (Abbildung 9). Bei ungefahr einem Drittel der Patienten kamen Gastritiden bzw. Re-
fluxbeschwerden (GERD) sowie Depressionen und psychiatrische Erkrankungen hinzu (Abbil-
dung 9). Fettstoffwechselstérungen wie Hyperlipiddmie und Hypercholesterindmie, Varikosis
und Tiefe Beinvenenthrombose (TVT) sowie Gallenblasenbeschwerden zeigten sich bei ca.
20% der Adipositaspatienten. Drei der 22 Probanden wiesen eine Krebserkrankung in der
Anamnese auf (Mucosa Associated Lymphoid Tissue (MALT)-Lymphom, Malignes Melanom,

Rektumkarzinom).
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Komorbiditaten im Adipositaskollektiv

Verteilung der Komorbiditaten in %

0% 10% 20% 30% 40%  50% 60% 70%
Arterielle Hypertonie
T2DM
HWS/LWS Schmerzsyndrom
Hypothyreose
Cox-, Gonarthrose
Asthma, Schlafapnoe, COPD
Depression, Psychiatrische Erkrankungen
GERD, Gastritis
Fettstoffwechselstérung
Varikosis, TVT

Cholezystolithiasis, Cholezystektomie

Abbildung 9: Untersuchte Komorbiditaten im Adipositaskollektiv

Wie Abbildung 10 zu entnehmen ist, wiesen 12 der 22 Patienten sowohl vor der Crash-Diat
als auch préoperativ einen T2DM auf. Durch die Crash-Diat zeigte sich hier keinen Einfluss
auf den T2DM. Postoperativ zeigte sich ein deutlicher Riickgang der T2DM-Patienten, ver-
deutlicht in Abbildung 10. Nach drei Monaten erwies sich die Reduktion als noch nicht signifi-
kant in der Diabetes-Gruppe (p = 0,0829), jedoch konnte nach sechs (p = 0,0423) sowie nach
12 Monaten (p = 0,0043) ein deutlicher Ruckgang an Diabetikern verzeichnet werden.

Anzahl an T2DM-Patienten im Verlauf
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Abbildung 10: Anzahl an T2DM-Patienten im Verlauf
- entspricht nicht signifikant; * entspricht p < 0,05

Promotion Isabella Flora Schworer



Ergebnisse 41

In den Nachkontrollen konnten alle T2DM-Patienten (n = 12) ihre Medikation, sowohl orale
Antidiabetika als auch Insulin reduzieren. Ferner konnte die Medikation aller Bluthochdruck-

patienten (n = 14) postoperativ gesenkt werden.

4.2 Vergleichende mRNA-Expression von mTOR, p70S6K und AKT im pra- und

postoperativen Verlauf mit den Kontrollen

Im Vergleich zum normalgewichtigen Kontrollkollektiv zeigten die bariatrischen Patienten
praoperativ eine deutlich erh6hte mRNA-Expression von mTOR, p70S6K und AKT, siehe Ab-
bildung 11. Vor der Crash-Diéat wiesen p70S6K und AKT eine 1,6-1,8-fach hohere Expression
(p = 0,066; p = 0,0004) auf, wahrend mTOR eine bis zu 2,8-fach verstarkte Expression auf-
zeigte (p < 0,0001). Durch die folgende Diat zeigte sich keine Reduktion der mRNA-Expres-
sion. mTOR und p70S6K verflgten sogar Uber leicht erhdhte Expressionen (Abbildung 11).

Postoperativ verringerte sich die mRNA-Expression aller drei Gene, jedoch zeigte nur p70S6K
eine signifikante Abnahme auf ca. 40-60% in den ersten flUnf postoperativen Tagen (p <
0,0001) im Vergleich zur Expression des Kontrollkollektivs. Die monatlichen Nachkontrollen
zeigten einen signifikanten Anstieg der mMRNA-Expressionen im Vergleich zum Kontrollkollek-
tiv auf das bis zu 1,3-Fache bei p70S6K (p = 0,003) und das 2,3-2,7-Fache bei AKT (p =
0,0002) und mTOR (p < 0,0001) (Abbildung 11).

Vergleichende mRNA-Expression von mTOR, p70S6K und AKT
mit den Kontrollen

4,00

relative mRNA-Expression
N
o
o

VCD PraOP 1. Post-OP 3. Post-OP 5. Post-OP 3 Monate 6 Monate 12 Monate
Post-OP Post-OP Post-OP

Vergleichszeitpunkte

—&— MTOR — ® =p70S6K ----e--- AKT

Abbildung 11: Vergleichende mRNA-Expression von mTOR, p70S6K und AKT mit den Kontrollen
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4.3 Veranderung der Genexpression einzelner Gene auf mMRNA-Ebene

Die Veranderung der Genexpression auf mMRNA-Ebene wurde nach den drei zu untersuchen-

den Genen aufgeteilt und ausgewertet.

4.3.1 mTOR: Direkte postoperative Reduktion der mTOR mRNA-Expression

Die mMTOR mRNA-Expression praoperativ wurde mit der Expression postoperativ zu verschie-
denen Zeitpunkten verglichen (Abbildung 12). Deutlich erkennbar war die verringerte mRNA-
Expression von mTOR am 1. Post-OP-Tag (p < 0,0001). Die Expression reduzierte sich signi-
fikant um ca. 70% zum Zustand praoperativ, ersichtlich in Abbildung 12. Im Verlauf zeigte sich
am 3. Post-OP-Tag eine ahnlich geringe mRNA-Expression von mTOR im Vergleich zum
praoperativen Zustand (p < 0,0001). Eine leichte Zunahme am 5. Post-OP-Tag (p < 0,0001)
und bei der 3MNK (p = 0,0014) auf ungeféhr 50-60% der urspriinglichen Expression lasst sich
aus Abbildung 12 entnehmen. Die mRNA-Expression verringerte sich signifikant bis zur 6MNK
auf ungeféhr 41% (p < 0,0001). 12 Monate nach der Operation zeigte sich weiterhin eine ver-

ringerte mMRNA-Expression mit ca. 87% im Vergleich zum praoperativen Zustand (p > 0,05).

MTOR mMRNA-Expression: Vergleich mit PraOP
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Abbildung 12: mTOR mRNA-Expression: Vergleich mit PraOP
* entspricht p < 0,05; ** entspricht p < 0,0001. Dargestellt sind aul3erdem die Standardfehler des Mittel-

wertes.

Zur weiteren Examinierung der Daten wurde die mTOR mRNA-Expression VCD mit den wei-
teren nachfolgenden Vergleichszeitpunkten analysiert (Abbildung 13). Die mMRNA-Expression
von MTOR stieg nicht signifikant zum praoperativen Zeitpunkt auf das 1,4-Fache an (p =
0,9421). An den postoperativen Tagen zeigte sich ein signifikant starker Abfall der Expression

um ca. 60% (p < 0,0001) im Vergleich zur Expression VCD. Am 5. Post-OP-Tag und zum
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Zeitpunkt der 3MNK stieg die mTOR mRNA-Expression leicht auf maximal 70% der urspriing-
lichen Expression (VCD) an (p < 0,0001; p = 0,0014). Ahnlich wie im Vergleich des praopera-
tiven Zustands mit der 6MNK (Abbildung 12), stellte sich dies auch im Vergleich mit der VCD
dar (siehe Abbildung 13). Die mMRNA-Expression von mTOR erreichte einen minimalen Wert
von ungefahr 29% (p < 0,0001). Ein Jahr postoperativ stieg die mMTOR mRNA-Expression um
ca. 32% des Ausgangswertes an und erreichte keine signifikante Anderung zum Zustand VCD
(Abbildung 13).
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Abbildung 13: mTOR mRNA-Expression: Vergleich mit VCD
* entspricht p < 0,05; ** entspricht p < 0,0001. Dargestellt sind aul3erdem die Standardfehler des Mittel-

wertes.

4.3.2 p70S6K: Konkordante Reduktion der p70S6K mRNA-Expression zur mTOR
MRNA-Expression

Das direkte Downstream-Target des mTORC1, p70S6K zeigte eine dhnliche Reduktion der
MRNA-Expression postoperativ, vergleiche Abbildung 12 und Abbildung 14. Am 1. Post-OP-
Tag sank die mRNA-Expression auf ca. 36% im Vergleich zum praoperativen Zustand (p <
0,0001). In den folgenden postoperativen Tagen, siehe Abbildung 14, zeigte sich eine verrin-
gerte mRNA-Expression (p < 0,0001). Bei den spéateren Monats-Nachkontrollen lief3 sich ein
geringer Anstieg der Expression erkennen, jedoch lag diese zwischen 50-78% und zeigte sich
damit signifikant reduziert im Vergleich zur praoperativen mRNA-Expression (p < 0,0001; p =
0,0005; p = 0,01) (Abbildung 14).
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p70S6K mMRNA-Expression: Vergleich mit PraOP
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Abbildung 14: p70S6K mRNA-Expression: Vergleich mit PraOP
* entspricht p < 0,05; ** entspricht p < 0,0001. Dargestellt sind aul3erdem die Standardfehler des Mittel-

wertes.

4.3.3 AKT: heterogene mRNA-Expression

AKT als Bestandteil des mTORC2 zeigte in den ersten postoperativen Tagen keine signifikante
Reduktion der Genexpression auf mMRNA-Ebene, siehe Abbildung 15. Am 5. Post-OP-Tag bis
zur 6MNK liel sich eine Verringerung der Expression um ca. die Halfte beobachten (5. Post-
OP und 3MNK: p < 0,0001; 6MNK: p = 0,009). Ein Jahr nach dem bariatrischen Eingriff lag die
MRNA-Expression von AKT mehr als 75% Uber der praoperativen Expression (p = 0,048)
siehe Abbildung 15.
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Abbildung 15: AKT mRNA-Expression: Vergleich mit PraOP

* entspricht p < 0,05; ** entspricht p < 0,0001. Dargestellt sind auRerdem die Standardfehler des Mittel-
wertes.
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4.4 Vergleich des Verlaufs der mRNA-Expressionen der Zielgene

Die Expressionen auf mRNA-Ebene von mTOR und p70S6K zeigten eine simultane signifi-
kante Reduktion im postoperativen Verlauf im Vergleich zum Zustand VCD, verdeutlicht in
Abbildung 16. AKT zeigte im Vergleich zu mTORCL1 ein heterogenes Bild mit einer Reduktion
der mMRNA-Expression erst am 5. Post-OP-Tag im Vergleich zur direkten signifikanten Reduk-
tion der mMRNA-Expression des mTORC1. Im Verlauf der SMNK und 6MNK lag die mRNA-
Expression der drei Zielgene signifikant unter der Expression VCD. Ein Jahr postoperativ
wiesen mTOR, p70S6K und AKT eine ahnliche mRNA-Expression auf, welche ungefahr der

Expression zum Zeitpunkt VCD entsprach.

Vergleich der mRNA-Expression von mTOR, p70S6K und AKT -
Vergleich mit VCD
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Abbildung 16: Vergleich der mRNA-Expressionen von mTOR, p70S6K und AKT mit VCD

4.5 Korrelation der postoperativen klinischen Parameter mit der mRNA-Expres-

sion

Das Gewicht der Probanden und die mRNA-Expression von mTOR zeigten eine signifikante
Korrelation von 0,71 (p = 0,0004), dargestellt in Abbildung 17. Zu den Zeitpunkten VCD und
praoperativ wiesen die Adipositasprobanden sowohl ein hohes Gewicht als auch eine erhéhte
MTOR mRNA-Expression im Vergleich zur normalgewichtigen Kontrollgruppe auf. Im Verlauf
liel3 sich eine Reduktion des mittleren Gewichts und der relativen mTOR mRNA-Expression
erkennen (Abbildung 17).
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Abbildung 17: Korrelation der mTOR mRNA-Expression mit dem Gewicht der Probanden und Kontrollen

* entspricht p < 0,05

Eine &hnliche Korrelation liel3 sich beim Verlauf der mRNA-Expression von p70S6K und dem

Gewicht in Abbildung 18 erkennen. Die signifikante Korrelation von 0,63 (p = 0,0004) zeigte

den positiven Zusammenhang zwischen erhdhtem Gewicht und verstéarkter p70S6K-Genex-

pression auf MRNA-Ebene zum Zeitpunkt VCD und préoperativ. Im Verlauf reduzierte sich

sowohl das Gewicht als auch die p70S6K mRNA-Expression. Die Kontrollkohorte wies ein

deutlich geringeres Gewicht sowie auch eine geringere p70S6K mRNA-Expression als die Adi-

positasgruppe auf (Abbildung 18).
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Abbildung 18: Korrelation der p70S6K mRNA-Expression mit dem Gewicht der Probanden und Kontrol-

len

* entspricht p < 0,05
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Bei AKT zeigte sich im Gegensatz zu mTOR und p70S6K eine geringere Korrelation (r = 0,27;
p = 0,0004).

4.6 Vergleich der Adipositaspatienten mit und ohne T2DM in Bezug auf die
MTOR mRNA-Expression

Die Untersuchung der mTOR mRNA-Expression des Adipositaskollektivs mit T2DM zeigte kei-
nen signifikanten Unterschied zur Kohorte der Nicht-Diabetiker des Adipositaskollektivs im
Vergleich zum Zustand VCD (p > 0,05), siehe Abbildung 19. Praoperativ zeigte sich bei 12
Patienten ein T2DM mit einer &hnlichen relativen mRNA-Expression wie die der 10 Nicht-Dia-
betikern. Im Verlauf kam es zu einer Remission des T2DM um ca. 75%, wahrend sich die
MRNA-Expressionen der beiden Gruppen im gesamten Verlauf nicht signifikant unterschied-
lich prasentierten, siehe Abbildung 19.

Die mRNA-Expressionen von p70S6K und AKT skizzierten ein dhnliches Bild. Ferner zeigte
sich im Vergleich des Gewichtes kein signifikanter Unterschied. Die T2DM-Patienten prasen-
tierten sich praoperativ mit einem durchschnittlichen Gewicht von 159 kg, die Nicht-Diabetiker
mit einem mittleren Gewicht von ca. 161 kg. Im Verlauf zeigten beide Gruppen eine ahnliche
Gewichtsreduktion mit einem durchschnittlichen Gewicht von ca. 109 kg nach 12 Monaten

postoperativ.

MTOR mRNA-Expression bei T2DM-Patienten und
Nicht-Diabetikern im Vergleich zu VCD
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et T2DM ==& --kein T2DM

Abbildung 19: mTOR mRNA-Expression bei T2DM-Patienten und Nicht-Diabetikern im Vergleich zu
VCD
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4.7 Vergleich der mTOR mRNA-Expression mit den durchgefiuhrten bariatri-

schen operativen Verfahren

Die mTOR mRNA-Expression unterschied sich nicht signifikant nach den unterschiedlichen
operativen Verfahren (SG und RYGB) zu den postoperativen Vergleichszeitpunkten im Ver-

gleich zum Zustand VCD.

Nach drei (SG: p=0,011; RYGB: p = 0,029) sowie nach sechs Monaten (SG: p =0,009; RYGB:
p = 0,011) postoperativ liel3 sich eine signifikante Reduktion der mTOR mRNA-Expression
nach SG und RYGB erkennen, siehe Abbildung 20. Jedoch unterschieden sich die mTOR
MRNA-Expression nach Anlage des Schlauchmagens und nach RYGB nicht signifikant von-

einander.

Drei Monate postoperativ zeigte sich nach Schlaumagenanlage eine Reduktion der mTOR
MRNA-Expression um 46% zum praoperativen Zeitpunkt. Nach RYGB wurde eine Reduktion
um 29% zum praoperativen Zustand erreicht, siehe Abbildung 20. Zur 6MNK reduzierte sich
die mMTOR mRNA-Expression nach RYGB um 86% und somit starker als nach SG (75%).

Ein Jahr postoperativ glich sich die mMTOR mRNA-Expression wieder der praoperativen Ex-
pression an, unabhéngig des verwendeten Operationsverfahrens (SG: p = 0,464; RYGB: p =
0,05), ersichtlich in Abbildung 20.
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Abbildung 20: mTOR mRNA-Expression bei SG und RYGB im Vergleich zu VCD
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5. Diskussion

Die Adipositasprobanden stellten sich praoperativ mit zahlreichen Komorbiditaten im Vergleich
zur alters- und geschlechtskongruenten Kontrollgruppe vor. Arterielle Hypertonie, T2DM und
Schmerzsyndrome konnten vordergrindig eruiert werden. Die negativen Auswirkungen der
Adipositas lieRen sich nicht nur klinisch manifestieren, sondern auch auf molekularbiologischer

Ebene im mTOR-Stoffwechselweg.

5.1 Pathologischer Zustand des mTOR-Stoffwechselweges durch Ubergewicht

mMTOR reguliert den Lipid- und Glucosemetabolismus und spielt somit eine Schlisselrolle in
metabolischen Erkrankungen wie T2DM und Adipositas. Rubie et al. (2019) untersuchten den
Zusammenhang zwischen Adipositas, T2DM und dem mTOR-Stoffwechselweg. Die Phospho-
MTOR- und p70S6-Kinase-Spiegel sowie die mMTOR mRNA-Expression zeigten sich deutlich
erhdht bei alteren T2DM-Patienten im Vergleich zur alters- und BMI-kongruenten Kontroll-
gruppe ohne T2DM. Des Weiteren konnte eine Verbindung zwischen T2DM, dem mTOR-Stoff-
wechselweg sowie ihn regulierenden microRNAs beobachtet werden. Die relative miR-496
RNA-Expression zeigte sich deutlich reduziert bei den Probanden mit T2DM im Vergleich zu
einem gesunden alters- und BMI-angepassten Kontrollkollektiv. Ferner wurde eine negative
Korrelation zwischen dem BMI und der relativen miR-496 RNA-Expression entdeckt. Je hoher
der BMI, desto niedriger die relative miR-496 RNA-Expression. miR-496 reguliert moglicher-
weise die post-transkriptionelle Expression von mTOR und p70S6K und kdnnte zu einer Ver-
anderung der mRNA-Translation von mTOR flihren (Rubie et al. 2019).

In der durchgefiihrten Studie konnte gezeigt werden, dass Adipositas neben massiven Komor-
biditaten zu einer verstarkten Expression des mTOR-Stoffwechselweges flihrte. Anabole Stoff-
wechselprozesse wie die Glykolyse, die Proteinsynthese sowie die Adipo- und Lipogenese
wurden verstarkt aktiviert (Liu und Sabatini 2020). mTOR und p70S6K korrelierten positiv mit
dem Gewicht. Rubie et al. (2019) konnten dies ebenfalls im Versuch mit Adipositas- und
T2DM-Patienten zeigen. Hier konnte eine verstarkte mTOR Genexpression auf Proteinebene

bei Adipositas 11° und llI° gefunden werden, im Vergleich zu Ubergewichtigen und Adipositas

IO

Beim direkten Vergleich der mTOR mRNA-Expressionen der Adipositasprobanden mit und
ohne T2DM konnte kein signifikanter Unterschied im Expressionsverhalten gefunden werden.
In der vorliegenden Arbeit charakterisierten sich die Probanden jedoch durch einen durch-
schnittlichen BMI von 57 kg/m? (Adipositas = 111°) praoperativ. Ab einem gewissen Grad des

Ubergewichts, stellt sich mdglicherweise zunehmend eine diabetische Stoffwechsellage ein.
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Die Adipositaspatienten ohne T2DM zeigten somit schon eine &hnlich erhdhte mMRNA-Expres-
sion von mTOR und p70S6K, jedoch noch keinen manifesten Diabetes. Méglicherweise ver-
andert sich der mTOR-Stoffwechselweg bei massiver Adipositas in einen prapathologischen

bzw. pradiabetischen Zustand, bevor dieser Kklinisch detektierbar wurde.

Abbildung 21 soll den Ubergang vom physiologischen zum pra-pathologischen bis hin zum

pathologischen diabetischen Zustand veranschaulichen.
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Abbildung 21: Vom physiologischen zum pathologischen Zustand des mTOR-Stoffwechselweges bei

Adipositas und T2DM

Quelle: Eigene Darstellung modifiziert nach Um et al. (2006) und Dazert und Hall (2011)
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Die verschiedenen Haupteinflisse auf den mTOR-Stoffwechselweg wie Insulin, Aminosauren

und das Fettgewebe werden im Folgenden genauer beleuchtet.

5.1.1 Einfluss von Insulin

Das Uberangebot an Nahrung mit einer simultan verstarkten Insulinausschittung aktiviert den
MTOR-Stoffwechselweg stark (Abbildung 21). Insulin als Wachstumsfaktor bindet an den
membranstandigen Rezeptor, welcher das intrazellulare IRS und folgend die PI3-Kinase akti-
viert. Folglich wird PIP3; sowie mTORC2 aktiviert, wodurch AKT vermehrt exprimiert wird. AKT
wiederrum dient als Upstream-Target von mTORC1 im Insulinstoffwechselweg. mTORC1 wird

somit durch verstarktes Insulinangebot vermehrt exprimiert (Yoon 2017; Tremblay et al. 2007).

Khamzina et al. (2005) zeigten bei normalgewichtigen Ratten nach Insulininfusion eine 5-fach
(mTOR) bis 20-fach (p70S6K) verstarkte Phosphorylierung in Hepatozyten bei zuvor kaum
nachweisbarer Phosphorylierung. Das IRS ist vor der Insulingabe kaum phosphoryliert und
liegt somit bei den normalgewichtigen Ratten im physiologischen Zustand vor. Durch die Insu-
lingabe wird das IRS verstarkt phosphoryliert, wodurch der Mechanismus der negativen Rick-
kopplung des mTOR-Stoffwechselweges untermauert wird, siehe Abbildung 21. Bei den uber-
gewichtigen Ratten liel3 sich eine basale 4- bis 5-fach erhéhte Phosphorylierung von mTOR
und p70S6K schon vor der Insulininfusion erkennen. Dies verdeutlicht die gewonnene Erkennt-
nis der vorliegenden Arbeit, dass sich die mMRNA-Expressionen von mTOR und p70S6K der
Adipositaskohorte praoperativ deutlich erhéht prasentierten, im Vergleich zu den normalge-

wichtigen Kontrollprobanden.

Nach Insulingabe stieg die mTOR- und p70S6K-Phosphorylierung der ibergewichtigen Ratten
in der Studie von Khamzina et al. (2005) auf das ca. 3-fache an. Das IRS wird wenige Minuten
nach Insulingabe ebenfalls phosphoryliert, jedoch zeigte sich ein geringerer Anstieg der Phos-
phorylierungsaktivitéat im Vergleich zu den normalgewichtigen Ratten. Dies weist darauf hin,
dass der Stoffwechselweg durch Ubergewicht in eine Dysbalance gerat, indem auf Stoffwech-

selprodukte wie Insulin verandert reagiert wird.

P70S6K als Downstream-Target von mTOR zeigte beim Adipositaskollektiv eine deutlich er-
hohte mRNA-Expression praoperativ. Catalan et al. (2015) konnten in ihrer Studie mit normal-
und tbergewichtigen Patienten eine verstarkte mRNA-Expression von p70S6K im Fettgewebe
Ubergewichtiger Patienten nachweisen. Nach Gabe von Insulin in Fettgewebsproben adipdser
Patienten zeigte sich eine signifikant erhéhte mRNA-Expression von p70S6K in den Adipozy-
ten (Catalan et al. 2015). Somit deutet eine verstarkte Expression von mTOR und p70S6K in

adiposen Ratten und Menschen auf einen pathologischen Zustand hin.
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Ubergewichtige scheinen zudem an die erhéhten Insulinspiegel gewéhnt zu sein. Durch ge-
steigerte Nahrungsaufnahme und der folgenden Hyperglykamie wird die Insulinausschiittung
aus dem Pankreas verstarkt aktiviert. Insulin dient wiederum als direkter Aktivator des mTOR-
Stoffwechselweges, welcher immer starker aktiviert wird. Abhangig vom Insulinspiegel steigert

sich die Expression von p70S6K (Catalan et al. 2015).

Im Gegensatz dazu zeigten sich p70S6K-Knockout-Mause (p70S6K”’-Mause) in der Studie
von Um et al. (2004) resistent gegen Ubergewicht trotz high-fat-diet (HFD). Gleichzeitig wiesen
diese Mause eine reduzierte 3-Zellmasse auf, wodurch sie weniger Insulin produzierten. Je-
doch konnten normale bis leicht erhdhte Glukosewerte nach Nahrungsgabe erreicht werden.
Um et al. (2004) gehen neben einer gesteigerten [3-Oxidation und Lipolyse von einer besseren
Insulinsensitivitat aus. Unter HFD zeigten die p70S6K”-Mause keine verstérkte Phosphorylie-
rung des IRS, wodurch sich keine Insulinresistenz ausbilden konnte. Um et al. (2004) verdeut-
lichen, dass p70S6K eine Schlisselrolle bei der Entwicklung des T2DM spielt. Durch die ver-
starkte mMRNA-Expression von p70S6K bei den Adipositasprobanden VCD und praoperativ,
erhoht sich parallel das Risiko, an einem T2DM und an weiteren Komorbiditaten zu erkranken.

5.1.2 Einfluss von Aminosauren

Bei Adipositas und T2DM lassen sich neben erhéhten Glukose- und Insulinspiegeln auch ver-
mehrt Aminosauren, vor allem verzweigtkettige Aminosauren finden. Valin, Leucin und Isole-
ucin kédnnen vom Korper nicht synthetisiert werden, sodass diese nur durch vermehrte Nah-
rungszufuhr gehauft im Koérper zu finden sind (Siddik und Shin 2019). Aminosauren aktivieren
verstarkt die Leucyl-transfer-RNA-(tRNA)-Synthetase (RagGTPase), welche direkt mTORC1
aktiviert (Yoon et al. 2016), verdeutlicht in Abbildung 21. Beim Adipositaskollektiv liel3 sich
neben der 2,8-fach erhdhten mTOR-Expression auf mRNA-Ebene, eine 1,6-fach erhdhte

MRNA-Expression von p70S6K im Vergleich zu den Kontrollen nachweisen.

Vermehrte Proteineinnahme ist assoziiert mit Insulinresistenz und Glukoseintoleranz (Linn et
al. 2000). Tremblay et al. (2005) zeigten in ihrer Studie nach Infusion von Aminoséuren bei
gesunden normalgewichtigen Probanden eine verstarkte Phosphorylierung des IRS an Ser312
und Ser633/639 und folglich eine verringerte Aktivitat der PI3-Kinase im Insulin-stimulierten
Zustand. Die erhthte Genexpression im mTOR-Stoffwechselweg in Anwesenheit von Protei-
nen wird moglicherweise hauptsachlich durch die verstarkte Aktivierung der Leucyl-tRNA-Syn-
thetase vermittelt. Bei AKT konnte keine verringerte Phosphorylierung als direkte Reaktion
beobachtet werden (Tremblay et al. 2005). In der vorliegenden Arbeit konnte im Vergleich zu
den normalgewichtigen Kontrollen sogar eine erhdhte mRNA-Expression von AKT ermittelt

werden. Diese logische Diskrepanz kdnnte durch bisher unbekannte beeinflussende Faktoren
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im Insulin- und mTOR-Stoffwechselweg entstehen, welche in den bisher durchgefiihrten Stu-

dien noch nicht erfasst werden konnten.

5.1.3 Einfluss des Fettgewebes

Das Fettgewebe dient nicht nur als Lipidspeicher, sondern fungiert auch als hormonaktives
System. Proinflammatorische Faktoren wie Tumornekrosefaktor-alpha (TNFa) wurden im Fett-
gewebe adipdser Probanden vermehrt exprimiert (Catalan et al. 2015). Die daraus folgende
unterschwellige dauerhafte Entziindung im Kérper wurde als weiterer Grund des Ubergewicht-
assoziierten T2DM angenommen (Lumeng und Saltiel 2011). TNFa hemmt den TSC direkt,
welcher mTORCL1 durch eine verstarkte Disinhibition aktiviert (Zhang et al. 2008). Dadurch
waren die mTOR und p70S6K mRNA-Expressionen bei Ubergewichtigen deutlich hoher als
bei Normalgewichtigen, wie in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden konnte.

Neben der Insulinausschittung werden auch weitere Wachstumsfaktoren im Kdrper durch ver-
mehrtes Nahrungsangebot sezerniert, welche tber den Ras-Raf-Mek-Erk-Signalweg zu einer
Hemmung des TSC fuhren und somit zu einer verstarkten mTORC1-Genexpression (Dazert
und Hall 2011).

Die Aktivitat von mTOR fluhrt zu einer Steigerung des Anabolismus bei gleichzeitiger Hem-
mung des Katabolismus. Durch die stetige exzessive Aktivierung des mTOR-Stoffwechsel-
wegs reagiert der Metabolismus folglich mit einem negativen Riuickkopplungsmechanismus mit
einer Hemmung des IRS an der Zellmembran. P70S6K phosphoryliert das IRS an verschie-
denen Serin- und Threoninresten, was zu einer Konformationsanderung des IRS und folglich
zu einer Insulinresistenz an der Zellmembran fuhrt (Shah und Hunter 2006; Tremblay et al.
2007). Dies konnte ein Erklarungsmodell zur Entstehung des T2DM durch Ubergewicht dar-
stellen, verdeutlicht in Abbildung 21.

5.1.4 Inhomogene Reaktion des mTORC?2 auf Ubergewicht und T2DM
Dem Pathogenesemodell (Abbildung 21) folgend, sollte durch die verstarkte Phosphorylierung
und Hemmung des IRS, der PI3K/AKT-Weg verringert aktiviert werden.

Chen et al. (2015) versuchten in einer Studie mit adipdsen Patienten pra- und postoperativ
des RYGB im Vergleich mit Normalgewichtigen, diesen Mechanismus zu zeigen. Die Genex-
pression von AKT und die folgende Phosphorylierung an Thr308 waren préoperativ jedoch
nicht signifikant reduziert im Vergleich zur Kontrollgruppe. In der vorliegenden Studie konnte
eine ca. 1,8-fach erhéhte mRNA-Expression von AKT VCD im Vergleich zur Kontrollgruppe

gefunden werden. Khamzina et al. (2005) kamen im Tierversuch zu einem ahnlichen Ergebnis,
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indem gezeigt werden konnte, dass die Phosphorylierung und Aktivierung von AKT in tiberge-
wichtigen Ratten verstarkt ist, verglichen mit Normalgewichtigen. Nach Insulininfusion wiesen
die Normalgewichtigen eine starkere Phosphorylierung als die Ubergewichtigen auf. Im insu-
linsensiblen normalgewichtigen Zustand kann der Organismus auf Insulin reagieren, wohinge-
gen Ubergewicht und T2DM zu einer Dysfunktion des mTOR-Stoffwechselweges filhren. Der
Unterschied der Modellvorstellung und den verschiedenen in-vivo Studienergebnissen zeigt,
dass moglicherweise noch weitere Mechanismen oder Insulin-dhnliche Wachstumsfaktoren

auf die Genexpression und Aktivitat von AKT bei Ubergewicht und Insulinresistenz einwirken.

Ferner zeigten Studien mit mTORC2"- Mausen verschiedene Effekte in den unterschiedlichen
Geweben. Leberspezifische Rictor’- Méause prasentierten eine verringerte AKT-Phosphorylie-
rung mit folgender hepatischer Insulinresistenz (Hagiwara et al. 2012). Auch M&use mit
Rictor” im Fettgewebe in der Studie von Kumar et al. (2010) wiesen eine verringerte Phos-
phorylierung von AKT auf, sowie einen metabolischen Zustand &hnlich des T2DM. Skelett-
muskel-spezifische Rictor”- Mause von Bentzinger et al. (2008) zeigten keine Verdnderung
der Insulinsensitivitat trotz reduzierter AKT-Phosphorylierung. Des Weiteren zeigten
Bentzinger et al. (2008), dass die Aktivierung von AKT durch die PI3K nicht zwangslaufig durch
MTORC2 geschehen muss. Dies unterstreicht das inhomogene Aktivierungs- und Phosphory-
lierungsverhalten von AKT. Durch die Verwendung von PBMC von adipdsen Patienten in der
vorliegenden Arbeit verhalt sich die Genexpression von AKT auf mMRNA-Ebene nicht zwangs-
laufig wie in in-vitro Studien oder Tierversuchen, somit resultiert hieraus eine eingeschrankte

Interpretationsmaoglichkeit mit einer eher inhomogenen Auslegung.

Die Untersuchung von mTORC2 zur genaueren Funktion, Regulation und Expression sollte
Gegenstand weiterer Grundlagenforschung sein, um der Erklarung pathologischer Zustande

wie Diabetes mellitus und Adipositas naher zu kommen.

5.2 Veranderung der mTOR mRNA-Expression durch Crash-Diat

Préoperativ fuhrten die Patienten eine proteinreiche hypokalorische Diat durch, um einerseits
Gewicht zu verlieren und um andererseits die Operation zu erleichtern. Durch die 14-tagige
EiweiRphase verkleinerte und verfestigte sich die Leber, wodurch die peri- und postoperativen

Komplikationen reduziert werden sollten (Mechanick et al. 2013).

Eine signifikante Gewichtsreduktion zeigte sich in dieser Phase nicht. Im Mittel nahmen die
Probanden 4 kg ab. Diese geringfugige Gewichtsreduktion spiegelte sich nichtim mTOR-Stoff-
wechselweg wider. Die mMTOR mRNA-Expression stieg um ca. 40%, die p70S6K mRNA-Ex-
pression sogar auf das Doppelte des Ausgangswertes. Dies lasst sich durch eine verstarkte

Aktivitat der Leucyl-tRNA-Synthetase erklaren, welche durch ein vermehrtes Aminosaure-
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angebot induziert wurde. Folglich wurde mTORC1 noch starker als VCD direkt und unabhé&n-
gig des IRS-PIPs-AKT-TSC-Weges aktiviert, ersichtlich in Abbildung 21. Der pathologische
Zustand des mTOR-Stoffwechselweges wurde durch die Diat verscharft. Die zunehmende
Hemmung des IRS durch p70S6K wurde noch weiter verstarkt. Folgend wurde die PI13-Kinase
verringert aktiviert, wodurch die Genexpression von AKT signifikant auf ca. 80% reduziert

wurde.

Die Verschlechterung der Dysbalance des mTOR-Stoffwechselweges durch die proteinreiche
Crash-Diat sollte Anlass sein, die Indikation dieser Form der praoperativen Crash-Diat zu tiber-
denken. In Bezug auf die Operabilitdt bei proteindrmerer praoperativer Diat sollten weitere
Studien evaluiert bzw. durchgefuhrt werden. Vorteilhaft ware eine praoperative Vorbereitung

mit minimalem OP-Risiko und geringstmaoglicher negativer Stoffwechselveranderung.

5.3 Signifikante postoperative Veranderungen des mTOR-Stoffwechselweg

Die direkte Reaktion des Metabolismus wurde nach dem bariatrischen Eingriff deutlich.

5.3.1 Fruhe postoperative Reaktion

Am 1. postoperativen Tag sank die mTOR mRNA-Expression signifikant auf ca. 37% des
préaoperativen Zustandes. Das Downstream-Target von mTOR, p70S6K wies eine ahnliche
Reduktion der Expression auf ca. 36% auf. Durch die postoperative Nahrungskarenz wurde
mTORCL1 geringer aktiviert, da weniger Aminosauren, Glukose und Insulin zur Verfligung stan-
den. Die signifikante direkte Reduktion der mTORC1-Genexpression zeigten auch Sengupta

et al. (2010) im Versuch mit Mausen, welche 24 h nlichtern waren.

Dieser Vermutung folgend, zeigte sich am 3. postoperativen Tag eine Reduktion der mRNA-
Expression des mTORC1 auf ca. 30% des Ausgangszustandes. Im Vergleich zu den normal-
gewichtigen Kontrollprobanden sank die Expression von mTOR auf ca. 85% und p70S6K auf
ca. 40% der Expression der Normalgewichtigen. Damit l&sst sich die These unterstutzen, dass
Nahrungsrestriktion wie im postoperativen Zustand zu einer signifikanten Reduktion von
mMTORCL1 fihrte, obwohl die Adipositasprobanden direkt postoperativ nur wenig an Gewicht
verloren haben. Der entscheidende Faktor der Expressionsanderung scheint somit die Reak-
tion auf die Einnahme von Nahrung zu sein. Ferner wird auch der Einfluss verringerter intra-
zellularer Energie durch Abnahme von ATP nach Glukosereduktion beschrieben. Die
AMP/ATP-Ratio steigt und aktiviert die AMPK, welche mTOR direkt hemmt (Gwinn et al. 2008).

Die mRNA-Expression von AKT zeigte in den ersten postoperativen Tagen keine signifikante

Veranderung. Dies liegt vermutlich darin begriindet, dass durch den pathologischen Zustand
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des mTOR-Stoffwechselweges das IRS gehemmt und degradiert wird, wie Harrington et al.
(2004) und Um et al. (2004) beschreiben. Dadurch verringert sich die Expression von
mMTORC?2. Der pathologische insulinresistente Zustand entsteht méglicherweise schleichend
im Verlauf der Gewichtszunahme und der Entwicklung des T2DM. Schnelle postoperative Ver-
anderungen des mTORC1 mit signifikanter Reduktion der Genexpression scheinen somit kei-
nen Einfluss auf das IRS zu haben, da die Hemmung nicht so schnell abgebaut werden kann.
Der pathologische Zustand der Insulinresistenz l6st sich mdglicherweise deutlich langsamer
auf, als die Reaktion des mTORCL1 vermuten lasst. Diese These unterstitzt die Entwicklung
des T2DM, welcher sich nicht direkt postoperativ veranderte, sondern erst im spateren Verlauf
ab ca. drei Monaten. Folglich scheinen noch weitere Faktoren neben dem mTOR-Stoffwech-
selweg an der Auflosung der Insulinresistenz beteiligt zu sein, welche weiter untersucht wer-

den sollten, um ein besseres Verstandnis des T2DM zu erlangen.

Am 5. postoperativen Tag begann bei den Adipositaspatienten der Kostaufbau im Kranken-
haus, welcher sich in einer direkten Reaktion des mTOR-Stoffwechselweges manifestierte.
Die mRNA-Expressionen von mTOR und p70S6K stiegen leicht an und lagen im Durchschnitt
noch bei ca. der Halfte der Expression vor der Crash-Diat. Die Nahrungswiederaufnahme
fuhrte somit direkt zu einer Stimulation des mTORCL1. Dieses Phanomen zeigten auch
Sengupta et al. (2010) an Mausen bei Nahrungswiederaufnahme nach 24 h Fasten. Im Ver-
gleich zur Kontrollgruppe stiegen die mRNA-Expressionen von mTOR und p70S6K ebenfalls

an.

AKT zeigte im Vergleich zu mTOR und p70S6K eine gegensatzliche Entwicklung. Wahrend
die mRNA-Expression von mTORCL1 leicht anstieg, jedoch noch deutlich reduziert blieb im
Vergleich zu vor der Crash Diat, sank die Genexpression von AKT auf ca. 35% zum Zustand
VCD ab. Moglicherweise wurde nach ca. finf Tagen verringerter mTOR und p70S6K mRNA-
Expression das IRS weniger stark gehemmt, wodurch dieses sich kurzzeitig erholen konnte.
Durch den leichten Anstieg der mRNA-Expression am 5. postoperativen Tag von mTORC1
wurde das IRS wieder gehemmt. Es lasst sich vermuten, dass das IRS in den ersten postope-
rativen Tagen sensibler geworden war, indem die Hemmung leicht nachgelassen hat und sich
das ebenfalls degradierte IRS wieder aufbauen konnte. Durch den geringen Anstieg der
MTORC1 mRNA-Expression und die wieder starkere Hemmung reagierte das IRS vermutlich
sofort, da die mMRNA-Expression von mTORC2 reduziert wurde. Im Vergleich mit der Reaktion
von AKT am 1. und 3. postoperativen Tag lasst sich jedoch kein umfassend schliissiges Bild
der mRNA-Expression zeichnen. Mdglicherweise interagiert AKT mit weiteren beeinflussen-
den Faktoren des Metabolismus, welche in der vorliegenden Studie nicht erfasst werden konn-

ten.
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5.3.2 Spate postoperative Reaktion
Die direkte postoperative Veranderung der Genexpression des mTOR-Stoffwechselweges

zeigte die Reaktion auf Nahrungsbestandteile auf.

Der mTOR-Stoffwechselweg ist bei Adipdsen und T2DM massiv im Ungleichgewicht mit einer
signifikant erhéhten Expression des mTORCL1. Im physiologischen Zustand bei den normalge-
wichtigen Kontrollprobanden zeigte sich ein ausgeglicheneres Bild der Expressionen der Ziel-
gene. Durch Nahrungsaufnahme und adaquate Insulinsezernierung reagiert der mTOR-Stoff-
wechselweg physiologisch mit einer Aktivierung von AKT, mTOR und p70S6K im gleichen
Mafe. Hier lasst sich keine Hemmung des IRS und kein T2DM erkennen (Abbildung 21).

Drei bis sechs Monate postoperativ zeigten sich die mMTOR- und p70S6K mRNA-Expressionen
weiterhin signifikant reduziert im Vergleich zum Zustand VCD und praoperativ. Ein leichter
Anstieg der mRNA-Expressionen im Vergleich zum direkt sehr starken postoperativen Abfall
ist den Grafiken der Ergebnisse zu entnehmen. Dies lasst sich dadurch erklaren, dass sich die
Probanden nicht mehr in der postoperativen Nahrungskarenz befanden. Der steigende
Kostaufbau mehrere Monate postoperativ spiegelte sich in der Reaktion der Genexpression
des mTORC1 wider. Jedoch wurde durch die bariatrische Intervention deutlich weniger Nah-
rung als praoperativ aufgenommen, wodurch die mMTORC1 mRNA-Expression deutlich redu-

ziert wurde.

Unabhéngig vom durchgefiihrten bariatrischen Verfahren (SG und RYGB) reduzierte sich die
MTOR mRNA-Expression. Nach RYGB liel3 sich eine starkere Reduktion der mTOR mRNA-
Expression zur 6MNK erkennen, jedoch unterschied sich diese nicht signifikant von der nach
SG-Anlage. Diese Erkenntnis beruht jedoch nur auf einer kleinen Probandenanzahl, daher

sollten hierfur weitere Studien durchgefiihrt werden, um das Ergebnis zu prifen.

Nach ca. sechs Monaten zeigte sich eine deutliche Gewichtsreduktion um ca. 28%. Der EWL
betrug fast 50% und zeigte somit einen Erfolg der bariatrischen Intervention an. Zwischen den
am haufigsten durchgefuhrten Verfahren, SG und RYGB, konnte kein signifikanter Unterschied
bei der Gewichtsreduktion eruiert werden. Chang et al. (2014) konnten in ihrer Studie den
gréRten Erfolg bariatrischer Interventionen dem RYGB zuweisen. In der hier durchgefuhrten
Studie zeigte sich auch nach RYGB die gréf3te Gewichtsreduktion. Der nicht signifikante Un-
terschied ist moglicherweise auf die kleine Stichprobengrol3e der vorliegenden Arbeit zuriick-
zufiihren. Chang et al. (2014) verwendeten fir ihre Untersuchungen Daten von mehr als

150.000 Probanden, wodurch eine hohere Aussagekraft getroffen werden kann.

Ferner wurden die verschiedenen Operationsverfahren durch die behandelten Arzte mit den
Patienten ausgesucht, wodurch praoperativ schon eine subjektive Auswahl getroffen wurde.

Bei starker gewunschter Gewichtsreduktion und vorliegendem T2DM wurde mdglicherweise
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eher ein RYGB durchgefiihrt. Wohingegen bei erhdhtem OP-Risiko, abdominalen Voroperati-
onen oder minimalem Eingriff eher eine Schlauchmagenanlage bevorzugt wurde. Dies kénn-
ten Grunde fur die nicht signifikanten Unterschiede der Operationsverfahren bei der Gewichts-

reduktion und der mTOR-Genexpression darstellen.

Neben der gewlinschten Gewichtsabnahme ging eine deutliche Reduktion des T2DM um 50%
nach 6 Monaten einher. Die grol3 angelegte Swedish Obese Subjets intervention study (SOS-
Studie) zeigte ebenso die signifikante Reduktion von T2DM, arterieller Hypertonie und Hyper-
triglyzeridamie zwei Jahre nach bariatrischer Intervention. Ca. 700 bariatrische Patienten so-
wie 700 Ubergewichtige Kontrollprobanden (BMI ca. 40 kg/m?, @ Alter ca. 48 Jahre) wurden
miteinander verglichen. Durchschnittlich wurde in der Interventionsgruppe das Gewicht um ca.
30% gesenkt. Die 2-Jahres-Inzidenz des T2DM wurde durch die bariatrische Operation um

das 30-Fache im Vergleich zur Kontrollgruppe reduziert (Sjostrom et al. 1999).

Die Aufldsung der Insulinresistenz lasst sich anhand der Entwicklung der mTOR-Genexpres-
sion erklaren. mTOR und p70S6K wurden deutlich weniger aktiviert als praoperativ, da weni-
ger Nahrung aufgenommen wurde, wodurch der Stoffwechselweg verringert aktiviert wurde.
Folglich wurde der pathologische insulinresistente Zustand langsam aufgehoben, sodass das
IRS weniger gehemmt wurde. Der Metabolismus begann sich umzustellen, um wieder in den

physiologischen Zustand zu gelangen.

Sechs Monate postoperativ zeigten alle drei Zielgene der Adipdsen ein fast identisches Ex-
pressionsverhalten wie die Kontrollen. Pinhel et al. (2018a) untersuchten an 13 adipdsen Pro-
bandinnen die préa- und postoperativen (sechs Monate) mRNA-Expressionsmuster des
mTORC2-Stoffwechselweges nach RYGB. RICTOR, Phosphatidylinositol-3-Kinase regulato-
rische Einheit 1 (PI3K-R1) und HIF1a waren sechs Monate postoperativ signifikant hochregu-
liert, im Gegensatz zum praoperativen Zustand. Im Vergleich zu den Kontrollen zeigten Pinhel
et al. (2018b) in der weiterfiihrenden Studie, dass RICTOR, PI3K-R1 und HIF1a postoperativ
ahnlich wie in der Kontrollgruppe exprimiert waren. Zum gleichen Ergebnis kamen Chen et al.
(2015) in ihrer Studie mit adipdsen Patienten sechs Monate nach RYGB, welche keinen Un-
terschied des Expressions- und Phosphorylierungsverhaltens von AKT zu Normalgewichtigen
nachweisen konnten. In den aufgeflhrten Studien reduzierte sich bei allen T2DM-Patienten
die Medikation, sowie die absolute Anzahl an T2DM. Hier wird somit deutlich, dass der dys-
funktionale Zustand des Metabolismus durch die bariatrische Intervention wieder den physio-

logischen Zustand von Normalgewichtigen erreichen kdnnte.

Bei genauerer Betrachtung der mRNA-Expression von mTOR zur 6MNK fiel ein starker Abfall
auf ca. 30% im Vergleich zum Zustand VCD auf. P70S6K hingegen zeigte einen homogenen
Anstieg ausgehend von den postoperativen Tagen mit geringster mRNA-Expression im Ver-

gleich zu VCD, jedoch blieb die p70S6K mRNA-Expression signifikant reduziert.
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Normalerweise verhalten sich mTOR und sein Downstream-Target p70S6K konkordant, wie
zu den anderen Vergleichszeitpunkten auch gezeigt werden konnte. Die starke Reduktion der
MTOR mRNA-Expression ohne die simultane Reaktion von p70S6K weist somit am ehesten
auf einen methodischen Fehler zu diesem Zeitpunkt hin. Die Stichprobe enthielt zum Zeitpunkt
6MNK eine geringe Probandenanzahl von n = 18, somit kbnnten Extremwerte die Statistik

deutlich beeinflusst haben.

5.3.3 Langfristige Veranderung des Metabolismus nach bariatrischer Intervention
Um die langfristigen Effekte der bariatrischen Intervention auf den mTOR-Stoffwechselweg

beurteilen zu konnen, wurden die Probanden ein Jahr nachbeobachtet.

12 Monate postoperativ zeigte sich im Vergleich zum Zustand vor der Crash-Di&t ein Anstieg
der mRNA-Expression aller drei Zielgene um ca. 30%. Dies lasst vermuten, dass nach Wie-
derherstellung des physiologischen Zustandes des mTOR-Stoffwechselweges mit Reduktion
der Insulinresistenz dieser Zustand aufrechterhalten blieb. Die Verringerung der T2DM-Pati-
enten auf 25% nach 12 Monaten weist auf einen sensiblen Insulinrezeptor an der Zellmembran
hin. Insulin konnte somit den Rezeptor und folglich das intrazellulare IRS aktivieren, welches
postoperativ nicht mehr gehemmt wurde, da die mRNA-Expression von mTORC1 sechs Mo-
nate postoperativ signifikant reduziert blieb. Somit stand der mTOR-Stoffwechselweg nicht
mehr nur unter Einfluss der aufgenommenen Nahrung, sondern auch unter Insulin, welches
zuvor im Stadium der Insulinresistenz keinen Einfluss mehr auf den mTOR-Stoffwechselweg

ausiben konnte.

Der insulinsensible postoperative Zustand wird belegt durch den signifikanten Anstieg der
MRNA-Expression von AKT 12 Monate postoperativ, im Vergleich zum praoperativen Zustand.
Chen et al. (2015) zeigten, dass nach RYGB und folgender Gewichtsreduktion die Genexpres-
sion und Phosphorylierung von AKT an Thr308 und Ser473 in Muskelzellen signifikant erhoht

war, im Vergleich zum praoperativen Expressionsverhalten.

Der Erfolg der bariatrischen Intervention nach einem Jahr lieR sich anhand des EWL von ca.
57% erkennen. Der mittlere BMI von > 55 kg/m? konnte auf ca. 37 kg/m? und somit Adiposi-
tasstadium 11° gesenkt werden. Dies gibt auch einen Erklarungsansatz fiir den Anstieg der
MRNA-Expressionen im mTOR-Stoffwechselweg. Die Adipositaspatienten reduzierten ihr Ge-
wicht nach einem halben bis ganzen Jahr postoperativ um ca. 1 kg pro Monat und somit deut-
lich langsamer als in den ersten drei Monaten (2,3 kg pro Woche). Durch die plotzliche Veran-
derung des Metabolismus durch die bariatrische Intervention kam es ein Jahr danach zu einer
Gewobhnung. Die Patienten nahmen wieder mehr Nahrung zu sich als in den ersten Tagen und

Monaten. Daher wurde die Insulinproduktion erhéht, wodurch es zu einer Stimulation des
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mTOR-Stoffwechselweges kam. Dieser reagierte deutlich sensibler als VCD und préoperativ,

da der Stoffwechselweg in den physiologische Ausgangszustand gebracht wurde.

Die erh6hten mRNA-Expressionen von mTOR, p70S6K und AKT nach 12 Monaten kdnnten
einen Hinweis geben, dass der dysfunktionale Zustand des Stoffwechselweges auch postope-
rativ wieder erreicht werden konnte. Im Vergleich zu den Kontrollen stiegen die Genexpressi-
onen auf das ca. 1,3- bis 2,8-Fache an. Dies deutet auf einen verstéarkt aktivierten mTOR-
Stoffwechselweg hin. Dies gilt zu bedenken, da mdglicherweise hieraus wieder ein insulinre-
sistenter Zustand erreicht werden konnte. In der Studie von Aminian et al. (2020) zeigte die
Hélfte der ca. 700 T2DM-Patienten ein Jahr nach RYGB oder SG eine Remission des T2DM.
Jedoch liel3 sich bei einem Drittel einen Ruckfall der Insulinresistenz im Langzeitverlauf erken-
nen. Trotz des Wiederauftretens des T2DM wiesen die Probanden eine Verbesserung der
Blutzucker- und Lipidwerte, der Diabetesmedikation und des Blutdruckes im Vergleich zum
praoperativen insulinresistenten Zustand auf. Aminian et al. (2020) préasentierten auch Fakto-
ren, welche mit einem geringen Wiederauftreten des T2DM korrelieren: eine friihe chirurgische
Intervention, eine kurze Dauer des T2DM, die Durchfilhrung des RYGB anstatt SG und starker

postoperativer Gewichtsverlust.

Hier stellt sich eine offene Frage, wie sich die Genexpression des mTOR-Stoffwechselweges
in Verbindung klinischer Parameter im weiteren Verlauf entwickelt. Dies kdnnte mit einer gro-

Beren und langer angelegten Studie noch besser untersucht werden.

Ferner sollten bei weiteren Studien die Proteinexpression bestimmt werden, da hierbei genau-
erer Aussagen getroffen werden kénnen als auf mMRNA-Ebene, wie bei der vorliegenden Ar-
beit.
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5.4 Fazit und Ausblick

Der mTOR-Stoffwechselweg zeigt sich in der durchgefiihrten Studie als elementarer Baustein
der metabolischen Erkrankungen Adipositas und T2DM. Verédnderungen des mTOR-Stoff-
wechselweges hin zu einem dysfunktionalen Zustand bei Adipositas und T2DM wurden deut-
lich. Nach bariatrischer Intervention kommt es zu einer Entfesselung der pathologischen Im-
balance hin zum Erreichen einer physiologischen Homdostase. Die weitere Entwicklung des
Stoffwechselweges konnte in der Studie nur zum Teil beurteilt werden, da die Probanden nur
ein Jahr nachbeobachtet wurden und sich die Anzahl der Studienteilnehmer durch Ausstieg
aus der Studie verringert hat. Somit bleibt nur die Spekulation der langfristigen Entwicklung
des mTOR-Stoffwechselweges. Ein Jahr postoperativ konnte ein geringfugiger Anstieg der
MRNA-Expressionen beobachtet werden, jedoch sind fur die genaue Entwicklung weiterfih-
rende Studien notwendig, um das Verhalten des mTOR-Stoffwechselweges im Kontext der

bariatrischen Chirurgie zu untersuchen.

Die bariatrische Chirurgie fuhrt nicht nur zu einer mechanischen Veranderung des Gastroin-
testinaltraktes, sondern prasentiert auch Einflisse auf den gesamten Metabolismus. Dies zeigt
die Fahigkeit des Organismus auf veranderte Rahmenbedingungen zu reagieren und sich an-
zupassen. Diese Anpassungsreaktion konnte anhand des mTOR-Stoffwechselweges detek-

tiert werden.

Neben der chirurgischen Intervention legt der mTOR-Stoffwechselweg auch ein Zielpunkt der
pharmakologischen Forschung dar. Durch gezielte Inhibition einzelner Bestandteile des kom-
plexen Stoffwechselweges kénnten weitere Erkenntnisse gewonnen werden, um die haufigs-

ten Erkrankungen der westlichen Welt zu verstehen und zu behandeln.
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Anhang

a. Ubersicht der gangigen bariatrischen Operationsverfahren (Ordemann und Elbelt
2017).

Magenresektat

Abbildung 22: Magenband (LAGB) Abbildung 23: Schlauchmagen (SG)

Duodenum

alimentare
Schlinge

biliopankreatische
Schlinge

Common Channel

Abbildung 24: Proximaler Roux-en-Y-Magenby- Abbildung 25: Omega-Loop-Magenbypass
pass (pRYGB)

Promotion Isabella Flora Schworer



Anhang XXIX
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Abbildung 26: Biliopancreatische Diversion nach  Abbildung 27: Biliopancreatische Diversion mit
Scopinaro (BPD) Duodenalswitch (BPD-DS)
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b. Patienteninformation
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Leitung: Prof. Dr. Matthias Glanemann

Patienteninformation

Erforschung der Adipositas Erkrankung in Bezug auf den IGF/mTOR Stoffwechsel-
weg und diesen regulierende mikroRNAs sowie auf altersabhangig mit der Erkran-

kung einhergehende epigenetische Veranderungen

Vollstandiger Name des Studienteilnehmers:

Klinik fir Allgemeine Chirurgie, Viszeral-,
Gefal- und Kinderchirurgie
Universitatsklinikum des Saarlandes

D-66421 Homburg / Saar

Tel.: +49 - 6841 - 16 31000

Fax: +49 - 6841 - 16 31002

E-Mail-Adresse: matthias.glanemann@uks.eu
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(L_,% M Universitatsklinikum
CS w""""w des Saarlandes

Klinik far Allgemeine Chirurgie, Viszeral-, Gefa3- und Kinderchirurgie
Leitung: Prof. Dr. Matthias Glanemann

Sehr geehrte Patientin, sehr geehrter Patient!

Sie werden gegenwartig als Patient* am Universitatsklinikum des Saarlandes in der Klinik fir Allgemeine
Chirurgie, Viszeral-, Gefal3- und Kinderchirurgie arztlich behandelt. Der Klinik steht ein eigenes For-
schungslabor zur Verfliigung, in dem Biomaterialien aufbewahrt und bearbeitet werden. Es handelt sich
um eine Sammlung von menschlichen Biomaterialien wie Blut oder Gewebe, verknupft mit ausgewahl-

ten medizinischen Daten.

Die Untersuchung von menschlichen Biomaterialien und die Analyse der daraus gewonnenen oder zu
gewinnenden Daten sind zu einem wichtigen Instrument medizinischer Forschung geworden. Deshalb
fragen wir unsere Patienten und daher auch Sie, ob sie bereit sind, uns bestimmte Kdrpermaterialien
und Daten fur die Forschung zur Verfiigung zu stellen. Thre Teilnahme ist vollig freiwillig. Soweit Sie sich
nicht beteiligen moéchten oder lhre Zustimmung spater widerrufen méchten, erwachsen Ihnen daraus
keine Nachteile.

Im Folgenden informieren wir Sie Uiber die Ziele des Labors der Klinik fiir Allgemeine Chirurgie, Viszeral-
, Gefal3- und Kinderchirurgie, die Verfahrensweisen und die Malinahmen zum Schutz Ihrer personen-
bezogenen Daten, damit Sie sich auf dieser Grundlage Ihre eigene Meinung bilden und eine Entschei-
dung treffen kénnen. Sollte Ihnen etwas unklar sein, fragen Sie bitte Ihren behandelnden Arzt, bevor
Sie Ihre Zustimmung erteilen. Sie kdnnen sich wegen Rickfragen auch zu einem spateren Zeitpunkt an

Herrn Dr. Hollander oder an Herrn Dr. Klingen wenden.

1. Ziele der Studie

In der vorliegenden Studie soll die Rolle des IGF/mTOR Stoffwechselweges und seiner regulierenden
mikroRNAs fir die Adipositas Erkrankung und ihren Krankheitsverlauf untersucht werden. Ferner sollen
altersabhangige epigenetische Verédnderungen, die mit der Entwicklung von Adipositas zusammenhan-

gen, aufgeklart werden.

2. Um welche Art von Biomaterialien und Daten handelt es sich?

Bei dem Biomaterial, das bei Ihnen gewonnen werden soll, handelt es sich um Blut, das im Rahmen der
Blutabnahme abgenommen wird. Hierbei soll zusétzlich eine kleine Menge Blut (ca.20ml) entnommen
werden. Die erhobenen Daten umfassen ausgewéahlte Informationen zu lhrer Person, insbesondere me-

dizinische Daten: Grunderkrankung (Grund furr die Operation), evtl. Vorerkrankungen wie Alter und
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Geschlecht. In den pra- und postoperativen Blutuntersuchungen werden verschiedene medizinische
Parameter bestimmt. Ferner werden molekularbiologische Parameter im Rahmen der Untersuchung
des mTOR Stoffwechselweges bestimmt sowie epigenetische Veranderungen, die mit der Entwicklung

von Adipositas und/oder Alterungsprozessen zusammenhéangen.

3. Wie werden die Biomaterialien und Daten verwendet?

Das von Ihnen zur Verfligung gestellte Blut und die medizinischen/molekularbiologischen Daten werden

ausschlieBlich fur folgende Forschungsgebiete verwendet:

Erforschung der Adipositas Erkrankung in Bezug auf den IGF/mTOR Stoffwechselweg und diesen re-
gulierende mikroRNAs sowie auf altersabhéngig mit der Erkrankung einhergehende epigenetische Ver-

anderungen.

Das Blut und die Daten werden ausschlieRlich fir diese Fragestellung verwendet. Sie haben das Recht,
in lhrer Einwilligungserklarung individuelle Eingrenzungen (z.B. den Ausschluss bestimmter Forschung,

den Ausschluss der Weitergabe der Materialien an Dritte) vorzunehmen.

4. Welche Risiken sind mit lhrer Spende verbunden?
a. Gesundheitliche Risiken:

Da wir fur die Studie lediglich Blut verwenden wollen, das im Rahmen, der bei Ihnen vorgesehenen
diagnostischen oder therapeutischen Mal3hahmen ohnehin enthommen wird und als Restmaterial nor-
malerweise vernichtet wirde, ist die Spende fir Sie mit keinem zusatzlichen gesundheitlichen Risiko

verbunden.
b. Weitere Risiken:

Bei jeder Erhebung, Speicherung und Ubermittlung von Daten aus lhren Biomaterialien im Rahmen von
Forschungsprojekten bestehen Vertraulichkeitsrisiken (z.B. die Moglichkeit, Sie zu identifizieren), ins-
besondere im Hinblick auf die Information zu lhrer Erbsubstanz. Diese Risiken lassen sich nicht véllig
ausschlieBen und steigen, je mehr Daten miteinander verknlpft werden kdnnen, insbesondere auch
dann, wenn Sie selbst (z.B. zur Ahnenforschung) genetische Daten im Internet verdffentlichen. Wir ver-

sichern Ihnen, alles nach dem Stand der Technik Mégliche zum Schutz Ihrer Privatsphére zu tun und
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Proben und Daten nur an Projekte weiterzugeben, die ein geeignetes Datenschutzkonzept vorweisen

kénnen (siehe Punkt 8: ,Wer hat Zugang zu Ihren Biomaterialien und Daten?“).

5. Welcher Nutzen ergibt sich fur Sie persénlich?
Persénlich kénnen Sie fiir Ihre Gesundheit keinen unmittelbaren Vorteil oder Nutzen aus der

Spende lhrer Proben und Daten erwarten. Die Ergebnisse sind ausschlie3lich zu Forschungszwecken
bestimmt. Eine Riickmeldung von Ergebnissen aus der Untersuchung der Biomaterialien ist nicht vor-
gesehen.

6. Welcher Nutzen ergibt sich fur unsere Gesellschaft?

Alle derzeit durchgeflihrten wie auch kinftige medizinisch-wissenschaftliche Forschungsvorhaben zie-
len auf eine Verbesserung unseres Verstandnisses fur die Krankheitsentstehung und die Diagnosestel-

lung und auf dieser Basis auf die Neuentwicklung von verbesserten Behandlungsansatzen.

7. Welche Voraussetzungen gelten fur die Nutzung Ihrer Biomaterialien und Daten?

a. Voraussetzung fur die Gewinnung und Nutzung lhrer Biomaterialien samt den zugehdérigen perso-
nenbezogenen Daten zu Forschungszwecken ist Ihre schriftliche Einwilligung. Ihre Einwilligung ist frei-
willig und kann jederzeit widerrufen werden (siehe auch Punkt 11 ,Was beinhaltet Ihr Widerrufsrecht?“).

In diesem Fall, bitte an Herrn Dr. Hollander oder an Herrn Dr. Klingen wenden.

b. Ihre Biomaterialien und Daten werden in unserm Forschungslabor unter standardisierten Qualitats-
und Sicherheitsbedingungen aufbewahrt und auf Antrag fur Forschungszwecke herausgegeben. Sie

werden nach dem Stand der Technik vor unbefugtem Zugriff gesichert.

c. Voraussetzung fur die Verwendung der Biomaterialien und Daten fir ein konkretes medizinisches
Forschungsprojekt ist, dass das Forschungsvorhaben durch eine Ethikkommission bewertet wurde. Die

Ethikkommission prift die ethischen und rechtlichen Aspekte des Forschungsprojekts.
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8. Wer hat Zugang zu lhren Biomaterialien und Daten und wie werden sie geschitzt?

a. Alle unmittelbar Ihre Person identifizierenden Daten (Name, Geburtsdatum, Anschrift, Uberleben etc.)
werden unverziglich nach ihrer Gewinnung durch einen Code ersetzt (pseudonymisiert, verschliisselt).
Danach wird der Datensatz nochmals neu kodiert und gespeichert. Diese doppelte Kodierung schlief3t
eine Identifizierung lhrer Person durch Unbefugte nach heutiger Kenntnis weitestgehend aus. Erst in

dieser Form werden die Biomaterialien und Daten fir Forschungszwecke zur Verfiigung gestellt.

b. Die Sie unmittelbar identifizierenden Daten bleiben in dem Krankenhaus, in dem die Proben und
Daten gewonnen wurden und werden dort getrennt von den Biomaterialien und medizinischen Daten
gespeichert. Ein Zugriff auf sie erfolgt nur, um entweder weitere oder fehlende medizinische Daten aus
Ihren Krankenunterlagen zu ergdnzen oder erneut mit Ihnen in Kontakt zu treten, falls Sie der Kontakt-
aufnahme zugestimmt haben (s. unten Punkt 10). Eine Weitergabe der personenbezogenen Daten an
Forscher oder andere unberechtigte Dritte, etwa Versicherungsunternehmen oder Arbeitgeber, erfolgt
nicht.

c. Wissenschaftliche Veroffentlichungen von Ergebnissen erfolgen ausschlief3lich anonymisiert, also in

einer Form, die keine Rickschliisse auf Ihre Person zulasst.

9. Erlangen Sie einen finanziellen Vorteil aus der Nutzung lhrer Biomaterialien und Daten?

Fir die Uberlassung Ihrer Biomaterialien und Daten erhalten Sie kein Entgelt. Sollte aus der Forschung
ein kommerzieller Nutzen erzielt werden, werden Sie daran nicht beteiligt. Mit der Uberlassung der Bi-
omaterialien an die Klinik fir Allgemeine Chirurgie, Viszeral-, Gefal3 und Kinderchirurgie am Universi-

tatsklinikum des Saarlandes werden diese Eigentum der Klinik.

Ferner erméchtigen Sie die Klinik fur Allgemeine Chirurgie, Viszeral-, Gefa3- und Kinderchirurgie, lhre
Daten zu nutzen. Dabei haben Sie das Recht, fehlerhaft gespeicherte oder bearbeitete Daten jederzeit

zu berichtigen.

10. Erfolgt eine erneute Kontaktaufnahme mit lhnen?

Zur Erhebung von weiteren Verlaufsdaten planen wir im Rahmen einer weiteren Vorstellung bei Patien-

ten mit Gewichtsreduktion eine weitere Blutentnahme 3 bzw. 6 Monate nach OP.
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11. Was beinhaltet lhr Widerrufsrecht?

Sie kdnnen lhre Einwilligung zur Verwendung lhrer Biomaterialien und Daten jederzeit ohne Angabe
von Griinden und ohne nachteilige Folgen fiir Sie widerrufen. Im Falle eines Widerrufs kénnen Sie ent-
scheiden, ob lhre Biomaterialien vernichtet und die dazu gehdrenden Daten geléscht werden sollen,
oder ob sie in anonymisierter Form fiir weitere Forschungsvorhaben verwendet werden dirfen. Sobald
der Bezug der Biomaterialien und der tbrigen Daten zu lhrer Person geléscht wurde, ist eine Vernich-
tung jedoch nicht mehr méglich. Zudem kénnen Daten aus bereits durchgefiihrten Analysen nicht mehr

entfernt werden.

Wenden Sie sich fur einen Widerruf bitte an:

Prof. Dr. med. M. Glanemann

Klinik far Allgemeine Chirurgie, Viszeral-, Gefal3- und Kinderchirurgie
Universitatsklinikum des Saarlandes

66421 Homburg

Telefon: 06841 — 163 1000

Telefax: 06841 — 163 1002

Email: allgemeinchirurgie.studien@uks.eu
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c. Einverstandniserklarung
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Einverstandniserklarung

Adipositas-Studie

»Erforschung der Adipositas Erkrankung in Bezug auf den IGF/mTOR Stoffwechsel-
weg und diesen regulierende mikroRNAs sowie auf altersabhangig mit der Erkran-

kung einhergehende epigenetische Veranderungen.*

Name der Patientin/des Patienten:

Prufarztin/Prifarzt: Frau/Herr Dr. Med. ... e

hat mit mir heute ein ausfiihrliches Aufklarungsgesprach tber Art, Umfang und Bedeutung dieser klini-
schen Studie gefuhrt. Dabei wurden u.a. Studienziel und Studienléange, studienbedingte Erfordernisse
und mogliche Nachteile/Risiken der Studienbehandlung besprochen. Die Patienteninformation sowie
ein Exemplar der Einverstéandniserklarung habe ich erhalten, gelesen und verstanden. In diesem Zu-
sammenhang bestehende Fragen wurden besprochen und beantwortet. Ich hatte ausreichend Zeit,

mich fur oder gegen eine Teilnahme an dieser Studie zu entscheiden.
Folgende Fragen/ sonstige Aspekte wurden zusatzlich diskutiert:
Mir ist bekannt, dass diese Studie in erster Linie der medizinischen Wissenserweiterung dient und

gegebenenfalls auch keinen persoénlichen Vorteil fir mich bringen kann.

Ich bin dartber unterrichtet worden, dass meine Teilnahme vollkommen freiwillig erfolgen muss und ich

meine Einwilligung zur Teilnahme an dieser klinischen Prufung jederzeit ohne Angabe von Griinden und
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ohne personlichen Nachteil widerrufen kann. Auch der Arzt kann aufgrund seiner arztlichen Erfahrung
die Prifung jederzeit beenden. Es gelten die im Aufklarungstext beschriebenen Manahmen zur Wah-
rung des Datenschutzes; eine

Weitergabe von Krankheitsdaten erfolgt nicht.

Datenschutz
Ihre personenbezogenen Daten werden in lhrer persdnlichen Akte niedergeschrieben oder elektronisch
gespeichert. Die flur die Studie wichtigen Daten (siehe oben) werden in pseudonymisierter Form auf

einen Dokumentationsbogen Ubertragen, in elektronischer Form gespeichert und ausgewertet.

Pseudonymisiert bedeutet Verschliisselung von Daten, das heil3t, es werden keine Angaben

von Namen oder Initialen verwendet, sondern nur ein Nummerncode. Die Zuordnung der Daten oder
Proben zu einer Person ist nur moglich, wenn hierfiir der Schlussel eingesetzt wird, mit dem die Daten
pseudonymisiert wurden. Die Daten sind gegen unbefugten Zugriff gesichert. Bei einer moglichen Ver-
offentlichung der Studienergebnisse wird lhre Identitat nicht enthillt. Die &rztliche Schweigepflicht und
die Bestimmungen des Bundesdatenschutzgesetzes werden eingehalten.

Ich bin einverstanden, als Patient/in an dieser klinischen Studie teilzunehmen.
Das zugehdrige Kapitel "Datenerhebung (auf Seite 4 der Patienteninformation zu dieser Studie)

und Datenschutz" (siehe obigen Kasten) habe ich gelesen und stimme dem beschriebenen Vor-

gehen zu.
Name des Patienten/in Ort, Datum Unterschrift Patient/in
Name d. aufklarenden Arztes/Arztin Ort, Datum Unterschrift aufklarende/r. Arzt/Arztin
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d. Ubersicht der Adipositasprobanden

Tabelle 17: Ubersicht der Adipositasprobanden

Proban- Ge- Geburts- BMI BMI Komorbiditaten
den schlecht datum VCD 12MNK
(kg/m?) | (kg/m?)

aH, WS-Schmerzsyndrom, Arth-
rose, GERD, OSAS, Hypothy-

ADI-8 w 16.06.1972 50,84 37,00 .
reose, Depression
T2DM, aH, WS-Schmerzsyn-
ADI-24 m 10.07.1953 | 46,94 32,78 drom, Arthrose, OSAS
WS-Schmerzsyndrom, Arthrose,
ADI-26 w 11.10.1994 | 59,30 40,00 Hypothyreose, CHE
Lipédem, Lymphédem, GERD,
ADI-29 w 24.05.1974 | 64,46 | 393 | Asthma/ COPD, Hypothyreose,

Varikosis

Fettstoffwechselstérung,
Lymphodem, WS-Schmerzsyn-
ADI-32 w 06.09.1978 | 56,31 34,17 drom, Arthrose, Hypothyreose,
MALT-Lymphom

T2DM, aH, Hypothyreose, De-
ADI-33 w 18.03.1982 | 55,15 31,14 pression

Fettstoffwechselstérung, WS-
Schmerzsyndrom, Asthma/
ADI-40 w 30.10.1989 | 54,00 46,19 COPD, Hypothyreose, Depres-

sion

T2DM, aH, Fettstoffwechselsto-
rung, Lymphdédem, WS-
Schmerzsyndrom, Arthrose,

ADI-41 w 01.07.1965 | 5829 | 4430 | Zo e TOPD. Hypo-
thyreose, Varikosis
ADI-42 m 19.10.1956 | 50,34 | 36,61 aH, Hypothyreose

T2DM, aH, Lipédem, WS-
Schmerzsyndrom, Arthrose,
ADI-43 w 07.06.1994 | 60,94 31,80 Steatosis hepatis, Asthma/
COPD, Varikosis, Depression

T2DM, aH, Arthrose, GERD,
Asthma/ COPD, CHE, Malignes

ADI-44 w 12.08.1974 | 60,24 36,30
Melanom
ADI-45 w 29.06.1974 | 46,48 i
T2DM, aH, Steatosis hepatis,
ADI-48 w 26.05.1977 | 55,21 34,49 Hypothyreose
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Lipédem, Asthma/ COPD, Hypo-

ADI-49 31.01.1978 | 61,86 thyreose, Varikosis
T2DM, aH, WS-Schmerzsyn-
ADI-50 15.11.1972 | 52,05 45,25 drom, Steatosis hepatis, CHE
T2DM, aH, Fettstoffwechselsto-
i rung, WS-Schmerzsyndrom,
ADI-51 03.06.1973 | 40,90 Asthma/ COPD, Depression
T2DM, Asthma/ COPD, Hypo-
ADI-52 03.12.1976 | 44,63 33,56 thyreose, Depression
ADI-54 30.06.1980 | 69,94 | 4465 | |2DM aH, GERD, Varikosis
aH, Fettstoffwechselstérung,
Gicht, WS-Schmerzsyndrom,
ADI-57 13.03.1986 | 85,20 Asthma/ COPD, CHE
aH, WS-Schmerzsyndrom, Arth-
ADI-59 28.11.1966 | 43,96 | 27,60 | '0Se Stealosis hepatis, Rektum-
karzinom
T2DM, aH, Lipédem, WS-
Schmerzsyndrom, Arthrose,
ADI-62 19.12.1979 | 57,00 40,27 Steatosis hepatis, GERD,
Asthma/ COPD, Depression
T2DM, Arthrose, Steatosis he-
ADI-63 09.05.1990 | 77,61 patis, GERD, Depression
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e. Ubersicht der Kontrollkohorte

Tabelle 18: Ubersicht der Kontrollkohorte

Kontrollen Geburtsdatum Geschlecht BMI (kg/m?)
ADI-K-6 14.01.1988 m 24,10
ADI-K-9 15.01.1975 m 24,50

ADI-K-12 20.05.1962 w 23,40
ADI-K-15 08.12.1973 w 23,20
ADI-K-19 21.12.1986 m 22,40
ADI-K-20 03.05.1983 w 22,80
ADI-K-21 26.01.1998 w 22,10
ADI-K-22 06.05.1998 w 18,30
ADI-K-23 25.04.1978 w 23,84
ADI-K-24 05.04.1999 w 19,66
ADI-K-25 24.07.1998 w 20,70
ADI-K-26 11.07.1994 w 22,43
ADI-K-27 20.09.1998 w 21,30
ADI-K-31 20.03.1972 w 24,90
ADI-K-32 24.02.1986 m 22,49
ADI-K-33 12.04.1996 m 20,76
ADI-K-34 18.09.1959 w 24,74
ADI-K-35 26.07.1962 m 24,44
ADI-K-36 28.04.1966 w 20,31
ADI-K-37 12.05.1969 w 20,07
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