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ZUSAMMENFASSUNG

Die Adipositas ist ein weltweit rasant zunehmendes Krankheitshild. Die bariatrische Chirurgie
ermaoglicht es, Kdrpergewicht und Masse des weil3en Fettgewebes nachhaltig zu reduzieren und
das gesundheitliche Risiko Adipositas-assoziierter Komorbiditdten zu senken. Einhergehend mit
dem Gewichtsverlust der Patienten nach bariatrischer Operation, verandern sich auf3erdem die
Konzentrationen der vom Fettgewebe freigesetzten Adipokine. Diese spiegeln die durch den
Eingriff angestof3enen metabolischen Verdnderungen wider und sind Ausdruck von Wachstum
und Reduktion des Fettgewebes. Zwei wichtige Adipokine sind VEGF-A und Apelin-12. VEGF-A
ist ein Angiogenese-stimulierendes Adipokin, welches die Gefalineubildung im wachsenden
Fettgewebe fordert. Adipositas scheint stark mit erhéhten Serumkonzentrationen dieses
Peptidhormons verbunden zu sein. Zudem ist VEGF-A an der Angiogenese wachsender Tumore
beteiligt. Apelin-12 ist ein Peptidhormon, welches eine inhibierende Wirkung auf die Adipogense
besitzt. Es kdnnte ein Gegenspieler des VEGF sein. Ziel dieser Arbeit ist es zu untersuchen, ob
die bariatrische Chirurgie direkten Einfluss auf die Serumkonzentrationen von VEGF und Apelin-
12 auslbt. Dariiber hinaus wird analysiert, ob die Anderung der Serum-Adipokin-Konzentrationen
mit der des Patienten-BMI korreliert. Auf Grundlage der in-vitro-Adipogenese von LiSa-2-Zellen
wird ermittelt, welchen Einfluss in-vitro Adipokine auf die Adipogenese haben. AbschlieRend soll
beurteilt werden, ob die Adipokine VEGF-A und Apelin-12 im Serum adipdser Patienten
geeignete Parameter sind, um den Erfolg der bariatrischen Chirurgie zu evaluieren. 30 morbid
adipOse Patienten, welche bariatrisch operiert wurden, sind in diese Studie eingeschlossen. Sie
erhielten entweder eine Magenbypass-Operation oder eine Schlauchmagen-Operation. Die
Blutserumproben wurden préoperativ sowie 6, 12 und 24 Monate nach Operation akquiriert. Die
Konzentrationen von VEGF-A und Apelin-12 wurden mithilfe eines spezifischen ELISAs ermittelt.
Die Wirkung des VEGF-A, eines VEGF-Inhibitors sowie des Apelin-12 auf die
Adipozytendifferenzierung wurde durch in-vitro-Adipogenese von Liposarkomzellen (LiSa-2)
anhand von Western Blots und Oil-Red-O-Adipozyten-Farbungen analysiert. Nach bariatrischer
Operation sinkt die VEGF-A-Konzentration im Serum der Patienten signifikant, wahrend die
Serumkonzentration des Apelin-12 signifikant ansteigt. Der Body Mass Index (BMI) nimmt
postoperativ signifikant ab. Es besteht ein signifikant positiver Zusammenhang zwischen VEGF-
A und dem BMI, wahrend Apelin-12 keinen signifikanten Zusammenhang mit dem BMI aufweist.
Es zeigte sich sowohl in Western Blots, als auch Oil-Red-O-Farbungen ein stimulierender Einfluss
von VEGF-A auf die in-vitro-Adipogenese. Apelin-12 zeigt ebenso wie ein VEGF-A-Inhibitor einen
hemmenden Einfluss auf die Adipogenese. Die aktuelle Studienlage deutet an, dass die Zunahme
des Serum-Apelin-12 mit einem Rickgang von Insulinresistenz und einer Konsolidierung des
Diabetes mellitus Typ 2 bei Adipositas assoziiert ist. In Zusammenschau scheint es sinnvaoll,

Serum-VEGF-A in die Evaluierung des Erfolgs der bariatrischen Chirurgie mit einzubeziehen.



ABSTRACT

Obesity rapidly becomes more prevalent worldwide. Bariatric surgery sustainably reduces
bodyweight and mass of white fat tissue and decreases risk of obesity-associated comorbidities.
The patient’s weight loss after bariatric surgery is accompanied by dramatic changes in the
concentrations of adipokines secreted by fat tissue, reflecting metabolic changes including the
growth and reduction of fat tissue. Two important adipokines are VEGF-A and apelin-12. VEGF-
A stimulates angiogenesis, supporting the formation of blood vessels in expanding fat tissue.
Obesity seems to be strongly correlated with elevated serum levels of VEGF-A. Moreover, VEGF-
A is participating in the blood vessel growth in tumours. Apelin-12 is an adipokine that has an
inhibiting effect on adipogenesis. It could possibly be an opponent of VEGF-A. Aim of this study
is to analyse, if bariatric surgery directly influences serum concentrations of VEGF-A and apelin-
12 in obese patients. Additionally, it is analysed if serum concentrations of VEGF-A and apelin-
12 correlate with the change in patient’s post-surgical BMI. Based on in-vitro-adipogenesis of
LiSa-2 cells, we look at the influence of these peptide hormones on the adipocyte differentiation.
Finally, it is assessed if the adipokines VEGF-A and apelin-12 in the serum of obese patients are
suitable parameters to evaluate the success of bariatric surgery. 30 morbidly obese patients who
received bariatric surgery were examined. They either underwent gastric bypass surgery or a
sleeve gastrectomy. Blood samples were obtained preoperatively and 6, 12 and 24 months after
surgery. Concentrations of VEGF-A and apelin-12 were measured with a specific ELISA for each
hormone respectively. The effect of VEGF-A, a VEGF-Inhibitor and apelin-12 on adipocyte
differentiation was analysed by in-vitro-adipogenesis of liposarcoma cells (LiSa-2) based on
western blots and oil-red-o staining. After bariatric surgery VEGF-A concentrations decreased
significantly. Serum concentrations of apelin-12 significantly increased. Post-surgery, the body
mass index (BMI) dropped significantly. A significant and positive correlation between BMI and
VEGF-A was found whereas apelin-12 and BMI show no significant correlation. In western blots
as well as oil-red-o staining a stimulating effect of VEGF-A on in-vitro-adipogenesis became
evident. Apelin-12, as much as a VEGF-A inhibitor show an inhibiting influence on adipogenesis.
An increase of serum apelin-12 is associated with a decline in insulin resistance and a
consolidation of Diabetes mellitus Type 2 in obesity but further research is necessary.
Considering the risks associated with elevated serum VEGF-A it seems reasonable to include

this peptide hormone into the success evaluation of bariatric surgery.



1 EINLEITUNG
1.1 Krankheitsbild Adipositas

Schwere Adipositas ist eine Gesundheitsproblematik, deren Inzidenz und Pravalenz weltweit
zunimmt (Piche, Auclair, Harvey, Marceau, & Poirier, 2015; Roberto et al., 2015).
Epidemiologische Studien bringen eine immer langer werdende Reihe chronischer Leiden wie
kardiovaskulare Erkrankungen, Diabetes mellitus Typ 2, chronische Nierenkrankheit, zahlreiche
Krebsarten und ein breites Spektrum muskuloskeletaler Krankheitsbilder mit einem hohen body-
mass index (BMI) als Risikofaktor in Verbindung (Jiang et al., 2011; Jiang et al., 2012; Lauby-
Secretan et al., 2016; Singh et al., 2013; Wormser et al., 2011). Seit 1980 hat sich die Préavalenz
der Adipositas in mehr als 70 Landern der Welt verdoppelt und ist in den meisten anderen
Landern kontinuierlich angestiegen, wobei 2015 insgesamt 107,7 Millionen Kinder und 603,7
Millionen Erwachsene adipds waren (Afshin et al., 2017). Dieser Anstieg wird maf3geblich durch
die Globalisierung der konsumbasierten und wachstumsorientierten Lebensmittelmarktwirtschaft
vorangetrieben, welche den Uberverzehr schmackhafter, energiedichter, nahrstoffarmer
Nahrungsmittel und Getranke fordert (K. D. Hall, Guo, Dore, & Chow, 2009; Popkin & Hawkes,
2016; Swinburn et al., 2011). Hinzu kommen Faktoren wie abnehmende koérperliche Betéatigung
in Beruf und Freizeit, unzureichender Schlaf sowie eine weltweit durch medizinischen Fortschritt
verlangerte Lebenserwartung (Church et al., 2011; McAllister et al., 2009; von Loeffelholz, 2000).
Die Erblichkeit des BMI ist hoch und reicht von 40 bis 70 Prozent, wobei epigenetische Effekte
durch Umweltfaktoren zu interindividuellen Unterschieden des BMI und der Auspragung der

Adipositas fuhren kénnen (Bray et al., 2016).

Eine Uber lange Zeit positive Energiebilanz fihrt zur Anreicherung von Lipiden im Fettgewebe
und anderen Organen (Heymsfield, Gonzalez, Shen, Redman, & Thomas, 2014). Es wird
zunehmend evident, dass Adipositas ein chronisch pro-inflammatorisches Milieu im Organismus
schafft, welches Uber eine systemische metabolische Dysfunktion mit den Adipositas-
assoziierten Erkrankungen in Verbindung gebracht wird (Ouchi, Parker, Lugus, & Walsh, 2011).
Das Fettgewebe wird daher auch nicht mehr als bloRBer Langzeit-Fettspeicher angesehen,
sondern als endokrines Organ, welches zahlreiche bioaktive Substanzen freisetzt, die als
Adipokine bezeichnet werden (Berg & Scherer, 2005; Ouchi, Kihara, Funahashi, Matsuzawa, &
Walsh, 2003). Eine dysregulierte Expression der pro- und antiinflammatorischen Adipokine mit
veranderter Immunantwort, bedingt durch tGberschissiges Fettgewebe und eine Dysfunktion der
Adipozyten, gilt als Ursache der zahlreicher Komorbidititen im Rahmen der
Adipositaserkrankung (Ouchi et al.,, 2011). Besonders die Zunahme des omentalen und
mesenterialen Fettgewebes bei viszeraler Adipositas ist flr die metabolischen Komplikationen
der Erkrankung verantwortlich (Shuster, Patlas, Pinthus, & Mourtzakis, 2012). Dabei gilt die



viszerale Adipositas als eine Komponente des sogenannten metabolischen Syndroms, einem
Cluster von Risikofaktoren zu denen auf3erdem Insulinresistenz, Dyslipidamie und arterielle
Hypertension gehdren (Haller, 1975; O'Neill & O'Driscoll, 2015). Adipositas geht einher mit einem
Anstieg von Makrophagen und anderen Immunzellen im Fettgewebe (Grant & Dixit, 2015). Diese
sekretieren pro-inflammatorische Zytokine, welche zusammen mit freien Fettsduren und
Lipidintermediaten zur Insulinresistenz in adipdsen Patienten beitragen (Grant & Dixit, 2015;
Heymsfield & Wadden, 2017).

Es bleibt anzumerken, dass einige Adipositas-Patienten objektiv keine kardiometabolischen
Folgeerscheinungen zeigen (Kramer, Zinman, & Retnakaran, 2013). Diese Patienten werden

daher auch als "metabolisch gesunde" Adipdse bezeichnet (Kramer et al., 2013).

Zu den drei Hauptansatzen der Adipositastherapie gehodren Lifestyle-Interventionen,
Pharmakotherapie und die bariatrische Chirurgie (Heymsfield & Wadden, 2017). Lifestyle-
Interventionen sind darauf ausgerichtet, schadliches Essverhalten zu modifizieren und die
physische Aktivitat zu erhéhen, um einen moderaten Gewichtsverlust zu erreichen und
aufrechtzuerhalten (Heymsfield & Wadden, 2017; Jensen et al., 2014). Aufgrund der geringen
Kosten und des minimalen Risikos von Komplikationen sind sie die erste Option des
Gewichtsmanagements (Jensen et al., 2014). Allerdings ist eine Wiederzunahme des Gewichts
nach Interventionen haufig, weshalb es fur Therapeuten schwierig ist, die Patienten-Compliance

und damit den Abnehmerfolg nachhaltig zu sichern (Heymsfield & Wadden, 2017).

Pharmakotherapie bei Adipositas dient als Erganzung zur Lifestyleveranderung und sollte mit ihr
zusammen angewendet werden, da sie zusatzlichen Gewichtsverlust ermdglicht und diesen auch
langfristig stabilisieren kann (Yanovski & Yanovski, 2014). Werden die Medikamente jedoch
abgesetzt, ist eine Wiederzunahme des Gewichts wahrscheinlich (Yanovski & Yanovski, 2014).
Deshalb kann fir die Langzeittherapie der Adipositas eine dauerhafte Einnahme der Pharmaka
notwendig sein, so wie es schon fir Medikamente zur Behandlung von Diabetes, Bluthochdruck
und Dyslipidamie tblich ist (Heymsfield & Wadden, 2017). Haufige unerwiinschte Arzneimittel-
Nebenwirkungen koénnen sich negativ auf die Compliance bei der Einnahme auswirken
(Sweeting, Hocking, & Markovic, 2015).
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1.2 Bariatrische Chirurgie

Die bariatrische Chirurgie ist die einzige nachweislich effektive Methode, nachhaltigen
Gewichtsverlust und Gewichtskontrolle bei morbider Adipositas zu erreichen (American Diabetes
Association, 2013; Dixon, Zimmet, Alberti, & Rubino, 2011; Jensen et al., 2014; Rubino, Kaplan,
Schauer, & Cummings, 2010). Die Indikation flir einen bariatrischen Eingriff wird auf Basis der
NIH Richtlinien von 1991 gestellt (Hanipah & Schauer, 2017; NIH conference, 1996). Dabei
werden bariatrische Verfahren fir solche Patienten mit einem BMI von Uber 40 kg/m2 oder
solchen mit einem BMI von 35 kg/m2 und zusétzlichen assoziierten Komorbiditdten empfohlen,
welche mit Lifestyle- und Pharmakotherapie schwer zu kontrollieren sind (Jensen et al., 2014;
NIH conference, 1996). Guidelines betonen einstimmig, dass Patienten, fir die bariatrische
Eingriffe in Frage kommen, zuvor den Versuch unternommen haben missen, durch nicht-
chirurgische MalRnahmen einen Gewichtsverlust zu erreichen (Jensen et al., 2014; NIH

conference, 1996).

Bariatrische Operationen werden klassisch nach dem Mechanismus der Gewichtsreduktion in
restriktive und malabsorptiv-restriktive Hybridverfahren eingeteilt (Piche et al., 2015). Restriktive
Ansatze limitieren die Menge aufnehmbarer Nahrung, indem sie die GréRe des Magens
reduzieren (Fisher & Schauer, 2002). Hybridverfahren behindern zusatzlich die Absorption von
Néahrstoffen, indem Teile des Verdauungstraktes per Bypass umgangen werden (Fisher &
Schauer, 2002). Neben dem Allgemeinzustand des Patienten und seinem Risikoprofil fur
Komplikationen sind bei der Verfahrenswahl die zu erwartende Gewichtsabnahme sowie der
mogliche Einfluss auf die diabetische Stoffwechsellage entscheidend (Ordemann, Elbelt, &
Menenakos, 2014). Grundséatzlich sind alle bariatrischen Operationen in der Verbesserung der
Blutzuckerstoffwechsellage und der Remission des Diabetes mellitus Typ 2 den konservativen

Therapieverfahren tberlegen (Henry Buchwald et al., 2009).
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1.2.1 Magenband

Restriktive Verfahren umfassen das Magenband - auch als Gastric Banding bezeichnet - und den
Schlauchmagen (Piche et al., 2015). Bei dem Magenband (Abb.1) handelt es sich um ein
beflllbares Kunststoffband, welches operativ um den Mageneingang gelegt wird (Hanipah &
Schauer, 2017). Uber ein Portsystem kann das Band perkutan mit Fliissigkeit befiillt werden, um
den Durchmesser der Magendoffnung zu regulieren (Piche et al., 2015). Es entsteht ein Vormagen,
der sogenannte "Pouch", welcher einen Bruchteil des urspringlichen Magenvolumens umfasst
(Piche et al., 2015). Dieser fullt sich nach Nahrungsaufnahme schneller, wahrend die Passage
der Nahrung Richtung Restmagen und Dinndarm durch das einengende Band behindert wird.
(Piche et al., 2015) Der Patient soll auf diesem Wege eine bessere Appetitkontrolle und frihere

Sattigung erreichen (Piche et al., 2015).

Abb.1: Zustand nach Magenband-Operation mit gastrogastrischen Sicherungsnéhten und Magenband mit Portsystem.
(Abb. modifiziert nach (Ordemann et al., 2014)).
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1.2.2 Schlauchmagen

Der Schlauchmagen (Abb. 2), auch als Sleeve Gastrektomie bezeichnet, umfasst eine
longitudinale Resektion der grof3en Kurvatur des Magens, beginnend am Antrum, 5 bis 6 cm vom
Pylorus entfernt bis zum Fundus, nahe der Cardia (Piche et al., 2015). Durch die Entfernung eines
Grofdteils des Magens wird das Magenvolumen im Idealfall auf 150 ml reduziert (Piche et al.,
2015). Die aufnehmbare Nahrungsmenge wird vermindert und die Sattigung tritt schneller ein
(Karmali, Schauer, Birch, Sharma, & Sherman, 2010). Hinzu kommt, dass mit dem resezierten
Magengewebe Zellen entfernt werden, die fir die Sekretion des Hormons Ghrelin verantwortlich
sind, welches den Appetit fordert (Karamanakos, Vagenas, Kalfarentzos, & Alexandrides, 2008).
Postoperativ sinken die Plasmaspiegel des Ghrelins ab und somit auch das Hungergefiihl (Buzga
et al., 2014; Karamanakos et al., 2008).

Abb.2: Zustand nach Schlauchmagen-Operation mit Staplernaht an der Absetzungsstelle der Curvatura gastrica
major. (Abb. modifiziert nach (Ordemann et al., 2014)).
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1.2.3 Magenbypass

Der Magenbypass (Abb. 3), auch Roux-en-Y Gastric Bypass genannt, ist die meistdurchgefihrte
bariatrische Operationstechnik weltweit (H. Buchwald & Oien, 2013). Wahrend der Operation wird
die GroRe des Magens auf einen sogenannten Pouch- bzw. Vormagen mit einer Gro3e von circa
15 ml reduziert (Piche et al., 2015). Dieser wird anschlie@end mit einer nach Roux-Y
ausgeschalteten, hochgezogenen Jejunumschlinge anastomosiert, wodurch das Duodenum und
ein Teil des Jejunums aus der Nahrungspassage ausgeschlossen werden (Ordemann et al.,
2014; Roux, 1893). Die hochgezogene Jejunumschlinge wird als "alimentare Schlinge"
bezeichnet und wird meist circa 150 cm aboral der Pouch-Anastomose (Gastrojejunostomie) mit
der verbleibenden bilio-pankreatischen Schlinge verbunden (Ordemann et al., 2014; Piche et al.,
2015). Beide bilden dort die "Common-Schlinge”, in welcher die eigentliche Resorption der

Nahrung erfolgt (Ordemann et al., 2014).

Abb.3: Zustand nach Roux-en-Y Magenbypass-Operation. Die Pfeile stellen Lange und Verlauf der alimentaren (ca.
120-150 cm) und bilio-pankreatischen Schlinge (ca. 50 cm) dar. (modifiziert nach (Ordemann et al., 2014)).
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1.2.4 Biliopankreatische Diversion

Eine seltener durchgefihrte Abwandlung des Magenbypasses ist die biliopankreatische
Diversion (Abb. 4) mit und ohne duodenalem Switch (H. Buchwald & Oien, 2013). Diese
Operation kombiniert die gastrische Restriktion mit der Malabsorption eines Diinndarmbypasses
(Piche et al., 2015). Die biliopankreatische Diversion nach Scopinario sieht eine distale
Magenresektion vor, wahrend bei der weiterentwickelten biliopankreatischen Diversion mit
duodenalem Switch eine Sleeve Gastrectomy zur Restriktion durchgefiihrt wird (Hess & Hess,
1998; Scopinaro, Gianetta, Civalleri, Bonalumi, & Bachi, 1979). Das Duodenum wird circa 4 cm
distal des Pylorus durchtrennt und mit einer 250 cm langen lleumschlinge anastomosiert
(Marceau, Hould, Potvin, Lebel, & Biron, 1999). Der biliopankreatische Schenkel, welcher aus
distalem Duodenum, Jejunum und proximalem lleum besteht, fiihrt circa 100 cm vom Ende des
lleums entfernt die Sekrete von Gallenblase und Pankreas dem alimentaren Schenkel zu
(Marceau et al., 1999). Die nachfolgende gemeinsame Darmstrecke aboral der Anastomose wird
als "Common Schlinge" bezeichnet. Die malabsorptive Komponente bei dieser Operation ist im
Vergleich zum Roux-en-Y gastric bypass gré3er (Ordemann et al., 2014; Piche et al., 2015).
Deshalb findet sie vor allem bei extremer Adipositas Anwendung, wird jedoch weltweit am
seltensten durchgefuhrt, obwohl statistisch die nachhaltigsten Gewichtsreduktionen und
Remissionsraten der Komorbiditaten erreicht werden (H. Buchwald et al., 2004; Ordemann et al.,
2014).

Abb.4: Zustand nach biliopankreatischer Diversion mit (a) und ohne (b) duodenalem Switch. Mit Pfeilen
gekennzeichnet ist die ca. 90 cm lange "Common Schlinge" (Abb. modifiziert nach (Ordemann et al., 2014)).
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1.3 Expansion von Fettgewebe

Ein funktionierendes Fettgewebe ist in der Lage, Uberschiissige Kalorien in Form von
Triglyzeriden zu speichern (Gray & Vidal-Puig, 2007). Einzelne Adipozyten innerhalb des
Fettgewebes kénnen dabei deutlich expandieren und einen umso gré3eren Fettspeicher bilden
(Gray & Vidal-Puig, 2007). Jedoch kann ungehemmtes Adipozytenwachstum zum Tod dieser
Zellen fuhren und eine Entziindungsreaktion sowie Insulinresistenz verursachen (Cinti et al.,
2005). Um anhaltend Triglyzeride akkumulieren zu kdnnen, muss Fettgewebe fahig sein zu
expandieren, was durch Rekrutierung und Differenzierung neuer Adipozyten erméglicht wird
(Tang & Lane, 2012). Neben der Praadipozytendifferenzierung (Abb. 5) setzt die Expansion von
Fettgewebe das gleichzeitige Wachstum eines Kapillarnetzwerkes voraus (Bouloumie, Lolmede,
Sengenes, Galitzky, & Lafontan, 2002; Neels & Loskutoff, 2003; Rupnick et al., 2002). Dieser
Zusammenhang ist durch die Beobachtung dokumentiert, dass im Mausmodell genetisch und
Diat-bedingte Adipositas mittels antiangiogener Substanzen gemildert werden kann und die
Mikrozirkulation des Fettgewebes bei adipdsen Individuen erhéht ist (Brakenhielm et al., 2004;
Voros et al.,, 2005). Angiogenese und Praadipozytendifferenzierung bedingen sich dabei
gegenseitig, was in vitro nachgewiesen werden konnte (Castellot, Karnovsky, & Spiegelman,
1982; Montesano, Mouron, & Orci, 1985; Varzaneh, Shillabeer, Wong, & Lau, 1994). Die
Angiogenese wird durch das Zusammenwirken einer Vielzahl angiogener Faktoren ermdglicht,
welche die Proliferation und Migration von Endothelzellen stimulieren und inhibieren kénnen (De
Pergola & Silvestris, 2013). Endothelzellen sind in Fettgewebe reichlich vorhanden und
sekretieren angiogene Faktoren, die autokrine, parakrine und endokrine Wirkung aufweisen (De
Pergola & Silvestris, 2013).

>

[ mesenchymal stem cells |

adipogenic committed to adipocyte lineage

stimuli

| committed white preadipocytes | - unable to differentiate into
other cell types

terminal differentiation

- lipid transport and synthesis
- secretion of hormones
(adipokines)

[ mature white adipocytes |

Abb.5: Durch adipogene Stimuli werden aus mesenchymalen Stammzellen hervorgegangene Praadipozyten
angeregt, terminal zu weiRen Adipozyten zu differenzieren. Diese Adipozyten produzieren Adipokine und sind fur
Lipidsynthese und -transport zustandig (Abb. modifiziert nach (Rosen & MacDougald, 2006)).



16

1.4 VEGF

VEGF-A ist einer dieser Faktoren und spielt eine zentrale Rolle sowohl bei der physiologischen,
als auch pathologischen Angiogenese, indem es Proliferation und Migration von Endothelzellen
verstarkt (Ferrara & Bunting, 1996). Angiogenese bezeichnet dabei die Bildung neuer
Kapillargefal3e aus bereits bestehenden Blutgefal3en (Hanrahan et al., 2003). Diese dienen dazu,
die Zellen mit Nahrstoffen zu versorgen und Abfallprodukte abzutransportieren (Nagy, Benjamin,
Zeng, Dvorak, & Dvorak, 2008).

VEGF wurde urspringlich als ein 34-42 kD Protein beschrieben, welches die vaskulare
Permeabilitat in der Haut erhéht (Senger et al., 1983). Das Protein wurde aus Aszitesfllissigkeit
und Zellkulturiberstanden einer Leberzellkarzinomlinie isoliert und "vascular permeability factor"
oder VPF genannt (Senger et al.,, 1983). Inm wurde die Rolle des bis dahin potentesten
permeabilitatssteigernden Faktors zugeschrieben, der fir vaskulare Hyperpermeabilitdt und
Akkumulation von plasmaproteinreicher Flissigkeit in soliden und Ehrlich-Aszites-Tumoren
verantwortlich ist (Senger et al., 1983). Jahre spater wurde ein Wachstumsfaktor fir
Endothelzellen im Medium boviner follikularer Hypophysenzellen identifiziert und VEGF genannt
(Ferrara & Henzel, 1989). Nach seiner Sequenzierung konnte bestétigt werden, dass VEGF und
VPF identisch sind (Keck et al., 1989; Leung, Cachianes, Kuang, Goeddel, & Ferrara, 1989).
VEGF ist Voraussetzung fir das Wachstum und die Differenzierung von Endothelzellen und wirkt
daruber hinaus bei Entzindung und in Tumoren chemotaktisch auf Monozyten (Clauss et al.,
1990).

Neben VEGF-A besteht die VEGF-Familie auRerdem aus VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D, VEGF-E
sowie Placental Growth Factor (Byrne, Bouchier-Hayes, & Harmey, 2005). VEGF-A ist dabei vor
allem an der Angiogenese blutfihrender Geféal3e beteilig, wahrend VEGF-C und VEGF-D z. B.
fur die Lymphangiogenese verantwortlich sind (Byrne et al., 2005; Jeltsch et al., 1997). VEGF-B
hingegen besitzt nahezu keine angiogene Aktivitat und wirkt in Bezug auf Blutgefale und
verschiedene Zelltypen im Organismus eher tberlebensférdernd und antiapoptotisch (Li et al.,
2009). Placental Growth Factor ist ein zum VEGF-A homologes Protein, das in menschlichem
Plazentagewebe entdeckt wurde und von vielen Zelltypen, einschlie3lich Adipozyten, exprimiert
wird (De Falco, Gigante, & Persico, 2002; Maglione, Guerriero, Viglietto, Dellibovi, & Persico,
1991; Voros et al., 2005).

VEGF-A wird stark in Fettgewebe freigesetzt und wéhrend der Adipozytendifferenzierung
vermehrt exprimiert (Claffey K. P., Wilkison W. O., & Spiegelman B. M., 1992; Emoto et al., 2001;
Soukas, Socci, Saatkamp, Novelli, & Friedman, 2001; Q. X. Zhang et al., 1997). VEGF-A ist im

Vergleich zu normalgewichtigen Individuen bei Adipositaspatienten im Blutserum erhéht (Garcia
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de la Torre et al., 2008). Das Peptidhormon kann sowohl in Serum als auch Plasma detektiert
werden, wobei im Serum aufgrund der Freisetzung durch Thrombozyten héhere Konzentrationen

erreicht werden (Banks et al., 1998).

Die Inhibition der Angiogenese durch Blockierung des VEGF-Rezeptors-2 mittels Antikdrpern
reduziert in Mausen nicht nur die GefalZneubildung, sondern auch die Adipozytendifferenzierung
(Fukumura et al., 2003). Eine Anti-VEGF-Therapie mit Bevacizumab bei adipdsen Patienten mit
kolorektalem Karzinom ist weniger effektiv, was mit erhdhten VEGF-Spiegeln bei diesen
Individuen in Verbindung gebracht wird (Renehan et al., 2010; Simkens et al., 2011).

VEGF-A ist einer der wichtigsten und zentralen Stimulatoren der Entstehung und des Wachstums
von Tumoren, welche Uber neue BlutgefdRe ihre Nahr- und Sauerstoffversorgung sichern
(Folkman, 1990; Hanrahan et al., 2003). VEGF-A kann dabei die metastatische Ausbreitung der
Tumorzellen erleichtern (Byrne et al., 2005). Tiermodelle haben gezeigt, dass VEGF-A in
menschlichen Xenotransplantaten exprimiert wird und dass seine Transfektion in Krebszellen das
Tumorwachstum, Angiogenese und Metastasierung férdert (Kondo et al., 2000; Okamoto et al.,
1999). Als Adipokin gebildetes VEGF-A kann, wie viele weitere solcher Faktoren ebenfalls,
sowohl lokal im Fettgewebe als auch endokrin in entfernten Kapillargefal3en wirken und so z. B.
zu endothelialer Dysfunktion und kardiovaskularen Erkrankungen beitragen (Chou et al., 2002;
Silha, Krsek, Sucharda, & Murphy, 2005). Dieser Mechanismus kénnte auch den Zusammenhang
zwischen Adipositas und Krebs erklaren. Fettleibige Patienten mit Tumorleiden haben eine
schlechtere Prognose, kirzere krankheitsfreie Intervalle nach Initialtherapie und ein erhéhtes
Risiko fiir Metastasierung, was darauf hindeutet, dass Angiogenese und damit moglicherweise
auch das Tumorwachstum durch Adipositas verstarkt werden (Amling et al., 2004; Daniell, Tam,
& Filice, 1993; Freedland et al., 2004). Ein Review des International Agency for Research on
Cancer kam zu dem Schluss, dass Adipositas fur 11% aller Kolonkarzinome, 9% aller
postmenopausalen  Brustkarzinome, 39% aller Endometriumkarzinome, 25% aller
Nierenkarzinome und 37% aller Osophaguskarzinome verantwortlich ist (Vainio, Kaaks, &
Bianchini, 2002). Insgesamt wird geschatzt, dass Adipositas circa 20% aller Krebsfalle verursacht
(Wolin, Carson, & Colditz, 2010). Nach bariatrischen Eingriffen sinkt VEGF-A im Blut signifikant
und so auch viele krebsrelevante Biomarker (Farey, Fisher, Levert-Mignon, Forner, & Lord, 2017;
Garcia de la Torre et al., 2008; Weidlich, Huang, Pratschke, Dubiel, & Ordemann, 2017). Die
Krebsinzidenz sinkt nach bariatrischer Chirurgie signifikant, was die Hypothese stiitzt, dass eine
Umkehr des Krebsrisikos bei Adipositas mdglich ist (Renehan, 2009). Dariiber hinaus haben
bariatrisch operierte Patienten ein geringeres Risiko, erstmalig an Tumoren zu erkranken, als

solche, die herkdmmliche Abnehmstrategien verfolgen (Sjostrom et al., 2009).
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Welchen Anteil Tumorzellen und Adipozyten jeweils an der Produktion der proangiogenen
Faktoren, Tumorentstehung, -progress und -metastasierung haben, bleibt bisher unklar (Hursting
& Hursting, 2012). Es kann jedoch festgehalten werden, dass Adipositas einen grol3en Einfluss
auf das Krebsrisiko hat (Wolin et al., 2010). Es kénnte daher ein direkter Zusammenhang
zwischen den vom Fettgewebe freigesetzten Mediatoren wie VEGF und der Adipositas-

assoziierten Verstarkung der Tumorangiogenese bestehen (Hursting & Hursting, 2012).

1.5 Apelin-12

Das Apelin-Peptid wurde 1998 erstmals aus bovinen Magenzellen isoliert und ist Ligand des G-
Protein-gekoppelten Angiotensin Il Protein J Rezeptors (Tatemoto et al., 1998). Apelin ist ein
Praproprotein mit den Isoformen Apelin-13, -16, -17 und -36, wobei jede eine eigenstandige
Funktion aufweist und kirzere Isoformen potentere Aktivatoren des APJ-Rezeptors sind, als
langere (Chaves-Almagro et al., 2015; Falcao-Pires & Leite-Moreira, 2005; Kawamata et al.,
2001; D. K. Lee, George, & O'Dowd, 2006). In verschiedenen Zelltypen, Geweben und Organen
konnte Apelin-Aktivitat nachgewiesen werden, darunter Herz, Lunge, Hirn, Nieren, Endothel,
Plasma und Fettgewebe (Kawamata et al., 2001; O'Carroll, Selby, Palkovits, & Lolait, 2000;
Tatemoto et al., 1998). Sowohl der APJ-Rezeptor als auch Apelin sind in die kardiovaskulare
Homd@ostase, das Trink- und Essverhalten sowie die zentrale Kontrolle des Blutdrucks involviert
(Reaux, Gallatz, Palkovits, & Llorens-Cortes, 2002; Taheri et al., 2002; Tatemoto et al., 2001).
Wird Apelin intrazerebroventrikular in Ratten injiziert, fuhrt dies zu vermehrter
Nahrungsaufnahme, wahrend intravendse Applikation keine Veranderung im Verhalten zeigt
(Sunter, Hewson, & Dickson, 2003). Der blutdrucksenkende Effekt von Apelin ist in Ratten
beschrieben und vor allem auf das ventse System beschrénkt, in welchem es lber einen
Stickstoffmonoxid-abhéngigen = Mechanismus  starker dilatierend  wirkt, als einige

Calciumantagonisten (Cheng, Cheng, & Pang, 2003; Tatemoto et al., 2001).

Dartber hinaus wurde das Peptid als ein Adipokin identifiziert, welches von Fettgewebe
freigesetzt wird und in den Insulinstoffwechsel involviert ist (Boucher et al., 2005; L. Wei, Hou, &
Tatemoto, 2005). Auch der APJ-Rezeptor wird von Adipozyten exprimiert (L. Wei et al., 2005).
Aufgrund der Tatsache, dass Diabetes mellitus Typ 2 mittels bariatrischer Chirurgie erfolgreich
behandelt werden kann, ist der Zusammenhang zwischen Apelin und der Insulinresistenz bei
diesem Krankheitsbild von Interesse (Bertrand, Valet, & Castan-Laurell, 2015; Henry Buchwald
et al., 2009). Insulinresistenz ist die verminderte Fahigkeit einer Zelle, eines Gewebes oder
Organs, Glukose als Antwort auf Insulin aufzunehmen und definiert pathophysiologisch den
Diabetes mellitus Typ 2 (Yue et al., 2010). Dieser Zustand ist mit einem erhdhten Mortalitatsrisiko

sowie kardiovaskularen Erkrankungen assoziiert (Yue et al., 2010).



19

Adipositaspatienten und Patienten mit gestérter Glukosetoleranz weisen gegeniber Gesunden
erhohte Konzentrationen von Apelin in Serum und Plasma auf (Ba et al., 2014; Boucher et al.,
2005; Heinonen et al., 2005; L. Li et al., 2006). Dabei ist aus klinischer Perspektive noch nicht
eindeutig geklart, inwieweit Apelin mit dem Grad der Insulinresistenz korreliert (Higuchi et al.,
2007; Sawane et al., 2013; Than et al., 2012; Yue et al., 2010). Experimentelle Arbeiten an der
Maus offenbaren jedoch einen inhibitorischen Effekt des Apelin auf die Adipogenese und eine
negative Korrelation mit dem Grad der Insulinresistenz (Higuchi et al., 2007; Sawane et al., 2013;
Than etal., 2012; Yue etal., 2011). Wird Apelin in Mause injiziert, senkt dies den Kdrperfettgehalt,
die Konzentration von Insulin und Triglyzeriden im Serum und erhoht die Insulinsensitivitat (Dray
et al., 2008; Higuchi et al., 2007; Than et al., 2012). Umgekehrt ist die Insulinsensitivitat bei
Apelin-Knock-Out-Mausen vermindert, was durch exogene Applikation von Apelin wieder
rickgangig gemacht werden kann (Yue et al.,, 2010). Das Peptid kommt somit auch als
Ansatzpunkt fiir die zuklnftige Therapie der Fettleibigkeit und verwandter Erkrankungen wie dem

Diabetes mellitus Typ 2 in Frage (Sawane et al., 2013).

Fur die Entstehung funktionstiichtiger Blutgefal3e ist Apelin von essentieller Bedeutung (Kalin et
al., 2007). Es ist an allen Schritten der Angiogenese beteiligt und sorgt fiir stabile und dichte
GefalRe (Kidoya, Naito, & Takakura, 2010; Yang et al., 2014). Knock-Out-Méause ohne APJ-
Rezeptor zeigen kardiovaskulédre Deformationen oder sterben im Embryostadium ab (Kang et al.,
2013). Apelin-Knock-Out-Mause, welche einer hoch-fetthaltigen Diat ausgesetzt werden, zeigen
einen adipdsen Phanotyp mit abnormer Erweiterung der blutfihrenden und lymphatischen
Gefalle (Sawane et al., 2013). Dies deutet darauf hin, dass Apelin der Adipositas durch eine

Forderung der GefaRBintegritat entgegenwirkt (Sawane et al., 2013).

Welchen Einfluss der Gewichtsverlust, z. B. nach bariatrischer Operation, auf die Serumspiegel
von Apelin hat ist bisher ebenfalls nicht eindeutig geklart. Studien beschreiben ein Absinken oder
Stagnieren des Apelin nach bariatrischer Operation, mit entweder positiver oder nicht signifikanter
Korrelation mit dem BMI (Caron-Cantin et al., 2013; Castan-Laurell et al., 2008; Cavallo et al.,
2012; Khajeh et al., 2017; Krist et al., 2013; Soriguer et al., 2009). Es bedarf deshalb weiterer

Studien auf dem Gebiet der bariatrischen Chirurgie, welche das Apelin naher untersuchen.
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1.6 Das COP9 Signalosom

Die Ubiquitinierung ist der relevanteste posttranslationale Mechanismus in eukaryotischen Zellen
zur Kennzeichnung von Proteinen fir die selektive Degradation durch das Ubiquitin-Proteasom-
System (UPS) (Grumati & Dikic, 2018; Hershko & Ciechanover, 1998). Proteine werden durch
kovalente Ligation mit Ubiquitin, einem hochkonservierten Protein, zur Degradation bestimmt,
was durch drei Enzym-Familien ermdglicht wird (Hershko & Ciechanover, 1998). Der C-terminale
Glycin-Rest des Ubiquitin wird durch das spezifische Enzym E1 unter ATP-Verbrauch aktiviert
(Hershko & Ciechanover, 1998). Das aktivierte Ubiquitin wird anschlieRend an einen aktiven
Cystein-Rest eines Ubiquitin-konjugierenden Enzyms namens E2 transferiert (Hershko &
Ciechanover, 1998). Im dritten Schritt, katalysiert durch die Ubiquitin-Protein-Ligasen, wird
Ubiquitin mit seinem C-Terminus in einer Amid-Isopeptid-Bindung an eine e-Aminogruppe am
Lysin-Rest des Substratproteins gebunden (Hershko & Ciechanover, 1998). Es gibt viele
verschiedene E2-Enzyme, mehrere E3-Sub-Familien und E3-Multiproteinkomplexe (Hershko &
Ciechanover, 1998). Die Degradation von Regulatorproteinen durch das UPS spielt eine
bedeutende Rolle in der Kontrolle des Zellzyklus, der Signaltransduktion,
Transkriptionsregulation, Rezeptorregulierung und Endozytose (Hershko & Ciechanover, 1998).
Verlaufen Ubiquitin-vermittelte Prozesse abnormal, treten pathologische Zustéande, wie z. B.

maligne Transformation auf (Hershko & Ciechanover, 1998).

CSN CRL**' inactive state
CAND1 SRS1-SRS2
I exchange
“\

Neddylation

CRL®** active state

Abb.6: CAND1 und die COP9 Signalosom (CSN)-abhangigen Cullin-RING-Ubiquitin Ligasen (CRL). Das CSN bildet
Superkomplexe mit CRLs und entfernt das Ubiquitin-&hnliche Protein Nedd8 von Cullinen. (X. Huang, Ordemann,
Muller, & Dubiel, 2012). CAND1 moduliert den Einbau von Substrate Recognition Subunits (SRS) in Culline (Dubiel,
Gierisch, Huang, Dubiel, & Naumann, 2013) (Abb. modifiziert nach (Dubiel, 2018)).

Das COP9 Signalosom (CSN) ist ein hochkonservierter Multiproteinkomplex, welcher die Aktivitat
der Cullin-RING E3 Ubiquitin-Ligasen (CRL) reguliert (Stratmann & Gusmaroli, 2012; N. Wei,
Serino, & Deng, 2008). CRL ubiquitinieren Substratproteine und fuhren sie damit der
proteasomalen Degradation zu (Stratmann & Gusmaroli, 2012). Das CSN bildet Superkomplexe
mit CRLs und entfernt das Ubiquitin-ahnliche Protein Nedd8 (Abb. 6) von Cullinen (X. Huang et
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al., 2012). Die Cullin—RING-Ligasen sind eine Ubiquitin-Ligasen-Superfamilie, welche durch ein
Mitglied der Cullin-Familie und einem RING-Protein gekennzeichnet ist (Petroski & Deshaies,
2005). Mitglieder der Cullin-Familie, wie Cull und Cul3, stellen das Gerilst der CRL-Komplexe
bereit und sind verantwortlich fur einen grof3en Teil der UPS-Proteolyse (Dubiel, Ordemann,
Pratschke, Dubiel, & Naumann, 2015; Petroski & Deshaies, 2005). Das katalytische Zentrum
bindet spezifische Substrate Uber Adapter-Proteine und verschiedene Rezeptor-Untereinheiten
(Petroski & Deshaies, 2005). Da die CRLs zahlreiche Regulatoren von Zellzyklus und Apoptose
dem proteasomalen Abbau zufiihren kdnnen, spielen sie eine bedeutende Rolle fur Proliferation
und Onkogenese (Frescas & Pagano, 2008). AuRerdem werden CRL durch das CSN und Cullin-
associated Nedd8-dissociated protein 1 (CAND1) reguliert (Dubiel et al., 2013). Ein Knockdown
von CANDL1 fihrt zu einer Reduktion des Adipogenese-Leitmarkers p27, und blockiert die
Adipogenese, wahrend eine Akkumulation von p27 mit einem Anstieg von CANDL1 assoziiert ist
(Dubiel et al., 2013). Durch die Modulierung des Einbaus von Substrate Recognition Subunits in
Culline durch CAND1 und daraus resultierende Veranderungen im Zellzyklus, konnte CAND1 ein
wichtiges Effektormolekil in der Adipogenese aber auch in der Tumorentstehung darstellen
(Dubiel et al., 2013).

Das CSN ist typischerweise aus acht Untereinheiten zusammengesetzt, die als CSN1 bis CSN8
bezeichnet werden (Deng, Dubiel, Wei, Hofmann, & Mundt, 2000; Schwechheimer, 2004). Die
CSN-Untereinheiten sind mit den regulatorischen Komponenten des 26S-Proteasom-Lid
verwandt (Seeger et al., 1998). Das CSN wurde urspringlich in Mutanten der Pflanzenart
Arabidopsis thaliana identifiziert (N. Wei & Deng, 1992). Man konnte das CSN spater in allen
eukaryotischen Organismen einschlie3lich dem Menschen isolieren (Mundt et al., 1999; Seeger
et al., 1998; N. Wei et al., 1998). Aufgrund seiner Funktion bei der koordinierten Ubiquitinierung
und Proteasom-Degradation ist das CSN fir zellulare Prozesse wie dem Zellzyklus, DNA-
Reparatur, Apoptose, Seneszenz, Signaltransduktion, Transkription und Angiogenese von
Bedeutung und zudem an der Tumorigenese beteiligt (Bech-Otschir et al., 2001; Chamovitz,
2009; M. H. Lee, Zhao, Phan, & Yeung, 2011; Pollmann et al., 2001; N. Wei et al., 2008). Der
effektivste Inhibitor der CSN-assoziierten Kinaseaktivitdt ist das Curcumin, welches
antitumorigene und antiangiogene Wirkung besitzt (Arbiser et al., 1998; M. T. Huang et al., 1994;
Srimal & Dhawan, 1973). Anhand von HelLa und HL-60-Zellen konnte nachgewiesen werden,
dass das CSN einen Grof3teil der VEGF-Produktion kontrolliert (Pollmann et al., 2001). Die CSN-
gesteuerte VEGF-Produktion wird vor allem durch c-Jun Signaling vermittelt und kann durch
erhdhte intrazellulare Konzentrationen des Tumorsuppressors p53 reduziert werden (Pollmann
et al., 2001). Die Inhibition der VEGF-Produktion von Adipozyten ist eine mogliche Erklarung far
die Tatsache, dass die Adipositas durch Curcumin gehemmt wird (Aggarwal, 2010; Alappat &
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Awad, 2010; Ejaz, Wu, Kwan, & Meydani, 2009). Da das CSN einen Grofiteil der VEGF-
Produktion reguliert, stellt es ein potentielles Ziel von Tumortherapien dar (Pollmann et al., 2001).
Die Adipogenese wird durch ein Netzwerk aus Transkriptionsfaktoren reguliert, welche die
Expression von hunderten Proteinen koordinieren, die fiur die Entstehung der Adipositas
verantwortlich sind (X. Huang et al., 2012). Im Zentrum dieses Netzwerkes stehen die zwei
Schlisselregulatoren der Adipozytendifferenzierung, der Peroxisome proliferator-activated
receptor gamma (PPARYy) und die CCAAT/Enhancer-Binding Proteine a and b (C/EBPa und b)
(Farmer, 2006). PPARY ist ein nukledrer Hormonrezeptor, welcher essentiell fir die Adipogenese
ist (Koppen & Kalkhoven, 2010; White & Stephens, 2010). C/EBP bezeichnet eine Familie von
Transkriptionsfaktoren mit verschiedenen Funktionen (X. Huang et al., 2012). C/EBPa ist ein
priméarer Transkriptionsfaktor, welcher die Adipogenese vermittelt (X. Huang et al., 2012). Frih
im Differenzierungsprozess wird C/EBP exprimiert, welches ein Transkriptionsfaktor von PPARYy
und C/EBPa ist (X. Huang et al., 2012). Seine Aktivitat wird durch CHOP (C/EBP homologous
protein) verzogert, eine dominant negative Form der C/EBP-Familie, welche die Adipogenese
blockiert (X. Li et al., 2006). CHOP wird vom UPS abgebaut (Batchvarova, Wang, & Ron, 1995;
X. Huang et al., 2012; X. Li et al., 2006). Permanente Herunterregulierung des CSN1 fuhrt zu
einem Anstieg von CHOP und einer vollstédndigen Blockierung der Adipogenese, was auf die
Schlusselrolle des CSN bei der Adipozytendifferenzierung hinweist (X. Huang et al., 2012). Wird
CHOP durch Piceatannol oder permanente Uberexpression induziert, blockiert es die
Adipozytendifferenzierung in Form von gehemmter Lipidtrépfchenbildung und verringerter
Produktion von VEGF (X. Huang et al., 2012). CHOP inhibiert den Differenzierungsprozess und

wird bei metabolischem Stress vermehrt exprimiert (Batchvarova et al., 1995).

Im Folgenden soll genauer auf die Funktion der in dieser Arbeit behandelten Untereinheiten des

CSN eingegangen werden.

CSN3-Knockdown in humanen Zellen beschleunigt die Zellproliferation, was darauf hinweist,
dass CSN3 die Zellproliferation hemmt (Yoneda-Kato, Tomoda, Umehara, Arata, & Kato, 2005).
Es ist wichtig fur die Aufrechterhaltung des COP9 Proteinkomplexes und in Mausen entscheidend
fir das Uberleben von Epiblastenzellen und der damit verbundenen Entwicklung des Embryos
nach der Implantation (Yan et al., 2003).

Unter den CSN-Untereinheiten nimmt CSN5 eine besondere Rolle wahr. Es beherbergt nicht nur
das katalytische Zentrum der CSN Isopeptidaseaktivitat, sondern kann wahrscheinlich in vivo
unabhangig vom CSN stabil existieren (N. Wei & Deng, 2003). Alle anderen Untereinheiten sind
in vivo als Teil des Holocomplexes stabiler als ihre monomeren Formen (N. Wei et al., 2008).
Mehr als jede andere CSN-Untereinheit kann CSN5 zahlreiche zellulare Regulatoren binden
(Richardson & Zundel, 2005; N. Wei & Deng, 2003). Apoptose und Zellproliferation stehen eng
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mit CSN5 in Verbindung (N. Wei et al., 2008). CSN5-Knockout-Mause zeigen starkere Apoptose
als Knockouts von CSN2, CSN3 und CSN8 (Panattoni et al., 2008; Tomoda, Yoneda-Kato,
Fukumoto, Yamanaka, & Kato, 2004). Amplifikation des CSN5 ist mit maligner Transformation
und vielen Typen humaner Tumoren assoziiert (Adler et al., 2006; Richardson & Zundel, 2005).
Hohe Expression von CSN5 korreliert mit reduzierten p27-Konzentrationen und schlechtem
Outcome in Krebspatienten, wahrend Zellen mit niedrigem CSN5 nur wenig proliferieren (Denti,
Fernandez-Sanchez, Rogge, & Bianchi, 2006; Tomoda et al., 2005). Dartiber hinaus, kann CSN5
die Tumorprogression durch Herunterregulierung von p53 férdern (Bech-Otschir, Seeger, &
Dubiel, 2002; X. C. Zhang, Chen, Su, Yang, & Lee, 2008).

CSNB8 ist aufgrund seiner Rolle in der Genexpression und Regulation der Rb-Proteine fiir das
Wiedereintreten der Zelle in den Zellzyklus aus der GO-Phase nétig (N. Wei et al., 2008). CSN8-
Knockouts kénnen daher nicht anhaltend die Zellteilung durchlaufen (Lykke-Andersen et al.,
2003; Menon et al., 2007; Tomoda et al., 2004). Es kommt jedoch nicht zu einem Stop des
Zellzyklus in der G1-Phase (Menon et al., 2007; Panattoni et al., 2008). Ein Verlust von CSN8
schrankt die periphere T-Zell-Homeostase ein und fiihrt in Knockout-Mausen zum Absterben im
Embryostadium (M. H. Lee et al., 2011; Menon et al., 2007).

In Saugerzellen werden die Varianten CSN7A und CSN7B aus CSN7-Isoformen gebildet (X.
Huang, J. Ordemann, J. Pratschke, & W. Dubiel, 2016). Es konnte gezeigt werden, dass zwei
Varianten des CSN7 in LiSa-2 Zellen und Mouse-Embryonen Fibroblasten existieren (X. Huang
etal., 2016). Wahrend der Adipozytendifferenzierung von LiSa-2-Zellen steigt CSN7B zusammen
mit dem gesamten CSN-Komplex an (X. Huang et al., 2016). Permanente Uberexpression von
Flag-CSN7B beschleunigt die Adipogenese in LiSa-2-Zellen, was auf eine spezifische Funktion
der CSN7B-Variante bei der Stimulierung der Adipogenese hinweist (X. Huang et al., 2016).
Herunterregulierung von CSN7A und CSN7B in LiSa-2-Zellen und Mouse-Embryonen
Fibroblasten reduziert die adipogene Differenzierung, was demonstriert, dass sowohl CSN7A- als

auch CSN7B-Varianten in den Prozess involviert sind (X. Huang et al., 2016).

1.7 Die LiSa-2-Zelllinie

Die LiSa-2-Zellinie stammt aus gering differenzierten, pleomorphen Liposarkomzellen (Wabitsch
et al., 2000). In serumfreiem, adipogenem Medium differenzieren LiSa-2-Zellen langsam und
nehmen morphologische Merkmale von Adipozyten an (X. Huang et al., 2012). LiSa-2-Zellen
zeigen eine deutliche Ahnlichkeit in der Expression fettgewebstypischer Gene gegeniiber
isolierten Adipozyten und Praadipozyten (van Beek et al., 2008). Makroskopisch zeichnen sich
LiSa-2-Zellen in-vitro durch die Akkumulation multipler kleiner Lipidtropfchen aus, wéhrend
Adipozyten in-vivo zur Ausbildung einer grof3en Fettvakuole neigen (van Beek et al., 2008). Trotz
geringer Unterschiede im Lipidmetabolismus zeigt die LiSa-2-Zelllinie typische biochemische

Charakteristika differenzierter, menschlicher Adipozyten was sie zu einem geeigneten in-vitro
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Modell zur Erforschung der Adipozytendifferenzierung und des Adipozytenstoffwechsels macht
(van Beek et al., 2008; Wabitsch et al., 2000).
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2 FRAGESTELLUNG UND ZIELSETZUNG

Es soll der Einfluss bariatrischer Operationen auf die Konzentrationen des VEGF-A und des
Apelin-12 im Serum adipdser Patienten untersucht werden. Aul3erdem soll ermittelt werden,

welchen Einfluss VEGF und Apelin-12 auf die in-vitro-Adipogenese haben.

Wie wirkt sich die bariatrische Chirurgie auf den BMI von Adipositas-Patienten aus?
Anhand des BMI-Verlaufs der Patienten vom Zeitpunkt O bis 24 Monate nach bariatrischer

Operation wird ermittelt, ob das Therapieziel einer signifikanten Gewichtsreduktion erreicht wird.

Welchen Einfluss hat die bariatrische Chirurgie auf die Konzentration des VEGF-A und des
Apelin-12 im Serum von Adipositas-Patienten?

Mittels spezifischer ELISAs soll der Frage nachgegangen werden, wie sich nach bariatrischem
Eingriff die Serumkonzentration von VEGF-A und Apelin-12 veréndern. Es wird angenommen,
dass ein postoperatives Absinken der VEGF-A-Konzentration mit einem verminderten Risiko
Adipositas-assoziierter Komorbiditaten einhergeht. Es sollen neue Erkenntnisse uUber die

weitgehend unerforschte Funktion des Apelin-12 im Rahmen der Adipositas gewonnen werden.

Besteht ein Zusammenhang zwischen dem BMI und der VEGF-A-Serumkonzentration oder
der Apelin-12-Serumkonzentration der Patienten?

Um zu ergriinden, ob ein statistisch signifikanter Zusammenhang zwischen der Anderung des
BMI und der Serumkonzentration von VEGF-A und Apelin-12 nach bariatrischer Operation

besteht, wird eine Regressionsanalyse durchgefiuhrt.

Weisen Subgruppen der untersuchten Patientenpopulation Unterschiede im Verlauf des
BMI sowie der Serumkonzentration von VEGF-A und Apelin-12 auf?

Anhand des Vorliegens praoperativer Komorbiditaten, des Geschlechts sowie der Operationsart
wurde die Patientenpopulation in Gruppen unterteilt. Diese wurden auf Unterschiede in der Hohe

des BMI sowie der VEGF-A- und Apelin-12-Konzentration im postoperativen Verlauf untersucht.

Haben VEGF-A und Apelin-12 Einfluss auf die in-vitro-Adipogenese von LiSa-2-Zellen?
Im Rahmen der in-vitro-Adipogenese von LiSa-2-Zellen wird die Wirkung des VEGF-A, eines
VEGF-Inhibitors sowie des Apelin-12 auf die Adipozytendifferenzierung anhand von Western

Blots und Oil-Red-O-Adipozyten-Farbungen analysiert.

Sind die Serumkonzentrationen des VEGF-A und Apelin-12 geeignete Indikatoren zur
Evaluierung des Erfolgs der bariatrischen Chirurgie?

AbschlieRend soll beurteilt werden, ob VEGF-A und Apelin-12 zur Beurteilung des
Therapieerfolgs bariatrischer Eingriffe potentielle Zielparameter darstellen.



3 MATERIAL UND METHODEN

3.1 Material

3.1.1 Zellkulturmedien und Zuséatze
Tabelle 1: benutzte Zellkulturmedien und Zusatze
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Zellkulturmedium/Zusatz

Hersteller

Biotin (33 uM)

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Dulbecco’'s MEM

Biochrom GmbH, Berlin, Deutschland

FCS 10%

Biochrom GmbH, Berlin, Deutschland

Ham’s (F12)

Biochrom GmbH, Berlin, Deutschland

HEPES (15 mM)

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Iscove's Medium

Biochrom GmbH, Berlin, Deutschland

L-Glutamin

Biochrom GmbH, Berlin, Deutschland

NaHCOs (15 mM)

Applichem GmbH, Darmstadt, Deutschland

Pantothenat (17 uM)

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Penicillin (100 U/ml)

Biochrom GmbH, Berlin, Deutschland

RPMI 1640

Biochrom GmbH, Berlin, Deutschland

Streptomycin (100 pg/ml)

Biochrom GmbH, Berlin, Deutschland

Transferrin (10 pg/ml)

Biochrom GmbH, Berlin, Deutschland

0,5% Trypsin-EDTA (10x)

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, USA

PBS Dulbecco

Biochrom GmbH, Berlin, Deutschland

Phenolrot (15 mg/l)

Biochrom GmbH, Berlin, Deutschland

3.1.2 ELISA-Kits
Tabelle 2: benutzte Kits

Kit

Hersteller

ELISA Kit for Apelin-12 (AP12)

Cloud-Clone Corp., Wuhan, Hubei, China

VEGF ELISA Kit (Human)

Aviva Systems Biology Corp., San Diego, USA

3.1.3 Antikorper
Tabelle 3: benutzte Antikbrper

Antikdrper gegen Hersteller Verdiinnung Herkunft
CSN3 AG Dubiel, Berlin 1:2000 Kaninchen
CSN5 Gene Tex 1:1000 Maus
CSN8 Bio Mol 1:1000 Kaninchen
CSN7B Santa Cruz 1:200 Ziege
PPARy Santa Cruz 1:500 Maus
y-Tubulin Santa Cruz 1:2000 Maus
Cull Santa Cruz 1:1000 Maus
Cul3 BD Biosciences 1:1000 Maus
CHOP Santa Cruz 1:1000 Maus




3.1.4 Peptide
Tabelle 4: benutzte Peptide
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Peptid

Hersteller

Recombinant human VEGF 165A protein

Abcam plc, Cambridge, United Kingdom

VEGF Blocking Peptide

Novus Biologicals, Littleton, USA

Apelin-12 Peptide

Rockland Immunochemicals Inc.
Limerick, Pennsylvania, USA

3.1.5 Puffer und Lésungen

Tabelle 5: benutzte Puffer und Lésungen

Puffer

Zusammensetzung

Blockierungslosung

100 ml PBS-T mit 5% Magermilchpulver

Entwicklerldsung 50% X-OMA Ex Il Lésung A, 5% X-OMA Ex Il Lésung B,
0,025% X-OMA Ex Il Lésung C Aqua dest. zu 2 |
Fixierlésung 40% RPX-OMAT LO Lésung A, 10% RPX-OMAT LO Lésung

B Aqua dest. zu 11

10x PBS Dulbecco

80 g NaCl, 2 g KCl, 2,4 g KHzPO4, 17,8 g NazHPO42H20,
1000 ml dH20

PBS-T

1 x PBS, 0,1% TWEEN 20

1x Ponceau Féarbung

0,1% Ponceau, 5% Essigsaure

Roti ®-Load 1, 4 x Konz.

im Verhaltnis 1:4 in die jeweilige Probe

5x SDS-PAGE Puffer

75,5 g Tris, 360 Glycin, 25 g SDS, 5000 ml dH20

Triplelysatpuffer (TLB)

1 M Tris HCI (pH 8,0), 3 M NaCl, NaN3, 10% SDS, NP40,
Natriumdeoxycholat

Tris-HCI

1,5 M Tris, HCI, dH20, pH 8,8
0,5 M Tris, HCI, dH20, pH 6,8

1x Western Blot Puffer

144 g Glycin, 30,4 g Tris, 100 ml Methanol, 900 ml dH20

Oil Red O Stammlésung

300 mg Oil Red O, 100 ml 99% Isopropanol

Oil Red O Arbeitslésung

3:2 Oil Red O Stammlésung/ dH20

Serumfreies Medium

DMEM/Ham's F12 (1:1) mit
10 ug/ml Transferin

15 mM NaHCO3

15 mM HEPES

33 uM Biotin

17 uM Pantothenate

100 U/ml Penicillin

100 ug/ml Streptomycin

Serumhaltiges Flussigmedium

Iscove/RPMI (4:1) mit
10% FCS

Glutamin

Penicillin
Streptomycin

3.1.6 Chemikalien

Tabelle 6: benutzte Chemikalien

Chemikalie

Hersteller

Ammoniumperoxodisulfat (APS)

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland
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Magermilchpulver

Applichem GmbH, Darmstadt, Deutschland

Methanol

Applichem GmbH, Darmstadt, Deutschland

PBS Dulbecco w/o Mgz+ w/o Caz+

Biochrom GmbH, Berlin, Deutschland

Polyacrylamid (PAA)

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland

Phenylmethylsulfonyl Fluoride (PMSF)

Applichem GmbH, Darmstadt, Deutschland

Ponceau

Applichem GmbH, Darmstadt, Deutschland

Roti ®-Load 1, 4x Konz.

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland

SDS

SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg, Deutschland

Tetramethylethylendiamin (TEMED)

Applichem GmbH, Darmstadt, Deutschland

Tris

Applichem GmbH, Darmstadt, Deutschland

0,05% Trypsin-EDTA

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, USA

TWEEN

Applichem GmbH, Darmstadt, Deutschland

PBS Dulbecco w/o Mgz+ Caz+

Biochrom GmbH, Berlin, Deutschland

Oil Red O

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

3.1.7 Gerate

Tabelle 7: benutzte Geréte

Gerat

Hersteller

Blotting Membran

VWR International GmbH, Darmstadt, Deutschland

Campinggas Butan

Camping Gaz GmbH, Hattersheim, Deutschland

Sicherheitswerkbank “Herasafe”

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, USA

Falcon tubes 15 ml, 50 ml

Greiner hio-one, Kremsmiinster, Osterreich

Glasplattenhalterungssystem

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen, Deutschland

Blotting Schwamme

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen, Deutschland

SDS-PAGE System “Mini-PROTEAN® 3 cell*

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen, Deutschland

Gelelektrophorese-Glasplatten 0,75 mm

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen, Deutschland

Inkubator Hera cell

Heraeus Holding GmbH, Hanau, Deutschland

Kamme, 15 well, 0,75 mm

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen, Deutschland

Kodak X-OMAT Medical X-ray Film

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Magnetriihrer MR3000

Heidolph Instruments GmbH & Co.KG, Schwabach,
Deutschland

Mikroskop Wilovert Standard PH 20

Helmut Hund GmbH, Wetzlar, Deutschland

Minizentrifuge GMC-060

LMS Co., Ltd., Tokyo, Japan

Zahlkammer Neubauer - Improved

LO - Laboroptik GmbH, Friedrichshof, Deutschland

Nitrocellulosetransfermembran Amersham® Protran®

GE Healthcare Life Science, Buckinghamshire, UK

Pasteurpipetten

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Deutschland

Pipette Boy “Pipetus®"“

Hirschmann Laborgerate, Eberstadt, Deutschland

Pipettenspitze 10 pl, 200 pl, 1000 pl

Sarstedt AG & Co., Nimbrecht, Deutschland

Micro tubes 1,5 ml, 2 mi

Sarstedt AG & Co., Nimbrecht, Deutschland
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Sarogold® Pro Folie

Saropack AG, Rorschach, Deutschland

Schttler “Unimax 2010”

Heidolph Instruments GmbH & Co.KG, Schwabach,
Deutschland

Serologische Pipetten 2 ml, 5 ml, 10 ml, 25 ml

Sarstedt AG & Co., Nimbrecht, Deutschland

Spectra Max® M2

Molecular Devices, LLC., Sunnyvale, USA

Spritzenfilter

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, USA

Thermoinkubator Heracell

Heraeus Holding GmbH, Hanau, Deutschland

Thermometer

Heinemann Thermometer, Kreuzwertheim,
Deutschland

Thermomixer compact

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Tischzentrifuge Heraeus Fresco 21

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, USA

Vortexer Heidolph REAX control

Heidolph Instruments GmbH & Co.KG, Schwabach,
Deutschland

Laborwaage

Sartorius AG, Géttingen, Deutschland

Feinwaage

Sartorius AG, Géttingen, Deutschland

Western Blot System

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen, Deutschland

X-ray Kassette

Kisker Biotech GmbH & Co. KG, Steinfurt,
Deutschland

Zellkulturplatte, 6-well

Sarstedt AG & Co., Numbrecht, Deutschland

Zellkulturschale, 145 mm x 20 mm

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Zentrifuge: Megafuge 1.0R Thermoscientific

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, USA

3.1.8 Software

Tabelle 8: benutzte Software

Software

Hersteller

SoftMax® Pro v5.0.1

Molecular Devices, LLC. (Sunnyvale, USA)

IBM® SPSS® Statistics Version 23

IBM Corp. (New York, USA)

GraphPad Prism Version 6

GraphPad Software, Inc. (La Jolla, USA)

ImageJ 1.52a

National Institute of Health (Bethesda, U.S.)
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3.2 Methoden

3.2.1 Studienpopulation

Insgesamt 30 morbid adipése Patienten (Adipositas per magna), alle mit einem BMI Uber 38
kg/m2 (durchschnittlicher BMI 51,3 £9,1) wurden in die Studie einbezogen. Die Studienpopulation
setzt sich aus 18 weiblichen und 12 méannlichen Individuen zusammen. Das Alter betrug zum
Zeitpunkt des praoperativen Beratungsgesprachs zwischen 20 und 64 Jahren (durchschnittliches
Alter 43,6 £11,7). Jeder Patient erhielt entweder eine laparoskopische Magenbypass- (LGB) oder
eine Schlauchmagenoperation (LSG). 15 Patienten litten vor der bariatrischen Operation unter
einem Diabetes mellitus Typ 2, bei 25 Patienten lag eine arterielle Hypertonie vor und 14
Patienten hatten bereits die Diagnose eines obstruktiven Schlafapnoesyndroms erhalten. Fur das
gesamte Studienprotokoll lag die Zustimmung der Ethik-Kommission vor. Die Patienten gaben

nach umfanglicher Aufklarung lhre schriftliche Zustimmung zur Teilnahme an der Studie ab.

Tabelle 9: Charakteristika der Studienpopulation zu den vier Untersuchungszeitpunkten. Angaben jeweils als
,Durchschnitt (xStandardabweichung)” oder ,Anzahl n (Prozent)”. Angaben zu Komorbiditaten beziehen sich zu allen
vier Zeitpunkten auf das Vorliegen der jeweiligen Komorbiditat zum Zeitpunkt 0.

Zeitpunkt O 6 Monate 12 Monate 24 Monate
n 30 (100%) 25 (83,3%) 21 (70,0%) 12 (40,0%)
fehlende Werte 0 (0%) 5 (16,7%) 9 (30,0%) 18 (60,0%)
Follow-Up-Zeit in m 0 6,5+1,3 12,3+1,5 24,1 +0,3
Alter in Jahren 43,57 (£11,69) 44,10 (£11,67) 45,52 (£11,06) 48,25 (£11,54)
Komorbiditaten
Diabetes mellitus Typ 2 15 (50,0%) 12 (48,0%) 13 (61,9%) 7 (58,3%)
arterielle Hypertension 25 (83,3%) 21 (84,0%) 18 (85,7%) 9 (75,0%)
Schlafapnoesyndrom 14 (46,7%) 11 (44,0%) 10 (47,6%) 6 (50,0%)
Geschlecht
weiblich 18 (60,0%) 14 (56,0%) 11 (52,4%) 7 (58,3%)
mannlich 12 (40,0%) 11 (44,0%) 10 (47,6%) 5 (41,7%)
Operationsart
LGB 12 (40,0%) 9 (36,0%) 8 (38,1%) 4 (33,3%)
LSG 18 (60,0%) 16 (64,0%) 13 (61,9%) 8 (66,7%)
BMI in kg/m2 51,33 (£9,14) 39,88 (£7,56) 37,57 (£7,77) 37,75 (£7,99)
VEGF-A in pg/ml 189,47 (+94,14) 140,92 (+97,91) 119,86 (+68,13) 110,75 (£66,25)
Apelin-12 in pg/ml 482.63 (+364,94) 1277.04 (+1035,42) 945.71 (x701,30) 2458.33 (+1731,34)

Tabelle 10: Komorbiditdten zum Zeitpunkt 0. Angaben jeweils als ,Durchschnitt (+Standardabweichung)®“ oder
L~Anzahl n (Prozent)“. DM2=Diabetes mellitus Typ, AH=arterielle Hypertension, SA=Schlafapnoe, p=p-Wert.

DM2 kein DM2 p AH keine AH p SA keine SA p
] 15 15 25 5 14 16
(50,0%)  (50,0%) 833%)  (16,7%) 46,7%)  (53,3%)
48,80 38,33 43,32 44,80 28,36 39,38
Alter #9.96) (#1119 O wi211) 1045 O ug7e) (1255 0032
50,73 51,93 51,28 51,60 55,79 47,44
BMI (+9,84) =868 %3 igge)  (x1148 298  (s061) (6,84 014
VEGF-  174.20 204,73 189,64 188,60 185,29 193,13
, , 2 , , 11 , , ;
A #75.11)  (#110,53) O *97.74)  (¢8322) O° (+75.83)  (¢110,09) O7°°
Apelin- 389,27 1804,00 426,04 765,60 555,71 418,69

12 #20827) (#46242) 00 427974y (613.16) 8% (1390.44) (s33147) O1%7
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Tabelle 11: Verteilung der Geschlechter zum Zeitpunkt 0. Angaben jeweils als ,Durchschnitt (+tStandardabweichung)*
oder ,Anzahl n (Prozent)”. w=weiblich, m=mannlich.

Geschlecht p
w m
n 18 (60,0%) 12 (40,0%)
Alter 40,39 (+11,66) 48,33 (+10,43) 0,044
BMI 49,22 (+8,59) 54,50 (+9,39) 0,138
VEGF-A 177,28 (£101,19) 207,75 (+83,25) 0,133
Apelin-12 541,22 (+440,43) 394,75 (+193,14) 0,498

Tabelle 12: Verteilung der Operationsart zum Zeitpunkt 0. Angaben jeweils als ,Durchschnitt
(xStandardabweichung)” oder ,Anzahl n (Prozent)“. LGB=Laparoscopic Gastric Bypass, LSG=Laparoscopic Sleeve
Gastrectomy.

Operationsart p
LGB LSG
n 12 (40,0%) 18 (60,0%)
Alter 42,67 (+10,31) 44,17 (x12,78) 0,611
BMI 47,25 (£7,19) 54,06 (+9,46) 0,065
VEGF-A 169,75 (+58,63) 202,61 (¥111,52) 0,596
Apelin-12 359,33 (+¥221,17) 564,83 (+421,50) 0,175

3.2.2 Probengewinnung

Fur die spatere Ermittlung der VEGF-A- und Apelin-12-Konzentrationen im Serum wurde den
Patienten praoperativ sowie 6 (6,5 +1,3), 12 (12,3 #1,5) und 24 (24,1 +0,3) Monate nach
Operation Blut entnommen. Insgesamt wurden 88 Blutproben erworben. 32 potentiell nutzbare
Proben konnten aufgrund von Nichterscheinen der Patienten wahrend der Termine zur
Nachfolgeuntersuchung nicht abgenommen werden. Die Blutentnahme erfolgte aus einer
Armvene mithilfe eines Stauschlauchs wahrend des arztlichen Aufklarungsgespraches mit dem
Patienten vor dem Eingriff sowie wahrend der genannten Termine zur Nachkontrolle. Das Blut
wurde in einem BD Vacutainer Serum-Roéhrchen (6 ml) aufgefangen. Dabei handelt es sich um
ein Kunststoffrohrchen, das einen Gerinnungsfaktor sowie Silicatpartikel zur beschleunigten
Gerinnung enthalt. AuBerdem enthélt das Gefal? ein Gel, welches sich bei der Zentrifugation
zwischen das Serum und das koaguliertem Blut setzt und so die Wahrscheinlichkeit einer
Kontamination der Probe oder des Abbaus von Metaboliten senkt. (Becton Dickinson GmbH,
2017) Im Anschluss wurde eine Gerinnungszeit von 30 bis 45 min bei Raumtemperatur
eingehalten und das Blut bei 2500 x g fir 10 min bei 4°C zentrifugiert. Das Serum wurde
abpipettiert, in separate Aliqote aufgeteilt und bei -80°C zur Lagerung eingefroren. Alle

Messungen wurden zweifach durchgefihrt.
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3.2.3 Proteinbiochemische Methoden

3.2.3.1 Enzyme Linked Immunosorbent Assay

Die Konzentration des VEGF-A wurde mithilfe eines ELISA-Kits der Firma “Aviva Systems
Biology” fur humanes VEGF-A durchgefiihrt. Es besitzt eine intra- und interassay-Variation unter
10%. Die Messungen wurden anhand des Herstellerprotokolls mit frisch aufgetauten und
unverdinnten Serumproben durchgefiihrt. Die Konzentration des VEGF-A wurde bei einer
Wellenldnge von 450 nm gemessen. (AVIVA SYSTEMS BIOLOGY, 2014) Eine aufgetaute
Serumprobe wurde sowohl fir die Messung des VEGF-A als auch die Bestimmung der
Konzentrationen des Apelin-12 im Serum der Patienten genutzt. Letztere wurde mithilfe eines
ELISA-Kits der Firma “Cloud-Clone Corp.” fir humanes Apelin-12 durchgefiihrt. Es besitzt eine
intra- und interassay Variation unter 12%. Die Messung wurde anhand des Herstellerprotokolls
durchgefuhrt. (CLOUD-CLONE CORP., 2013). Da das bei -80°C eingefrorene Serum der
Adipositaspatienten zur Vermeidung von auftaubedingten Messungenauigkeiten zwischen den
Proben nur einmal aufgetaut werden konnte, wurde eine Serumprobe sowohl im Rahmen des
VEGF-A- als auch des Apelin-12-ELISAs analysiert.

3.2.3.1.1 VEGF-ELISA

Der konzentrierte Assay-Standard wurde mit 1,0 ml Standard/Sample Diluent versetzt. Diese
Stammlésung mit einer Konzentration von 2000 pg/ml wurde vor Herstellung weiterer
Verdinnungen 15 Minuten bei Raumtemperatur ruhen gelassen und im Anschluss leicht
geschwenkt, um eine volistandige Lésung aller Bestandteile zu erreichen. Je 500 ul der
Stammldsung wurden in vier Microtubes pipettiert, welche zuvor mit jeweils 500 pl
Standard/sample Diluent befillt worden waren. So wurde eine 2-fache Verdiinnungsreihe des
Assay-Standards hergestellt (2000 pg/ml, 1000 pg/ml, 500 pg/ml, 250 pg/ml und 125 pg/ml).
Jedes Microtube wurde grindlich gemischt, bevor der nachste Verdinnungsschritt vollzogen
wurde. Die Pipettenspitzen wurden vor jedem Verdinnungsschritt gewechselt, um
Ungenauigkeiten der  Standard-Konzentrationen zu  vermeiden. Als  hdchste
Standardkonzentration diente die Losung mit 2000 pg/ml und das pure Standard/sample Diluent
als Null-Standard (0 pg/ml). AnschlieRend wurden je 100 pl jeder Lésung der Standard-
Verdinnungsreihe in die dafiir vorgesehenen Wells auf der ELISA-Platte pipettiert. Vor Beflllung
der restlichen Wells mit den Serumproben wurden diese in ihrem Microtube jeweils zehn Mal per
Hand um 180 Grad hin- und hergeschwenkt um eine homogenere Verteilung des Serums zu
erreichen. Pro Patient bzw. Serumprobe wurden zwei Wells mit jeweils 100 ul Serum befillt. Die
Assay-Platte wurde im Anschluss fur 10 min auf einen Schuttler gestellt und danach mit einer
Plastikfolie abgedeckt Uber Nacht bei 4°C inkubiert. Am nachsten Tag wurden die Wells durch
Abgiel3en entleert, mit 300 yl Wasch-Puffer befillt und fir 5 min auf den Schittler gestellt. Dieser
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Vorgang wurde drei Mal wiederholt. Ein Falcon-Tube wurde mit im Verhaltnis 1:100 verdinntem
Biotin-Conjugat-Antikorper beflllt. Je Well wurden 100 upl des Biotin-Conjugat-Antikorpers
pipettiert. Mit einer Plastikfolie abgedeckt wurde die Platte fur eine Stunde bei 37°C inkubiert. Der
bereits beschriebene Waschprozess wurde erneut wiederholt. Ein Falcon-Tube wurde mit im
Verhaltnis 1:100 verdinntem Streptavidin-HRP befillt. Mit einer Plastikfolie abgedeckt wurde die
Platte fur eine halbe Stunde bei 37°C inkubiert. Der bereits beschriebene Waschprozess wurde
erneut wiederholt. Nun wurden 100 ul Substrat-Lésung in jedes Well hinzugefiigt. Die ELISA-
Platte wurde fiir 10 bis 20 Minuten bei 37°C inkubiert. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden in
jedes Well 100 pl Stop-L6ésung pipettiert. Die optische Dichte jedes Wells wurde nun mithilfe eines
Microplatten-Lesegerats bei einer Wellenlange von 450 nm ermittelt. (AVIVA SYSTEMS
BIOLOGY, 2014)

3.2.3.1.2 Apelin-12-ELISA

Der konzentrierte Assay-Standard wurde mit 1,0 ml Standard/sample Diluent versetzt. Diese
Stammldsung mit einer Konzentration von 6000 pg/ml wurde vor Herstellung weiterer
Verdinnungen 10 Minuten bei Raumtemperatur ruhen gelassen und im Anschluss leicht
geschwenkt, um eine vollstandige Lésung aller Bestandteile zu erreichen. Je 300 pl der
Stammldsung wurden in funf Microtubes pipettiert, welche zuvor mit jeweils 600 pl
Standard/sample Diluent befillt worden waren. So wurde eine 3-fache Verdiinnungsreihe des
Assay-Standards hergestellt (6000 pg/ml, 2000 pg/ml, 666,67 pg/ml, 222,22 pg/ml und 74,07
pg/ml). Jedes Microtube wurde grindlich gemischt, bevor der nachste Verdinnungsschritt
vollzogen wurde. Die Pipettenspitzen wurden vor jedem Verdlinnungsschritt gewechselt um
Ungenauigkeiten der Standard-Konzentrationen zZu vermeiden. Als hdchste
Standardkonzentration diente die Losung mit 6000 pg/ml und das pure Standard Diluent als Null-
Standard (0 pg/ml). Anschlielend wurden je 50 ul jeder Lésung der Standard-Verdinnungsreihe
in die daftir vorgesehenen Wells auf der ELISA-Platte pipettiert. Vor Beflillung der restlichen Wells
mit den Serumproben wurden diese in ihrem Microtube jeweils zehn Mal per Hand um 180 Grad
hin- und hergeschwenkt um eine homogenere Verteilung des Serums zu erreichen. Pro Patient
bzw. Serumprobe wurden zwei Wells mit jeweils 50 yl Serum befillt. Sofort danach wurden 50 pl
Detection Reagent A in jedes Well pipettiert. Die Assay-Platte wurde im Anschluss fir 10 min auf
einen Schiittler gestellt und danach mit einer Plastikfolie abgedeckt fiir eine Stunde bei 37°C
inkubiert. Danach wurden die Wells durch AbgieRen entleert, mit 300 ul Wasch-Puffer beftillt und
fur 5 min auf den Schttler gestellt. Dieser Vorgang wurde drei Mal wiederholt. Ein Falcon-Tube
wurde mit im Verhaltnis 1:100 verdiinntem Detection Reagent B befullt. Je Well wurden 100 pl
des Detection Reagent B pipettiert. Mit einer Plastikfolie abgedeckt wurde die Platte fiir 30 min
bei 37°C inkubiert. Der bereits beschriebene Waschprozess wurde erneut wiederholt, jedoch

funffach. Nun wurden 50 pl Substrat-Lésung in jedes Well hinzugefuigt. Die ELISA-Platte wurde
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fir 15 bis 25 Minuten bei 37°C inkubiert. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden in jedes Well
50 ul Stop-Losung pipettiert. Die optische Dichte jedes Wells wurde nun mithilfe eines
Microplatten-Lesegerats bei einer Wellenlange von 450 nm gemessen (CLOUD-CLONE CORP.,
2013) und mit der Software SoftMax® Pro v5.0.1 von Molecular Devices, LLC. (Sunnyvale, USA)

ermittelt.

3.2.3.2 SDS-PAGE

Zur Aufspaltung der Proteine anhand ihrer Masse und Ladung wurde die SDS-PAGE (SDS-
Polyacrylamidgelelektrophorese) verwendet. Das Gel besteht aus einem sogenannten
Resolving- (Trenn-) und einem Stacking- (Sammel-) Gel. Die Zusammensetzung beider Gele ist

im Folgenden beschrieben:

Tabelle 13: Zusammensetzung des Trenn- und Sammelgels fir SDS-PAGE
Resolving-Gel (Trenngel) Stacking-Gel (Sammelgel)
0,05 ml 10% APS 0,03 ml 10% APS
3,33 ml PAA 0,5 ml PAA
0,1 ml 10% SDS 0,05 ml 10% SDS
0,01 ml TEMED 0,006 ml TEMED
2,5ml Tris 1,5 M (pH 8,8) 1,25 ml Tris 0,5 M (pH 6,8)
Add 10 ml H20 Add 3 ml H20

AnschlieRend wurden die Lysate mit unverdinntem Ladepuffer (Roti ®-Load) in einem Verhaltnis
von 1:4 gemischt und bei 95°C fir 5 min erhitzt. Je 12 ul der Proben wurden in die zugehdrigen
Geltaschen pipettiert. Zur Einschatzung des Molekulargewichts der Probenbestandteile im SDS-
PAGE wurde der Marker “PAGE-Ruler, Prestained Protein Ladder” der Firma Fermentas
verwendet. Die Trennung der Proteine erfolgte flr 10 Minuten bei 90mV und anschlie3end fir 60

Minuten bei 150 mV angelegter Spannung in unverdiinntem SDS-PAGE-Puffer.

3.2.3.3 Western-Blot
Die im SDS-PAGE-Gel aufgetrennten Proteine wurden in einer unverdinnten Transferpuffer-
Losung auf eine Nitrozellulosemembran bei 250 mA auf Eis geblottet. Das Gel zusammen mit der

Nitrozellulosemembran wurde von zwei Lagen Blottingpapier beidseits umgeben.

3.2.3.4 Ponceau-Farbung

Zum Nachweis der Ubertragung der Proteine auf die Nitrozellulosemembran wurde diese
reversibel mit Ponceauldsung 5 min lang inkubiert. Eine Kopie der gefarbten Membran wurde an
einem Kopierer erstellt. In Anschluss wurde die Farbung mit unverdinnter PBS-T-Lésung fir 5

min ausgewaschen.
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3.2.3.5 Blockieren
Zur Blockierung unspezifischer Bindungsstellen wurde die Nitrozellulosemembran fir 1 h in 100
ml Blockierungslésung auf einem Ruttler bei Raumtemperatur inkubiert. Die Blockierungslésung

setzt sich aus 5 g Magermilchpulver und 100 ml PBS-T zusammen.

3.2.3.6 Immundetektion

Nach dem Blockieren wurde die Membran fir 2 h mit dem Primarantikdrper und fiir 1 h mit dem
Sekundarantikorper inkubiert. Beide Antikdrper wurden in 5% Blockierungslésung verdinnt. Auf
jede Inkubation mit dem entsprechenden Antikorper folgte ein 5-minitiger Waschvorgang mit

unverdinntem PBS-T, der drei Mal wiederholt wurde.

3.2.3.7 Entwicklung
Die Nitrozellulosemembran wurde mit der Losung Pierce® ECL Western Blotting Substrate
entsprechend des Herstellerprotokolls fur 1 min inkubiert. Der Nachweis der Proteinbanden

erfolgte auf Kodak UV-Filmen anhand verschiedener Belichtungszeiten.

3.2.3.8 Densitometrie
Um die relativen Veranderungen in der Konzentration der CSN-Untereinheiten darzustellen,
wurden die Western Blots gescannt und mit Hilfe der ImageJ Software des National Institute of

Health (Bethesda, USA) densitometrisch ausgewertet. Die mit ImageJ untersuchten Banden der

wurden mit der Ladekontrolle y-Tubulin sowie untereinander verglichen.

3.2.4 Statistische Auswertung

Die gleichen Patienten der Ausgangspopulation wurden zum Zeitpunkt O sowie zu drei
postoperativen Zeitpunkten untersucht. Die Messwerte wurden den jeweiligen Patienten anhand
ihrer anonymisierten Kennziffer zugeordnet. Die Stichproben wurden auf Verteilung und
Skalenniveau untersucht. Die Normalverteilung wurde mittels der Tests nach Kolmogorov-
Smirnov und Shapiro-Wilk sowie anhand der grafischen Auswertung im Histogramm ermittelt. Bei
Vorliegen verbundener, verteilungsfreier, intervallskalierter Stichproben in einem mehr als
zweistufigen Experiment wurde zur Uberpriifung eines signifikanten Unterschiedes des BMI, der
VEGF- und Apelin-12-Konzentration zwischen den postoperativen Untersuchungszeitpunkten
und dem Zeitpunkt O der nicht-parametrische Friedman-Test verwendet, um einen Uber die
Stichproben hinweg existierenden Effekt nachzuweisen. Um genauer zu ermitteln, zwischen
welchen Stichproben ein Unterschied besteht, wurde post-hoc bei Nachweis eines existierenden
Effektes bei verbundenen, verteilungsfreien, intervallskalierten Stichproben ein paarweiser

Vergleich der Gruppen mithilfe des Wilcoxon-Vorzeichen-Rangtests und zur Neutralisierung der
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Alpha-Fehler-Kumulierung eine Korrektur nach Bonferroni durchgeftihrt. (Benavoli, Corani, &
Mangili, 2016; Pereira, Afonso, & Medeiros, 2015; Sheldon, Fillyaw, & Thompson, 1996) Als
Nullhypothese Ho wurde jeweils formuliert, dass kein signifikanter Unterschied zwischen den
Variablen vorliegt oder diese gleich sind, mit dem Ziel, diese Nullhypothese zu verwerfen. Um
festzustellen, ob ein Zusammenhang der Anderung des BMI- mit der Veranderung der VEGF-A-
und Apelin-12-Konzentration besteht, wurde nach Uberpriifung der Voraussetzungen eine
Regressionsanalyse durchgefiinrt und bei signifikantem Zusammenhang die Effektstarke r
berechnet. Um zu udberprufen, ob zwischen den nach Komorbiditaten, Geschlecht und
Operationstechnik geordneten Subgruppen ein Unterschied des BMI, der VEGF-A- und Apelin-
12-Konzentration zu den jeweiligen Messzeitpunkten besteht, wurde nach Prifung der
Voraussetzungen bei Vorliegen unabhangiger, verteilungsfreier und mindestens ordinalskalierter
Stichproben der Mann-Whitney-U-Test verwendet. Um innerhalb der jeweiligen Gruppen zu
prifen, ob sich die erhobenen Messwerte zwischen den  postoperativen
Untersuchungszeitpunkten und dem Zeitpunkt O unterscheiden, wurde — nach Uberpriifung der
Voraussetzungen und vorausgehender Analyse wie oben beschrieben — ein Wilcoxon-Test
durchgefuhrt. Ein P-Wert von P<0,05 wurde als signifikant gewertet. Die statistischen Analysen
erfolgten mithilfe der Software ,IBM SPSS Statistics Version 23“ der Firma ,IBM“ (New York,
USA). Die grafische Darstellung der Ergebnisse erfolgte mithilfe der Software "GraphPad Prism
8" der Firma "GraphPad Software Inc." (La Jolla, USA).
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3.2.5 Zellkultur

3.2.5.1 Kultivierung der LiSa-2-Zellen

LiSa-2-Zellen wurden fir einen Tag in 2 ml Iscove/RPMI-Flissigmedium (4:1) mit 10% FCS,
Glutamin und Penicillin-Streptomycin je Well in einem Inkubator bei Standardbedingungen von
37°C und 5% COz2 in einer 6-Well-Platte kultiviert. Das Medium wurde mit 10 % hitzeinaktiviertem
FCS, 2 mM L- Glutamin, 100 pg/ml Streptomycin und 100 U/ml Penicillin versetzt. Am zweiten
Tag wurde das Medium durch 2 ml serumfreies DMEM/Hams’s F12 Medium je Well ersetzt und
das jeweilige Peptid hinzugefligt. Das Medium wurde danach alle drei Tage erneuert und das
jeweilige Peptid neu hinzugegeben. Es wurden drei 6-Well-Platten angelegt, sodass die Zellen
nach 1, 8 und 15 Tagen untersucht werden konnten. Jeweils drei Wells pro Platte wurden mit
Peptid inkubiert. Die drei Ubrigen Wells dienten als Negativ-Kontrolle. Nachfolgend sind die

Zellkonzentrationen der jeweiligen Inkubationszeitrdume abgebildet.

Tabelle 14: Zellkonzentrationen mit Inkubationszeitrdumen der LiSa-2-Zellkulturen

Platte 1 Platte 2 Platte 3
Inkubationszeit 15 Tage 8 Tage 1 Tag
Zellkonzentration je Well 0,1 x 10s 0,2 x 106 0,5 x 10s

3.2.5.2 Inkubation der LiSa-2-Zellen

Die Zellen wurden mit unverdiunnter PBS-LOsung gewaschen, mit Trypsin fur 5 min bei 37 °C im
Inkubator vom Plattenboden gelést und in ein Falcon-Tube pipettiert. Anschlieend wurde die
Suspension bei 1000 rpm und 23 °C fur 5 min zentrifguiert. Mit einer Pasteur-Pipette wurde der
Uberstand abgesaugt und mit 3 ml Serum-containing Medium versetzt. Mithilfe einer Neubauer-
Zahlkammer wurde die Zellzahl anhand des in Medium geldsten Zellpellets bestimmt. Nun

wurden die Zellen in den oben genannten Konzentrationen auf 6-Well-Platten ausgesét.

3.2.5.3 Inkubation der LiSa-2-Zellen mit VEGF-A-Inhibitor

Bei dem VEGF-A-Inhibitor handelt es sich um ein Blocking-Peptid, welches spezifisch an einen
VEGF-A-spezifischen Antikdrper der Firma Novus Biologicals bindet. Das Blocking-VEGF-A
aktiviert jedoch nicht den VEGF-A-Rezeptor. Das Peptid konkurriert mit dem autokrin
freigesetzten VEGF-A der LiSa-2-Zellen um die Bindungsstellen an VEGF-A-spezifischen
Rezeptoren. Es kann somit als kompetitiver Inhibitor des VEGF-A angesehen werden. Am
zweiten Tag wurde das Medium gegen 2 ml serumfreies DMEM/Hams’s F12 Medium
ausgetauscht. AuRerdem wurden der Suspension 100 bzw. 10 ng/ml des VEGF-A-Inhibitors

hinzugesetzt. Dies wurde alle drei Tage wiederholt.
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3.2.5.4 Inkubation der LiSa-2-Zellen mit full-length-VEGF-A

Bei dem VEGF-A-full-length-Peptid handelt es sich um ein vollstandiges und funktionelles VEGF-
A-Peptid. Es wirkt somit agonistisch am VEGF-A-Rezeptor. Am zweiten Tag wurde das Medium
gegen 2 ml serumfreies Medium ausgetauscht. Au3erdem wurden der Suspension 40 ng/ml

VEGF-A full-length Peptid hinzugesetzt. Dies wurde alle drei Tage wiederholt.

3.2.5.5 Inkubation der LiSa-2-Zellen mit Apelin-12

Bei dem Apelin-12-Peptid handelt es sich um ein vollstandiges und funktionelles Apelin-12-
Peptid. Es wirkt agonistisch am APJ-Rezeptor. Am zweiten Tag wurde das Medium gegen 2 ml
serumfreies Medium ausgetauscht. AuBerdem wurden der Suspension 100 ug/ml Apelin-12

hinzugesetzt. Dies wurde alle drei Tage wiederholt.

3.2.5.6 Zelllyse

Die Zellen wurden am Ende ihrer Inkubationszeit frisch mit 2 ml PBS je Well gewaschen und
anschliel3end sofort mit 120 ul/Well Triple Lysat Puffer versetzt mit den Proteaseinhibitoren PMSF
(2:50) und Aprotinin (1:100) lysiert. Die lysierten Zellen wurden in 1,5 ml Tubes Gberfihrt und bei
13000 rpm bei 4°C fiir 10 min zentrifugiert. Die Uberstande wurden in neue Tubes berfiihrt und
direkt fir SDS-PAGE verwendet (s.0.).

3.2.5.7 Adipozyten-Farbung mit Oil Red O

Jeweils ein Well der unbehandelten und mit Peptid inkubierten Zellen der 6-Well-Platte wurde fur
eine Zellfarbung mit Oil Red O genutzt. Dazu wurde das Zellmedium abgesaugt. AnschlieBend
wurden die Zellen mit 2 ml PBS gewaschen. Danach wurden 2 ml 10% Formalin auf die Zellen
gegeben und diese fir 50 min bei Raumtemperatur inkubiert. Die Stammlésung fur Oil Red O
wurde durch einen sterilen Filter gegeben und im Verhéltnis 3:2 mit destilliertem Wasser gemischt
und diese Arbeitsldsung durch. Das Formalin wurde von den Zellen abgesaugt und diese mit 2
ml H20 gespilt. Nach Entfernen dieses Wassers wurden die Zellen fir 3 Minuten mit 60%
Isopropanol bei Raumtemperatur inkubiert. Nach dem Absaugen dieses Isopropanols wurden 2
ml Oil Red O auf die Zellen pipettiert. Nun wurden die Zellen mit H20 gespdlt, bis keine Verfarbung
des Wassers mehr sichtbar war und anschlieend fir 1 min mit Hamatoxylin inkubiert. Nach
Absaugen des Hamatoxylins wurde mit 60 °C warmem Wasser gespluilt. Nachfolgend wurden die

Zellen unter dem Mikroskop betrachtet und fotografiert.
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4 ERGEBNISSE

4.1 Einfluss der bariatrischen Chirurgie auf den Body-Mass-Index

Der BMI wurde praoperativ (0 Monate) und postoperativ 6, 12 und 24 Monate nach bariatrischer
Operation bestimmt. Postoperativ sinkt der BMI der Patienten. Es kommt zu einer signifikanten
Reduktion des BMI um 22% (11,5 kg/mz) von 51,3 £9,1 kg/m2 praoperativ auf 39,8 +7,6 kg/m:2
nach 6 Monaten (P<0,001). Nach 12 Monaten betragt der BMI der Patienten 37,4 £7,7 kg/mz
(P<0,001) und nach 24 Monaten 37,5 7,9 kg/mz (P=0,013), was eine Abnahme von 27% (13,8
kg/m2) im Vergleich zur préoperativen Messung darstellt. Bei Gegeniberstellung des
durchschnittlichen Patienten-BMIs nach 6 Monaten mit den Ergebnissen nach 12 bzw. 24
Monaten gibt es keine signifikante Reduktion. Der gréf3te Gewichtsverlust der Patienten findet
nach Operation innerhalb der ersten 6 Monate statt. Die Streuung der Werte ist praoperativ am
groBten (SD #9,1) und nimmt nach 6 Monaten auf einen Wert von %7,6 ab. Die
Standardabweichung der Werte verbleibt bis nach 12 Monaten auf einem ahnlichen Niveau (SD
+7,7) und steigt nur minimal auf SD +7,9 nach 24 Monaten an. Zu beachten ist die Abnahme der

Patientenzahl n im Verlauf.
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Abb.7: Body-Mass-Index der untersuchten Patienten zum Zeitpunkt O sowie 6, 12 und 24 Monate nach bariatrischer
Operation. Darstellung als Boxplots mit arithmetischem Mittel (+), Interquartilsabstand (vertikale Boxlange), Median
(horizontaler Strich durch die Box), Minimum/Maximum (Antennen) sowie den Einzelwerten als Punktwolke in kg/mz.
Jeweils unterhalb der Box sind Mittelwert und Standardabweichung sowie oberhalb die Patientenzahl n notiert.
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4.2 ELISA-Ergebnisse

4.2.1 Einfluss der bariatrischen Chirurgie auf die VEGF-A-Konzentration

Die Konzentration des VEGF-A im Serum der Patienten sinkt postoperativ ab. Nach einem
praoperativen Ausgangswert von 189,5 +94,1 pg/ml fallt die Konzentration nach 6 Monaten um
26% auf 140,9 £97,9 pg/ml signifikant ab (P=0,006). Auch nach 12 Monaten ist ein signifikanter
Unterschied der VEGF-A-Konzentration im Vergleich zum Ausgangswert (35%) auf 119,9 +68,1
pag/ml (P=0,004) zu erkennen. Nach 24 Monaten ist die Konzentration weiter gesunken, bis auf
einen Wert von 110,8 166,3 pg/ml (P=0,017). Insgesamt nimmt die Serum-VEGF-A-
Konzentration nach 24 Monaten um 41% im Vergleich zum Zeitpunkt O ab. Die im zeitlichen
Verhaltnis starkste Abnahme erfolgt innerhalb der ersten 6 Monate. Die Streuung der Werte steigt
von praoperativ SD+94,1 auf SD+97,9 nach 6 Monaten, sinkt nach 12 Monaten auf SD+68,1 und
zum letzten Messzeitpunkt nach 24 Monaten auf einen Wert von SD+66,3 ab. Zu beachten ist die

Abnahme der Patientenzahl n im Verlauf.
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Abb.8: VEGF-A-Serumkonzentrationen der untersuchten Patienten zum Zeitpunkt 0 sowie 6, 12 und 24 Monate nach
bariatrischer Operation. Darstellung als Boxplots mit arithmetischem Mittel (+), Interquartilsabstand (Boxlange), Median
(horizontaler Strich durch die Box), Minimum/Maximum (Antennen) sowie den Einzelwerten als Punktwolke in pg/ml.
Jeweils unterhalb der Box sind Mittelwert und Standardabweichung sowie oberhalb die Patientenzahl n notiert.
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4.2.2 Lineare Regression von Patienten-BMI und VEGF-A-Konzentration

Im Rahmen einer Regressionsanalyse wurde geprift, ob ein Zusammenhang zwischen der
Anderung des BMI und der Anderung der Serum-VEGF-A-Konzentration besteht. Die
entsprechenden Differenzen fir die erwartete ZielgrofRe VEGF-A und die erwartete EinflussgroRRe
BMI wurden jeweils zwischen dem gleichen postoperativen Zeitpunkt und dem Zeitpunkt O
gebildet. Die Mehrheit der Patienten zeigt in den untersuchten Zeitraumen eine VEGF-Abnahme
- den Punktwerten unter der Nulllinie entsprechend - bei wenigen Individuen zeigt sich jedoch ein

mafiger VEGF-Anstieg, was den Punktwerten tber der Nulllinie entspricht.

Zwischen dem Zeitpunkt 0 und 6 Monaten besteht kein signifikanter Zusammenhang der
Anderung von BMI und VEGF-A-Konzentration. Der F-Test zur Uberprifung, ob das
Regressionsmodell insgesamt einen Beitrag zur Vorhersage der VEGF-A-Differenz durch die
BMI-Differenz leistet, ist nicht signifikant (P=0,139). Die Analyse wurde daher nicht fortgesetzt.
Es lasst sich anhand der graphischen Darstellung ein tendenziell positiver Zusammenhang

zwischen VEGF-A- und BMI-Differenz innerhalb von Zeitpunkt 0 und 6 Monaten erkennen.

Zwischen dem Zeitpunkt O und 12 Monaten besteht ein signifikanter Zusammenhang der
Anderung von BMI und VEGF-A-Konzentration. Der F-Test zur Uberpriufung, ob das
Regressionsmodell insgesamt einen Beitrag zur Vorhersage der VEGF-A-Differenz durch die
BMI-Differenz  leistet, ist signifikant (P=0,036). Der Test auf Signifikanz der
Regressionskoeffizienten fallt fir die BMI-Differenz signifikant aus (T=2,258; P=0,036). Der
Regressionskoeffizient der BMI-Differenz betragt daher nicht 0, was auf einen signifikanten
Einfluss des BMI auf die VEGF-A-Konzentration hinweist. Es ergibt sich eine Regressionsgerade
mit der Formel:
[VEGF-A-Differenz in pg/ml] = -2,445 + 4,715 - [BMI-Differenz in kg/m2]

Wenn der BMI um eine Einheit steigt, so nimmt die VEGF-A-Konzentration um 4,715 pg/ml zu.
Das korrigierte Bestimmtheitsmald r2 betrdgt 0,170. Es lassen sich daher 17% der
Gesamtstreuung in den VEGF-A-Differenzen durch die BMI-Veranderung erklaren. Der

Korrelationskoeffizient r betragt 0,460, was auf eine mittlere Effektstérke hindeutet.

Zwischen dem Zeitpunkt O und 24 Monaten besteht ebenfalls ein signifikanter Zusammenhang
der Anderung von BMI und VEGF-A-Konzentration. Der F-Test zur Uberpriifung, ob das
Regressionsmodell insgesamt einen Beitrag zur Vorhersage der VEGF-A-Differenz durch die
BMI-Differenz  leistet, ist signifikant (P=0,024). Der Test auf Signifikanz der
Regressionskoeffizienten fallt fur die BMI-Differenz signifikant aus (T=2,663; P=0,024). Der
Regressionskoeffizient der BMI-Differenz betrégt daher nicht 0 und hat somit einen signifikanten

Einfluss auf die VEGF-A-Konzentration. Es ergibt sich eine Regressionsgerade mit der Formel:
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[VEGF-A-Differenz] = -25,377 + 4,698 - [BMI-Differenz]
Wenn der BMI um eine Einheit steigt, so nimmt die VEGF-A-Konzentration um 4,698 pg/ml zu.
Das korrigierte Bestimmtheitsmald r2 betrdgt 0,356. Es lassen sich daher 35,6% der
Gesamtstreuung in den VEGF-A-Differenzen durch die BMI-Veranderung erklaren. Der

Korrelationskoeffizient r betragt 0,644. Es liegt eine hohe Effektstéarke vor.

In Zusammenschau der Korrelationskoeffizienten r, des korrigierten Bestimmtheitsmalles rz, der
P-Werte sowie der graphischen Darstellungen (siehe unten) kann bei Betrachtung der Zeitraume
zwischen 0 und 12 bzw. 0 und 24 Monaten formuliert werden: Je mehr der BMI eines Patienten
nach bariatrischer Operation sinkt, desto starker nimmt auch die VEGF-A-Konzentration im
Serum ab. Es kann von einer positiven Beziehung zwischen Patienten-BMI und VEGF-A-
Konzentration ausgegangen werden. Der beschriebene Zusammenhang zeigt innerhalb der drei
untersuchten Zeitrdume eine zunehmende Starke, je langer die bariatrische Operation

zurlickliegt.
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Einzelwerte der abhangigen Variablen (VEGF-A-Differenzen) sind als Punktwolke dargestellt.
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4.2.3 Einfluss der bariatrischen Chirurgie auf die Apelin-12-Konzentration

Die Konzentration des Apelin-12 im Serum der Patienten steigt postoperativ an. Die vorliegenden
Daten zeigen, dass die Konzentration mit 482,6 +364,9 pg/ml vor bariatrischer Operation in
Relation zu den anderen Messzeitpunkten am niedrigsten ist. Die Anderung zu den
Messzeitpunkten nach 6, 12 und 24 Monaten ist im Vergleich zum Ausgangswert jeweils
signifikant. Die Serumkonzentration des Apelin-12 steigt nach OP signifikant um das 2,5-fache
auf 1277,0 £1035,4 pg/ml (P=0,004) an. Nach 12 Monaten erfolgt ein Abfall auf einen Wert von
945,7 +701,3 pg/ml (P=0,008). Nach 24 Monaten steigt Konzentration um das 5-fache zum
Zeitpunkt 0 auf 2458,3 £1731,3 pg/ml (P=0,022). Insgesamt steigt die Apelin-12-Konzentration
um 80% nach 24 Monaten im Vergleich zum ersten Messzeitpunkt. Die Standardabweichung der
Werte steigt von préoperativ SD+364,9 auf SD+1035,4 nach 6 Monaten und sinkt nach 12
Monaten auf SD+701,3. AnschlieBend nimmt die Streuung nach 24 Monaten wieder auf

SD+1731,3 zu. Zu beachten ist die Abnahme der Patientenzahl n im Verlauf.

p<0,05
! p<0,01
8000-  p<001
|
n=30 n=25 n=21 n=12
6000+
4000+

Apelin-12-Konzentration in pg/ml

ms

482,6 +364,9 1277,0 £1035,4 945,7 £701,3 2458,3 £1731,3
| | |

0 6 12 24

Zeitpunkt der Blutentnahme in Monaten nach OP

Abb.10: Apelin-12-Serumkonznetrationen der untersuchten Patienten zum Zeitpunkt O sowie 6, 12 und 24 Monate
nach bariatrischer Operation. Darstellung als Boxplots mit arithmetischem Mittel (+), Interquartilsabstand (Boxlange),
Median (horizontaler Strich durch die Box), Minimum/Maximum (Antennen) sowie den Einzelwerten als Punktwolke in
pa/ml. Jeweils unterhalb der Box sind Mittelwert und Standardabweichung sowie oberhalb die Patientenzahl n notiert.



45

4.2.4 Regressionsanalyse von Patienten-BMI und Apelin-12-Konzentration

Im Rahmen einer Regressionsanalyse wurde geprift, ob ein Zusammenhang zwischen der
Anderung des BMI und der Anderung der Serum-Apelin-12-Konzentration besteht. Die
entsprechenden Differenzen fir die erwartete ZielgroRe Apelin-12 und die erwartete
EinflussgroRe BMI wurden jeweils zwischen dem gleichen postoperativen Zeitpunkt und dem
Zeitpunkt O gebildet. Die Mehrheit der Patienten zeigt in den untersuchten Zeitrdumen eine
Zunahme des Apelin - den Punktwerten tber der Nulllinie entsprechend - bei wenigen Individuen

zeigt sich jedoch eine maRige Apelin-Abnahme, was den Punkten unter der Nulllinie entspricht.

Zwischen dem Zeitpunkt 0 und 6 Monaten besteht kein signifikanter Zusammenhang der
Anderung von BMI und Apelin-12-Konzentration. Der F-Test zur Uberpriifung, ob das
Regressionsmodell insgesamt einen Beitrag zur Vorhersage der Apelin-12-Differenz durch die
BMI-Differenz leistet, ist nicht signifikant (P=0,417). Die Analyse wurde daher nicht fortgesetzt.
Es lasst sich anhand der graphischen Darstellung jedoch ein tendenziell negativer

Zusammenhang zwischen Apelin- und BMI-Differenz erkennen.

Zwischen dem Zeitpunkt 0 und 12 Monaten besteht kein signifikanter Zusammenhang der
Anderung von BMI und Apelin-12-Konzentration. Der F-Test zur Uberprufung, ob das
Regressionsmodell insgesamt einen Beitrag zur Vorhersage der Apelin-12-Differenz durch die
BMI-Differenz leistet, ist nicht signifikant (P=0,530). Die Analyse wird daher nicht fortgesetzt. Es
lasst sich anhand der graphischen Darstellung jedoch ein tendenziell positiver Zusammenhang

zwischen Apelin- und BMI-Differenz erkennen.

Zwischen dem Zeitpunkt 0 und 24 Monaten besteht kein signifikanter Zusammenhang der
Anderung von BMI und Apelin-12-Konzentration. Der F-Test zur Uberprufung, ob das
Regressionsmodell insgesamt einen Beitrag zur Vorhersage der Apelin-12-Differenz durch die
BMI-Differenz leistet, ist nicht signifikant (P=0,977). Die Analyse wird daher nicht fortgesetzt. Es
lasst sich anhand der graphischen Darstellung jedoch ein tendenziell positiver Zusammenhang

zwischen Apelin- und BMI-Differenz erkennen.

In Zusammenschau der statistischen Analyse sowie anhand der graphischen Darstellungen
(siehe unten) kann bei Betrachtung der Zeitraume zwischen 0 und 6, 0 und 12 sowie 0 und 24
Monaten formuliert werden: Es besteht kein signifikanter Zusammenhang zwischen der BMI- und
Apelin-12-Differenz nach bariatrischer Operation. Es lasst sich grafisch ein tendenziell negativer
Zusammenhang nach 6 Monaten erkennen, hingegen scheint nach 12 Monaten ein tendenziell

positiver Zusammenhang zu bestehen. Nach 24 Monaten ist nahezu kein Effekt nachweisbar.
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Abb.11: Regressionsanalysen der Apelin-12- und BMI-Differenzen der Messwerte nach 6, 12 und 24 Monaten und
dem Zeitpunkt 0. Darstellung als lineare Regressionsgerade anhand der jeweils unten rechts angegeben Formel. Die
Einzelwerte der abhangigen Variablen (VEGF-A-Differenzen) sind als Punktwolke dargestellt.
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4.2.5 Vergleich der Patienten nach Komorbiditaten, Geschlecht und
Operationstechnik.

Um zu untersuchen, ob sich die Serum-VEGF- und Apelin-Konzentration zwischen den
Geschlechtern, Operationstechniken sowie den Patienten mit und ohne Vorliegen praoperativer
Komorbiditaten unterscheidet, wurde ein Mann-Whitney-U-Test durchgefihrt. Innerhalb einer
Gruppe wurde der Verlauf mithilfe des Wilcoxon-Tests fur verbundene Stichproben untersucht.

Mittelwerte und Standardabweichung sind den jeweils zugehorigen Abbildungen zu entnehmen.

4.2.5.1 Vergleich der Patienten nach Vorliegen einer arteriellen Hypertension.

Beim Vergleich der Patienten mit und ohne arterielle Hypertension zum Zeitpunkt O zeigt sich in
Bezug auf den BMI und die VEGF-Konzentration statistisch, kein signifikanter Unterschied
zwischen den Gruppen. Auffallig ist bei allen drei Parametern die zum Ausgangswert stets
signifikante Abnahme der Messwerte in der Hypertensions-Gruppe, wahrend in der
Vergleichsgruppe jeweils keine signifikante Anderung nachzuweisen ist. Der BMI zeigt bei Nicht-
Hypertonikern einen Wiederanstieg nach 12 und 24 Monaten. Dabei ist jedoch die niedrige
Patientenzahl n in der normotonen Gruppe zu beachten. Es fallt auf, dass Hypertoniker
postoperativ - jedoch nicht zum Zeitpunkt O - eine héhere Serum-Konzentration des Apelin-12
aufweisen als Patienten mit normalem Blutdruck. Nach 24 Monaten ist dieser Unterschied
signifikant (P=0,03).
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Abb.12: Vergleich des BMI (kg/m2) der Patienten mit und ohne praoperativ bekannter arterieller Hypertension zum
Zeitpunkt O sowie 6, 12 und 24 Monate nach OP. Dargestellt als Boxplots mit Durchschnittswerten (+),
Interquartilsabstand (Boxlange), Median (horizontaler Strich durch die Box), Minimum/Maximum (Antennen) sowie den
Einzelwerten als Punktwolke in kg/m2. Mit Klammern gekennzeichnet sind die Gruppenvergleiche (Mann-Whitney-U-
Test). Symbole Uber den Antennen beziehen sich auf den Vergleich mit Zeitpunkt 0 (Wilcoxon-Test). Jeweils unter der
Box sind Mittelwert, Standardabweichung und Patientenzahl n notiert. (ns = nicht signifikant; *P<0,05; **P<0,01;
***P<(,001)
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Abb.13: Vergleich der VEGF-A-Serumkonzentration (pg/ml) der Patienten mit und ohne préoperativ bekannter
arterieller Hypertension zum Zeitpunkt O sowie 6, 12 und 24 Monate nach OP. Dargestellt als Boxplots mit
Durchschnittswerten  (+), Interquartilsabstand (Boxlange), Median (horizontaler Strich durch die Box),
Minimum/Maximum (Antennen) sowie den Einzelwerten als Punktwolke in pg/ml. Mit Klammern gekennzeichnet sind
die Gruppenvergleiche (Mann-Whitney-U-Test). Symbole lber den Antennen beziehen sich auf den Vergleich mit
Zeitpunkt 0 (Wilcoxon-Test). Jeweils unter der Box sind Mittelwert, Standardabweichung und Patientenzahl n notiert.
(ns = nicht signifikant; *P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001)
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Abb.14: Vergleich der Apelin-12-Serumkonzentration (pg/ml) der Patienten mit und ohne préoperativ bekannter
arterieller Hypertension zum Zeitpunkt O sowie 6, 12 und 24 Monate nach OP. Dargestellt als Boxplots mit
Durchschnittswerten  (+), Interquartilsabstand (Boxlange), Median (horizontaler Strich durch die Box),
Minimum/Maximum (Antennen) sowie den Einzelwerten als Punktwolke in pg/ml. Mit Klammern gekennzeichnet sind
die Gruppenvergleiche (Mann-Whitney-U-Test). Symbole ber den Antennen beziehen sich auf den Vergleich mit
Zeitpunkt 0 (Wilcoxon-Test). Jeweils unter der Box sind Mittelwert, Standardabweichung und Patientenzahl n notiert.
(ns = nicht signifikant; *P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001)
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4.2.5.2 Vergleich der Patienten nach Vorliegen eines Diabetes mellitus Typ 2.

Beim Vergleich der Patienten mit und ohne Diabetes mellitus Typ 2 zeigt sich in Bezug auf den
BMI, die VEGF- und Apelin-Konzentration statistisch kein signifikanter Unterschied zwischen den
Gruppen. Der BMI-Verlauf verhalt sich in beiden Gruppen weitgehend &hnlich. Es féllt ein
deutlicherer Abfall des VEGF in der Diabetes-Gruppe nach 6 Monaten auf. Nicht-Diabetiker
zeigen eine kontinuierlichere Abnahme des VEGF, wahrend die Konzentration bei Diabetikern
nach 6 Monaten weitgehend stagniert. Apelin-12 zeigt nach 6 Monaten einen starkeren Anstieg
zum Zeitpunkt O als bei Diabetikern und ist nach 6 und 24 Monaten in Nicht-Diabetikern héher

konzentriert, wobei nach 12 Monaten das Gegenteil der Fall ist.
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Abb.15: Vergleich des BMI (kg/m2) der Patienten mit und ohne préoperativ bekanntem Diabetes mellitus Typ 2 zum
Zeitpunkt 0 sowie 6, 12 und 24 Monate nach OP. Dargestellt als Boxplots mit Durchschnittswerten (+),
Interquartilsabstand (Boxlange), Median (horizontaler Strich durch die Box), Minimum/Maximum (Antennen) sowie den
Einzelwerten als Punktwolke in kg/mz2. Mit Klammern gekennzeichnet sind die Gruppenvergleiche (Mann-Whitney-U-
Test). Symbole Uber den Antennen beziehen sich auf den Vergleich mit Zeitpunkt O (Wilcoxon-Test). Jeweils unter der
Box sind Mittelwert, Standardabweichung und Patientenzahl n notiert. (ns = nicht signifikant; *P<0,05; **P<0,01;
***P<0,001)
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Abb.16: Vergleich der VEGF-A-Serumkonzentration (pg/ml) der Patienten mit und ohne préoperativ bekanntem
Diabetes mellitus Typ 2 zum Zeitpunkt O sowie 6, 12 und 24 Monate nach OP. Dargestellt als Boxplots mit
Durchschnittswerten  (+), Interquartilsabstand (Boxlange), Median (horizontaler Strich durch die Box),
Minimum/Maximum (Antennen) sowie den Einzelwerten als Punktwolke in pg/ml. Mit Klammern gekennzeichnet sind
die Gruppenvergleiche (Mann-Whitney-U-Test). Symbole lber den Antennen beziehen sich auf den Vergleich mit
Zeitpunkt 0 (Wilcoxon-Test). Jeweils unter der Box sind Mittelwert, Standardabweichung und Patientenzahl n notiert.
(ns = nicht signifikant; *P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001)
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Abb.17: Vergleich der Apelin-12-Serumkonzentration (pg/ml) der Patienten mit und ohne préoperativ bekanntem
Diabetes mellitus Typ 2 zum Zeitpunkt O sowie 6, 12 und 24 Monate nach OP. Dargestellt als Boxplots mit
Durchschnittswerten  (+), Interquartilsabstand (Boxlange), Median (horizontaler Strich durch die Box),
Minimum/Maximum (Antennen) sowie den Einzelwerten als Punktwolke in pg/ml. Mit Klammern gekennzeichnet sind
die Gruppenvergleiche (Mann-Whitney-U-Test). Symbole ber den Antennen beziehen sich auf den Vergleich mit
Zeitpunkt 0 (Wilcoxon-Test). Jeweils unter der Box sind Mittelwert, Standardabweichung und Patientenzahl n notiert.
(ns = nicht signifikant; *P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001)
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4.2.5.3 Vergleich der Patienten nach Vorliegen einer Schlafapnoe.

Beim Vergleich der Patienten mit und ohne Schlafapnoe zeigt sich in Bezug auf die VEGF- und
Apelin-Konzentration statistisch kein signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen. Lediglich
der BMI ist zum Zeitpunkt null bei Schlafapnoe-Patienten signifikant erhéht (P=0,013). Auch im
weiteren Verlauf weisen die Schlafapnoe-Patienten tendenziell héhere BMI-Werte als die
Vergleichsgruppe auf. Die VEGF-Konzentration in Schlafapnoe-Patienten sinkt kontinuierlich,
wéhrend sie bei der Vergleichsgruppe nach einem signifikanten Abfall tendenziell stagniert.
Apelin-12 steigt in Patienten ohne Schlafapnoe im Gegensatz zur Vergleichsgruppe nach 6
Monaten signifikant an. Beide Gruppen zeigen einen signifikanten Anstieg des Apelin nach 12

und 24 Monaten.
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Abb.18: Vergleich des BMI (kg/m2) der Patienten mit und ohne praoperativ bekannter Schlafapnoe zum Zeitpunkt 0
sowie 6, 12 und 24 Monate nach OP. Dargestellt als Boxplots mit Durchschnittswerten (+), Interquartilsabstand
(Boxlange), Median (horizontaler Strich durch die Box), Minimum/Maximum (Antennen) sowie den Einzelwerten als
Punktwolke in kg/mz. Mit Klammern gekennzeichnet sind die Gruppenvergleiche (Mann-Whitney-U-Test). Symbole
Uber den Antennen beziehen sich auf den Vergleich mit Zeitpunkt O (Wilcoxon-Test). Jeweils unter der Box sind
Mittelwert, Standardabweichung und Patientenzahl n notiert. (ns = nicht signifikant; *P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001)
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Abb.19: Vergleich der VEGF-A-Serumkonzentration (pg/ml) der Patienten mit und ohne préoperativ bekannter
Schlafapnoe zum Zeitpunkt 0 sowie 6, 12 und 24 Monate nach OP. Dargestellt als Boxplots mit Durchschnittswerten
(+), Interquartilsabstand (Boxlange), Median (horizontaler Strich durch die Box), Minimum/Maximum (Antennen) sowie
den Einzelwerten als Punktwolke in pg/ml. Mit Klammern gekennzeichnet sind die Gruppenvergleiche (Mann-Whitney-
U-Test). Symbole tber den Antennen beziehen sich auf den Vergleich mit Zeitpunkt O (Wilcoxon-Test). Jeweils unter
der Box sind Mittelwert, Standardabweichung und Patientenzahl n notiert. (ns = nicht signifikant; *P<0,05; **P<0,01;
***P<(,001)
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Abb.20: Vergleich der Apelin-12-Serumkonzentration (pg/ml) der Patienten mit und ohne préoperativ bekannter
Schlafapnoe zum Zeitpunkt O sowie 6, 12 und 24 Monate nach OP. Dargestellt als Boxplots mit Durchschnittswerten
(+), Interquartilsabstand (Boxlange), Median (horizontaler Strich durch die Box), Minimum/Maximum (Antennen) sowie
den Einzelwerten als Punktwolke in pg/ml. Mit Klammern gekennzeichnet sind die Gruppenvergleiche (Mann-Whitney-
U-Test). Symbole tber den Antennen beziehen sich auf den Vergleich mit Zeitpunkt O (Wilcoxon-Test). Jeweils unter
der Box sind Mittelwert, Standardabweichung und Patientenzahl n notiert. (ns = nicht signifikant; *P<0,05; **P<0,01;
***P<0,001)
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4.2.5.4 Vergleich der Patienten nach Geschlecht.

Beim Vergleich der Patienten anhand des Geschlechtes zeigt sich in Bezug auf den BMI und die
VEGF-Konzentration statistisch kein signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen. Zum
Zeitpunkt 0 und nach 6 Monaten zeigt sich bei Mannern ein tendenziell héherer BMI als bei
Frauen, die Werte gleichen sich bis 24 Monate nach OP jedoch deutlich an. Sowohl weibliche,
als auch mannliche Probanden nehmen im Verlauf signifikant ab. Die VEGF-A-Konzentration bei
Mannern ist im Mittel zu allen Untersuchungszeitpunkten hdéher, nimmt jedoch im Verlauf nicht
signifikant ab. Frauen hingegen zeigen eine statistisch signifikante Reduktion der VEGF-A-
Konzentration zu allen Untersuchungszeitpunkten. Apelin-12 steigt in Mannern und Frauen
diskontinuierlich an. Nach 6 Monaten zeigt sich bei Frauen eine signifikant hthere Apelin-12-
Konzentration als bei Mannern (P=0,044). Nach einem initialen Anstieg der Apelin-12-
Konzentration 6 Monate nach OP, sinken die Werte nach 12 Monaten in beiden Gruppen wieder
ab. Wahrend méannliche Probanden nach 6 und 12 Monaten eine tendenziell niedrigere Apelin-
12-Konzentration aufweisen, ist diese nach 24 Monaten gegeniber den weiblichen Probandinnen
erhoht.
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Abb.21: Vergleich des BMI (kg/mz2) der Patienten nach Geschlecht zum Zeitpunkt O sowie 6, 12 und 24 Monate nach
OP. Dargestellt als Boxplots mit Durchschnittswerten (+), Interquartilsabstand (Boxlange), Median (horizontaler Strich
durch die Box), Minimum/Maximum (Antennen) sowie den Einzelwerten als Punktwolke in kg/m2. Mit Klammern
gekennzeichnet sind die Gruppenvergleiche (Mann-Whitney-U-Test). Symbole tber den Antennen beziehen sich auf
den Vergleich mit Zeitpunkt O (Wilcoxon-Test). Jeweils unter der Box sind Mittelwert, Standardabweichung und
Patientenzahl n notiert. (ns = nicht signifikant; *P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001)
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Abb.22: Vergleich der VEGF-A-Serumkonzentration (pg/ml) der Patienten nach Geschlecht zum Zeitpunkt O sowie 6,
12 und 24 Monate nach OP. Dargestellt als Boxplots mit Durchschnittswerten (+), Interquartilsabstand (Boxlange),
Median (horizontaler Strich durch die Box), Minimum/Maximum (Antennen) sowie den Einzelwerten als Punktwolke in
pg/ml. Mit Klammern gekennzeichnet sind die Gruppenvergleiche (Mann-Whitney-U-Test). Symbole Uber den
Antennen beziehen sich auf den Vergleich mit Zeitpunkt 0 (Wilcoxon-Test). Jeweils unter der Box sind Mittelwert,
Standardabweichung und Patientenzahl n notiert. (ns = nicht signifikant; *P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001)

8000- ns 0 ns ns
1 1 1 1
6000- [ weiblich e

E= mannlich

Apelin-12-Konzentration in pg/ml

4000+ g
I
0
o
ns
2000+ ° ¥
9
[ o
I
] . = B
o % L
= <
0- 541,2 394,8 1639,3 816,0 11733 695,4 1929,1 3199,2
+440,4 +193,1 +1108,1 +747,8 +895,4 +263,0 +1074,7 +2309,7
n=18 n=12 n=14 n=11 n=11 n=10 n=7 n=5
T, | T g | T 5 | [

Zeitpunkt der Blutentnahme in Monaten nach OP

Abb.23: Vergleich der Apelin-12-Serumkonzentration (pg/ml) der Patienten nach Geschlecht zum Zeitpunkt 0 sowie 6,
12 und 24 Monate nach OP. Dargestellt als Boxplots mit Durchschnittswerten (+), Interquartilsabstand (Boxlange),
Median (horizontaler Strich durch die Box), Minimum/Maximum (Antennen) sowie den Einzelwerten als Punktwolke in
pg/ml. Mit Klammern gekennzeichnet sind die Gruppenvergleiche (Mann-Whitney-U-Test). Symbole Uber den
Antennen beziehen sich auf den Vergleich mit Zeitpunkt O (Wilcoxon-Test). Jeweils unter der Box sind Mittelwert,
Standardabweichung und Patientenzahl n notiert. (ns = nicht signifikant; *P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001)
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4.2.5.5 Vergleich der Patienten nach Operationstechnik.

Beim Vergleich der Patienten nach Operationstechnik (LSG und LGB) zeigt sich in Bezug auf den
BMI, die VEGF- und Apelin-Konzentration statistisch kein signifikanter Unterschied zwischen den
Gruppen. LSG-Patienten haben einen tendenziell hdheren Ausgangs-BMI als die LGB-Patienten
und weisen einen starkeren und signifikanteren Abfall des BMI nach 6 Monaten auf. Nach 12
Monaten befinden sich beide Patienten-Gruppen auf etwa gleichem BMI-Niveau. Nach 24
Monaten weist die LGB-Gruppe im Vergleich zu LSG-Patienten erhéhte BMI-Werte sowie einen
Wiederanstieg des BMI auf, wahrend dieser bei LSG-Patienten stagniert. Die VEGF-
Konzentration in LGB-Patienten stagniert auf etwa gleichem Niveau Uber den gesamten
Untersuchungszeitraum. In LSG-Patienten ist sie zum Zeitpunkt O und nach 6 Monaten
tendenziell héher als bei LGB-Patienten und fallt zudem kontinuierlich und signifikant ab. Die
Apelin-12-Konzentration steigt - aul3er nach 12 Monaten - in beiden OP-Gruppen an. Dabei
zeigen LSG-Patienten jedoch stets hohere Werte und einen im Gegensatz zur LGB-Gruppe zu

allen praoperativen Zeitpunkten signifikanten Apelin-12-Anstieg zum Ausgangswert.
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Abb.24: Vergleich des BMI (kg/mz2) der Patienten nach Operationsart zum Zeitpunkt O sowie 6, 12 und 24 Monate nach
OP. Dargestellt als Boxplots mit Durchschnittswerten (+), Interquartilsabstand (Boxlange), Median (horizontaler Strich
durch die Box), Minimum/Maximum (Antennen) sowie den Einzelwerten als Punktwolke in kg/mz. Mit Klammern
gekennzeichnet sind die Gruppenvergleiche (Mann-Whitney-U-Test). Symbole Uber den Antennen beziehen sich auf
den Vergleich mit Zeitpunkt 0 (Wilcoxon-Test). Jeweils unter der Box sind Mittelwert, Standardabweichung und
Patientenzahl n notiert. (ns = nicht signifikant; *P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001)
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Abb.25: Vergleich der VEGF-A-Serumkonzentration (pg/ml) der Patienten nach Operationsart zum Zeitpunkt O sowie
6, 12 und 24 Monate nach OP. Dargestellt als Boxplots mit Durchschnittswerten (+), Interquartilsabstand (Boxlange),
Median (horizontaler Strich durch die Box), Minimum/Maximum (Antennen) sowie den Einzelwerten als Punktwolke in
pag/ml. Mit Klammern gekennzeichnet sind die Gruppenvergleiche (Mann-Whitney-U-Test). Symbole Uber den
Antennen beziehen sich auf den Vergleich mit Zeitpunkt O (Wilcoxon-Test). Jeweils unter der Box sind Mittelwert,
Standardabweichung und Patientenzahl n notiert. (ns = nicht signifikant; *P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001)

8000 ns ns ns ns
1 1 1 1
0
6000+
I LSG
= LGB
4000+

0o

H ns
| 5 | :
2000- . g .
: 3
—&_é,_—

J =mEm

Apelin-12-Konzentration in pg/ml

564,8 359,3 14358 994,8 954,3 931,8 2796,3 17825
+421,5 +221,2 +1022,3 +1056,8 +767,9 +627,6 +1947,5 +1108,2
n=18 n=12 n=16 n=9 n=13 n=8 n=8 n=4
| | | | | | | |
0 6 12 24
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Abb.26: Vergleich der Apelin-12-Serumkonzentration (pg/ml) der Patienten nach Operationsart zum Zeitpunkt O sowie
6, 12 und 24 Monate nach OP. Dargestellt als Boxplots mit Durchschnittswerten (+), Interquartilsabstand (Boxlange),
Median (horizontaler Strich durch die Box), Minimum/Maximum (Antennen) sowie den Einzelwerten als Punktwolke in
pg/ml. Mit Klammern gekennzeichnet sind die Gruppenvergleiche (Mann-Whitney-U-Test). Symbole Uber den
Antennen beziehen sich auf den Vergleich mit Zeitpunkt 0 (Wilcoxon-Test). Jeweils unter der Box sind Mittelwert,
Standardabweichung und Patientenzahl n notiert. (ns = nicht signifikant; *P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001)
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4.3 Zellkultur-Ergebnisse

Nach Betrachtung der Ergebnisse der ex-vivo ELISA-Studie wurde mittels Oil Red O Farbung
untersucht, ob VEGF und Apelin-12 einen direkten Effekt auf die Adipogenese auslben.
AuRerdem wurde die Wirkung der Peptide auf den zentralen Adipogeneseregulator PPARy, das
fur die Adipozytendifferenzierung relevante CHOP sowie das CSN im Western Blot analysiert.
Die LiSa-2 Zelllinie diente als Adipogenese-Modell und wurde in jeweils unabhangigen
Experimenten mit einem VEGF-A-Inhibitor, full-length-VEGF und Apelin-12 fir einheitliche

Zeitraume inkubiert. Die Experimente wurden jeweils einmalig durchgeftuhrt.

4.3.1 Einfluss eines VEGF-A-Inhibitors auf die in-vitro-Adipogenese

4.3.1.1 Farbung der mit VEGF-A-Inhibitor inkubierten Adipozyten mit Oil Red O

In der Farbung mit Oil Red O zeigt sich nach jedem der dargestellten Inkubationszeitraume eine
verminderte Farbung der mit VEGF-A-Inhibitor inkubierten Zellen im Vergleich zur jeweiligen
Kontrolle. Die Lipidtropfchen innerhalb der Adipozyten, die mit dem VEGF-A-Inhibitor inkubiert
wurden, erscheinen in einem weniger intensiv roten Farbton und sind zudem weniger zahlreich
als in der Kontrolle ohne Peptid. Insbesondere nach 15 Tagen ist dieser Unterschied zu erkennen.
Die Adipozyten, welche ohne den VEGF-A-Inhibitor inkubiert wurden, sind relativ gré3er als jene,
die unter Einfluss des Peptids wuchsen. Dies lasst auf eine verminderte Adipogenese bei den mit
dem Inhibitor inkubierten Zellen schlieen und lasst die Vermutung zu, dass der VEGF-A-Inhibitor

einen hemmenden Einfluss auf die Adipogenese ausiibt.
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Tabelle 15: Lipidtrépfchenanzahl nach Féarbung der mit VEGF-A-Inhibitor inkubierten LiSa-2-Zellen und Kontrollen.

Lipidtropfchenanzahl nach: 1d 8d 15d
Kontrolle 47 98 195
VEGF-A-Inhibitor 29 42 162
1d 8d 15d
§ .
&
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Abb.27: Inkubation von LiSa-2-Zellen fur 1d, 8d und 15d mit VEGF-A-Inhibitor in einer Konzentration von 10 ng/ml.
Kontrollen wurden ohne VEGF-A-Inhibitor inkubiert. Die Anfarbung erfolgte mit Oil Red O. Das Experiment wurde

einmalig durchgeftihrt.
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4.3.1.2 Western Blot der mit VEGF-A-Inhibitor inkubierten Adipozyten

Mithilfe eines Western Blots sollte die Wirkung des VEGF-A-Inhibitors auf die Adipogenese
untersucht werden. Die Adipozyten wurden fir 1, 8 und 15 Tage mit dem Inhibitor inkubiert und
anschliel3end lysiert. AuRBerdem wurde eine Negativ-Kontrolle mit Adipozyten ohne den Inhibitor
fur die jeweils gleichen Zeitrdume inkubiert. Die zwei mit VEGF-A-Inhibitor versetzten Zellkulturen
wurden in zwei verschiedenen Konzentrationen, 10 ng/ml und 100 ng/ml, inkubiert. Der Western
Blot zeigt eine im Vergleich zur Kontrolle diskret verminderte Expression von PPARy, CSN7B und
CSNB8 bei einer Konzentration von 10 und 100 ng/ml nach 15 Tagen. Die Expression der CSN-
Untereinheit CSN5 ist nach 15 Tagen im Vergleich zur Negativ-Kontrolle etwas deutlicher
vermindert. Im Inkubationszeitraum von 8 Tagen lasst sich fir CSN5 und CSN7B zwischen
beimpften Proben und Kontrollen densitometrisch kein Unterschied feststellen. Die PPARYy-
Expression ist in den beimpften Zellen im Vergleich zur Kontrolle diskret reduziert, ebenso CSN8
bei einer Konzentration von 100 ng/ml. Zu allen drei Zeitpunkten fallen bei PPARy schwache
Doppelbanden auf. Nach 1 Tag erscheint in der Negativ-Kontrolle die Expression von PPARy
sowie der CSN-Untereinheiten CSN5, CSN7B und CSN8 in Relation zu den beimpften Proben
erhdht. Mit Ausnahme von CSN7B zum Zeitpunkt nach 8 Tagen ist die Expression der
untersuchten Proteine zu allen Zeitpunkten jeweils in der Negativ-Kontrolle am starksten oder auf
gleichem Niveau mit den beimpften Proben. Insbesondere nach 1 und 15 Tagen lasst sich

densitometrisch eine tendenziell hohere Expression feststellen, je h6her der Inhibitor konzentriert

ist.

1d 8d 15d
(0 ng/ml) + + +
(10 ng/ml) + + +
(100 ng/ml) + + +
Anti-PPAR, o - e — S
Anti-y-tub S — — — — — —
Anti-CSN5 e = —— — L S ———
Anti-CSN7B | N S g — — -
Anti-CSN8 —— — e . —

Abb.28: Inkubation von LiSa-2-Zellen mit VEGF-A-Inhibitor (+) in unterschiedlichen Konzentrationen fir 1d, 8d und
15d mit VEGF-A-Inhibitor. Kontrollen wurden ohne VEGF-A-Inhibitor inkubiert. Die Zellen wurden lysiert und die
Proteine im Western Blot untersucht. Der Anstieg der Proteine wurde mittels ImageJ Software densitometrisch
analysiert. Als Ladekontrolle wurde y-Tubulin verwendet. Das Experiment wurde einmalig durchgefuhrt.
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Abb. 29: Densitometrische Auswertung der mit VEGF-A-Inhibitor in unterschiedlichen Konzentrationen inkubierten
LiSa-2-Zellen im Western-Blot (0, 10 und 100 ng/ml; 1d, 8d und 15d). Darstellung als relative Dichtewerte nach
Auswertung mittels ImageJ-Software. Als Ladekontrolle wurde y-Tubulin verwendet. Das Experiment wurde einmalig
durchgefihrt.
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4.3.2 Einfluss von full-length-VEGF-A auf die in-vitro-Adipogenese

4.3.2.1 Farbung der mit full-length-VEGF-A inkubierten Adipozyten mit Oil Red O
Die mit ORO gefarbten Zellen, welche mit VEGF-A inkubiert wurden, erscheinen nach 15 Tagen
als groR3e, volumindse Adipozyten mit stark rot gefarbten Lipidtropfchen. Die Lipidtrépfchen sind
zahlreicher und volumindser als in der Kontrolle ohne Peptid. Die Adipozyten, welche ohne das
full-length-VEGF-A inkubiert wurden, sind relativ kleiner als jene, die unter Einfluss des Peptids
wuchsen. Dies lasst auf eine vermehrte Adipogenese bei den mit dem VEGF-A inkubierten Zellen
schlieBen und die Vermutung zu, dass VEGF-A einen stimulierenden Einfluss auf die

Adipogenese auslibt.

Tabelle 16: Lipidtrépfchenanzahl nach Farbung der mit full-length-VEGF-A inkubierten LiSa-2-Zellen und Kontrollen.

Lipidtrépfchenanzahl nach: 1d 8d 15d
Kontrolle 64 227 298
full-length-VEGF-A 101 302 365

Kontrolle

VEGF (40 ng/ml)

Abb.30: Inkubation von LiSa-2-Zellen fir 1d, 8d und 15d mit full-length-VEGF-A in einer Konzentration von 40 ng/ml.
Kontrollen wurden ohne full-length-VEGF-A inkubiert. Die Anfarbung erfolgte mit Oil Red O. Das Experiment wurde
einmalig durchgefuhrt.
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4.3.2.2 Western Blot der mit full-length-VEGF-A inkubierten Adipozyten

Mithilfe eines Western Blots sollte die Wirkung des full-length-VEGF-A auf die Adipogenese
untersucht werden. Die Adipozyten wurden fur 1, 8 und 15 Tage mit dem VEGF-A in einer
Konzentration von 40 ng/ml inkubiert und anschlie3end lysiert. AuBerdem wurde eine Negativ-
Kontrolle mit Adipozyten ohne das VEGF-A-Peptid fiir die jeweils gleichen Zeitraume inkubiert.
Der Western Blot zeigt ein erhdohtes PPARy nach 15 Tagen im Vergleich zur Kontrolle.
Densitometrisch sind auf’erdem die CSN-Untereinheiten CSN3, CSN8 und CHOP diskret
gegenlber der Negativ-Kontrolle erhoht, optisch ist der Unterschied jedoch kaum abgrenzbar.
CSN5 zeigt nach 15 Tagen keine Expressionsdifferenz. PPARy, CSN8 und CHOP sind
gegeniber der Kontrolle nach 8 Tagen verstarkt exprimiert, CSN5 und CSN3 zeigen jedoch
nahezu gleiche Proteinlevel. Zum Tag 1 imponieren PPARy, CSN3 und CSN5 deutlich erhoht.

CHOP und CSN8 sind zur Kontrolle diskret vermindert exprimiert.

1d 8d 15d

(40 ng/ml) - + - + - +

—_—————— -

Anti-CSN8

Abb.31: Inkubation von LiSa-2-Zellen mit full-length-VEGF-A (+) in einer Konzentration von 40 ng/ml fur 1d, 8d und
15d. Kontrollen (-) wurden ohne full-length-VEGF-A inkubiert. Die Zellen wurden lysiert und die Proteine im Western
Blot untersucht. Der Anstieg der Proteine wurde mittels ImageJ Software densitometrisch analysiert. Als Ladekontrolle
wurde y-Tubulin verwendet. Das Experiment wurde einmalig durchgefihrt.
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Abb.32: Densitometrische Auswertung der mit full-length-VEGF-A inkubierten LiSa-2-Zellen im Western-Blot (40
ng/ml; 1d, 8d und 15d). Darstellung als relative Dichtewerte nach Auswertung mittels ImageJ-Software. Als
Ladekontrolle wurde y-Tubulin verwendet. Das Experiment wurde einmalig durchgefuhrt.
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4.3.3 Einfluss von Apelin-12 auf die in-vitro-Adipogenese

4.3.3.1 Farbung der mit Apelin-12 inkubierten Adipozyten mit Oil Red O

Die mit Oil Red O gefarbten Zellen, welche mit Apelin-12 inkubiert wurden, zeigen ein ahnliches
Wachstum der Adipozyten im Vergleich zur Kontrolle nach 15 Tagen. Die mit Apelin-12
inkubierten Zellen weisen jedoch tendenziell weniger angefarbte Lipidtrépfchen auf, die auch
weniger zahlreich sind als in der Kontrolle. Nach 8 Tagen ist dieser Unterschied ebenfalls zu
erkennen. Die tendenziell verminderte Adipogenese der mit Apelin-12 inkubierten Zellen lasst die

Vermutung zu, dass Apelin-12 einen hemmenden Einfluss auf die Adipogenese ausubt.

Tabelle 17: Lipidtrépfchenanzahl nach Farbung der mit Apelin-12 inkubierten LiSa-2-Zellen und Kontrollen.

Lipidtrépfchenanzahl nach: 1d 8d 15d

Kontrolle 73 203 572

Apelin-12 71 126 301
1d 8d 15d

Kontrolle

Apelin-12 (0,1pg/ml)

Abb.33: Inkubation von LiSa-2-Zellen fiir 1d, 8d und 15d mit Apelin-12 in einer Konzentration von 0,1 pg/ml. Kontrollen
wurden ohne Apelin-12 inkubiert. Die Anfarbung erfolgte mit Oil Red O. Das Experiment wurde einmalig durchgefihrt.
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4.3.3.2 Western Blot der mit Apelin-12 inkubierten Adipozyten

Mithilfe eines Western Blots sollte die Wirkung des Apelin-12 auf die Adipogenese untersucht
werden. Die Adipozyten wurden fir 1, 8 und 15 Tage mit dem Apelin-12 in einer Konzentration
von 0,1 ug/ml inkubiert und anschlie3end lysiert. AuBerdem wurde eine Negativ-Kontrolle mit
Adipozyten ohne das Apelin-12-Peptid fiir die jeweils gleichen Zeitrdume inkubiert. Der Western
Blot zur in-vitro-Adipogenese mit Apelin-12 zeigt verminderte Proteinlevel fir PPARy und CSN7B
nach 15 Tagen im Vergleich zur Kontrolle. CHOP, die CSN-Untereinheit CSN5 sowie Cull und
Cul3 sind gegeniber der Kontrolle tendenziell erhéht. CSN8 zeigt keinen Unterschied der
Expression. Nach 8 Tagen ist CHOP in beiden Proben ahnlich stark exprimiert. PPARy hingegen
erscheint in den mit Apelin-12 beimpften Zellen erhéht. CSN5, CSN8, CSN7B sowie Cull und
Cul3 erscheinen gegentuber der Kontrolle diskret vermindert exprimiert. Nach 1 Tag imponiert
PPARy vermindert exprimiert, die Ubrigen Proteinlevel erscheinen gegeniber der Kontrolle
jedoch gering erhéht. Am deutlichsten ist dieser Unterschied bei Cull und Cul3 zu erkennen.
Darlber hinaus fallen bei Cull und Cul3 doppelte Banden auf: die obere Bande ist neddyliertes
Cullin, die untere ist deneddyliertes Cullin.

1d 8d 15d
(0,1 pg/ml) - + - + - +
Anti-CHOP W et e e a
Anti-PPAR, - - -
Anti-y-tub . —— — e

amicsns - G G G S

——
3 O c— e . - . 4

Anti-CSN7Tb ™ See G S e wom

e—— e —
Anti-Cul1 -—— - - ‘ ——
- -
e - —

Abb.34: Inkubation von LiSa-2-Zellen mit Apelin-12 (+) in einer Konzentration von 0,1 pg/ml fur 1d, 8d und 15d.
Kontrollen (-) wurden ohne Apelin-12 inkubiert. Die Zellen wurden lysiert und die Proteine im Western Blot untersucht.
Der Anstieg der Proteine wurde mittels ImageJ Software densitometrisch analysiert. Als Ladekontrolle wurde y-Tubulin
verwendet. Das Experiment wurde einmalig durchgefihrt.
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Abb.35: Densitometrische Auswertung der mit Apelin-12 inkubierten LiSa-2-Zellen im Western-Blot (0,1 pg/ml; 1d, 8d
und 15d). Darstellung als relative Dichtewerte nach Auswertung mittels ImageJ-Software. Als Ladekontrolle wurde y-
Tubulin verwendet. Das Experiment wurde einmalig durchgefuhrt.
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5 DISKUSSION

5.1 BMI-Verlauf nach bariatrischer Operation

5.1.1 Bariatrische Operationen fiihren zu einer signifikanten Abnahme des BMI

In der vorliegenden Arbeit wurde die Veranderung des BMI nach bariatrischer Operation
untersucht. Es bestand die Annahme, dass der BMI nach dem chirurgischen Eingriff signifikant
abnehmen wurde. Diese Vermutung hat sich bestatigt. Nach 12 Monaten ist der BMI der
Patienten rapide von 51,3 +9,1 kg/m2 praoperativ auf 37,4 +7,7 kg/m2 gesunken. Am Ende eines
Untersuchungszeitraums von 24 Monaten steht ein signifikanter Rickgang des BMI um

insgesamt 27%.

Eine prospektive randomisierte Studie von Paluszkiewicz et al. konnte &hnliche Reduktionen des
BMI anhand einer morbid adipdsen Studienpopulation aus 36 LGB und 36 LSG Patienten
nachweisen. Charakteristika der Patientengruppe wie Durchschnittsalter, Geschlechterverteilung
und Ausgangs-BMI gleichen denen der vorliegenden Arbeit. Der Follow-Up-Zeitraum bei
Paluszkiewicz et al. betragt postoperativ jedoch nur 12 Monate (Paluszkiewicz et al., 2012). Die
Studienpopulation hingegen ist circa doppelt so gro3. Eine beobachtete Gewichtsverminderung
von durchschnittlich 14,05 kg/m2 nach 12 Monaten bestétigt die in dieser Studie beobachteten
13,9 kg/m2 BMI-Abnahme im gleichen Zeitraum. Dies ist ein Hinweis darauf, dass die Ergebnisse
in einer grélReren Ausgangspopulation reproduzierbar sind (Paluszkiewicz et al., 2012). Eine
weitere prospektive, randomisierte Studie mit einer Population von 23 Patienten, bei denen
allerdings zu Studienbeginn ein Diabetes mellitus ausgeschlossen wurde, kam zu &hnlichen
Ergebnissen (Peterli et al., 2012). Eine umfassende systematische Zusammenfassung von 136
Studien hat 22094 bariatrisch operierte Patienten mit einem durchschnittlichen Ausgangs-BMI
von 46,9 kg/m2 und unterschiedlichen zeitlichen Endpunkten untersucht (H. Buchwald et al.,
2004). Bei 8232 Patienten dieser Population wurde der Gewichtsverlust als BMI in kg/mz

angegeben. Er betrug im Durchschnitt 14,2 kg/m2 (H. Buchwald et al., 2004).

An den Ergebnissen der BMI-Veranderung fallt auf, dass die Streubreite der Werte nach 6
Monaten postoperativ erst stark von £9,1 auf +7,6 abfallt, anschlielRend jedoch leicht steigt bis
auf einen Wert von 7,9 nach 24 Monaten. Andere Studien zeigen im Vergleich dazu
unterschiedliche Ergebnisse. Die Ergebnisse von Peterli et al. zeigen nach einem anfanglichen
Abfall der SD nach 3 Monaten einen erneuten Anstieg bis zu einem Jahr nach OP (Peterli et al.,
2012). Grund konnte hier die kleiner gewéhlte Patientenpopulation von 23 Patienten sein, die zu
einer grofl3eren Streuung der Werte fuhren kann. Die Patienten wurden mit einer Follow-Up-Rate
von 100% nachverfolgt. Patientenindividuelle Besonderheiten in der Nachbehandlung und vom

Patienten beeinflussbare Faktoren wie die Einhaltung eines Ernahrungsplanes oder physische
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Aktivitat kbnnten zu einem langsamen Anstieg der Streubreite der Patienten-BMls im Verlauf des
Follow-Ups geftihrt haben (Christou, Look, & Maclean, 2006; Kim, Madan, & Fenton-Lee, 2014;
Toussi, Fujioka, & Coleman, 2009).

Die Studie von Paluszkiewicz et al. mit einer untersuchten Gruppe von 72 Patienten und einer
Follow-Up-Rate von 100% zeigt in Bezug auf die Streuung der Werte einen &hnlichen Trend
(Paluszkiewicz et al., 2012). Im Gegensatz dazu ergeben sich in einer anderen randomisierten
Studie mit 41 ausschliel3lich diabetischen Typ-2 Patienten und einem Follow-Up von circa 90%
abweichende Ergebnisse (Keidar et al., 2013). Hier nimmt die Streuung nach dem Ausgangswert
konstant ab und zeigt keinen Wiederanstieg wie in den beiden anderen Studien. Lasst man die
oben genannten mdglichen Einflussfaktoren auf das postoperative Ergebnis aufRer Acht, kdnnte
angenommen werden, dass das Vorliegen eines Diabetes mellitus Typ 2 einen Einfluss auf die
Effektivitdt der bariatrischen OP hat. Grundsétzlich kénnte auch die gréfiere Homogenitat der
Patientenpopulation durch die Vorauswahl anhand der Insulinresistenz bzw. Diabetes mellitus
Typ 2, eine Ursache dafur sein, dass die BMI-Werte am Endpunkt der Studie von Keidar et al.
weniger voneinander abweichen als in dieser Arbeit. Eine Frage, die sich hieraus ergibt ist, ob
Patienten mit Diabetes mellitus Typ 2 nicht nur metabolisch, sondern auch in Bezug auf die

Gewichtsreduktion mehr profitieren als Patienten ohne diese Erkrankung.

Anhand der vorgestellten Literatur konnte gezeigt werden, dass auch in ahnlichen Studien mit
geringerer und hoherer Patientenzahl &hnliche Veranderungen der BMI-Werte und deren
Streuungsbreite im Verlauf auftreten. In Bezug auf die vorliegende Arbeit kdnnten ebenfalls eine
relativ kleine Patientenzahl (n=30), eine bezliglich Vorerkrankungen relativinhomogene Kohorte
sowie ein Verlust von Patienten im Follow-Up - neun Patienten nach 12 Monaten und 18 Patienten
nach 24 Monaten - ursdchlich fur die Wiederzunahme des SD nach 6 Monaten sein. Dennoch
sind die Unterschiede im BMI zwischen den einzelnen Messzeitpunkten und dem Ausgangswert
jeweils stets signifikant. Die Abnahme des BMI zeigt in Anbetracht der Ergebnisse anderer
Studien einen durchschnittlichen Verlauf (H. Buchwald et al., 2004). Es bleibt anzumerken, dass
einer systematischen Zusammenfassung von Studien zufolge der praoperative BMI negativ mit
dem postoperativen Gewichtsverlust korreliert (Livhits et al., 2012). Es kann daher davon
ausgegangen werden, dass in einer Population mit vielen morbid adipésen, super adipésen und
normal adipésen Patienten der relativ hdhere Abnehmerfolg der weniger adipdsen in dem der
schwer adipdsen untergeht. AuRerdem tragt auch dieser Faktor zur Streuung der Werte bei. Um
den Abnehmerfolg einer bestimmten Gruppe von Patienten, wie z. B. den morbid Adipdsen
genauer analysieren zu kdnnen, hatte in der vorliegenden Studie eine homogenere Gruppe von
Patienten anhand eines enger eingegrenzten BMI-Bereichs sowie des Ein- oder Ausschlusses

von Patienten mit bestimmten Komorbiditaten gewéhlt werden missen.
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Weiterhin bemerkenswert ist der in Relation schnellste Abfall des BMI innerhalb der ersten 6
Monate nach OP. Diese Entwicklung findet sich ebenfalls in anderen Studien wieder und ist im
Ausmald dabei mit den hier erhobenen Daten vergleichbar (Karamanakos et al., 2008; P. R.
Schauer, Ikramuddin, Gourash, Ramanathan, & Luketich, 2000). In einer Studie mit 62 Patienten
nach LSG und einem Ausgangs-BMI von durchschnittlich 41,4 kg/m2 wurde eine im Vergleich

dazu geringere BMI-Differenz von 9,4 kg/mz ermittelt (Roa et al., 2006).

Insgesamt kam es nach 24 Monaten zu einem Absinken des BMIs um 13,8 kg/mz, was eine
Abnahme um insgesamt 27% darstellt. Eine Meta-Analyse wies fir LGB einen gemittelten BMI-
Ruckgang von 33% nach (Henry Buchwald et al., 2009). Schauer et al. zeigt fur eine morbid
adipdse und ausschlie3lich mit LGB behandelte Patientengruppe mit einem Ausgangs-BMI von
48,02 kg/mz2 einen Abfall um 43% nach zwei Jahren (P. R. Schauer et al., 2000). Eine weitere
Arbeit weist anhand von 243 LGB-Patienten einen Rickgang des BMI um 41% in einem
postoperativen Zeitraum von zwei Jahren nach (MacLean, Rhode, & Nohr, 2000). Im Unterschied
zu diesen Studien konnten in der vorliegenden Arbeit, unter anderem durch das prospektive
Studiendesign bedingt, nicht alle Patienten bis zum letzten Messzeitpunkt von 24 Monaten
nachverfolgt werden. Am Ende des Untersuchungszeitraums sind von den urspringlich 30
Patienten nur noch 12 lbrig. Dies kdnnte eine Ursache fir den im Verhéltnis zu anderen Studien
geringeren BMI-Riickgang nach 24 Monaten sein. Es ist bekannt, dass bariatrische Patienten
nach OP eine geringere Compliance bei der Einhaltung der Kontrolltermine sowie den &rztlichen
Vorgaben zur Gewichtsreduktion und kdrperlichen Betétigung zeigen als vor dem Eingriff (Poole
et al., 2005). Zahlreiche Studien deuten darauf hin, dass eine hohe Compliance in der Einhaltung
von Follow-Up-Terminen nach OP bei diesen Patienten zu statistisch erfolgreicherem
Gewichtsverlust fuhrt (Compher, Hanlon, Kang, Elkin, & Williams, 2012; Gould, Beverstein,
Reinhardt, & Garren, 2007; Kim et al., 2014). Dieser Feststellung nach mussten die erwahnten
12 Ubrigen Patienten einen eher tberdurchschnittlichen Gewichtsverlust zeigen. Andererseits
besteht 24 Monate nach bariatrischer Operation ein allgemeiner Trend zur Wiederaufnahme von
Gewicht (Christou et al., 2006; Livhits et al., 2011; Magro et al., 2008). Diese Tendenz erklart am
ehesten den verhaltnismalig geringen BMI-Riickgang nach 24 Monaten sowie das Stagnieren

bzw. die leichte Zunahme des BMI zwischen 12 und 24 Monaten in der vorliegenden Arbeit.

Die Ergebnisse dieser Studie werden durch eine Meta-Analyse randomisierter Studien aus dem
Jahr 2017 bestétigt (Osland, Yunus, Khan, Memon, & Memon, 2017). Die Arbeit vergleicht LGB
mit LSG und beobachtet einen Rickgang des BMI um 12,7 kg/mz (LSG) und 13,0 kg/m2 (LGB)
nach 12 Monaten. In Studien mit drei Jahren Follow-Up wird eine BMI-Reduktion von 11,2 kg/m2
(LSG) und 12,3 kg/m2 (LGB) ermittelt. Auffallig ist, dass die in der vorliegenden Studie

beobachtete Tendenz zur Stabilisierung des BMI nach 24 Monaten mit leichtem Aufwartstrend in
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der erwdhnten Meta-Analyse ebenfalls auftritt. Zwischen ein und drei Jahren nach OP wird fir
LSG eine Gewichtszunahme von 0,5 bis 1,5 kg/mz und von 0,5 bis 1,3 kg/mz fir LGB festgestellt.
Dieser Trend setzt sich in einer der untersuchten Studien sogar bis zu finf Jahre nach OP fort
(Osland et al., 2017). Grund fur den Wiederanstieg des BMI nach 12 Monaten kénnten
anatomische Veranderungen in der postoperativen Phase sein, wie eine Erweiterung des Pouchs
bzw. des Durchmessers der Gastrojejunostomie oder eine gastrogastrale Fistelbildung, welche
die Restriktion vermindern (W. J. Lee & Almulaifi, 2015; Noah J Switzer, 2014). Zudem wurde in
einer Arbeit festgestellt, dass in der Erndhrungs-Nachbetreuung nach zwei Jahren postoperativen
Follow-Ups nur noch wenige Patienten regelméaRig erscheinen, sodass nach fiinf Jahren nur noch
3% der Ausgangskohorte nachverfolgt werden kdnnen (Freire, Borges, Alvarez-Leite, & Correia,
2012). Desweiteren werden hormonelle Anpassungsprozesse wie ein Wiederanstieg des
appetitanregenden Hormons Ghrelin als Ursache flr einen Wiederanstieg des Gewichts nach OP
diskutiert (Noah J Switzer, 2014). Die Meta-Analyse von Osland et al. beobachtet in den Studien
mit einem Follow-Up von drei bis funf Jahren ebenfalls einem Verlust von Patienten, der von 32
bis 95% reicht (Osland et al., 2017). Da ein nachhaltiges Follow-Up mit besseren Ergebnissen in
der Gewichtsreduktion assoziiert zu sein scheint, ist eine durchgangige Nachverfolgung von
Patienten dringend notwendig fir die Qualitat neuer Studien (Spaniolas, Kasten, Celio, Burruss,
& Pories, 2016).

5.1.2 Einfluss von Komorbiditaten, Geschlecht und Operationsart auf den BMI.

Die Ergebnisse des Gruppenvergleichs sind in Bezug auf die arterielle Hypertension unter dem
Vorbehalt zu betrachten, dass die Patientenzahlen in dieser Kategorie deutlich ungleichmafiig
verteilt sind. Wird dies auf3er Acht gelassen, kann ein tendenzieller Wiederanstieg des BMI unter
den normotonen Individuen nach 12 und 24 Monaten beobachtet werden. Auf3erdem fallt der BMI
in der normotonen Gruppe zu keinem der postoperativen Zeitpunkte signifikant unter den
Ausgangswert. Demgegentber sinkt der BMI bei hypertonen Patienten kontinuierlich und
signifikant ab. Die ungleichmallige Verteilung der Patienten ist der Tatsache geschuldet, dass
Uber die Indikation zur bariatrischen Operation hinaus keine interindividuellen Faktoren wie
Geschlecht, Operationstechnik oder Komorbiditdten Einfluss auf die Patientenauswahl hatten.
Der Uberhang an Patienten mit arterieller Hypertension ist am ehesten damit zu erklaren, dass
viszerale Adipositas als ein Hauptrisikofaktor flir Bluthochdruck eng mit diesem assoziiert ist und
daher die Mehrheit der untersuchten Patienten diese Komorbiditat aufweist. (J. E. Hall, 2003).
Mdogliche Ursache fur den relativen Misserfolg der bariatrischen Operation in den normotonen
Individuen kénnte sein, dass diese zur Gruppe der metabolisch gesunden Adipdsen gehoren.
Diese Patienten akkumulieren zwar Korperfett im Uberschuss, weisen dabei jedoch keine oder
weniger metabolische Folgeerscheinungen der Adipositas auf, was sich z.B. in einer

verhaltnismaiig hohen Insulinsensitivitat, fehlendem Bluthochdruck und einem normalen
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Blutlipidprofil AuRern kann (Karelis et al., 2005). Es ist beschrieben, dass diese Individuen, welche
bis zu 30% der Adipositaspatienten ausmachen, durch gewichtsreduzierende Mal3nhahmen
metabolisch nicht profitieren. (Brochu et al., 2001; Karelis et al., 2005; Wildman et al., 2008).
Metabolische Unterschiede kdnnten auch Ursache fiir die geringere Gewichtsabnahme und des
Wiederanstiegs des BMI in der normotonen Gruppe sein (Karelis et al., 2005). Beim Vergleich
von Diabetikern und Nicht-Diabetikern zeigt sich statistisch und grafisch kein eindrtcklicher
Unterschied zwischen den Gruppen. Beide erreichen eine kontinuierliche Gewichtsabnahme auf
etwa gleichem Niveau. Jedoch zeigt die Literatur sowohl fir herkommlichen Methoden der
Gewichtsreduktion als auch bariatrische Eingriffe, dass Diabetiker gegenuber Nicht-Diabetikern
eine verminderte Gewichtsreduktion aufweisen (Carbonell et al., 2008; Wing, Marcus, Epstein, &
Salata, 1987). Die vorliegende Arbeit weist anhand einer kleinen Studienpopulation nach, dass
Diabetiker und Nicht-Diabetiker gleichsam von der Operation profitieren. Der Vergleich von
Patienten mit und ohne Schlafapnoe ergibt, dass etwas weniger als die Halfte der Patienten zum
Zeitpunkt O von der Erkrankung betroffen sind. Die Prévalenz der Schlafapnoe scheint unter
Adipositaspatienten sehr variabel und reicht je nach Studie von 15 bis 90 Prozent (Frey & Pilcher,
2003; Marshall et al., 2011; O'Keeffe & Patterson, 2004). Es fallt auf, dass die Schlafapnoe-
Patienten sowohl zum Zeitpunkt 0, als auch zu den postoperativen Untersuchungszeitpunkten
jeweils hthere BMI-Werte aufweisen, als die Vergleichsgruppe. Dabei ist der Unterschied nur
zum Zeitpunkt O signifikant. Beide Gruppen nehmen tiber den gesamten Untersuchungszeitraum
signifikant ab. Die erhdhten BMI-Werte der Schlafapnoe-Gruppe lassen sich anhand mehrerer
Studien erklaren welche die Adipositas als wichtigsten Risikofaktor fir das Auftreten der
Schlafapnoe formulieren (Jehan et al.,, 2017; Malhotra & White, 2002). Demzufolge flhrt
verminderte Schlafqualitat aufgrund von Schlafapnoe bei Adipositas zur Imbalance zirkadianer
Rhythmen und hormoneller Regelkreise wie z.B. des Leptin oder Ghrelin. Dies kann Adipositas-
forderliches Verhalten beglinstigen, das Ubergewicht sowie die metabolischen Komorbiditaten
auf endokrinem Wege verstarken und so moglicherweise den stets héheren BMI in der
Schlafapnoe-Gruppe erklaren (Jehan et al.,, 2018; Jehan et al.,, 2017). Im Vergleich der
Geschlechter fallt ein tendenziell htherer BMI der Manner zu 0 und 6 Monaten auf. Global
gesehen gibt es mehr adipdse Frauen als Manner, besonders in den Industrienationen und so
auch in der vorliegenden Arbeit, stellt sich die Geschlechterverteilung der Adipositas jedoch
umgekehrt dar (Kanter & Caballero, 2012). Stroh et al. untersuchten eine groR3e
Patientenpopulation aus der German-Bariatric-Surgery-Registry und kamen ebenfalls zu dem
Ergebnis, dass Manner im Durchschnitt einen héheren Ausgangs-BMI aufweisen und nach OP
geringfligig weniger an Gewicht verlieren als Frauen. Manner zeigen dariiber hinaus eine
geringere postoperative Remission der Komorbiditaten als Frauen (Stroh et al., 2014). In der
vorliegenden Arbeit scheinen Manner und Frauen beziglich des Gewichtsverlustes in &hnlicher

Weise zu profitieren. Im Vergleich der Operationstechniken fallt auf, dass LSG-Patienten einen
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hoheren Ausgangs-BMI als die LGB-Patienten aufweisen. Bis 12 Monate nach OP gleichen sich
die Werte allmahlich an. Nach 24 Monaten jedoch wiegen LGB-Patienten wieder fast so viel wie
vor der OP und deutlich mehr als Patienten nach LSG. Grundsétzlich zeigen grof3e randomisierte
Studien, dass beide OP-Verfahren einen &hnlichen Abnehmerfolg aufweisen (Arterburn & Gupta,
2018; Peterli et al., 2017). Mehrere Arbeiten berichten fur LGB jedoch auch uber eine
Wiederzunahme des BMI nach 2 Jahren (Cooper, Simmons, Webb, Burns, & Kushner, 2015;
Magro et al., 2008). Am ehesten ist der Gewichtsverlauf in der vorliegenden Studie mit der
geringeren Patientenzahl zu erklaren. Darliber hinaus kdnnte jedoch auch eine Rolle spielen, das
im Rahmen der LGB-Operation im Gegensatz zu LSG keine Ghrelin-produzierenden Zellen
reseziert werden, was langfristig eine Minderung des Appetitgefuhls und damit einen
nachhaltigen Gewichtverlust férdern wirde (Karamanakos et al., 2008). Die vorliegende Arbeit

ergibt eine tendenziell nachhaltigere BMI-Reduktion fiir Patienten nach LSG-Operation.
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5.2 VEGF-A-Serumkonzentration nach bariatrischer Operation

5.2.1 Nach bariatrischer Operation nimmt die VEGF-A-Serumkonzentration ab.

Ein Absinken des VEGF nach bariatrischer Operation sowie ein Abfall des BMI waren
Ausgangspunkt der Erwartungen dieser Studie. Der nach der Operation angestofRene Abbau des
vaskularisierten Fettgewebes lasst die Vermutung zu, dass es zu Anderungen in der
Konzentration gefaf3relevanter Peptide kommt. Dabei wurde insbesondere auf das VEGF
fokussiert, welches eine bedeutsame Rolle in der Bildung von BlutgefaRen einnimmt (Ferrara &
Bunting, 1996). Der erwartete Effekt der OP auf die Serumspiegel des Peptids konnte als
signifikant nachgewiesen werden. Es wurde ein positiver Zusammenhang zwischen Patienten-
BMI und Serum-VEGF-A-Konzentration festgestellt.

Es ist bekannt, dass morbid adipdse Patienten erhthte Serum-Spiegel des VEGF-A im Vergleich
zu gesunden Kontrollen aufweisen (Garcia de la Torre et al., 2008). VEGF-A wird in Fettgewebe
stark exprimiert. Wahrend der Adipogenese nimmt diese Expression weiter zu (Q. X. Zhang et
al., 1997). So sind die erhdéhten praoperativen VEGF-A-Konzentrationen der morbid adipdsen
Patienten vor der Operation erklarbar. In 45 morbid adipésen Frauen wurde bei a&hnlichem
Ausgangs-BMI nach bariatrischem Eingriff im Vergleich dazu hohere praoperative VEGF-A-
Werte im Serum ermittelt (Garcia de la Torre et al., 2008). Eine Studie mit 15 untersuchten
Patienten, bei einem Ausgangs-BMI von 42,3 kg/m: ergab eine Baseline VEGF-A-Konzentration
im Plasma von 129,6 pg/ml (Farey et al., 2017). Der signifikante Abfall der Werte in Serum und
Plasma nach Operation findet sich ebenfalls in der Literatur wieder (Farey et al., 2017; Garcia de
la Torre et al., 2008). Es ist bekannt, dass abdominal-chirurgische Eingriffe wie LGB mehrere
Tage nach der Operation die Plasma-Spiegel von VEGF erhdéhen kénnen, wobei offene

gegenuber laparoskopischen Verfahren einen groReren Effekt haben (Belizon et al., 2006).

Die unterschiedlichen Ergebnisse verschiedener Studien zur postoperativen Konzentration von
VEGF im Blut kbnnen verschiedene Grunde haben. Es wird diskutiert, ob Plasma oder Serum
zur Messung von VEGF genutzt werden sollte. Banks et al. statuiert, dass ausschlief3lich
innerhalb von 1 h nach Abnahme hergestelltes Citrat-Plasma zur Messung von VEGF im Blut
geeignet sei (Banks et al., 1998). Bei der Messung von VEGF in herkbmmlich gewonnenem
Plasma und Serum wurde festgestellt, dass im Serum die Konzentrationen insgesamt hoher und
auch gestreuter waren als in Plasma. Als Ursache dafiir nennt Banks et al. die lokale Freisetzung
von VEGF aus den Thrombozyten wahrend der Blutgerinnung. Da die Blutproben zur Gewinnung
von Serum zuerst zur Koagulation gebracht und anschlieRend zentrifugiert werden, kdnnte der
beschriebene Mechanismus die im Verhaltnis zu Plasma erhéhten Serum-VEGF-Werte erklaren.
Im Gegensatz hierzu argumentiert George et al., dass VEGF-Konzentrationen in Plasma und

Serum miteinander positiv korrelieren. Plasma sei jedoch aufgrund zu nah an der
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Nachweisgrenze liegenden Konzentrationen des Faktors weniger fur die ELISA-Methode
geeignet als Serum. Es wird deshalb eine Normalisierung des Serum-VEGFs mithilfe der
Thrombozytenzahl empfohlen (George, Eccles, Tutton, Abulafi, & Swift, 2000). Unabhangig
davon, ob Serum oder Plasma genutzt wurde, zeigen Studien, welche die VEGF-Konzentrationen
im Blut nach bariatrischer Operation untersucht haben, ahnliche Trends (Farey et al., 2017;
Garcia de la Torre et al.,, 2008). Es sollte also bedacht werden, dass studienspezifische
Unterschiede der Ausgangswerte des VEGF durch patientenindividuelle Blutzusammensetzung

aber auch methodische Differenzen wie z.B. bei der Serumgewinnung bedingt sein kdnnen.

Das VEGF im Serum fallt von einem praoperativen Ausgangswert von 189,5 +17,2 pg/ml nach 6
Monaten auf 140,9 £19,6 pg/ml. Nach 12 Monaten fallt der Wert signifikant um 35% im Vergleich
zum Ausgangswert auf 119,9 £14,9 pg/ml. Die oben erwahnte Studie von Garcia de la Torre et
al untersuchte u. a. 17 morbid adipése Frauen 9 bis 12 Monate nach LGB. Diese wurden jedoch
alle in einem offenen Verfahren operiert (Garcia de la Torre et al., 2008). Eine offene
Operationstechnik ist assoziiert mit erhdhten Plasma-VEGF-Werten wenige Tage nach OP
(Belizon et al., 2006). Allerdings liegen in der Literatur bisher keine Daten zur Entwicklung der
VEGF-A-Konzentration nach Wochen, Monaten und Jahren vor. Hierin liegt u.a. der
Erkenntnisgewinn der vorliegenden Studie. Es zeigt sich eine kontinuierliche Abnahme der
Serumkonzentration des VEGF bis 24 Monate nach OP. Verglichen mit der Studie von Garcia de
la Torre et al., bei der es nach 9 bis 12 Monaten zu einem Abfall des Serum-VEGF um nur 8,7%
kommit, ist in der vorliegenden Studie ein deutlich starkerer Abfall um 35% nach 12 Monaten zu
verzeichnen. In Anbetracht der Erkenntnisse von Belizon et al., kann vermutet werden, dass die
offene operative Vorgehensweise von Garcia de la Torre et al. ein Grund fir die langsamere
Abnahme der Werte in jener Studie ist. Neben dem grofR3eren intraoperativ gesetzten Trauma bei
offenen Verfahren werden die Inzisionslange, Gewebeischdmie, Luftexposition, peritoneale
Austrocknung, CO2-Zufuhr und der Operateur-spezifische Umgang mit den Geweben als
Ursache fir erhdhtes VEGF diskutiert (Belizon et al., 2006). Der VEGF-Anstieg wird in der Studie
allerdings nur bis maximal drei Tage nach OP untersucht. Es bleibt offen, ob sich dieser Effekt
bis in die ersten postoperativen Monate fortsetzt und damit tatsachlich die langsamere Abnahme

des VEGF bis zu 12 Monaten bei de la Torre et al. erklaren kann.

Die Streuung der Werte in der vorliegenden Studie steigt von préaoperativ SD+17,2 auf SD+19,6
nach 6 Monaten. Die Standardabweichung sinkt nach 12 Monaten auf SD+14,9 und nimmt bis
zum letzten Messzeitpunkt nach 24 Monaten wieder bis zu einem Wert von SD+19,1 zu. Der
leichte Anstieg der Streuung 6 Monate nach OP findet sich auch in einer anderen Studie wieder,
welche LSG-Patienten 12 Wochen postoperativ untersucht hat (Farey et al., 2017). Eine weitere

Studie weist eine Abnahme des Interquartilsabstands nach 9-12 Monaten nach (Garcia de la
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Torre et al., 2008). Die VEGF-Konzentrationen im Serum der bariatrisch operierten
Adipositaspatienten in der vorliegenden Arbeit fallen bis 24 Monate nach OP im Vergleich zum
préaoperativ erhobenen Wert um 41% ab. Obwohl der GrofR3teil der VEGF-Senkung schon in den
ersten 6 Monaten erfolgt, besteht selbst 12 bis 24 Monate postoperativimmer noch eine Tendenz
kontinuierlicher Abnahme. Dies deutet auf einen Langzeiteffekt der Operation hin, der hiermit in
Bezug auf VEGF erstmalig flr einen Zeitraum von zwei Jahren nachgewiesen wird. VEGF ist als
Stimulator der Angiogenese nicht nur fur die Ausbildung von BlutgefaZen im Fettgewebe sondern
bspw. auch von Metastasen bei Krebserkrankungen relevant (Ferrara & Bunting, 1996). Die
bariatrische Chirurgie kdnnte somit das Risiko des Neuauftretens und der Progression von
Krebserkrankungen reduzieren (Gong, Agalliu, Lin, Stanford, & Kristal, 2007; Porter, Inglis, Wood,
& Veugelers, 2006).

Verschiedene Metaanalysen und epidemiologische Studien zeigen eine positive Korrelation der
Adipositas mit der Inzidenz verschiedener Krebsarten (Dobbins, Decorby, & Choi, 2013; Renehan
et al., 2010). AuBBerdem wird ein erhdhter BMI mit schlechterem Outcome und erhéhten
Remissions- und Mortalitatsraten bei Tumorerkrankungen in Verbindung gebracht (Riondino et
al.,, 2014). Kohortenstudien und randomisierte kontrollierte Studien mit bariatrischen
Interventionen bei Adipositaspatienten zeigen eine relativ schnelle Reduktion der Krebsinzidenz
nach beabsichtigter Gewichtsabnahme (Ungefroren, Gieseler, & Lehnert, 2015). Ein Review-
Artikel kommt zu dem Schluss, dass sowohl die Inzidenz von Krebserkrankungen als auch die
Konzentration krebsrelevanter Mediatoren im Blut der bariatrisch operierten Patienten
postoperativ reduziert werden (Byers & Sedjo, 2011). Eine klinische Studie untersuchte den
pradiktiven Wert des BMIs fir das Ansprechen von Patienten mit metastasiertem kolorektalem
Karzinom auf eine Behandlung mit Bevacizumab (Guiu et al., 2010). Bevacizumab ist ein
monoklonaler Antikdrper, welcher an VEGF bindet und somit die Bindung an den VEGF-
Oberflachenrezeptor verhindert. Damit kann die Bildung neuer Blutgefal3e z. B. in Tumorgewebe
inhibiert und dessen Blutversorgung eingeschrankt werden (Shih & Lindley, 2006). Es konnte
gezeigt werden, dass eine Erhéhung des BMI mit Zunahme des subkutanen und viszeralen
Fettgewebes signifikant mit einem Nicht-Ansprechen auf die Anti-VEGF Bevacizumab-Therapie
assoziiert ist. Time-to-Progression und Gesamtiiberleben waren bei Patienten mit erhéhtem BMI
kirzer als bei Normalgewichtigen (Guiu et al., 2010). Es ist auBerdem bekannt, dass VEGF-A in
die Produktion von IL-8 involviert ist (Pae, Oh, Choi, Kim, & Chung, 2005). Dieses Zytokin weist
unter anderem atherogene Eigenschaften auf. Es ist in adipdsen Individuen erhéht und korreliert
positiv mit dem BMI, dem Koérperfettanteil und der Fettmasse (Straczkowski et al., 2002). VEGF-
A konnte daher auch indirekt flr einen Anstieg des kardiovaskularen Risikos in adipdsen

Patienten verantwortlich sein (Garcia de la Torre et al., 2008).
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Es deutet sich an, dass die proangiogenen Prozesse, welche durch Adipositas angestof3en
werden, reversibel sind und durch die OP karzinogene Prozesse einen milderen Verlauf nehmen,
was die bariatrische Chirurgie zukiinftig eine gré3ere Rolle in der Krebspravention einnehmen
lassen konnte (Farey et al., 2017). Dabei scheint eine Abnahme angiogener Faktoren wie des

VEGF-A mit einem reduzierten Krebsrisiko einherzugehen.

5.2.2 Es besteht ein Zusammenhang zwischen dem Verlauf des BMI und der
VEGF-A-Serumkonzentration nach bariatrischer Operation.

Im Rahmen der Regressionsanalyse zur Untersuchung des Zusammenhangs der postoperativen
Anderung des BMI und der VEGF-A-Konzentration wurde eine positive Beziehung zwischen
diesen Variablen festgestellt. Fur die Differenzen beider Parameter zwischen Zeitpunkt O und 12
Monaten sowie Zeitpunkt 0 und 24 Monaten kann formuliert werden: Je mehr der BMI

postoperativ sinkt, desto starker nimmt auch die Serum-Konzentration des VEGF ab.

Mehrere Studien haben gezeigt, dass die bariatrische Chirurgie und der damit einhergehende
Gewichts- und Fettmasseverlust mit einem reduzierten Risiko fur Krebserkrankungen assoziiert
ist (Adams et al., 2009; Christou, Lieberman, Sampalis, & Sampalis, 2008; Maret-Ouda et al.,
2017; McCawley, Ferriss, Geffel, Northup, & Modesitt, 2009; Sjostrom et al., 2009). Es bleibt
jedoch bisher unklar, ob die Risikoreduktion auf die bariatrische Operation selbst oder den
Gewichtsverlust zurtickzufiihren ist, welcher durch die Prozedur induziert wird (D. P. Schauer et
al., 2017). Die vorliegende Literatur weist zwar grundsétzlich auf einen Zusammenhang zwischen
VEGF- und dem BMI hin, bisher konnte jedoch keine positive Korrelation der Parameter im
postoperativen Verlauf nach bariatrischem Eingriff gezeigt werden. Die vorliegende Arbeit weist

diesen Zusammenhang erstmalig nach.

In einer experimentellen Studie von Loebig et al. wurde in 15 normalgewichtigen und 15
Ubergewichtigen ménnlichen Individuen eine positive Korrelation zwischen dem BMI und der
Plasma-VEGF-Konzentration nachgewiesen (Loebig et al., 2010). Eine andere Studie zeigte bei
ahnlichem Design keinen Zusammenhang zwischen dem BMI und VEGF, dafur jedoch eine
positive Korrelation mit dem ebenfalls endothelial wirksamen Wachstumsfaktor HGF (Rehman et
al., 2003). In Patienten mit bekanntem Kolonkarzinom korreliert die Gewichtsreduktion im
Rahmen der tumorassoziierten Kachexie positiv mit der Baseline-Konzentration des VEGF
(Kemik et al., 2010). Mehrere Arbeitsgruppen fanden keinen signifikanten Zusammenhang
zwischen der VEGF-Konzentration und dem BMI nach bariatrischer Operation (Bodi et al.; Cottam
et al., 2010; Garcia de la Torre et al., 2008). Im Fall von Garcia de la Torre et al. kbnnte eine
Ursache sein, dass neben LGB-Patienten auch Patienten mit Magenband-OP und

biliopankreatischer Diversion eingeschlossen wurden. Insbesondere das Magenband ist im
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Vergleich zu anderen bariatrischen Verfahren bei der postoperativen Gewichtsabnahme weniger
effektiv und kdénnte daher den Abnehmerfolg und damit auch die Korrelation negativ beeinflusst
haben (Sjostrom et al., 2004). Auf3erdem konnte der untersuchte postoperative Zeitraum von nur
maximal 12 Monaten Grund fur die abweichenden Ergebnisse sein (Cottam et al., 2010; Garcia
de la Torre et al., 2008). In der vorliegenden Arbeit ist der starkste Zusammenhang erst nach 24
Monaten nachweisbar, wéhrend nach 6 Monaten kein signifikanter Zusammenhang besteht.
Letzterer kdnnte mit der vergleichsweise hohen Streuung der VEGF-A-Werte in den ersten 6
Monaten zusammenh&ngen. Diese kann wie oben beschrieben durch das variable Ausmafi des
Operationstraumas, der metabolischen Verénderungen im Rahmen bestehender Komorbiditaten
oder einen verzogerten Abnehmerfolg in diesem Zeitraum erklart werden. (Belizon et al., 2006;
Gozal, Lipton, & Jones, 2002; Jehan et al., 2018) Es lasst sich ableiten, dass der langfristig
forderliche Effekt der Risikoreduktion fir Tumorerkrankungen und der mit Adipositas assoziierten

Komorbiditaten vor allem nach dem ersten postoperativen Jahr greift.
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5.2.3 Einfluss von Komorbiditaten, Geschlecht und Operationsart auf die VEGF-A-
Konzentration.

Im Vergleich der Patienten mit und ohne Vorliegen einer arteriellen Hypertension fallt sowohl
statistisch, als auch grafisch kein signifikanter Unterschied der VEGF-Konzentrationen auf.
Hypertonie-Patienten zeigen zwar im Gegensatz zu normotonen Patienten einen signifikanten
Abfall der VEGF-Konzentration zu allen postoperativen Messzeitpunkten, dieser ist jedoch am
ehesten auf die deutlich hohere Patientenzahl in der Hypertoniegruppe zurtckzufiihren.
Diabetiker weisen im Vergleich zu Nicht-Diabetikern niedrigere VEGF-Konzentrationen zum
Zeitpunkt 0 und 6 Monate postoperativ auf. Dabei zeigen Nicht-Diabetiker eine kontinuierlichere
Abnahme des VEGF, wahrend die Konzentration bei Diabetikern nach 6 Monaten weitgehend
stagniert. Es liegen bis dato in der Literatur keine Referenzwerte zur Serum-VEGF-A-
Konzentration bei Diabetikern vor. Erwartungsgemald sind die Werte jedoch praoperativ
gegeniber gesunden Patienten in beiden Gruppen erhoht (Q. X. Zhang et al., 1997). Darlber
hinaus zeigt das VEGF in beiden Gruppen einen dem BMI ahnlichen Verlauf, was den in der
Regressionsanalyse dieser Arbeit nachgewiesenen Zusammenhang beider Parameter bestétigt
(Kemik et al., 2010; Loebig et al., 2010; Rehman et al., 2003). Bei Betrachtung der Patienten mit
Schlafapnoe zeigt sich eine zur Vergleichsgruppe konstante Abnahme der VEGF-Konzentration,
wahrend bei Patienten ohne Schlafapnoe die Serumkonzentration eher stagniert. Die
Schlafapnoe wird mit erhéhtem Serum-VEGF assoziiert (Gozal et al., 2002). Zwar weisen beide
Gruppen zum Zeitpunkt 0 weitgehend ahnliche Werte auf, der deutlichere Abfall in der
Schlafapnoe-Gruppe konnte jedoch ein Hinweis sein, dass bei diesen Patienten mutmallich
Schlafapnoe-bedingte proangiogene und inflammatorische Prozesse, insbesondere durch den
Gewichtsverlust vermindert werden (Parish, 2012). Beim Vergleich der VEGF-Konzentration
zwischen den Geschlechtern fallt auf, dass diese bei Mannern gegeniber Frauen zu allen
Messzeitpunkten erhoht ist. In der Literatur ist nicht eindeutig beschrieben, ob Manner héhere
Serum-VEGF-Spiegel aufweisen als Frauen (Kimura et al., 2007; Sandhofer et al., 2009). Jedoch
ist bekannt, dass Manner durchschnittlich mehr viszerales Fett akkumulieren als Frauen (Lemieux
et al.,, 1994). Die Produktion von VEGF ist assoziiert mit der viszeralen Fettakkumulation
(Miyazawa-Hoshimoto, Takahashi, Bujo, Hashimoto, & Saito, 2003). Eine mdgliche Erklarung far
die bei den adipbésen Mannern erhéhten Serum-VEGF-Werte, koénnte daher das
geschlechtsspezifische Fettverteilungsmuster sein. Zudem ist eine Assoziation mit dem BMI
anzunehmen, welcher einen ahnlichen Verlauf nimmt. Den Ergebnissen zufolge scheinen Frauen
gegeniber Mannern beziglich der Reduktion des VEGF-A mehr von der OP zu profitieren. Der
starkere VEGF-Abfall in der LSG-Gruppe gegenuber LGB-Patienten kénnte ebenfalls mit dem
initial héheren BMI der LSG-Patienten und des im spateren Verlauf wieder zunehmenden BMI in
der LGB-Gruppe zusammenhangen. Auffallig ist hierbei, dass VEGF trotz signifikanter BMI-

Senkung nach LGB keine signifikante Anderung aufweist, wahrend dies bei LSG zu allen
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Zeitpunkten der Fall ist. Anhand der vorliegenden Daten scheint LSG beziiglich der Reduktion
der VEGF-Expression und der damit assoziierten Komorbiditdten gunstigere Ergebnisse zu
produzieren als der LGB. In der Literatur findet sich ein solches Ergebnis jedoch bislang nicht
wieder. In Bezug auf die Remission der Komorbiditaten sind sich LSG und LGB in der bisherigen
Literatur weitgehend ebenbdrtig (Farey et al., 2017; Garcia de la Torre et al., 2008; N. Zhang et

al., 2013). Die Unterschiede sind am ehesten auf die in der vorliegenden Studie kleineren
Stichproben zuriickzufihren.
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5.3 Apelin-12-Serumkonzentration nach bariatrischer Operation

5.3.1 Nach bariatrischer Operation steigt die Apelin-12-Konzentration.

Apelin hat sich als ein Regulator der kardiovaskularen Hamostase, des Flissigkeitshaushalts,
der Nahrungsaufnahme, Zellproliferation und Angiogenese herausgestellt. Der entdeckte
Zusammenhang des Apelin mit verschiedenen metabolischen Stérungen wie Adipositas und
Diabetes mellitus Typ 2 bietet Anlass dazu, die Beziehung zwischen Apelin und dem BMI von

bariatrisch operierten Patienten genauer zu beleuchten (Castan-Laurell et al., 2011).

Um festzustellen, ob die Gewichtsabnahme nach bariatrischer Operation einen Einfluss auf die
Konzentration von Apelin-12 im Serum der Patienten hat, wurde diese mithilfe eines ELISAs
praoperativ, sowie 6, 12 und 24 Monate nach OP ermittelt. Die Konzentration des Apelin-12 im
Serum der Patienten steigt postoperativ signifikant an. Insgesamt nimmt der Wert um das 5-fache
nach 24 Monaten im Vergleich zum postoperativen Ausgangswert zu. Es wurde jedoch kein

signifikanter Zusammenhang zwischen Apelin-12 und dem Patienten-BMI festgestellt.

Die Konzentration von Apelin in Serum und Plasma wird mit verschiedenen metabolischen
Vorgangen assoziiert. Die genaue Funktionsweise des Peptids und seiner Subtypen, zu denen
auch das Apelin-12 gehort, bleiben bisher allerdings unklar (Szokodi et al., 2002). Es ist bekannt,
dass Apelin und APJ mRNA ubiquitar in peripheren Geweben und verschiedenen Regionen des
zentralen Nervensystems sowie vom Fettgewebe als Adipokin exprimiert werden (Castan-Laurell
et al., 2011; Hosoya et al., 2000; Kawamata et al., 2001; D. K. Lee et al., 2000; O'Carroll et al.,
2000). Mehrere Studien stellen fest, dass Apelin im Plasma und Serum von Adipositaspatienten,
Patienten mit Hyperinsulindmie und morbid adipdsen Patienten gegeniber gesunden Kontrollen
erhoht ist (Ba et al., 2014; Boucher et al., 2005; Heinonen et al., 2005). Dies konnte ebenfalls fir
Patienten mit gestorter Glukosetoleranz und solchen mit Diabetes mellitus Typ 2 nachgewiesen
werden (L. Li et al., 2006). Allerdings wurden in Adipositaspatienten mit unbehandeltem Diabetes
mellitus Typ 2 im Vergleich zu solchen ohne Diabetes reduzierte Apelin-Werte beschrieben
(Erdem, Dogru, Tasci, Sonmez, & Tapan, 2008; R. Zhang et al., 2009). Vergleicht man in
verschiedenen Studien an morbid adipdsen Patienten die gemessenen Apelin-Konzentrationen
im Blut mit denen der vorliegenden Arbeit, fallt auf, dass diese sich mitunter deutlich

unterscheiden (Castan-Laurell et al., 2011).

Der postoperative Anstieg des Apelin-12 kénnte mit einem Absinken der Insulinresistenz infolge
der durch die bariatrische OP ausgelosten metabolischen Verénderungen zu begriinden sein. In
einer Population von 100 Patienten mit Diabetes mellitus Typ 2, welche tUber 14 Wochen mit
jeweils einem Antidiabetikum, Rosiglitazone oder Metformin, behandelt wurden, ist ein Anstieg

der Apelin-12-Konzentration im Plasma sowie eine signifikant inverse Korrelation zwischen
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Insulinresistenz und Apelin sowie BMI und Apelin beschrieben worden (Kadoglou et al., 2010).
Rosiglitazone und Metformin sind Medikamente, welche der Insulin-Resistenz bei Diabetes
mellitus Typ 2 durch Kontrolle des Blutzuckerspiegels entgegenwirken (Cusi & DeFronzo, 1998;
Kalaitzidis, Sarafidis, & Bakris, 2009). Sie wirken zudem auf Fettgewebe, indem sie dysregulierte
Adipokin-Profile bei Patienten mit Insulin-Resistenz verbessern (Jakubowska et al., 2008;
Pfutzner et al., 2008). Neben der herkdmmlichen Behandlung des Diabetes mellitus Typ 2 wie
z.B. mit oben genannten Medikamenten wird die bariatrische Chirurgie schon langer als potentiell
effektivere Therapie dieser Form des Diabetes diskutiert. Ein systematisches Review kam bei
einer untersuchten Patientenpopulation von 19543 Patienten tber einen Follow-Up-Zeitraum von
57,8 Monaten zu dem Ergebnis einer Remission des Diabetes mellitus Typ 2 bei 73% der
bariatrisch operierten Patienten (Vest, Heneghan, Agarwal, Schauer, & Young, 2012). In einer
noch umfangreicheren Meta-Analyse mit 135246 Patienten kam es zu einer kompletten
Resolution des Typ 2 Diabetes bei 78%, bei 87% der Population kam es zur Verbesserung oder

Resolution (Henry Buchwald et al., 2009).

Die Ergebnisse der Forschung beziglich der Frage, inwieweit das Apelin-12 mit dem Grad der
Insulinresistenz korreliert, sind bisher teils widerspriichlich. Bei einer Kohorte von 33 Patienten
mit Hyper-LDL-Cholesterindmie wurde mittels ELISA und RIA (Radio Immune Assay) eine
positive Korrelation zwischen Plasma-Apelin-12 und dem Grad der Insulinresistenz ermittelt
(Tasci et al., 2007). Eine ahnliche Studie mit 41 unter metabolischem Syndrom leidenden
Patienten ergab ebenfalls eine positive Korrelation von Serum-Apelin-12 und der Insulinresistenz
(Karbek et al., 2014). Im Gegensatz dazu konnte an 40 Patienten mit neu diagnostiziertem aber
noch unbehandeltem Diabetes mellitus Typ 2 eine negative Korrelation zwischen Apelin-12 und
Nuchtern-Blutglukose sowie der Insulinresistenz ermittelt werden (Erdem et al., 2008). Eine
experimentelle Arbeit von Higuchi et al. wies in Mausen, denen Apelin-13 intraperitoneal injiziert
wurde, nach der Behandlung einen signifikanten Riickgang des Fettgewebes und Serum-Insulins
nach (Higuchi et al., 2007). Bei einer Gruppe von 39 adipdsen Kindern konnte nach einjahriger
Lifestyle-Intervention mit signifikanter Gewichtsabnahme keine Assoziation des Serum-Apelin mit
der signifikant zuriickgegangenen Insulinresistenz gezeigt werden (Reinehr, Woelfle, & Roth,
2011). Es ist zu erwahnen, dass in vielen Studien zwar die Messung von Apelin mittels ELISA
angegeben wird, nicht jedoch der Apelin-Subtyp bzw. ob Plasma oder Serum zur Messung
verwendet wurde (Dimitriadis et al., 2007; L. Li et al., 2006). In vielen Studien weist das ELISA
laut Hersteller Kreuzreaktivitat mit mehreren Subtypen wie Apelin-36 und Apelin-13 auf (Caron-
Cantin et al., 2013; Cavallo et al., 2012; Krist et al., 2013; Reinehr et al., 2011). Im Gegensatz
dazu wurde in der hier vorliegenden Arbeit ein ELISA-Kit ohne signifikante Kreuzreaktivitat mit

Analogen des Apelin genutzt.
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In vitro und in vivo besteht zwischen Apelin und Insulin eine enge Beziehung (Boucher et al.,
2005). Es kann also vermutet werden, dass der signifikante Anstieg der Apelin-Konzentration im
Serum der bariatrisch operierten Patienten in der vorliegenden Studie mit der Verbesserung der
diabetischen Stoffwechsellage, also sinkender Insulinresistenz, in Verbindung steht. Ein erhohter
Serumspiegel des Apelin-12 wére folglich mit einer verbesserten Glukosestoffwechsellage
assoziiert, was ahnlich bereits in Medikamentenstudien gezeigt worden ist (Kadoglou et al.,
2010). Dies wirde tendenziell fir einen Einsatz der bariatrischen Chirurgie als Therapie des
Diabetes mellitus Typ 2 sprechen. Es ist bei 15 der 30 einbezogenen Patienten praoperativ ein
Diabetes Typ 2 festgestellt worden. Leider liegen keine patientenspezifischen Daten Uber eine

Remission oder das Weiterbestehen der Erkrankung im Verlauf vor.

Im Rahmen der Regressionsanalyse zur Untersuchung des Zusammenhangs der postoperativen
Anderung des BMI und der Apelin-12-Konzentration wurde keine signifikante Beziehung
zwischen diesen Variablen festgestellt. Die Daten reihen sich damit weitgehend in die Ergebnisse
anderer Studien ein, in denen fur Apelin eine positive oder gar keine Korrelation mit dem BMI
bzw. ein Absinken der Apelin-Serumkonzentrationen nach bariatrischer Operation oder anderer
Gewichtsreduktion beobachtet wurde (Arica et al., 2018; Ba et al., 2014; Krist et al., 2013).
Grundsétzlich ist der Einfluss von Gewichtsverlust auf die Apelin-12-Konzentration in der Literatur
nicht klar beschrieben. Studien berichten ein Absinken oder Stagnieren des Serum-Apelin nach
Gewichtsabnahme bzw. bariatrischer Operation (Caron-Cantin et al., 2013; Castan-Laurell et al.,
2008; Khajeh et al., 2017; Krist et al., 2013; Soriguer et al., 2009). Krist et al. zeigt, dass nach
LGS bzw. LGB das Apelin-12 in Adipositaspatienten nach 12 Monaten signifikant sinkt und dass
eine positive Korrelation zwischen Apelin-12 und BMI in Individuen mit Diabetes Type-2 besteht.
Zwei weitere Studien zeigten keinen Einfluss der bariatrischen Chirurgie auf Apelin nach 6
Monaten bzw. einem Jahr (Caron-Cantin et al., 2013; Cavallo et al., 2012). Die Frage, wie
Gewichtsverlust durch bariatrische Operationen die Konzentration des Apelin beeinflusst, bleibt
weiterhin kontrovers. Zudem zeigen die meisten Studien eine positive oder keine signifikante
Korrelation zwischen Apelin-12 und dem BMI (Cavallo et al., 2012; Krist et al., 2013; Soriguer et
al., 2009). Bezogen auf die Isoform Apelin-12 jedoch wurde in der vorliegenden Arbeit erstmals
ein signifikanter Anstieg bis 24 Monate nach bariatrischer Operation festgestellt (Weidlich et al.,
2017).

Klinische Studien beschreiben ein weites Spektrum an Apelin-Konzentrationen im Blut von
Patienten mit verschiedenen Pathologien und in gesunden Kontrollen (Castan-Laurell et al.,
2011). In Plasma-Proben gesunder Individuen, die auf finf Isoformen des Apelin mittels
Standard-Immunoassay positiv getestet wurden, konnte in Flissigchromatographie mit

Massenspektrometrie-Kopplung keine der Isoformen nachgewiesen werden (Mesmin, Dubois,
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Becher, Fenalille, & Ezan, 2010). Dies stellt die Konzentration und allgemeine Natur des Apelin
aber auch die Spezifitat der bisher fir den klinischen Einsatz verfligbaren Immunoassays in Frage
(Mesmin et al., 2010).

Auch wenn klinische Studien am Patienten teils abweichende Ergebnisse zeigen, kdnnen in-vitro-
Experimente wie die von Than et al. die hier gesammelten Beobachtungen auf zellularer Ebene
untermauern. Die Gruppe zeigt am in-vitro Modell, dass Apelin einen inhibitorischen Effekt auf
die Adipogenese besitzt (Than et al., 2012). Dies ist eine mdgliche Erklarung fur die Fahigkeit
des Apelins, die Masse des weil3en Fettgewebes in Mausen zu reduzieren (Higuchi et al., 2007).
Es scheint wahrscheinlich, dass Apelin autokrin Uber ein negatives Feedback die Adipogenese
einschrankt, da der Progress der Adipogenese bzw. die Zunahme des Fettgewebes zu einer
erhdhten Apelin-Sekretion fihrt (Than et al., 2012). Es wére denkbar, dass Adipositas aufgrund
einer Unterbrechung der inhibitorischen Regulation der Adipogenese durch Apelin beférdert wird
(Than et al, 2012). Diese Vermutung geht mit der Beobachtung konform, dass die
Korperfettmasse in Apelin-Knock-Out-Mausen bedeutend erhoht ist (Yue et al., 2011). Apelin-
Knock-Out-Mause unter einer High-Fat-Di&t zeigen einen adipésen Phanotyp sowie abnormal
wachsende Lymph- und BlutgefaBe. Wahrend die Fettsduren der High-Fat-Diet eine
Hyperpermeabilitdt der Endothelzellen induzieren und die Adipozytendifferenzierung férdern,
bewirkt Apelin eine vaskulare Stabilisierung und damit der Adipogenese entgegen (Sawane et
al., 2013).

Zwischen in-vitro, in-vivo und klinischen Studien scheinen Stérfaktoren zu liegen, welche die
unterschiedliche Einschatzung der Funktion des Apelin im jeweiligen Setting bedingen. Es sollte
kinftig im klinischen Rahmen besonders darauf geachtet werden, Patienten nach
Komorbiditaten, Medikationen und Parametern der Kdrperzusammensetzung zu gruppieren, um
diese Storfaktoren der klinischen Realitét zu reduzieren und die Funktion des Apelin genauer

untersuchen zu kdnnen.

5.3.2 Einfluss von Komorbiditaten, Geschlecht und Operationstechnik auf die
Apelin-12-Konzentration.

Beim Vergleich der Patienten mit normalem Blutdruck und arterieller Hypertonie fallt auf, dass
Hypertoniker postoperativ - jedoch nicht zum Zeitpunkt O - eine hohere Serum-Konzentration des
Apelin-12 aufweisen als Patienten mit normalem Blutdruck. Nach 24 Monaten ist dieser
Unterschied signifikant. Auch wenn die aktuelle Studienlage nicht eindeutig ist, weisen mehrere
Arbeiten auf eine blutdrucksenkende Wirkung des Apelin-12 hin (Jia et al., 2006; Zhu et al., 2013).
Die Apelin-Konzentration bei Hypertonikern ist gegenliber gesunden Individuen vermindert

(Papadopoulos et al., 2013). Diese Beobachtungen kdnnten in der Hypertoniegruppe die zur
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Vergleichsgruppe niedrigen Apelin-12-Level zum Zeitpunkt 0 sowie deren Anstieg im
postoperativen Verlauf erklaren. Denkbar ware auch, dass die Adipositas endokrin eine
Suppression des Apelin-12 bewirkt, welche durch die OP aufgehoben wird. Interessant ware
dabei die Frage, ob die Patienten gegen Ende des Untersuchungszeitraums tatsachlich normale
Blutdruckwerte erreichen. Diese Information ist im Rahmen der vorliegenden Arbeit jedoch nicht
ermittelt worden und sollte Bestandteil kiinftiger Studien sein. Bei Betrachtung der Apelin-Level
bei Diabetikern und Nicht-Diabetikern zeigen sich nach 6 und 24 Monaten jeweils hdhere
Konzentrationen in der Gruppe der Nicht-Diabetiker. Ein moglicher Grund kdnnte die positive
Korrelation hoher Apelin-12-Werte mit der Insulinsensitivitdat sein (Higuchi et al., 2007). Da
anzunehmen ist, dass sich der Insulinstoffwechsel nach bariatrischer Operation normalisiert,
wirde dies erklaren, weshalb der Apelin-Anstieg bei Nicht-Diabetikern - mit bereits
physiolischerem Insulinstoffwechsel - steiler verlauft und bei Diabetikern eher kontinuierlich (P.
R. Schauer et al.,, 2012). Insgesamt sind die Ergebnisse mit einer Normalisierung des
Insulinstoffwechsels vereinbar und suggestiv fur eine einflussreiche Rolle des Apelins, die
allgemeine Studienlage ist jedoch nicht eindeutig (Krist et al., 2013; Rao, Yanagisawa, & Kini,
2012). Im Vergleich der Patienten mit und ohne Schlafapnoe fallt grafisch kein deutlicher
Unterschied zwischen den Gruppen auf, beide zeigen jedoch einen signifikanten Anstieg des
Apelin nach 12 und 24 Monaten. Fir Schlafapnoe-Patienten ist beschrieben, dass die Plasma-
Apelin-Konzentration nach CPAP-Therapie (continuous positive airway pressure) signifikant sinkt
(Henley et al., 2009). Méglich ist, dass bei den in der vorliegenden Arbeit untersuchten Patienten
postoperativ mehrheitlich keine Remission der Schlafapnoe einsetzt. Der Verlauf der Apelin-
Konzentration lieRe sich in diesem Fall eher durch andere, regulierende Faktoren erklaren
(Higuchi et al., 2007; Zhu et al., 2013). Apelin-12 steigt in Mannern und Frauen diskontinuierlich
an. Nach 6 Monaten zeigen sich signifikant hohere und nach 12 Monaten zumindest tendenziell
héhere Apelin-12-Konzentrationen bei Frauen gegenuber Mannern. Erhohte Apelin-Werte
konnten jeweils in Zusammenhang mit einer Risikoreduktion gegenuber kardiovaskularen
Erkrankungen wie Bluthochdruck und Diabetes stehen (Higuchi et al., 2007; Zhu et al., 2013).
Dabei hat das Geschlecht bekanntermafllen einen Einfluss auf Art und Auspragung
kardiovaskularer Erkrankungen (Mendelsohn & Karas, 2005). Es scheinen jedoch weitere
Einflussfaktoren zu existieren, welche die Schwankungen der Werte im Verlauf erklaren kénnten.
Der diskontinuierliche Verlauf der Apelin-Konzentration lasst sich in Betracht der derzeitigen
Studienlagen jedoch nicht eindeutig wegweisend interpretieren. LSG-Patienten weisen zu allen
Zeitpunkten héhere Apelin-Konzentrationen auf, als LGB-Patienten. Dies kann als ein Vorteil der
LSG in der Normalisierung der Insulinsensitivitat und des Blutdrucks interpretiert werden, die
Studienlage deutet diesbezuglich jedoch insgesamt auf einen gleichwertigen Effekt beider
Verfahren hin (Higuchi et al., 2007; P. R. Schauer et al., 2012; Zhu et al., 2013).
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5.4 Haben VEGF-A und Apelin-12 einen Einfluss auf die in-vitro-Adipogenese von
LiSa-2-Zellen?

Wenn Fettgewebe expandiert, wird seine Gefaldversorgung und damit die Oxygenierung des
Gewebes zunehmend insuffizient. Hypoxie und oxidativer Stress fiihren zu einer Uberproduktion
von Zytokinen (Braun, Bitton-Worms, & LeRoith, 2011). Hypoxie initiiert kompensatorisch eine
inflammatorische und angiogene Antwort, die der eines wachsenden Tumors &hnelt (Braun et al.,
2011). Der Adipozyt selbst ist dabei zentraler Mediator der Entziindungsantwort, welche von
besonderer Relevanz fir die Pathogenese von Karzinomen wie z. B. dem kolorektalen Karzinom
ist (Fontana, Eagon, Trujillo, Scherer, & Klein, 2007). Das chronisch inflammatorische und pro-
angiogene Milieu bei viszeraler Adipositas sorgt somit fir vorteilhafte Bedingungen fur die
Tumorentwicklung (Riondino et al., 2014). Der durch bariatrische Chirurgie angestof3ene Verlust
von Fettgewebe konnte diesen Prozess inhibieren bzw. umkehren (Farey et al., 2017). Das
bisherige Verstandnis von der Beziehung zwischen Uberschissigem Koérperfett und
Krebserkrankungen ist, dass metabolisch aktives viszerales Fettgewebe molekulare Pathways
hochreguliert, die fur Inflammation, Insulinresistenz, Angiogenese und die Expression von
Adipokinen und Wachstumsfaktoren verantwortlich sind (Farey et al., 2017; Khandekar, Cohen,
& Spiegelman, 2011; Park, Morley, Kim, Clegg, & Scherer, 2014). Da viele der Endprodukte
dieser Pathways fir das prokanzerogene Milieu im Gewebe verantwortlich gemacht werden,
bietet die bariatrische Chirurgie Einblick in die mdgliche Reversibilitat dieser Prozesse (Farey et
al., 2017). Es sollte Ziel sein, die durch bariatrische Eingriffe erreichte Reduktion des Krebsrisikos
und der Mortalitéat im Rahmen der mit Adipositas assoziierten Komorbiditdten molekularbiologisch
zu erklaren (Adams et al., 2007; Christou et al., 2008; Farey et al., 2017; Sjostrom et al., 2009).

5.4.1 VEGF-A-Inhibitor

Im Rahmen eines Zellkulturexperiments sollte ergrindet werden, welchen Einfluss in-vitro
appliziertes VEGF-A, ein VEGF-A-Inhibitor und Apelin-12 auf die Adipogenese haben. Hierzu
wurde die humane Liposarkom-Zelllinie LiSa-2 als Modell fur die Adipozytendifferenzierung
genutzt (Wabitsch et al., 2000). Meine vorlaufigen Beobachtungen lassen die Vermutung zu, dass
der VEGF-Inhibitor einen hemmenden Einfluss auf die Adipogenese hat, welcher sich durch
verringerte Lipid-Akkumulation in der Farbung mit Oil Red O zeigt. Im Western Blot wird sichtbar,
dass die Expression von PPARy, CSN5, CSN7B und CSN8 bei einer Konzentration von 10 und
100 ng/ml nach 15 Tagen leicht vermindert ist. PPARYy ist ein nuklearer Hormonrezeptor, der
essentiell fir die Adipogenese ist (X. Huang et al., 2012; Koppen & Kalkhoven, 2010; White &
Stephens, 2010). Das CSN ist maf3geblich in die Adipogenese involviert (Rogalla et al., 2010).

Permanente Herunterregulierung des CSN verzdgert die Adipogenese und Inhibitoren des CSN
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blockieren die VEGF-Produktion in Adipozyten sowie auch in Tumorzellen (Braumann,
Tangermann, Jacobi, Muller, & Dubiel, 2008; Pollmann et al., 2001; Rogalla et al., 2010).

Wahrend der Adipogenese werden viele Signalwege und Transkriptionsfaktoren durch PPARy
kontrolliert, darunter die Expression des kompletten adipogenen Programms mit der Produktion
der Adipokine (Farmer, 2005). Am Mausmodell konnte mittels intravitaler Mikroskopie
nachgewiesen werden, dass bei Inhibition der Adipozytendifferenzierung durch mit dominant-
negativem PPARy-DNA-Konstrukt transfizierten Praadipozyten nicht nur die Bildung von
Fettgewebe aufgehoben, sondern auch die Angiogenese reduziert wird (Fukumura et al., 2003).
Wird die Angiogenese in murinen Praadipozyten durch einen VEGF-Rezeptor-Antikérper
inhibiert, reduziert dies sowohl die Angiogenese als auch die Praadipozytendifferenzierung
insgesamt (Fukumura et al., 2003). Die Inkubation mit dem VEGF-A-Inhibitor in der vorliegenden
Arbeit fihrt zu einer relativ verminderten Konzentration von PPARy und mehrerer CSN-
Untereinheiten im Western Blot der lysierten Zell-Kulturen. Da eine Inhibition von PPARy sowohl
Adipo- als auch Angiogenese behindert und PPARy-Liganden die VEGF-A-Expression in
Praadipozyten fordern, kann vermutet werden, dass die Signalwege von PPARy und VEGF-A
miteinander verknUpft sind (Asano, Irie, & Saito, 2001; Emoto et al., 2001) und dass die Blockade
des VEGF-Rezeptors ebenfalls zu einer Herunterregulation des CSN und von PPARY fihrt. Die

vorlaufigen Ergebnisse mussen in zuklnftigen Experimenten bestatigt werden.
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5.4.2 Full-length-VEGF-A

Nach der Inkubation der LiSa-2-Zellen mit full-length-VEGF-A zeigen sich in der
Adipozytenfarbung mit Oil Red O zahlreiche, stark rot gefarbte Adipozyten. Die Kontrollen, welche
ohne VEGF gewachsen sind, zeigen weniger zahlreiche und geringer gefarbte Adipozyten. Diese
vorlaufigen Ergebnisse lassen eine Steigerung der Adipogenese durch das extern applizierte
VEGF-A vermuten. Der Einfluss des VEGF-A auf die Adipogenese wurde bereits anhand des
Adipozytenmodells 3T3-F442A-Zellen in-vitro mit einer Konzentration von 50 ng/ml untersucht
(Fukumura et al., 2003). Allerdings wurde kein sichtbarer Effekt auf die Adipogenese nach Oil
Red O Farbung festgestellt. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit weisen in-vitro auf einen
tendenziell forderlichen Effekt des VEGF-A auf die Adipogenese hin, missen jedoch in der

Zukunft bestatigt werden.

Im Western Blot zeigt sich nach 15 Tagen eine zur Negativ-Kontrolle diskret verstarkte
Proteinkonzentration des PPARYy sowie der CSN-Untereinheiten CSN3 und CSN8. Wahrend der
Adipozytendifferenzierung dient PPARYy als Wegbereiter verschiedener Signalwege, welche z. B.
die Sekretion der Adipokine ermdglichen (Farmer, 2005). Da in-vivo applizierte VEGF-
Rezeptorantikérper in Mausen nicht nur die Adipozytendifferenzierung sondern auch die
Angiogenese behindern, scheint VEGF eine wichtige Rolle bei der Adipogenese zu spielen
(Fukumura et al., 2003). Eine mogliche Erklarung der vorliegenden Ergebnisse ist eine Induktion
der PPARy- und CSN-Expression durch das VEGF. Zur genauen Klarung sind weiterfihrende

Experimente erforderlich.

PPARy und VEGF ricken somit als mdgliches Ziel anti-angiogener bzw. anti-adipogener
Therapie in den Fokus (Cao, 2010). So ist bspw. das Antidiabetikum Rosiglitazone als PPAR-
Aktivator beschrieben, welcher durch erhdhte Expression von VEGF-A die Angiogenese im
Fettgewebe stimuliert (Gealekman et al., 2008). PPAR-Inhibitoren koénnten diesen Effekt
mdglicherweise umkehren. Mause mit diatinduzierter Adipositas, welche mit einem VEGF-
Rezeptor-2-Antikdrper behandelt werden, zeigen nach fiinf bis sechs Wochen eine verringerte
Gewichtszunahme im Vergleich zu ebenfalls induziert fettleibigen Kontrollen ohne Antikérper-
Therapie (Tam et al., 2009). Die beschriebenen Prozesse sind assoziiert mit einer Reduktion der
Gefaldichte und Apoptose der Endothelzellen im Fettgewebe (Brakenhielm et al., 2004; Rupnick
et al., 2002; Tam et al., 2009).
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5.4.3 Apelin-12

Nach Inkubation der LiSa-2-Zellen mit Apelin-12 zeigte sich in der Adipozytenfarbung nach 15
Tagen im Vergleich zur Kontrolle eine leicht verminderte Zahl angeféarbter Lipidtropfchen. Der
Durchmesser der angefarbten Lipidtrépfchen scheint bei den mit Apelin behandelten Zellen
jedoch im Vergleich zur Kontrolle vergroRert. PPARy, CHOP sowie Cull und Cul3 waren nach
diesem Inkubationszeitraum im Vergleich zur Kontrolle erhéht. CSN7B war im Vergleich zur
Kontrolle vermindert. Diese vorlaufigen Ergebnisse mussen in zuklnftigen Experimenten

bestétigt werden.

Zum jetzigen Zeitpunkt ist nur wenig tGber die Wirkung von Apelin und seine Funktion wahrend
der Adipogenese bekannt. 3T3-L1-Praadipozyten, die mit Pyr-Apelin13 inkubiert werden, zeigen
im Verlauf der Differenzierung verminderte Expressionslevel des fir die Adipogenese
bedeutenden Transkriptionsfaktors PPARy (Rosen et al., 2002; Than et al., 2012). In diesem
Kontext wird eine inhibitorische Regulation der Adipogenese durch Apelin vermutet (Than et al.,
2012). Auch in der Farbung mit Oil Red O zeigen diese 3T3-L1-Zellen auf Inkubation mit Pyr-
Apelinl3 hin eine dosisabhédng verminderte Bildung von Lipidtropfchen (Than et al., 2012). Es
wird eine autokrine Regulation des Apelin Uber einen negativen Feedback-Mechanismus
vermutet (Than et al., 2012). Obwohl exogen appliziertes Apelin die Zahl differenzierter
Adipozyten vermindert, scheint die Gré3e der Lipidtropfchen innerhalb differenzierter Adipozyten
erhoht (Than et al., 2012). Letzteres konnte ebenfalls im hier durchgefiihrten Experiment
beobachtet werden. Dies kdnnte auf eine durch Apelin herbeigefuhrte Inhibition der basalen
Lipolyse zuriickzufihren sein und steht im Einklang mit der Beobachtung, dass eine Apelin-
Dauerinfusion in Apelin-Null-Mausen die Serumkonzentration freier Fettsauren und Gylcerol
reduziert (Than et al., 2012; Yue et al., 2011).

In braunem Fettgewebe wirkt Apelin allerdings stimulierend auf die Differenzierung und basale
Aktivitat der Adipozyten, wobei die Expression von PPARYy unter Apelin-Behandlung im Vergleich
zu Kontrollen erhdhtist (Than et al., 2015). In vitro und in vivo ist Apelin dazu in der Lage, weil3es
Fettgewebe dazu anzuregen, vermehrt Eigenschaften des braunen Fettgewebes anzunehmen
(Than et al., 2015). Diese Zellen werden dann Beige-Zellen genannt und zeichnen sich durch
multilokulare Lipidtropfchen, dunkelbraune Farbe und Expression thermogener und anderer
spezifischer Gene aus (Harms & Seale, 2013). Makroskopisch fallen mit Apelin behandelte
Mause durch ein reduziertes Gewicht des viszeralen Fettgewebes auf (Than et al., 2015). Hoch
dosierte PPARy-Agonisten fordern in braunem Fettgewebe die Annahme von Eigenschaften des
weillen Fettgewebes, gekennzeichnet durch verstarkte Lipogenese sowie helle, vergrof3erte
Adipozyten mit hohem Lipidgehalt und grof3en Lipidtrépfchen (Festuccia et al., 2009; Than et al.,
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2015). Auch im vorliegenden Adipozytenmodell LiSa-2-Zellen kdnnte die im Vergleich zur
Negativ-Kontrolle verminderte PPARy-Konzentration nach 15 Tagen ein Hinweis auf die
Umprogrammierung der Zelle auf braune Eigenschaften durch Apelin-12 sein. Im Organismus
konnte dies ein Schutzmechanismus vor Hyperplasie des Fettgewebes und den daraus
resultierenden metabolischen Risiken sein (Bartelt & Heeren, 2014; Harms & Seale, 2013).
Dieser Prozess ware Uber den erhdhten Energieverbrauch des Organismus durch stimulierte
metabolische Aktivitdt der Adipozyten zu erkldren, was die Masse des weil3en Fettgewebes
reduzieren wirde (Higuchi et al., 2007; Than et al., 2015).

Ein Grund fir die abweichenden Ergebnisse bezlglich der PPARy-Konzentration nach 15 Tagen
im Vergleich zu &hnlichen Experimenten mit 3T3-L1-Zellen kdnnte die genetische Ausstattung
des Adipozytenmodells LiSa-2-Zellen sein. Von 30 untersuchten Genen haben neun mindestens
50% geringere Expression in LiSa-2-Zellen im Vergleich zu isolierten Adipozyten (van Beek et
al., 2008). Dabei sind die meisten der genannten Gene fir den Lipidmetabolimus verantwortlich,
was besondere Vorsicht bei der Ubertragung von Ergebnissen aus LiSa-2-Zellen auf isolierte
Adipozyten erfordert (van Beek et al.,, 2008). Abweichungen im Zellwachstum bei in-vitro im
Vergleich zu in-vivo-Experimenten konnten durch die mangelnde Eigenschaft der Adipozyten
begrindet sein, sich in-vitro vollstandig zu unilokuldren Adipozyten mit einem einzelnen grof3en
Lipidtropfchen zu entwickeln (van Beek et al., 2008). Stattdessen zeigen differenzierte LiSa-2-
Zellen multiple kleine Lipidtropfchen (van Beek et al., 2008). Zusatzlich muss bei Betrachtung von
LiSa-2-Zellen ihre Immortalitat beachtet werden, welche in-vivo-Adipozyten physiologisch nicht
aufweisen (van Beek et al., 2008). Unterschiede in der Expression Lipidmetabolismus-relevanter
Gene zwischen Zelllinien wie LiSa-2 und isolierten Adipozyten kénnten darin begriindet liegen,
dass ein in-vitro Kulturmedium zu wenig essentielle Nahrstoffe, Signalmolekile oder andere
Faktoren aufweist, die in-vivo jedoch vorhanden sind (van Beek et al., 2008). Genaue Aussagen
kénnen aber erst gemacht werden, wenn die vorliegenden Ergebnisse statistisch abgesichert

worden sind.

Die Expression des C/EBP homologous protein (CHOP) ist in den Apelin-behandelten Zellen
erhoht. Wird CHOP durch Piceatannol oder permanente Uberexpression in LiSa-2-Zellen
induziert, blockiert es die Adipozytendifferenzierung in Form von gehemmter
Lipidtrépfchenbildung und verringerter Produktion von VEGF (X. Huang et al., 2012). CHOP
inhibiert den Differenzierungsprozess und wird bei metabolischem Stress vermehrt exprimiert
(Batchvarova et al., 1995). Die tendenziell erhohte CHOP-Konzentration kénnte ein Hinweis auf

die inhibitorische Wirkung des Apelin-12 auf die Adipogenense sein.
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CSNS5 ist nach 15 Tagen in den behandelten Zellen vermehrt exprimiert, fir CSN8 lasst sich
jedoch kein Unterschied in der Expression feststellen. AulBerdem zeigt sich fur beide
Untereinheiten innerhalb des untersuchten Zeitraums kein sichtbarer Anstieg, so wie es fiir CSN5
und CSN8 beschrieben ist (Dubiel et al., 2015). An dieser Stelle scheint ein inhibitorischer Effekt

des Apelin moglich.

CSN7B, eine Isoform der CSN7-Untereinheit, steigt wahrend der Adipogenese an und bewirkt
bei Uberexpression eine Stimulierung der Adipogenese (X. H. Huang, J. Ordemann, J. Pratschke,
& W. Dubiel, 2016). Im vorliegenden Experiment wurde eine eher gleichbleibende Expression
von CSN7B Uber 15 Tage beobachtet. An Tag 15 ist in den Lysaten der mit Apelin-12 inkubierten
Zellen im Vergleich zur Kontrolle eine verminderte Konzentration der CSN-Untereinheit 7B zu
erkennen. Es kann vermutet werden, dass Apelin-12 eine spezifische Herunterregulierung des
CSN7B bewirkt und somit die Adipogenese auf molekularer Ebene hemmt. Dafir spricht auch
das zum gleichen Messzeitpunkt im Vergleich zur Kontrolle vermindert exprimierte PPARYy
(Farmer, 2005).

Eine Herunterregulierung von Cul3 blockiert die Bildung von Lipidtropfchen, Markern der
Adipogenese und Organellen der Lipidspeicherung (Dubiel, Bintig, Kahne, Dubiel, & Naumann,
2017). An Tag 15 ist Cul3 im Vergleich zur Kontrolle starker exprimiert, was eher gegen die These
sprechen wirde, dass Apelin-12 einen hemmenden Einfluss auf die Adipogenese ausubt.
Generell ist die fortschreitende Adipogenese in LiSa-2-Zellen mit einem Anstieg von Cullin 3 und
dem COP9 Signalosom assoziiert, wobei Cull eher gleichbleibend exprimiert wird (Dubiel et al.,
2015). Cull ist an Tag 15 ebenfalls starker exprimiert als in der Kontrolle ohne Apelin-12. Dies
konnte im Zusammenhang mit der verminderten Expression von CSN7B in den mit Apelin-12
behandelten Zellen stehen (X. Huang et al., 2016). Fur eine definitive Aussage, ist jedoch die

Bestatigung der vorliegenden Ergebnisse in zuklnftigen Experimenten erforderlich.
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5.5 Ist die VEGF-A-Konzentration im Patienten-Serum ein geeigneter Parameter
fur die Evaluierung des Erfolgs der bariatrischen Chirurgie?

VEGF-A ist sowohl fir physiologische, als auch pathologische Angiogenese bedeutsam und
damit unter anderem fir die Versorgung von Fettgewebe im Rahmen der Adipogenese (Ferrara
& Bunting, 1996). Um VEGF-A als Marker fir den Erfolg der bariatrischen Chirurgie nutzen und
interpretieren zu kénnen, missen physiologische und pathologische Einfliisse auf den VEGF-A-
Spiegel in die Betrachtung einbezogen werden. So kénnen bspw. das Wachstum eines Tumors
im Organismus, welcher durch Angiogenese seine Gefaldversorgung sichert, die mit der
Adipositas assoziierten Komorbiditdten oder Gewebeschéden wie OP-Traumata fur erhdhte
Werte sorgen, wahrend eine Antikdrpertherapie wie z. B. mit Bevacizumab die Werte senkt
(Belizon et al., 2006; Del Vecchio et al., 2010; Hayashi et al., 2014; Karayiannakis et al., 2002;
Loupakis et al., 2011). Klar ist jedoch, dass VEGF-A bei Adipositaspatienten im Vergleich zu
gesunden Kontrollen erhoht ist, positiv mit der Expansion des Fettgewebes korreliert und nach
bariatrischer OP signifikant sinkt (Farey et al., 2017; Garcia de la Torre et al., 2008; Weidlich et
al., 2017; Q. X. Zhang et al., 1997). Da sich die Absolutwerte des VEGF-A im Serum zwischen
Patienten und verschiedenen Studien stark unterscheiden und keine offiziellen Referenzwerte fir
Serum-VEGF-A existieren, sollte zur Beurteilung einer erfolgreichen Senkung der VEGF-A-
Konzentration nach bariatrischer OP fir jeden Patienten ein relativer Vergleich der Werte vor und
nach OP angestrebt werden (Farey et al., 2017; Garcia de la Torre et al., 2008). Auf lange Sicht
waére es sinnvoll, mittels grof3er randomisierter Studien Normalwerte fur das VEGF-A in objektiv
gesunden Patienten zu ermitteln, um diese mit Messwerten aus Patienten mit verschiedenen
Pathologien vergleichen zu kénnen. Um feststellen zu kénnen, ob und wie stark sich die VEGF-
A-Konzentration im Serum nach bariatrischer OP verandert, sollten mindestens Wochen bis
Monate zwischen der ersten praoperativen Blutentnahme und den spéateren
Untersuchungszeitpunkten vergehen, da intraoperativ gesetztes Trauma tber mehrere Tage die
Angiogenese und damit die Konzentration von VEGF-A im Serum verstarken kann (Belizon et al.,
2006). In verschiedenen Tumorerkrankungen ist ein erhdhtes Serum-VEGF-A mit vermindertem
Gesamtlberleben assoziiert und gilt als unabhangiger Risikofaktor (Broll et al., 2001; Hefler et
al., 2006). Zudem scheint es wahrscheinlich, dass Mediatoren des durch Adipositas aufrecht
erhaltenen pro-inflammatorischen Milieus, wie z. B. VEGF-A, das Risiko flr Tumorerkrankungen
erhohen (Riondino et al., 2014). Gleichzeitig wird VEGF-A als Risikofaktor fur kardiovaskulare
Erkrankungen in Erwagung gezogen (Garcia de la Torre et al., 2008). Viszerale Adipositas kann
die Therapie von Karzinomen mit Anti-VEGF-A-Antikdrpern erschweren, z. B. bei metastasiertem
kolorektalem Karzinom (Guiu et al., 2010). In Zusammenschau der mit chronisch erhfhtem
Serum-VEGF-A assoziierten Risikofaktoren scheint es sinnvoll, dieses Peptidhormon in die
Evaluierung des "metabolischen” Erfolgs der bariatrischen Chirurgie mit einzubeziehen. Zudem

zeigt die hier vorliegende Arbeit, dass LSG und LGB eine langfristige Reduzierung des Serum-
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VEGF-A bis 24 Monate nach OP bewirken, die in positivem Zusammenhang mit dem BMI steht.
Im in-vitro-Experiment konnten Hinweise auf eine tendenzielle Adipogenesesteigerung durch
VEGF-A und eine tendenzielle Inhibierung der Adipogenese durch einen VEGF-A-
Rezeptorinhibitor gefunden werden. Fir eine genauere Aussage zur molekularbiologischen
Wirkung des VEGF-A im Rahmen der Adipogenese sollten die in-vitro-Experimente jedoch

wiederholt und statistisch abgesichert werden.

VEGF-A sollte kinftig als Teil eines Messwerte-Panels von metabolisch risikoassoziierten
Adipokinen nach bariatrischer OP diskutiert werden, um den Rlckgang des metabolischen
Risikos der Erkrankung Adipositas und damit den Erfolg bariatrischer Eingriffe zu evaluieren.
Gleichzeitig ricken VEGF-A und seine Rezeptoren als Ziel einer Anti-Adipositastherapie in den
Fokus weiterer Forschung, die bisher schon in-vitro und im Tiermodell Erfolge zeigte (Cao, 2010;
Fukumura et al., 2003; Tam et al., 2009).



93

5.6 Ist die Apelin-12-Konzentration im Patienten-Serum ein geeigneter Parameter
fur die Evaluierung des Erfolgs der bariatrischen Chirurgie?

Apelin ist noch immer ein relativ unerforschtes Peptidhormon (Szokodi et al., 2002). Ihm werden
verschiedene metabolische Wirkungen in verschiedenen Geweben zugeschrieben (Castan-
Laurell etal., 2011). Dabei wird zwischen mehreren Isoformen des Apelins unterschieden, welche
verschiedene Aktivitat aufweisen (Castan-Laurell et al., 2011; Mesmin et al., 2010). Aufgrund
seiner Assoziation mit dem Glucose- und Insulinstoffwechsel sowie dem Diabetes, welcher
erfolgreich durch bariatrische Chirurgie behandelt werden kann, tritt das Apelin als Marker fur den
Erfolg der metabolischen Chirurgie in den Fokus (Bertrand et al., 2015; Henry Buchwald et al.,
2009). Die Ergebnisse klinischer Studien bezlglich der Frage, inwieweit die Apelin-Konzentration
im Blut mit dem Grad der Insulinresistenz korreliert, liefern widerspriichliche Ergebnisse (Erdem
et al., 2008; Karbek et al., 2014; Reinehr et al., 2011; Tasci et al., 2007). Experimentelle Arbeiten
an der Maus und in-vitro-Modellen zeigen jedoch, dass Apelin negativ mit dem Grad der
Insulinresistenz korreliert und einen inhibitorischen Effekt auf die Adipogenese besitzt (Higuchi et
al., 2007; Sawane etal., 2013; Than et al., 2012; Yue et al., 2011). In der hier vorliegenden Arbeit
wurde erstmals ein signifikanter Anstieg des Apelin-12 im Patientenserum bis 24 Monate nach
OP und an einem in-vitro-Modell eine tendenzielle Hemmung der Adipogenese durch Apelin-12
beobachtet. Da Apelin bereits als potentieller Biomarker fir Diabetes mellitus Typ 2 diskutiert
wird, kénnte es zuklnftig auch als Marker zur Evaluation des metabolischen Erfolgs der
bariatrischen Chirurgie in Frage kommen (Olivera Santa-Catalina et al., 2017). Bis dahin sollte
jedoch der kausale Zusammenhang zwischen Apelin und der Insulinresistenz sowie der
Gewichtsabnahme nach bariatrischer OP geklart und anhand grof3er randomisierter Studien
empirisch bestatigt werden. Auch fir Apelin liegen keine Referenzwerte der normalen
Serumkonzentration vor. Deshalb sollte auch hier eher ein relativer Vergleich der pra- und
postoperativen Werte stattfinden als eine Fixierung auf Absolutwerte. Die Ergebnisse der
vorliegenden Arbeit sprechen fur die These, dass Apelin-12 im Blutserum nach bariatrischer
Operation ansteigt. Die aktuelle Studienlage deutet an, dass dies mit einem Rlckgang der
Insulinresistenz und einer Konsolidierung des Diabetes mellitus Typ 2 assoziiert ist. Fir eine
genauere Aussage zur molekularbiologischen Wirkung des Apelin-12 im Rahmen der
Adipogenese sollten die in-vitro-Experimente der vorliegende Arbeit wiederholt und statistisch

abgesichert werden.
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5.7 Limitationen

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden 30 Patienten ausgewahlt, bei denen eine Indikation
zur bariatrischen Operation bestand. Grundsatzlich ist die Population der Adipositaspatienten
ausgesprochen heterogen, da Patienten unterschiedliche Vor- und Folgeerkrankungen
aufweisen. Bei einem relativ kleinen Patientenkollektiv wie in der vorliegenden Arbeit ware daher
eine genauere Vorauswahl der Patienten anhand von Alter, Geschlecht, Komorbiditaten,
Operationstechnik und erfolgreichem Follow-Up sinnvoll gewesen. Aulzerdem hétte eine gesunde
Kontrollgruppe in die Studie eingeschlossen werden kdnnen. Auch im Rahmen der angestellten
Gruppenvergleiche wére es vorteilhaft gewesen, homogenere Gruppen mit im besten Fall
héheren Patientenzahlen zu bilden. Dabei ware die Verlaufskontrolle bekannter Komorbiditaten -
insbesondere deren Remission - ein nutzlicher Anhaltspunkt gewesen. Die Interpretation der
Ergebnisse ware aufgrund der damit reduzierbaren Stdrfaktoren erleichtert worden. Andererseits
bildet das in der vorliegenden Arbeit gewahlte Patientenkollektiv ein realistisches Abbild der
klinischen Realitat. Zuklnftigen Kklinischen und experimentellen Studien wird ermdglicht,
erhobene Messwerte, ihre Schwankungsbreite und mdgliche Assoziationen untereinander mit
dieser Arbeit abzugleichen und anhand dessen die Planung und Durchflhrung kiinftiger Studien
zu optimieren. Die in-vitro-Adipogenese-Experimente mit dem LiSa-2-Zell Modell sind eine erste
Sondierung und missen in der Zukunft mehrfach wiederholt werden um eine statistisch
abgesicherte Aussage zu ermdglichen. In zukinftigen Experimenten muss die Farbung der LiSa-
2-Zellen mit Oil Red O fiir eine photometrische Messung zur quantitativen Analyse herangezogen
werden. Mehrere Banden in den erstellten Western Blots haben aufgrund ihrer Uberséttigung
oder zu geringen Abgrenzbarkeit eine eingeschrénkte Aussagekraft. Die Ergebnisse der in-vitro-
Studie sind daher als vorlaufig zu betrachten. Die zugrundeliegenden Zusammenhéange sollten in

zuklnftigen Studien unter angepassten Bedingungen erneut betrachtet werden.
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Abklrzung ausgeschriebenes Wort

APJ Apelin receptor

APS Ammoniumperoxodisufat

ATP Adenosintriphosphat

BMI body mass index

C/EBP CCAAT-enhancer-binding protein

CAND1 Cullin-associated NEDD8-dissociated protein 1
CHOP C/EBP homologous protein

COP9 Constitutive photomorphogenesis 9

CRL COP9 signalosome-cullin-RING ubiquitin-ligase
CSN COP9 signalosome

Cul Cullin

DMEM Dulbecco's Modified Eagle Medium

DNA Desoxyribonukleinsdure

ECL enhanced chemiluminescence

ELISA Enzyme-linked Immunosorbent Assay

FCS Fetal bovine serum

HelLa Henrietta Lacks

HEPES 2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonséure
HL-60 human promyelocytic leukemia-60

HRP horseradish peroxidase

LDL low density lipoprotein

LGB laparoscopic gastric bypass

LiSa liposarcoma

LSG laparoscopic sleeve gastrectomy

MEM Minimum Essential Medium

MRNA messenger ribonucleic acid

Nedd neural precursor cell expressed, developmentally down-regulated
NIH National Institutes of Health

OoP Operation

PAA Polyacrylamid

PBS Phosphate buffered saline

PBS-T Phosphate buffered saline with TWEEN-20

PMSF Phenylmethylsulfonyl fluoride

PPARYy Peroxisome proliferator-activated receptor gamma
Pyr1 5,11-Dimethyl-1-oxo-2,6-dihydro-1H-pyrido[4,3-b]carbazol-9-yl benzoate
RIA radioimmunoassay

RPMI Roswell Park Memorial Institute

SD Standard Deviation

SDS sodium dodecyl sulfate

SDS-PAGE sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis
TEMED Tetramethylethylendiamin

UPS Ubiquitin-Proteasom-System

VEGF vascular endothelial growth factor

VPF vascular permeability factor
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