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1.0 Zusammenfassung

1.1 Deutsche Zusammenfassung

Zielsetzung: Diese Studie zielt darauf ab, die Veranderungen der Zusammensetzung des
Mikrobioms vom Magen bis Kolon bei Adipositas-Patienten erstmalig zu beschreiben. Es wird
die Hypothese aufgestellt, dass Adipositas mit signifikanten Veranderungen im Mikrobiom
entlang des Magen-Darm-Trakts verbunden ist. Insbesondere wird erwartet, dass adipose
Patienten eine Dysbiose aufweisen, die sich vom Magen bis zum Kolon erstreckt, was zu einer
Verschiebung der bakteriellen Gemeinschaften und einer potenziellen Beeintrachtigung der

metabolischen Gesundheit fuhrt.

Methoden: In dieser Studie wurden 52 adipdse Patienten (38 weiblich, 14 mannlich) der
Grade I/11/1Il im Alter von 24 bis 70 Jahren eingeschlossen. Eingeschlossen wurden Patienten,
die fUr eine bariatrische Operation vorgesehen waren. Die Probenentnahmen erfolgten im
Rahmen der operativen Eingriffe. Die Proben wurden mittels Abstrichen intraoperativ (4
Probenentnahmen: Peritoneum, Magen, Jejunum 50cm, Jejunum 150 cm), praoperativ (1-2
Tage vor der Operation) und postoperativ (am 4. oder 5. Tag nach der Operation) gewonnen.
Die DNA-Extraktion aus den Proben erfolgte im Institut fir Mikrobiologie der Universitat des
Saarlandes und die 16S-Analyse des Mikrobioms wurde von Novogene (Oxford, UK)
ausgefuhrt. Die Visualisierung der Daten erfolgte durch die Klinische Bioinformatik der

Universitat des Saarlandes.

Ergebnisse: Diese Studie liefert neue Erkenntnisse Uber das Mikrobiom verschiedener
Bereiche des Magen-Darm-Trakts und dessen Veranderungen nach einer bariatrischen
Operation. Eine der ersten Beobachtungen war das potenzielle Vorhandensein von
Kontaminationen, darunter Kontaminanten der Gattung Nitrotoga sowie Kontaminanten aus
der Familie Micrococcaceae, die typischerweise nicht im menschlichen Darm vorkommen.
Mithilfe einer Negativkontrolle konnte die Kontamination mit Nitrotoga nachgewiesen werden.
Die Analyse der dominanten Spezies und strukturellen Verbindungen ergab, dass Firmicutes
und Bacteroidota die dominierenden Phyla waren, gefolgt von anderen wie Proteobacteria
und Actinobacteriota. Interessanterweise zeigten starke Korrelationen zwischen bestimmten
Spezies innerhalb des bakteriellen Netzwerks ein mogliches gleichzeitiges Vorkommen oder
unterstutzende metabolische Aktivitdten auf. Die Analyse der freien DNA und der Zellzahlen
ergab signifikante Unterschiede in der Bakteriendichte zwischen verschiedenen Stellen des
Magen-Darm-Trakts, wobei die Stuhlproben die reichhaltigere Mikrobiota aufwiesen.
Bemerkenswerterweise konnte mikrobielle DNA sowohl im Peritoneum als auch im Magen

nachgewiesen werden. Die Analyse der Alpha-Diversitat lieferte wichtige Hinweise dafur, dass
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die mikrobielle Besiedlung des Peritoneums im Durchschnitt derjenigen des Jejunums ahnelt
und dass die Stuhlproben, die vor dem chirurgischen Eingriff enthommen wurden, eine
signifikant hdhere mikrobielle Diversitdt aufwiesen als andere Proben des
Gastrointestinaltrakts. Auffallend war auch, dass die mikrobielle Vielfalt im Stuhl nach der
Operation abzunehmen schien. Besonders aufschlussreich waren die postoperativen
Veranderungen im Stuhlmikrobiom, die eine tendenzielle Verschiebung im Verhaltnis von
Firmicutes-zu-Bacteroidota sowie Veranderungen in der Haufigkeit von Akkermansia,
Escherichia coli und Enterococcus B zeigten. Im Kolon wurden unterschiedliche mikrobielle
Muster zwischen Stuhlproben festgestellt, wobei Firmicutes in den praoperativen Stuhlproben
vorherrschen, wahrend in den postoperativen Stuhlproben einen Rickgang von Firmicutes
und eine Zunahme von Bacteroidota aufweisen. Diese Ergebnisse bieten wichtige Einblicke
in die komplexe Mikrobiota des Magen-Darm-Trakts und deren Reaktion auf bariatrische

Operationen.

Schlussfolgerungen: Erstmals wurde das Mikrobiom adipdser Patienten sowohl mithilfe
intraoperativer Abstriche als auch anhand von Stuhlproben umfassend untersucht. Diese
neuartige Herangehensweise ermdglichte eine detaillierte Analyse des Mikrobioms in
verschiedenen Bereichen des Magen-Darm-Trakts, einschlieRlich des Peritoneums.
Interessanterweise konnte mikrobielle DNA sowohl im Peritoneum als auch im Magen
nachgewiesen werden — Regionen, die traditionell als weitgehend keimarm oder sogar steril
galten. Die Alpha-Diversitats-Analysen stellen die etablierte Hypothese des keimfreien
Peritoneums infrage, da dort ahnliche Mikroben wie im Jejunum nachgewiesen wurden. Dies
eroffnet neue Perspektiven fir das Verstandnis des Mikrobioms in vermeintlich sterilen
Koérperregionen. Zudem bestatigen die Ergebnisse dieser Studie die Annahme, dass das
Jejunum moglicherweise keine residente Mikrobiota beherbergt, sondern nur transiente
Mikroben enthalt, wahrend die mikrobielle Zusammensetzung entlang des Dunndarms relativ
stabil blieb. Postoperativ zeigten sich eine signifikante Reduktion der Alpha-Diversitat sowie
markante Veranderungen in der mikrobiellen Zusammensetzung. Dies verdeutlicht den
Einfluss des Magenbypasses auf das Mikrobiom des Magen-Darm-Trakts und liefert wertvolle
Hinweise auf mogliche metabolische Folgen der Operation. Das bekannte Firmicutes-zu-
Bacteroidota-Verhaltnis, das haufig mit Adipositas assoziiert wird, konnte in dieser Studie
ebenfalls bestatigt werden. Die Daten dieser Arbeit legen nahe, dass bariatrische Eingriffe
dieses Verhaltnis moglicherweise umkehren kdnnten, was potenziell positive Auswirkungen
auf die Darmgesundheit hatte. Zusatzlich konnten zwei potenzielle Kontaminanten identifiziert
werden: Nitrofoga wurde in der Negativkontrolle nachgewiesen, wahrend Micrococcaceae,
anhand von Vergleichsdaten aus der Literatur als moglicher Kontaminant klassifiziert wurde.

Die Ergebnisse dieser Arbeit bestatigen die zentrale Rolle des Mikrobioms im metabolischen
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Syndrom und zeigen, dass es malgeblich durch Adipositas beeinflusst wird. Ein vertieftes
Verstandnis dieser Dynamik konnte den Weg fir innovative Therapien und gezieltere

Behandlungsstrategien ebnen.

1.2 Summary in English

Changes in the composition of the microbiome from the stomach to the colon in obese

patients

Objective: This study aims to describe for the first time the changes in the composition of the
microbiome from the stomach to the colon in obese patients. This study hypothesizes that
obesity is associated with significant changes in the microbiome along the gastrointestinal
tract. Specifically, it is expected that obese patients exhibit dysbiosis extending from the
stomach to the colon, leading to a shift in bacterial communities and potential impairment of

metabolic health.

Methods: This study included 52 obese patients (38 female, 14 male) of grades I/Il/lll aged
24 to 70 years who were undergoing bariatric surgery. Samples were obtained during surgical
procedures through intraoperative (4 Swabs - Peritoneum, Stomach, Jejunum 50cm, Jejunum
150 cm), preoperative (1 or 2 days before the operation), and postoperative (on the 4™ or 5"
day after the operation) swabs. DNA extraction from the samples was performed at the
Institute of Microbiology at Saarland University and the extracted DNA was sent to Novogene
(Oxford, UK) for 16S microbiome analysis. Data visualization was carried out by the Clinical

Bioinformatics department at Saarland University.

Results: This study provides new insights into the microbiome of different regions of the
gastrointestinal tract and its changes following bariatric surgery. One of the first observations
was the potential presence of contaminants, including those assigned to the genus Nitrotoga
as well as others belonging to the family Micrococcaceae, which are not typically found in the
human gut. Using a negative control, contamination with Nitrotoga was confirmed. The
analysis of dominant species and structural associations revealed that Firmicutes and
Bacteroidota were the predominant phyla, followed by others such as Proteobacteria and
Actinobacteriota. Interestingly, strong correlations between certain species within the bacterial
network suggested possible co-occurrence or supporting metabolic interactions. The analysis
of free DNA and cell counts revealed significant differences in bacterial density across various
regions of the gastrointestinal tract, with stool samples harboring the richest microbiota.
Notably, microbial DNA was detected in both the peritoneum and the stomach. The analysis

of alpha diversity provided important evidence that the microbial colonization of the peritoneum
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which was on average, similar to that of the jejunum. Furthermore, stool samples collected
before surgery exhibited significantly higher microbial diversity than other gastrointestinal tract
samples. Remarkably, microbial diversity in stool samples appeared to decrease after surgery.
Particularly revealing were the postoperative changes in the stool microbiome, which showed
a tendency toward a shift in the Firmicutes-to-Bacteroidota ratio, as well as changes in the
abundance of Akkermansia, Escherichia coli and Enterococcus B. Different microbial patterns
were observed in colonic stool samples, with Firmicutes being dominant in Stool Sample 1,

whereas Stool Samples 4-5 exhibited a decline in Firmicutes and an increase in Bacteroidota.

Conclusions: This study is the first to comprehensively analyse the microbiome of obese
patients using both intraoperative swabs and stool samples. This novel approach enabled a
detailed investigation of the microbiome in various regions of the gastrointestinal tract,
including the peritoneum. Interestingly, microbial DNA was detected in both the peritoneum
and the stomach, regions traditionally considered largely germ-free or even sterile. The alpha
diversity analysis also challenges the established hypothesis of a sterile peritoneum, as similar
microbes were detected there as in the jejunum. This finding opens new perspectives on the
microbiome's presence in supposedly sterile body regions. Furthermore, these findings
support the assumption that the jejunum may not harbor a resident microbiota but instead
contains only transient microbes, while the microbial composition along the small intestine
remained relatively stable. Postoperatively, a significant reduction in alpha diversity and
distinct changes in microbial composition were observed. This highlights the impact of gastric
bypass surgery on the gastrointestinal microbiome and provides valuable insights into the
potential metabolic consequences of the procedure. The well-known Firmicutes-to-
Bacteroidota ratio, often associated with obesity, was also confirmed in this study. The data
suggest that bariatric procedures may potentially reverse this ratio, which could have
beneficial effects on gut health. Additionally, two potential contaminants were identified:
Nitrotoga was detected in the negative control, while Micrococcaceae was classified as a
possible contaminant based on comparative data from the literature. The findings of this study
confirm the central role of the microbiome in metabolic syndrome and demonstrate that it is
significantly influenced by obesity. A deeper understanding of these dynamics could pave the

way for innovative therapies and more targeted treatment strategies.
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2.0 Einleitung

2.1 Adipositas

Adipositas ist seit vielen Jahren ein weit verbreitetes Problem der Bevolkerung. Einerseits
stehen die Menschen vor der globalen Herausforderung ihrer Gesundheit und andererseits
dem Risiko der Folgeerkrankungen, die mit Adipositas einhergehen.

2.1.1 Definition

Adipositas gehdrt zu den chronischen Krankheiten und wird definiert als eine Uber das
Normalmal® hinausgehende Vermehrung des Korperfetts. Berechnungsgrundlage fiir die
Gewichtsklassifikation ist der Kérpermasseindex, der sog. Body Mass Index (BMI). BMI=
Quotient aus Kdrpergewicht in Kilogramm und KérpergroRe in Metern zum Quadrat (kg/m?)

(Adipositas-Gesellschaft, 2024). o
Tabelle 1: BMI-Einteilung, die in 1832 von Adolphe

Quetelet und nach dem Ersten

Weltkrieg von Ignaz Kaup entwickelt

wurde (Adipositas-Gesellschaft, 2024;
2.1.2 Einteilung AMBOSS, 2024)

Adipositas wird anhand des BMIs in drei

Graden eingeteilt. Die Einteilung erfolgt

ich <
als folgend: (Tabelle 1) (Adipositas- | o orgowient 18,5

Gesellschaft, 2024; AMBOSS, 2024)

Ubergewicht
) 25,0-29,9
. . . . (Praadipositas)
2.1.3 Epidemiologie und Pravalenz

Ubergewicht und Adipositas in
Deutschland Adipositas Grad Il 35,0-39,9

Der gerundete Anteil der derzeit
Ubergewichtigen Manner und Frauen
(BMI = 25 kg/m ?) in Deutschland betragt
67 % bzw. 53 %, was insgesamt etwa 60

BMI= Body-Mass-Index

% der Bevolkerung entspricht. Ein etwas
kleinerer Anteil der Erwachsenen, ist stark ibergewichtig, im Sinne Adipositas I/Il/lIl (BMI =230
kg/m?), namlich 23% der Manner und 24% der Frauen. Die Pravalenz von Adipositas nimmt
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mit dem Alter zu und hat in den letzten 20-30 Jahren weiterhin zugenommen, besonders bei

Mannern und im jungen Erwachsenenalter. Auflerdem stellt ein niedriger soziobkonomischer

Status einen Risikofaktor fiir Adipositas dar. 1Sk
(Adipositas-Gesellschaft, 2024; Mensink et NMclhkld
al., 2013). e
Portugal

Ubergewicht und Adipositas weltweit A:';dd
GroBbritanien

Ubergewicht und Adipositas hat in fast allen  “Teun)
EU-Staaten, USA, Japan, Sidkorea, L";I':':’:E
Australien, Schweiz und der Tirkei das o nd

Israel

,alarmierende Ausmalf einer Volkskrankheit* THah
elgien

Frankreich

angenommen (Abbildung 1) (Adipositas- criecheniand
Dinemark
Gesellschaft, 2024). Dartber hinaus sp:::::
Litauen

entwickeln sich Adipositas und Ubergewicht Slowakei

Osterreich
in Lateinamerika zu schwerwiegenden  Niederiande
Schweden
Norwegen

gesundheitlichen Herausforderungen, wobei Beinweis
Italien
Mexiko in dieser Epidemie eine flihrende e
Position einnimmt (Astudillo, 2014). Um die o & /d ;"M = 3:. EEE
% der Bevolkerungszal
globale Dimension des Problems zu  appiigung 1: Prozentuelle Représentation der
verdeutlichen, lohnt ein Blick auf weitere Préavalenz der Adipositas in EU-
Staaten, USA, Japan, Siidkorea,
Lander wie China und Saudi-Arabien. In Australien, Schweiz und die Tiirkei

. . . .. . . . ‘Adipositas-Gesellschaft, 2024
China liegt die Pravalenz von Adipositas bei (Adipositas-Gesellscha )

Erwachsenen (BMI =28 kg/m?) bei etwa 14 % (Mu et al., 2021), wahrend in den USA (BMI
> 30 kg/m?) 40,3 % der Erwachsenen betroffen sind (Emmerich et al., 2024). In Saudi-Arabien
betragt die Pravalenz in der Bevdlkerung (BMI =30 kg/m?) etwa 23 % (Alsulami et al., 2023)
und liegt damit deutlich unter dem Niveau der USA, aber Uber dem Chinas. Und zum
Abschluss der Weltreise: Trotz der relativen Stabilisierung des hohen BMI-Trends im Nahen
Osten bleibt die Pravalenz von Ubergewicht und Adipositas in dieser Region auf einem
alarmierend hohen Niveau. Die aktuellen Malknahmen zur Bekdmpfung dieser Epidemie

mussen fortgefuhrt und intensiviert werden (Okati-Aliabad et al., 2022).

2.1.4 Ursachen

Adipositas wird als eine komplexe, multifaktorielle Erkrankung angesehen. Einer der
haufigsten Mechanismen, die zu Adipositas fihren, ist das Ungleichgewicht zwischen der

Energieaufnahme durch die Erndhrung und dem Energieverbrauch. Die Uberschissige
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Energie wird dann als Fett in Fettzellen gespeichert. Hauptursachen flir das Missverhaltnis
sind unglnstige Erndhrungsgewohnheiten und Bewegungsmangel (Zurich, 2024). Es gibt
aber noch weitere Risikofaktoren, die zu Adipositas fiihren kdnnen. Dazu zahlen unter
anderem genetische Veranlagung, psychische Faktoren, Medikamente, hormonelle
Stérungen, Stoffwechselerkrankungen, Schlafmangel, Stress, niedriger sozialer Status sowie

Lebensstil.

Der Studie von Golden et al. (Golden et al., 2020) zufolge spielt die Genetik eine wesentliche
Rolle bei der Pradisposition zu Adipositas und ist fir bis zu 70 % des Krankheitsrisikos
verantwortlich. Uber hundert Gene und Genvarianten, die mit Adipositas in Zusammenhang
stehen, wurden entdeckt. Allerdings flihrt das genetische Risiko fir Adipositas nicht immer zur
tatsachlichen Entwicklung der Krankheit, was auf komplexe Wechselwirkungen zwischen
genetischen, Verhaltens- und Umwelteinflissen und daraus resultierenden epigenetischen

Veranderungen schlief3en lasst (Golden et al., 2020).

2.2 Mikrobiom

2.2.1 Definition

Die Bezeichnung ,mikrobielle Zellen®
bezieht sich auf das sogenannte Mlcroblome

Mikrobiom (Ursell et al., 2012). Um den Microbiota | 4= “Theatre of activity”

Bacteria Archaea Microbial structural elements

Unterschied zwischen Mikrobiom und

Proteins/ Poly-

A AEIEE peptides Dpics sacharides

Mikrobiota zu verdeutlichen: Der Begriff

Algae Nucleic acids
structural DNA/RNA

.Mikrobiota® wird im Allgemeinen

mobile genetic elements

Internal/external structural elements . . N
incl. viruses/phages relic DNA

Verwendet, um elne GemeInSChaft Microbial metabolites

Environmental Signalling T (An)organic

lebender Mikroorganismen zu conditions molecules molecules
beSCh relben, dle |n elner bestlmmten Biome: a reasonably well defined habitat which has distinct bio-physio-chemical properties

Umgebung leben. Eine Ausnahme  Abbildung 2: Definition von Mikrobiom und
dessen Eingliederung in Mikrobiota
und Aktivitdtsergebnis (Berg et al.,
Prionen, Viroide und freie DNA, die 2020)

keine lebenden Mikroorganismen sind und daher nicht zur Mikrobiota gehdren. Anderseits

bilden Phagen, Viren, Plasmide,

schlie3t der Begriff Mikrobiom nicht nur die Gemeinschaft der Mikroorganismen ein, sondern
auch deren Aktivitdtsergebnis (theatre of activity) (Berg et al., 2020). Das Aktivitatsergebnis
reprasentiert das gesamte Spektrum der von den Mikroorganismen produzierten Molekiile,

einschlieBlich ihrer Strukturelemente (Nukleinsauren, Proteine, Lipide, Polysaccharide) und
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Metaboliten (Signalmolekile, Toxine, organische und anorganische Molekiile) (Berg et al.,
2020). Darlber hinaus sind im Vergleich zur Mikrobiota alle mobilen genetischen Elemente
wie Phagen, Viren sowie ,Relikt‘- und extrazellulare DNA im Mikrobiom enthalten, da per
Definition auch Molekiile, die von koexistierenden Wirten produziert werden, auch Teil des
Mikrobioms sind. (Abbildung 2). Zur leichten Verwechslung mit dem Mikrobiom bringt der
Begriff Metagenom (Berg et al., 2020). Das Metagenom wird hingegen definiert als eine

Sammlung von Genomen und Genen der Mitglieder einer Mikrobiota definiert.

2.2.2 Wie identifiziert man eigentlich die Mikrobiota?

Man unterscheidet zwischen den drei Domanen des Lebens: Bacteria, Archea und Eucarya.
Diese Domanen kann man in taxonomischen Ebenen einteilen. Die taxinomische Ebenen
sind: Domane (Regnum) — Stamm (Phylum) — Klasse (Classis) — Ordnung (Ordo) — Familie
(Familia) — Gattung (Genus) — Art (Spezies). Abbildung 3 zeigt die internationale taxonomische
Klassifikation auf Latein (als internationalem Standard) und Englisch. Die Taxonomie dient wie

eine Adresse. Zum Beispiel: Art (Spezies): Prevotella rara, Gattung (Genus): Prevotella,

Latin English
Regnum Kingdom
Phylum Phylum
Classis Class
Ordo Order
Familia Family
Genus Genus
Spezies Species

Abbildung 3: Internationale taxonomische Klassifikation (Beule, 2018).

Familie (Familia): Prevotellaceae, Ordnung (Ordo): Bacteroidales, Klasse (Classis):
Bacteroidia, Stamm (Phylum): Bacteroidota (friiher Bacteroidetes), Domane (Regnum):
Bacteria. Um das Mikrobiom zu untersuchen, sammeln Wissenschaftler normalerweise
Stuhlproben und analysieren sie mithilfe der 16S-rRNA-Sequenzierung. Die 16S-rRNA-
Sequenzierung ist eine Methode zur Analyse des Mikrobioms, bei der mithilfe von Multiplexing

mehrere Proben gleichzeitig untersucht werden konnen. Die gewonnenen Daten erlauben
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eine Bewertung der mikrobiellen Vielfalt auf der Ebene von Gattung, Familie, Ordnung, Klasse
und Phylum. Allerdings reicht die Aufldsung in der Regel nicht aus, um Analysen auf Artenbene
durchzufliihren. Verschiedene Schritte der bioinformatischen Auswertung erméglichen sowohl
die gemeinsame Analyse aller Proben als auch den Vergleich zwischen einzelnen Proben
(Christensen et al.,, 2023). Die bioinformatische Analyse konzentriert sich auf die
Qualitatskontrolle der Reads, die Zusammenflihrung identischer Reads und die Gruppierung
von Reads in operationelle taxonomische Einheiten (OTUs) mit einem Schwellenwert von 97
%. Der Schwellenwert wird vom Spezies-Schwellenwert fir die Klassifizierung von Spezies
auf der Grundlage von 16S-rRNA-Sequenzvergleichen bernommen. Die Verteilung der
Reads und OTUs innerhalb und zwischen Proben kann verwendet werden, um a- und (-
Diversitat zu schatzen. Die relative Haufigkeit der taxonomischen Einheiten auf Gattungs-,
Familien-, Ordnungs-, Klassen- und Phylumebene kann zwischen Proben verglichen werden
(Christensen et al., 2023).

Es wurden sechs Hauptstamme (Phyla) identifiziert: Firmicutes, Bacteroidota (friher
Bacteroidetes), Actinobacteriota (friher Actinobacteria), Proteobacteria, Fusobacteria und
Verrumicrobia. Billionen dieser Mikroben bilden das komplexe Okosystem der menschlichen
Darmmikrobiota, die zwischen 103-10* Bakterien pro Gramm im Magen, 10°-10° im Jejunum,
10%-10°%im terminalen lleum und etwa 10'?-10" Bakterien pro Gramm im Dickdarminhalt reicht.
Die menschliche Darmmikrobiota enthalt mindestens 1000 verschiedene Spezies bekannter
Bakterien und 150-mal mehr mikrobielle Gene als das menschliche Genom (McGhee et al.,

2012). Abbildung 4 zeigt die Vielfalt der Darmmikrobiota, die sich von der distalen Speiseréhre

Esophagus pH
<40

Bacteroides, Gemella,
Megasphaera, Pseudomonas,
Prevotella, Rothia sps.,
Streptococcus, Veillonella

Stomach pH
2

Streptococcus, Lactobacillus,
Prevotella, Enterococcus,
Hellcobacter pylori

Colon pH
5-5.7

Bacteroides, Clostridium,
Prevotella, Porphyromonas,
Eubacterium, Ruminococcus,
Streptococcus, Enterobacterium,
Enterococcus, Lactobacillus,
Peptostreptococcus, Fusobacteria

Small intestine pH
5-7

Bacteroides, Clostridium,
Streptococcus, Lactobacillus,
-Proteobacteria, Enterococcus

Cecum pH
5.7

Lachnospira, Roseburia,
Butyrivibrio, Ruminococcus,
Fecalibacterium, Fusobacteria

Abbildung 4: Verteilung der normalen menschlichen Darmflora (Jandhyala et al., 2015)
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zum Dickdarm bewegt. Streptococcen scheinen die dominanteste Gattung im distalen
Osophagus, Magen, Duodenum und Jejunum zu sein. Zu den Hauptstdmmen, die im Darm
leben, gehéren Firmicutes und Bacteroidota (Jandhyala et al., 2015). Allein Firmicutes und
Bacteroidota machen 90 % des Mikrobioms aus. Diese beiden Hauptphyla bestehen jeweils
aus drei bis vier Hauptklassen. Bacteroidota: Bacteroidia, Flavobacteria, Sphingobacteriia und

Cytophagia. Firmicutes: Clostridia, Negativicutes und Bazillen (Sikalidis et al., 2020).

2.2.3 Was bedeutet Mikrobiomdiversitat?

Die Diversitat des Mikrobioms spielt eine groRe Rolle in Datenanalysen. Die Diversitét teilt
man in drei Kategorien, Alpha, Beta und Gamma ein. Sie spiegeln verschiedene Aspekte der

zu messenden Heterogenitat wider.
Alpha- vs. Beta- und Gamma-Diversitat

Die Alpha-Diversitat beschreibt die Artenvielfalt innerhalb eines bestimmten Lebensraumtyps
(Habitat-type). Sie wird durch den beobachteten Artenreichtum (Anzahl der Taxa) und deren
GleichmalRigkeit (relative Haufigkeit) in einer durchschnittlichen Stichprobe charakterisiert
(Walters et al., 2020). Dieses Mal} gibt die Vielfalt der Mikroorganismen in einem Individuum
oder einer untersuchten Region wieder und wird auch als ,Punktdiversitat* bezeichnet. Der
Terminus wurde durch den Okologen Robert Whittaker 1960 eingefiihrt (Beule, 2018).

Die Alpha-Diversitat beschreibt die Vielfalt der Mikroorganismen innerhalb eines Kklar
definierten Untersuchungsbereichs. Sie gibt an, wie viele unterschiedliche mikrobielle Taxa in
einem lokalen Lebensraum vertreten sind und ermdglicht so eine Einschatzung der dortigen
Biodiversitat. Die Beta-Diversitat hingegen erfasst die Unterschiede in der Zusammensetzung
mikrobieller Gemeinschaften zwischen verschiedenen Proben desselben Lebensraums. Sie
zeigt auf, in welchem Ausmal sich die vorkommenden Mikroorganismen unterscheiden und
erlaubt damit die Bewertung der strukturellen Vielfalt zwischen Proben. Beide Begriffe gehen
auf den Okologen Robert Whittaker zurlick und gelten heute als grundlegende Konzepte der
Okologischen Diversitatsforschung (Beule, 2018). Die Gamma-Diversitat ist der gesamte

beobachtete Reichtum aller Proben in einem Lebensraum (Habitat) (Walters et al., 2020).

2.2.4 Geschichtlicher Abriss

Im Laufe der Jahre haben sich die Methoden zur Untersuchung des Darmmikrobioms

verandert, dementsprechend hat sich auch unser Wissen Utber die Darmmikrobiota erweitert.

Einer der ersten Assoziationen der Darmmikrobiota mit Adipositas in Menschen (Bjgrneklett
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et al., 1981; Tseng et al., 2019) und Ratten (Nishizawa et al., 1988) wurde in den 1980er
Jahren vermutet, aber damals konnte man mittels der derzeitigen verfligbaren
kulturabhangigen Methoden, nur kleine Teile des Mikrobioms analysieren. Die interessante
Entdeckung hinsichtlich der Herrschaft der Darmmikrobiota durch Bacteroidota und Firmicutes
wurde in den 1990en gemacht, indem kulturunabhangige molekulare Techniken basierend auf
16S-ribosomalen RNA (rRNA)-Genen angewendet wurden. Zur Verfigung im Jahrzehnt 1990
standen kompetitive PCR, Echtzeit-PCR, Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung, Denaturierung/
Temperaturgradienten-Gelelektrophorese und Restriktionsfragmentlangenpolymorphismen.
Diese Methoden hatten jedoch mehrere Einschrankungen. Anfang der 2000en Jahren kam
eine revolutionare Methode namens Next-Generation-Sequencing (NGS) zum Einsatz, die ein
noch breiteres Licht auf die Welt der Mikrobiota geworfen hat (Ji et al., 2015).

2.3 Darmmikrobiota — ,,Firmicutes : Bacteroidota — The Ratio“

Das menschliche Mikrobiom ist vor allem fur seine beiden primaren Phyla bekannt, namlich
Bacteroidota und Firmicutes, typischerweise in einem Verhaltnis, das Bacteroidota gegenltber
Firmicutes bevorzugt. Mehreren Studien zufolge ist dieses typische Verhaltnis bei Adipositas
gestort, wobei Firmicutes gegenlber Bacteroidota Uberwiegen. Der Anstol? flir diese Annahme
ergab sich aus einem Experiment im Jahr 2005 von Ley et al (Ley et al., 2005), das an Mausen
durchgefuhrt wirde. Die Studie prasentiert eine reduzierte relative Haufigkeit von Bacteroidota
und eine erhdhte von Firmicutes bei Adipositas durch den Vergleich genetisch adipéser Mause
mit mageren und Wildtyp Geschwistermausen, die alle eine polysaccharidreiche Ernahrung
erhielten. Eine Publikation mit der gleichen Erstautorin Ley Ruth (Ley et al., 2006) beschrieb
dann die umgekehrte Beziehung der beiden Bakteriengruppen nach einem Jahr bei zwei Arten
kalorienarmer Diat, was auf mdgliche therapeutische Effekte einer kalorienarmen Ernahrung
auf das Mikrobiom hindeutet. Die Ergebnisse wecken immer mehr Interesse fir das Thema
und legen neue Studien Nahe, beispielsweise zum Vergleich des Verhaltnisses von
Firmicutes-zu-Bacteroidota ein Jahr nach Magenbypass. Eine Studie von Zhang et al. (Zhang
et al.,, 2009) zeigte eine Dominanz von Firmicutes bei normalgewichtigen und adipdsen
Probanden, jedoch einen signifikanten Rickgang bei Probanden nach einem Magenbypass,
bei denen auch ein proportionaler Anstieg der Gammaproteobacteria zu verzeichnen war. In
einer ahnlichen Studie durchgefuhrt von Liou et al. (Liou et al., 2013), in der ein Roux-en-Y-
Magenbypass bei ernahrungsbedingt fettleibigen Mausen durchgefiihrt wurde, fihrten
Forscher eine 16S-ribosomale Sequenzierung an Stuhlproben durch, um die Veranderungen
in ihrem Mikrobiom nach der Operation zu untersuchen. Interessanterweise zeigte

Clostridiales nach 12 Wochen einen deutlichen Riickgang. Dieser Riickgang korreliert mit dem
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B/F-Verhaltnis der schlanken Individuen und deutet darauf hin, dass nicht nur das Mikrobiom
selbst fir die Gewichtsschwankung verantwortlich ist, sondern auch die ideale B/F-
Zusammensetzung des Mikrobioms. Einige Leute waren sich jedoch nicht so sicher Uber die
Zuverlassigkeit des Verhaltnisses und erstellten daher Studien, um es zu widerlegen. Eine
umfangreiche metagenomische Studie zur Analyse des Darmmikrobioms bei adipdsen und
schlanken Zwillingen zeigte, dass adipdse Personen eine geringere Bakteriendiversitat und
einen niedrigeren Anteil an Bacteroidota aufwiesen, wahrend Actinobacteriota haufiger
vorkamen. Der proportionale Unterschied bei Firmicutes war dagegen nicht signifikant
(Turnbaugh et al., 2009). Die Daten aus Metaanalysen, die den Zusammenhang zwischen
dem menschlichen Darmmikrobiom und Adipositas untersuchen, deuten auf einen letztendlich
unklaren Trend zwischen dem F/B-Verhaltnis und dem Adipositasstatus hin, was nochmals
die Komplexitat der Funktionsweise des Darmmikrobioms betont (Tseng et al., 2019; Walters
et al., 2014). Adipositas beeinflusst weit mehr als nur ein einfaches Ungleichgewicht-Status

dieser beiden Phyla.

Aufgrund mangelnder Forschung ist das Wissen Uber den Nutzen von Firmicutes fur die
menschliche Gesundheit unzureichend. Auch wenn dies nicht mit Sicherheit bekannt ist, gibt
es einen plausiblen Mechanismus, der die Rolle von Firmicutes bei der Gewichtszunahme
und schlieRlich der Entwicklung von Adipositas erklart: Der Uberschuss an Firmicutes fiihrt zu
einer erhohten Energieausbeute, einer hdheren Bioverfligbarkeit von Kalorien und einer

positiven Energiebilanz, die letztlich zu einer Gewichtszunahme fuhren (Sikalidis et al., 2020).

2.4 Eubiose vs. Dysbiose

2.4.1 Eubiose

Die Darmoberflache beim Menschen betragt etwa 200 bis 300 m2. Die Darmmikrobiota ist die
Gesamtheit aller Mikroorganismen im menschlichen Verdauungssystem. Im menschlichen
Korper gibt es 10" KBE/mL solcher Mikroorganismen, darunter Bakterien, Viren, Pilze,
Archaeen und Protozoen (Banaszak et al., 2023). Das heif’t, etwa 10 Billionen Bakterien im
Darm des Menschen arbeiten mit dem Wirt und verschiedenen duReren Reizen zusammen.
Diese mikrobiellen Gruppen leben in Symbiose mit dem Wirt und ihre Metaboliten haben einen
erheblichen Einfluss auf die Gesundheit der Menschen. Bioaktive Metaboliten, die als Folge
des mikrobiellen Nahrstoffabbaus im Darm entstehen, binden und aktivieren Signalkaskaden

und regulieren verschiedene Stoffwechselwege mit lokalen und systemischen Auswirkungen
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(Portincasa et al., 2022). Die Darmmikrobiota spielt in dieser Hinsicht eine wichtige Rolle bei

der Regulierung von Stoffwechsel-, Hormon- und Immunfunktionen.

2.4.2 Dysbiose des Darmmikrobioms

Der Begriff Dysbiose leitet sein Name aus dem Griechischen her, wo dug/dys fur ungunstig
oder schwer steht, und Biog/bios fir das Leben. Der Begriff beschreibt ein gestortes Profil der
Darmmikrobiota, das ein erhohtes Risiko fir bestimmte Erkrankungen zur Folge hat,

typischerweise chronischer Natur.

2.5 Mechanismen

Die Hauptfunktionen der Mikrobiota umfassen die Synthese von Mikronahrstoffen und die
Spaltung, Verdauung und den Stoffwechsel von Makronahrstoffen wie Fett, Proteinen und
Kohlenhydraten. Zudem sind Mikrobiota an der Biotransformation von primaren
Lebergallensauren in sekundare Darmgallensauren beteiligt, die eine wichtige Rolle bei der
Fettverdauung spielen und als starke signalisierende hormonahnliche Agonisten wirken. Der
Wirt entwickelt eine naturliche Immunitat und Toleranz gegentiber den Mikrobiota (Portincasa
et al., 2022).

Die menschlichen Magen-Darm-Trakt-Mikrobiota enthalten Gene, die Enzyme produzieren,
um Komponenten wie Polysaccharide aus der von uns verzehrten Nahrung zu verdauen und
die gréRtmaogliche Energiemenge zu extrahieren. Die Studie von Turnbaugh et al. (Turnbaugh
et al., 2006) deutet darauf hin, dass das Mikrobiom adip&ser Mause im Vergleich zu schlanken
Mausen in der Lage war, deutlich mehr Energie aus derselben Erndhrung zu extrahieren.
Studien wie die von Sanmiguel et al. (Sanmiguel et al., 2015) stltzten ebenfalls diese
Hypothese insbesondere nach der berlihmten Transplantation vom Darmmikrobiom adipdsen
Mausen zu den keimfreien Mausen in der Studie von Ridaura et al. (Ridaura et al., 2013), die
an Koérpergewicht und -fett zugenommen haben. Die Gewichtszunahme wird durch mehrere
Mechanismen erklart, unter anderem durch die mikrobielle Fermentation von unverdaulichen
Nahrungspolysacchariden, zum Beispiel Cellulose, Hemicellulose, B-Glucan, Pectin and
Lignin, in resorbierbare Monosaccharide und die Bildung kurzkettiger Fettsauren (SCFAs), die

in der Leber in komplexere Lipide umgewandelt werden.
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2.5.1 SCFAs - Short Chain Fatty Acids

Kurzkettige Fettsduren (SCFAs) sind ein wichtiger Bestandteil der Bioprodukte der
Darmmikrobiota. Im Darm werden je nach Ballaststoffgehalt etwa 500—600 mM SCFAs taglich
produziert (Portincasa et al., 2022). SCFAs dienen als eine signifikante Energiequelle und
gehoren zur Gruppe der bakteriellen Metaboliten (Sikalidis et al., 2020). Sie regulieren
verschiedene Stoffwechselwege, darunter immunologische und endokrine Effekte,
beeinflussen die Kommunikation zwischen Mikrobiota, Darm und Gehirn und tragen zur
Entstehung von Adipositas, Insulinresistenz und Typ-2-Diabetes bei. Insbesondere steht ein
Mangel an kurzkettigen Fettsduren (SCFAs) in engem Zusammenhang mit der Entstehung
von Typ-2-Diabetes mellitus (Zhao et al., 2018). Acetat (C2), Propionat (C3) und Butyrat (C4),
sind die am haufigsten vorkommenden SCFAs im menschlichen Kérper und die am haufigsten
vorkommenden Anionen im Dickdarm (Portincasa et al., 2022). Sie werden in Enterozyten zu
Acetyl-CoA oder Propionyl-CoA mittels Acetyl-CoA-Carboxylasen (ACSSs) oder durch B-
Oxidation umgewandelt, um im Zitratzyklus ATP zu produzieren (Usuda et al., 2021). Butyrat
versorgt die Darmschleimhaut mit Energie, wahrend Propionat die Leberglukoneogenese als
Substrat unterstitzt und Acetat die hdchsten systemischen Serumkonzentrationen erreicht.
Propionat und Butyrat hemmen zusétzlich die Histondeacetylasen (Louis et al., 2017), die in
IEC, Makrophagen und dendritischen Zellen entziindungshemmend wirkt (Sun et al., 2017).
Zudem wird Acetat in peripheren Muskeln in Acetyl-CoA umgewandelt, das bei der Lipogenese
oder 3-Oxidation verwendet wird (Portincasa et al., 2022). Butyrat ist ein wichtiger Metabolit
fur die Darmgesundheit. Eine Studie von Gao et al. (Gao et al., 2009) belegt, dass Butyrat die
Insulinsensitivitat verbessert und den Energieverbrauch bei Mausen erhéht. Laut der Studie
entwickelten die Mause, die mit Natriumbutyrat behandelt wurden, weder Insulinresistenz
noch Adipositas. Das SCFA-Profil wird durch die mikrobiellen Spezies bestimmt. Zu den
Phyla, die fur der Fermentation von Ballstoffen verantwortlich sind, gehéren hauptséachlich
Bacteroidota, Firmicutes (Flint et al., 2012), Actinobacteriota (Riviére et al., 2016) und im
geringeren Male Proteobacteria (Mukhopadhya et al., 2012). Bakterien nehmen
beispielsweise Laktat und Succinat auf und wandeln sie in Propionate um (Dalile et al., 2019).
In 2014 zeigen Salonen et al. (Salonen et al., 2014), eine positive Korrelation zwischen dem
Propionatanteil der kurzkettigen Fettsduren und der relativen Haufigkeit des Phylums
Bacteroidota, insbesondere der Gattungen Bacteroides und Prevotella. Auch Acetat wird mit
dem Phylum Bacteroidota in Verbindung gebracht, wahrend Butyrat vor allem von Bakterien
des Phylums Firmicutes gebildet wird (Baothman et al., 2016). Vereinfacht ausgedrickt
regulieren SCFAs die Homoostase und Funktion von Darmepithelzellen und schitzen durch
eine Reihe von Mechanismen vor Adipositas. Die Fermentation von Ballaststoffen zu SCFAs

im Dickdarm senkt den pH-Wert, erhoht die Ansauerung des Stuhls und erhéht das Wachstum
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und die Vielfalt der Taxa (Portincasa et al.,, 2022). AuBerdem sind SCFAs an den
Hormonfreisetzungswegen von Peptid YY (PYY) und Glucagon-ahnlichem Peptid 1 (GLP-1)
beteiligt (Sam et al., 2012), die Uber den systemischen Kreislauf oder vagale Afferenzen den
Appetit regulieren, die Nahrungsaufnahme reduzieren und die Gewichtszunahme verhindern.
Dartber hinaus verlangsamt das Inkretin GLP-1 die Magenentleerung und die Darmpassage,
unterstitzt die Energieaufnahme und steigert die glukoseabhangige Insulinfreisetzung (Chen
et al., 2015; Svegliati-Baroni et al., 2011). Alles in allem unterstitzen SCFAs Mechanismen
wie die Darmbarrierefunktion, die Glukosehomdostase, die Immunmodulation und die

Regulation von Adipositas.

2.5.2 BCAAs - Branched Chain Amino Acids

Leucin, Isoleucin und Valin sind drei essenzielle Aminosauren, die in der Kategorie der BCAAs
eingeteilt sind. Von den untersuchten Aminosduren haben BCAAs das grofRte
Forschungsinteresse auf sich gezogen, da sie sich als potenzielle Biomarker fir
Stoffwechselerkrankungen, wie Adipositas und Diabetes mellitus, herausgestellt haben.
Erhohte BCAA-Werte wurden bei Menschen mit Adipositas und Typ-2-Diabetes beobachtet
(Chen et al., 2015). Untersuchungen zufolge beeintrachtigen BCAAs die Insulinsignalisierung,
indem sie mTOR, S6K1 und die Phosphorylierung von Insulinrezeptorsubstrat 1 (IRS1)
stimulieren, was zu einer starkeren anabolen Induktion fihrt und anschlieRend zu einer
erhohten Insulinresistenz und dem Ausbruch von Typ-2-Diabetes mellitus (Chen et al., 2015).
Im Magen-Darm-Trakt und in Fettdepots regulieren BCAAs die Freisetzung von Hormonen,
darunter Leptin (Lynch et al., 2006), GLP-1 (Chen et al., 2009) und Ghrelin (Xu et al., 2009),die
potenziell die Nahrungsaufnahme und den Blutzuckerspiegel beeinflussen kdnnen (Lynch et
al., 2014). BCAAs und Insulin wirken als anabole Signale, die das Wachstum
energieverbrauchender Gewebe beeinflussen, teilweise durch ihre Fahigkeit, mTORC1 und
PKCe zu aktivieren, sowie durch die Hemmung des Proteinabbaus Uber unbekannte
Mechanismen (Lynch et al., 2014). Leucin ist ein besonders potenter Regulator des
Proteinumsatzes, sodass allein die Stimulation mit Leucin ausreicht, um die mTORC1-
Signaltransduktion zu aktivieren (Dodd et al., 2012). Eines der Studienziele von Perng, in einer
Studie in 2014 (Perng et al., 2014) war es, Stoffwechselmuster zu identifizieren, die mit
Adipositas bei Kindern in Zusammenhang stehen, sowie die Beziehungen dieser Muster zu
verschiedenen MalRen der Adipositas genauer zu untersuchen. Die Analyse ergab, dass zwei
Metabolitenmuster — BCAA und Androgenhormone - bei fettleibigen und mageren
Jugendlichen unterschiedlich stark ausgepragt waren. Erhohte Werte dieser Muster

korrelierten sowohl mit kontinuierlichen Messungen der gesamten und zentralen Adipositas
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als auch mit etablierten kardiometabolischen Biomarkern. Mehrere Mechanismen konnten die
positive Assoziation zwischen Adipositas und dem BCAA-bezogenen Muster erklaren. Einer
davon ist eine gestorte BCAA-Oxidation aufgrund veranderter Stoffwechselwege, die zu einer
unvollstandigen Verwertung dieser Aminosauren fuhrt (Lackey et al., 2013). Zudem kdénnten
Unterschiede im Mikrobiom eine Rolle spielen, da bestimmte Darmbakterien BCAAs de novo
synthetisieren und so zu erhéhten BCAA-Werten im Blut beitragen kénnen (Perng et al., 2014;
Ridaura et al., 2013). Ein gestorter BCAA-Stoffwechsel bei Adipositas fuhrt zur Anhaufung
potenziell toxischer Metaboliten, die mitochondriale Dysfunktionen und zellulare
Stressantworten, insbesondere in  pankreatischen [(-Zellen, auslosen. Diese
pathophysiologischen Veranderungen sind eng mit der Entwicklung von Insulinresistenz und
Typ-2-Diabetes mellitus assoziiert (Lynch et al., 2014). Ein weiterer Mechanismus kdnnte die
verstarkte Muskeldegradation bei adipdésen Personen sein, die durch Insulinresistenz
beglnstigt wird (Sishi et al., 2011) und eine vermehrte Freisetzung von BCAAs in den

Blutkreislauf zur Folge hat (Perng et al., 2014).

2.5.3 LPS - Lipopolysaccharide

Der Link zwischen Adipositas und chronische Entziindung ist von zentralem Interesse, das
seit Jahren die Aufmerksamkeit erregt. Von Cani et al. in 2007 (Cani et al., 2007) stamm die
Theorie der metabolischen Endotoxamie. Die metabolische Endotoxamie wird definiert als
eine durch fettreiche Ernahrung induzierte Erhéhung der Plasma-Lipopolysaccharide. Der
Studie zufolge korrelierte eine fettreiche Ernahrung mit einer Zunahme der Haufigkeit LPS-
haltiger Bakterien (Gram-negative Bakterien), die eine metabolische Endotoxamie und tber
den LPS-Rezeptor CD14 eine nachgeschaltete Entziindung auslésten. Die anschlieRende
Aktivierung mehrerer Signalwege flihrt zu einer erhohten Transkription mehrerer
proinflammatorischer Zytokine, die an der Pathogenese chronischer Entziindungen bei

Adipositas und anderen Stoffwechselerkrankungen beteiligt sind.

Eine kontrollierte Erndhrungsstudie von Wu et al. in 2011 (Wu et al., 2011) mit 10 Teilnehmern
zeigte, dass sich die Zusammensetzung des Mikrobioms bereits innerhalb von 24 Stunden
nach Beginn einer fettreichen/ballaststoffarmen oder fettarmen/ballaststoffreichen Diat
signifikant veranderte. Phyla wie Bacteroidota und Actinobacteriota korrelierten positiv mit
Fett, aber negativ mit Ballaststoffen, wahrend Firmicutes und Proteobacteria das
entgegengesetzte Muster zeigten. Trotz dieser schnellen Veranderungen in der
Zusammensetzung blieb die Enterotyp-ldentitat wahrend der gesamten 10-tagigen Studie
stabil. Dies deutet darauf hin, dass die Erndhrung die mikrobiellen Dynamiken kurzfristig stark

beeinflussen kann, die grundlegende Struktur der Gemeinschaft jedoch widerstandsfahiger
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gegenuber kurzfristigen Ernahrungsanderungen ist. Die allgemeine Gesundheit des Wirts
wird durch unausgeglichene Mikrobiota beeintrachtigt, die nicht in der Lage sind, Ballaststoffe
zu verstoffwechseln. Durch eine verringerte Vielfalt der Mikrobiota, in diesem Fall bei
Adipositas, wird die Verfuigbarkeit verdaulicher Kohlenhydrate verringert, und bestimmte
SCFAs, wie Propionat, kénnen ungewohnlich ansteigen. Mehrere Funktionen, einschlieRlich
metabolischer Effekte, nehmen dadurch ab oder werden beeintrachtigt (Portincasa et al.,
2022). Eine bedeutende Rolle bei Stoffwechselstérungen spielt also das Profil der
Darmmikrobiota Welche mikrobielle Zusammensetzung als gunstig oder ungunstig
einzustufen ist, gehért zu den Grunden, warum diese Studie durchgefuhrt wurde. Die
Aufrechterhaltung der Integritdt der Darmbarriere ist entscheidend, da dies die
Wahrscheinlichkeit einer Bakterientranslokation und einer Endotoxamie-abhangigen

systemischen Entzindung verringert.

2.6 Mikrobiota des Magens

Der Magen gilt fir die meisten Mikroben als feindliche Umgebung, da die starke Magensaure
Mikroorganismen abtétet (Koga, 2022). Im Magen und im Zwdlffingerdarm sind ihre Zahlen
aufgrund der Saure der Magensafte und der kurzen Verweilzeit am niedrigsten, zwischen 103
und 10* KBE/mL (KBE/mL — koloniebildende Einheiten pro Milliliter) (Banaszak et al., 2023).
Es wurde bisher angenommen, dass der Magen aufgrund von Barrieren wie Magensaure nur
wenige Kommensalenbakterien beherbergt. Allerdings hat eine kulturunabhangige,
sequenzbasierte mikrobielle Analyse gezeigt, dass der Magen auch eine breite Vielfalt an
Mikrobiota beherbergt (Ohno et al., 2020). Im Gegensatz zum Darm, der als reich an Bakterien
angesehen wird, beherbergt der Magen ebenfalls seine eigene Vielfalt an Mikroorganismen.
Die dominanten Phyla im Magen und im Duodenum sind Firmicutes und Proteobacteria. Auf
Gattungsebene sind Streptococcus und Prevotella im Magen vorherrschend, treten jedoch in
menschlichen Fazes nur in geringer Haufigkeit auf, was auf inre reduzierte Prasenz im unteren
Gastrointestinaltrakt hinweist (Bik et al., 2006). Die bakterielle Gemeinschaft im Magen wird
hauptsachlich von funf Hauptphyla dominiert: Proteobacteria, Firmicutes, Bacteroidota,
Actinobacteriota und Fusobacteria in abnehmender Reihenfolge (Bik et al., 2006). H. pylori
war das einzige Mitglied der Gattung Helicobacter, das in diesen menschlichen Magenproben
nachgewiesen wurde und stellte den am haufigsten vorkommenden Phylotyp in den Proben
dar. Die zweit- und dritthaufigsten Gattungen waren Streptococcus und Prevotella (Bik et al.,
2006).
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2.7 Duodenale und jejunale Mikrobiota

Duodenale Mikrobiota

Fatty acids
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Duodenums und Duinndarms
vollstandig reprasentiert, die in Abbildung 5: Fettsdure-Beta-Oxidation durch Zwélffingerdarm-
verschiedenen Abschnitten des I;/gl;r‘\;biota bei adip6sen Personen (Angelakis et al.
Magen-Darm-Trakts  vorhanden

sind. Neue Methoden haben die Untersuchung des Mikrobioms an verschiedenen Stellen im
Magen-Darm-Trakt ermdglicht und zu einem besseren Verstdndnis seiner Rolle fur die
menschliche Gesundheit und Krankheit gefuhrt. Allerdings ist die Stuhlanalyse allein
mdglicherweise nicht die geeignetste Methode, um den Zusammenhang zwischen Adipositas
und Darmflora zu untersuchen, da die Mikrobiota des Dinndarms die Verantwortung der
Absorption tragen (Angelakis et al.,, 2015). Der Dinndarm ist der zentrale Ort der
Nahrstoffverwertung im menschlichen Verdauungssystem, in dem fast alle wesentlichen
Verdauungs- und Stoffwechselprozesse stattfinden. Vor diesem Hintergrund wurden
metagenomische Analysen durchgefihrt, um die Dinndarmflora, ihre mikrobiellen
Populationen und deren Funktionen zu untersuchen. Die Metaanalyse von Angelakis et al.
(Angelakis et al., 2015) untersuchte die Mikrobiota des Zwdlffingerdarms und des distalen
Darms bei gesunden und adiposen Probanden. Die Ergebnisse zeigten deutliche
Unterschiede zwischen beiden Darmabschnitten: Im Zwdlffingerdarm war das Phylum
Bacteroidota mit nur etwa 0,2 % nahezu nicht vorhanden, wahrend OTUs der Gattungen
Actinomyces und Streptococcus in hoher Zahl vorkamen. Darlber hinaus, die Funktionalitat
des Zwodlffingerdarm-Mikrobioms wurde in adipdsen und Kontrollproben untersucht. Der
Kohlenhydratstoffwechsel war in der adipdsen Gruppe tendenziell niedriger als in der
Kontrollgruppe, wohingegen der Lipidstoffwechsel in der adipésen Gruppe tendenziell héher
war als in der Kontrollgruppe. Um diese Ergebnisse zu erklaren, wurde die relative Haufigkeit
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von Enzymen untersucht, die an Lipidwegen beteiligt sind. Der Fettsdureabbau beschreibt die
Umwandlung in Acyl-CoA, gefolgt von mehreren Wiederholungen der Beta-Oxidationszyklen
der Fettsduren, was zur gleichzeitigen Entfernung von zwei Kohlenstoffatomen aus der
Acylkette und der Freisetzung eines Acetyl-CoA in den Citrat-Zyklus fuhrt. Am Beta-
Oxidationsprozess sind vier Hauptenzyme beteiligt, darunter Acyl-CoA-Dehydrogenase
(FAD), Enoyl-CoA-Hydratase, 3-Hydroxyacyl-CoA-Dehydrogenase und 3-Ketoacyl-CoA-
Thiolase (Abbildung 5). Es wurde festgestellt, dass FAD, das erste Enzym bei der
Betaoxidation von Fettsauren, in der Mikrobiota adipdser Personen reichlich vorhanden ist,
was darauf hindeutet, dass diese Personen Uber eine hdhere Betaoxidationskapazitat und

Energiemobilisierung verfiigen (Angelakis et al., 2015).
Jejunale Mikrobiota

Widerspruchlich und mangelhaft sind die derzeit verfligbaren Informationen zu den Mikrobiota
des Jejunums. Die Frage, ob antibakterielle Mechanismen des Darmepithels zusammen mit
der Peristaltik die Bildung residenter jejunaler Mikrobiota verhindern, wird immer noch
diskutiert und bleibt bis heute ein Ratsel. Zwei Studien von Villmones et. al (Villmones et al.,
2018; Villmones et al., 2022) konnten diese Theorie nicht widerlegen. |hren Ergebnissen
zufolge weist das Gesamtspektrum der aus den Jejunumproben identifizierten Bakterien eine
bemerkenswerte Ahnlichkeit mit der Mikrobiota aus der Mitte des lleums auf. Diese Studie
vermittelt den Gesamteindruck, dass die Bakterienzellen erst weiter distal im lleum in der Lage
sind, sich zu vermehren und eine stabile Mikrobiota mit einer definierbaren Kernmikrobiota zu
bilden und stitzt damit die Theorie, dass das Jejunum keine residente, sondern nur transiente
Mikroben enthalt.

2.8 Peritoneum

Das Peritoneum wurde traditionell als steril angesehen, ohne eine eigene Mikrobiota. Dies
wurde durch friihere medizinische Lehrmeinungen unterstitzt, dass es normalerweise keine
bakterielle Besiedlung gibt. In diesem Kontext untersucht Agca (Agca, 2018) die Wirkung der
Peritonealflussigkeit, die eine bakterizide Wirkung gegen Gram-negative Bakterien aufwies.
Jedoch mehren sich die Anzeichen dafir, dass das Peritoneum moglicherweise nicht
vollstandig steril ist, insbesondere unter bestimmten Krankheitsbedingungen, in denen es von
Mikroorganismen besiedelt sein kdnnte. In einigen Studien wurden Mikroorganismen wie
Bakterien nachgewiesen, die normalerweise im Darm vorkommen, was auf eine mdgliche
Quelle der Kontamination oder der mikrobiellen Translokation hinweist. Die erste Studie, die

das Vorhandensein eines Mikrobioms im Peritoneum von ESKD-Patienten berichtet, wurde
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von Simdes-Silva et al. (Simdes-Silva et al., 2020) beschrieben. Dabei wurde festgestellt, dass
das Peritoneum-Mikrobiom hauptsachlich aus Proteobacteria und Firmicutes besteht, gefolgt
von Actinobacteriota und Bacteroidota. Bei ESKD-Patienten, die sich einer Peritonealdialyse
unterzogen, wurde eine geringere Vielfalt und eine erhéhte Dominanz der
Pseudomonadaceae- und Prevotellaceae-Familien im Peritoneal-Mikrobiom festgestellt. Eine
Studie von Gilbreath et al. (Gilbreath et al., 2013), die ein von Proteobacteria, Actinobacteriota,
Firmicutes und Bacteroidota dominiertes Mikrobiom in Peritonealtumoren des
Pseudomyxoma peritonei berichtete, bestatigte ebenfalls diese Ergebnisse. Friihere Studien
haben ebenfalls Mikrobiota, bzw. mikrobielle DNA, an Koérperstellen entdeckt, die zuvor als
frei von Mikroorganismen betrachtet wurden, wie die Plazenta (Stupak et al., 2023) und das
Brustgewebe (Urbaniak et al., 2014). Insgesamt deuten diese Untersuchungen darauf hin,
dass das menschliche Mikrobiom durch verschiedene Korperhabitate wandern kann, was als
Atopobiose bekannt ist. Unter Atopobiose versteht man den Zustand, in dem Mikroben an
Orten auftreten, die nicht ihren Ublichen Besiedlungsgebieten entsprechen. Die Atopobiose
wurde lange Zeit als wichtiger Weg fir endogene Infektionen anerkannt und wurde in letzter
Zeit auch mit der Pathogenese verschiedener entzundlicher Erkrankungen in Verbindung

gebracht.

2.9 Fragestellung und Ziel dieser Studie

Ziel dieser Studie ist einen neuartigen Einblick des Mikrobiom von Personen mit Adipositas zu
bekommen und dessen Zusammensetzung entlang des Magen-Darm-Traktes zu
beschreiben. Die Hypothese lautet, dass Adipositas mit signifikanten Veranderungen im
Mikrobiom entlang des Magen-Darm-Trakts verbunden ist. Es wird erwartet, dass adipose
Patienten eine Dysbiose aufweisen, die sich vom Magen bis zum Kolon erstreckt, was zu einer
Verschiebung der bakteriellen Gemeinschaften und einer potenziellen Beeintrachtigung der
metabolischen Gesundheit fuhrt. Intraoperativ wurden Proben direkt aus dem Magen, zwei
verschiedenen Stellen im Dinndarm (Jejunum bei 50 cm und 150 cm), dem Peritoneum und
postoperativ aus dem Stuhl entnommen, was eine einzigartige Perspektive auf die rdumliche
Variation des Mikrobioms innerhalb des Magen-Darm-Trakts im Zusammenhang mit
Adipositas bietet. Dieser Ansatz ermdglicht eine genauere Charakterisierung des Mikrobioms
und dessen Zusammenhang mit Adipositas mit dem Ziel, mégliche Auswirkungen auf den
Stoffwechsel und entsprechend auf die Gesundheit zu untersuchen. Diesem Thema wird seit
etwa 10 Jahren seitens der wissenschaftlichen Forschung viel Aufmerksamkeit gewidmet, da
in ihm Ursachen und mdgliche Therapieansatze fir zahlreiche Krankheiten (Adipositas,

Allergie, Autoimmunerkrankungen, Typ-lI-Diabetes etc.) vermutet werden.
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3.0 Material und Methodik

3.1 Material

Grundsatzlich wurden alle Proben unter moglichst konstanten und sterilen Bedingungen

enthommen.

3.1.1 Probanden

52 adipése Patienten (38 weiblich, 14 mannlich) der Grade l/Il/lll wurden in der Studie
eingeschlossen (BMI 33-36 n=1; BMI 36-41 n=4; BMI 41-46 n=14; BMI 46-50 n=16). Die

Altersspanne reichte von 24 bis 70 Jahren. Fettleber-, Raucher- und Diabetesstatus aber auch

Tabelle 2: Uberblick der Bevélkerungsmerkmalen (Eigene Darstellung).

Alter in Jahren, Mean (Range) 47 (24-70) -
BMI (kg/m2), Mean (Range) 48,29 (33,87-84,97) -
Adipositas Grade | 1 1,92
Adipositas Grade Il 3 5,77
Adipositas Grade lll 48 92,31
Geschlecht, mannlich 14 27
Geschlecht, weiblich 38 73
Raucher 16 31
Diabetes mellitus 24 46
Fettleber 38 73
HbA1c (%), Mean - 6,11
IL-6 bei Aufnahme (pg/mL), Mean 5,57 -
CRP bei Aufnahme (mg/L), Mean 8 -

N= Number of patients

32



CRP-, IL-6- und HbA1c-Spiegel bei Aufnahme wurden ausgewertet. (Tabelle 2) prasentiert

einen Uberblick der Bevolkerungsmerkmale.

Die Rekrutierung der Patienten und Patientinnen fir die Studie fand im Zeitraum vom
3.0Oktober 2019 bis zum 12.Dezember 2022 am Universitatsklinikum des Saarlandes in der
Klinik fir Allgemeinchirurgie statt. Vor der Aufnahme wurde eine griindliche Eignungsprifung
fur eine bariatrische Operation durchgefihrt und eine schriftliche Einwilligungserklarung
eingeholt. Weitere Einschlusskriterien waren die Volljahrigkeit und die Geschaftsfahigkeit. Zu
den Ausschlusskriterien gehorten das Fehlen oder der Widerruf der Einwilligung sowie das

Fehlen der Operationsfahigkeit.

Die Proben werden wahrend der Operation Magen-Bypass/-Sleeve vorgenommen. Daher
kénnen die Probanden nicht als gesund eingestuft werden. Jedoch ist es nicht moglich, die
Fragestellung an gesunden Probanden durchzufihren. Falls reproduzierbare
Zusammenhange zwischen den einzelnen mikrobiologischen Populationen gefunden werden,
so kann moéglicherweise daraus auf eine Dynamik der mikrobiologischen Populationen beim

Gesunden extrapoliert werden.

Aufgrund der Besonderheiten der Probenentnahme konnte aus ethischen und sonstigen
offensichtlichen Griinden die Probenentnahme (Abstriche) nur bei Patienten erfolgen, die

ohnehin dem erwahnten operativen Eingriff unterzogen werden.

3.2 Methoden

3.2.1 Probengewinnung:

Im Rahmen der Studie erfolgten 6 Probenentnahmen, 4 Probenentnahmen intraoperativ
(laparoskopisch, d.h. Abstrichentnahme durch die Trokare) und 2 Entnahmen pra- und post-
OP (Abstriche vom Stuhl) auf Station. Die Entnahme wurde mit bereitgestellten
Abstrichrohrchen (,DNA/RNA Shield Collection Tubes with Swabs" von Zymo Research)
durchgefihrt.

Asservierung von 6 Abstrichen pro Patienten:
e 4 Probenentnahmen im OP,

1. intraoperativ: Entnahme eines Abstrichs (Swabs) mit Hilfe eines sterilen

Wattetupfers aus dem Peritoneum (Koller-Pouch).
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2. intraoperativ: intraluminale Entnahme eines Abstrichs (Swabs) mit Hilfe eines

sterilen Wattetupfers aus dem Jejunum bei 50cm distal des Treitz-Bandes.

3. intraoperativ: intraluminale Entnahme eines Abstrichs (Swabs) mit Hilfe eines
sterilen Wattetupfers aus dem Jejunum bei 200 cm distal des Treitz-Bandes (50 cm

biliopankreatischer + 150 cm alimentarer Schenkel).

4. intraoperativ: intraluminale Entnahme eines Abstrichs (Swabs) mit Hilfe eines

sterilen Wattetupfers aus dem Magen.

Jejunum und Magen werden im Rahmen der durchgefihrten OP an den erwahnten Stellen
ohnehin eréffnet. In der vorgelegten Studie betrifft dies Patienten zur bariatrischen OP mittels
Magen-Bypass. Ein standardisierter minimal-invasiver Roux-en-Y-Magenbypass wurde bei
allen Studienteilnehmenden durchgefuhrt. Die Lange des biliopankreatischen Schenkels
wurde auf 50 cm und die des alimentaren Schenkels auf 150 cm festgelegt, entsprechend den
Standards unseres Zentrums. Es wurden vier verschiedene Abstriche entnommen: aus dem
Peritoneum, aus dem Lumen des Jejunums 50 cm und 200 cm (50 cm biliopankreatischer +
150 cm alimentarer Schenkel) distal des Treitz-Bandes sowie aus dem Magenlumen. Funf
Trokare wurden im oberen Abdomen platziert: links lateral, rechts lateral, median epigastrisch,
rechts subkostal und links subkostal. Eine einmalige i.v. Antibiotikagabe mit einer Kombination

aus Ceftriaxon und Metronidazol erfolgte 30—60 Minuten vor Beginn der Operation.

Unmittelbar nach der Anlage des Capnoperitoneums mittels eines FIOS-Trokars (Applied
Medical, California, USA) tber einen Zugang im linken Oberbauch wurden die Trokare in den
zuvor genannten Standardpositionen platziert. AnschlieRend wurde der peritoneale Abstrich
im Koller-Raum entnommen. Nach der Erstellung eines etwa 40-ml-gro3en Magenpouches
mit Endo-Staplern (Endo GIA, Medtronic plc, Dublin, Irland) wurde eine standardisierte
termino-laterale Gastrojejunostomie durchgefihrt. Zunachst wurde die Jejunumschlinge mit
einem Diathermiehaken 50 cm distal des Treitz-Bandes eréffnet, und ein Abstrich aus dem
Lumen der gedffneten Schlinge wurde entnommen. Danach wurde der Magenpouch ebenfalls
mit einem Diathermiehaken erd6ffnet, und ein weiterer Abstrich wurde aus dem Magenlumen
entnommen. Nach Abschluss der Anastomose wurde die FuRpunkt-Anastomose
(Jejunojejunostomie) 150 cm weiter distal zwischen dem alimentdren und dem
biliopankreatischen Schenkel mit derselben Technik durchgefiihrt. Nach der Offnung des

alimentaren Schenkels wurde ein weiterer Abstrich aus dessen Lumen enthommen.

Alle chirurgischen Eingriffe wurden von einem erfahrenen bariatrischen Chirurgen
durchgeflhrt. Die Abstriche wurden abwechselnd Uber die Arbeitstrokare entnommen, um das

Risiko einer Kreuzkontamination zu minimieren.
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e 2 Proben wurden pra- und post-OP (Abstriche vom Stuhl) auf Station enthommen:

Prozedere: Der Patient wurde auf Station darum gebeten, einen Abstrich vom Stuhl

durchzufihren.

5. Praoperativ: Stuhl 1 - Abstrich der Stuhlprobe 1-2 Tage vor der Operation (z.B. Tag

der Aufnahme).

6. Postoperativ: Stuhl 4-5 - Abstrich der Stuhlprobe am 4. oder 5. Tag nach der
Operation zuhause (Rehner et al., 2025).

3.2.2 Praparation und Sequenzierung

Jeder Schritt, einschliellich Probenentnahme, PCR, Bibliotheksvorbereitung und
Sequenzierung beeinflusst die Qualitat der Daten, und die Datenqualitat wirkt sich direkt auf
die Analyseergebnisse aus. Um die Zuverlassigkeit der Daten zu gewahrleisten, wurde bei

jedem Schritt des Verfahrens eine Qualitéatskontrolle (QC) durchgefihrt.

3.2.3 DNA-Extraktion

Die metagenomische DNA aus den fakalen und intraoperativen Proben wurde im Institut fir
Mikrobiologie des UKS mithilfe des ZymoBIOMICS DNA Miniprep Kit (Zymo Research Corp,
Irvine, CA) extrahiert. Die DNA wurde dann gemaf dem Protokoll des Herstellers isoliert und
gereinigt. Zunachst wurde eine mechanische Lyse an 50 mg Fakalien mit dem MP
Biomedicals™FastPrep-24™  5G-Instrument  (Fisher Scientific  GmbH, Schwerte,
Deutschland) durchgefiihrt, wobei das Protokoll des Herstellers hinsichtlich Geschwindigkeit
und Dauer angepasst wurde. Speziell wurde die mechanische Lyse mit einer Geschwindigkeit
von 6 m/s fur 45 Sekunden durchgefuhrt, dreimal wiederholt mit jeweils 30-seklindigen
Pausen auf Eis zwischen den einzelnen Lyse-Schritten. Wahrend der Operation enthommene
Abstriche des Magen-Darm-Trakts wurden intensiv vortexiert, um eine vollstandige
Freisetzung der Bakterien aus dem Abstrich in das von ZymoResearch bereitgestellte
DNA/RNA-Shield-Medium zu gewahrleisten. AnschlieRend wurden 750 ul des Mediums, das
die Mikroben enthielt, fir die mechanische Lyse gemal der oben beschriebenen Methode
verwendet. Danach wurde die DNA in 70 yL DNase-/RNase-freiem Wasser eluiert. Die
Konzentration und Reinheit der eluierten DNA wurden mithilfe des NanoDrop 2000/2000c
(ThermoFisher Scientific, Wilmington, NC, USA) durch Vollspektrum-Mikrovolumen-UV/Vis-

Messungen bestimmt.
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3.2.4 Bibliotheksvorbereitung und 16 S rRNA- Sequenzierung

Die extrahierte DNA des gesamten Genoms wurde zur Bibliotheksvorbereitung und Amplikon
Sequenzierung zu Novogene Company Limited, Cambridge, UK geschickt. Zur Amplifikation
der V3-V4-Region des 16S-ribosomalen RNA-Gens wurde eine Polymerase-Kettenreaktion
(PCR) mit den folgenden Primern verwendet: CCTAYGGGRBGCASCAG,
GGACTACNNGGGTATCTAAT (Novogene). Sequenzierungsbibliotheken wurden mit dem
NEBNext Ultra DNA Library Pre® Kit fur lllumina erstellt, wobei die Empfehlungen des
Herstellers befolgt und Indexcodes hinzugefligt wurden. Die Qualitat der Bibliothek wurde mit
dem Qubit@ 2.0 Fluorometer (Thermo Scientific) und dem Agilent Bioanalyzer 2100 System
bewertet. Zuletzt wurde die Bibliothek auf einer lllumina-Plattform sequenziert und 250-bp-

Paired-End-Reads generiert.

3.2.5 Datenanalyse

Fir die Richtigkeit der Sequenzierungsdatenanalyse wurden Rohdaten zusammengefiihrt und
gefiltert, um saubere Daten zu erhalten. Diese Daten wurden dann verwendet, um OTU-
Cluster- und Speziesanmerkungen fir die jeweilige Sequenz jeder OTU durchzufiihren. Somit
konnten die relative Spezies-, GleichmaRigkeits- und Haufigkeitsverteilung mit Alpha-
Diversitat, Beta-Diversitat, Venn- oder Blumendiagramm analysiert werden. Dariber hinaus
ermdglichen OTU-Picking und die taxonomische Zuordnung sowie die Konstruktion
phylogenetischer Baume durch nachgelagerte statistische Analysen eine Differenzierung der
Gemeinschaftsstrukturen zwischen Proben oder Gruppen anhand von PCoA, PCA und
NMDS.

Die bioinformatische Auswertung und grafischen Darstellungen wurden mithilfe der klinischen
Bioinformatik der Universitat des Saarlandes realisiert. Der phylogenetische Baum konnte ich

mithilfe der Software Dendroscope (Version 3) (Huson et al., 2012) erstellen.
Amplikon-Sequenzanalyse

16S-rRNA-Rohsequenzdaten wurden mithilfe der Bioinformatik-Pipeline QIIME2 [PMID:
31341288] (Version 2023.7) vorverarbeitet. Die Sequenzablesungen wurden entrauscht, aus
Chimaren herausgefiltert und mit dem DADA2-Tool in Amplikonsequenzvarianten (ASVs)
mittels DADA2 [PMID: 27214047] derepliziert. Jedes ASV wurde taxonomisch der Artebene
zugeordnet, wobei der QIIME2-Naive-Bayes-Merkmalsklassifikator mit der Greengenes2-
[PMID: 37500913] Datenbank als Referenz verwendet wurde. Der Parameter ,n-gram-range”

wurde auf [7,7] und der Konfidenzschwellenwert auf ,deaktiviert” gesetzt (Rehner et al., 2025).
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3.2.6 Paired-End-Lesemontage und Qualitdtskontrolle
Datenaufteilung

Paired-End-Reads wurden den Proben anhand ihres eindeutigen Barcodes zugewiesen und

durch Abschneiden des Barcodes und der Primersequenz gekurzt.
Sequenzassemblierung

Paired-End-Lesevorgange wurden mithilfe von FLASH zusammengefihrt (V1.2.7,
http://ccb.jhu.edu/software/FLASHY/), ein sehr schnelles und genaues Analysetool, das zum
Zusammenfluhren von Paired-End-Lesevorgangen entwickelt wurde, wenn mindestens einige
der Lesevorgénge den generierten Lesevorgang Uberlappen vom gegeniberliegenden Ende

desselben DNA-Fragments. Die SpleiRsequenzen wurden Roh-Tags genannt.
Datenfiltration

Die Qualitatsfilterung der Roh-Tags wurde unter bestimmten Filterbedingungen durchgefiihrt,
um die hochwertigen sauberen Tags gemafR QIIME (V1.7.0, http://qiime.org/index.html) zu

erhalten, einem qualitatskontrollierten Prozess.
Chimarenentfernung

Die Tags wurden mithife des UCHIME-Algorithmus  (UCHIME-Algorithmus,
http://www.drive5.com/usearch/manual/uchime_algo.html) mit der Referenzdatenbank
verglichen  (Gold-Datenbank, http://drive5.com/uchime/uchime_download.html)  zum
Nachweis von Chimaren-Sequenzen, die anschliefend entfernt wurden, wodurch die

effektiven Tags entstanden.

3.2.7 OTU-Cluster- und Speziesanmerkung
OTU-Produktion

Die Sequenzanalyse wurde mit der Uparse-Software (Uparse v7.0.1001) durchgefiihrt,
http://drive5.com/uparse/). Sequenzen mit 297 % Ahnlichkeit wurden denselben OTUs
zugeordnet. Die reprasentative Sequenz fir jede OTU wurde auf weitere Anmerkungen

Uberpruft.
Spezies Annotation
Far jede reprasentative Sequenz wurde die GreenGene-Datenbank

(http://greengenes.Ibl.gov/cgi-bin/nph-index.cgi) basierend auf  dem RDP  3-
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Klassifizierungsalgorithmus verwendet (Version 2.2, http://sourceforge.net/projects/rdp-

classifier/), um taxonomische Informationen zu annotieren.
Phylogenetische Verwandtschaftskonstruktion

Um die phylogenetische Verwandtschaft verschiedener OTUs und den Unterschied der
dominanten Spezies in verschiedenen Proben (Gruppen) zu untersuchen, wurde ein
Mehrfachsequenz-Alignment mit der MUSCLE-Software (Version 3.8.31,

http://www.drive5.com/muscle) durchgefuhrt.

3.2.8 Data Normalization

Die OTU-Haufigkeitsinformationen wurden unter Verwendung eines Standards fir die
Sequenznummer normalisiert, der die Probe mit den wenigsten Sequenzen entspricht.
Nachfolgende Analyse von Alpha-Diversitat und Beta-Diversitat wurden alle auf der Grundlage

dieser normalisierten Ausgabedaten durchgefuhrt.

3.2.9 Alpha- und Beta-Diversitat

Unterschiede in der Alpha-Diversitat zwischen den Gruppen wurden mithilfe des
nichtparametrischen  Wilcoxon-Signed-Rank-Tests  (Paarvergleich) bewertet. Alpha-
Diversitatsindizes (Chao1, Shannon und Simpson) wurden mithilfe des veganen Pakets
(Version 2.6-4) in R berechnet. Der PERMANOVA-Test wurde verwendet, um
Zusammenhange zwischen mikrobieller Zusammensetzung (Beta-Diversitat) und
Wirtsfaktoren zu analysieren, wobei die Adonis2-Funktion des veganen Pakets verwendet
wurde, Permutation = 10000, by = ,terms” und Startwert = 123 setzen. Beta-Diversitaten
wurden anhand der Bray-Curtis-Unahnlichkeiten zwischen Proben (berechnet mit dem
veganen Paket) berechnet und mithilfe der Hauptkomponentenanalyse (PCoA)-Ordnungen

visualisiert.

Die Multivariable Association with Linear Models (MaAslin2, v.1.14.1) [PMID: 34784344]
wurde verwendet, um Unterschiede in der Haufigkeit zwischen Mikrobiom-Daten und
klinischen Variablen zu analysieren (normalisation = "TSS", transform ="LOG",
analysis_method = "LM" standardise = “TRUE”, max_significance = 0.05, min_abundance =

0.0001, min_prevalence = 0.1).

Zur Berechnung der Korrelationen innerhalb der 25 haufigsten Spezies wurde der Spearman-

Korrelations-Test angewendet.
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Alpha-Diversitat

Alpha-Diversitat analysierte die Komplexitat der Speziesvielfalt fiir eine Stichprobe anhand
von 6 Indizes, darunter Observed-species, Chao1, Shannon, Simpson, ACE und Good-
coverage. Alle diese Indizes in den Stichproben wurden mit QIIME(Version1.7.0) und mit R-

Software (Version 2.15.3) angezeigt.
Um den Reichtum der Gemeinschaft zu ermitteln, wurden zwei Indizes ausgewahlt:

e Chao - the Chao1 estimator (http://www.mothur.org/wiki/Chao)
e ACE - the ACE estimator (http://www.mothur.org/wiki/Ace)

Zur ldentifizierung der Diversitat in der Gemeinsschaft wurden zwei Indizes verwendet:

e Shannon - the Shannon index (http://www.mothur.org/wiki/Shannon)

e Simpson - the Simpson index (http://www.mothur.org/wiki/Simpson)
Ein Index zur charakterisierten Sequenzierungstiefe:

e Coverage - the Good’s coverage (http://www.mothur.org/wiki/Coverage)

Beta-Diversitat

Die Beta-Diversitatsanalyse wurde verwendet, um Unterschiede in der Spezies-Komplexitat
der Proben zu bewerten. Die Beta-Diversitat wurde sowohl auf gewichteter als auch auf

ungewichteter Unifrac von QIIME-Software (Version 1.7.0) berechnet.

Die Clusteranalyse wurde durch die Principal component analysis (PCA) initiiert, um die
Dimension der urspringlichen Variablen mithilfe von FactoMineR-Pakets und des ggplot2-

Pakets in der R-Software (Version 2.15.3) zu reduzieren.

Principal Coordinate Analysis (PCoA) wurde durchgefiihrt, um Hauptkoordinaten zu ermitteln
und aus komplexen, mehrdimensionalen Daten zu visualisieren. Eine zuvor erhaltene
Distanzmatrix gewichteter oder ungewichteter Unifrac-Werte zwischen Proben wurde in einen
neuen Satz orthogonaler Achsen transformiert, wodurch der maximale Variationsfaktor durch
die erste Hauptkoordinate und der zweite maximale Variationsfaktor durch die zweite
Hauptkoordinate usw. dargestellt wird. Die PCoA-Analyse wurde durch das WGCNA-Paket,
die Stat-Pakete und das ggplot2-Paket in der R-Software (Version 2.15.3) angezeigt.

Die ungewichtete Paargruppenmethode mit arithmetischem Mittel (UPGMA) wurde als
hierarchisches Clustering-Verfahren zur Interpretation der Distanzmatrix mithilfe der QIIME-
Software (Version 1.7.0) durchgefihrt.
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3.3 Statistik
Statistische Analyse der Patientenmerkmale

Unterschiede in den klinischen Variablen wurden anhand des entsprechenden statistischen
Tests entsprechend den Merkmalen der Variablen bewertet. Fur kategoriale Variablen wurde
der Chi-Quadrat-Test verwendet, wahrend fur kontinuierliche Variablen der T-Test und der
nichtparametrische Mann-Whitney-U-Test verwendet wurden. Der T-Test wurde fir
kontinuierliche Variablen mit Normalverteilung und Homogenitat der Varianzen verwendet,
wahrend die Welch-Korrektur angewendet wurde, wenn Heterogenitat der Varianzen
festgestellt wurde. Fur nicht normale kontinuierliche Daten wurde der Mann-Whitney-U-Test

verwendet. Die P-Werte wurden mit der Benjamini-Hochberg-Methode (BH) korrigiert.

Statistische Methoden wie T-Test, MetaStat, LEfSe, Anosim und MRPP konnten die
Signifikanz der Zusammensetzung der Community und der Strukturunterschiede zwischen
Gruppen testen. Weiterhin kombiniert das Analyseergebnis CCA / RDA, um die wichtigsten

Umweltfaktoren zu untersuchen.

LEfSe-Analyse wurde anhand der LEfSe Software durchgefiihrt. Metastats wurden unter
Verwendung der Software ,R* errechnet. Der P-Wert wurde durch die Methode des
Permutationstests ausgestellt, im Gegensatz zum g-Wert, der durch die Methode von
Benjamini und Hochberg False Discovery Rate ausgerechnet wurde. Anosim, MRPP und
Adonis wurden durch R-Software durchgefiihrt. (Vegan package: Anosim Function, MRPP
Function und Adonis Function). AMOVA wurde durch Mothur mittels Amova Function

ausgerechnet. T-Test und die Zeichnung wurden durch R-Software ausgestellt.
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4.0 Ergebnisse

4.1 Vorbemerkungen
Kontaminationen

Es wird vermutet, dass Nitrotoga sp003402285 und Micrococcaceae Kontaminationen
darstellen, die entweder durch die manuelle Probenentnahme oder -vorbereitung entstanden
sind oder durch eine Vor-Kontamination des flur die Abstriche verwendeten Mediums.
Micrococcus ist ein Hautkeim, der im MDT nicht zu erwarten ist, wahrend Nitrotoga kein
humaner Keim ist, sondern laut der Studie von Lantz et al. (Lantz et al., 2021) ausschlie3lich
im Colorado-River zu finden ist. Um die Kontaminationshypothese zu testen, wurde eine
Nukleinsaureextraktion vom Speichermedium der Abstrichtupfer sowie aus den von
ZymoResearch bereitgestellten Puffern durchgefuhrt. Wie erwartet zeigt sich, dass die
Negativkontrolle, die nur die Puffer aus dem Nukleinsaure-Extraktionskit enthielt, mit Nitrotoga
sp. kontaminiert war. Die zweite Kontamination mit Micrococcaceae konnte in den
Negativkontrollproben jedoch nicht identifiziert werden (Abbildung 6). Zahlen und Abbildungen
der 16S Datenanalyse ohne die mutmallichen Verunreinigungen wurden nur zu

lllustrationszwecken und zur besseren Interpretation der Ergebnisse generiert.

Controls
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25

Puritan_| Zymo_Buffer
Sample_ID
. Family:Micrococcaceae . Streptococcus sanguinis_H . Blautia_A_141781 wexlerae . Acinetobacter baumannii
[ Nitrotoga sp003402285 [l Genus:Blautia_A_141781 B G11sp900103495 Genus:Akkermansia
. Prevotella rara Prevotella sp900113305 Family:Lachnospiraceae Others
Species 7] QAMMO1 sp900552945 | Dorea_A longicatena "1 Genus:Bacillus_A
| Escherichia coli . Eubacterium_F sp003491505 . Terrisporobacter glycolicus_239331
|| sphingobacterium athyrii [l Oliverpabstia faecicola B Roseburia cecicola

Abbildung 6: Relative Haufigkeit der Kontrollproben Puritan_I und Zymo_Buffer. Puritan_|
ist das Aufbewahrungsmedium der verwendeten Abstriche, wéhrend
Zymo_Buffer ausschliel3lich die Nukleinsédureextraktion unter Verwendung der
Puffer des eingesetzten DNA-Extraktionskits darstellt.
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Abbildung 7: Bakterienstammbaum und Verwandtschaften. Der Bakterienstammbaum stellt circa alle
Bakterien dar, die in dieser Arbeit erwdhnt wurden und dessen Verwandtschaften. Diagramm

erstellt mithilfe der Software Dendroscope 3 (Eigene Darstellung).
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4.2 Strukturelle Verbindungen und dominierende Spezies in bakteriellen Netzwerken

Mithilfe der 16S Sequenzierung und Korrelationanalyse konnte einen Einblick in dem
Mikrobiomnetzwerk gewonnen werden. Die dominantesten Phyla, die gesehen wurden, waren
Firmicutes und Bacteroidota, gefolgt von Proteobacteria und Verrucomicrobiota, gefolgt von
Actinobacteriota. Aus der Korrelationsanalyse konnten die starksten Beziehungen innerhalb
des Netzwerkes entdeckt werden. Die starkste Korrelation des Netzwerkes ist die von Dorea
A longicatena und Blautia A (Abbildung 8).

Family:Micrococcaceae

Dorea A lautia_A_t41781
N
i Sphin obacterium’ *_ Oliverpabstia
Nitrotoga phing } ‘5 2 ‘~\
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QAMMO1 “ Eubacterium_F
Terrisporobacter -
i NP
| " Roseburia
Treg = Prevotella
CAG-1031 7
Escherichia_710834 Streptococcus  Bacillus_A
XBB1006

Enterococcus_B Haemophilus_D_736121

Kocuria

Abbildung 8: Bakterielles Netzwerk. Die Diagramme beschreiben Merkmale des
Bakteriennetzwerkes. Das bakterielle Netzwerk wird unter Verwendung der
Ergebnisse der Korrelationsanalyse aufgebaut, die in diesem Fall die signifikanten
Korrelationen zwischen den Haufigkeiten von ASVs auf Gattungsebene anzeigt.
Jeder Knoten ist ein ASV auf Gattungsebene, und die Linien, die die Knoten
(Kanten) verbinden, stellen die Korrelationen dar (positiv = rot; blau = negativ). Je
dicker der Rand, desto stérker die Korrelation.

Die Gattungen Prevotella, Bacillus_A, Streptococcus, QAMMO1 und Enterococcus scheinen
als Schlissel-Gattungen in dem bakteriellen Netzwerk zu sein. Abbildung 9 veranschaulicht
die Schlisselgattungen dieses Netzwerkes. Veranderungen in der Haufigkeit dieser
Gattungen flhren also in diesem Sinne zu allgemeinen Verdanderungen im bakteriellen

Netzwerk.
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Abbildung 9: Betwenness/eigenvector/degree-Metriken helfen uns, das Verhalten dieses
Netzwerks zu analysieren. Sie ermdglichen es, die Knoten (ASV-Gattung) zu
identifizieren, die die wichtigste Rolle im Netzwerk spielen, d.h. Anderungen in
diesen Knoten neigen dazu, das Netzwerk global zu beeinflussen.
Zentralitdtsmallnahmen werden verwendet, um die relevantesten Knoten in
diesem Netzwerk zu identifizieren.

Die Spearman-Korrelation wurde zur Berechnung der Zusammenhange zwischen den
Variablen verwendet. Dieser Schritt ermdglichte die quantitative Bewertung der statistischen
Beziehung. Die berechneten Korrelationskoeffizienten wurden in Form eines Scatterplots
prasentiert (Abbildung 10). Gattungen wie Blautia_A, Oliverpabstia und Dorea_A zeigten sehr
hohe Korrelationen miteinander (Korrelationswerte 0,88 bzw. 0,89), was darauf hindeutet,
dass sie tendenziell gemeinsam vorkommen oder sich gegenseitig in ihren Funktionen
unterstitzen kdnnten. Dies kann bedeuten, dass sie &hnliche Umweltbedingungen
bevorzugen oder dass ihre metabolischen Aktivitaten sich gegenseitig erganzen. Allerdings
wurden keine Werte uber 0,89 erreicht, was darauf hinweist, dass diese Gattungen auch
unabhangig voneinander in den jeweiligen Bereichen des Magen-Darm-Trakts Uberleben
konnen. Es gibt einige negative Korrelationen zwischen Mitgliedern der Familie
Micrococcaceae und anderen Bakteriengattungen wie Sphingobacterium, Dorea_A und G11
(Korrelationswerte nahe -0,45 bis -0,5). Negative Korrelationen deuten auf eine
antagonistische Beziehung hin, bei der das Vorhandensein einer Gattung mdglicherweise mit
der Abwesenheit oder reduzierten Prasenz der anderen korreliert ist. Dies kdnnte auf
Konkurrenz um Ressourcen oder unterschiedliche 6kologische Nischen hinweisen und die

Theorie der Kontamination untermauern.
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Abbildung 10: Spearman Correlations Graph: Der Spearman-Korrelationstest wurde verwendet,
um Korrelationen zwischen den 25 héufigsten Gattungen darzustellen. Aus der
Spearman-Korrelationstabelle erkennt man, welche Gattungen positiv/negativ
miteinander korrelieren. Positive Korrelation zwischen zwei Gattungen (A und B)
bedeutet, dass die Zunahme der Héaufigkeit von Gattung A mit der Haufigkeit von
Gattung B zusammenhéngt und die Zunahme der Héufigkeit von Gattung B oder
umgekehrt. Negative Korrelation bedeutet, dass die Zunahme der Hé&ufigkeit von
Gattung A mit der Abnahme der Héufigkeit von Gattung B zusammenhéngt oder
umgekehrt. Daraus kdnnte man ableiten, dass positiv korrelierte Gattung eine
mutualistische Beziehung oder &hnliches haben kénnten, wobei die Aktivitét und/oder
Fllle der Bakterien der Flille beider Gattungen zugutekommt. Negative Korrelationen
deuten auf eine Wettbewerbsbeziehung oder &hnliches hin, bei der die Aktivitét
und/oder Haufigkeit der Gattung A die Haufigkeit der Gattung B hemmt. In diesem Fall
zeigen Blautia_A_ 141781, Oliverpabstia, Dorea_A und G11 sehr hohe Korrelationen
miteinander.
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4.3 Beschreibung der Mikrobiomdichte

Mit Hilfe des Raw Count Stomach  E3 Jejunum_150 E3 Stool_1

. . . Jejunum_50 Peritoneum Stool_4-5
Diagramms (Abbildung 11) lasst
sich darstellen, wie viele 200000+

Spezies an jedem Standort

vorhanden sind. An jedem 150000+
Probeentnahmeort konnten im '2
Durchschnitt 50000 Raw Counts § 100000+
detektiert werden, allerdings E

gab es in allen Abstrichproben 50000- J; E%fﬂ

—_—
Ausreil3er in beide Richtungen. »
Standorte mit hoheren Raw 0- I
Counts auf der Y-Achse, wie ' ‘\ s & ' & ' . ' o
Stuhl 4-5, weisen auf eine é\’é' o‘}&/ & & o o\?{
o ) > & X o
héhere Anzahl von registrierten < \e,\° \é,\° Qef‘\ N

Spezies hin und welcher ] ] )
Abbildung 11: Rohe Zellzahlen der Mikrobiota der

Standort die h6chste Vielfalt an verschiedenen Stellen der MDT. Anhand des Raw-
Count-Diagramms konnte die Anzahl der Spezies

Spezies aufweist. Die Analyse ‘ :
an den einzelnen Standorten ermittelt werden.

der mikrobiellen Daten weist

darauf hin, dass die Stuhlproben (Stuhl 1 sowie Stuhl 4-5) im Vergleich zu anderen
Probenarten tendenziell hbhere rohe Zellzahlen aufzeigen. Dies lasst auf eine mdglicherweise
reichhaltigere oder dichtere Mikrobiota in diesen Proben schlieRen. Der Standort mit den
héchsten Raw Counts, in diesem Fall Stuhl 4-5 (Abstrich der Stuhlprobe am 4. oder 5. Tag
nach der Operation), wurde als derjenige interpretiert, der die grote Anzahl von

unterschiedlichen Spezies in Ihrer Stichprobe enthalt.

Des Weiteren lasst sich beobachten, dass die Proben aus dem Jejunum (Jejunum_50 und
Jejunum_150) sowie aus dem Peritoneum konsistente Medianwerte aufweisen, was auf

ahnliche mikrobielle Dichten in diesen Bereichen hindeutet.

Die Verteilung der mikrobiellen Dichte in verschiedenen Bereichen des Magen-Darm-Trakts
wurde weiter untersucht, indem die Menge freier DNA analysiert wurde. Die freie DNA dient
als Indikator fur das Vorhandensein und die Aktivitdt der Mikrobiota in diesen Standorten.
Anhand einer Stichprobe von insgesamt 191 Proben lassen sich signifikante Unterschiede in
der bakteriellen Dichte zwischen den untersuchten Standorten feststellen. Die Gesamtfreie-
DNA-Menge im gesamten Magen-Darm-Trakt betrug im Durchschnitt 2,257+2,041 ng. Bei der

Analyse der einzelnen Standorte ergaben sich folgende Werte:
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Jejunum 150 cm (150 cm vom Duodenum entfernt): Bei 34 Proben betrug die durchschnittliche
freie DNA-Menge 2,117 £ 1,172 ng. Jejunum 50 cm (50 cm vom Duodenum entfernt): Bei 38
Proben wurde eine durchschnittliche freie DNA-Menge von 1,957 + 1,244 ng festgestellt.
Peritoneum: In dieser Region, die bei 37 Proben untersucht wurde, betrug die
durchschnittliche freie DNA-Menge 1,339 + 871 ng. Magen: Die Analyse von 35 Proben ergab
eine durchschnittliche freie DNA-Menge von 1,640 + 1,962 ng. Stuhl: Es wurden zwei Gruppen
von Probanden untersucht: Die erste Gruppe (Stuhl 1) umfasste 36 Proben, bei denen eine
durchschnittliche freie DNA-Menge von 3,808 + 2,890 ng festgestellt wurde. Die zweite
Gruppe (Stuhl 4-5) bestand aus 11 Proben, bei denen eine durchschnittliche freie DNA-Menge
von 3,704 + 2,831 ng gemessen wurde. Die statistische Analyse zeigte einen &uferst
signifikanten Unterschied zwischen den untersuchten Standorten, wobei der g-Wert fur die

gesamte Analyse weniger als 0,001 betrug.

4.4 Alpha-Diversitat
Die Analyse der Alpha-Diversitat im Verhaltnis zu den Probeentnahmeorten hat
bemerkendwerte Ergebnisse ergeben (Abbildung 12). Interessanterweise fallt auf, dass die

Location_group

A E== Jejunum_150 Peritoneum E==— Stool_1 B
Jejunum_50 Stomach Stool_4-5

Chao1 Shannon
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Abbildung 12: links 12 A, rechts 12 B. 12 A- Chao1-Index schétzt die Anzahl der tatsédchlichen Spezies in
einer Gemeinschaft, 12 B-Shannon-Index misst die Anzahl der Spezies (oder OTUs,
Operationelle taxonomische Einheiten) in einer Probe sowie deren relative Haufigkeiten.
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Alpha-Diversitat des Peritoneums im Durchschnitt derjenigen des Jejunums und des Magens
ahnelt, was auf die Anwesenheit von Mikroben oder zumindest mikrobieller DNA im
Peritoneum hindeutet. Anderseits weisen Stuhlproben, die vor dem chirurgischen Eingriff
entnommen wurden, eine signifikant hdhere mikrobielle Diversitat auf als andere Proben des
Gastrointestinaltrakts (p<0.05). Auffallend ist auch, dass die mikrobielle Vielfalt im Stuhl nach
der Operation abzunehmen scheint (Abbildung 12 Aund 12 B).

4.5 Beta-Diversitat

Im Rahmen der Beta-Diversitatsanalyse wurde die mikrobielle Zusammensetzung aller
Proben untersucht, wobei Faktoren wie BMI, Fettleber, Rauchverhalten und Geschlecht

bericksichtigt wurden, um potenzielle Zusammenhange zu identifizieren.

Standortgruppe (Location_group): Die Beta-Diversitatsanalyse zeigte keine eindeutige
Clusterbildung unter den intraoperativ entnommenen Proben des Magen-Darm-Trakts. Die
PERMANOVA-Analyse ergab jedoch signifikante Unterschiede zwischen den vor und nach
der Operation entnommenen Stuhlproben (R? = 0,35, p = 0,00). Zudem unterschieden sich
beide Stuhlproben signifikant von den intraoperativ enthommenen Proben aus dem Jejunum,

dem Peritoneum und dem Magen.

BMI-Gruppe (BMI_group): Es gibt keinen signifikanten Unterschied in der mikrobiellen
Gemeinschaftszusammensetzung zwischen den BMI-Gruppen 30-35, 35-40 und >40
(PERMANOVA, R? =0.01, p = 0.41).

Raucher (Smoker): Rauchen scheint keinen signifikanten Einfluss auf die Zusammensetzung
der mikrobiellen Gemeinschaft zu haben (PERMANOVA, R? = 0,00, p = 0.574).

Fettleber (Fatty liver): Die Prasenz einer Fettleber zeigt ebenfalls keinen signifikanten
Einfluss auf die Mikrobiota-Zusammensetzung (PERMANOVA, R? = 0,00, p = 0.944).

Geschlecht (Gender): Es gibt keine signifikanten Unterschiede in der Mikrobiota zwischen den
Geschlechtern (PERMANOVA, R2 =0, p = 0.482).

Insgesamt zeigen diese Ergebnisse, dass sich die Zusammensetzung der Mikrobiota
hauptsachlich zwischen Stuhlproben und intraoperativ entnommenen Proben unterscheidet.
Pra- und postoperative Stuhlproben wiesen ebenfalls signifikante Unterschiede auf. Faktoren
wie BMI, Rauchen, Fettleberstatus und Geschlecht hatten hingegen in dieser Stichprobe
keinen signifikanten Einfluss auf die mikrobielle Gemeinschaftszusammensetzung (Abbildung
13).
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Abbildung 13: Beta-Diversitét. A Verschiedener MDT-Stellen. B BMI-Gruppen. C Raucher. D
Fettleber. E Geschlecht. Die dargestellten Diagramme sind sogenannte Principal
Component Analysis (PCA)-Plots, die verwendet werden, um die Variation in
Datensétzen zu visualisieren, normalerweise im Zusammenhang mit Genetik
oder Mikrobiom-Analysen. Jeder Punkt in den Plots représentiert eine Probe
oder einen Datensatz, und die Position wird durch die ersten beiden
Hauptkomponenten (PCoA1 und PCoA2) bestimmt, die die gré3te Varianz in den

4.6 Rolle von BMI, Geschlecht, Rauchen, Diabetes und Fettleber in der Mikrobiota-
Haufigkeit

Zur besseren Reprasentation und Interpretation der Ergebnisse wurden die Daten
gleichmaRig auf die BMI-Gruppen verteilt, abweichend von den typischen Adipositas-Graden.
Eine Einteilung in Adipositas-Graden war aufgrund der niedrigen Anzahl an Patienten mit
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Adipositas Grad | und Il nicht mdglich. Mithilfe des taxonomischen Profilings und weiterer
Analysen der relativen Haufigkeit der Bakterien lieR sich feststellen, dass in Bezug auf den
BMI der Patienten keine signifikanten Unterschiede bestanden. Allerdings wiesen Patienten
mit einem BMI von 33—-41 eine leicht erhéhte Besiedlung mit Prevotella sp900113305 auf,
wahrend Patienten mit einem BMI von 41-46 mdoglicherweise eine erhohte Kolonisierung mit
Escherichia coliim Magen-Darm-Trakt zeigten. Auch bei Fettleber, Rauchen, Geschlecht und
Diabetes konnten keine signifikanten Unterschiede in der relativen Haufigkeit der Spezies
festgestellt werden (Abbildung 13).

4.7 Evolution by Location:

Magen: Mikrobielle DNA wurde im Magen identifiziert, wobei Prevotella die dominanteste

Gattung darstellte, gefolgt von Haemophilus D und Streptococcus. (Abbildung 14 Aund 15 A).

Jejunum 50 und 150 cm: Mithilfe dieser Studie konnten Unterschiede in der mikrobiellen
Zusammensetzung entlang des Jejunums identifiziert werden. Anhand der 90 % relativen
Haufigkeit wurden reprasentativsten Spezies an zwei Probenstellen analysiert: 50 cm und 150
cm distal des Treitz-Bandes. An beiden Standorten wurden ahnliche Taxa nachgewiesen,
jedoch mit deutlichen Unterschieden in deren relativer Haufigkeit. Um die Ergebnisse praziser
darzustellen, konnte ein direkter Vergleich zwischen den einzelnen Patienten erfolgen
(Abbildung 16). In allen untersuchten Proben zeigten sich klare Unterschiede in der
mikrobiellen Zusammensetzung, entweder durch eine erhdhte relative Haufigkeit von
Prevotella rara bei 50 cm oder von Escherichia coli und Streptococcus vestibularis bei 150
cm. Bei einigen Patienten war Prevotella sp. und Haemophilus D bei 50 cm verstarkt
vorhanden, wahrend bei 150 cm Uberwiegend Kontaminationen nachweisbar waren. Es wird
vermutet, dass kontaminierte Spezies die Ubrigen Mikroorganismen Uberlagert haben und
daher nicht nachweisbar waren. Die dominantesten Spezies in beiden Abschnitten umfassten
Streptococcus sanguinis, Prevotella rara, Prevotella sp. und Escherichia coli. Die am
haufigsten vorkommenden Spezies in den Abschnitten bei 50 cm und 150 cm des Jejunums
werden in Abbildung 15 B und C dargestellt. Es wurde festgestellt, dass die Spezies mit dem
hoéchsten positiven Koeffizienten und einem p-Wert unter 0.05 die starkste Verbindung zum
Jejunum aufweisen. Zum Beispiel, Streptococcus vestibularis weist auf eine signifikante
positive Assoziation mit Jejunum hin (Koeffizienten von 1.670 und einen p-Wert von 0.025).
Actinomyces catuli hat einen Koeffizienten von 1.268, aber einen héheren p-Wert von 0.081,
was weniger signifikant ist. Vescimonas hingegen ist mit einem Koeffizienten von etwa -0.7337

und einem p-Wert von etwa 0.0233 die mit dem Jejunum am wenigsten assoziiert.
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Peritoneum: Im Peritoneum war ebenfalls mikrobielle DNA nachweisbar. Die gefundene DNA
gehorte hauptsachlich zu den Bakterienphyla Bacteroidota, Proteobacteria und Firmicutes.
Den Daten zufolge wird das Peritoneum vor allem von Prevotella rara und Escherichia coli
dominiert. Auf Escherichia coli folgten in abnehmender Haufigkeit QAMMO1, CAG-1031,
Blautia_A, Streptococcus, Sphingobacterium, Enterococcus und Terrisporobacter (Abbildung
15 D).

Kolon: Stuhl 1 (Abstrich der Stuhlprobe 1-2 Tage vor der Operation) und Stuhl 4-5 (Abstrich
der Stuhlprobe am 4. oder 5. Tag nach der Operation) reprasentierten das Mikrobiom des
Dickdarms. Die untersuchten Stuhlproben zeigen, dass das Phylum Firmicutes, insbesondere
die Klassen Bacilli und Clostridia, am haufigsten prominent ist, mit mehreren Beweisen fur
eine signifikante phylogenetische Verwandtschaft. Eine differenzierte Betrachtung der
praoperativen sowie postoperativen Stuhlproben entdeckt unterschiedliche mikrobielle
Muster. Zwischen den Stuhlproben Stuhl 1 und Stuhl 4-5 gibt es einen sehr signifikanten
Unterschied mit einem p-Wert von 4,69e-07 (Shannon-Index) (Abbildung 12 B). Stuhlprobe 1
zeichnet sich eine markante Anhaufung von Firmicutes ab, mit einem auffalligen Uberwiegen
der Clostridia gegenlber den Bacilli. Die am relativ haufigsten vorkommenden Gattungen
waren Dorea A, QAMMO1 und Prevotella, die in Abbildungen 14 A und 15 E zu sehen sind.
Bei den postoperativen Stuhlproben (Stuhl 4-5) zeigt sich ebenfalls ein Vorherrschen von
Firmicutes, allerdings mit einem hoheren Anteil der Klasse Bacilli im Vergleich zur Klasse
Clostridia. Die am haufigsten vorkommenden taxonomischen Einheiten waren Akkermansia,
Enterococcus B, Escherichia coli und CAG 103. In diesen Proben wurde im Vergleich zu
Stuhlprobe 1 ein Rlckgang der Firmicutes festgestellt, wahrend gleichzeitig eine Zunahme
der Bacteroidota beobachtet wurde. Enterococcus ist die Gattung mit der gréf3ten positiven
Assoziation mit den postoperativen Stuhlproben (p-Wert 9.87e-12, Koeffizienten von 8.16),
wahrend Blautia A die groRte negative Assoziation aufweist (p-Wert 2,32e-11, Koeffizienten
von -5,50).

Firmicutes : Bacteroidota — The Ratio

Die Ratio von Firmicutes-zu-Bacteroidota im Darmmikrobiom ist ein wichtiger Indikator fir die
mikrobielle Gesundheit und kann Veranderungen im Stoffwechsel und im Immunsystem
widerspiegeln. Die Firmicutes-zu-Bacteroidota-Ratio wurde in den praoperativen Stuhlproben
(Stuhl 1) sowie in den postoperativen Stuhlproben (Stuhl 4-5) analysiert, um mdogliche
Veranderungen im Zusammenhang mit Adipositas an sich oder der bariatrischen Operation

zu untersuchen.

In den praoperativen Stuhlproben zeigte sich eine erhéhte Firmicutes-zu-Bacteroidota-Ratio,

wobei die Anzahl der Firmicutes im Verhaltnis zu den Bacteroidota dominant war (Abbildungen
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14 A und 15 E). Die Bakteriengattungen innerhalb der Bacteroidota Phylum in Stuhl 1
umfassten Prevotella und Sphyngobacterium sowie einige nicht naher identifizierte
Bakteriengruppen wie CAG 1031. Auf der anderen Seite wurden die Firmicutes hauptsachlich
von Gattungen wie Blautia_A, Dorea A, G11, Roseburia, Eubacterium_F, Oliverpabstia,
Lachnospira sowie einigen nicht naher identifizierten Gruppen wie CAG 273 oder 1024,
QAMMO1 und Lachnospiraceae vertreten (Abbildung 14 A).

Interessanterweise zeigte sich, dass sich das Ungleichgewicht zwischen Firmicutes und
Bacteroidota im Verlauf der Studie verandert hat. Um die dynamische Natur des Mikrobioms
zu untersuchen, wurden auch Stuhlproben analysiert, die 4 bzw. 5 Tage postoperativ
entnommen wurden. Im Vergleich zu den praoperativen Stuhlproben (Stuhl 1) wurde in den
postoperativen Stuhlproben (Stuhl 4-5) eine interessante Veranderung im Firmicutes-zu-
Bacteroidota-Verhaltnis beobachtet. Wahrend Firmicutes in Stuhl 1 dominierten, zeigte sich in
Stuhl 4-5 eine potenzielle Verschiebung hin zu einer erhéhten Anzahl von Bacteroidota im
Verhaltnis zu Firmicutes (Abbildung 14 A). Zusatzlich zu dieser Veranderung in der
Hauptphyla-Zusammensetzung wurden auch andere Bakteriengattungen in den
postoperativen Stuhlproben identifiziert. Akkermansia, Escherichia und Actinomyces wurden
in den postoperativen Stuhlproben steigend beobachtet (Abbildungen 14 A und 18). Die Ratio
von Firmicutes-zu-Bacteroidota zeigte eine Tendenz zu einer Verringerung der
Uberreprasentation von Firmicutes und einer méglichen Zunahme von Bacteroidota im

Vergleich zu den praoperativen Proben.
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4.8 Post-Operative Veranderungen im Mikrobiom des Dickdarmes

Die relative Haufigkeit der Spezies nach der Operation zeigt einen signifikanten Unterschied
im Vergleich zu vor der Operation. Zwischen den Stuhlproben Stuhl 1 und Stuhl 4-5 gibt es
einen sehr signifikanten Unterschied mit einem p-Wert von 4.69e-07 (Shannon-Index)
(Abbildung 12 B). Man erkennt eine Zunahme an Escherichia coli, Enterococcus B und
Akkermansia und einen Ruckgang an QAMMO1, Roseburia, Dorea longicatena, Oliverpabstia
und Eubacterium F (Abbildung 17 und 18). Der Phylum Firmicutes (insbesondere die Klassen
Bacilli und Clostridia) kommt in den Daten am haufigsten vor, wobei mehrere Eintrage eine

signifikante Verwandtschaft zeigen.

In den pra- (Stuhl 1) und postoperativen Stuhlproben (Stuhl 4-5) sind unterschiedliche
Zusammenhange erkennbar. In Stuhl 1 ist ein Uberschuss an Firmicutes zu beobachten,
wobei Clostridia gegenuber Bacilli iberwiegen, der insbesondere von Blautia A, Bacillus A
und Prevotella dominiert wird (Abbildungen 14 A, 15 E und 18). In den Stuhl 4-5 ist ebenfalls
ein Uberschuss an Firmicutes zu beobachten, der aber reduziert im Vergleich zu Stuhl 1 sich
aufweist. In diesem Fall zeigten sich Bacilli gegenlber Clostridia zu Uberwiegen. Oliverpabstia
faecicola, Dorea longicatena und QAMMO1 zeigen einen nicht-signifikanten Ruckgang nach
der bariatrischen Operation. Enterococcus B ist die Gattung mit der grofiten positiven
Assoziation (p-Wert 9.872e™'?, Koeffizienten von 8.163), wahrend Blautia A die groRte negative
Assoziation aufweist (p-Wert 2.321e™"", Koeffizienten von -5.500) (Abbildung 17 und 18).
Streptococcus und Escherichia coli zeigen einen signifikanten Unterschied zwischen den zwei
Stuhlproben (p-Werte 0.039 bzw. 0.036). Interessanterweise erkennt man nach der Operation
tendenziell einen leichten Anstieg des Phylums Actinobacteriota, insbesondere in der Spezies

Actinomyces catulli.
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positiven als auch in negativen Assoziationen.
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Abbildung 18: Relative Haufigkeit basierend auf der Anzahl der Lesevorgénge. Stuhl 1 und 4-5. Firmicutes ist das am h&ufigsten vorkommende Phylum in der
Stichprobe, insbesondere Spezies aus den Klassen Bacilli und Clostridia. Dieses Phylum dominiert die Liste der signifikanten Ergebnisse sowohl in



5.0 Diskussion

Mithilfe dieser Studie und Daten aus friilheren Forschungsarbeiten lassen sich neue Einblicke
in die Welt des Mikrobioms gewinnen. Zur Feststellung von Veranderungen im Mikrobiom
wurden verschiedene Untersuchungen durchgefiihrt, um die unterschiedlichen Populationen

prazise voneinander zu unterscheiden.

Die Ergebnisse unterstreichen die Variabilitit der mikrobiellen Gemeinschaften in
Abhangigkeit vom Probenort im menschlichen Kérper und deuten darauf hin, dass das
Mikrobiom in den verschiedenen Bereichen des Gastrointestinaltrakts sowie im Peritoneum
unterschiedlich komplexe Okosysteme bildet. Die signifikanten Unterschiede in den
Diversitatsindizes weisen auf die potenziell unterschiedlichen Rollen hin, die diese

Mikroorganismen in Gesundheit und Krankheit spielen kénnten.

5.1 Vorbemerkungen
Kontaminationen

Die zusatzlichen Experimente bestatigten das Vorhandensein von Kontaminationen in den
Proben. Mithilfe einer Negativkontrolle konnte nachgewiesen werden, dass die Puffer des
Nukleinsdure-Extraktionskits mit Nitrotoga sp. kontaminiert waren. Die zweite angenommene
Kontamination mit Micrococcaceae liel} sich in den Negativkontrollproben nicht bestatigen.
Zuséatzlich deuten Hintergrundinformationen zu diesen beiden Spezies ebenfalls auf eine
externe Kontamination hin. Die Studie von Hovanec et al. (Hovanec et al., 1998) war einer der
ersten, der die Gattung Nitrobacter als die primaren NOB in Su3wassersystemen beschrieben
hat. Die Oxidation von Nitrit zu Nitrat in Aquarien wird typischerweise Bakterien der Gattung
Nitrobacter zugeschrieben, die zur der Klasse Alphaproteobacteria gehéren. Um Bakterien zu
identifizieren, die flr die Nitritoxidation in Aquarien verantwortlich sind, wurden
Klonbibliotheken von rRNA-Genen aus Biofilmen mehrerer Siilwasseraquarien entwickelt.
Boddicker et al. (Boddicker et al., 2018) identifizierten vier mutmalfliche Candidatus Nitrotoga
NOB-Spezies aus SulRwassersedimenten und Wassersaulenproben in Colorado, USA.
Entdeckungen von White et al. und Lantz et al. (White et al., 2012; Lantz et al., 2021)
beschreiben Candidatus Nitrofoga sogar als biologisch aktiven Filter flr Trinkwasser.
Micrococcen wurden von Ogai et al. (Ogai et al., 2022) in Hautproben von Kamerunern
gefunden. Lennon et al. (Lennon et al., 2011) weisen in einer Studie aus 2011 auch darauf
hin, dass Micrococcus eine Bakteriengattung mit einem breiten Spektrum an Lebensraumen,

einschlieBlich Staub und Erde, ist und keine Schwierigkeiten hat, in Umgebungen mit wenig
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Wasser oder hohen Salzkonzentrationen zu wachsen. Auflerdem Rieser et al. (Rieser et al.,
2013) beschrieb, dass drei neue grampositive Bakterien aus der Luft einer Arztpraxis oder
eines Reinraums isoliert wurden. Genanalysen zeigten, dass diese Bakterien zur Gattung
Micrococcus gehdren. Es wird angenommen, dass dies auch in dieser Studie der Fall war.
Angesichts der Literatur und der Studienergebnisse lasst sich schlieRen, dass Nitrotoga und
Micrococcus in den Proben als Kontaminanten vorliegen. Wahrend Micrococcus ein typischer
Hautkeim ist und im Magen-Darm-Trakt nicht zu erwarten ware, gehort Nitrotoga nicht zur
menschlichen Mikrobiota. Das wiederholte Vorkommen beider Gattungen in allen Proben legt

nahe, dass es sich um eine externe Kontamination handelt.

5.2 Beziehungen in bakteriellen Netzwerken

Die Ergebnisse weisen auf eine spezifische Bedeutung der starken und schwachen Knoten
im Netzwerk hin. Zum Beispiel kdnnten sie erklaren, wie Schllissel-Gattungen wie Prevotella,
Bacillus_A, Streptococcus, QAMMO1 und Enterococcus moglicherweise zentrale Rollen in

metabolischen Pfaden oder 6kologischen Interaktionen spielen.

5.3 Mikrobiomdichte

Die Messung freier DNA lieferten wichtige Einblicke in die Verteilung und Dichte der Mikrobiota
entlang des Magen-Darm-Trakts. Die hdchste bakterielle Dichte wurde im Stuhl gefunden,
wahrend das Jejunum (150cm distal des Treitz-Bandes) auch eine betrachtliche Menge an
freier DNA aufwies. Basierend auf den vorliegenden Daten konnten einige
Schlussfolgerungen zum Vorhandensein von Mikrobiota im Peritoneum gezogen werden,
jedoch sollte diese Interpretation mit Vorsicht betrachtet werden. Die durchschnittliche freie
DNA-Menge im Peritoneum betrug 1,339 ng mit einer Standardabweichung von 871 ng. Im
Vergleich zu anderen Bereichen des Magen-Darm-Trakts, wie zum Beispiel dem Jejunum und
dem Stuhl, zeigt das Peritoneum eine geringere Menge an freier DNA, was auf eine niedrigere
bakterielle Dichte hinweist. Allerdings ist es wichtig zu beachten, dass die freie DNA allein
nicht ausreicht, um das Vorhandensein oder Nichtvorhandensein von Mikrobiota im
Peritoneum definitiv zu bestatigen. Andere Faktoren konnten die Messungen beeinflusst
haben, wie zum Beispiel die Effizienz der Probenentnahme oder die Mdglichkeit von
Verunreinigungen durch umliegendes Gewebe oder andere biologische Materialien. Dartber
hinaus kénnte das Peritoneum eine spezifische Mikrobiota aufweisen, die moglicherweise
nicht in gleicher Weise wie im Magen, Darm oder Stuhl nachgewiesen werden kann. Es ist

bekannt, dass das Peritoneum ein relativ abgeschlossenes Umfeld im Korper ist und weniger
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exponiert ist als andere Bereiche des Verdauungstrakts. Die Ergebnisse dieser Arbeit
bestatigen zwar nicht die Anwesenheit lebender Bakterien im Peritoneum, doch lassen die
nachgewiesenen mikrobiellen Nukleinsduren vermuten, dass mikrobielle Komponenten aus
dem Darm eine Rolle in der interorganischen Kommunikation spielen konnten. Weitere
Forschung, die speziell auf das Peritoneum ausgerichtet ist und verschiedene
Analysemethoden verwendet, konnte erforderlich sein, um die Anwesenheit lebender

Bakterien zu beweisen und die Rolle der peritonealen Mikrobiom bei Adipositas zu erforschen.

5.4 Alpha-Diversitat

Die Analyse der Alpha-Diversitat verschiedener Probenentnahmeorten lieferte wichtige
Einblicke. Die Ahnlichkeit der Alpha-Diversitat zwischen Peritoneum und Jejunum deutet
darauf hin, dass ahnliche Mikroben im Peritoneum vorhanden sind und stellt damit die
Hypothese des keimfreien Peritoneums in Frage. Zudem liegt die Alpha-Diversitat der
Magenproben in einem Bereich, der dem des Peritoneums und des Jejunums nahezu
entspricht. Im Gegensatz dazu weisen die Stuhlproben vor dem chirurgischen Eingriff eine
deutlich hdhere mikrobielle Diversitat auf im Vergleich zu nach der Operation. Die signifikante
Reduktion der Alpha-Diversitat postoperativ legt nahe, dass die bariatrische Operation
signifikante Auswirkungen auf die Diversitdt und Zusammensetzung der Darmmikrobiota
haben kénnen, mdéglicherweise sogar zu einer Normalisierung des Mikrobioms fiihrt. Die
Reduktion der Alpha-Diversitat konnte auch auf die reduzierte Kalorienaufnahme nach einem
Magen-Bypass zurtickzufiihren sein. Dieser Effekt konnte auch durch die einmalige Gabe von
Antibiotika vor der Operation entstanden sein. Weitere Studien sind erforderlich, um die
Langzeitergebnisse zu untersuchen, beispielsweise ob diese Veranderungen mit dem
Gewichtsverlust der Patienten korreliert sind oder ob die mikrobielle Diversitat Gber langere

Zeitraume hinweg zu den ,Normwerten® zuriickkehrt.

5.5 Beta-Diversitat

Die Beta-Diversitatsanalyse zeigte keine eindeutige Clusterbildung unter den intraoperativ
entnommenen Proben des Magen-Darm-Trakts. Dies deutet darauf hin, dass die mikrobielle
Zusammensetzung dieser Proben relativ. homogen war und keine klar voneinander
abgegrenzten mikrobiellen Gemeinschaften innerhalb des Magen-Darm-Trakts identifiziert
werden konnten. Im Gegensatz dazu unterschieden sich die vor und nach der Operation
entnommenen Stuhlproben deutlich voneinander sowie von den intraoperativ gewonnenen

Proben aus dem Jejunum, dem Peritoneum und dem Magen. Dies legt nahe, dass der
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chirurgische Eingriff erhebliche Veranderungen in der mikrobiellen Zusammensetzung des
Darms bewirkte. Zudem weist die klare Differenzierung zwischen Stuhl- und intraoperativen
Proben darauf hin, dass das Mikrobiom des Stuhls sich signifikant von dem der Ubrigen
gastrointestinalen Regionen unterscheidet. Die Ergebnisse dieser Studie unterstreichen den
Einfluss des Magenbypasses auf die Darmmikrobiota und verdeutlichen, dass verschiedene
Abschnitte des Magen-Darm-Trakts eine unterschiedliche mikrobielle Besiedlung aufweisen.
Die Analyse postoperativ gesammelter Stuhlproben legt nahe, dass diese Proben als
potenziell reprasentativ fur postoperative Veranderungen der Darmmikrobiota betrachtet
werden konnen. Zukinftige Studien kénnten sich darauf konzentrieren, die spezifischen
Auswirkungen verschiedener chirurgischer Eingriffe auf die Darmmikrobiota genauer zu
untersuchen und mogliche Zusammenhange mit postoperativen Komplikationen oder

Genesungsraten zu identifizieren.

Die Einteilung in der Adipositasklassen konnte nicht erfolgen, weil der Anzahl an Proben fir
Adipositas Grade | und Il nicht reprasentativ waren. Deshalb konnten keine
Schlussfolgerungen dartiber gezogen werden, ob sich die Zusammensetzung der Mikrobiota
zwischen den BMI-Klassen unterscheidet. Weitere Studien sind erforderlich, um
herauszufinden, ob sich die Diversitat der Mikrobiota zwischen den Adipositas Klassen sich

unterscheiden.

5.6 Rolle von BMI, Geschlecht, Rauchen, Diabetes und Fettleber in der Mikrobiota-
Haufigkeit

Taxonomisches Profiling und Analysen der relativen Haufigkeit der Bakterien zeigten keine
signifikanten Unterschiede in Bezug auf BMI, Geschlecht, Rauchen, Diabetes- oder
Fettleberstatus der Patienten. Weitere Studien mit einer ausgewogeneren BMI-Verteilung sind

notwendig, um signifikante Unterschiede zu bestatigen.

5.7 Evolution by Location
Magen

Friher wurde angenommen, dass der Magen aufgrund von Barrieren wie der Magensaure nur
wenige Bakterien beherbergt. Jedoch haben neuere kulturunabhangige mikrobielle Analysen
von Ohno et al. (Ohno et al., 2020) , die auf Sequenzierung basieren, gezeigt, dass der Magen
tatsachlich eine vielfaltige Mikrobiota beherbergt. In dieser Studie wurden zum ersten Mal die

Mikrobiota im Magen von adipdsen Patienten untersucht, wahrend die Literatur sich auf
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Untersuchungen an nicht adipésen Probanden bezieht (Bik et al., 2006; Ohno et al., 2020).
Trotz dieses Unterschieds zeigen die Daten dieser Studie ahnliche Trends wie die in der
aktuellen Literatur beschriebenen und bestatigen die Anwesenheit mikrobieller DNA im
Magen. Firmicutes und Proteobacteria dominieren im Magen, wobei Streptococcus und
Prevotella die beiden Hauptgattungen darstellen. Diese Ergebnisse stimmen mit den Angaben
in der aktuellen Literatur Gberein (Bik et al., 2006; Ohno et al., 2020). Es lasst sich ableiten,
dass trotz des adipdsen Status der Probanden die grundlegenden mikrobiellen Charakteristika
im Magen konsistent bleiben und die Unterschiede zwischen adipdsen und nicht adipdsen
Populationen moéglicherweise subtiler sind als erwartet. Derzeit gibt es nur wenige Studien zu
Bakterien, die im sauren Milieu des Magens uberleben und potenzielle Auswirkungen auf die
Gesundheit haben. Zukunftig sind weitere Untersuchungen erforderlich, um ihre Rolle im
menschlichen Magen sowie mdgliche gesundheitliche Zusammenhange umfassender zu

erforschen.
Jejunum 50/150cm

Die verfligbaren Informationen zur Mikrobiota des Jejunums sind widersprichlich und
unzureichend. Es wird weiterhin debattiert, ob die antibakteriellen Mechanismen des
Darmepithels in Kombination mit der Peristaltik die Bildung einer residenten jejunalen
Mikrobiota verhindern. Diese Frage bleibt trotz neuer Studien wie die aus dem Jahr 2022 von
Villmones et al. (Villmones et al., 2022), die diese Theorie nicht widerlegen konnten, bis heute
ein Ratsel. Die bisherige Literatur beschreibt, dass das Gesamtspektrum der in
Jejunumproben identifizierten Bakterien eine bemerkenswerte Ahnlichkeit mit der Mikrobiota
des lleumkerns aufweist. Diese Erkenntnisse legen nahe, dass die Bakterienzellen erst weiter
distal im lleum die Moglichkeit haben, sich zu vermehren und eine stabile Mikrobiota mit einer
definierten Kernmikrobiota zu bilden. Daraus ergibt sich der Gesamteindruck, dass das

Jejunum mdglicherweise keine residente, sondern nur transiente Mikroben enthalt.

Die Studie von Villmones et al. (Villmones et al., 2022) untersuchte die komplexe mikrobielle
Landschaft der jejunalen Segmente und deckte eine reiche Vielfalt an Bakterien auf.
Bemerkenswerte Ergebnisse umfassten Streptococcus mitis, Streptococcus sanguinis,
Granulicatella adiacens/para-adiacens, Schaalia odontolytica complex sowie Gemella
haemolysans/taiwanensis als die am haufigsten vorkommenden Spezies, neben den
Corynebacterium-Spezies, insbesondere Corynebacterium kroppenstedtii, Corynebacterium
aurimucosum und Corynebacterium durum. Interessanterweise wurden Enterobacterales nur
selten nachgewiesen, wobei lediglich ein einzelner Fall von Klebsiella pneumoniae identifiziert

wurde. Die Anwesenheit von Pilzen, insbesondere Candida albicans, war selten.
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Der Unterschied zwischen friiheren Studien und dieser besteht darin, dass altere Studien das
Jejunum ausschlief3lich endoskopisch untersuchten, wodurch das Risiko einer Kontamination
vom oralen bis zum jejunalen Mikrobiom relativ hoch sein kann. In dieser Studie wurden die
Proben hingegen direkt intraoperativ enthommen, wodurch verfélschte Ergebnisse reduziert
wurden. Der Vergleich der Literatur mit den Daten dieser Studie zeigt eine interessante
Konsistenz in Bezug auf die Nicht-Existenz einer residenten Mikrobiota im Jejunum. Sowohl
die Ergebnisse dieser Studie als auch die Literatur deuten darauf hin, dass das Jejunum

mdglicherweise keine residenten Mikroben enthalt, sondern nur transiente.

Die Analyse der mikrobiellen Zusammensetzung des Jejunums in dieser Studie lieferte
wichtige Einblicke in die Dynamik dieses Darmabschnitts. Auffallend ist, dass zwischen den
Jejunum-Abschnitten bei 50cm und 150 cm keine signifikanten Unterschiede festgestellt
werden konnten. Die vorherrschenden Spezies in dem Datensatz waren Streptococcus
sanguinis und vestibularis gefolgt von Prevotella rara und sonstige Prevotella spezies, was
mit anderen Studien konsistent ist, die eine ahnliche Zusammensetzung der Jejunalmikrobiota
gefunden haben. Interessanterweise lassen sich zwischen den Jejunum-Abschnitten &hnliche
Taxa feststellen, wobei nur geringe Unterschiede in deren Haufigkeiten bestehen. Dies legt
nahe, dass die mikrobielle Vielfalt im Jejunum relativ homogen ist und sich nicht stark entlang
des DUnndarms verandert. Insgesamt tragen die Ergebnisse dazu bei, das Verstandnis der
mikrobiellen Zusammensetzung des Jejunums zu erweitern und legen den Grundstein fir
zukunftige Forschungen zur Rolle der Jejunalmikrobiota bei der Darmgesundheit und
Krankheit. Obwohl diese Studie wertvolle Einblicke in die Jejunalmikrobiota liefert, gibt es
einige Einschrankungen zu beachten. Zum Beispiel konnten weitere Untersuchungen mit
gréReren Probenumfangen und longitudinaler Ausrichtung dazu beitragen, die Dynamik der
Jejunalmikrobiota besser zu verstehen. Darlber hinaus konnte die Integration von
Metagenomik- oder Metatranskriptomik-Ansatzen eine umfassendere Charakterisierung der

Jejunalmikrobiota ermdglichen.
Peritoneum

Die traditionelle Annahme, dass das Peritoneum steril sei, wird durch neuere Erkenntnisse
infrage gestellt. Studien zeigen, dass es unter bestimmten Bedingungen von Mikroorganismen
besiedelt sein kann, insbesondere bei Krankheiten wie der terminalen Niereninsuffizienz
(ESKD) laut Simdes-Silva et al. (Simbes-Silva et al., 2020). Das Mikrobiom des Peritoneums
von ESKD-Patienten besteht hauptsachlich aus Proteobacteria und Firmicutes, wahrend
Patienten, die sich einer Peritonealdialyse unterzogen haben, eine geringere Vielfalt und eine
erhdhte Dominanz bestimmter Bakterienfamilien aufweisen. Ahnliche Ergebnisse von

Gilbreath et al. (Gilbreath et al., 2013) wurden auch bei Peritonealtumoren beobachtet. Diese
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Entdeckungen unterstitzen die ldee, dass das menschliche Mikrobiom verschiedene
Korperbereiche besiedeln kann, was als Atopobiose bekannt ist. Dieser Umstand wurde mit
endogenen Infektionen sowie der Pathogenese entzindlicher Erkrankungen in Verbindung
gebracht. Die einzigartige Zusammensetzung des Peritoneal-Mikrobioms bei ESKD-Patienten

kénnte mit erhdhter intestinaler mikrobieller Translokation in Zusammenhang stehen.

Diese Studie konnte erstmals mikrobielle DNA im Peritoneum nachweisen. Der grof3te Teil der
nachgewiesenen DNA stammte von Prevotella rara und Escherichia coli. Diese Ergebnisse
lassen vermuten, dass Stoffwechselerkrankungen wie Adipositas potenzielle Auswirkungen
auf die mikrobielle Besiedlung dieser bislang als steril geltenden Region haben kdnnten.
Obwohl diese Ergebnisse nicht bestatigen kénnen, dass lebende Bakterien im Peritoneum
vorhanden sind, weist der Nachweis mikrobieller DNA auf eine mégliche funktionelle Rolle im
mikrobiellen Signalweg des Darms hin. Weitere Studien sind erforderlich, um die Bedeutung
dieser mikrobiellen DNA und ihre potenziellen Auswirkungen auf metabolische und
immunologische Prozesse besser zu verstehen. Die Daten dieser Arbeit legen ebenfalls nahe,
dass das menschliche Mikrobiom die Fahigkeit besitzt, verschiedene Koérperhabitate zu

besiedeln.
Kolon
Stuhl 1 und Stuhl 4-5 reprasentieren das Mikrobiom des Dickdarms.

Anhand der Beta-Diversitat der Stuhlproben lasst sich erkennen, dass tendenziell eine
verringerte Vielfalt an Bakterienarten in ihrer Darmmikrobiota prasent sind. Studien haben
gezeigt, dass Menschen mit Adipositas tendenziell eine verringerte Vielfalt an Bakterienarten
in ihrer Darmmikrobiota aufweisen. Eine geringere Vielfalt kann auf eine Dysbiose hinweisen,
ein Ungleichgewicht in der Zusammensetzung der Mikrobiota, das mit verschiedenen

gesundheitlichen Problemen einschlie3lich Adipositas in Verbindung gebracht werden kann.

Aktuelle wissenschaftliche Arbeiten, wie die von Rodrigues et al. (Rodrigues et al., 2022)
haben gezeigt, dass die Haufigkeit von Akkermansia muciniphila negativ mit dem
Koérpergewicht beim Menschen korreliert. Karlsson et al. (Karlsson et al., 2012) fihrte eine
Analyse der Darmmikrobiota durch, die gezeigt hat, dass fettleibige und Ubergewichtige
Kinder im Vergleich zu schlanken Kindern geringere A. muciniphila-Konzentrationen im Stuhl
aufwiesen. Akkermansia muciniphila wird dann demensprechend in einigen Studien mit
Adipositas in Verbindung gebracht und kann dazu beitragen, die Darmwand zu stabilisieren
und Entziindungen zu reduzieren. In Stuhlprobe 1 wurde eine sehr geringe Haufigkeit von
Akkermansia spp. nachgewiesen, wie es in der vorliegenden Literatur beschrieben wird. In

den postoperativ erhobenen Stuhlproben zeigte sich hingegen ein zunehmender Anteil der
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Akkermansia-muciniphila-Spezies, der vermutlich den heilenden Prozess widerspiegelt.
Neben dem Anstieg von Akkermansia spp. konnten weitere postoperative Veranderungen
beobachtet werden. Dazu gehorten ein Anstieg von Escherichia coli und Enterococcus B
sowie ein Ruckgang von QAMMO1, Dorea longicatena, Oliverpabstia faecicola und
Eubacterium F. Diese Ergebnisse ahneln den Ergebnissen der Studie von llhan et al. aus dem
Jahr 2020 (llhan et al., 2020). Die Studie beschreibt dhnliche postoperative Veranderungen in
der mikrobiellen Zusammensetzung bei adipdsen Patienten sechs Monate nach einem

Magenbypass.
Firmicutes : Bacteroidota — The Ratio

Die Ergebnisse dieser Studie zum Verhaltnis der beiden Phyla stimmen mit dem berihmten
Vergleich der beiden, der sich aus einem Experiment von Ley et al. aus dem Jahr 2005 (Ley
et al., 2005) ergibt. Ley et. al. berichten, dass das Verhaltnis von Firmicutes-zu-Bacteroidota
eine entscheidende Rolle bei der Regulation des Koérpergewichts und des
Stoffwechselhaushalts spielt. Die vorliegenden Befunde unterstiitzten diese Theorie sowie
weitere Studien mit ahnlichen Ergebnissen und deuten darauf hin, dass die Veranderungen
im Firmicutes-zu-Bacteroidota-Verhaltnis bei adipésen Patienten reproduzierbar sind. Diese
konsistenten Ergebnisse starken die urspringliche Hypothese und legen nahe, dass das
Ungleichgewicht zwischen Firmicutes und Bacteroidota eine bedeutende Rolle bei der

Entwicklung von Adipositas und damit verbundenen Stoffwechselstorungen spielen kénnte.

Die Beobachtung, dass das Ungleichgewicht zwischen Firmicutes und Bacteroidota mit
Adipositas in Verbindung gebracht werden kann, unterstreicht die Bedeutung dieser
mikrobiellen Verschiebungen fur die Entstehung und Entwicklung von Stoffwechselstérungen.
Diese Erkenntnisse konnten potenziell neue Ansatze fir die Behandlung und Pravention von
Adipositas und damit verbundenen Erkrankungen bieten und legen nahe, dass eine gezielte
Modulation des Darmmikrobioms eine vielversprechende Strategie sein konnte, um die

metabolische Gesundheit zu verbessern.

Diese Veranderung in der Firmicutes-zu-Bacteroidota-Ratio nach der bariatrischen Operation
koénnte auf eine Normalisierung des Mikrobioms als Reaktion auf die Operation hinweisen. Es
ist bekannt, dass bariatrische Eingriffe erhebliche Auswirkungen auf den Stoffwechsel und das
Verdauungssystem haben, was sich mdglicherweise auf die Zusammensetzung des
Mikrobioms auswirkt. Zhang et al. (Zhang et al., 2009) zeigten eine Dominanz von Firmicutes
bei adipdsen und dessen signifikanten Riickgang nach dem Magenbypass, aber auch einen
proportionalen Anstieg der Gammaproteobacteria. Vergleichbar mit den Daten dieser Arbeit
zeigte sich ebenfalls eine Dominanz der Firmicutes und einen Anstieg der

Gammaproteobacteria 4-5 Tagen postoperativ, die dementsprechend die Hypothese
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unterstiitzen, dass das Mikrobiom selbst und die ideale B/F-Zusammensetzung fir die
Gewichtsschwankung verantwortlich ist. In einer dhnlichen Studie von Liou et al.(Liou et al.,
2013) wurden die Veranderungen des Mikrobioms nach Magenbypass untersucht, und
gezeigt haben die Ergebnisse, dass die Clostridiales nach 12 Wochen einen deutlichen
Rickgang gezeigt haben. In den hier vorliegenden Daten Iasst sich bereits ein beginnender
Rickgang der Clostridiales in den 4-5 Tage postoperativ erhobenen Stuhlproben erkennen.
Man erwartet demensprechend also einen proportionalen Rickgang. Walters et al. (Walters
et al., 2014) fihrten eine metagenomische Studie durch, die auer einen geringeren Anteil an
Bacteroidota auch einen hoheren Anteil an Actinobacteriota gezeigt hat. Die hier vorliegenden
Daten unterstlitzen ebenfalls die Metaanalyse von Liou et al., da ein geringerer Anteil von
Bacteroidota im Vergleich zu Firmicutes sowie ein zunehmender Anteil von Actinobacteriota
in den Stuhlproben am 4. bzw. 5. postoperativen Tag beobachtet wurde, was einem
proportionalen Anstieg entspricht. Diese Ergebnisse legen nahe, dass die bariatrische
Operation potenziell positive Veranderungen im Darmmikrobiom induziert, die mit einer
Umkehrung der Firmicutes-zu-Bacteroidota-Ratio verbunden sind. Diese
Verhaltnisverschiebung kdénnte mit dem adipésen Phanotyp und damit verbundenen
Stoffwechselstdérungen in Zusammenhang stehen, wie es in friheren Studien vorgeschlagen

wurde.

Zusatzlich zu dieser Veranderung in der Hauptphyla-Zusammensetzung wurden auch andere
Bakteriengattungen in den postoperativen Stuhlproben identifiziert, wie zum Beispiel
Akkermansia, eine Bakteriengattung, die oft mit gesunden Darmverhaltnissen in Verbindung
gebracht wird, wurde in den postoperativen Stuhlproben nach der Operation steigend
beobachtet. Das Vorhandensein von Akkermansia konnte als positives Zeichen fir eine
mogliche Verbesserung der Darmgesundheit interpretiert werden. Weitere Untersuchungen
sind erforderlich, um die zugrunde liegenden Mechanismen und die klinische Relevanz dieser

Veranderungen zu verstehen.

5.8 Zusammenfassung

Diese Studie war die erste, die mithilfe intraoperativer Abstriche an verschiedenen Stellen des
Magen-Darm-Trakts als auch Stuhlproben das Mikrobiom adipdser Patienten charakterisierte.
Dartber hinaus war diese Studie die erste, die das Mikrobiom des Peritoneums beim
Menschen analysierte. Interessanterweise konnte mikrobielle DNA sowohl im Peritoneum als
auch im Magen nachgewiesen werden — Regionen, die zuvor als steril beschrieben wurden.
Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass die Prasenz der mikrobiellen Besiedlung in diesen

Bereichen eine Folge von Stoffwechselerkrankungen wie Adipositas sein konnte, ein Aspekt,
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der in zuklnftigen Studien weiter untersucht werden sollte. Zudem deutet diese Arbeit darauf
hin, dass das Jejunum keine residente Mikrobiota besitzt, sondern lediglich transiente
Mikroorganismen beherbergt. Dies kdnnte wichtige Implikationen fir das Verstandnis der
mikrobiellen Dynamik im Dinndarm haben und sollte in zuklnftigen Untersuchungen weiter
erforscht werden. Darlber hinaus wurde postoperativ eine Reduktion der Alpha-Diversitat
sowie signifikante Veranderungen in der mikrobiellen Zusammensetzung festgestellt. Die hier
vorliegenden Befunde zeigen den Einfluss des Magenbypasses auf das Darmmikrobiom und
liefern wichtige Hinweise auf mogliche metabolische Folgen. Diese Erkenntnisse
unterstreichen die Notwendigkeit weiterer Forschung zum Mikrobiom im Kontext des
metabolischen Syndroms, insbesondere in Bezug auf Adipositas und Diabetes mellitus. Ein
besseres Verstandnis der mikrobiellen Veranderungen konnte neue therapeutische Ansatze

fur diese Erkrankungen ermdglichen.

5.9 Ausblick in die Zukunft

Die Mikrobiomforschung hat mehr Potential als man angenommen hat. Immer mehr Forscher
interessieren sich fir die Wissenschaft des Mikrobioms und liefern neue Ideen, wie die
Nutzung des Mikrobioms in vielen anderen Bereichen der Medizin integriert werden konnte.
Die hohe globale Pravalenz von Adipositas macht die Erkrankung zu einem zentralen
Forschungsthema, in dem die Rolle des Mikrobioms zunehmend erforscht wird. Dank neuer
Technologien und vielfaltiger Moglichkeiten kénnen wir unser Wissen Uber das Mikrobiom
jedoch auch in anderen Bereichen der Medizin anwenden und neue potenzielle

Behandlungsmethoden entwickeln.

Eine neue Studie von Derosa et al. (Derosa et al., 2024) hat grof3e Aufmerksamkeit erregt.
Sie zeigt, dass das Gleichgewicht bestimmter Bakteriengemeinschaften einen bedeutenden
Durchbruch in der Immuntherapie mit Checkpoint-Inhibitoren darstellt. Ahnliches berichtet
Guglielmi (Guglielmi, 2024) in einem Artikel, der in Nature verdffentlicht wurde. Das Verhaltnis
zwischen mikrobiellen Stdmmen im Darm koénnte ein Indikator fir die Wirksamkeit von
Krebsmedikamenten der neuen Generation sein. Dies bringt eine neue Perspektive in die Welt
der Krebsforschung und 6ffnet neue Tiren fiir eine moglichst verbesserte Wirkung der
Medikamente. Ahnlich wie in der oben genannten Studie spielt auch in dieser Studie das
gestorte Gleichgewicht bestimmter Phyla ebenso eine bedeutende Rolle in der Pathogenese
und in der Therapie. Beide Studien betrachten das Gleichgewicht der
Bakteriengemeinschaften als einen gemeinsamen Schlisselfaktor, was dessen Bedeutung
und positiven Einfluss auf die Ergebnisse hervorhebt. Auflerdem, die Idee,

Stuhltransplantationen und orale Substitutionen von A. muciniphila in die Therapie zu
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integrieren, gewinnt noch mehr an Bedeutung durch die Ergebnisse der Studien, an der
Laurence Zitvogel teilnahm, Co-Autorin beider Studien, Grinderin von everimmune und SAB-
Prasidentin, Immunologin und Onkologin am Gustave Roussy Cancer Campus in Villejuif,
Frankreich (Routy et al., 2018; Derosa et al., 2022). Diese Studien weisen auf Merkmale hin,
die moégliche Spender identifizieren kdnnen, deren Stuhlbakterien in den Darm von Menschen
Ubertragen werden koénnten, bei denen diese Medikamente nicht ansprechen. Das
empfindliche Gleichgewicht bestimmter mikrobiellen Phyla im Darm kann den Erfolg von
Hochrisikotherapien wie Immun-Checkpoint-Inhibitoren beeinflussen. Ebenfalls zeigt die
Arbeit von Gopalakrishnan et al. (Gopalakrishnan et al., 2018), dass die
Gesamtzusammensetzung der mikrobiellen Gemeinschaften im Darm das Ansprechen einer

Person auf die Immunspezifischetherapie beeinflusst.

Zitvogel und ihre Kollegen, Derosa et al. (Derosa et al., 2024), entwickelten in ihrer Studie
einen Score, der auf dem Verhaltnis zwischen zwei Gruppen basiert, einer mit positiver und
einer mit negativer Reaktion auf die Immun-Checkpoint-Inhibitoren. Bei der Studie handelte
es sich um eine prospektive Kohorte von Patienten mit NSCLC sowie Patienten mit
kolorektalem Karzinom wund Melanom. Dieser Ansatz koénnte ein dynamisches
Diagnoseinstrument fur Darmdysbiose darstellen, um personalisierte, mikrobiotazentrierte
Interventionen zu leiten. Die Bewertung umfasste auch die Quantifizierung von Akkermansia
muciniphila, einem Mikroorganismus, der aufgrund seiner potenziellen Rolle bei der
Beeinflussung von Immunreaktionen viel Aufmerksamkeit erregt hat. Akkermansia muciniphila
wird in einigen Studien u.a. in der Studie von Rodrigues et al. (Rodrigues et al., 2022) mit
Adipositas in Verbindung gebracht und weist daraufhin, an die Stabilisierung der Darmwand
und an der Reduktion von Entziindungen beizutragen. In Bezug auf die vorliegenden
Ergebnisse zeigte sich in Stuhlprobe 1 eine sehr geringe Haufigkeit der Akkermansia-Spezies,
wahrend in den Stuhlproben 4-5 ein zunehmender Anteil von Akkermansia muciniphila
beobachtet wurde, der vermutlich mit dem Heilungsprozess assoziiert ist. Ebenso
beschreiben Routy et al. (Routy et al., 2018) die steigende Tendenz von Akkermansia und
dessen positiven Einfluss auf die Immunreaktion und ein mdglicher Indikator auf die
Wirksamkeit der Checkpointinhibitoren. Diese Entdeckung 6ffnet ein neues Fenster in die Welt
der Mikrobiom Forschung, die potenzielle Marker flr die Wirksamkeit von Therapien zeigt und
ebenso einen potenziellen Identifikator fur passender Spender zur Stuhltransplantation
aufweist. Anschlie®Bend muss man die Wichtigkeit der Akkermania Spezies und die
Notwendigkeit neuer Forschungen betonnen, um weitere Therapiemoglichkeiten, die mit Hilfe
dieser Indikatorspezies entdeckt werden kdnnen. Ein besseres Verstandnis der Mechanismen

und der Rolle dieser Bakteriengruppen kdnnen zu effektiveren Behandlungsmethoden fiihren.
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