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Einleitung und Zielsetzung

1 Einleitung und Zielsetzung

Die anerkannt glnstigen ernahrungsphysiologischen Wirkungen von Obst und Gemdise
werden vor allem den sekundaren Pflanzeninhaltsstoffen zugeschrieben. Zu dieser Gruppe
gehoren auch die polyphenolischen Anthocyane. Forschungsergebnisse aus in vitro-
Untersuchungen und Tierstudien deuten auf protektive Wirkungen von Anthocyanen auf
kardiovaskulare Erkrankungen, Krebserkrankungen und Diabetes hin und haben
Uberlegungen firr inren therapeutischen Einsatz eingeleitet.

Die Wirksamkeit beim Menschen lasst sich jedoch aufgrund unzureichender Kenntnisse tber
die Bioverfligbarkeit, Metabolisierung und Ausscheidung von Anthocyanen nur schwer
beurteilen. Der Grof3teil oral aufgenommener Anthocyane gelangt in das Colon, wo sie der
mikrobiellen Umsetzung unterliegen und dann in Form verschiedenster Metabolite in den
systemischen Kreislauf gelangen.

Die intestinale Mikrobiota weist mit 10**-10"? Bakterienzellen je Gramm Darminhalt die
hdchste Besiedlungsdichte im Colon auf und setzt sich aus bis zu ca. 1000 verschiedenen
Spezies zusammen. Zwischen den Bakterien und dem Wirtsorganismus bestehen enge
Wechselwirkungen. Durch protektive, strukturelle und metabolische Funktionen kommt der
intestinalen Mikrobiota und ihren Stoffwechselprodukten eine groRe Bedeutung fir die
Gesundheit des Menschen zu. Es gibt Hinweise auf mogliche prabiotische Effekte von
Anthocyanen. Unter dem Einfluss von Anthocyanen kann aber auch die Zusammensetzung
und Fermentationsaktivitat der intestinalen Mikrobiota beeinflusst werden. Allerdings liegen

hierzu kaum Humanstudien vor.

Die Untersuchung der intestinalen Mikrobiota beim Menschen stellt aufgrund der
Unzuganglichkeit des Colons eine grof3e Herausforderung dar. Zur Einschatzung der
Zusammensetzung der Mikrobiota und mikrobieller Aktivitdten im menschlichen Colon
dienen daher vorwiegend Untersuchungen von Fazesproben sowie Simulationen von
Fermentationsprozessen in vitro. Diese Untersuchungsmethoden erlauben nur ein-
geschrankte Aussagen zur intestinalen Mikrobiota im Colon, denn Fazesproben stammen
vornehmlich aus dem distalen Colon und nicht alle in vivo-Bedingungen kénnen in vitro

vollstandig simuliert werden.

Eine neue Mdoglichkeit zur Untersuchung bakterieller Fermentationsprozesse im Colon bietet
der Einsatz von Lactose-[**C]-Ureid (**C-LU) und Lactose-[**N, **N]-Ureid (**N,-LU). Diese
Ureide werden durch menschliche Verdauungsenzyme nicht gespalten und gelangen nach
oraler Aufnahme in das Colon, wo sie durch Mikroorganismen umgesetzt werden. Mit **N,-
LU kann der mikrobielle N-Umsatz und mit *C-LU die Fermentationsaktivitat im Colon

beurteilt werden.



Einleitung und Zielsetzung

In der vorliegenden Arbeit wurde die Wirkung von Anthocyanen auf die bakterielle
Fermentation im Colon beim Menschen naher untersucht. Dazu dienten zwei Studien, in
denen eine langfristige* (Humanstudie 1) und eine ,kurzfristige* (Humanstudie 1) Wirkung
von Testgetrdnken mit unterschiedlichen Gehalten an Anthocyanen und Ballaststoffen auf
mikrobielle Fermentationseigenschaften im Colon geprift wurden. In beiden Studien wurden
3C-LU und '®N,-LU oral gegeben und in zeitlich nach den Markergaben gestaffelten
Sammelproben von Atemgas, Urin und Fazes die folgenden Parameter gemessen:

« 13C0O,-Abatmung

«  N-und p-Kresol-Ausscheidung im Urin

 pH-Wert, Konzentration kurzkettiger Fettsduren und Gesamtkeimzahlen im

Stuhl

Im Einzelnen lagen dieser Arbeit die folgenden Fragen zugrunde:

*  Wie wirkt sich eine 14-tdgige Zufuhr von Testgetrdnken mit unterschiedlichen
Anthocyan- und Ballaststoffgehalten (,langfristiger® Effekt) auf bakterielle
Fermentationseigenschaften im Colon aus?

e Wie wirkt sich eine einmalige Zufuhr (,kurzfristiger® Effekt) von
anthocyanreichen Testgetranken mit unterschiedlichem Ballaststoffgehalt auf
bakterielle Fermentationseigenschaften im Colon aus?

«  Gibt es Zusammenhénge zwischen der **CO,-Abatmung und der renalen **C-
und *N-Ausscheidung?

* Gibt es Zusammenhange zwischen renalen und fékalen Parametern zur

Beurteilung mikrobieller Fermentationseigenschaften im Colon?
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2 Hintergrund

2.1  Anthocyane

Zahlreiche epidemiologische Studien weisen darauf hin, dass eine Ernahrung reich an Obst
und Gemuse fur den Menschen gesundheitsférdernd ist. Hierbei werden den sekundaren
Pflanzeninhaltsstoffen wichtige Wirkungen zugesprochen. Diese Stoffe entstehen im
Sekundarstoffwechsel der Pflanze und sind nicht direkt, wie Substrate und Metabolite des
Primarstoffwechsels, am Energieumsatz und Aufbau von Korperzellen beteiligt. Sekundéare
Pflanzeninhaltsstoffe werden in geringeren Mengen als Priméarstoffe gebildet und dienen der
Pflanze unter anderem als Schutz vor Krankheiten und Schéadlingen sowie als Anlockstoffe
und Wachstumsregulatoren [Watzl et al., 2002, Crozier et al., 2009, McGhie und Walton,
2007]. Anthocyane zahlen zu den polyphenolischen Verbindungen der sekundaren

Pflanzeninhaltsstoffe und stellen eine Untergruppe der Familie der Flavonoide dar (Abb. 2-1).

=l Anthocyane

Abb. 2-1 Unterteilung der sekundaren Pflanzeninhalts  stoffe in Stoffgruppen

2.1.1 Einordnung, Vorkommen und Chemie

Der Name Anthocyane leitet sich aus dem Griechischen ,anthos* (Blite) und ,kyanos* (blau)
ab. Anthocyane bilden die grof3te Gruppe wasserloslicher Pflanzenpigmente und sind
verantwortlich fur die rote, blaue und violette Farbgebung von Blutenblattern, Frichten und
anderen Pflanzenorganellen [Clifford, 2000, Manach et al., 2004]. Sie kommen inshesondere
in Beeren und daraus hergestellten Saften und Weinen in relativ hohen Mengen vor [Clifford,
2000]. Tabelle 2-1 zeigt die in Studien ermittelten Anthocyangehalte ausgewahlter

Lebensmittel. Allerdings ist der Gehalt an Anthocyanen in Lebensmitteln abhangig von
3
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verschiedenen Faktoren und Eigenschaften einschlie@lich Klima- und Witterungs-
bedingungen des Standortes, Verarbeitungsverfahren und Lagerung des Erntegutes. Auch
die zu ihrer Quantifizierung anwendbaren Methoden kdnnen zu unterschiedlichen Gehalten
fuhren, sodass es schwierig ist, allgemeingiltige Aussagen zum Anthocyangehalt in
Lebensmitteln zu treffen. Als Lebensmittelzusatzstoff E163 werden Anthocyane aulRerdem
als naturlicher Lebensmittelfarbstoff eingesetzt [Clifford, 2000; Manach et al., 2004].

Die durchschnittliche Anthocyanaufnahme kann im Bereich von 2,7-255 mg pro Person und
Tag variieren. Dabei scheint sie stark regions- und jahreszeitenabhangig zu sein und von
individuellen Erndahrungsgewohnheiten beeinflusst zu werden. Wu et al. (2006) schatzten,
basierend auf den Gehalten und Daten zur Nahrungsaufnahme des ,National Health and
Nutrition Examination Survey* (NHANES) 2001-2002, die durchschnittliche, tégliche
Anthocyanaufnahme in den USA auf 12,5 mg pro Person. In Deutschland wird die tagliche
Aufnahme auf 2,7 mg mit einem Variationsbereich von 0-76 mg pro Person und Tag
geschatzt. Allein eine Portion Beeren kann bereits mehrere hundert Milligramm Anthocyane
enthalten und schon mit einem Glas Rotwein werden 24-35 mg Anthocyane aufgenommen
[He und Giusti, 2010; McGhie und Walton 2007; Watzl| et al., 2002; Wu et al., 2006].

Tab. 2-1 Anthocyangehalte ausgewahlter Lebensmittel und Getranke [Clifford, 2000]

Lebensmittel Anthocyangehalt (mg/l oder mg/kg)
Brombeere 1150

Heidelbeere 825-4200

Schwarze Johannisbeere 1300-4000

Kirschen 20-4500

Rote Trauben 300-7500

Rotwein 240-350

Blutorangensaft 2000

Zwiebel Bis 250

Der Begriff Anthocyane umfasst einerseits die Anthocyanidine, die Aglykone und
andererseits die Anthocyanine, die Glykoside und damit insgesamt Uber 500 chemisch
unterschiedliche Verbindungen. Das C6-C3-C6-Grundgeriust der Anthocyane besteht aus
zwei Benzolringen (A- und B-Ring), welche durch einen heterozyklischen (C-) Ring
miteinander verbunden sind (Abb. 2-2). In der Natur liegen Anthocyane meist in glykosilierter
Form vor, wobei der Zuckerrest am haufigsten am C3-Atom gebunden ist. Die Vielzahl der
unterschiedlichen Anthocyanverbindungen ergibt sich aus Anzahl, Art und Position der
Hydroxyl- und Methoxylsubstituenten und Zuckerreste [Clifford, 2000; Crozier et al., 2009;
McGhie und Walton, 2007].
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R, R1 R2
Pelargonidin H
OH -
Cyanidin OH
HO o@ Peonidin OCHj,
N\ R2 -
c Delphinidin OH OH
2 Petunidin OCHj; OH
5 OH .
Malvidin OCHs OCHs

OH

Abb. 2-2 Grundgerust der Anthocyane  und Substituenten der haufigsten Anthocyane in Leben smitteln
[modifiziert nach Aura et al., 2005]

Anthocyane sind sehr instabile Verbindungen, die durch Sauerstoff, Temperatur- und pH-
Wertéanderungen, Licht und verschiedene Enzyme schnell in ein Aldehyd und eine
phenolische Carbonséaure zerfallen (Abb. 2-3). Dabei sind Anthocyanine deutlich stabiler als
Anthocyanidine [Fleschhut 2004; Kay et al., 2009]. Die Bedingungen bei der Passage durch
den Gastrointestinaltrakt beglinstigen einen Zerfall von Anthocyanen. Dies muss bei einer
gesundheitlichen Bewertung und der Bioverfugbarkeit von Anthocyanen berucksichtigt
werden [Crozier et al., 2009; McGhie und Walton 2007; He und Giusti 2010].

HO OH

Cyanidin-3-0-Glucosid OH

Deglycosylierung

OH glucose\ / OH

pH 7-8
Spontaner Zerfall
Aldehyd
Phloroglucinaldehyd Protocatechusaure
(2, 4, 6-Trihydroxy Benzaldehyd) (3, 4-Dihydroxybenzoesaure)

Abb. 2 -3 Cyanidin -Verbindungen und deren Zerfallsprodukte [modifiziert nach Kay et al., 2009]
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2.1.2 Bioverfugbarkeit und Metabolisierung

Die Bioverfligbarkeit intakter Anthocyane wird als sehr gering eingeschéatzt und die
Metabolisierung nutritiv zugefihrter Anthocyane ist noch nicht vollstandig aufgeklart. In
Tierstudien zur Bioverfugbarkeit von Anthocyanen wurden die hdchsten Plasma-
konzentrationen intakter Anthocyane 0,25-2 Stunden nach Aufnahme der Anthocyane
gemessen und die renale Ausscheidung scheint mit < 0,2 % der verabreichten Dosis sehr
gering [Matsumoto et al., 2001; Nielsen et al., 2003; Ichiyanagi et al., 2004, Ichiyanagi et al.,
2005; Talavera et al., 2005]. Neben den urspriinglich meist als Glykoside verabreichten
Anthocyanen konnten sowohl im Plasma wie auch im Urin methylierte und glucuronidierte
Metabolite von Anthocyanen nachgewiesen werden [Felgines et al., 2002; Wu et al., 2004;
Wu et al.,, 2005]. In Humanstudien wurden mit < 1 % nur sehr geringe Mengen der
aufgenommenen Anthocyane im Plasma und Urin wiedergefunden. Dabei traten auch hier
Metabolite und Abbauprodukte von Anthocyanen auf [Bub et al., 2001; Garcia-Alonso et al.,
2008; Jin et al., 2011; Matsumoto et al., 2001].

Diese Ergebnisse deuten auf eine schnelle Absorption und intensive, intestinale und
mikrobielle Metabolisierung von Anthocyanen hin und lassen vermuten, dass moglicherweise
nicht nur die Anthocyane selbst, sondern deren Metabolite und Abbauprodukte fir
physiologische Wirkungen beim Menschen verantwortlich sein kénnten [Kay et al., 2004; Kay
et al., 2009; Prior und Wu, 2006].

Hierzu zahlen gesundheitsférdernde Eigenschaften wie kardio- und gastroprotektive,
antikanzerogene und antiinflammatorische Wirkungen wie auch Schutz vor Diabetes und
Adipositas [He und Giusti, 2010; Prior und Wu, 2006; Wang und Stoner, 2008]. Allerdings
wurden in vielen Untersuchungen unphysiologisch hohe Konzentrationen einzelner
Anthocyane eingesetzt. Anthocanwirkungen unter normalen Erndhrungsbedingungen des
Menschen sind bisher unzureichend belegt und deshalb nur schwer zu bewerten [Clifford,
2004].

Anthocyane unterliegen nach oraler Aufnahme umfangreichen Metabolisierungs-,
Konjugierungs- und Abbauprozessen im menschlichen Gastrointestinaltrakt. Die genauen
Mechanismen sind noch nicht hinreichend aufgeklart. Abbildung 2-4 zeigt die Absorption und

Metabolisierung von Anthocyanen nach derzeitigem Kenntnisstand.
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Abb. 2-4 Schematische Darstellung der Absorption und des Metabolismus von Anthocyanen nach

derzeitigem Kenntnisstand (modifiziert nach McGhie und Walton, 2007) (Acy-Gly = Anthocyanglykoside, Acy =
Anthocyan Aglykone, Acy-methyl = methylierte Metabolite, Acy-Gluc = glucuronidierte Metabolite, SGLT1 =
sodium dependent glucose transporter (Natrium-abhéangiger Glucose-Cotransporter), LPH = Lactase-Phloridzin-
Hydrolase)

Aglykonische Anthocyanverbindungen sind aufgrund ihres hydrophoben Charakters in der
Lage, biologische Membranen durch passive Diffusion zu passieren und so in die
Darmzellen aufgenommen zu werden. Anthocyanglykoside hingegen besitzen eine hdhere
Wasserloslichkeit, wodurch eine passive Diffusion durch Membranen erschwert ist und es
naheliegt, dass sie entweder Uber einen aktiven Transport oder nach Hydrolyse des [3-
Glykosids absorbiert werden [Kay, 2006]. Untersuchungen weisen darauf hin, dass
Anthocyane bereits im Magen unter Beteiligung des in der Magenmukosa lokalisierten
Membrancarriers Bilitranslocase absorbiert werden koénnen [Passamonti et al., 2002;
Passamonti et al., 2003; Talavera et al., 2003]. Nach Durchlaufen der Leber kdnnte dann ein

Teil der hier gebildeten methylierten, glucuronidierten oder sulfatierten Anthocyanmetabolite
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in den systemischen Kreislauf und ein Teil Gber den enterohepatischen Kreislauf von der
Leber mit der Galle in den Diinndarm gelangen. Anthocyanglykoside, die nicht im Magen
absorbiert wurden, kdonnten im Dinndarm Uber den natriumabhéangigen Glucosetransporter
(SGLT1) von Enterocyten aufgenommen und durch im Cytosol lokalisierte B-Glucosidasen
hydrolisiert werden [Kay, 2006]. Allerdings werden nach einer in vitro Studie von Kottra und
Daniel (2007) keine Flavonoidglykoside uber den SGLT1-Transporter transportiert. Moglich
ware nach Faria et al. (2009) auch eine Aufnahme Uber den Glucosetransporter GLUT2. Des
Weiteren ist es moglich, dass Anthocyanglykoside im Dinndarm durch das im Birstensaum
der Enterocyten lokalisierte Enzym Lactase-Phloridzin-Hydrolase (LPH) hydrolysiert und die
entstandenen Aglykone Uber passive Diffusion aufgenommen werden [Day et al., 2000].
Anthocyane und Anthocyanmetabolite, die in den systemischen Kreislauf gelangen, werden
vermutlich Uber den Urin, die Galle und die Fazes wieder ausgeschieden [Kay 2006]. Neben
Anthocyanen, die nicht im Magen oder Dunndarm absorbiert wurden, kénnen absorbierte
Anthocyane Uber die Galle in das Colon gelangen. Hier stehen sie einer Vielzahl von
Mikroorganismen gegeniber, durch die sie vermutlich intensiv metabolisiert werden [Manach
et al., 2004; McGhie et al., 2009].

Auf die Wechselwirkungen zwischen der intestinalen Mikrobiota und Anthocyanen wird in

spateren Abschnitten (Kapitel 2.2.3) naher eingegangen.
2.2  Die intestinale Mikrobiota des Menschen

Der menschliche Organismus ist von einer Vielzahl kommensaler Mikroorganismen
besiedelt, mit denen er grof3tenteils in Symbiose zusammenlebt. Die Gesamtheit aller
Mikroorganismen wird als Mikrobiota bezeichnet. Diese findet sich nahezu an jeder
Kontaktflache des Menschen zur Aul3enwelt wieder und Ubersteigt mit einer Gesamtzellzahl
von ca. 10 die korpereigenen Zellen um das Zehnfache. Je nach bestehenden
Milieubedingungen dominieren unterschiedliche Bakterienarten in den verschiedenen
Bereichen des menschlichen Kdrpers (Abb. 2-5) [Wilson, 2005]. Der Darm stellt mit seiner
Oberflache von ca. 400 m? die groRte Grenzflache des Menschen zur AuRenwelt dar und ist
das am dichtesten von Mikroorganismen besiedelte Organ des Menschen [Chow et al.,
2010; Wilson 2005]. Mit 10**-10* Zellen je Gramm Darminhalt und einer Biomasse von > 1
kg sind allein im Colon Uber 70 % aller Mikroorganismen des menschlichen Kdorpers
angesiedelt [Chow et al., 2010; Ley et al., 2006; O"Hara und Shanahan, 2006; Sekirov et al.,
2010]. Es wird angenommen, dass hier ca. 1000 verschiedene Bakterienspezies
vorkommen, wobei der Grof3teil der Zellmasse aus 30-40 dominanten Spezies gebildet wird
[Claesson et al., 2009; Quin et al., 2010]. Innerhalb des humanen Mikrobiomprojektes, einer
Initiative des US-amerikanischen National Institutes of Health, wird die Rolle der

Mikroorganismen auf die menschliche Gesundheit untersucht. Dazu soll die
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Zusammensetzung und das metabolische Potenzial mikrobieller Gemeinschaften auf
Mukosaoberflachen des menschlichen Kérpers analysiert und charakterisiert werden [HMP,
2014; NIH, 2014].

Mundhohle ——MM Obere Atemwege
- dicht besiedelt - komplexe Mikrobiota
- komplexe Mikrobiota - Nasenlocher, Nasenrachenraum, Mundrachenraum
- viele Spezies bisher unidentifiziert

Lunge

Haut - normalerweise steril

- sparlich besiedelt, aber
grofBe Oberflache

- Gram-positive Spezies
dominant

Innere Gewebe
- normalerweise steril

Harnwege
- normalerweise steril, auller
distale Bereiche der Harnrohre

Gastrointestinaltrakt

- Magen, Diinn-/Dickdarm

- Besiedlungsdichte abhangig von
anatomischer Region (Magen sehr gering,
Colon 10"-10"2 KbE/ml)

- sehr komplexe Mikrobiota

- viele Spezies bisher unidentfiziert

Vagina
- dich besiedelt
- Lactobacillen domininant

Abb. 2-5 Mikrobiota des Menschen an verschiedenen B ereichen des menschlichen Kérpers  [modifiziert
nach Wilson, 2005]

2.2.1 Entwicklung und Zusammensetzung

Der Gastrointestinaltrakt (GIT) des Fotus ist steril. Eine Besiedlung mit Mikroorganismen der
Mutter und der Umgebung beginnt schon wahrend des Geburtsprozesses [Macfarlane und
Macfarlane 2009; Sekirov et al.,, 2010]. Die Zusammensetzung und Entwicklung der
Mikrobiota eines S&auglings wird dabei durch verschiedene Faktoren wie Art der Geburt,
Mikrobiota der Mutter und der Umgebung sowie Art der Nahrung und moglicherweise
Medikamente beeinflusst [Fallani et al., 2010; Mandar und Mikelsaar 1996; Matamoros et al.,
2013]. In Stuhlproben einen Monat alter Sauglinge nach vaginaler Entbindung konnten
hohere Gesamtzahlen an Mikroorganismen und Bifidobakterien nachgewiesen werden als
nach Entbindung durch einen Kaiserschnitt [Azad et al., 2013; Fallani et al., 2011; Huurre et
al., 2008].

Zu den Erstbesiedlern des Darmes zahlen Enterobakterien wie E. coli, Laktobazillen, wie
z.B. Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus salivarius sowie Staphylokokken und

Enterokokken. Als fakultative Anaerobier verbrauchen insbesondere Enterobakterien den
9
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vorhandenen Sauerstoff, sodass das intestinale Redoxpotential Neugeborener innerhalb der
ersten zwei Tage von 178 mV auf -113 mV sinkt [Tannock 1995]. Diese Bedingungen
erlauben das Wachstum und die Vermehrung strikt anaerober Bakterien. Dabei weisen
gestillte Sauglinge eine Dominanz an Bifidobakterien, besonders an Bifidobacterium infantis,
Bifidobacterium breve und Bifidobacterium longum auf. Bei nicht gestillten S&uglingen
scheint die Mikrobiota komplexer zusammengesetzt zu sein, und neben Bifidobakterien
kommen Bacteroiden, Clostridien, Staphylokokken und Laktobazillen in hoheren
Konzentrationen vor [Fallani et al., 2010; Harmsen et al., 2000; Sakata et al., 2005]. Mit dem
Abstillen, Einfiilhrung der Beikost und der sukzessiven Anderung der Erndhrung hin zur
dauerhaften Festnahrung entwickelt und stabilisiert sich eine diverse Mikrobiota. Nach ca.
einem Jahr ahnelt sie der von Erwachsenen (Abb. 2-6) [Favier et al., 2002; Palmer et al.,
2007; Sekirov et al., 2010].

102
10" X‘ 7"5'
108 N _ .
Escherichia coli, Enterococce /
|

( Bacteroides, Peptococcen etc
Bifidobacterien p—onvVwV_

(|

\

[ Keimzahl KbEfg Stuhl )

10F :
/{. { Laktobazillen J——"
-1|:|4 l -
10° \-
pH der G,0 45-50 6,0-70 T0-75
Faezes | Meugeborens Sauglinge Erwachsene Senioren

Abb. 2-6 Altersabhangige Entwicklung der intestinal en Mikrobiota des Menschen [modifiziert nach Yakult
nach Mitsuoka, 1992]

Die Zusammensetzung der intestinalen Mikrobiota des Menschen scheint sehr individuell zu
sein, wobei es Hinweise auf ,Kerngemeinschaften“ von Mikroorganismen bei allen Menschen
gibt. Studien deuten darauf hin, dass der Grof3teil der intestinalen Mikroorganismen mit bis
zu 80 % zum Stamm der Firmicutes zahlt, gefolgt von ca. 10 % Bacteroidetes und 1,5 %
Actinobacteria [Eckburg et al., 2005; Tuovinen et al., 2011]. Interindividuelle Unterschiede
bestehen hauptsachlich in den Anteilen einzelner Bakterienspezies innerhalb der
dominanten Bakterienstdmme [Eckburg et al., 2005; Ley et al., 2006; Turnbaugh et al.,
2009]. Trotz verschiedener Einflussfaktoren wie Genetik, Umwelt- und Lebensbedingungen,
Gesundheitszustand, Erndhrung und Medikamente ist die individuelle Zusammensetzung der
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intestinalen Mikrobiota Uber die Zeit weitgehend stabil [Hopkins et al., 2001; Ley et al., 2005;
Sekirov et al.,, 2010]. Trotz der grofRen interindividuellen Unterschiede der intestinalen
Mikrobiota, konnten Arumugam et al. (2011) drei verschiedene Enterotypen identifizieren, die
sich hinsichtlich der im Darm dominierenden Bakterien unterscheiden. Demnach lasst sich
zwischen Bacteroides (Enterotyp 1), Prevotella (Enterotyp 2) und Ruminococcus (Enterotyp
3) differenzieren.

Die Anzahl und Diversitat der Mikroorganismen nehmen entlang des Gastrointestinaltraktes
von Magen bis Colon zu. Aufgrund der sauren Bedingungen, bei einem pH-Wert von 2-3 im
Magen, ist hier nur wenigen Bakterien wie z.B. Laktobazillen und Streptokokken ein Leben
moglich [Bik et al., 2006]. Im Dunndarm nimmt die bakterielle Besiedlungsdichte stetig zu
und sie erreicht das Maximum im Colon mit 10*'-10" Zellen je Gramm Darminhalt. In tieferen
Darmabschnitten liegen komplexere Bakteriengemeinschaften u.a. mit Vertretern der
Gattung Bifidobacterium spp. Clostridium spp. und Bacteroides spp. vor [O"Hara, Shanahan,
2006]. Abbildung 2-7 und Tabelle 2-2 zeigen bedeutende Vertreter der Mikrobiota und deren

Verteilung im Gastrointestinaltrakt.

Vo 7, [\_17 Magen Epithel- \
buodenum |8 /i‘( 10"-10° KbE Epithel | ¢ hicht Mukus  Damlumen Féazes
10"-10° KbE =R

. Clostridium Bacteroides

Colon JejunumMleum Lactobacilus Biidobacterium

107-10™ KbE 10°-10" KbE Enterococcus Streptococcus
Enterobacteriaceae
Enterococcus
Clostridium
Lactobaaillus
Ruminococcus

Abb. 2-7 Bakterielle Besiedelungsdichte im Gastroin  testinaltrakt (KbE = Koloniebildende Einheit)
[modifiziert nach O"Hara und Shanahan 2006; Sekirov et al., 2010]
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Tab. 2-2 Verteilung wichtiger Vertreter der Mikrobiot  a des Menschen im Gastrointestinaltrakt  (GIT) [Bik et
al., 2006; Eckburg et al., 2005]

GIT-Abschnitt Wichtige Vertreter der Mikrobiota

Magen Lactobacillus, Streptococcus, Staphylococcus

Lactobacillus, Streptococcus, Staphylococcus,
Dinndarm Enterobacteriaceae Bifidobacterium, Bacteroides,

Clostridium

Bacteroides, Eubacterium, Clostridium,
Dickdarm Streptococcus, Bifidobacterium, Lactobacillus,
Fusobacterium, Peptostreptococcus,

Ruminococcus, Enterobacteriaceae

Neben Unterschieden entlang des GIT wurden auch Unterschiede zwischen einer Mukosa-
assoziierten, luminalen und fakalen Mikrobiota beschrieben. So konnten z.B. im Mukus und
in Krypten des Epithels nur Clostridien, Laktobazillen und Enterokokken nachgewiesen
werden, wahrend in Fazes zusatzlich Bifidobakterien, Bacteroiden und Streptokokken
auftraten [Eckburg et al., 2005; Sekirov et al., 2010; Swidsinski et al., 2005]. Somit bestehen
inter- wie auch intraindividuelle Variationen in der Zusammensetzung der intestinalen
Mikrobiota.

Im Alter (> 65 Jahre) kommt es durch veranderte Geschmacks- und Geruchsempfindungen,
verminderte Saureproduktion im Magen und verlangerte intestinale Transitzeit zu
Veranderungen im Verdauungstrakt und damit einhergehend zu einer Beeinflussung der
Mikrobiota. Trotz sehr starker interindividueller Unterschiede in der Zusammensetzung der
fakalen Mikrobiota alterer Menschen beschreiben Claesson et al. (2011) eine Bacteroidetes-
Dominanz im Gegensatz zu einer Firmicutes-Dominanz in Stuhlproben junger Erwachsener.
Wahrend die Zellzahl der Bacteroiden und Bifidobakterien sinkt und auch die Diversitat in
diesen Gruppen abnimmt, steigt die Zahl der Eubakterien, Clostridien und Fusobakterien,

sodass die Gesamtzellzahl insgesamt stabil bleibt [Woodmannsey 2007].

2.2.2 Funktionen und Stoffwechsel der intestinalen Mikrobiota und
Interaktion mit dem Wirt

Die intestinale Mikrobiota kann als eigenes ,Organ“ im menschlichen Wirtsorganismus
angesehen werden. Zwischen Mikroorganismen und Wirt bestehen enge Wechselwirkungen,
die durch Symbiose, Kommensalismus und z.T. auch Parasitismus und Pathogenitat

gekennzeichnet sind. Der Darm des Menschen stellt ein geschitztes anoxisches Habitat fur
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Mikroorganismen dar, das die genetischen und metabolischen Eigenschaften und
Maoglichkeiten des Wirtes erweitert [Backhed et al., 2005; Bischoff et al., 2009; O"Hara und
Shanahan, 2006]. Durch die Erfillung wichtiger protektiver, struktureller und metabolischer
Funktionen am Darmepithel spielt die intestinale Mikrobiota eine bedeutende Rolle fir die
Gesundheit des Darms und des gesamten Organismus des Menschen. Abbildung 2-8 zeigt
wichtige Funktionen kommensaler Colonbakterien wie Enterococcus spp., Bifidobacterium

spp., Lactobacillus spp..

Struktur Funktionen Wetabolische Funktionen

* Entfernung von Pathogenen * Barriere-Funktion * Kontrolle der Differenzierung * Fermentierung von
» Konkurrenz um Nahrung + Induktion von IgA um_i Proliferation intestinaler unverdaubaren Resten u.
) ) ) Epithelzellen endogenem Mucus
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Abb. 2-8 Funktionen kommensaler Mikroorganismen der intestinalen Mikrobiota des Menschen (IgA =
Immunglobulin A) [modifiziert nach O"Hara und Shanahan 2006]

Kommensale Bakterien stellen u.a. eine physikalische Barriere im Darm dar und férdern die
Entwicklung und Ausbildung sowohl des Darm- wie auch des systemischen Immunsystems,
wodurch ein Eindringen aufgenommener Antigene und Pathogene in den systemischen
Kreislauf vermieden werden kann [O"Hara und Shanahan 2006].

Zu den metabolischen Funktionen der intestinalen Mikrobiota zahlt u.a. die Fermentierung
unverdauter und/oder unvollstdndig verdauter und resorbierter Nahrungsbestandteile.
Bevorzugtes Substrat flr die Darmbakterien im Colon sind dabei fir den Menschen
unverdauliche Kohlenhydrate wie z.B. Cellulose, resistente Starke oder Inulin. Bacteroides
spp., Ruminococcus spp. scheinen besonders beteiligt zu sein, wobei Inulin bzw.
Fructoseoligomere insbesondere von Bifidobakterien verstoffwechselt werden [Bischoff et al.,
2009; Scott et al., 2013]. Die Menge an unverdauten Kohlenhydraten, die Gber die Nahrung
taglich das Colon erreichen, wird auf ca. 40 g geschatzt, gefolgt von Proteinen mit 12-18 g
am Tag. Neben unverdauten Nahrungsbestandteilen stellen abgeschilferte Darm-
epithelzellen, Mukopolysaccharide des Darmschleims und Verdauungssekrete wichtige
endogene Stickstoff-Substrate fur die Darmbakterien dar [Scott et al., 2013; Tremalori,
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Backhed 2012; Saulnier et al., 2009]. Zu den dominierenden proteolytischen Bakterien im
menschlichen Colon zahlen u.a. Bacteroides spp., Clostridium spp. und Propionibacterium
spp. [Bischoff et al., 2009; Scott et al., 2013].

Kohlenhydrate als bevorzugtes Substrat flr intestinale Mikroorganismen fihren
insbesondere im proximalen Colon zu intensiver bakterieller saccharolytischer Fermentation
[Hamer et al., 2012; Topping und Clifton, 2001]. Entlang des Colons sinkt von proximal nach
distal die Konzentration fermentierbarer Kohlenhydrate, wahrend zunehmend Proteine den
Darmbakterien als Fermentationssubstrat dienen. Kohlenhydrate werden hauptsachlich zu
den kurzkettigen Fettsauren Acetat, Propionat und Butyrat sowie zu den Gasen H,, CO, und
CH, fermentiert und Stickstoffverbindungen konnen dabei von den Darmbakterien zum
Zellaufbau genutzt werden. Bei der bakteriellen Fermentation von Proteinen und
Stickstoffverbindungen entstehen auRerdem verzweigtkettige Fettsauren, Phenole, Indole,
Amine und NH; (Abb. 2-9) [Hamer et al., 2012; Scott et al., 2013; Topping und Clifton, 2001].

Diinndarm Dickdarm Fazes

Starke
Nichtstarke-Polysaccharide
Unabsorbierte Nahrstoffe

Unverdaute Kohlenhydrate
Hohe Niedrige Lignin, Biomasse, nicht

Nahrung Fermentationsrate Fermentationsrate absorbierte N ahrstoffe
~ Kohlen-  Andere
Fett Protein hydrate Nahrstoffe I [

gL |

Zerkleinerte Verdauung

Fett  Amino- Mono- Andere
sauren saccharide Nahrstoffe

Kurzkettige Fettsauren
Absomtionsgradient

Abb. 2-9 Ubersicht zum Transit aufgenommener Nahrun g im Gastrointestinaltrakt und bakterieller
Fermentation im Colon [modifiziert nach Topping und Clifton, 2001]

Die bakterielle Fermentation von Kohlenhydraten im Colon wirkt i.d.R. gesundheitsférdernd
fur den Wirt, weil die gebildeten Metabolite, insbesondere die kurzkettigen Fettsduren, vom
Wirt genutzt werden kénnen. Wahrend Acetat in peripheren Geweben zur Energiegewinnung
und Propionat in der Leber zur Gluconeogenese dient, werden bis zu 70 % des
Energiebedarfs der Darmepithelzellen durch Butyrat gedeckt [Bischoff et al., 2009; Hamer et
al., 2012]. Fur Butyrat werden in der Literatur aul3er seiner Funktion als Energielieferant
antiinflammatorische, antioxidative und antikanzerogene Wirkungen und seine Bedeutung
als Signalmolekul fir Epithelzellproliferation und -differenzierung diskutiert. Butyrat spielt
damit eine wichtige Rolle fur die Darmgesundheit und Aufrechterhaltung des Darmmilieus
[De Graaf und Venema 2008; Leonel und Alvarez-Leitel, 2012]. Eine hohe Konzentration an
kurzkettigen Fettsauren im Darmlumen fihrt zu einer Senkung des pH-Wertes. Dadurch
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kénnen das Wachstum und die Ansiedelung potentiell pathogener Bakterien vermindert und
gleichzeitig die Mineralabsorption verbessert werden [Bischoff et al., 2009; Hamer et al.,
2012].

Eine bakterielle Proteinfermentation im Colon ist aufgrund der Bildung potentiell toxischer
Metabolite wie Phenolen, schwefelhaltigen Verbindungen, Aminen und NH; eher
unerwinscht oder sogar ,schadlich® fir den Menschen. Diese Fermentationsprodukte
werden in  Verbindung mit der Entstehung von Colonkrebs und entzindlichen
Veranderungen/Erkrankungen im Colon diskutiert. So konnten beim Menschen besonders im
distalen Colon, dem Hauptort der Entstehung von Colonkrebs und entzindlichen
Darmerkrankungen, hohe Konzentrationen der proteolytischen und toxischen
Fermentationsprodukte nachgewiesen werden [Hamer et al.,, 2012; Hughes et al., 2000;
Windey et al, 2012]. Durch die sinkende Kohlenhydrat- und die ansteigende
Proteinfermentation vom proximalen zum distalen Colon sinkt die Bildung kurzkettiger
Fettsauren. Hierdurch kommt es zu einem Anstieg des pH-Wertes von leicht sauer bis
neutral bis zu leicht basisch im distalen Colon [Windey et al., 2012]. Das Ausmald der
Kohlenhydrat- und Proteinfermentation im Colon kann maRgeblich Gber die Erndhrung
beeinflusst werden. Je hoher die Aufnahme unverdaulicher Kohlenhydrate mit der Nahrung
ist, desto groRere Substratmengen stehen den Darmbakterien fir die saccharolytische
Fermentation zur Verfigung. In &hnlicher Weise steigt die bakterielle Proteinfermentation im
Colon, wenn sich die Menge an unverdautem Nahrungsprotein im Colon erhdht [Hamer et
al., 2012; Windey et al., 2012]. Als Beispiel fir eine Erndhrungsintervention kann der Einsatz
von Prabiotika wie Inulin und Oligofructose dienen. Diese Substrate sollen die
saccharolytische Fermentation der Darmbakterien im Colon férdern und verldngern und
damit gleichzeitig proteolytische Fermentationsaktivitaten und die Bildung toxischer
Metabolite vermindern [Hamer et al., 2012].

Enge Wechselwirkungen zwischen der intestinalen Mikrobiota und dem Wirt bestehen auch
bei der bakteriellen Umsetzung von Gallensauren im Colon. Im enterohepatischen Kreislauf
umgesetzte Gallensduren werden nach Sezernierung im Duodenum bis zum Illeum
groftenteils wieder rickresorbiert. Etwa 5 % der Gallenséuren gelangen in das Colon, wo sie
Mikroorganismen als Kohlenstoff-, Stickstoff- und Schwefelquelle dienen. Bei der bakteriellen
Umsetzung kdnnen die sekundaren Gallensduren Desoxycholsaure und Lithocholsaure
entstehen, die als krebserregend und als Tumorpromotoren bei Dickdarmkrebs gelten [De
Preter et al., 2011; Pearson et al., 2009].

Auch polyphenolische Verbindungen der Nahrung, darunter Anthocyane, scheinen intensiv
durch Mikroorganismen im Colon des Menschen metabolisiert zu werden [Manach et al.,

2004; McGhie und Walton, 2007]. Im Folgenden soll die mikrobielle Metabolisierung von
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Anthocyanen und deren Wechselwirkungen mit der intestinalen Mikrobiota naher betrachtet

werden.
2.2.3 Anthocyane und die intestinale Mikrobiota

In welchem Ausmall Anthocyane in das menschliche Colon gelangen und hier durch
Mikroorganismen metabolisiert werden, ist derzeit ungeklart. Nach einer Studie an
lleostoma-Patienten konnten nach oraler Aufnahme von Blaubeeren und Himbeeren —
abhangig vom Zuckerrest - bis zu 85 % bzw. 40 % der aufgenommenen Anthocyane in der
ilealen Flussigkeit wiedergefunden werden [Gonzales-Barrio et al., 2010; Kahle et al., 2006].
Beim gesunden Menschen wirden diese Mengen in das Colon gelangen. Hier treffen die
Anthocyane auf die hohen katalytischen und hydrolytischen Aktivitadten der Colonbakterien.
Sie konnen der intestinalen Mikrobiota als Substrat dienen und maoglicherweise deren
Zusammensetzung und Fermentationsaktivitat beeinflussen.

Anthocyane, die mit menschlichen Stuhlproben anaerob inkubiert wurden, unterlagen einem
sehr schnellen Abbau durch fékale Mikroorganismen. Dabei scheinen als stabiles
Abbauprodukt der Anthocyane charakteristische Phenolsduren zu entstehen [Fleschhut et
al.,, 2006; Keppler und Humpf, 2005; Kemperman et al., 2010]. So wurden aus den
Anthocyanen Cyanidin, Malvidin und Peonidin die Phenolsauren Protocatechusaure,
Syringasaure und Vanillinsdure gebildet [Fleschhut et al., 2006; Keppler und Humpf, 2005;
Vitaglione et al., 2007]. Durch eine hohe Enzymaktivitat der Colonbakterien, wie z.B. B,D-
Glucuronidasen, ,D-Glucosidasen und a,L-Rhamnosidasen, werden in einem ersten Schritt
Aglykone freigesetzt. Insbesondere Bacteroides spp. zahlen zu den deglykolisierenden
Bakterien, aber auch Clostridium spp. und Streptococcus faecalis und Eubacterium rectale,
wurden als solche im menschlichen Colon identifiziert [Clavel et al.,, 2006; Selma et al.,
2009]. Eine in vitro Studie von Avila et al. (2009) zeigt, dass Lactobacillus spp. und
Bifidobacterium spp. eine hohe B-Glucosidase-Aktivitat aufweisen und maoglicherweise am
Abbau von Anthocyanen durch Spaltung glykosidischer Bindungen und des C-Rings beteiligt
sind. Aglykone stellen meist nur ein voriibergehendes Zwischenprodukt dar. Es wird
absorbiert oder durch Spaltung des C-Rings weiter zum Aldehyd und entsprechender
Phenolsaure abgebaut bzw. metabolisiert (Abb. 2-10). Zum einen beglnstigen die pH-Wert-
Bedingungen im Colon einen spontanen Zerfall (siehe Kapitel 2.1.2 Abb. 2-3), und zum
anderen kann die Spaltung des C-Rings durch Mikroorganismen, wie z.B. Clostridium spp.
und Eubacterium spp., erfolgen [Aura et al., 2005; Keppler und Humpf, 2005; Selma et al.,
2009].
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Abb. 2-10 Spaltung des C-Rings von Cyanidin durch Co  lonbakterien [modifiziert nach Aura et al., 2008]

Auch durch Dehydroxylierung, Demethylierung und Decarboxylierung kénnen Aglykone und
Phenolsauren weiter durch die intestinale Mikrobiota metabolisiert werden. Die mikrobiellen
Metabolite kdnnen im Colon absorbiert und im Leberstoffwechsel zu glucuronidierten und
sulfatierten Anthocyanderivaten umgebildet werden (siehe Kapitel 2.1.2 ,Bioverfligbarkeit
und Metabolisierung®) [Aura et al., 2008].

Die Umsetzung von Anthocyanen sowie die Konzentration der gebildeten Metabolite und das
Metabolitprofil variieren dabei in Abhangigkeit von der Zusammensetzung der intestinalen
Mikrobiota intra- und interindividuell sehr stark [Gross et al. 2010; Rechner et al. 2004].
Anthocyane konnen die Bakterienpopulationen der intestinalen Mikrobiota im Wachstum und
in der Zusammensetzung beeinflussen [Kemperman et al., 2010], insgesamt liegen jedoch
nur wenige Ergebnisse und Kenntnisse zu deren Einfluss auf die intestinale Mikrobiota vor.
In verschiedenen in vitro Studien konnten die Adhasion an Darmepithelzellen und das
Wachstum pathogener Bakterien wie Staphylococcus spp., Salmonella spp., Helicobacter
pylori, Bacillus cereus und Escherichia coli durch anthocyanreiche Beeren, deren Extrakte
und Safte gehemmt werden [Krisch et al., 2008; PuuPonen-Pimia et al., 2005; Selma et al.,
2009]. Hidalgo et al. (2012) zeigten in einer in vitro Studie, dass Malvidin-3-glucosid und
Enocianin, ein Lebensmittelfarbstoff aus einem Gemisch von Anthocyanen (E-163), das
Wachstum von Bifidobacterium spp. und Lactobacillus-Enterococcus spp. bei Inkubation
menschlicher Stuhlproben unter physiologischen Bedingungen des Colons steigert. Dabei
wurden innerhalb der ersten 5 Stunden Malvidin-3-glucosid zu Syringasdure und das
Anthocyangemisch Enocianin zu Gallus-, Syringa und p-Coumarsaure abgebaut. Nach

Inkubation menschlicher Stuhlproben oder 6-tdgiger Fitterung von Ratten mit
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anthocyanreichem Blaubeerextrakt wurden Bifidobakterien und Laktobazillen im
menschlichen Stuhl bzw. Rattenkot vermehrt [Molan et al., 2009].

In einer Humanstudie kam es nach 20-tagiger Intervention mit taglich 272 ml Rotwein zu
einer Verdnderung der bakteriellen Zusammensetzung im Stuhl. Dabei vermehrten sich
Enterococcus, Prevotella, Bacteroides, Bifidobacterium, Bacteroides uniformis, Eggerthella
lenta und Blautia coccoides-Eubacterium rectale [Queipo-Ortufio et al., 2012]. Allerdings
muss hier bertcksichtigt werden, dass die gesamten Polyphenole des Rotweins und nicht
ausschlieB3lich Anthocyane gewirkt haben dirften. Nach einer 6-wdéchigen Intervention mit
taglich 375 mg Anthocyanen in Form eines Blaubeersaftes konnte in einer weiteren
Humanstudie in Stuhlproben ein signifikanter Anstieg von Bifidobacterium spp. und
Lactobacillus acidophilus, jedoch keine Effekte fir Bacteroides spp., Prevotella spp.,
Enterococcus spp. und Clostridium coccoides beobachtet werden [Vendrame et al., 2011].
Bislang vorliegende Forschungsergebnisse deuten auf enge Wechselwirkungen zwischen
Anthocyanen und intestinalen Mikroorganismen hin. Einerseits werden Anthocyane intensiv
durch Colonbakterien metabolisiert, andererseits scheint die Zusammensetzung der
intestinalen Mikrobiota des Menschen durch Anthocyane und deren Metabolite beeinflusst zu
werden. Quiepo-Ortufio et al. (2012) halten eine prébiotische Wirkung von Anthocyanen bzw.
Polyphenolen fiir moglich. Der Einfluss von Anthocyanen auf die mikrobielle
Fermentationsaktivitdt und Produktion von Fermentationsmetaboliten wie z.B. kurzkettigen
Fettsauren und p-Kresol im Colon des Menschen wurde bisher kaum untersucht. Insgesamt
bestehen noch erhebliche Kenntnisliicken zur Wirkung und zu den Wirkungsmechanismen

von Anthocyanen beim Menschen.

2.2.4 Untersuchung der intestinalen  Mikrobiota und bakterieller
Fermentationseigenschaften im Colon

Aufgrund der Unzuganglichkeit des Colons ist es eine der groRten Herausforderungen bei
der Untersuchung der intestinalen Mikrobiota des Menschen, geeignetes Probenmaterial zu
gewinnen. In der Literatur sind daher verschiedene methodische Ansatze zu finden. Dazu
zédhlen wu.a. in vitro-Modelle, Tier- und Zellkulturstudien. Durch die Simulation der
physiologischen Bedingungen im Colon kann z.B. in in vitro-Modellen die mikrobielle
Umsetzung einzelner Substrate und deren Einfluss auf Fermentationseigenschaften der
intestinalen Mikrobiota in den verschiedenen Abschnitten des Colons untersucht werden.
Allerdings weist ein solches System Grenzen auf, weil die Interaktion zwischen Wirt und
Mikrobiota und in vivo-Aborptionsvorgange unberiicksichtigt bleiben [De Graaf und Venema,
2008; Minekus et al., 1999; Venema et al.,, 2004]. Tierstudien bieten durch invasives
Vorgehen (z.B. Stomata bei Schweinen; Totung bei Ratten) die Mdglichkeit, Probenmaterial
aus verschiedenen Regionen des Colons unter in vivo-Bedingungen zu gewinnen. In

Zellkulturstudien kdnnen die Funktion einer intakten Epithelzellschicht mit Birstensaum
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simuliert und Eigenschaften und Transportvorgdnge an isolierten Colonepithelzellen
untersucht werden. Die gewonnenen Daten lassen sich allerdings nur begrenzt auf die in
vivo-Situation beim Menschen (bertragen. Zellkulturstudien kénnen in vivo-Bedingungen
nicht vollstandig simulieren und neben anatomischen und physiologischen Unterschieden in
Tierstudien besteht eine hohe Wirtspezifitdt beziglich der Zusammensetzung der
intestinalen Mikrobiota, die unbericksichtigt bleibt [De Graaf und Venema, 2008; Pang et al.,
2007]. Mittels mikrobiologischer Kultivierungstechniken lassen sich Bakteriengruppen auf
selektiven Nahrbdden isolieren, quantifizieren und charakterisieren. Das Hauptproblem
hierbei liegt in der Notwendigkeit, unter anaeroben Bedingungen arbeiten zu missen. Dies
macht die Gewinnung und Handhabung von Stuhlproben als Probenmaterial besonders
schwierig [Bischoff et al., 2009; Zoetendahl et al., 2004]. Molekularbiologische Methoden,
basierend auf der 16S rRNA, dienen zur Charakterisierung und Quantifizierung von
Bakteriengruppen und Spezies im menschlichen Colon. So kénnen Anderungen in der
Zusammensetzung der intestinalen Mikrobiota aufgezeigt werden. Hierbei finden vorwiegend
Stuhlproben als Ausgangs- und Probenmaterial Verwendung [Hamer et al., 2012; Moore et
al. 2012]. Die Mikrobiota in Stuhlproben &hnelt allerdings hauptséchlich der im distalen
Colon. Demnach kénnen mit Stuhlproben keine Informationen tber die Mikrobiota in oberen

Darmabschnitten gewonnen werden [Bischoff et al., 2009; Eckburg et al., 2005].

Auller der Bestimmung der Zusammensetzung der intestinalen Mikrobiota kann die
Untersuchung mikrobieller Stoffwechselprodukte, die vom Menschen Uber den Atem, den
Urin und die Fazes ausgeschieden werden, Informationen Uber bakterielle
Fermentationsaktivitditen und die Mikrobiota im menschlichen Colon liefern [Hamer et al.,
2012]. Zu den in der vorliegenden Arbeit untersuchten mikrobiellen Stoffwechselprodukten
zahlen kurzkettige Fettsduren im Stuhl, p-Kresol im Urin und die *>N-Ausscheidung im Urin

nach Verabreichung von Lactose-[*°N, °N]-Ureid (siehe folgendes Kapitel 2.2.5).
Kurzkettige Fettsauren

Das MaR fir bakterielle saccharolytische Fermentation im Colon kann Uber die Bestimmung
kurzkettiger Fettsauren, hauptsachlich Acetat, Propionat und Butyrat, erfolgen. Nach Zufuhr
von Prabiotika konnten steigende Konzentrationen an kurzkettigen Fettsauren in Plasma-
und Stuhlproben des Menschen nachgewiesen werden [Jenkins et al., 1998, Nilsson et al.,
2010]. Dabei scheint auch das Verhdltnis einzelner Fettsduren zueinander beeinflusst zu
werden. In Stuhlproben Ubergewichtiger wurde beispielsweise neben einer hheren Gesamt-
konzentration kurzkettiger Fettsauren ein hdherer Anteil an Propionat gefunden [Hamer et
al., 2012; Schwiertz et al., 2010]. Allerdings kdnnen bis zu 95 % der gebildeten kurzkettigen
Fettsduren vom Wirt absorbiert und metabolisiert werden, sodass es schwierig ist, die in situ-

Produktion und -Konzentration kurzkettiger Fettsauren im Colon zu erfassen [Hamer et al.,
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2010]. Ergénzend zu den kurzkettigen Fettsduren kann der pH-Wert in Stuhlproben zur
Beurteilung des intestinalen Milieus im distalen Colon herangezogen werden. In Stuhlproben
von Kolorektalkarzinom-Patienten wurde im Vergleich zu Gesunden neben einer
verminderten Konzentration kurzkettiger Fettsduren ein erhdhter pH-Wert nachgewiesen
[Oligashi et al. 2013]. Der pH-Wert ist mafRgeblich von der Konzentration kurzkettiger
Fettsduren abhangig. Nach intensiver saccharolytischer Fermentationsaktivitdt der
Colonbakterien und damit hoher Produktion kurzkettiger Fettsauren sind daher pH-Werte im

sauren und nach proteolytischer Fermentation solche im basischen Bereich zu erwarten.
p-Kresol

p-Kresol ist eine aromatische Verbindung und entsteht im menschlichen Organismus
ausschlieRlich als bakterielles Fermentationsprodukt der Aminosdure Tyrosin im Darm. Nach
Absorption im Darm, Passage der Leber und des systemischen Kreislaufs wird p-Kresol tiber
den Urin wieder ausgeschieden [Vanholder et al., 2011, De Loor, 2005]. Als p-Kresol
bildende Bakterien sind besonders anaerobe Bakterien der Darmmikrobiota bekannt. Dazu
zéhlen Staphylococcus albus, Bacteroides fragilis, Fusobacterium sp., Bifidobacterium spp.,
Clostridium spp. [Bone et al, 1976]. P-Kresol gilt als gesundheitsschadlich fur den
menschlichen Organismus. Es konnten toxische Wirkungen auf Leberzellen, eine
Schadigung des Endothels und eine verminderte Wundheilung und Leukozytenaktivitat fur p-
Kresol gezeigt werden [Abreo et al., 1997; De Smet et al., 2003; Dou et al., 2004]. Die p-
Kresol-Ausscheidung im Urin kann als Mal3 flr proteolytische Fermentationsaktivitdten der
Bakterien im menschlichen Colon herangezogen werden. Wahrend eine hohe
Proteinaufnahme Uber die Nahrung zu einer erhdhten p-Kresol-Konzentration im Urin flhrt,
kann z.B. die Aufnahme von Oligofructose die renale p-Kresol-Ausscheidung verringern.
Dies ist fir den Menschen als gesundheitlich positiv zu bewerten [De Preter et al., 2007; De
Preter et al., 2008; Geboes et al., 2005; Geypens et al., 1997].

NH;-Stoffwechsel im Colon

Die luminale Ammoniakkonzentration im Colon ist das Resultat bakterieller Fermentation von
Proteinen, Aminosauren und Urea. Sie steigt durch eine erhohte Proteinaufnahme lber die
Nahrung an [Davila et al., 2013; Geypens et al., 1997]. Fur Ammoniak konnten verschiedene
biologische Wirkungen wie Hemmung des mitochondrialen Sauerstoffverbrauchs und
Oxidation kurzkettiger Fettsduren oder Erhéhung der parazellularen Permeabilitat gezeigt
werden, die letztlich zu einer Schadigung des Darmepithels fihren. Des Weiteren kann eine
erhéhte Ammoniakkonzentration im Blutkreislauf neurotoxische Wirkungen und eine
hepatische Enzephalopathie beginstigen [Davila et al., 2013; Hamer et al., 2012]. Die

Entfernung von Ammoniak aus dem Lumen des Colon ist daher von gesundheitlichem
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Nutzen fur den Wirt. Die Stimulierung der Fermentationsaktivitdt und Proliferation von
Mikroorganismen im Colon, z.B. durch Prabiotika, fihrt zu einer erhéhten bakteriellen
Proteinsynthese. Die Colonbakterien kdnnen dabei luminales Ammoniak als N-Quelle nutzen
und aufnehmen. Dadurch wird Ammoniak aus dem Lumen des Colon entfernt und in Form
von Bakterien Uber die Fazes ausgeschieden. Lactose-[**N, '°N]-Ureid bietet eine
Mdglichkeit zur in vivo-Untersuchung des bakteriellen Ammoniak- und N-Stoffwechsels im

Colon des Menschen.
2.25 Lactose-[ **C]-Ureid und Lactose-[ N, *N]-Ureid

Glykosylureide sind Kondensationsprodukte aus einem reduzierenden Zucker und Harnstoff.
Anfang des 20. Jahrhunderts beschrieb Schoorl (1903) ein Syntheseverfahren, bei dem in
einer verdinnten Saurelésung ein Zucker mit Harnstoff zu einer kristallinen Substanz
kondensiert. Dabei sind verschiedene Substitutionen am Zuckermolekil mdéglich, wie z.B.
Glucose, Cellobiose oder Lactose. In der Literatur ist die Anwendung und Untersuchung
verschiedener Glykosylureide mit **C und/oder *N-markiertem Harnstoff als Tracersubstanz
im Gastrointestinaltrakt beschrieben [Morrison et al., 2003; Wutzke, Glasenapp, 2004]. Die
vorliegende Arbeit beschréankt sich auf die Anwendung von Lactose-[*C]-Ureid (**C-LU) und
Lactose-[N, °N]-Ureid (**N,-LU) (Abb. 2-11).

Lactose-['%C]-Ureid a Lactose{'°N, "5Nj-Ureid o
| (|
CH,OH 13(]: CH,OH C
5
(o} 7N NH, o1 5/ o NH,
CH,OH H NH CH,OH H NH
H
0O Q (o] Q OH H
H 0\ - H 0\ -
OH H OH H
- H H OH B H H OH
H OH H OH

Abb. 2-11 Strukturformel von Lactose-] **CJ-Ureid und Lactose-[ *°N, **NJ-Ureid [modifiziert nach Morrison et
al., 2003]
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Metabolisierung von Lactose-[ **C]-Ureid und Lactose-[ N, **N]-Ureid

Nach oraler Aufnahme von Lactoseureid wird wahrend des Transports durch den Dinndarm
die Disaccharid-Bindung durch menschliche Lactase hydrolisiert und Galactose und
Glucoseureid freigesetzt. Die Kohlenhydrat-Harnstoff-Bindung von Glykosylureiden bzw.
13C-LU und *N,-LU kann durch menschliche Verdauungsenzyme nicht gespalten werden.
Die Freisetzung des Harnstoffs und des Isotopen-markierten Kohlenstoffs (**C) und
Stickstoffs (**N) erfolgt erst im Colon durch bakterielle Enzyme. Vermutlich wird im ersten
Schritt durch bakterielle Allantoat-Amidinohydrolase die Bindung zwischen Harnstoff und
Lactose bzw. Glucose und in einem zweiten Schritt durch bakterielle Ureasen der Harnstoff
hydrolysiert. Beim Einsatz von **C-LU wird dabei **CO, und NH; und beim Einsatz von *N,-
LU CO, und ™NH; freigesetzt. Als Glykosylureid-spaltendes Bakterium (Kohlenhydrat-
Harnstoff-Bindung, Schritt 1) wurde in menschlichen Stuhlproben Clostridium innocuum
identifiziert. Diese Spezies z&hlt zur normalen intestinalen Mikrobiota des Menschen [Heine
et al., 1995; Jackson et al., 1999; Mohr et al., 1999; Morrison et al., 2003; Ruemmele et al.,
1997]. Harnstoff wird nach der Spaltung der Kohlenhydrat-Harnstoff-Bindung durch
bakterielle Ureasen im Colon hydrolysiert (Abb. 2-12). Eine Hydrolyse des Harnstoffs durch
Helicobacter pylori im Magen wird somit ausgeschlossen [Hamer et al., 2012; Heine et al.,
1995].
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Abb. 2-12 Intestinale Metabolisierung von 18C-LU und BN,L-LU [modifiziert nach De Preter et al., 2011; Wutzke
und Glasenapp, 2004]



Hintergrund

Wiahrend das freigesetzte *CO, Uber den Bicarbonat-Kérperpool zur Lunge gelangt und
abgeatmet wird, wird freigesetztes *>NH; entweder von Colonbakterien aufgenommen, als N-
Quelle genutzt und Uber die Fazes ausgeschieden oder es gelangt nach Absorption zur
Leber, wo es zu [*°N, *N]J-Urea resynthetisiert wird und tiber den Urin ausgeschieden wird.
Die '*CO,-Anreicherung im Atemgas nach Aufnahme von 'C-LU kann einerseits zur
Bestimmung der orozokalen-Transitzeit und andererseits als Mafd fur die bakterielle
Hydrolyse von Harnstoff bzw. metabolische Aktivitat der Colonbakterien dienen. Die *°N-
Exkretion im Urin nach Aufnahme von **N,-LU liefert Informationen (ber bakterielle,
vorwiegend proteolytische Fermentationsvorgdnge im Colon. Eine erhéhte proteolytische
Fermentationsaktivitat der Colonbakterien resultiert nach Aufnahme von °N,-LU in einer
gesteigerten Bildung und Absorption von *NH; im Colon und einer hoheren ®N-
Ausscheidung im Urin. Gleichzeitig kénnen Hinweise Uber den Fermentationsort im Colon
gewonnen werden, da eine distale Fermentation im Vergleich zu einer proximalen
Fermentation zu einer verzégerten *°N-Ausscheidung im Urin fihrt. Dies ist mit einer
erhéhten *N-Anreicherung in spéateren Urinfraktionen nachweisbar [Cloetens et al., 2008; De
Preter et al., 2007; Jackson et al., 1999].

Insgesamt kénnen die Wiederfindung von **CO, im Atemgas bzw. die '*CO,-
Atemgaszeitprofile und die *>N-Anreicherung im Urin als nicht-invasive Marker zur in vivo-
Untersuchung mikrobieller Fermentationsaktivitdten der Mikrobiota im menschlichen Colon
dienen. Der Nachweis von C im Atemgas und ™N im Urin ist durch
massenspektrometrische Isotopenhaufigkeitsmessung maoglich. In Tabelle 1 sind Studien zur
Metabolisierung von *C-LU und **N,-LU und zur Anwendung von *C-LU und **N,-LU in
Untersuchungen der intestinalen Mikrobiota des Menschen aufgefihrt.

Die Metabolisierung von '*C-LU und ™N,-LU beim Menschen scheint interindividuellen
Unterschieden zu unterliegen, erkennbar durch '*CO,-Atemgaszeitprofile und *°N-
Exkretionsmuster im Urin. Unabhangig davon werden ca. 80 % der verabreichten *C-Dosis
innerhalb von 48 Stunden nach Aufnahme von *C-LU iiber den Atem ausgeschieden und
ca. 35 % innerhalb der ersten 24 Stunden [Jackson et al., 1999; Wutzke et al., 1997]. Beim
Einsatz von °N,-LU werden innerhalb der ersten 24 Stunden nach Aufnahme zwischen ca.
35-50 % der verabreichten **N-Dosis wieder im Urin ausgeschieden [Cloetens et al., 2008;
De Preter et al., 2007; Wutzke et al., 2010]. Bei der *N-Ausscheidung im Urin kann
zwischen unterschiedlichen Metaboliten differenziert werden [Jackson et al., 1999]. So
wurde innerhalb der ersten 6 Stunden nach Aufnahme von **N,-LU ein geringer Teil des
detektierten N im Urin in Form von Glucose-["°N, *N]-Ureid ausgeschieden [De Preter et
al., 2011]. Ca. 5 % der verabreichten N-Dosis in Form von *N,-LU wurden in den
Untersuchungen von Jackson et al. (1999) nach dem ersten bakteriellen Hydrolyseschritt,

der Kohlenhydrat-Harnstoff-Spaltung, als [*°N, °N]-Urea im Darm absorbiert und in dieser

23



Hintergrund

Form wieder im Urin ausgeschieden. Der GroRteil des freigesetzten ®NH; wird durch
Colonbakterien metabolisiert und kann als N-Quelle zur Synthese von Aminoséuren, wie
Glycin, Alanin und Lysin, dienen, die dem Wirt verfligbar sind [Jackson et al., 2004]. 24 %
der verabreichten *N-Dosis wurden innerhalb der ersten 24 Stunden nach Aufnahme von
®N,-LU als [*°N, **N]-Urea im Urin ausgeschieden [Jackson et al., 1999]. Dem muss eine
bakterielle Metabolisierung, eine anschlieRende Absorption und Resynthese in der Leber zu
[N, NJ-Urea vorausgegangen sein. Eine Differenzierung der verschiedenen *N-
Ausscheidungsprodukte im Urin, wie Glucose-[**N]-Ureid, [**N, *N]-Urea und [**N, **N]-Urea,
ist methodisch/analytisch sehr schwierig und aufwendig. Daher wird in den meisten Studien
die kumulative **N-Ausscheidung in einzelnen Urinfraktionen (0-6 h, 6-24 h) nach Aufnahme
von ®N,-LU bestimmt. Dieses Vorgehen hat sich in verschiedenen Studien als géngiges
Verfahren zur Untersuchung des mikrobiellen N-Stoffwechsels im Colon bewéhrt [Cloetens
et al., 2008; De Preter et al., 2006; De Preter et al., 2011; Wutzke et al., 2010].
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Tab. 2-3 Ausgewahlte Studien zur Metabolisierung und

Ureid)

Anwendung von Lactose-[ *CJ-Ureid (**C-LU) und Lactose-[ "N, *N]-Ureid (**N2-LU) (**C-GU: Glucose-[ *C]-

Studie

Population

Intervention

Untersuchungsziel/Parameter

Ergebnis

Heine et al., 1995

6 Frauen, 9 Manner,
Alter: 18-62 Jahre

[BC]-LU, [C]-Lactose,
Arabinose-[**C]-Ureid,
Diarabinose-[**C]-Ureid,
Cellobiose-[**C]-Ureid
28 h

Testsubstrat zur Untersuchung der
intestinalen Transitzeit

B3c0,-Abatmung

Keine *C0O,-Abatmung nach Arabinose und
Diarabinose; *CO,-Atemgaszeitprofil hnlich nach Lactose-
[**C]-Ureid und Cellobiose-[**C]-Ureid

Wutzke et al ., 1997

10 Méanner, 2 Frauen;
Alter: 26-64 Jahre

B¢, N,-LU, Vordosierung 5
x 1g Lactoseureid, dann **C-
LU, BN,-LU

Untersuchung der orozékalen Transitzeit
iiber *CO, Abatmung und H,-Atemtest

iiber 24 h, **C- und °N-Ausscheidung im
Urin Gber 30 h

3C0,-Abatmung geeignet zur Bestimmung der orozokalen
Transitzeit; 29,9 % bzw. 13,6 % der verabreichten Dosis **N
und **C im Urin ausgeschieden

Jackson et al., 1999

6 Frauen, 3 Manner;
Alter; 19-26 Jahre

Be-LY, BN,-LU

Metabolisierung von **C-LU und *N,-LU
beim Menschen; *CO,-Abatmung; (N,
YIN)-Urea, (°N, **N)-Urea in Urin und Stuhl

3 unterschiedliche Atemgas- und (**N, **N)-Urea und (*°N,
15N)-Urea Urinausscheidungsprofile; 22 % der verabreichten
Dosis *N im Stuhl, 73 % absorbiert davon 24 % als (N,

YN)-Urea im Urin ausgeschieden, 5 % als (**N, 1°N)-Urea
renal ausgeschieden

Morrison et al ., 2003

2 Frauen, 2 Manner;
Alter; 24-47 Jahre

Bcu, Be-cu

Metabolisierung von **C-Glykosylureiden;
Bco,-Abatmung; *3C, ¥*C-Urea, *C-GU im
Urin

Ahnliche Metabolisierung von **C-GU und 3C-LU; Héchste
B3¢-Ausscheidung im Urin als *C-GU; Vordosierung erhoht
Ausscheidung

De Preter et al ., 2004

9 Frauen, 10 Méanner;
Alter; 22-45 Jahre

BN,-LU

Einfluss von Pré- und Probiotika auf die
intestinale Mikrobiota; **N im Urin

Verminderte °N-Ausscheidung nach Zufuhr von Pra- und
Probiotika

Jackson et al., 2004

6 Frauen, 3 Manner;
Alter; 19-26 Jahre

BN,-LU

N-Anreicherung in Aminoséuren aus Urin-
und Stuhlproben

N-Anreicherung in fakalem bakteriellem Glycin, Alanin,
Lysin und Histidin, in Glycin, Alanin und Lysin im Urin

Geboes et al ., 2005

6 Manner, 8 Frauen;

BN,-LU

Metabolisierung von **N,-LU im Colon und

Einfluss von Inulin; *N-Ausscheidung im
Urin

Verminderte °N-Ausscheidung durch Zufuhr von Inulin; **N-
Ausscheidungsprofil im Urin &hnlich zwischen
Versuchspersonen
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Fortsetzung Tab. 2-3 Ausgewahlte Studien zur Metabol

Glucose-[ **CJ-Ureid)

isierung und Anwendung von Lactose-[

13¢C]-Ureid (**C-LU) und Lactose-[ *°N, **NJ-Ureid (**N,-LU) (**C-GU:

Studie

Population I

htervention U

ptersuchungsziel/Param  eter

Ergebnis

Wutzke, Glasenapp, 2004

4 Manner, 4 Frauen;
Alter: 22-55 Jahre

Cellubiose-[**C]-Ureid, *C-
GU

Untersuchung der orozdkalen-Transitzeit;
13C0,-Abatmung

Vordosierung mit unmarkierten Glykosylureiden fiihrt zur
exakteren Bestimmung der oroz6kalen Transitzeit.

Alter: im Mittel 25 Jahre

unmarkiertem LU; **N-Ausscheidung im
Urin

Geboes et al ., 2006 2 Ménner, 5 Frauen  |5N,-LU N-Ausscheidung in Urin und Fazes; Gleichzeitige Zufuhr von Inulin und *N,-LU fithrte zu
Einfluss von Inulin verminderter °N-Ausscheidung im Urin und erhohter
Ausscheidung im Stuhl; Langfristige Zufuhr zeigte keinen
eindeutigen Einfluss von Inulin auf die **N-Ausscheidung
De Preter, Verbeke, 2006 |5 Ménner, 5 Frauen;  |*N,-LU Einfluss der Vordosierung mit Kein Unterschied in der renalen **N-Ausscheidung mit oder

ohne Vordosierung mit 1g unmarkiertem LU

De Preter et al., 2007

10 Manner, 10 Frauen;
Alter: 21 + 1 Jahre

4-wdchige Intervention mit:
Probiotika: L. casei; B.
breve; Prabiotika: Inulin;
Messtage vor und nach 4-
wochiger Intervention mit N
LU

Kurz- und langfristiger Effekt von Pro- und
Prabiotika auf p-Kresol und *°N-

Ausscheidung im Urin, *°N-Gehalt und
Quantifizierung von Bifidobakterien im Stuhl

Verminderte p-Kresol und *N-Ausscheidung im Urin nach
kurz- und langfristiger Zufuhr von Inulin, erhdhter °N-Gehalt
im Stuhl nach kurzfristiger Zufuhr von Inulin, langfristige
Zufuhr von Inulin erhdhte Bifidobakterien im Stuhl;
verminderte p-Kresol Ausscheidung nach langfristiger Zufuhr
von L.casei und B. breve

Wutzke, Schitt 2007

4 Manner, 11 Frauen;
Alter: 19-54 Jahre

B3¢-Lu, Vordosierung 5 x 100
mg LU

Untersuchung der Vordosierung auf
orozokale Transitzeit iiber **CO,-Abatmung

Vordosierung mit LU flir Enzyminduktion und zur
realistischen Bestimmung der orozékalen Transitzeit mittels

B¢C-LU nétig.

Cloetens et al., 2008

4 Ménner, 6 Frauen,
Alter: 24 +1 Jahre; 4
Manner, 6 Frauen.

2-wdchige Intervention mit
resistenter Stérke,

Weizenkleie, °N,-LU

Kurz- und langfristiger Effekt von resistenter

Starke und Weizenkleie auf *°N-
Ausscheidung im Urin und Stuhl

Alter: 26 + 8 Jahre

Verminderte **N-Ausscheidung im Urin nach kurz- und
langfristiger Zufuhr von resistenter Starke
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Fortsetzung Tab. 2-3 Ausgewahlte Studien zur Metabol

Glucose-[ **CJ-Ureid)

isierung und Anwendung von Lactose-[

13¢C]-Ureid ( **c-

LU) und Lactose-[ *°N, ®NJ-Ureid (**N»-LU) (**C-GU:

Studie

Population |

htervention UhtersuchungszieI/Param eter

Ergebnis

Wutzke, Mix 2010

4 Manner, 9 Frauen;
Alter: 22-58 Jahre

Lactose-[*3C, 1°N]-Ureid,
Vordosierung mit
Glucoseureid, Cellobioseureid

Untersuchung der orozokalen Transitzeit
und Enzyminduktion durch Ureide; **CO,-
Abatmung, **C- und **N-Ausscheidung im
Urin und Stuhl

Vordosierung mit Ureiden erlaubt Bestimmung der
realistischen orozokalen Transitzeit

Woutzke et al., 2010

5 Manner, 9 Frauen;
Alter: 20-28 Jahre

10-tégige Intervention mit
Prabiotika: Ballaststoffen,
resistenter Starke und
Probiotika: L. acidophilus ;
5N,-LU

Einfluss von Pro- und Prabiotika auf *°N-
Ausscheidung im Urin und Stuhl

Verminderte ®N-Ausscheidung im Urin nach
Prabiotikazufuhr

De Preter et al ., 2011

10 Manner, 9 Frauen;
Alter: im Mittel 22 Jahre|

5N,-LU

Quantifizierung von Glucose-[*°N, *°N]-ureid
im Urin

Glucose-[**N, **N]-ureid-Anteil ist konstant im Urin nach
Aufnahme von *°N,-LU

punibiaiuiH
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Zusammenfassend lassen sich die Studien zu **C-LU und **N,-LU bzw. *C,"*N,-LU

(doppelmarkiertes LU) nach drei Untersuchungsschwerpunkten aufteilen in

1. Untersuchungen zur Metabolisierung von *C-LU, **N,-LU bzw. **C,**N,-LU (in vitro
und in vivo)
Einsatz von *C-LU zur Bestimmung der oroz6kalen Transitzeit (in vivo)
Anwendung von *C-LU, ®N,-LU bzw. *C,"*N,-LU zur Untersuchung mikrobieller
Fermentationsvorgange bzw. des intestinalen N-Stoffwechsels im Colon, z.B. vor und

nach Nahrungsinterventionen mit Pro- oder Prabiotika (in vivo)

Eine Aktivierung der bakteriellen Enzyme zur Spaltung von Lactoseureid durch eine
Vordosierung mit unmarkiertem Lactoseureid am Versuchsvortag fuhrt zu einem fritheren
3CO,-Anstieg im Atemgas nach Aufnahme von '*C-LU. Zur Bestimmung der orozékalen
Transitzeit beim Menschen mit **C-LU scheint daher eine Vordosierung mit unmarkiertem
Lactoseureid nétig, da der erste *CO,-Anstieg die orozokale Transitzeit widerspiegelt und
detektiert werden sollte [Wutzke et al., 1997; Wutzke und Schitt 2007]. Die '°N-
Ausscheidung nach oraler Aufnahme von '°N,-LU kann als nicht invasiv gewonnener
Parameter zur in vivo-Untersuchung des mikrobiellen N-Stoffwechsels im Colon dienen,
wobei eine Vordosierung weniger nitzlich erscheint [De Preter et al., 2006]. Die gemeinsame
Anwendung von *>N,-LU und *C-LU zur Beurteilung mikrobieller Fermentationsvorgénge im
Colon nach Nahrungsinterventionen, insbesondere hinsichtlich der Wirkung von

Anthocyanen auf die intestinale Mikrobiota des Menschen, ist bisher kaum untersucht.
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3 Material und Methoden

3.1 Humanstudie |

Ziel der Humanstudie | war es, mithilfe von **C-LU und *°N,-LU den ,langfristigen Effekt von
Fruchsaftgetranken mit unterschiedlichem Anthocyan- und Ballaststoffgehalt auf die
intestinale Mikrobiota im menschlichen Colon zu untersuchen. Die Studie wurde vor Beginn
von der Ethikkommission des Fachbereichs Medizin der Justus-Liebig-Universitat Giel3en auf

deren Unbedenklichkeit geprift und genehmigt (Vorlage-Nr. 31/10).
3.1.1 Testgetranke

Als Testgetranke stellte der Fachbereich flir Weinanalytik und Getrankeforschung der
Forschungsanstalt Geisenheim (Frau Frohling, Prof. Will und Prof. Dietrich) einen
anthocyanreichen, ballaststoffarmen Traube-Heidelbeer-Saft , einen anthocyan- und
ballaststoffreichen Traube-Heidelbeer-Smoothie und einen anthocyan- und ballaststoff-
armen Traube-Heidelbeer-Placebosaft zur Verfligung. Der Traubensaft wurde aus den
anthocyanreichen Sorten Dakapo und Accent hergestellt und in einem Verhaltnis von 80:20
mit Heidelbeersaftkonzentrat verschnitten. Der Smoothie wurde analog dazu hergestellt,
wobei der Heidelbeeranteil von 20 % als Pliree zum Traubensaft hinzugefiigt und diese
Mischung vor der Flaschenabfiillung homogenisiert wurde. Zur Herstellung des
polyphenolarmen Placebosaftes wurde der Traube-Heidelbeersaft Gber eine Kronlab Pilot-
Saule (20 cm Durchmesser), gefillt mit 16 L SP 70 Harz (Resindion/Mitsubishi), gegeben
und das erste Eluat aufgefangen. Alle Testgetranke wurden in 0,33 | Braunglasflaschen
abgefillt und bis zur Verwendung dunkel bei 4 °C gelagert. Tabelle 3-1 zeigt ausgewahlte

analytische Kennzahlen der Testgetrénke.

Tab. 3-1 Analytische Kennzahlen der Testgetranke

Parameter Traube -Heidelbeer - Traube -Heidelbeer - Traube -Heidelbeer -
Saft Smoothie Placebo
Saftverhaltnis
) 80:20 80:20 80:20
[Traube/Heidelbeere]
Reduzierende Zucker
175,3 172 154,6
[9/1]
Glucose [g/l ] 84,6 85,6 76,2
Fructose [g/l ] 89,2 88,6 78,4
Gesamtphenole [mg/l ] 3227 3435 179
Anthocyane [mg/l ] 840,9 983,7 8,9
Ballaststoffe [g/100ml] 0,7 1,1 0,4
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In den folgenden Textabschnitten und zur Darstellung der Ergebnisse wird der Traube-
Heidelbeer-Saft als ,Saft", der Traube-Heidelbeer-Smoothie als ,Smoothie* und der Traube-

Heidelbeer-Placebosaft als ,Placebo” bezeichnet.
3.1.2 Lactose-[ *C]-Ureid und Lactose-[ °N,]-Ureid

Lactose-[**C]-Ureid (**C-LU) und [**N, *N]-Urea wurden von Euriso-top (CLM-4518 bzw,
NLM-233, Saint-Aubin) bezogen. Lactose-[**N,]-Ureid (**N,-LU) wurde aus [*°*N, *N]-Urea
und Lactose vom Institut flir organische Chemie der Justus-Liebig-Universitat Giel3en (Prof.
Maison) nach Schoorl (1903), modifiziert nach Hofmann (1931), synthetisiert. Zur Herstellung
einer Trinklésung wurden zu jedem Messtag je Probandin 500 mg **C-LU und 75 mg *°N,-LU
in 100 ml Wasser (Aqua ad iniectabilia, Baxter, Unterschleil3heim) im Ultraschallbad geldst

und in 100 ml verschlieBbaren Braunglasflaschen bereitgestellt.

3.1.3 Studienteilnehmer

An der Studie nahmen 30 weibliche Probandinnen im durchschnittlichen Alter von 25+1
Jahren (23-27 Jahren) und einem mittleren Body Mass Index (BMI) von 21,2+2,4 kg/m?
(18,2-28 kg/m?) teil. Anthroprometrische Daten der einzelnen Probandinnen sind im Anhang
A-1 aufgeftihrt. Die Probandinnen wurden Uber den Inhalt und Ablauf der Studie sowie
mdgliche Risiken aufgeklart. Voraussetzung fur eine Teilnahme war die Abgabe einer
schriftlichen Einverstandniserklarung. Alle Probandinnen waren zu Interventionsbeginn
gesund und hatten in den letzten 3 der Untersuchung vorausgehenden Monaten weder

Vitaminpraparate noch Medikamente eingenommen.
3.1.4 Studiendesign

Es handelte sich um eine Doppeltblind-Studie in drei Durchgéngen, randomisiert und
Placebo-kontrolliert, Uber jeweils 14-tdgige Interventionsabschnitte mit jeweils
vorgeschalteten 10-tdgigen Washoutabschnitten. Die Probandinnen erhielten wahrend der
Interventionsabschnitte taglich 330 ml eines der Testgetranke zum Frihstlick. Nach den
Interventionsabschnitten folgte ein 4-tagiger ,Nullabschnitt, in dem die Probandinnen keinen
Einschrankungen in der Ernahrung unterlagen (siehe Studiendesign Abb. 3-1).

Wahrend des gesamten Studienzeitraums, ausgenommen die 4-tagigen ,Nullabschnitte,
unterlagen die Probandinnen Ernahrungsrichtlinien, die eine anthocyan- und polyphenolarme
Erndhrung gewahrleisten sollten. AufRerdem war es nicht erlaubt, Lebensmittel
aufzunehmen, bei denen ein Einfluss auf die intestinale Mikrobiota zu erwarten war. Hierzu
zahlten neben ballaststoffreichen Lebensmitteln auch pro- und prabiotische Produkte. Die
Probandinnen erhielten dazu eine Liste, in der ,erlaubte” ,eingeschrankt erlaubte* und

.verbotene* Lebensmittel eingeordnet waren (siehe Anhang A-2).
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3.1.5 Messtage

An den Messtagen wurde den Probandinnen jeweils vor und nach den Interventions-
abschnitten die **C- und *>N,-LU Trinklésung oral verabreicht. Vor der Einnahme von **C-LU
und N,-LU wurde von jeder Probandin jeweils eine Atemgas- und Urinprobe zur
Bestimmung der Basiswerte von *CO, im Atem und der **C- und **N- Anreicherung sowie
der p-Kresolausscheidung im Urin gesammelt. Nach Aufnahme von *C-LU und "*N,-LU
wurden an den Messtagen Uber einen Zeitraum von 36 Stunden Atemgasproben zu

folgenden Zeitpunkten gesammelt:

- Direkt vor Aufnahme von **C-LU und *N,-LU (Basiswert)
- Nach Aufnahme von **C-LU und *N,-LU:

o Nach 6 Stunden

0 Stundlich zwischen 6-24 Stunden

o Nach 30 Stunden

o Stundlich zwischen 30-36 Stunden

Urinproben wurden tber 30 Stunden in folgenden Fraktionen gesammelt:

- Direkt vor Aufnahme von **C-LU und *N,-LU (Basiswert)
- Nach Aufnahme von *C-LU und **N,-LU in den Fraktionen:

o 0-6,6-9,9-12, 12-15, 15-18, 18-21, 21-24, 24-30 Stunden

Eine Ausnahme stellt Messtag 1 dar, an dem uber 30 Stunden Atemgas- und Uber 24
Stunden Urinproben gesammelt wurden.

Zu jedem Messtag entnahmen die Probandinnen aufRerdem jeweils zwei Stuhlproben, eine
innerhalb der letzten 48 Stunden vor und eine innerhalb von 48 Stunden nach Einnahme
des *3C- und N,-markierten Lactoseureids (siehe Studiendesign Abb. 3-1). Diese dienten
zur mikrobiologischen Untersuchung (Medizinische Mikrobiologie des Universitatsklinikum
Giellen Marburg, Standort GieRen, Prof. Domann) und zur Bestimmung der kurzkettigen
Fettsauren, des pH-Wertes und der Gesamtkeimzahl.

Die Probandinnen wurden angewiesen, sich an den 6 Messtagen mdglichst ,standardisiert*
zu ernahren. Die Mittagsmahlzeit bestand aus einem Nudelgericht, einer Beilage (Salat oder
Nachtisch) und einem Getrank und wurde jeweils in der Mensa der Universitat Giel3en (Otto-
Egerheim) um 12:30 Uhr eingenommen. Dabei wurden die Erndhrungsrichtlinien (sieche A-2)
der Studie beriicksichtigt. Ein detaillierter Ablaufplan zur Durchfihrung eines Messtages

wurde den Probandinnen ausgehé&ndigt und ist im Anhang beigefugt (siehe A-3).
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Abb. 3-1 Studiendesign der Humanstudie I, Interventi  onsstudie (MT = Messtag, Testgetrank 1 = Smoothie,
Testgetrank 2 = Saft, Testgetrank 3 = Placebo)

3.1.6 Probenmanagement

Vor Studienbeginn erhielten alle Probandinnen eine Einweisung zur Sammlung der
Atemgas-, Urin- und Stuhlproben und detaillierte Anweisungen zum Messtag durch einen

ausgehandigten Ablaufplan (siehe A-2).
3.1.6.1 Atemgasproben

Die Sammlung der Atemgasproben erfolgte in Glasréhrchen mit einem Gummistopfen (BD
Vacutainer). Die Probandinnen pusteten dazu durch einen Strohhalm zu den
entsprechenden Zeitpunkten fir 1-2 Sekunden in das Glasréhrchen. Dieses wurde sofort mit
dem Gummistopfen fest verschlossen, bei der Studienleitung abgegeben und bis zur
Analyse bei Raumtemperatur gelagert.

3.1.6.2 Urinproben

Die Probandinnen sammelten den gesamten Urin jeder Fraktion in verschlieBbaren
Polypropylen-SammelgefaRen mit 1,5 Liter Volumen (Thermo Fisher Scientific,
Langenselbold), die bis zum jeweiligen Fraktionsende gekihlt gelagert wurden. Am Ende

jeder Sammelfraktion sollte die Blase komplett entleert werden. Mit einem Messzylinder

32



Material und Methoden

wurde das gesamte Urinvolumen der jeweiligen Fraktion bestimmt. Von jeder Urinfraktion
wurden funf Aliquots von ca. 15 ml in SzintillationsgefaRe (Neolab, Heidelberg) geflillt, bei
der Studienleitung abgegeben und bis zur Analyse bei -20 °C gelagert. Der Rest jeder
Urinfraktion wurde verworfen, sodass das Sammelgefal fur die jeweils folgende Urinfraktion
genutzt werden konnte.

Zur einfacheren Handhabung fir spatere Analysen wurden alle Urinproben in jeweils flnf
Reaktionsgefalie (1,5 ml, Eppendorf, Bertzdorf) aliquotiert und bis zur Messung bei -20 °C
aufbewahrt.

Zur Verkurzung des Messzeitraums am Elementaranalysator wurden die einzelnen zwischen
6-24 Stunden nach Aufnahme des **C-LU und **N,-LU gesammelten Urinfraktionen gepoolt.
Demnach wurden die Gehalte an C, **C, N und **N in den Urinfraktionen 0-6, 6-24 und 24-
30 Stunden bestimmt.

3.1.6.3 Stuhlproben

Die Probandinnen wurden angewiesen, direkt nach dem Stuhlgang mit dem Probenléffel ein
moglichst grofl3es Volumen des frischen Stuhls in zwei der ausgehandigten Stuhlréhrchen mit
Schraubverschluss (Sarstedt, Nurnbrecht) zu fullen. AnschlieBend sollten die Rohrchen
sofort fest verschlossen werden. Bis zur Abgabe bei der Studienleitung und spéteren
Analyse wurde eines der beiden Rohrchen tiefgefroren (ca. -20 °C) und das andere im
Klhischrank (ca. 2-8 °C) aufbewahrt. Die tiefgefrorenen Stuhlproben dienten zur
Bestimmung der kurzkettigen Fettsauren, des pH-Wertes und der Trockenmasse, wahrend
die gekuhlten Proben zur mikrobiologischen Untersuchung (Medizinische Mikrobiologie der
Justus-Liebig-Universitat Giel3en, Prof. Domann) und zur Bestimmung der Gesamtkeimzahl

verwendet wurden.
3.2 Humanstudie Il

In Humanstudie Il sollte der ,kurzfristige* Effekt der Testgetranke mit unterschiedlichem
Anthocyan- und Ballaststoffgehalt auf mikrobielle Fermentationsprozesse im Colon des
Menschen mit *C-LU und N,-LU untersucht werden. Sie wurde im Rahmen einer
Bioverfugbarkeitsstudie zu Anthocyanen durchgefuhrt und konnte aufgrund des
Studiendesigns gleichzeitig zur Untersuchung mdoglicher kurzfristiger Effekte" der
Testgetrdnke aus Humanstudie | auf die intestinale Mikrobiota und fir weitere Informationen
zur in vivo-Metabolisierung von 'C-LU und ™N,-LU genutzt werden. Da keine
Stuhlprobensammlung und p-Kresol-Bestimmung im Urin vorgesehen war, beschrénkten
sich die Daten auf die **CO,-Abatmung und die C, **C, N und *°N-Ausscheidung im Urin. Die

Studie wurde vor Beginn von der Ethikkommission des Fachbereichs Medizin der Justus-

33



Material und Methoden

Liebig-Universitat GieRen auf deren Unbedenklichkeit geprift und genehmigt (Vorlage-Nr.
31/10).

3.2.1 Testgetranke und *C-LU und ®N,-LU

Im Rahmen der Humanstudie Il dienten der anthocyan- und ballaststoffreiche Traube-
Heidelbeer-Smoothie und der anthocyanreiche und ballaststoffarme Traube-Heidelbeer-
Saft als Testgetrdnke (Abschnitt 3.1.1). Die **C-LU und **N,-LU Trinklésung wurde wie in
Humanstudie | hergestellt (Abschnitt 3.1.2).

3.2.2 Studienteilnehmer

An der Studie nahmen 5 weibliche und 5 mannliche Personen im Alter von 23-27 Jahren teil.
Sie wurden Uber den Inhalt und Ablauf der Studie sowie mdgliche Risiken aufgeklart.
Voraussetzung fir eine Teilnahme war die Abgabe einer schriftlichen
Einverstandniserklarung. Alle Probandinnen und Probanden waren zu Interventionsbeginn
gesund und hatten in den letzten 3 der Untersuchung vorausgehenden Monaten weder

Vitaminpraparate noch Medikamente eingenommen.
3.2.3 Studiendesign

Es wurde eine randomisierte Doppeltblind-Studie durchgefuhrt. Eine Versuchsperiode
umfasste 8 Tage. Wahrend 7 Tagen vor Beginn des Tests und am Messtag unterlagen die
Probanden den Erndhrungseinschrankungen wie in Humanstudie | (Abschnitt 3.1.4), d.h., es
durften weder anthocyan-, polyphenol- und ballaststoffreiche Lebensmittel noch pro- und

prabiotische Lebensmittel eingenommen werden (Anhag A-2).
3.2.4 Messtag

Nach der Gewinnung einer Urin- und Atemgasprobe zur Bestimmung der Nidchternwerte
erhielten die Probandinnen und Probanden am Messtag (Tag 8) je 330 ml des Testgetrankes
zusammen mit 500 mg **C-LU und 75 mg **N-LU als Trinklésung oral verabreicht.

Nach Aufnahme des Testgetrankes und von C-LU und *°N,-LU wurden iber einen

Zeitraum von 30 Stunden Atemgasproben zu folgenden Zeitpunkten gesammelt:

- Direkt vor Aufnahme von **C-LU und *N,-LU (Basiswert)
- Nach Aufnahme von **C-LU und **N,-LU:

o Stundlich bis 15 Stunden

o0 Nach 24 Stunden

o Stundlich zwischen 24-30 Stunden

Urinproben wurden tber 24 Stunden in folgenden Fraktionen gesammelt:
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- Direkt vor Aufnahme von **C-LU und **N,-LU (Basiswert)
- Nach Aufnahme von *C-LU und **N,-LU in den Fraktionen:
o 0-3, 3-6, 6-9, 9-12, 12-15, 15-24 Stunden

Jede Probandin und jeder Proband erhielt jeden Saft in zwei getrennten
Untersuchungsperioden. AuRerdem wurde der ,Niichternstoffwechsel“ von **C-LU und *°N-

LU ohne gleichzeitige Zufuhr eines Testgetrédnkes an einem weiteren Messtag untersucht.

Versuchstag Washout Versuchstag

1

> Tage

I .
I i

Stunden

>
LIPlILIIII S P /1S PSS/
0 123456 7 8 9101112131415 24 2526 27 28 29 30
v v v U ©U ©U ©
\. J

/‘Atemgasproben © Urinproben

Abb. 3-2 Studiendesign der Humanstudie Il (MT = Messtag. Testgetrank 1 = Smoothie, Testgetrank 2 = Saft)

3.2.5 Probenmanagement

Die im Rahmen der Humanstudie Il gesammelten Atemgas- und Urinproben wurden wie in
Humanstudie | und in Abschnitt 3.1.6.1 und 3.1.6.2 beschrieben, behandelt.

3.3  Analytik

3.3.1 Atemgasproben

Die Bestimmung der **C-Anreicherung in den Atemgasproben erfolgte {iber die Analyse des
*5C0O,/**CO,-Verhéltnisses in den Atemgasproben mittels Isotopenverhaltnis-Massen-
spektrometrie (GC/IRMS; Versuchsprinzip siehe Abschnitt 3.3.2. ,Versuchsprinzip EA-
IRMS*) mit vorgeschalteter Gaschromatographie. Uber das Tragergas Helium wurden die
Atemgasproben gaschromatographisch aufgetrennt und anschlieRend die Massen 44
(1201602)’ 45 (1301602; 120160170) und 46 (120160180’ 13C16017Q, 120170170) im IRMS
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detektiert. Die Berechnungen zum Ausschluss der seltenen Sauerstoffisotope (Craig-
Correction; Craig, 1957) erfolgten durch Geréatesoftware. Das resultierende
Isotopenverhdaltnis wird als Verhaltnis des schweren zum leichten Isotop (**C/**C)
ausgedruckt und als Deltawert (8) in Promille (%o) gegeniiber dem Referenzstandard vPDB
(virtual Pee Dee Belemnite) mit dem Isotopenverhéltnis 8'°C,pps = 0,0112372 angegeben.
Die fur jede Messung verwendeten Hausstandards wurden mit Hilfe der IAEA-Standards
(International Atomic Energy Agency, Wagramer Strasse 5, A-1400 Vienna, Austria; CHgs und
CHs) gegen die Referenzen kalibriert.

Das C-Isotopenverhaltnis ist definiert als:

13 13
RSa - RvPDB

o) 13C17PDB [%0] = x 1000

3
R‘UPDB

Bedeutung der Symbole:

13: C-Isotop mit der Masse 13
Rea:  C/(*2C + *C) in der Probe
Rveos: “C/(*?C + *C) in der Referenz (0,0112372)

Geréte und Hilfsmittel

- GC (Microgas GC, GV Instruments, Wytenshave UK)

- Helium, Stickstoff und Sauerstoff jeweils = 99,999 % (Air Liquide, Dusseldorf und
Praxair, Disseldorf)

- Isotopenverhaltnis-Massenspektrometer (Isoprime, GV Instruments, Wytenshave UK)

- Wasserfreies Kohlendioxid = 99,999 % (Air Liquide, Dusseldorf und Praxair,

Dusseldorf)

Tab. 3-2 Bedingungen der gaschromatographischen Tre  nnung zur Bestimmung des  *C0.*CO,-
Verhéltnisses in Atemgasproben

Saule GC GVi ygas

Tragergas Helium

Tragergasdruck 26 psi

]!Tlussrate Probe (Sample 3 psi
ush) (He)

F?rfee/rlg)tgzgperatur (GO) 100/80 °C

Analysenzeit 330 sec
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Die '*CO,-Atemgasanalysen wurden hinsichtlich des Zeitpunkts der maximalen **CO,-
Anreicherung im Atemgas nach Aufnahme von '*C-LU an den einzelnen Messtagen

ausgewertet.

3.3.2  Urinproben

3.3.2.1 Cund N, ®*Cund N
CundN

Die Bestimmung der renalen C- und N-Ausscheidung in den gesammelten Urinfraktionen
erfolgte mittels Elementaranalyse, gaschromatographischer Trennung der Verbrennungs-
gase und deren Detektion am Warmeleitfahigkeitsdetektor. Zur Bestimmung des **C- und
®N-Gehalts in den Urinproben wurden die Massen der Verbrennungsgase quantitativ im

Massenspektrometer, das an den Elementaranalysator (EA) gekoppelt war, detektiert.

Versuchsprinzip fur die Elementaranalyse und das Is  otopenverhéltnis im
Massenspektrometer (EA — IRMS)

Die Elementaranalyse ist eine Verbrennungsanalyse, die zur Untersuchung der
Zusammensetzung einer Probe beziglich ihrer Kohlenstoff- und Stickstoffanteile genutzt
werden kann. Hierbei wird in einer Heliumatmosphare die in Zinnkartuschen eingewogene
Probe in einem Oxidationsreaktor, gefullt mit katalytisch aktiven Metallverbindungen, bei ca.
1030 °C verbrannt. Kohlenstoff wird unter Sauerstoffzugabe vollstandig zu CO,, Stickstoff zu
verschiedenen Stickoxiden (NO,) oxidiert. Die Verbrennungsgase werden anschlieRend tber
das Tragergas Helium zum Reduktionsreaktor geleitet, der elementares Cu enthalt. Hier
werden bei ca. 650 °C die Stickoxide NO, vollstandig zu elementarem Stickstoff N, reduziert.
In der darauf folgenden Wasserfalle wird Wasser mit Hilfe von Mg(ClO,), gebunden. Die
Verbrennungsgase CO, und N, werden in einer gaschromatographischen Séaule von
Oxidationsprodukten weiterer Urinbestandteile (z.B. Schwefel) gereinigt und aufgetrennt.
AnschlieRend wird mittels Warmeleitfahigkeitsdetektor (TCD) der C- und N- Gehalt der Probe
guantitativ gegen eine Eichreihe bestimmt (Abb. 3-2).

Zur Bestimmung des Isotopenverhaltnisses von “*C/(**C + **C) und ®N/(**N + N) in der
Probe folgt die weitere Analyse eines Aliquots der Verbrennungsgase im Anschluss an den
TCD im Isotopenverhaltnis-Massenspektrometer (IRMS). Im IR-Massenspektrometer werden
die Gasmolekile in einem Elektron-Emissionsstrom ionisiert und durch ein angelegtes
elektrisches Feld in einem Flugrohr beschleunigt. Beim Durchlaufen eines Magnetfeldes
werden die lonen aufgrund verschiedener Massen unterschiedlich stark abgelenkt, bevor sie

auf lonenkollektoren treffen, die die Anzahl der verschiedenen lonen registrieren (Abb. 3-3).
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Abb. 3-3 Schematische Darstellung eines Elementarana lysators gekoppelt an ein Isotopenverhaltnis-
Massenspektrometer (EA-IRMS): Uber den Autosampler wird die Probe in den Elementaranalysator (EA)
aufgegeben und im Oxidationsreaktor verbrannt. Die Verbrennungsgase passieren anschlielend den
Reduktionsreaktor und die Wasserfalle, bevor sie im Gaschromatographen (GC) aufgetrennt werden. Uber einen
Split wird dann ein Aliquot in das Massenspektrometer geleitet, wo fiir C die Massen 44, 45 und 46 und fur N die
Massen 28, 29 und 30 detektiert werden.

Das C-Isotopenverhéltnis in den Verbrennungsgasen der Urinproben wurde wie bei den
Atemgasproben (siehe Abschnitt 3.2.1 ,Atemgasproben”) bestimmt und berechnet. Analog
dazu erfolgte zur Bestimmung des N-Isotopenverhéltnisses die Detektion der Massen 28
(MN/MN), 29 (**'N/®N) und 30 (**N/*N) im IRMS. Fir das N-Isotopenverhaltnis diente
atmospharischer Stickstoff mit 5Nt = 0,0036765 als Referenzstandard. Die fiir jede
Messung verwendeten Hausstandards wurden mit Hilfe der IAEA-Standards (International
Atomic Energy Agency, Wagramer Strasse 5, A-1400 Vienna, Austria; CHg und CHj3; bzw.
310 und 311) gegen die Referenzen kalibriert.
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Das N-Isotopenverhatnis wurde folgendermalf3en berechnet:

15 15
RSa - RLuft

8 BNy [%0] = x 1000

15RLuft

Bedeutung der Symbole:

15: N-Isotop mit der Masse 15
Rea:  “N/(*N + N) in der Probe
Rupoe: N/(**N + N) in der Referenz (0,0036765)

Reagenzien

- Chromosorb (Hekatech, Wegberg)
- Harnstoff (Carl Roth GmbH, Karlsruhe)
- Magnesiumperchlorat (Hekatech, Wegberg)

Gerate und Hilfsmittel

- Analysenwaage BP 211 D (Sartorius, Géttingen)

- Eurovector EA (Hekatech GmbH, Wegberg)

- Helium, Stickstoff und Sauerstoff jeweils = 99,999 % (Air Liquide, Dusseldorf und
Praxair, Dusseldorf)

- Isotopenverhéltnis-Massenspektrometer (Isoprime, GV Instruments, Wytenshave UK)

- Pipetten (Eppendorf, Bertzdorf)

- Verschliel3system mit Platte @ 5 mm (Hekatech GmbH, Wegberg)

- VerschlieBwerkzeug (Hekatech GmbH, Wegberg)

- Wasserfreies Kohlendioxid = 99,999 % (Air Liguide, Disseldorf und Praxair,
Dusseldorf)

- Zinnkartuschen fur Feststoffe 5 x 9 mm (Hekatech GmbH, Wegberg)

Versuchsdurchfiihrung

Die Urinproben wurden schonend bei ca. 8 °C aufgetaut. Als Adsorbent fur die flissigen
Urinproben wurden anschlieend 5-7 mg Chromosorb mit dem Spatel in eine Zinnkapsel
eingewogen und 15-20 ul der Urinprobe hinzupipettiert. Das genaue Gewicht der Einwaage
wurde notiert, die Kapsel mit dem VerschlieBwerkzeug und der Pinzette fest verschlossen

und anschlieBend der C- und N-Gehalt mittels Elementaranalyse bestimmt (Tab. 3-3).

39



Material und Methoden

Tab. 3-3 Bedingungen der Elementaranalg/se und gaschr  omatographischen Trennung zur Bestimmung
des C- und N-Gehalts und der **C- und **N-Anreicherung in Urinproben

Gerat Eurovector EA mit IRMS (**C- und **N-Bestimmung)
Tragergas Helium

Tragergasdruck 41 kPa

Flussrate Tragergas 90 ml/min

Oxidationsreaktor

Chromoxid, Wolframoxid, Hekatech, 1030 °C

Oxidationsmittel

Sauerstoff

Reduktionsreaktor

Kupfer, Hekatech, 650 °C

Wasserfalle Magnesiumperchlorat
Saule GC (EA) Hekatech

Ofentemperatur (GC) 80 °C

Detektor Warmeleitfahigkeitsdetektor
Analysenzeit C und N 330 sec

Analysenzeit **C und N 350 sec

Die Bestimmung des C- und N-Gehalts in den Urinproben erfolgte in Dreifachbestimmung
anhand der Flache unter der Kurve mittels Eichgerade. Zur Erstellung der Eichgeraden
diente Harnstoff als Standard, wobei der C- und N-Gehalt (X-Achse) gegeniber der
Peakflache (Y-Achse) aufgetragen wurde. Uber die Geradengleichungen der

Ausgleichsgerade konnte der prozentuale C- und N-Gehalt der Urinproben folgendermafien

berechnet werden:

Stickstoff: y = 270087 x + 666,920 - x =100 X

(y—666,92)
270087

Stickstoff [%6] = ————=> (/=666.92)
Einwaage Probe (mg) 270087
Kohlenstoff: y = 758173 x + 1503 > x =100 x LB
758173
Kohlenstoff [%] = — 100 x Y=1503)
Einwaage Probe (mg) 758173
Bedeutung der Symbole:
y: Flache unter der Kurve fur C bzw. N

X: C bzw. N in mg
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Abb. 3-4 Eichgerade fur C und N in Harnstoff am Eleme  ntaranalysator

Der Korrelationskoeffizient der Eichgeraden lag fur C bei 0,997 und fir N bei 0,998. Damit

wurde die Messung als hinreichend genau angenommen.
¥C und N

Die Bestimmung des **C- und **N-Gehalts in den Urinproben erfolgte analog zur C- und N-
Bestimmung mittels Elementaranalyse und angeschlossenem Isotopenverhaltnis-
Massenspektrometer (Tab. 3-3). Die Urinproben wurden behandelt wie in Abschnitt 3.2.2.1
beschrieben, mit dem Unterschied, dass nur 1-2 mg Chromosorb und 2-3 pl der Urinproben
eingewogen wurden und die Detektion der Massen 44, 45 und 46 fir CO, und die Massen

28, 29 und 30 fur N, im Massenspektrometer erfolgte.
Berechnungen

Uber den jeweils bestimmten Delta-Wert wurde das *C/(**C+'*C)-Verhdltnis in den
Urinproben zum Referenzstandard &2Cypps und das N/(**N+®N)-Verhaltnis zum
Referenzstandard 8'°N,.; berechnet. Die basale **C- und N-Ausscheidung im Urin wurde
an jedem Messtag fiir jede Probandin in der Urinprobe vor Einnahme von **C-LU und **N,-

LU bestimmt. Alle folgenden Urinproben wurden jeweils um diesen Wert bereinigt.
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Die absolute renale *C-Exkretion errechnete sich aus folgenden Formeln:

13 o 3Rsa— *Rypps
0 CUPDB[/OO] =185, x 1000
RypDB
9 _ dsa x 13R1JPDB 13 Sbasis X 13R1JPDB 13
13Rsa = | (500" ) + “Roeos | = ( (1000 ) + *Roros

13C [mg] = Rsa X C [%] x Urinvolumen [L] x 10000

Bedeutung der Symbole:

C [%]: prozentualer C-Gehalt Probe

osa: Isotopenverhaltnis Probe

dbasis: Isotopenverhéltnis Basiswert Urinprobe

Rsa: B3¢c/(**c + °C) Probe

Ruppos:  °C/(*?C + *C) vPDB - 8"C,pps = 0,0112372

Die absolute renale *>N-Exkretion errechnete sich nach folgender Formel:

8 15N, pe[Yh0] = —R5a= “Ruure o 1000
Lufel 7001 = 5Rrufe
N 5 [ (8saxRpypt 15 8basis X "Ryy st 15
15Rsa = —1000 + RLuft - —1000 + RLuft

®N [mg] = Rs x N [%] x Urinvolumen [L] x 10000

Bedeutung der Symbole:

osa: Deltawert Probe

Obasis: Deltawert Basiswert Urinprobe

N [%]: prozentualer N-Gehalt Probe

Rsa: BN/(*N + N) Probe

Rue:  PN/(N + ®N) Luft > 8N = 0,0036765

Zur Berechnung der prozentualen Ausscheidung im Urin wurden die in Urinproben
vorhandenen absoluten Mengen der Isotope in Beziehung zur absolut verabreichten Menge

des Isotops in Form von **C-LU und *N,-LU gesetzt:

X [%] — Menge der prozentualen,renalen Exkretion 13C/15N[mg] % 100
Verabreichte Dosis 13C/15N[mg]

3.3.2.2 p-Kresol

Die Bestimmung von p-Kresol in den Urinproben erfolgte mittels gekoppelter

Gaschromatograhie-Massenspektrometrie (GC/MS).
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Reagenzien

- Wasser, CHROMASOLV Plus, HPLC Grad (Sigma und Aldrich GmbH, (Fluka),
Steinheim)

- Essigsaureethylester =2 99 %, LC-MS Grad (Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe)

- Natriumsulfat, wasserfrei = 99 % p.a., ACS, gekérnt (Carl Roth GmbH & Co. KG,
Karlsruhe)

- Schwefelsaure 98 %, (Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe)

Gerate und Hilfsmittel

- Alufolie

- Becherglaser, Glas

- GC (Agilent 6890N) mit MSD (Agilent 5973)

- Glas-Vials 2 ml, clear standard opening (8 mm) screw top vials (Agilent Technologies,
Waldbronn)

- Laborwaage (Sartorius, Gottingen)

- Pipetten (Eppendorf, Bertzdorf)

- Reaktionsgefalie, 2 ml, Safe-Lock-Tubes (Eppendorf, Bertzdorf)

- Reax top Vortexer (Heidolph Instruments, Schwabach)

- Thermomixer compakt (Eppendorf, Bertzdorf)

- TPX Kurzgewindeflasche 32 x 11,6 mm mit integriertem 0,2 ml Glas-Mikroeinsatz, 15
mm Spitze (IVA Analysentechnik e.K., Meerbusch/Dusseldorf)

- TPX Kurzgewindeschraubkappe, 9 mm PP, transparent mit Loch, Silikon weil3/PTFE
rot, 55° shore A, 1,0 mm (IVA Analysentechnik e.K., Meerbusch/Diisseldorf)

- Zentrifuge (Hettich, Tuttlingen)

Versuchsdurchfiihrung

Die Urinproben wurden zundchst schonend im Kihlschrank aufgetaut und anschlieRend 425
pl Urin in ein 2 ml Reaktionsgefald pipettiert. Zur Deproteinierung und Hydrolysierung
konjugierter Phenole wurden 50 pl Schwefelsdure hinzugegeben und die Probe fir 30 min
bei 90 °C im mit Alufolie abgedeckten Thermomixer inkubiert. Nach Abkihlen auf
Raumtemperatur wurde die Probe zum Ausschiitteln des p-Kresols mit 150 pl Ethylacetat
versetzt und fir ca. 10 Sekunden mit dem Vortex-Ruttler durchmischt. Zur Phasentrennung
folgte ein Zentrifugationsschritt fir 20 min bei 21 °C und 1550 x g. Wéahrenddessen wurde
ein gehaufter Mikroloffel Natriumsulfat in ein Glas-Vial gegeben. Nach der Zentrifugation
wurden 100 pl Uberstand (oberste Schicht — Ethylacetat) abgenommen und zum Trocknen in
das Glas-Vial mit Natriumsulfat pipettiert. Nach der Trocknung wurden ca. 40 pul der

Probenldsung in eine TPX-Kurzgewindeflasche dberfiihrt und mittels GC/MS analysiert.
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Nicht sofort gemessene Proben wurden tiefgekihlt bei -20 °C zwischengelagert. Tabelle 3.4

zeigt die verwendeten GC/MS-Bedingungen.

Tab. 3-4 GC/MS — Bedingungen zur Bestimmung von p-Kr  esol in Urinproben

Gerét GC (Agilent 6890N) mit MSD (Agilent 5973)
DB-5MS, (Durchmesser: 0,25 mm; Lange:
Saule 30 m; Filmdicke: 0,25 um) (Agilent

Technologies, Waldbronn)

Tragergas/Flussrate Helium/1 ml/min

1 pl (10 ul Spritzen Gold/Teflon (Agilent

Injektionsvolumen Technologies, Waldbronn))

Injektionstemperatur 250 °C
Helium
) , Verdinnungsfaktor 5:1
Verdinnung/Split Druck: 8,59 psi

Splitfluss: 4,9 ml/min
Gesamtfluss: 8,4 mli/min

Starttemperatur: 70 °C
Temperaturrate 1: 22,5 °C/min
Finale Temperatur 1: 175 °C
Isotherme 1: 1,17 min

Temperaturprogramm GC Temperaturrate 2 25 OC/mIn
Finale Temperatur 2: 150 °C

Isotherme: 0 min

Temperaturrate 3: 30 °C/min
Finale Temperatur 3: 70 °C
Isotherme 3: 0 min

Analysenzeit GC 10 min

Start: 5,33 min

Massenanalysator: Quadropol
Massenspektrometer lonisation: Electron Impact

Scanrate: 0,5 sec/Scan
Massenbereich: SIM Modus: m/z 107

Die nach GC/MS ausgegebenen Peakflachen wurden mittels Eichgerade in die p-Kresol—-
Konzentration (mg/l) in den Urinproben umgerechnet. Zur Erstellung der Eichgeraden wurde
p-Kresol in verschiedenen Konzentrationsstufen in Wasser geldst und mittels GC/MS
analysiert. Die Berechnung der p-Kresol-Konzentration erfolgte mit der Software
Chemstation, Version D.01.02.16 (Agilent Technologies, Waldbronn).
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Abb. 3-5 Eichgerade fir p-Kresol in Wasser am GC/MS

Der Korrelationskoeffizient der Eichgeraden lag bei 0,999 und wurde als hinreichend genau
angenommen. Zur Auswertung wurde die kumulative p-Kresol-Ausscheidung in den 0-6 h, 6-

24 h und 24-30 h gesammelten Urinfraktionen berechnet.
3.3.3 Stuhlproben

3.3.3.1 Trockensubstanz

Geréate und Hilfsmittel

- Laborwaage (Sartorius, Géttingen)

- Trockenschrank (Memmert, Schwabach)
Versuchsdurchfihrung

Zur Bestimmung der Trockensubstanz wurden nach erstem Zentrifugationsschritt die
Ruckstande der nicht zur Analyse auf kurzkettige Fettsduren benotigten Stuhlproben (siehe
Abschnitt 3.3.3.3) verwendet. Dazu wurden zwischen 0,1-1,8 g (je nach vorhandenem
Volumen) der frischen Stuhlprobe im Zentrifugenréhrchen bei 95 °C im Trockenschrank bis

zur Gewichtskonstanz getrocknet und der Riickstand durch Differenzwagung ermittelt.
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3.3.3.2 pH-Wert
Gerate und Hilfsmittel
- Labor-pH-Meter inolab Level 1 (WTW, Weilheim)

Versuchsdurchfiihrung

Die Messung des pH-Wertes der Stuhlproben erfolgte in den aufgetauten Stuhlproben vor
der Aufarbeitung zur Bestimmung der kurzkettigen Fettsduren (siehe Abschnitt 3.3.3.3) mit

einem Digital-pH-Meter nach vorheriger Eichung.

3.3.3.3 Kurzkettige Fettsauren

Zur Bestimmung kurzkettiger Fettsauren wurden alle Stuhlproben nach denselben Verfahren
aufgearbeitet. Zur Messung wurden zwei gaschromatographische Methoden mit
unterschiedlicher Detektion angewandt. Acetat, Propionat und Butyrat wurden nach
gaschromatographischer  Auftrennung  massenspektrometrisch  detektiert  (GC/MS).
Isobutyrat, Isovalerat und Valerat wurden in getrennten Stuhlproben gaschromatographisch

mittels Flammenionisationsdetektor analysiert.
Reagenzien

- 2-Methyl-Valeriansaure (Sigma und Aldrich GmbH, (Fluka), Steinheim)
- Bidestilliertes Wasser
- Chromasolv for HPLC (Sigma und Aldrich GmbH, (Fluka), Steinheim)

Gerate und Hilfsmittel

- GC (Agilent 6890N) mit MSD (Agilent 5973)

- Laborwaage (Sartorius, Gottingen)

- Pipetten (Eppendorf, Bertzdorf)

- Reaktionsgefalie, 2 ml, Safe-Lock-Tubes (Eppendorf, Bertzdorf)

- Reax top Vortexer (Heidolph Instruments, Schwabach)

- Shimadzu GC 14B (Shimadzu Europa, Duisburg)

- TPX Kurzgewindeflasche 32 x 11,6 mm mit integriertem 0,2 ml Glas-Mikroeinsatz, 15
mm Spitze (IVA Analysentechnik e.K., Meerbusch/Dusseldorf)

- TPX Kurzgewindeschraubkappe, 9 mm PP, transparent mit Loch, Silikon wei3/PTFE
rot, 55° shore A, 1,0 mm (IVA Analysentechnik e.K., Meerbusch/Diisseldorf)

- Zentrifuge (Hettich, Tuttlingen)

- Zentrifugenréhrchen aus Polypropylen mit Schraubverschluss 13 ml, 16 x 100 mm,
(Neolab, Heidelberg)
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Versuchsdurchfiihrung

Zur Bestimmung der kurzkettigen Fettsduren wurden die tiefgefrorenen Stuhlproben Uber
Nacht schonend im Kihlschrank aufgetaut. 0,1-1,8 g frischer Stuhl (je nach gesammeltem
Volumen) wurden anschliel3end in ein Zentrifugenréhrchen eingewogen, das Gewicht notiert
und mit dem doppelten Volumen bidestilliertem Wasser versetzt (Verhéltnis Stuhl:Wasser =
1:2). AnschlieBend wurden die Stuhlproben kraftig geschiittelt, 2 min gevortext und fir 10
min bei Raumtemperatur und 3900 x g zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen und
in ein neues Zentrifugenréhrchen gegeben, kraftig geschuttelt, 2 min gevortext und 1-2 ml in
ein 2 ml Reaktionsgefal} tiberfuhrt. Es folgte ein weiterer Zentrifugationsschritt fir 10 min bei
Raumtemperatur und 10000 x g. Der Uberstand wurde anschlieBend in eine TPX-
Kurzgewindeflasche pipettiert, diese sofort verschlossen und es folgte die
gaschromatographische Trennung und massenspektrometrische Detektion der kurzkettigen
Fettsauren Acetat, Propionat und Butyrat (siehe Tabelle 3-5). Die Konzentrationsbestimmung
dieser kurzkettigen Fettsduren erfolgte anhand der Flache unter der Kurve mittels

Eichgeraden, wobei der Mittelwert aus drei Messungen je Probe errechnet wurde.
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Tab. 3-5 Gaschromatographische und massenspektromet  rische Bedingungen zur Bestimmung von
Acetat, Propionat und Butyrat in Stuhlproben

Gerat GC (Agilent 6890N) mit MSD (Agilent 5973)
) HP-Innowax (Durchmesser: 0,25 mm,;
Saule Lange: 30 m; Filmdicke: 0,25 um) (Agilent
Technologies, Waldbronn)
Tragergas/Flussrate Helium/1 ml/min

1 pl (10 ul Spritzen Gold/Teflon (Agilent

Injektionsvolumen _
Technologies, Waldbronn))

Injektionstemperatur 250 °C
Helium
, , Verdunnungsfaktor: 1:1
VerdUnnung/Split Druck: 7,57 psi

Splitfluss: 1 ml/min
Gesamtfluss: 4,5 mli/min

Starttemperatur: 70 °C
Temperaturrate 1: 15 °C/min
Finale Temperatur 1: 95 °C
Isotherme 1: 0 min

Temperaturrate 2: 12,5 °C/min
Finale Temperatur 2: 120 °C
Isotherme 2: 0 min

Temperaturprogramm GC Tempel’aturl’ate 3 10 °C/mln
Finale Temperatur 3: 165 °C

Isotherme 3: 0 min

Temperaturrate 4: 20 °C/min
Finale Temperatur 4: 245 °C
Isotherme 4: 0,2 min

Temperaturrate 5: 25 °C/min
Finale Temperatur 5: 50 °C
Isotherme 5: 0 min

Analysenzeit GC 22 min
Start: 9,5 min
Massenanalysator: Quadropol
Massenspektrometer lonisation: Electron Impact
Scanrate:

Massenbereich: SIM Modus: m/z 40-120

Tabelle 3-6 zeigt die gaschromatographischen Bedingungen zur Bestimmung von Isobutyrat,
Isovalerat und Valerat in den Stuhlproben. Die Detektion erfolgte mittels
Flammenionisationsdetektor. Die Konzentrationen dieser Fettsauren wurden durch den
Vergleich der Peakflachen eines externen Standardgemisches aus Isobutyrat, Isovalerat und
Valerat ermittelt. Zu jeder Messreihe dienten Kalibrierungsanalysen mit den Standards als

Referenz.
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Das Standardgemisch enthielt pro ml:

Isobutyrat
Isovalerat

Valerat

Jede Probe wurde zweimal analysiert und der Mittelwert beider Messungen in umol je g

1 pmol
2 pmol

3 umol

Trockenmasse (TM) nach folgender Formel berechnet:

Konzentrationgs probe [HMOl/g TM] = (Area SX:’:;'Sz;;:;;;S' Std: o VF) X T;O[(;)]
Bedeutung der Symbole:

Area: Peakflache

Std.: Standard

FS.: Substanz (Isobutyrat, Isovalerat, Valerat)

T™: Trockenmasse

VF: Verdunnungsfaktor

Tab. 3-6 Gaschromatographische Bedingungen zur Best  immung von Isobutyrat, Isovalerat und Valerat in

Stuhlproben

Gerét Shimadzu GC 14B (Shimadzu Europa, Duisburg)
Detektor Flammenionisationsdetektor
Saule Gepackte Glassaule, 2,1m, Shimadzu (221-143558-21)

Saulenfillung

10 % Carbowax 20 MTPA SP1000 mit 1 % H;PO, auf
Chromosorb WAW, 80/100

Injektionsvolumen

1l

Injektionstemperatur

200 °C

Tragergas/Flussrate

Wasserstoff (99,999 %), 100 ml/min (Einstellung: 100
kPa) Das Tragergas wurde gleichzeitig als Brenngas fir
den FID verwendet.

Saulenofentemperatur

120 °C, isotherm

Detektortemperatur

200 °C

Synthetische Luft

50 kPa

Integrator

Merk D-2000 (Fa. Merk, Darmstadt)

Bei der Berechnung der

Gesamtkonzentration kurzkettiger Fettsduren sowie des

prozentualen Anteils einzelner Fettsauren wurden nur die mengenmalig dominanten

Fettsduren Acetat, Propionat und Butyrat aus der GC/MS Methode einbezogen.
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3.3.3.4 Gesamtkeimzahl

Die Bestimmung der Gesamtkeimzahl in den Stuhlproben erfolgte mittels Fluoreszenz-in-
situ-Hybridisierung (FISH). Als Ausgangsmaterial dienten die gekuhlten (2-8 °C) Stuhlproben
(Institut fur medizinische Mikrobiologie der Justus-Liebig-Universitat Gief3en, Prof. Domann),

die vor Einnahme von **C-LU und "N,-LU an den Messtagen gesammelt wurden.
Versuchsprinzip der Fluoreszenz-in-situ-Hybridisier ung (FISH)

Die Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung ist eine Methode, die eine schnelle und spezifische
Identifizierung von Mikroorganismen in ihrer nattrlichen Umgebung (in situ) ermdglicht.
Dabei dient die rRNA als Zielmolekl und kann Utber Bindung (Hybridisierung) mit einer
kunstlichen Sonde, bestehend aus den komplementdren Basen zur zu identifizierenden
rRNA, nachgewiesen werden. Die Sonde ist mit einem Fluoreszenzfarbstoff markiert, der
nach Bindung am Zielmolekul fluoresziert und im Fluoreszenzmikroskop oder
Durchflusszytometer quantitativ detektiert werden kann. Abbildung 3-6 zeigt den
schematischen Ablauf einer FISH. Der Ablauf der FISH lasst sich in mehrere Schritte
unterteilen: Zunachst wird das zu untersuchende Probenmaterial fixiert und permeabilisiert.
Es folgt die Hybridisierung mit der Sonde zum Nachweis der Zielsequenz, ein Waschschritt
zur Entfernung des ungebundenen Probenmaterials und schlie3lich die Detektion im

Fluoreszenzmikroskop oder Durchflusszytometer (Abb. 3-6).

Frone Detektion
. Durchflusszytometer
|/‘ﬂ\l b 173:'-,—,_
\,_/ ///T S
. Fluoreszenzfarbstoff Cy3 = = a
....... TTETSTT ottt
l rRNA

Permeabilisierung

S P Ribosomen

Hybridisierung

Abb. 3-6 Ablaufschema FISH [modifiziert nach Karlsruher Institut fiir Technologie, 2014; Janeway et al., 2005]
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Reagenzien

- Bidestilliertes Wasser

- Ethanol (100 %)

- Hybridisierungspuffer (laborinterne Zusammensetzung: 20 mM Tris-(hydroxymethyl)-
aminomethan, 0,9 M NaCl (Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe), 0,1 % SDS, pH
7,2)

- Lysostaphin (Sigma und Aldrich, GmbH, (Fluka), Steinheim)

- Lysozym (50000 U/mg, Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe)

- ParaformaldehydIésung (4 %) (100 ml 1 x PBS + 4 mg Paraformaldehyd (Carl Roth
GmbH & Co. KG, Karlsruhe))

- PBS (laborinterne Zusammensetzung, z.B.: 8 g NaCl, 0,2 g KCI, 1,44 g Na,HPQ,,
0,24 g KH,PO,4 in 800 ml destilliertem Wasser, pH auf 7,4 mit HCI einstellen) > 1 x
PBS = PBS verdinnt auf 1:10 mit bidestilliertem Wasser

- Waschpuffer (laborinterne Zusammensetzung: 20 mM Tris-(hydroxymethyl)-
aminomethan, 0,9 M NaCl (Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe), pH 7,2)

Gerate und Hilfsmittel

- Durchflusszytometer Guava Easy Cyte Mini (Merck Millipore, Billerica)
- MiniSpin®-Zentrifuge (Eppendorf, Bertzdorf)

- Pipetten (Eppendorf, Bertzdorf)

- Reaktionsgefalie, 2 ml, Safe-Lock-Tubes (Eppendorf, Bertzdorf)

- Reax top Vortexer (Heidolph Instruments, Schwabach)

- Thermomixer compakt (Eppendorf, Bertzdorf)
Oligonukleotidsonde

Die Sonde zur FISH wurde von der Firma Eurogentec Deutschland GmbH (KdéIn)
synthetisiert und mit dem Fluoreszenzfarbstoff Indocarbocyanin (Cy3) am 5'-Ende markiert.
Es wurde nach Herstellerangaben eine 100 pM Stammlosung der Sonde in sterilem,

bidestilliertem Wasser hergestellt und bei -20 °C gelagert.

Tab. 3-7 Daten der verwendeten Oligonukleotidsonde

Sonde Zielgruppe/-molekdl Basensequenz (5 — 3) Referenz

EUB 338 Bacteria GCTGCCTCCCGTAGGAGT  Amann et al., 1990
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Versuchsdurchfiihrung
Probenvorbereitung

Es wurde jeweils 1 g frischer Stuhl mit 1 ml bidestilliertem Wasser homogenisiert.
AnschlieRend wurde das Probengemisch fur 30 min bei Raumtemperatur stehen gelassen,
um die GroRbestandteile am Boden absetzen zu lassen. AnschlieRend wurden 500 pl des
Uberstands abgenommen, in ein 2 ml Eppendorf-ReaktionsgefaR pipettiert und bei -80 °C

eingefroren.
Fixierung und Dehydrierung

Zur Fixierung wurde der Uberstand der Stuhlproben schonend im Kiihlschrank aufgetaut. Fur
die Paraformaldehydfixierung wurden 25 pl des Uberstandes zu 75 pl 4%iger
Paraformaldehydlésung in einem neuen 2 ml Reaktionsgefal3 pipettiert und Gber Nacht bei
4 °C inkubiert. AnschlieBend wurde die fixierte Probe fir 5 min bei 12400 x g (13400 rpm
MiniSpin®-Zentrifuge, Eppendorf) und Raumtemperatur zentrifugiert, der Uberstand
vorsichtig mit der Pipette abgenommen und verworfen. Zur Dehydrierung der Zellsuspension
wurden 100 pl 100%iger Ethanol hinzugegeben, 1-2 sec gevortext und 10 min bei
Raumtemperatur inkubiert. Es folgten eine 5-minitige Zentrifugation bei Raumtemperatur

und 12400 x g. Der Uberstand wurde erneut abgenommen und verworfen.
Permeabilisierung

Zum Aufschluss der bakteriellen Zellwande wurden 100 pl einer Enzymlésung aus Lysozym
(500000 U/ml) und Lysostaphin (100 U/ml) geldst in 1 x PBS zu jedem Zellpellet gegeben, 1-
2 sec gevortext und fir 1 h bei 37 °C im Thermoblock bei 500 rpm inkubiert. AnschlieRend
wurde fiir 5 min bei Raumtemperatur und 12400 x g zentrifugiert, der Uberstand entfernt und
verworfen. Zum Waschen des Zellpellets wurden 100 pyl PBS hinzugegeben, 1-2 sec

gevortext und erneut zentrifugiert (s.0.) und der Uberstand verworfen.
Hybridisierung

Zur Hybridisierung wurde eine 20 pM Hybridisierungslosung der fluoreszenzmarkierten
Sonde hergestellt. Dazu wurden je Probe 5 pl der Sonden-Stammlésung (100 pM) zu 95 pl
des auf 46 °C vorgewarmten Hybridisierungspuffers gegeben und diese 100 pl anschlie3end
zum Zellpellet pipettiert. Es wurde fir 1-2 sec gevortext und im Thermoblock Gber Nacht bei
46 °C, im Dunkeln und 500 rpm inkubiert. AnschlieRend wurde 1 ml Waschpuffer
hinzugegeben und die hybridisierten Bakterien im Gesamtvolumen (100
Hybridisierungslésung + 1 ml Waschpuffer) resuspendiert. Unmittelbar vor der Messung im

Durchflusszytometer wurde die Probe erneut fir 1-2 sec gevortext.
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Auswertung der hybridisierten Proben

Zur Detektion und Quantifizierung der hybridisierten Bakterien in den Stuhlproben wurde die

Durchflusszytometrie eingesetzt.
Versuchsprinzip Durchflusszytometrie

Mit der Durchflusszytometrie kdnnen Einzelzellen in Suspension charakterisiert werden.
Dabei passieren die Zellen unter Druck einzeln einen Laserstrahl, welcher je nach Grol3e
und innerer Beschaffenheit der Zellen unterschiedlich stark gestreut wird. Zusatzliche
Informationen tber die Zellen kénnen durch eine Fluoreszenzmarkierung erlangt werden. In
dieser Arbeit wurde als Messgerat ein Guava® Easy Cyte™ Mini der Firma Millipore
verwendet. Gemessen wurde die Intensitdt des Lichtes, welches in Vorwartsrichtung
(forward scatter, FSC) entlang des einfallenden Lichtstrahls streut und ein Maf fir die GroRRe
der Zellen ist. Die Detektion der hybridisierten Bakterienzellen mit der fluoreszenzmarkierten
Sonde EUB 338 erfolgte im Absorptions- und Emissionsmaximum von Cy3 bei

Wellenlangen von 496 nm bzw. 578 nm.
Detektion der Bakterien

Zur Datenauswertung diente die Guava CytoSoft™ Software Version 4.2. Um Bacteria von
anderen Bestandteilen in den Stuhlproben bei der Detektion unterscheiden zu kdénnen,
wurden zunachst Bakterien vom Stamm Lactobacillus lactis in Reinkultur als Kontrolle und
Stuhlproben nach Abschnitt 3.2.3.4 aufgearbeitet und im Durchflusszytometer gemessen.
Der Hybridisierungsschritt wurde dabei jeweils einmal mit und einmal ohne Zugabe der
fluoreszenzmarkierten Sonde EUB 338-Cy3 durchgefiihrt. Anhand der Punktdiagramme und
zugehdrigen Histogramme konnten Bakterien von ubrigen Stuhlbestandteilen und
.Hintergrundrauschen" unterschieden und die hybridisierten und fluoreszenzmarkierten
Bakterien beim Cy3-Absorptions- und Emissionsmaximum von 496 nm bzw. 578 nm
identifiziert und quantifiziert werden (Abb. 3-6). Die mittlere Fluoreszenzintensitat (MFI) lag
bei den nicht hybridisierten Proben bei 25 und bei den hybridisierten Proben bei 70. Fir die
Auswertung wurde unter Berticksichtigung des Verdinnungsfaktors und
Trockenmasseanteils die Gesamtkeimzahl je Gramm Trockenmasse Stuhl berechnet und

dargestellt.
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Abb. 3-7 Auswertungsbeispiel am Durchflusszytometer . Lactobacillus in Reinkultur und Bacteria in
Stuhlproben aufgearbeitet nach 3.3.3.4 mit und ohne Hybridisierung mit der Sonde EUB 338-Cy3

3.4  Statistik

Die statistische Auswertung erfolgte nur fur Daten aus Humanstudie | mittels SPSS Vs. 20
(SPSS Inc., Chicago, lllinois, USA). Die Daten der Urin- und Stuhlparameter an den
Messtagen vor den Interventionsabschnitten (MT 1, MT 3, MT 5) wurden mittels nicht-
parametrischer Varianzanalyse nach Friedmann auf Unterschiede durch Testgetranke
gepruft. Waren keine Unterschiede gegeben, wurde die Differenz jedes Parameters aus den
Werten vor und nach den Interventionsabschnitten gebildet und nach Friedmann auf
Unterschiede zwischen den Testgetranken geprift. Ob es eine Zu- oder Abnahme gab,
wurde innerhalb jedes Testgetrankes mittels Wilcoxon Test getestet. Mdgliche Reihenfolge-
Effekte der Testgetréankezufuhr (Carryover-Effekt) wurden in einem allgemeinen linearen
Modell geprift. Als Signifikanzniveau wurde fur alle Ergebnisse P < 0,05 zugrunde gelegt.
Zur graphischen Darstellung der Ergebnisse wurde Microsoft® Office Excel 2010 und die

Software GraphPad Prism, Version 5.0 verwendet.
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4 Ergebnisse

4.1 Humanstudie |

In einer Interventionsstudie sollte der Effekt eines anthocyanreichen Saftes (SA), eines
anthocyan- und ballaststoffreichen Smoothies (SM) und eines Placebogetrankes mit
geringem Anthocyan- und Ballaststoffgehalt (PL) auf mikrobielle Aktivitditen im Colon
untersucht werden. Dazu wurden ®C-LU und ™N,-LU eingesetzt, um mikrobielle
Stoffwechselprodukte in  Urin- und Stuhlproben und die Gesamtkeimzahl der
Mikroorganismen in Stuhlproben zu bestimmen. Die Untersuchungen gliederten sich in drei
14-tagige Interventionsabschnitte (IV) mit jeweils vorgeschalteten  10-t&gigen
Washoutabschnitten (WO) (siehe Studiendesign Humanstudie | Seite 32, Abb. 3-1).

4.1.1 Auswertung und Darstellung der Daten der Hum  anstudie |

Die Atemgas- und Urinprobensammlung fand am ersten Messtag Uber 24 h statt. Ab dem
zweiten Messtag wurden Atemgasproben tber 36 und Urinproben tber 30 Stunden nach
Aufnahme von **C-LU und N,-LU gesammelt. Eine Aushahme stellten zwei Probandinnen
dar, die erst ab dem dritten bzw. vierten Messtag der Studie beitraten und so an jedem
Messtag Uber 36 Stunden Atemgas- und Uber 30 Stunden Urinproben sammelten. Aufgrund
des randomisierten Studiendesigns lagen daher fir jede Interventionsart Daten ab 24
Stunden nur fur 22 Probandinnen vor (Die Messtage ,vor Smoothie®, ,vor Saft* und ,vor
Placebo” waren jeweils flr 8 Probandinnen der erste Messtag). Die statistische Auswertung
(siehe Abschnitt 3.4) erfolgte fur die kumulative **C-, **N- und p-Kresol-Ausscheidung im Urin
sowie fur die Gesamtkeimzahl, den pH-Wert und die Konzentration kurzkettiger Fettsauren in
Stuhlproben der Probandinnen. Dabei wurde auf Unterschiede zwischen den Differenzen vor
und nach jeweiliger Interventionsphase (P-I) sowie auf Unterschiede zwischen den
Interventionsarten (I-A; ,Smoothie*, ,Saft* oder ,Placebo”) getestet.

Zur Darstellung des Zeitpunktes der maximalen **CO,-Abatmung wurden die Mittelwerte und
Standardabweichungen der Probandinnen ermittelt.

Fur die Daten der Urin- und Stuhlparameter werden Mittelwerte mit Standardabweichungen
fur die Messtage vor und nach 14-tdgiger Zufuhr der Testgetrdnke gezeigt. Die
Verédnderungen der Ausscheidungen der einzelnen Parameter werden auf3erdem in Boxplot-
Diagrammen als Differenzen der Werte vor und nach der jeweiligen Intervention mit den
Testgetrdnken Smoothie, Saft und Placebo dargestellt. ,Ausrei3er* sind dabei definiert als
diejenigen Werte, die um mehr als das 1,5-fache des Interquartilsabstandes unter dem 25 %
oder Uber dem 75 % Interquartil liegen. AuRerdem sind die individuellen Verlaufe der

Probandinnen zu den Daten der Urin- und Stuhlparameter aufgefiihrt.

55



Ergebnisse

4.1.2 3CO,in Atemgasproben

Die Messung der *CO,-Anreicherung im Atemgas nach oraler Aufnahme von **C-LU diente
zur Beurteilung der bakteriellen Fermentationsaktivitat im Colon. T, spiegelte dabei den
Zeitpunkt der maximalen **CO,-Anreicherung im Atemgas wider.

Die mittlere T, der 13002-Anreicherung der Probandinnen lag an allen Versuchstagen
zwischen ca. 15 und 17 Stunden nach Aufnahme von **C-LU und scheint demnach weder
von der Intervention (Vergleich Vor < Nach) noch von der Interventionsart (Vergleich

zwischen Testgetrdnken) beeinflusst worden zu sein (Tab. 4-1).

Tab. 4-1 Zeitpunkt (h:min) der maximalen 13COz-Anreicherung (T max) im Atemgas der Probandinnen aus
Humanstudie | nach Aufnahme von ~ **C-LU an den Messtagen vor und nach der Intervention (MW £SD, n=

29)

Durchgang | Durchgang Il Durchgang llI
Vor* SM? Nach SM Vor SA Nach SA Vor PL Nach PL
15:05 17:17 15:11 16:47 17:08 15:47
+06:14 +06:00 +05:22 +06:24 +05:49 +04:09

! .vor* = Messtage vor der Intervention, ,Nach“ = Messtage nach der Intervention
2 SM = Smoothie, SA = Saft, PL = Placebo

Bei den 'CO,-Atemgaszeitprofilen der Probandinnen bestanden groRe individuelle
Unterschiede. Jedoch waren auch hier im Mittel keine Einflisse der 14-tdgigen
Interventionen bei Vergleichen ,Vor «— Nach” bzw. zwischen den Testgetrdnken Smoothie,
Saft oder Placebo erkennbar (Abb. 4-1). Die individuellen Atemgaszeitprofile der 30

Probandinnen an den Messtagen sind im Anhang A 4 aufgefihrt.

Smoothie Saft Placebo
10
=&- VorSM &= \VorSA == \orPL
=== Nach SM == Nach SA =s= Nach PL
154 | |
'E
S
=204 4 4
o
o
254 4 |
{
-30 L] L] L] L] L] L] L] L] L] L] L] L] L] L] L] L] L] L]
0 6 12 18 24 30 36 0 6 12 18 24 30 3 0 6 12 18 24 3 3
Zeit[h] Zeith) Zeit[h]
Abb. 4-1 *CO,-Atemgaszeitprofile der Probandinnen aus Humanstudie | nach Aufnahme von **C-LU (500

mg) an den Messtagen vor und nach 14-tagiger Interv  ention mit Smoothie (SM), Saft (SA) oder Placebo
(PL) (MW % SD der Zeitpunkte der Atemgasprobennahme in der Dimension ,,6 Bou n= 29)
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Basierend auf der Studie von Jackson et al. (1999) lassen sich die Probandinnen bezlglich
des Zeitpunktes der maximalen **CO,-Anreicherung im Atemgas nach Aufnahme von **C-LU
in verschiedene Gruppen einteilen. Dabei kann zwischen BCO,-Timax Werten im Zeitraum von
9-13 h, 15-16 h, > 16 h nach Aufnahme des Markers unterschieden werden. Aufféllig in der
vorliegenden Studie war zusatzlich eine Probandin, die zu keinem Zeitpunkt (von 6
Messtagen insgesamt 155 Proben analysiert) eine messbare '*CO,-Anreicherung im
Atemgas aufwies (Abb. 4-2, Probandin rechts unten). Dies wurde bei den Berechnungen der
mittleren T,ox und der Erstellung der Atemgaszeitprofile beriicksichtigt bzw. die Werte dieser
Probandin wurden bei den Berechnungen ausgeschlossen.

Abbildung 4-2 zeigt exemplarisch individuelle Atemgaszeitprofile von vier Probandinnen, die
nach Jackson et al. (1999) den o.g. Gruppen anhand der *CO,-T,. Werte zugeordnet
werden koénnen. Im Fall der Probandin mit T 9-13 h nach Markeraufnahme ist ein schneller
und friher Anstieg (ca. 6 Stunden nach Markeraufnahme) und ein ebenso schnelles
Absinken der **CO,-Anreicherung im Atemgas erkennbar. Gleichzeitig weist diese Probandin
eine im Vergleich zu den anderen Versuchspersonen und dem Basiswert hthere *CO,-
Anreicherung im Atemgas auf. Der Basiswert der *CO,-Anreicherung ist bereits ca. 12 h
nach Markeraufnahme wieder erreicht.

Bei einem *CO,-Tmax Wert von 15-16 h nach Aufnahme von '*C-LU ist ein Anstieg der
13C0O,-Abatmung nach ca. 12 h erkennbar. Dabei ist die **CO,-Anreicherung im aufgefiihrten
Beispiel weniger stark ausgepragt und die basale **CO,-Anreicherung wird im Zeitraum von
ca. 18-30 h erreicht.

Ein langsamerer und spéaterer Anstieg zur maximalen **CO,-Abatmung ca. 30 h nach
Markeraufnahme ist bei einem T von > 16 h zu erkennen. Teilweise ist hier die basale
3CO,-Anreicherung im Atemgas 36 h nach '*C-LU-Aufnahme noch nicht wieder erreicht
(Abb. 4-2).
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Tmax 9-13 h
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Abb. 4-2 CO,- Atemgaszeitprofile von 4 Probandinnen aus Humanstu
(500 mg) an den Messtagen vor und nach 14-tagiger |
Placebo (PL) in der Dimension ,,
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4.1.3 Urinproben
4.1.3.1 Renale C-und *C-Exkretion

Die Bestimmung der renalen *C-Exkretion nach Aufnahme von *3C-LU sollte Informationen
uber die intestinale Metabolisierung von *C-LU im Zusammenhang mit der **CO,-Abatmung
und renalen *N-Ausscheidung nach Aufnahme von *N,-LU liefern. In den 6-24 h nach der
13C.LU-Aufnahme analysierten Urinfraktionen lagen die renalen Gesamt-C- und *3C-
Exkretionen am hochsten. In diesem Sammelintervall wurden im Urin an den verschiedenen
Messtagen zwischen 9,6 und 10,8 % der verabreichten **C-Dosis gemessen. In der Zeit von
0-6 h nach der *C-LU-Aufnahme wurden zwischen 3 und 4,4 % und im Intervall von 24-30 h
weniger als 1 % der verabreichten **C-Dosis ausgeschieden (Tab. 4-2).

Tab. 4-2 Renale C- (mg) und 13C-Exkretion (% Dosis) der Probandinnen aus Humanstudi e | an den

Messtagen vor und nach den jeweils 14-tdgigen Inter  ventionen (MW % SD, n = 30, Ausnahme 24-30 h: n =
22)

Intervention® Messtag C [mg] B¢ [% Dosis]

0-6 h? 6-24 h 24-30 h 0-6 h 6-24 h 24-30 h

SM Vor 14 4,6 0,9 3,7 9,6 0,8
+0,8 1,4 0,4 +3,6 +3,7 +0,5

Nach 14 5,0 1,0 3,0 10,0 0,7

0,5 21 04 +1,1 45 +0,5
p-2 0,881 0,962 0,801

SA Vor 1,6 4,7 11 4,2 10,8 0,6
+0,9 2,0 +0,5 +3,8 £6,1 +0,6

Nach 1,3 4,7 1.2 3.1 10,1 0,7
0,4 2,0 0,4 +1,3 +3,6 +0,6
P 0,610 0,803 0,823

PL Vor 1,6 4,6 0,9 4,4 10,2 0,6
+1,3 +2,2 0,4 +5,3 +5,6 +0,6

Nach 1,2 54 1,1 2,9 10,4 0,7
+0,5 39 +0,8 1,6 +4,8 +0,6
P 0,403 0,810 0,562
P-ia 0,681 0,776 0,698

1 SM = Smoothie, SA = Saft, PL = Placebo

2 Zeiten fir Urinsammlungen nach Aufnahme von 500 mg *N-LU durch die Probandinnen
3 p-, = P-Werte fiir Unterschiede zwischen Lvor*und ,Nach" (Effekt der Intervention)

* P-ja = P-Werte fiir Unterschiede zwischen Testgetranken (Effekt der Interventionsart)
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Die 14-tagige Intervention mit Smoothie, Saft und Placebo fiihrte zu keiner Anderung der
renalen *C-Exkretion in den von 0-6, 6-24 und 24-30 h gesammelten Urinfraktionen (Tab. 4-
2, Abb. 4-3). Es ergaben sich auch keine Unterschiede zwischen den drei Testgetranken.
Auffallig erschienen 9 AusreiRer in der Urinfraktion 0-6 h nach der 14-tagigen
Testgetrankezufuhr. Bei diesen wurde jeweils eine deutlich verminderte renale **C-Exkretion
ermittelt (Abb. 4-3).

0-6 h 6-24 h 24-30 h
15+ 15+ 5
4

104 104 T
@ 57 5+ 1 2
8 0+ O+ I | 1 T T
S -5 . 5 | 0-
£ 104 ° .- -10- J_ 11 T
3 -154 ) 151 . g:
2 201 . -20- -

-25+ hd -25+ K

SmoEJthie Sf:lft Plac'ebo Smoathie Si:,lft Plac'ebo N Smo;)thie Sr:lft Plac'ebo

Abb. 4-3 Veranderungen der renalen 13C-Ausscheidungen (% Dosis) der Probandinnen aus Huma  nstudie |
an den Messtagen nach Aufnahme von Bc.Lu (500 mg) 0-6, 6-24 und 24-30 Stunden nach 14-t &giger
Intervention mit Smoothie, Saft und Placebo (n =30, Ausnahme 24-30 h: n = 22)

Die Abbildungen 4-4 und 4-5 zeigen die individuellen Verlaufe der renalen **C-
Ausscheidungen der einzelnen Probandinnen im Zeitraum von 0-6 und 6-24 h nach der *C-
LU-Aufnahme.

Bis auf die Interventionsphase Smoothie 0-6 h (Abb. 4-4) ist die Anzahl an Probandinnen, die
einen Anstieg, ein Absinken oder keine Anderung in der renalen **C-Ausscheidung nach 14-
tagiger Intervention mit den Testgetranken aufwies, in beiden Urinfraktionen 0-6 h und 6-24 h
ghnlich verteilt (Abb. 4-4, 4-5). Der Anteil der Probandinnen, die einen Anstieg in der **C-
Ausscheidung im Urin nach den Interventionsabschnitten aufwies, entsprach nahezu dem
Anteil der Probandinnen, bei denen ein Absinken festgestellt wurde. Die mittlere B¢-
Ausscheidung im Urin blieb insgesamt unberiihrt von den Interventionsabschnitten. In der
von 0-6 h gesammelten Urinfraktion variierte die **C-Ausscheidung zwischen den
Probandinnen von 0 bis 25 % und im Zeitraum von 6-24 h von 1 bis 29 % der verabreichten
1BC-Dosis (Abb. 4-4, 4-5, Anhang Tab. A-1, A-2). In beiden Urinfraktionen schwankten die
Ausgangswerte der renalen **C-Ausscheidung bei den Probandinnen, die eine verminderte
Ausscheidung nach den Interventionsabschnitten aufwiesen, deutlich starker als bei denen,
die einen Anstieg und im Vergleich ,einheitlichere* Ausgangswerte zeigten (Abb. 4-4, 4-5).
Wie in Abbildung 4-3 sind die zwei Ausrei3er in der 0-6 h Urinfraktion nach

Placebointervention in Abbildung 4-4 deutlich erkennbar (Probandin 17, 23 weisen sehr hohe
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Ausgangswerte auf). Diese wiesen besonders hohe renale *C-Ausscheidungen vor der

Interventionsphase auf (Abb. 4-4).

0-6 h Urinfraktion

MW + SD n=16"1 n=9{ n=5<
Smoothie
- 151 o
@
o
2 4o 1
=
L
2 54 -
e —
| | —_—
04 /f
Vor SM Nach SM Vor SM Nach SM Vor SM Nach SM Vor SM Nach SM
Probandin: 10, 12, 14, 17, 21, Probandin: 11, 13, 15, 16, Probandin: 18, 19, 24, 29, 38
22, 23, 26, 27, 28, 30, 32, 33, 20, 25, 31, 34, 37,
35, 36, 39
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Saft
o 151 o
®
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2 104 o
L
~ 54 J g . —a
% | —
[y
0- — e T T
Vor SA Nach SA Vor SA Nach SA Vor SA Nach SA Vor SA Nach SA
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24, 25, 29, 30, 34, 35, 36, 21,27, 28, 31, 32, 33, 37,
38 39* (0-3h Urinfraktion)
MW + SD n=11"1 n=13{ n=6 <
25
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2 Placebo | |l 2 ]
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8 154 ] i
8 J
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£ 10 J ] J
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Abb. 4-4 Kumulative renale
Messtagen 0-6 h nach Aufnahme von

Probandin: 14, 15, 16, 22, 25,
27, 28, 34, 35, 36, 39

13C-Exkretion (% Dosis) der Probandinnen
13C-LU (500 mg) vor und nach 14-tagiger Intervention

Probandin: 10, 11, 12, 13,
17,19, 20, 21, 23, 26, 30,
31,37

aus Humanstudi

Probandin: 18, 24, 29, 32,
33,38

e | an den
mit Smoothie

(SM), Saft (SA) oder Placebo (PL) (MW + SD sowie individuelle Messwerte, 1 = Anstieg nach Intervention; | =
Absinken nach Intervention; < = keine Anderung nach Intervention)
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6-24 h Urinfraktion
MW + SD n=131 n=141 n=3 ¢
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36 38

Abb. 4-5 Kumulative renale *C-Exkretion (% Dosis) der Probandinnen aus Humanstudi e | an den
Messtagen 6-24 h nach Aufnahme von Be.Lu (500 mg) vor und nach 14-tagiger Intervention ~ mit Smoothie
(SM), Saft (SA) und Placebo (PL) (MW % SD sowie individuelle Messwerte, 1 = Anstieg nach Intervention, | =

Absinken nach Intervention, < = keine Anderung nach Intervention)
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4.1.3.2 Renale N-und N-Exkretion

Die Bestimmung der renalen N- und **N-Ausscheidungen der Probandinnen nach Aufnahme
von ®N,-LU an den Messtagen sollte Hinweise zum intestinalen mikrobiellen N-Stoffwechsel
vor und nach Aufnahme der Testgetranke sowie zur Untersuchung der intestinalen
Metabolisierung von *N,-LU liefern.

Die héchsten N- und *N-Mengen wurden in den von 6-24 h nach der *°N,-LU-Aufnahme
gesammelten Urinproben der Probandinnen nachgewiesen (Tab. 4-3). In dieser Zeit wurden
an den Messtagen zwischen durchschnittlich 5,5-6,5 mg N und 14,3-16,7 % 5N der
verabreichten Dosis ausgeschieden. Mit Ausnahme der N-Ausscheidung nach Placebo-
Intervention fielen die renalen N- und N-Ausscheidungen in den 24-30 h nach der **N,-LU-
Applikation gesammelten Urinfraktionen mit 1,2-1,6 mg N und 2,1-2,4 % der verabreichten
®*N-Dosis am geringsten aus (Tab. 4-3).

Tab. 4-3 Renale N- (mg) und >N-Exkretion (% Dosis) der Probandinnen aus Humanstudi e | an den

Messtagen vor und nach den jeweils 14-tagigen Inter  ventionen (MW % SD, n = 30, Ausnahme 25-30 h: n =
22)

Intervention®  Messtag N [mg] N [% Dosis]
0-6 h® 6-24 h 24-30 h 0-6 h 6-24 h 24-30 h
SM Vor 1,9 6,2 14 4,7 16,7 2,3
+0,9 +2,4 +0,9 +4,0 +4,9 +1,1
Nach 1,8 6,0 1,3 3,8 15,4 2,1
+0,7 +2,8 +0,6 +1,4 +6,5 +1,2
P-? 0,868 0,466 0,687
SA Vor 2,2 6,1 1,4 4.9 15,9 2,2
+1,2 +2,2 +0,8 +4,1 +75 +1,5
Nach 1,7 5,5 1,6 3,9 14,3 2,3
+0,6 +2,2 +0,6 +1,3 +6,0 +1,5
P- 0,797 0,446 0,942
PL Vor 2,1 5,8 1,2 54 15,8 2,4
+1,7 +2,9 +0,6 +6,9 +7,9 +1,3
Nach 15 6,5 1,6 3,3 16,7 2,2
+0,6 +4,7 +1,2 +1,7 +9,5 +1,2
P- 0,204 0,837 0,463
P-ia 0,626 0,230 0,830

! SM = Smoothie, SA = Saft, PL = Placebo

2 Zeiten fir Urinsammlungen nach Aufnahme von 500 mg ®N,-LU durch die Probandinnen
3 p-, = P-Werte fiir Unterschiede zwischen Lvor*und ,Nach” (Effekt der Intervention)

* P-ja = P-Werte fiir Unterschiede zwischen Testgetranken (Effekt der Interventionsart)
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Die Intervention mit den verschiedenen Testgetranken fiihrte zu keiner statistisch
signifikanten Veranderung der N- und °>N-Ausscheidungen im Urin. Ahnlich der renalen **C-
Ausscheidung waren 10 AusreilRer bei den Differenzen der **N-Ausscheidung vor und nach

Intervention in der Urinfraktion 0-6 h festzustellen. Diese wiesen eine deutlich verminderte

renale N-Ausscheidung nach 14-tagiger Zufuhr der Testgetranke auf (Abb. 4-6).

0-6 h 6-24 h 24-30 h
10+ 40 7.59 .
304 ¢
T 0 20- . >07 :
[%2]
a - 10 T 2.5+ T T
$ -104 .
f=ah o 0+
5 ) 10 "
-20- J_ 25 J_
30— . -304— ' ' -5.04— ' '
Smoothie  Saft  Placebo Smoothie Saft  Placebo Smoothie  Saft  Placebo
Abb. 4-6 Veranderungen der renalen 15N-Ausscheidungen (% Dosis) der Probandinnen aus Huma  nstudie |

®N,-LU (75 mg) 0-6, 6-24 und 24-30 Stunden nach 14-tagi ger
(n=30, Ausnahme 24-30 h: n=22)

an den Messtagen nach Aufnahme von
Intervention mit Smoothie, Saft und Placebo

Bei Betrachtung der individuellen renalen ™N-Ausscheidung der Probandinnen ergibt sich
keine eindeutige Richtung. Die Anzahl der Probandinnen, die einen Anstieg, ein Absinken
oder unverdnderte *>N-Werte nach den Interventionsabschnitten in den Urinfraktionen 0-6
und 6-24 h aufwiesen, ist dhnlich der renalen *C-Ausscheidung verteilt (Vgl. Abb. 4-4 und 4-
7; 4-5 und 4-8). Die mittleren renalen **N-Ausscheidungen in den von 0-6 h und von 6-24 h

nach durch die

Interventionsabschnitte mit den Testgetranken nicht beeinflusst. Wie bei der kumulativen

der  Markeraufnahme  gesammelten  Fraktionen  wurden
renalen *C-Ausscheidung bestanden groRe inter- und intraindividuelle Unterschiede
zwischen den Probandinnen. Die renalen **N-Ausscheidungen der Probandinnen variierten
von 0-6 h zwischen 1 und 31 % und von 6-24 h zwischen 1 und 51 % der verabreichten
Dosis °N (Abb. 4-7, 4-8, Anhang Tab. A-3, A-4).

Auffallig erscheint, dass die renalen ™N- und *C-Ausscheidungen innerhalb einzelner
Probandinnen insbesondere von 0-6 h &hnlich verliefen. Dies ist z.B. bei den Probandinnen
17 und 23 (Ausreil3er) vor Aufnahme des Placebos gut erkennbar (Vgl. Abb. 4-4, 4-7). Ein
solcher Zusammenhang zwischen den renalen **C- und *N-Ausscheidungen war in den von
6-24 h gesammelten Fraktionen weniger ausgepragt.

Parallel der renalen **C-Ausscheidung zeigten die Probandinnen, die einen Anstieg der
renalen N-Ausscheidung nach 14-tagiger Intervention mit den Testgetranken aufwiesen,

~einheitlichere” Ausgangswerte als die Probandinnen, bei denen ein Absinken der renalen
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*N-Ausscheidung ermittelt wurde und die Ausgangswerte stérker streuten. Dies ist sowohl in

der 0-6 h und 6-24 h Urinfraktion zu beobachten (Abb. 4-7, 4-8).
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Abb. 4-7 Kumulative renale “N-Exkretion (% Dosis) der Probandinnen aus Humanstudi e | an den
Messtagen 0-6 h nach Aufnahme von N,-LU (75 mg) vor und nach 14-tagiger Intervention mi  t Smoothie
(SM), Saft (SA) und Placebo (PL) (MW % SD sowie individuelle Messwerte, 1 = Anstieg nach Intervention, | =

Absinken nach Intervention, < = keine Anderung nach Intervention)
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6-24 h Urinfraktion
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Abb. 4-8 Kumulative renale “N-Exkretion (% Dosis) der Probandinnen aus Humanstudi e | an den
Messtagen 6-24 h nach Aufnahme von BN-LU (75 mg) vor und nach 14-tagiger Intervention mi  t Smoothie
(SM), Saft (SA) und Placebo (PL) (MW % SD sowie individuelle Messwerte, 1 = Anstieg nach Intervention, | =
Absinken nach Intervention, < = keine Anderung nach Intervention)

4.1.3.3 Renale p-Kresol-Exkretion

Die renale p-Kresol-Ausscheidung der Probandinnen diente zur Beurteilung proteolytischer
Fermentationsaktivititen der Bakterien im Colon vor und nach Zufuhr der Testgetranke. In
der Urinfraktion 6-24 h wurde an allen Messtagen die hoéchste p-Kresol-Menge
ausgeschieden und Werte zwischen 16,6-22,8 mg erreicht. Auffallend waren die hohen

Standardabweichungen bei der p-Kresol-Ausscheidung in allen Urinfraktionen (Tab. 4-4). Die
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14-tagigen Interventionen mit den Testgetranken fuhrten zu keinen Verénderungen der p-
Kresol-Ausscheidungen der Probandinnen. Dabei bestanden keine Unterschiede zwischen
den verschiedenen Testgetranken Smoothie, Saft und Placebo (Abb. 4-9, Tab. 4-4).

Tab. 4-4 Renale p-Kresol-Exkretion (mg) der Probandinnen aus Humanstudie | an den Messt  agen vor und
nach den jeweils 14-tagigen Interventionen (MW £ SD, n = 30, Ausnahme 25-30 h: n = 22)

Intervention® Messtag p-Kresol [mg]
0-6 h® 6—24h 24-30h
SM Vor 8,3 22,4 4,2
+8,0 +17,2 +2,9
Nach 6,6 20,9 55
+6,0 +22,2 +7,7
P 0,329 0,673 0,504
SA Vor 54 18,5 6,0
+3,6 +15,0 +6,7
Nach 5,6 16,6 5,8
+4,7 +12,1 +49
P- 0,959 0,644 0,350
PL Vor 7,3 22,8 4,0
+7,0 + 18,0 +29
Nach 6,3 17,7 5,3
+5,8 + 14,2 +4,8
P- 0,339 0,171 0,165
P-a* 0,875 0,393 0,965

! SM = Smoothie, SA = Saft, PL = Placebo

2 Zeiten fir Urinsammlungen nach Aufnahme von 75 mg *N-LU durch die Probandinnen
3 p-, = P-Werte fiir Unterschiede zwischen Lvor*und ,Nach” (Effekt der Intervention)

* P-ja = P-Werte fiir Unterschiede zwischen Testgetranken (Effekt der Interventionsart)
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Abb. 4-9 Verédnderungen der renalen p-Kresol-Ausschei  dungen (mg) der Probandinnen aus Humanstudie |
an den Messtagen 0-6, 6-24 und 24-30 Stunden nach 14 -tAgiger Intervention mit Smoothie, Saft oder
Placebo (n=30, Ausnahme 24-30 h: n = 22)

Die Abbildungen 4-10 und 4-11 zeigen die individuellen Verlaufe der renalen p-Kresol-
Ausscheidung der Probandinnen. Dabei ist die sehr hohe Variabilitdt zwischen den
Probandinnen erkennbar, wobei die p-Kresol-Ausscheidung in der 0-6 h Urinfraktion nach
der Markeraufnahme zwischen ca. 0,35-34 mg und im Sammelabschnitt von 6-24 h
zwischen ca. 0,73-98 mg lag (Abb. 4-10, 4-11, Anhang Tab. A-5, A-6). Die Anzahl der
Probandinnen, die eine hohere oder verminderte p-Kresol-Ausscheidung nach den
Interventionsabschnitten aufwiesen, war in beiden Urinsammelfraktionen &hnlich verteilt. Wie
schon bei der renalen *C- und °N-Exkretion beobachtet, scheinen auch hier tendenziell die
Ausgangswerte der p-Kresol-Ausscheidung bei den Probandinnen, bei denen ein Absinken
der renalen p-Kresol-Exkretion nach der 14-tdgigen Testgetrankezufuhr festzustellen war,
starker zu streuen als bei denen, die einen Anstieg aufwiesen (Abb. 4-10, 4-11).

Die 14-tagige Zufuhr der Testgetranke Smoothie, Saft und Placebo fuhrte zu keiner
Anderung der mittleren p-Kresol-Ausscheidung der Probandinnen in den Urinfraktionen 0-6 h
und 6-24 h (Abb. 4-10, 4-11).
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Abb. 4-10 Kumulative renale p-Kresol-Exkretion (mg) der Proband innen aus Humanstudie | an den
Messtagen 0-6 h vor und nach 14-tagiger Interventio n mit Smoothie (SM), Saft (SA) oder Placebo (PL)
(MW = SD sowie individuelle Messwerte, 1 = Anstieg nach Intervention, | = Absinken nach Intervention, <« =
keine Anderung nach Intervention)
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Abb. 4-11 Kumulative renale p-Kresol-Exkretion (mg) der Proband innen an den Messtagen 6-24 h vor und
nach 14-tagiger Intervention mit Smoothie (SM), Saft (SA) und Placebo (PL) (MW % SD sowie individuelle
Messwerte, 1+ = Anstieg nach Intervention, | = Absinken nach Intervention, « = keine Anderung nach
Intervention)

4.1.4 Stuhlproben
4.1.4.1 Trockenmasse und pH-Wert

Die Trockenmasse (TM) des Stuhls diente als Bezugsgrof3e fur die Konzentrationen an
kurzkettigen Fettsauren und die Gesamtkeimzahl, wahrend der pH-Wert zur Beurteilung des
intestinalen Milieus dienen sollte. Die Trockensubstanzgehalte und pH-Werte der

Stuhlproben der Probandinnen an den Messtagen variierten inter- und intraindividuell sehr
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stark. Der pH-Wert blieb im Mittel unbeeinflusst von den Interventionen und die
verschiedenen Testgetrédnke wirkten sich nicht unterschiedlich aus. Gleiches scheint fir die
Trockensubstanz zu gelten. An allen Messtagen lagen die mittleren Trockensubstanzgehalte
der Stuhlproben zwischen knapp 20 bis ca. 24 % und die mittleren pH-Werte zwischen 6,7
und 6,9 (Tab. 4-5).

Tab. 4-5 Trockensubstanzgehalte (%) und pH-Werte vo  n Stuhlproben der Probandinnen aus Humanstudie
I vor und nach 14-tagiger Intervention mit den Test  getranken (MW + SD, n = 30)

Parameter Durchgang | (SM)* Durchgang Il (SA) Durchgang Il (PL)
Vor? Nach Vor Nach Vor Nach

Trockensubstanz 22,5 20,8 22,9 24,2 19,8 22,2

(%) +10,9 +7,2 +8,2 +17,1 +8,2 +7,9

pH-Wert 6,8 6,7 6,9 6,9 6,8 6,8
+1,2 +1,2 +0,8 +1,0 +0,9 +1,3

PpH_|3 0,465 0,643 0,658

Pora’ 0,485

! Angabe der Testgetranke in Klammern: SM = Smoothie, SA = Saft, PL = Placebo

2 Vor* = Messtage vor der Intervention, ,Nach“ = Messtage nach der Intervention

3 Ppr-1 = P-Werte fur Unterschiede im pH-Wert zwischen ,Vor* und ,Nach” (Effekt der Intervention)

4 Por-ia = P-Werte fir Unterschiede im pH-Wert zwischen Testgetranken (Effekt der Interventionsart)

Die individuellen pH-Wert-Verlaufe in Stuhlproben der Probandinnen sind in Abbildung 4-12
dargestellt. An den Messtagen schwankte der pH-Wert zwischen ca. 4,6 und 9,3, wobei die
14-tagige Intervention mit Smoothie, Saft und Placebo bei jeweils 17 nicht immer denselben
Probandinnen zu vermindertem und bei 12 bzw. 11 (Smoothie) Probandinnen zu héherem
pH-Wert im Stuhl fuhrte (Abb. 4-12, Anhang Tab. A-10).

71



Ergebnisse

pH-Wert
MW + SD n=111% n=174 n=1o
104 Smoothie 1 1 1
e ———
8 T 1 E 4
—a
T 61 1 1 1
o
44 L E J
24 E L E
04 r T T r r r T
Vor SM Nach SM Vor SM Nach SM Vor SM Nach SM Vor SM Nach SM
Probandin: 16, 17, 19, 20, 21, Probandin: 10, 11, 12, 13, 15, Probandin: 29
27, 30, 31, 33, 36, 37 18, 22, 23, 24, 25, 26, 28, 32,
34, 35, 38, 39
MW + SD n=12"1 n=174 n=0<o
10- Saft 1 1 1
8 T - E i
T 61 - .F: - ]
[=}
44 - - -
24 - E E
0+ r r r r T r r
Vor SA Nach SA Vor SA Nach SA Vor SA Nach SA Vor SA Nach SA
Probandin: 12, 13, 16, 18, 19, Probandin: 10, 11, 14, 15, 21,
20, 22, 24, 25, 26, 37, 39 23,27, 28, 29, 30, 31, 32,
33, 34, 35, 36, 38
MW + SD n=12"1 n=17{ n=0<
10 Placebo 1 7 ]
84 T - é % E E
T 6 4 J J
T .//‘
4 | ] J
24 4 J J
0+ T T T T T T T
Vor PL Nach PL Vor PL Nach PL Vor PL Nach PL Vor PL Nach PL
Probandin: 11, 14, 16, 17, 19, Probandin: 10, 12, 13, 15, 18,
23,24, 27,33, 35,36, 38 20, 21, 22, 25, 26, 28, 29, 31,
32, 34,37, 39

Abb. 4-12 pH-Wert in Stuhlproben der Probandinnen au s Humanstudie | an den Messtagen vor und nach
14-tagiger Intervention mit Smoothie (SM), Saft (SA) u nd Placebo (PL) (MW = SD sowie individuelle
Messwerte, 1 = Anstieg nach Intervention, | = Absinken nach Intervention, <> = keine Anderung nach
Intervention)

4.1.4.2 Kurzkettige Fettsauren

Die kurzkettigen Fettsauren in Stuhlproben der Probandinnen wurden mit zwei
unterschiedlichen Methoden bestimmt. Das gekoppelte GC/MS-Verfahren war zunéchst nur
fur die Fettsduren Acetat, Propionat und Butyrat vorgesehen. Als Hauptfermentationsprodukt
des bakteriellen Abbaus von Kohlenhydraten im Colon sollte deren Bestimmung im Stuhl

dazu dienen, einen mdglichen Einfluss der Testgetranke auf die bakterielle
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Kohlenhydratfermentation im Colon aufzuzeigen. Einerseits wurden dafiir die isolierten
Konzentrationen von Acetat, Propionat und Butyrat bestimmt und andererseits dienten diese
zur Berechnung der Gesamtkonzentration an kurzkettigen Fettsduren sowie dem Verhaltnis
dieser zueinander.

Aufgrund der zunéchst nicht vorgesehenen Analyse von Isobutyrat, Isovalerat und Valerat in
Stuhlproben der Probandinnen und teilweise unzureichendem Probenmaterial fand deren
Bestimmung und Auswertung separat und zu einem spateren Zeitpunkt statt. Das gekoppelte
GC/MS-Verfahren stand dabei nicht mehr zur Verfugung, sodass allein die
gaschromatographische Methode genutzt wurde. Aufgrund der geringeren Anzahl an
Beobachtungswerten und unzureichendem Probenmaterial war eine statistische Auswertung
sowie die Darstellung der individuellen Verlaufe fur die Isobutyrat-, Isovalerat- und Valerat-
Konzentration in Stuhlproben der Probandinnen weniger sinnvoll bzw. nicht mdglich. Die
Bestimmung dieser Fettsauren kann daher lediglich ,ergdnzend” zur Untersuchung des
Einflusses der Testgetranke auf bakterielle, proteolytische Fermentationsvorgange im Colon

gesehen werden.
Acetat, Propionat und Butyrat

Die Konzentrationen von Acetat, Propionat und Butyrat in Stuhlproben der Probandinnen
variierten inter- und intraindividuell extrem stark. Die hdochsten Konzentrationen wurden fir
Acetat gemessen. Sie erreichten im Mittel 73,5-97,2 umol/g TM Stuhl, gefolgt von Propionat
mit 30,6-39,5 umol/g TM und Butyrat mit 21,9-28,0 umol/g TM (Tab. 4-6).

Dabei blieben die Konzentrationen der kurzkettigen Fettsauren unbeeinflusst von den 14-
tagigen Interventionsabschnitten und den Testgetranken. Aufféllig ist auch hier die relativ
hohe Zahl von bis zu 15 Ausreil3ern (Acetat). Dabei war teilweise ein starker Anstieg oder ein
starkes Absinken der Konzentration von Acetat, Propionat und Butyrat in Stuhlproben der
Probandinnen zu beobachten (Abb. 4-13).

Acetat Propionat Butyrat

500 200 100

2504 : . 1004 : . 504 o .
go—é'—-r—" ] o-—i—%—%— o--é' S
© - . °

2-250 . -100 -50+
=2 . .

-500- ' -2004 1004 .

-750 -300 $ -150 .

Smo:Jthie Séllft Plac'ebo Smoz)thie Séft Placlebo Smo:)thie S::Ift Plac'ebo

Abb. 4-13 Veranderungen der Konzentrationen (umol/g TM) von Acetat, Propionat und Butyrat in
Stuhlproben der 30 Probandinnen aus Humanstudie | vor und nach 14-tagiger Intervention mit Smoothie,
Saft und Placebo (TM = Trockenmasse)
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Tab. 4-6 Konzentrationen (umol/g TM) von Acetat, Pro
Probandinnen aus Humanstudie | vor und nach 14-tagig

Placebo (PL) (MW % SD, n = 30)

pionat und Butyrat in Stuhlproben der
er Intervention mit Smoothie (SM), Saft (SA) und

Fettsaure Durchgang | (SM)* Durchgang Il (SA) Durchgang Il (PL)
Vor? Nach Vor Nach Vor Nach

Acetat 84,0 73,5 94,6 82,9 97,2 92,9
+129,0 +82,2 +111,7 + 83,7 +166,4 + 98,6

p-2 0,754 0,673 0,854

4

P-a 0,964

Propionat 33,6 30,6 30,6 37,0 39,5 35,4
+ 29,6 +15,4 +17,8 +28,0 +54,0 + 24,6

P-, 0,821 0,517 0,770

P-1a 1.0

Butyrat 24,4 21,9 23,5 28,0 27,4 27,3
+235 +15,3 +16,5 +22,3 +28,9 +21,2

P-, 0,758 0,673 0,829

P-ia 0,902

Summe 142,0 126,1 148,6 147,9 164,1 155,6
+178,0 +107,5 +141,5 +121,1 +242,8 +134,8

P—l 0,644 01975 0’804

P-ia 0,786

1Angabe der Testgetranke in Klammern: SM = Smoothie, SA = Saft, PL = Placebo

2 ~vor* = Messtage vor der Intervention, ,Nach" = Messtage nach der Intervention

3 p-, = P-Werte fiir Unterschiede zwischen Lvor*und ,Nach" (Effekt der Intervention)

* P-ia = P-Werte filr Unterschiede zwischen Testgetranken (Effekt der Interventionsart)

Auch die Gesamtkonzentrationen der kurzkettigen Fettsduren aus der Summe von Acetat,
Propionat und Butyrat sowie das Verhaltnis dieser Fettsauren zueinander variierten zwischen
den Probandinnen sehr stark. Aufallig erscheinen zudem die sehr hohen
Standardabweichungen. Weder die Interventionsabschnitte noch die Art der Testgetranke
wirkten sich signifikant auf die Gesamtkonzentration und das Verhdltnis von Acetat,

Propionat und Butyrat zueinander aus (Tab. 4-6; Abb. 4-14).
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Abb. 4-14 Mittlere Anteile von Acetat, Propionat und Butyrat (%) an den Gesamtkonzentrationen (Summe
aus Acetat, Propionat und Butyrat) kurzkettiger Fett  sduren in Stuhlproben der Probandinnen aus
Humanstudie | vor und nach 14-tagiger Intervention mit Smoothie, Saft und Placebo (IV = Intervention,
n=30)

Die Darstellung der individuellen Konzentrationen von Acetat, Propionat und Butyrat im Stuhl
vedeutlicht die grof3e inter- und intraindividuelle Variabilitat (Abb. 4-15, 4-16, 4-17). In den
Stuhlproben der Probandinnen konnten fur Acetat Werte zwischen ca. 3-766 pumol/g TM, bei
Propionat zwischen ca. 4-314 pmol/g TM und bei Butyrat zwischen 6-164 pmol/g TM
gemessen werden (Abb. 4-15, 4-16, 4-17, Anhang Tab. A-7, A-8, A-9).

Mit Ausnahme der Konzentrationen von ,Propionat nach Smoothie- und Saftintervention®
(Abb. 4-16) sowie der Butyratkonzentration nach Placebointervention (Abb. 4-17) ist die
Anzahl der Probandinnen, die einen Anstieg und ein Absinken nach 14-tagiger Zufuhr der
Testgetranke aufwiesen, nahezu gleichmafiig verteilt.

Parallel zu den bestimmten Urinparametern scheinen auch hier die Ausgangs-
konzentrationen der drei Fettsduren bei den Probandinnen, bei denen ein Absinken der
Konzentration der Fettsduren im Stuhl nach den Interventionsabschnitten zu verzeichnen
war, tendenziell starker zu streuen als bei denjenigen, die einen Anstieg aufwiesen (Abb.
4-15, 4-16, 4-17). Die mittleren Konzentrationen von Acetat, Propionat und Butyrat wurden
durch keines der Testgetranke beeinflusst (Abb. 4-15, 4-16, 4-17). Die z.T. sehr starken
Unterschiede zwischen ,vor* und ,nach* den Interventionsabschnitten gemessenen Werten,

z.B. bei Acetat, entsprechen den Ausreifl3ern in Abbildung 4-13.
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Abb. 4-15 Acetatkonzentration (umol/g TM) in Stuhlpr  oben der Probandinnen aus Humanstudie | an den
Messtagen vor und nach 14-tagiger Intervention mit Smoothie (SM), Saft (SA) und Placebo (PL) (MW + SD
sowie individuelle Messwerte, 1 = Anstieg nach Intervention, | = Absinken nach Intervention, < = keine Anderung
nach Intervention, TM = Trockenmasse)
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Abb. 4-16 Propionatkonzentrationen (umol/g TM) in Stu  hlproben der Probandinnen aus Humanstudie | an
den Messtagen vor und nach 14-tégiger Intervention mit Smoothie (SM), Saft (SA) und Placebo (PL) (MW %
SD sowie individuelle Messwerte, 1 = Anstieg nach Intervention, | = Absinken nach Intervention, <« = keine
Anderung nach Intervention, TM = Trockenmasse)
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Butyrat
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25,27, 28, 29, 31, 33, 34, 35, 18, 20, 21, 24, 26, 30, 32, 36,
37 38, 39
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2 J
3 80+ . J 4
T 60+ ] . -
2 404 - 4 1
o 204 i A o
0+ ‘ - . r r
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Probandin: 10, 12, 13, 16, 17, Probandin: 11, 14, 15, 20, 23,
18,19, 21, 22, 27, 28, 31, 32, 24, 25, 26, 29, 33, 35, 38

34, 36, 37, 39

Abb. 4-17 Butyratkonzentrationen (umol/ gTM) in Stuh  Iproben der Probandinnen aus Humanstudie | an
den Messtagen vor und nach 14-tagiger Intervention mit Smoothie (SM), Saft (SA) und Placebo (PL) (MW *
SD sowie individuelle Messwerte, 1 = Anstieg nach Intervention, | = Absinken nach Intervention, <« = keine
Anderung nach Intervention, TM = Trockenmasse)

Isobutyrat, Isovalerat und Valerat

Auch die Konzentrationen von Isobutyrat, Isovalerat und Valerat in Stuhlproben der
Probandinnen variierten inter- und intraindividuell stark. Dies legt nahe, dass sie im Mittel
unbeeinflusst von den Interventionsabschnitten und den Testgetranken blieben (Tab. 4-7,
Abb. 4-18).
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Die Konzentrationen waren fur Isobutyrat und Isovalerat deutlich héher als fir Valerat. An

allen Messtagen wurden fir Isobutyrat im Mittel Werte zwischen 10,9+8,7 und 30,6+41,9

pmol/g TM, fur Isovalerat Werte zwischen 16,4+14,8 und 27,2+26,3 umol/g TM und fir
Valerat Werte zwischen 4,5+3,6 und 13,2+22,7 pumol/g TM ermittelt. Wie bei Acetat,

Propionat und Butyrat lagen auch hier sehr hohe Standardabweichungen vor.

Tab. 4-7 Konzentrationen (umol/g TM) von Isobutyrat, Isovale
Probandinnen aus Humanstudie | vor und nach 14-tagig

Placebo (PL) (MW % SD)

rat und Valerat in Stuhlproben der
er Intervention mit Smoothie (SM), Saft (SA) und

Fettsaure Durchgang | (SM)1 Durchgang Il (SA) Durchgang Il (PL)
Vor? Nach Vor Nach Vor Nach
(n=23) (n=27) (n=29) (n=23) (n=25) (n=28)
Isobutyrat 17,8 13,6 25,1 30,6 12,2 10,9
+ 30,4 +17,3 + 35,7 +41,9 +13,3 +8,7
Isovalerat 22,2 18,4 23,1 27,2 16,4 18,2
+ 30,5 + 15,0 +34,1 + 26,3 + 14,8 + 15,3
Valerat 13,2 45 8,4 8,3 8,9 5,9
+ 22,7 + 3,6 + 6,6 +59 +10,1 +4,8
1Angabe der Testgetranke in Klammern: SM = Smoothie, SA = Saft, PL = Placebo
2 .vor* = Messtage vor der Intervention, ,Nach“ = Messtage nach der Intervention
Isobutyrat Isovalerat Valerat
150 30 -
. 100+ . .
1 T
100- . -
. . 504 . 0 'é_' =
S’ 504 . %
- °,® 04 -304 . *
o ool == %—é—%‘
=) . -604
2-50‘ . L] -50- .
-100 . -100+ -90
~150=——p T T 1501— T T 120"y T T
Smoothie  Saft Placebo Smoothie  Saft  Placebo Smoothie  Saft  Placebo

Abb. 4-18 Veranderungen der Konzentrationen (umol/g
Stuhlproben der Probandinnen aus Humanstudie | vor un

TM) von Isobutyrat, Isovalerat und Valerat in
d nach 14-tagiger Intervention mit Smoothie,

Saft und Placebo (TM = Trockenmasse, Smoothie: n = 23, Saft: n = 23, Placebo: n = 25)
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4.1.4.3 Gesamtkeimzahl

Die Gesamtkeimzahl in Stuhlproben der Probandinnen sollte Informationen Gber den Einfluss
der Testgetranke direkt auf die Bakterienpopulation im Colon liefern. Die Bestimmung
erfolgte Uber Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung mit der EUB 338 Sonde zur Detektion aller
Bakterien mittels Durchflusszytometrie.

Insgesamt waren die Gesamtkeimzahlen bei relativ groRen Streuungen sehr niedrig und
lagen an allen Messtagen in der GréRenordnung von 10’ pro g TM Stuhl. Die 14-tagigen
Interventionen mit den Testgetranken fihrten zu keinen signifikanten Veranderungen weder
beim Vergleich der Werte vor und nach den Interventionen noch zwischen den
Testgetranken (Tab. 4-8; Abb. 4-19).

Tab. 4-8 Gesamtkeimzahlen (KbEx10 7/g TM)l in Stuhlproben der Probandinnen aus Humanstudie | vo r und
nach 14-tagiger Intervention mit Smoothie (SM), Saft  (SA) und Placebo (PL) (MW % SD, n=30)

Gesamtkeimzahl Durchgang | (SM)? Durchgang Il (SA) Durchgang Il (PL)
Vor® Nach Vor Nach Vor Nach
5,13 5,50 3,91 4,83 5,17 5,22
+4,36 +4,41 +2,92 +5,95 +5,22 +2,55
P
0,586 0,926 0,347
P’ 0,786

! KbE = Koloniebildende Einheiten

2 Angabe der Testgetranke in Klammern: SM = Smoothie, SA = Saft, PL = Placebo

3 Vor‘ = Messtage vor der Intervention, ,Nach“ = Messtage nach der Intervention

* P-, = P-Werte fiir Unterschiede zwischen ,Vor* und ,Nach* (Effekt der Intervention)

® P-4 = P-Werte fiir Unterschiede zwischen Testgetranken (Effekt der Interventionsart)

Gesamtkeimzahl

3.0x108
2.0x108=
1.0x108+

0=

[KbE/g TM]

-1.0x1084 *

-2.0x10%+ .

-3.0x108 T T T
Smoothie Saft Placebo

Abb. 4-19 Veranderungen der Gesamtkeimzahlen (KbE/g T M) in Stuhlproben der Probandinnen aus
Humanstudie | vor und nach 14-tdgiger Intervention mit Smoothie, Saft und Placebo (KbE =
Koloniebildende Einheiten, TM = Trockenmasse, n=30)
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Wie bei den zuvor beschriebenen Parametern variierte auch die Gesamtkeimzahl in
Stuhlproben inter- und intraindividuell sehr stark und blieb im Mittel unbeeinflusst von der 14-
tagigen Zufuhr der Testgetranke Smoothie, Saft und Placebo. Die Anzahl der Probandinnen,
die nach den Interventionen hohere oder niedrigere Gesamtkeimzahlen in den Stuhlproben

aufwiesen, waren auch hier in den Testgruppen &hnlich verteilt (Abb. 4-20).

Gesamtkeimzahl
MW + SD n=16"1 n=13{ n=0<
2.5x108
Smoothie
= 2.0x10%-
=
2
D 1.5x108- 7 /
=
[=
o 1.0x10%4 ]
w
2
X, 5.0x1074 -
0- T b T T T T
Vor SM Nach SM Vor SM Nach SM Vor SM Nach SM Vor SM Nach SM
Probandin: 10, 13, 15, 16, 21, Probandin: 11, 12, 17, 18, 19,
22,25, 27,28, 29, 30, 31, 33, 20, 23, 24, 26, 32, 34, 36, 37
35, 38, 39
MW + SD n=131% n=161 n=0¢
4.0x108
Saft
.::E 3.0x1084 -
(7]
£ 20«10 1
2
w
g 1.0x10%4 I E
04 T T T T T
Vor SA Nach SA Vor SA Nach SA Vor SA Nach SA Vor SA Nach SA
Probandin: 15, 18, 19, 21, 22, Probandin: 10, 11, 12, 13, 14
23, 25,27, 28,29, 30, 32, 35 16, 20, 24, 26, 31, 33, 34, 36,
37,38,39
MW + SD n=16"1 n=13{ n=0 o
3x108
_ Placebo
=
2 210 -
=
=
2
W 1x108- -
o
X Ij;l
Ik r = r r T r r
Vor PL Nach PL Vor PL Nach PL Vor PL Nach PL Vor PL Nach PL

Abb. 4-20 Gesamtkeimzahlen (KbE/ g TM) in Stuhlproben
Messtagen vor und nach 14-tagiger Intervention mit

Probandin: 11, 12, 14, 15, 16,
17, 20, 22, 26, 28, 29, 31, 32,
33, 36, 39

Probandin: 10, 13, 18, 19, 21,

23, 24, 25, 27, 34, 35, 37, 38

der Probandinnen aus Humanstudie | an den

Smoothie (SM), Saft (SA) und Placebo (PL)

(MW + SD

sowie individuelle Messwerte, 1 = Anstieg nach Intervention, | = Absinken nach Intervention, < = keine Anderung
nach Intervention, KbE = Koloniebildende Einheiten, TM = Trockenmasse)
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Far Humanstudie | lasst sich festhalten, dass die untersuchten Merkmale und Parameter in
Atemgas-, Urin- und Stuhlproben starken inter- und intraindividuellen Streuungen
unterliegen. Daher lassen sich auf der Basis von Mittelwerten keine signifikanten Einflisse

der 14-tagigen Interventionen mit den Testgetranken Smoothie, Saft und Placebo erkennen.
4.2  Humanstudie Il

Die Humanstudie Il wurde im Rahmen einer Bioverfiigbarkeitsstudie zu Anthocyanen
durchgefuhrt, wofur eine Anzahl von 10 Probanden/-innen vorgesehen war. Dabei diente sie
gleichzeitig zur Untersuchung mdglicher kurzfristiger Effekte” der Testgetrdnke auf
mikrobielle Fermentationsvorgénge im Colon und sollte weitere Informationen zur in vivo-
Metabolisierung von *C-LU und N,-LU liefern. Die Bestimmung von p-Kresol im Urin, des
pH-Wertes, der kurzkettigen Fettsduren und der Gesamtkeimzahl im Stuhl war hierbei nicht
vorgesehen. Fir die Daten der Humanstudie Il wurden Mittelwert und Standardabweichung
bestimmt und dargestellt. AulRerdem werden die individuellen Daten der 10
Versuchspersonen aufgezeigt. Tabelle 4-9 zeigt eine Ubersicht der bestimmten Parameter.

Wie in Humanstudie | wurden die einzelnen Urinfraktionen zur Darstellung der **C und *°N-
Ausscheidung nach Aufnahme von **C-LU und **N,-LU in eine 0-6 h und eine 6-24 h

Urinfraktion zusammengefasst.

Tab. 4-9 Erge bnistbersicht zu Humanstudie I (MW + SD, n=10)

Parameter Niichtern * Smoothie 1 Smoothie 2 Saft 1 Saft 2
B Atem T 11:49 12:41 09:14 10:15 12:08
[h:min] + 05:50 +07:58 +05:21 +05:54 +07:19
3¢ Urin, 0-6 h 2 12,3 1,7 2,3 1,8 1,4
[% Dosis] +5,89 +1,16 +1,06 +1,14 +0,52
3¢ Urin, 6-24h 23 4,3 3,4 3,4 3,1
[% Dosis] +14,24 +2,36 +1,17 +1,84 +1,52
N Urin, 0-6h 8,7 2,5 4,6 2,2 2,1
[% Dosis] +7,02 +1,43 +2,32 +1,4 +1,66
N Urin, 6-24 h 22,6 12,7 14,8 13 12,7
[% Dosis] +17,02 +3,95 +7,21 +7,39 +7,92

! Angabe der Intervention: Niichtern = 500 mg **C-LU + **N,-LU, Smoothie = 500 mg *C-LU + N,-LU +
Smoothie, Saft = 500 mg *C-LU + >N»-LU + Saft
2 Zeiten fiir Urinsammlungen nach Aufnahme von **C-LU und **N»-LU und dem jeweiligen Testgetrank

421 '3CO;in Atemgasproben

Die *CO,-Atemgaszeitprofile variierten stark zwischen den 10 Probanden/-innen und wurden
durch die Saftzufuhr intraindividuell beeinflusst. Daher lassen sich die Versuchspersonen
nicht wie in Humanstudie | eindeutig anhand der maximalen **CO,-Anreicherung im Atemgas
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(Tmax) Nach Jackson et al. (1999) in die drei Gruppen *CO,-Tax 9-13 h, 15-16 h oder >16 h
einteilen (Tab. 4-10, Abb. 4-21). Einerseits wird durch die Zufuhr der Séfte *CO,-Toax
teilweise so stark beeinflusst, dass die Zuordnung in zwei Gruppen mdglich wére
(Versuchspersonen 4, 6, 9, 10), andererseits weist ein Grof3teil der Versuchspersonen eine
maximale 13C02-Anreicherung von <9 h auf (Versuchspersonen 1, 2, 3, 5, 6, 7, 8, 10),
sodass diese keine der 0.g. Gruppen zuzuordnen waren (Tab. 4-10, Abb. 4-21).

Auffallig erscheint, dass die Zufuhr eines der Testgetranke gegenuber den nichternen
Bedingungen in den meisten Fallen zu friherer (Versuchsperson 1, 2, 3, 7, 8, 9, 10),
vereinzelt aber auch zu wesentlich spaterer (Versuchsperson 4 SM 1, Versuchsperson 6 SM
1, SA 1, SA 2) maximaler **CO,-Anreicherung im Atemgas filhrte (Tab 4-10, Abb. 4-21).
Versuchsperson 5 zeigt nur nach erstmaliger Zufuhr des Saftes (SA 1) eine etwas frihere
maximale *CO,-Anreicherung im Atemgas gegeniiber alleiniger Zufuhr des Markers.
Ansonsten wird *CO,-T.x hier durch die Zufuhr der Testgetranke etwas verzogert (Tab. 4-
10, Abb. 4-21).

Tab. 4-10 Zeitpunkt der maximalen 13COz-Anreicherung (T max) iIm Atemgas der Versuchspersonen aus
Humanstudie Il (grau hinterlegt = friihere 1C0O2-Tmax bei Zufuhr der Testgetranke)

T max 13C02 Atem [h:min]

Proband/-in  Nuichtern * SM1 SM 2 SA1l SA2
1 9:05 07:15 07:15 07:55 08:25

2 13:06 09:58 10:35 07:30 10:10

3 14:00 08:20 07:04 08:15 10:20

4 15:00 24:28 11:20 09:10 16:14

S 7:00 09:10 10:40 06:15 08:45

6 8:00 23:30 07:30 15:00 26:17

7 7:00 05:15 06:10 07:00 05:25

8 7:00 03:00 03:40 04:53 04:00

9 26:00 22:40 22:46 14:50 22:35

10 13:00 5:20 5:20 11:50 8:13

MW + SD 11:49 + 12:41 + 09:14 + 10:15+ 12:08 +

05:50 07:58 05:21 05:54 07:19

! Angabe der Intervention: Niichtern = 500 mg **C-LU + **N,-LU, SM = 500 mg **C-LU Smoothie, SA = 500 mg
BC-LU + Saft

83



Ergebnisse

=

Toax 9-130

N =

Trax 9-13h

w=

Trex 9130

o=

3 % [Atem]

Tonax 9-130 m Toax 9-130 m Tyrax 9-130 m Trax 9-130 m
T >16h 6 7 Toax 15160 9 T >16h 0
T
2 -104 g . J
<
L ¢
o 20 i .
T % 1 18 24 % 0 & 1o 1 24 3 0 6 12 18 20 o 6 12 18 24 o 6 12 18 20
Zeit [h] Zeit[h] Zeit [h] Zeit [h] Zeit [h]
- Niuchtern == Smoothie 1 =—— Smoothie 2 == Saftl == Saft2
Abb. 4-21 13COz-Atemgaszeitfrofile der Versuchspersonen aus Humanstudie |l nach der
1

C-LU) ,nichtern* und nach der Aufnahme von Smoothie (500 mg Bc.Lu

Markerverabreichung (500 mg
BC.LU + Saft 1 + Saft 2) an den Messtagen in der

+ Smoothie 1 + Smoothie 2) bzw. Saft (500 mg
Dimension ,, & *C* (m = mannlich, w = weiblich)

4.2.2 Renale **C-Exkretion

Die kumulative '*C-Ausscheidung im Urin bis 24 Stunden nach Aufnahme von **C-LU
nidchtern und zusammen mit den Testgetrdnken variierte stark zwischen den Probanden/-
innen und betrug 0-83 % der verabreichten *C-Dosis. Bei allen Studienteilnehmenden war
die renale *C-Ausscheidung ohne Zufuhr eines der Testgetranke deutlich hther (Abb. 4-22,
Tab. 4-11). Besonders auffallig erscheint mit ca. 83 % der verabreichten *C-Dosis die

Ausscheidung der Probandin 5 unter ,ntichternen” Bedingungen.
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Abb. 4-22 Kumulative renale 13C-Ausscheidung (% Dosis) der Versuchspersonen aus Hu
13C-LU + Smoothie 1

der Markerverabreichung (500 mg 13C-LU) und der Aufnahme von Smoothie (500 mg
+ Smoothie 2) bzw. Saft (500 mg *C-LU + Saft 1 + Saft 2) (m = mannlich, w = weiblich)
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Im Mittel betrug die renale **C-Ausscheidung in der 0-6 h nach der Markerverabreichung
gesammelten Urinfraktion ,nichtern® 12,4458 % und in der von 6-24 h gesammelten
Urinfraktion 22,9+14,4 % der verabreichten *C-Dosis. Bei Zufuhr eines der Testgetranke war
die mittlere **C-Ausscheidung im Urin deutlich geringer und lag zwischen 1,30,5 % (Saft 2)
und 2,4+1,0 % (Smoothie 2) im 0-6 h Sammelintervall und im Intervall von 6-24 h zwischen
3,1+1,3 % (Saft 2) und 4,3 + 2,3 % (Smoothie 1) der verabreichten Dosis **C (Tab. 4-11).

Die renale '*C-Ausscheidung in den einzelnen Urinfraktionen variierte besonders stark
zwischen den Probanden/-innen bei alleiniger Zufuhr von **C-LU und lag zwischen 0-26,2 %
(Versuchsperson 1 und 7, 15-24 h < Versuchsperson 6, 6-9 h) der verabreichten **C-Dosis.
Bei Zufuhr eines der Testgetrdnke waren diese Streuungen weniger stark ausgepragt. Die
13C-Exkretion bewegte sich in den einzelnen (ber jeweils 3 h bzw. 8 h gesammelten
Urinfraktionen (15-24 h) nur zwischen 0-3 % der verabreichten **C-Dosis (Tab. 4-11).
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Tab. 4-11 Kumulative *°C-Exkretion (%Dosis) in den einzelnen Urinfraktionen  der Versuchspersonen aus
Humanstudie 1l (MW + SD, grau hinterlegt und kursiv = minimal/maximal ermittelte Werte ,nlichtern“ bzw. bei
Testgetrankezufuhr)

Proband/in/ 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | MW=SD
Urinfraktion
Niichtern * [% Dosis]
0-3 22 36 1,7 13 58 53 19 85 21 52 | 38%22
3-6 8,7 8,1 26 119 191 7,3 5,5 3,5 6,3 13,1 8,6+4,9
6-9 4,1 7,3 2,9 40 10,2 26,2 74 7,7 7,8 4,1 82+6,7
9-12 2,0 9,3 1,7 6,3 17,2 25 7,8 3,7 5,2 3,2 59+47
12-15 0,8 3,2 1,8 3,8 143 15 8,4 3,4 4,2 3,6 45140
15-24 0,0 3,2 2,1 46 166 13 00 43 6,4 5,3 44 +48
0-6 10,9 11,7 43 13,2 249 126 74 120 84 18,3 12,4 +5,8
6-24 69 230 85 18,7 583 315 236 191 236 16,2 | 229+144
Smoothie 1 [% Dosis]
0-3 0,5 0,1 0,5 0,6 1,6 1,4 0,3 0,3 0,5 0,6 0,6 +0,5
3-6 0,3 0,3 1,5 0,8 0,8 2,5 0,9 0,9 1,1 1,9 1,1+0,7
6-9 0,5 1,6 1,1 1,2 0,6 2,9 0,2 0,7 1,2 2,0 1,2+0,8
9-12 1,0 0,6 0,4 0,4 2,9 1,5 0,4 0,7 1,0 0,9 1,0+0,8
12-15 0,5 0,9 0,6 1,1 1,3 2,2 1,1 0,3 0,6 0,6 0,9+0,5
15-24 0,2 0,1 2,0 0,6 2,4 2,9 1,4 0,5 0,8 1,1 1,2+1,0
0-6 0,8 0,4 2,0 1,4 2,4 3,9 1,2 1,2 1,6 2,5 1,7£1,0
6-24 2,2 3,2 4,1 3,3 7,2 9,5 3,1 2,2 3,6 4,6 43+£2,3
Smoothie 2 [% Dosis]
0-3 0,1 0,4 0,5 0,7 0,5 1,0 1,1 0,8 1,8 1,1 0,8+0,5
3-6 4,3 0,6 0,8 1,1 1,5 1,1 1,4 1,5 1,9 1,7 16+1,0
6-9 1,5 0,5 0,3 1,3 0,2 1,5 1,5 1,0 1,4 1,6 1,1+0,5
9-12 0,7 0,4 0,3 1,1 0,5 0,7 1,7 0,5 1,3 0,7 0,8+0,4
12-15 1,0 07 03 05 05 04 04 06 07 1,2 0,6 +0,3
15-24 10 03 06 10 03 07 09 0,7 14 1,2 0,8+0,4
0-6 4.4 1,0 1,3 1,8 2,0 2,1 2,5 2,3 3,7 2,8 24+1,0
6-24 4,2 1,9 1,5 3,9 15 3,3 4,5 2,8 4,8 4,7 33+1,3
Saft 1 [% Dosis]
0-3 0,1 0,4 0,4 0,3 0,4 0,8 0,8 0,5 0,3 1,0 0,5+0,3
3-6 1,6 0,4 2,0 0,4 1,0 2,7 1,1 1,0 0,0 2,2 1,2+0,9
6-9 0,5 0,6 0,5 0,8 2,5 1,7 1,7 1,3 0,1 1,0 1,1+0,7
9-12 2,0 0,2 1,0 0,3 0,8 1,8 1,2 0,4 0,0 0,6 0,8+0,7
12-15 0,5 0,6 1,0 0,2 0,2 1,0 0,5 0,8 0,0 0,6 0,5+0,3
15-24 1,6 1,1 1,4 0,7 0,3 3,0 1,0 0,8 0,0 1,6 1,2+0,8
0-6 1,7 0,8 2,4 0,7 14 3,5 1,9 1,5 0,3 3,2 1,7+1,0
6-24 4,6 2,5 3,9 2,0 3,8 7,5 4,4 3,3 0,1 3,8 36+19
Saft 2 [% Dosis]
0-3 0,0 0,1 0,4 0,9 0,2 0,3 0,6 0,4 0,4 0,3 0,4+0,3
3-6 2,2 0,6 1,5 0,9 0,7 1,3 0,5 1,0 0,5 0,4 1,0+0,6
6-9 03 o5 06 07 05 1,7 07 11 06 07 | 07+04
9-12 2,8 0,6 0,4 1,0 0,7 1,5 0,2 0,9 0,6 0,8 1,0+0,7
12-15 03 04 10 o5 O07 1,1 O01 09 03 06 | 0603
15-24 0,7 1,1 1,2 1,2 0,2 1,6 0,1 0,5 0,6 1,0 0,8+0,5
0-6 2,2 0,7 1,9 1,8 0,9 1,6 11 1,4 0,9 0,7 1,3+0,5
6-24 4,1 2,6 3,2 3,4 2,2 5,9 1,1 3,4 2,1 3,1 31+1.3

! Angabe der Intervention: Niichtern = 500 mg **C-LU + **N,-LU, Smoothie 1/2 = 500 mg **C-LU + Smoothie, SA
1/2 =500 mg **C-LU + Saft
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4.2.3 Renale ®*N-Exkretion

Ahnlich der renalen **C-Ausscheidung konnten Streubreiten von 0-93 % der verabreichten
®*N-Dosis in der renalen *N-Ausscheidung bis 24 Stunden nach Aufnahme von **N,-LU
zwischen den Probanden/-innen gemessen werden (Abb. 4-23, Tab. 4-12). Besonders hoch
erscheint auch hier die *>N-Ausscheidung der Probandin 5 ,niichtern* (Abb. 4-23).

Auffallig erscheinen die z.T. stark ausgepragten Parallelen in der renalen *C- und *N-
Ausscheidung, insbesondere unter nichternen Bedingungen (Vgl. Abb. 4-22 und 4-23, z.B.
Versuchspersonen 5, 6). Insgesamt scheint auch hier bei den Versuchspersonen 2, 4,5, 6, 7
und 9 die ™N-Ausscheidung im Urin bei Zufuhr eines der Testgetranke im Vergleich zum

,nuchternen” Zustand etwas verringert (Abb. 4-23).
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Abb. 4-23 Kumulative renale 15N-Ausscheidung (% Dosis) der Versuchspersonen aus Hu manstudie 1l nach
der Markerverabreichung (75 mg  *°N,-LU) niichtern und nach der Aufnahme von Smoothie (75  mg “*N»-LU
+ Smoothie 1 + Smoothie 2) bzw. Saft (75 mg  N,-LU + Saft 1 + Saft 2) (m = mannlich, w = weiblich)

Bei Betrachtung der °>N-Aussscheidung in den einzelnen Urinfraktionen féllt auf, dass wie
bei der renalen **C-Ausscheidung ,niichtern“ besonders groRe Streuungen zwischen den
Probanden/-innen bestehen und im Bereich von 0-28,4 % der verabreichten Dosis *°N lagen
(Tab. 4-12). Bei Zufuhr eines der Testgetranke war die *>N-Ausscheidung im Urin insgesamt
etwas geringer und variierte weniger stark zwischen den Studienteilnehmenden. Mit
Ausnahme der Probandin 1, Messtag ,Saft 2, Urinfraktion 9-12 h, lag die renale *°N-
Ausscheidung bei Zufuhr des Smoothies oder Saftes zwischen 0-11,8 % der verabreichten
®N-Dosis (Tab. 4-12). Die mittlere *N-Ausscheidung im Urin lag ,niichtern” in der von 0-6 h
gesammelten Urinfraktion bei 8,8+7,0 und in der von 6-24 h gesammelten Urinfraktion bei
22,4+17,0 % der verabreichten **N-Dosis. Bei Zufuhr des Smoothies oder Saftes verminderte
sich die renale 15N-Ausscheidung im Sammelintervall von 0-6 h auf 2,1+1,6 bis 4,6+2,5 und
im Intervall von 6-24 h auf 12,8+8,0 bis 14,7+7,0 der verabreichten *°N-Dosis (Tab. 4-12).
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Tab. 4-12 Kumulative *°N-Exkretion (% Dosis) in den einzelnen Urinfraktionen der Versuchspers onen aus
Humanstudie 1l (MW % SD, grau hinterlegt und kursiv = minimal/maximal ermittelte Werte ,niichtern“ bzw.
Testgetrankezufuhr)

Proband/in/ 2 3 4 5 6 7 8 9 10 MW=£SD
Urinfraktion
Nuchtern [% Dosis]
0-3 1,8 2,5 1,4 1,0 6,2 3,9 0,3 79 18 1,7 29+24
3-6 4,9 5,9 0,0 3,4 20,9 6,3 5,5 2,8 54 4,7 6,0+5,6
6-9 5,8 5,7 0,0 2,9 10,0 284 7,0 6,0 56 1,4 7,3+8,0
9-12 1,6 4,4 2,7 3,3 19,7 2,6 8,6 30 41 15 52+55
12-15 1,7 3,5 3,3 2,5 15,3 1,4 11,4 24 25 2,2 46+4,7
15-24 0,0 4,3 8,5 5,0 20,7 1,2 0,0 41 57 4,4 54+6,0
0-6 6,7 8,4 14 44 27,1 10,2 5,8 10,7 7,2 6,4 88+7,0
6-24 9,1 179 145 13,7 65,7 336 270 155 179 95 22,4+17,0
Smoothie 1
0-3 0,8 0,1 0,2 0,6 1,7 1,6 0,2 06 05 0,5 0,7+0,6
3-6 0,7 0,3 1,4 0,8 1,2 3,0 3,0 34 16 24 1,8+1,1
6-9 3,3 2,9 2,0 1,1 0,9 3,0 1,1 34 09 3,8 22+172
9-12 7,9 1,4 2,0 0,4 5,7 1,7 2,3 46 1,2 4,0 31+24
12-15 3,6 2,8 4,4 1,6 2,5 2,5 4,6 1,5 1,1 21 27+1,2
15-24 19 05 11,2 22 52 46 73 40 70 5.2 49+3,1
0-6 1,5 0,4 1,6 1,4 29 4.6 3,2 40 21 29 25+1,3
6-24 16,7 7,6 19.6 5,3 143 11,8 15,3 135 10,2 15,1 129+4,3
Smoothie 2
0-3 0,2 2,7 0,1 0,7 0,9 1,6 1,2 1,5 20 0,8 1,2+0,8
3-6 10,2 1,1 2,9 0,9 2,2 1,9 2,8 57 23 4,0 34+28
6-9 6,6 1,4 2,3 1,2 0,2 2,0 5,1 48 2,2 4,8 31+21
9-12 1,7 1,5 3,0 1,2 0,8 1,0 9,4 26 3,6 2.2 27+25
12-15 50 35 27 13 46 05 3,7 33 32 41 32+1,4
15-24 69 18 85 45 42 12 89 57 11,7 43 58+3,3
0-6 10,4 3,8 3,0 1,6 3,1 3,5 4.0 72 43 438 46+25
6-24 202 82 165 8,2 9,8 47 271 16,4 20,7 154 14,7+7,0
Saft 1
0-3 0,1 0,3 0,5 0,2 0,5 0,7 1,0 08 02 11 0,5+0,4
3-6 3,9 0,5 2,4 0,2 1,7 2,6 2,0 22 00 21 1,8+1,2
6-9 3,3 0,8 0,9 2,4 5,9 1,6 5,2 35 00 2,0 26+19
9-12 11,8 0,6 2,3 1,7 3,2 1,6 4,9 1,2 00 1,9 29+34
12-15 3,3 1,9 2,8 3,1 2,5 1,1 2,3 30 00 1,9 22+1,0
15-24 100 42 87 52 36 57 71 49 00 43 54+2,8
0-6 4,0 0,8 29 0,4 2,2 3,3 3,0 30 02 32 23+1,3
6-24 28,4 7,5 14,7 12,4 15,2 10,0 195 126 0,0 10,1 13,0+7,5
Saft 2
0-3 0,0 0,0 0,1 1,5 0,3 0,6 0,4 07 09 03 0,5+0,5
3-6 4,8 0,9 1,6 0,8 0,6 1,4 00 44 09 1,0 16+1,6
6-9 1,1 1,0 1,5 0,9 1,1 2,1 0,0 57 08 4,0 1,8+1,7
9-12 21,6 24 1,7 1,8 24 1,7 00 46 12 28 4,0+6,3
12-15 44 28 42 13 33 15 00 54 1,1 20 26+1,7
15-24 2,5 10,3 5,8 4,6 1,3 4,9 00 48 6,2 3,4 44+29
0-6 4.8 0,9 1,7 2,3 0,9 2,0 0,4 51 18 1,3 21+1,6
6-24 296 16,5 132 8,6 81 102 00 205 93 12,2 12,8 £8,0

! Angabe der Intervention: Niichtern = 500 mg **C-LU + **N,-LU, Smoothie 1/2 = 500 mg **C-LU + Smoothie, SA
1/2 =500 mg **C-LU + Saft
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Fir Humanstudie 1l I&sst sich festhalten, dass die **CO,-Atemgaszeitprofile und die renale
13C- und N-Ausscheidung nach Aufnahme von *C-LU und N,-LU stark zwischen den
Versuchspersonen variierte. Bei einigen Versuchspersonen wurde die maximale *CO,-T pax
bei gleichzeitiger Zufuhr der Testgetranke deutlich friher, vereinzelt aber auch spéater
erreicht. Bei Zufuhr der Testgetrdnke verminderte sich bei allen Versuchspersonen die
kumulative *C-Ausscheidung im Urin, wahrend sich die renale *>N-Ausscheidung nur bei 6
Versuchspersonen verringerte. Auffallig erscheinen die teilweise stark ausgepragten
parallelen Verlaufe der **C- und **N-Ausscheidung im Urin, insbesondere unter niichternen

Bedingungen.
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5 Diskussion

Ziel der vorliegenden Untersuchungen war es, Erkenntnisse Uber die Metabolisierung von
1BC-LU und ®N,-LU nach oraler Aufnahme der **C- und *N,-markierten Substanzen zu
erlangen sowie mit diesen Markern mikrobielle Stoffumsetzungen im menschlichen Colon
unter dem Einfluss von nutritiv zugeftihrten Anthocyanen zu untersuchen. Die beiden Marker
13C-LU und ™N,-LU wurden bisher in mehreren Studien zur Untersuchung der intestinalen
Mikrobiota und ernahrungsbedingter Einflisse wie z.B. Pr&- oder Probiotika eingesetzt; sie
scheinen hierfir nach den vorliegenden Publikationen geeignet zu sein [Cloetens et al.,
2008; De Preter et al.,, 2007; Geboes et al.,, 2005; Wutzke et al., 2010]. Als Parameter
dienten auf die Markierung zuriickzufihrende Isotope sowie Metabolite, die beim
mikrobiellen Stoffwechsel des Dickdarms entstehen und Uber verschiedene Wege

ausgeschieden werden. Bestimmt wurden

- BC0o, im Atemgas

- die Gesamtausscheidung von'3C, N sowie von p-Kresol im Urin

- der pH-Wert sowie die kurzkettigen Fettsduren Acetat, Propionat und Butyrat sowie
Isobutyrat, Isovalerat und Valerat

- die Gesamtkeimzahl im Stuhl.

In zwei Humanstudien sollte dabei untersucht werden, ob eine ,langfristige” und ,kurzfristige*
Zufuhr von Anthocyanen aus verschiedenen Testgetrdnken Einfluss auf mikrobielle
Fermentationseigenschaften und die Metabolisierung von **C-LU und **N,-LU im Colon
ausiuiben. Als langfristig wurden mdgliche Einflisse bezeichnet, die sich nach taglicher
Aufnahme der Testsubstanzen Uber 14 Tage ergeben konnten (Humanstudie 1). Als
kurzfristig wurden Einflisse angesehen, die nach einmaliger Aufnahme der Testsubstanzen
auftreten konnten (Humanstudie Il). Dabei erschien es wichtig, dass mdglichst nur die
Einfliisse der eingesetzten Testsubstanzen zum Tragen kamen. Beide Studien wurden daher
weitestgehend ,standardisiert”. Es gab Ern&hrungsvorschriften fir die Probanden/-innen,
einheitliche Applikationsverfahren fur die Testsubstanzen und Marker, detaillierte Regeln fur
die Probennahmen und standardisierte analytische Methoden zur Messung der
Untersuchungsparameter. Die Standardisierung war dringend erforderlich, da die taglich
aufgenommenen Mengen und Arten von Nahrstoffen und deren Umsetzung im intestinalen

und intermediaren Stoffwechsel zwischen Individuen naturgeman stark variieren kénnen.
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5.1  Studiendesign

5.1.1 Probandinnen
Humanstudie |

Um die Variation individueller Stoffwechseleigenschaften beim Menschen gering zu halten,
sollte fur die Humanstudie | ein moglichst homogenes Probandenkollektiv untersucht
werden. Die 30 ausgewahlten gesunden Studentinnen der Ern&hrungswissenschaften im
Alter von 23-27 Jahren waren gesund, die Werte fur den BMI lagen im Bereich von 18,2-28,0
kg/m?. Bis auf drei Probandinnen, die einen BMI von >25 kg/m? aufwiesen und damit nach
der World Health Organization (WHO) als (bergewichtig gelten und eine untergewichtige
Probandin mit einem BMI von <18,5 kg/mz, lag der BMI aller Probandinnen zwischen 18,5-
24,9 kg/m2 und damit im Bereich ,Normalgewicht* [WHO, 2004]. Das Probandinnenkollektiv
war insgesamt deutlich gréRer und homogener als in anderen Studien mit dem Einsatz von
13C-LU und/oder ®N,-LU, in denen zwischen 10-20 Personen im Alter von 20-45 Jahren als
Kollektiv dienten [Cloetens et al., 2008; De Preter et al., 2004; Wutzke et al., 2010].
Hinsichtlich der untersuchten Parameter wie *CO, im Atemgas, *C, **N und p-Kresol im
Urin sowie kurzkettigen Fettsauren und dem pH-Wert im Stuhl ist in bisherigen Studien von
keinem Einfluss des Geschlechts oder des Alters berichtet worden [Cloetens et al., 2008; De
Preter et al., 2004; Walton et al., 2012; Wutzke et al., 2010]. Insbesondere zur Umsetzung
von N,-LU gibt es Hinweise, dass kaum interindividuelle Unterschiede bei der
Metabolisierung bestehen, sobald das Lactoseureid das Colon erreicht hat [Geboes et al.,
2005]. Verschiedene N-Exkretionsprofile im Urin nach oraler Aufnahme von *N,-LU
resultieren demnach eher aus abweichenden orozdkalen Transitzeiten zwischen Individuen.
Die mit den 30 Probandinnen der vorliegenden Studie erzielten Ergebnisse kdnnen daher als
reprasentativ angesehen werden.

Allerdings sollte bei der Beurteilung der Ergebnisse bericksichtigt werden, dass grof3e inter-
wie auch intraindividuelle Unterschiede in der Zusammensetzung und metabolischen
Aktivitat der intestinalen Mikrobiota bestehen kdnnen, d.h. letztere und deren Metabolite sehr
wirtsspezifisch ausgeprégt sein kdnnen [De Preter et al., 2004; Eckburg et al., 2005; Flint,
2012; Tuovinen et al., 2011; Walker et al.,2011].

Humanstudie Il

Das Probandenkollektiv der Humanstudie 1l kann mit 5 weiblichen und 5 mannlichen
Studierenden der Erndhrungswissenschaften im Alter von 23-27 Jahren ebenfalls als relativ

homogen und vergleichbar mit den Probandinnen aus Humanstudie | gelten.
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Compliance der Probandinnen

Alle Personen nahmen bis zum Ende der beiden Studien teil. Dabei wurden sowohl die
Ern&hrungsvorschriften wie auch Regeln zur Probennahme und oralen Aufnahme von **C-
LU und *®N,-LU an den Messtagen eingehalten. Durch eine Fallzahlberechnung vor Beginn
der Studien lag ausreichendes Probenmaterial vor, um aussagekréftige Ergebnisse erhalten

zu konnen.
5.1.2 Testgetranke

Sowohl der Traube-Heidelbeer-Saft als auch der Traube-Heidelbeer-Smoothie unterschieden
sich im Anthocyangehalt mit 840,9 mg/l und 983,7 mg/l deutlich vom Traube-Heidelbeer-
Placebosaft. So wurden taglich mit 330 ml Saft 277 mg, mit gleicher Flissigkeitsmenge
Smoothie 325 mg und mit dem Placebo 3 mg Anthocyane aufgenommen (Tab. 3-1). Damit
lag die tagliche Anthocyanaufnahme wahrend der Interventionsabschnitte ,Saft* und
»~omoothie“ deutlich Gber der durchschnittlich geschatzten Aufnahme von 2,7 mg pro Tag mit
einer Schwankungsbreite von 0-76 mg in Deutschland und von 12,5 mg pro Person und Tag
in den USA [Watzl et al., 2002; Wu et al., 2006]. Unterschiedliche Mengen wie auch
Darreichungsformen von Anthocyanen zur Untersuchung ihrer Bioverfiigbarkeit und Wirkung
auf die intestinale Mikrobiota erschweren einen Vergleich von publizerten Daten mit den
Ergebnissen der vorliegenden Arbeit. Die in verschiedenen Studien eingesetzten
Anthocyanmengen variierten zwischen ca. 56-1900 mg und wurden als Getrank, Extrakt,
ganze Frucht oder Konzentrat verabreicht [McGhie, Walton 2007; Queipo-Ortuiio et al.,
2012; Vendrame et al., 2011]. Wichtiger erscheint daher, dass mit der vorliegenden Studie
das Ziel einer anthocyanreichen Intervention in Form von Saft und Smoothie im Vergleich zu
einer anthocyanarmen Intervention mit dem Placebosaft erreicht wurde.

AulRerdem wurden beim Verzehr von jeweils 300 ml mit Saft 2,31 g, mit Smoothie 3,63 g und
mit Placebo 1,32 g Ballaststoffe aufgenommen (Tab. 3-1). Die Testgetranke lieferten somit
nur einen geringen Beitrag zu der von der DGE empfohlenen Menge von 30 g pro Tag und
Person. Da einerseits der Ballaststoffgehalt der Testgetrédnke insgesamt sehr gering war und
andererseits diesbezlglich nur geringe Unterschiede zwischen den Testgetranken
bestanden, scheint eine Bewertung/Einteilung der Testgetranke in ballastoffreich und -arm
kaum sinnvoll. In zukUnftigen Untersuchungen mit ahnlicher Fragestellung ware daher zu
empfehlen, Testgetrdnke oder Darreichungsformen mit starker differierenden
Ballaststoffgehalten einzusetzen.

Mit ca. 200 kcal, hauptsachlich in Form von Glucose und Fructose, lieferten die Testgetranke
ca. 10 % der nach DGE fiur die untersuchte Personengruppe empfohlenen taglichen
Energiezufuhr [DACH, 2012].
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Beurteilung der Testgetréanke durch Probandinnen der Humanstudie |

Alle Testgetranke wurden nach Aussagen der Probandinnen gut vertragen. Allerdings soll
der Smoothie in Einzelfallen zu Unwohlsein und/oder leichten Magen-Darm-Beschwerden
gefuhrt haben. AuRerdem empfanden einige Probandinnen die Aufnahme von 330 ml eines
Testgetranks nichtern am Morgen als unangenehm. Im Anschluss an Humanstudie | sollten
die Probandinnen die Testgetrdanke hinsichtlich der Bekémmlichkeit und des Geschmacks
von ,sehr gut* bis ,sehr schlecht” beurteilen. Die Ergebnisse hierzu sind in Abbildung 5-1

dargestellt.

Smoothie Placebo

Sehr

schlecht; 4 schlecht; 3

Schlecht; 4

Bekdmmlichkeit [Sre 1o

schlecht; 1 lecht; 3 schlecht; 1
Schlecht; 4
Sehr gut; 8 Schlecht; 6

Geschmack

Abb. 5-1 Subjektive Beurteilung der Bekémmlichkeit u nd des Geschmacks der Testgetrédnke durch
Probandinnen der Humanstudie |  (n = 30)

Insbesondere schien danach der Placebo fiir die Probandinnen sehr bekdmmlich zu sein,
wahrend sowohl der Smoothie als auch der Saft von 11 bzw. 7 Probandinnen als schlecht
bis sehr schlecht bekdmmlich beurteilt wurde. Der Geschmack aller drei Testgetréanke wurde

von etwa der Halfte der Probandinnen als sehr gut und gut empfunden.
5.1.3 Dauer der Washout- und Interventionsabschnit  te

Die intestinale Mikrobiota des Menschen ist ein sehr dynamisches Okosystem, welches
schnell auf sich &ndernde Bedingungen wie z.B. eine Nahrstoffzufuhr reagieren kann [Chow
et al., 2010; David et al., 2013]. In den wenigen Humanstudien, die Einflisse und
Wechselwirkungen von Anthocyanen mit der intestinalen Mikrobiota des Menschen

untersuchten, variierten Washout- und Interventionsabschnitte zwischen mehreren Tagen bis
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mehreren Wochen [Jiménez-Girdn et al., 2013; Queipo-Ortufio et al., 2012; Tzounis et al.,
2011].

Dagegen wurde in in vitro-Versuchen die Umsetzung und der Einfluss von Anthocyanen und
Polyphenolen auf die Zusammensetzung und Aktivitat der fakalen Mikrobiota meist Uber
Zeitraume von mehreren Stunden bis wenigen Tagen untersucht [Aura et al., 2005; Gross et
al., 2010; Sanchez-Patan et al., 2012].

In der vorliegenden Studie sollte der Einfluss von Anthocyanen auf die Mikrobiota des
Menschen mit *3C-LU und **N,-LU untersucht werden. In anderen Humanstudien mit **N,-LU
zu Effekten von Pro- und Prabiotika auf die Fermentation im Colon wurden meist
Interventionszeitraume von 2-4 Wochen gewéhlt [De Preter et al., 2004; De Preter et al.,
2007; Cloetens et al., 2008]. In einer Studie von Wutzke et al. (2010) traten nach 10 Tagen
Intervention mit Pro- und Préabiotika Anderungen der *N-Ausscheidung im Urin und Stuhl der
Versuchspersonen auf.

Die 10-tdgigen Washout- und 14-tdgigen Interventionsabschnitte der Humanstudie | und die
7-tagigen Washoutabschnitte in Humanstudie 1l dirften demnach ausreichend lang gewesen
sein. Sie waren aus dieser Sicht auch gut praktisch durchfihrbar und fur die

Versuchspersonen akzeptabel.
5.2 1*C-LU und "N,-LU

Im Folgenden werden die Ergebnisse zu *C-LU und **N,-LU diskutiert. In Abbildung 5-2 ist
zur Veranschaulichung eine vereinfachte, schematische Darstellung des intestinalen **C-LU

und **N,-LU Stoffwechsels gezeigt.

|Lactose{"N, "*N}-ureide|

Lactose-["*C]-ureide

~——1
¥ Absorption Retiniert (Organismus)
Urin[*N, ®N]-Urea | < 5NH, + °CO, N-Urea
/J N fin[N, “NJ-Urea
N— 1

Nicht%ﬁkteriell <—— Stuh| —> Ba]gtﬁriell

Abb. 5-2 Stoffwechselweg des Lactoseureids : Oral appliziertes **C- und **N,-markiertes Lactoseureid wird im
Colon durch die intestinale Mikrobiota gespalten. Die Wiederfindungsrate von **C im Atem und **N im Urin dient
als Marker fiir mikrobielle Prozesse im Colon [modifiziert nach Jackson et al., 1999].
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5.2.1 3C0O, in Atemgasproben

Bisher gibt es nur wenige Studien, in denen zur Untersuchung mikrobieller
Fermentationseigenschaften im Colon des Menschen die **CO,-Abatmung nach Aufnahme
von C-LU untersucht wurde. Die meisten Studien zielten darauf ab, *C-LU als
diagnostischen Marker zur Bestimmung der oroztkalen Transitzeit oder einer bakteriellen
Uber- bzw. Fehlbesiedlung im Diinndarm einzusetzen [Berthold et al., 2009; Wutzke et al.,
1997; Wutzke, Mix 2010] und nutzten die Féahigkeit intestinaler Bakterien, *C-LU
umzusetzen. Dabei war die Mikrobiota selbst kein direktes Untersuchungsziel. In der
vorliegenden Arbeit sollte mit dem Einsatz von **C-LU als Marker anhand der *CO,-
Atemgaszeitprofile die Fermentationsaktivitdit der Mikrobiota unter dem Einfluss der
Testgetranke untersucht werden. Gleichzeitig sollten im Zusammenhang mit der renalen **C-
und **N-Ausscheidung nach oraler Aufnahme von *C-LU und **N,-LU Informationen uiber die
intestinale Metabolisierung der markierten Substanzen gewonnen werden.

In Humanstudie | war zunachst die hohe inter- und intraindividuelle Variabilitat in den **CO,-
Atemgaszeitprofilen auffallig, die keinen langfristigen Einfluss der Testgetrdnke auf die
maximale *CO,-Anreicherung im Atemgas als MaR fiir die bakterielle Fermentationsaktivitat
im Colon erkennen lieRen (Tab. 4-1; Abb. 4-1; Abb. 4-2). GroRe Streuungen in der *CO,-
Abatmung nach Aufnahme von **C-LU sind auch in anderen Studien beschrieben worden
[Jackson et al., 1999; Morrisson et al., 2003; Wutzke, Mix 2010]. Ausschlaggebend hierfur
kbnnten nach Jackson et al. (1999) Unterschiede in der Zusammensetzung und
metabolischen Aktivitdt der Mikrobiota, der bakteriellen Enzymausstattung und -aktivitat zur
Spaltung von *C-LU in verschiedenen Abschnitten des Colons sowie zwischen Personen
sein. Die Einteilung der Versuchspersonen nach dem Zeitpunkt der maximalen *CO,-
Anreicherung im Atemgas nach Jackson et al. (1999) verdeutlicht die grolien
interindividuellen Unterschiede in der vorliegenden Untersuchung. Gleichzeitig sollten so
differenziertere Hinweise zum Einfluss der Testgetrdnke gewonnen werden, wobei auch auf
diesem Weg kein Effekt der Testgetranke auf die **CO,-Atemgaszeitprofile erkennbar war.
Fur die vorliegende Studie muss daher geschlossen werden, dass die langfristige Zufuhr der
verschiedenen Testgetranke (iber 14 Tage die bakterielle Umsetzung von *C-LU in eine
erkennbare Richtung nicht eindeutig beeinflusste. Zu dieser Schlussfolgerung muss man
durch die groRRe inter- wie auch intraindividuelle Variabilitat der **CO,-Atemgaszeitprofile
kommen.

Eine Besonderheit stellte die Probandin der Humanstudie | dar, die keine *CO,-
Anreicherung im Atemgas aufwies (Abb. 4-2). Da sowohl erhéhte renale *C- wie auch *N-
Ausscheidungen bei dieser Probandin nachweisbar waren, ist davon auszugehen, dass die
Isotope intermediar aufgenommen wurden. Ein zu kurz gewahlter Zeitraum der

Probennahme kommt kaum in Betracht, denn Daten aus der Literatur zeigen, dass nach
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Aufnahme von *C-LU ca. 35 % der verabreichten *C-Dosis innerhalb von 24 h (iber den
Atem ausgeschieden wurden [Jackson et al., 1999; Wutzke et al., 1997]. Bisher sind noch
keine Félle ohne *CO,-Abatmung in der Literatur bekannt.

Auch eine limitierte bakterielle Umsetzung von *C-LU bei dieser Probandin ist wenig
wahrscheinlich, denn die meisten intestinalen Bakterien verfigen tber das Enzym Urease
zur Spaltung von Harnstoff [Suzuki et al., 1979]. Mdglicherweise wurde demzufolge die
Zucker-Harnstoff-Verbindung im Untersuchungszeitraum nicht gespalten, sodass es zu
keiner *CO,-Freisetzung und -Absorption sowie **CO,-Abatmung iber die Lunge kam (Abb.
5-2). Die erhohte *C- und ®*N-Ausscheidung im Urin dieser Probandin kénnte demnach auf
der Ausscheidung des ungespaltenen Lactose- oder Glucoseureids beruht haben [De Preter
et al.,, 2011; Morrison et al., 2003]. In weitergehenden Untersuchungen waren daher
differenzierte Analysen der *3C- und ®N-markierten Ausscheidungsprodukte wie z.B. LU, GU
(Glucoseureid) und Harnstoff im Urin und in den Féazes erforderlich, um festzustellen,
inwieweit bei dieser Probandin *C-LU und ®N,-LU tatsachlich bakteriell verstoffwechselt
wurden.

In Humanstudie Il sollte der kurzfristige Einfluss der Testgetranke auf die **CO,-Abatmung
bzw. intestinale mikrobielle Fermentationsaktivitat nach Aufnahme von **C-LU untersucht
werden. Da der Schwerpunkt dieser Studie auf der Untersuchung der Bioverfuigbarkeit von
Anthocyanen lag, wurde hier kein Placebosaft gegeben. Wie in Humanstudie | variierten die
3C0O,-Atemgaszeitprofile der 10 Versuchspersonen intra- und interindividuell stark. Die
frihere maximale **CO,-Anreicherung im Atemgas bei mehreren Versuchspersonen bei
gleichzeitiger Aufnahme der Testgetrénke konnte auf das hohere Substratangebot und
daraus resultierender hoherer bakterieller Fermentationsaktivitat im Vergleich zur
JNuchternaufnahme* von *C-LU zuriickzufiihren sein. Inwieweit die in Smoothie und Saft
enthaltenen Anthocyane, polyphenolischen Verbindungen und Ballaststoffe diesen Effekt
verursachten, konnte in weiteren Untersuchungen durch die Zufuhr des Placebosaftes mit
13C-LU uberpriift werden. Als weitere Ursache fiir die frilhere maximale **CO,-Anreicherung
im Atemgas kommt die gleichzeitige Zufuhr von Nahrstoffen und gréRerem
Flissigkeitsvolumen durch die Testgetranke in Betracht. Hierdurch koénnten die
Verdauungsprozesse und die intestinale Motilitdét gesteigert und damit die orozokale
Transitzeit beeinflusst worden sein [Pandol 2008]. Zwar waren die Versuchspersonen
bemduht, sich an allen Messtagen ,standardisiert” zu erndhren, dennoch besteht auch hier die
Mdglichkeit, dass Uber den Tag geringe, aber doch ausschlaggebende Unterschiede im
Zeitpunkt der Nahrungsaufnahme und der Nahrungszusammensetzung nach Aufnahme des
markierten Lactoseureid bestanden. Nach Priebe et al. (2004) kénnen diese Faktoren die
orozOkale Transitzeit mal3geblich beeinflussen. Aus dieser Sicht ldsst sich in der

vorliegenden Untersuchung der Humanstudie Il nicht eindeutig feststellen, ob fir die
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veranderten *CO,-Atemgaszeitprofile ein ,kurzfristig“ htheres Substratangebot durch Zufuhr
des Smoothies und Saftes verantwortlich waren oder ob die orozokalen Transitzeiten

substratunabhangig kiirzer ausfielen.
5.2.2 Renale **C-Exkretion

Das C-Isotop im Harnstoffmolekiil von Lactoseureid kann nur durch mikrobielle Spaltung
als *CO, freigesetzt werden. Das nach oraler *C-LU-Aufnahme renal ausgeschiedene C-
Isotop dirfte demzufolge aus mikrobiell nicht vollstandig zu '*CO, umgesetztem
Lactoseureid stammen (Abb. 5-2). Bei Kenntnis dieser renalen *C-Ausscheidung lasst sich
wiederum der Anteil des mikrobiell vollstandig bis zu *CO, abgebauten Lactoseureids
abschatzen. Friiheren Untersuchungen zufolge werden ca. 80 % der oral verabreichten **C-
LU-Dosis liber den Atem und innerhalb von 3 Tagen weniger als 2 % der verabreichten **C-
Dosis bakteriell zu **C-Harnstoff umgesetzt und in dieser Form tiber den Urin ausgeschieden
[Jackson et al., 1999; Morrison et al., 2003]. In der vorliegenden Arbeit wurden die
Atemgasproben nicht quantitativ gesammelt, sodass diesbeziglich keine Aussage getroffen
werden kann. In Humanstudie | lag die mittlere renale *C-Ausscheidung innerhalb des
gesamten 30 h Sammelzeitraums zwischen 13,7-15,6 % (Summe aus einzelnen
Urinfraktionen ,Nach SM*“ und ,Vor SA“) der verabreichten **C-Dosis, wobei im letzten
Sammelintervall von 24-30 h weniger als 1 % auftraten (Tab. 4-2). Vergleichbare Werte von
ca. 13-15 % der verabreichten **C-Dosis wurden von Wutzke et al. (1997) und Morrison et al.
(2003) gefunden. Diese beiden letztgenannten Ergebnisse stammen aus den bisher einzigen
Studien, in denen die '*C-Ausscheidung im Urin nach Aufnahme von *C-LU bestimmt
wurde. Aufgrund der mit den eigenen Messungen gut Ubereinstimmenden Ergebnisse zur
renalen **C-Ausscheidung kann davon ausgegangen werden, dass in Humanstudie | der
GroRteil **C iiber den Atem ausgeschieden wurde.

Auch bei den meisten Versuchspersonen aus Humanstudie Il lagen die Nichternwerte der
renalen **C-Ausscheidung in der 0-6 und 6-24 h Urinfraktion zwischen ca. 4-18 % bzw. ca. 7-
24 % der verabreichten '*C-Dosis und damit in der GréRenordnung der Werte der
Probandinnen aus Humanstudie | (Vgl. Tab. 4-11, Tab. A-1, Tab. A-2).

Die renale *C-Ausscheidung einzelner Probandinnen aus Humanstudie | war in der von 0-6
und von 6-24 h gesammelten Urinfraktion mit bis zu 25 bzw. 29 % der verabreichten **C-
Dosis allerdings deutlich Uber dem Mittel aller Messungen fir diese Fraktionen (Abb. 4-4,
Abb. 4-5, Tab. A-1, Tab. A-2). Auch die Probandin 5 der Humanstudie Il wies mit ca. 25 bzw.
58 % der verabreichten Dosis *C sehr hohe renale '*C-Ausscheidungswerte in den
genannten Urinfraktionen auf. In diesen Fallen diirfte demnach eine geringere *CO,-
Abatmung und damit eine verminderte bakterielle Fermentationsaktivitat im Colon

vorgelegen haben, wobei dies anhand der Atemgaszeitprofile nicht eindeutig erkennbar ist.
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Allerdings kénnte die geringere und verzégerte maximale *CO,-Anreicherung im Atemgas
einzelner Versuchspersonen aus Humanstudie 1l auf eine verringerte Aktivitdt der
Colonbakterien unter ,niichternen* Bedingungen hinweisen (Abb. 4-21, Tab. 4-10).

Die grafische Darstellung der *C-Urinzeitprofile der Versuchspersonen aus Humanstudie Il
verdeutlicht, dass bei allen Versuchspersonen der Hoéhepunkt der 'C-Ausscheidung,
besonders gut erkennbar im Zustand ,niichtern”, 3-6 oder 6-9 h nach der Markeraufnahme
erreicht wurde (Abb. 5-3, Tab. 4-11). Die renale '3C-Ausscheidung stieg schon im
Sammelintervall 0-3 h und damit vor der ersten **CO,-Anreicherung im Atemgas an (Vgl.
Abb. 5-3 und Abb. 4-21). Die gleiche Beobachtung machten bereits Morrison et al. (2003)
und Wutzke et al. (1997). Die frilhe **C-Anreicherung im Urin kann demnach nicht auf einer
bakteriellen Metabolisierung von *C-LU beruhen. Vielmehr ist anzunehmen, dass **C-LU im
Dinndarm durch Lactase zu Glucose-[**C]-Ureid gespalten und dann in dieser Form
absorbiert und Uber den Urin ausgeschieden wurde [Morrison et al., 2003; Wutzke et al.,
1997]. Neuere Untersuchungen zum Metabolismus von °N,-LU zeigen, dass Glucose-[**N,
®N]-Ureid bis 24 h und die héchsten Mengen im Sammelintervall von 3-6 h nach Aufnahme
des Markers renal ausgeschieden wurden [De Preter et al., 2011]. Deshalb spiegelt
wahrscheinlich auch die in der vorliegenden Arbeit festzustellende friihe **C-Anreicherung im
Urin die Ausscheidung von Glucose-[**C]-Ureid wider.

Demnach konnte die bei Zufuhr der Testgetranke in Humanstudie 1l auf maximal ca. 9 % der
verabreichten Dosis deutlich verminderte renale **C-Ausscheidung auf eine héohere
Ausscheidung von **C {iber den Atem und damit eine hohere bakterielle Umsetzung von **C-
LU hindeuten (Tab. 4-11, Smoothie 1, Versuchsperson 6, 6-24 h).

Bei Zufuhr der Testgetranke sind neben der insgesamt wesentlich geringeren **C-
Ausscheidung die Unterschiede im Vergleich zur alleinigen Aufnahme von *C-LU
(,nichtern) in der 3C-Anreicherung der verschiedenen Urinfraktionen weniger stark
ausgepragt (Tab. 4-11). Dies kénnte analog zur Erklarung der friiheren **CO,-Abatmung auf
einem beschleunigten orozokalen Transit von *C-LU durch Zufuhr der Testgetranke beruht
haben. Demzufolge wurde ein geringerer Anteil des verabreichten *C-LU im Diinndarm
gespalten und als *C-GU absorbiert und renal ausgeschieden. Somit kénnte dann ein
groRerer Anteil des oral aufgenommenen **C-LU schneller in das Colon gelangt sein, wo es
bakteriell umgesetzt und schliel3lich in Form von 13CO, vermehrt Gber den Atem
ausgeschieden wurde. Zum Nachweis und zur quantitativen Bilanzierung einer solchen
durch die Testgetranke verursachten Verschiebung von renaler '*C-Ausscheidung zu
vermehrter *CO,-Abatmung kénnten Analysen von *C-Glucoseureid (**C-GU), *C-LU und
13C-Harnstoff im Urin und zusatzlich die quantitative Erfassung der *CO,-Abatmung dienen.
AuRergewdhnlich und schwer erklarbar erscheint die sehr hohe **C-Ausscheidung in allen
Urinfraktionen der Probandin 5 im Zustand ,nichtern® (Tab. 4-11, Abb. 5-3). Die B¢-
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Anreicherung im Atemgas zeigt, dass eine bakterielle Umsetzung von **C-LU stattgefunden
haben muss. Die *CO,-Abatmung dieser Probandin erreichte jedoch ca. 12 h nach
Aufnahme von *C-LU wieder nahezu den Ausgangswert. Offensichtlich fand nach dieser
Zeit keine weitere bakterielle Umsetzung des Markers mehr statt. MOglicherweise wurde bei
dieser Probandin *C-LU bzw. *C-LU oder *C-GU auch im Colon absorbiert und renal
wieder ausgeschieden. Zur weiteren Aufklarung wéaren Analysen auf **C-LU, **C-GU und
13C-Harnstoff insbesondere in spéateren als 24 h nach der Markeraufnahme zu sammelnden

Urinfraktionen hilfreich.
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verabreichung (500 mg 13'C-LU; und der Aufnahme von Smoothie (500 mg ¥C.LU + Smoothie 1 +
Smoothie 2) bzw. Saft (500 mg ¥C-LU + Saft 1 + Saft 2) (m = mannlich, w = weiblich)

Insgesamt lassen sich keine unterschiedlichen ,langfristigen* Wirkungen der einzelnen
Testgetranke auf die renale *C-Ausscheidung erkennen. Ob die verringerten renalen *C-
Ausscheidungen bei gleichzeitiger, ,kurzfristiger* Zufuhr der Testgetranke durch Inhaltsstoffe
der Testgetranke wie Anthocyane, Polyphenole und Ballaststoffe oder durch veranderte

orozokale Transitzeiten bewirkt wurden, ist anhand der vorliegenden Daten nicht erkennbar.
5.2.3 Renale N-Exkretion

Die N-Ausscheidung im Urin nach oraler Aufnahme von **N,-LU sollte Informationen (iber
Fermentationseigenschaften der intestinalen Mikrobiota unter dem Einfluss der verabreichten
Testgetranke mit unterschiedlichem Anthocyan- und Ballaststoffgehalt liefern. Die N-
Ausscheidung uber den Urin steht in engem physiologischen Zusammenhang zum
mikrobiellen N-Umsatz im Intestinaltrakt. Dies beruht darauf, dass im Darm bakteriell aus
Protein und anderen N-haltigen Substraten freigesetztes NH; nach Absorption und
Umwandlung in Harnstoff Uber den Urin ausgeschieden werden kann (Abb. 5-2, Abb. 2-12).

Das Colon gilt als Hauptort der bakteriellen N-Umsetzungen im Intestinaltrakt. Die Menge
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des im Colon gebildeten NH; ist abhangig von der Proteinaufnahme Uber die Nahrung, dem
metabolischen Zustand des Wirtes und dem Energie-/Substratangebot fir die intestinale
Mikrobiota. Eine Akkumulation von NH; im Lumen des Colons kann zu lokalen Intoxikationen
und anderen Schdden fihren [Geboes et al., 2005; Jackson et al., 1999]. Mit oral
aufgenommenem N,-LU als nicht invasivem, nur mikrobiell umsetzbarem Marker, hangt
daher auch die '°N-Ausscheidung im Urin mit der bakteriellen Fermentation N-haltiger
Substrate im Colon zusammen [Geboes et al., 2005; Jackson et al., 1999]. Eine verminderte
®N-Ausscheidung im Urin resultiert demnach aus einer verminderten Bildung von NH; im
Colon und ist als gesundheitlich positiv fiir den Wirt zu bewerten [Geboes et al., 2005].

In verschiedenen Studien mit dem Einsatz von °N,-LU wurde gezeigt, dass eine mehrtégige
oder mehrwoéchige Zufuhr (,langfristig”) von Pro- oder Prabiotika oder Ballaststoffen zu einer
verminderten °N-Ausscheidung im Urin fiihrt [Cloetens et al., 2008; De Preter et al., 2007;
Wutzke et al., 2010]. Dieser Effekt konnte auch bei gleichzeitiger Zufuhr (,kurzfristig“), d.h.
bei ,aktueller* Substratverfigbarkeit, der Pro-/Prabiotika und Ballaststoffe zusammen mit
®N,-LU beobachtet werden und war hier z.T. sogar starker ausgepragt [Cloetens et al.,
2008; De Preter et al., 2007]. Zur Erklarung fuhren die Autoren an, dass den Bakterien durch
das erhdhte Angebot an fermentierbaren Kohlenhydraten im Colon intestinal vorhandene N-
Quellen in Form von Proteinen zum Aufbau von Zellmasse dienten und nicht bakteriell
fermentiert und die N-haltigen Metabolite spéater im Urin ausgeschieden wurden. Demnach
folgte bei verminderter bakterieller Proteinfermentation und héherem Einbau von luminalem
Stickstoff und NH; in bakterielle Biomasse eine verminderte renale *N-Ausscheidung und
damit einhergehend eine teilweise héhere *°N-Ausscheidung Uiber die Fazes (Abb. 5-2, 2-12)
[De Preter et al., 2007; Geboes et al., 2005]. Dieser Effekt scheint insbesondere durch das
.aktuelle® Substratangebot bei ,kurzfristiger” Zufuhr der Testsubstanzen hervorgerufen zu
werden [Cloetens et al., 2008; De Preter et al., 2007; Geboes et al., 2005].

In Humanstudie | wurde der langfristige Effekt des Smoothies, des Saftes und des
Placebogetranks auf die renale *°N-Ausscheidung nach Aufnahme von *°N,-LU untersucht.
Insgesamt lag die *°N-Ausscheidung an allen Messtagen in den ersten 24 h nach Aufnahme
des Markers zwischen ca. 18-20 % der verabreichten **N-Dosis (Tab. 4-3) und war damit
geringer als in vergleichbaren Studien mit dem Einsatz von *N,-LU. In diesen wurden
mittlere Basalkonzentrationen von ca. 36-45 % wund nach Zufuhr unverdaulicher
Kohlenhydrate von ca. 30 % der verabreichten Dosis *°N innerhalb der ersten 24 h nach
Verabreichung des Markers im Urin wiedergefunden [Cloetens et al., 2008; De Preter et al.
2004; Wutzke et al., 2010]. Wie in der vorliegenden Arbeit variierte die renale *°N-
Ausscheidung interindividuell sowohl innerhalb wie auch zwischen diesen verschiedenen
Untersuchungen stark. Ubereinstimmend wurde in all diesen Untersuchungen der groRte

Anteil der verabreichten ®N-Dosis in der 6-24 h nach der Markeraufnahme gesammelten
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Urinfraktion wiedergefunden. Dabei waren die beobachteten Effekte durch Ballaststoffe in
dieser Fraktion am starksten ausgepragt [Cloetens et al., 2008; Wutzke et al., 2010]. Diese
und andere Untersuchungen deuten darauf hin, dass die gemessene N-Ausscheidung in
der 0-6 h nach der Markeraufnahme gesammelten Urinfraktion hauptsachlich auf **N,*°N-
Ureiden wie *N,-GU oder ™N,-LU beruhen, die aus enzymatischer Spaltung und Absorption
im Dinndarm stammen wund daher als Untersuchungsparameter fir mikrobielle
Fermentationseigenschaften im Colon vernachlassigt werden kénnen [De Preter et al., 2011;
Wutzke et al., 2010].

In Humanstudie | der vorliegenden Arbeit wurde mit ca. 14-17 % der verabreichten *°N-Dosis
die maximale >N-Ausscheidung der 30 Probandinnen ebenfalls in den 6-24 h gesammelten
Urinfraktionen nachgewiesen; danach fiel die **N-Ausscheidung im Sammelintervall von 24-
30 h mit ca. 2 % der aufgenommenen Dosis **N wieder deutlich geringer aus (Tab. 4-3).
Daher kann davon ausgegangen werden, dass die Dauer des Sammelzeitraums fir die
Urinproben ausreichend war und der gréRte Anteil N innerhalb von 24 Stunden
ausgeschieden worden ist. Unterschiedliche Effekte der einzelnen Testgetrdnke mit
Hinweisen auf einen Einfluss der bakteriellen Fermentation im proximalen Colon hétten
daher auch in diesem Sammelintervall auftreten missen [Cloetens et al., 2008].

In verschiedenen Untersuchungen wurden mit ca. 50-60 % ein Grof3teil der verabreichten
*N-Dosis, auch bei Untersuchungen mit Urinsammlungen von > 24 h nach Markeraufnahme,
nicht im Urin wiedergefunden [Cloetens et al., 2008; De Preter et al., 2004; Wutzke et al.,
2010]. Dies lasst sich einerseits dadurch erklaren, dass luminales und bakteriell freigesetztes
®NH; aus N,-LU im Colon in Abh&ngigkeit von der Proteinzufuhr vom Wirt resorbiert und
als Stickstoffquelle z.B. zur Synthese von Aminosauren benutzt wird [Jackson et al., 1999;
Jackson et al., 2004]. Andererseits konnte in Studien mit quantitativer Stuhlprobensammlung
gezeigt werden, dass die Zufuhr unverdaulicher Kohlenhydrate zu einer vermehrten °N-
Ausscheidung tber den Stuhl, vermutlich in Form von bakteriellem Protein, einhergehend mit
einer verminderten renalen Ausscheidung, fihren kann [De Preter et al., 2007; Geboes et al.,
2005; Jackson et al., 1999]. Um zu klaren, wie viel 15N letztendlich dem Wirt fiir Synthesen
zur Verfiigung stand und wie viel iiber bakterielle Biomasse und/oder als **N,-LU und/oder
®N,-GU im Stuhl ausgeschieden wurde, héatten in der eigenen Arbeit Stuhlproben quantitativ
gesammelt und auf entsprechende *N-Anreicherung untersucht werden miissen. Innerhalb
des Untersuchungsrahmens und -schwerpunktes der vorliegenden Studie war dies jedoch
den Versuchspersonen nicht zuzumuten und es ware ebensowenig praktisch umsetzbar
gewesen (unzureichende Lagerkapazitat bei -20 °C und raumliche Gegebenheiten zur
Probenverarbeitung und -aufbereitung).

Trotz groRer interindividueller Unterschiede bei der renalen **N-Ausscheidung wurde von

anderen Autoren bei vergleichbarem Untersuchungsansatz eine signifikant verminderte **N-
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Ausscheidung im Urin nach Zufuhr von Pro- oder Prébiotika oder Ballaststoffen beobachtet
[Cloetens et al., 2008; De Preter et al., 2007; De Preter et al., 2011; Wutzke et al., 2010].
Allerdings ist in diesen Studien ein kleineres und weitaus heterogeneres Probandenkollektiv
als in Humanstudie | untersucht worden. So untersuchten Cloetens et al. (2008) in zwei
Gruppen von jeweils 10 Personen sowohl mannliche und weibliche Probanden. Aul3erdem
wurde hier nur ein Basalwert fur die *®N-Ausscheidung in Urin und Stuhl als Vergleichswert
fur die Interventionseffekte bestimmt, wahrend in Humanstudie | der vorliegenden Arbeit zu
jedem Interventionsabschnitt fur alle Parameter ein ,eigener” und individueller Basalwert
nach den jeweiligen Washoutabschnitten bzw. vor den Interventionsabschnitten ermittelt
wurde. Auch bei De Preter et al. (2004) und Wutzke et al. (2010) war das
Probandenkollektiv, bestehend aus weiblichen und mannlichen Personen, mit 19 bzw. 14
Probanden und einer Kérpergewichtsspanne von 51-107 kg bei Wutzke et al. (2010) weitaus
heterogener und insgesamt kleiner als in Humanstudie I. Weiterhin lag in keiner der o.g.
Studien ein doppelt-verblindetes Studiendesign wie in Humanstudie | vor, was ebenfalls
kritisch bzw. als Schwache der 0.g. Studien betrachtet werden kénnte.

Positiv zu werten ist allerdings die quantitative Stuhlprobensammlung Uber 72 Stunden an
den Messtagen bei Cloetens et al. (2008) und Wutzke et al. (2010), was eine Bilanzierung
hinsichtlich der **N-Ausscheidung in Urin und Fézes erlaubte. Dabei konnten Cloetens et al.
(2008) und Wutzke et al. (2010) eine signifikant verminderte renale >N-Ausscheidung nach
Zufuhr von resistenter Starke bzw. Prabiotika feststellen. Gleichzeitig konnten tendenziell

hohere *>N-Werte im Stuhl beobachtet werden, allerdings ohne statistische Signifikanz.

In einer weiteren Placebo-kontrollierten Studie mit Crossover-Design konnten De Preter et al.
(2007) bei 20 Versuchspersonen, mannlich und weiblich, nach kurzfristiger bzw. bei
gleichzeitiger Zufuhr von Inulin und **N,-LU eine verminderte *®N-Ausscheidung im Urin und
gleichzeitig hohere '°N-Ausscheidung im Stuhl gegenilber den basalen *°N-
Ausscheidungswerten messen. Positiv ist auch hier die Bestimmung von *°N in Stuhlproben
zu bewerten, wodurch weitere Informationen beziglich der intestinalen Metabolisierung von
*N,-LU gewonnen werden kénnen. Allerdings sollte kritisch gesehen werden, dass in allen
0.g. Studien kein doppelt-verblindetes, sondern entweder ein einfach-verblindetes oder
Lopen-labelled” bzw. ,offenes* Studiendesign gewéhlt wurde. Weiterhin bestanden beim
Grofdteil der Untersuchungen keine einheitlichen Ernahrungsvorschriften wéhrend der
Washout- und Interventionsabschnitte fir die Versuchspersonen; es sollte die ,ubliche”
Ernahrung beibehalten und auf fermentierte Milchprodukte, ,groRe" Mengen Ballaststoffe,
Pro- und Préabiotika verzichtet werden [Cloetens et al., 2008; De Preter et al., 2004; De
Preter et al., 2007]. Demgegeniuber ist die sehr ,standardisierte” Ernahrung der

Versuchspersonen aus Humanstudie | Uber den gesamten Studienzeitraum, mit Ausnahme
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der ,0-Phasen”, dahingehend positiv zu bewerten, dass mdéglichst ausschliel3lich die Effekte
der Anthocyane und Ballaststoffe aus den jeweiligen Testgetranken auf die renale *N-
Ausscheidung und die dbrigen Parameter beobachtet werden konnten (A-2). Da sich in
Humanstudie | keine Anderung der mittleren renalen °N-Ausscheidung feststellen lieR, ist
anzunehmen, dass die bakteriellen Umsetzungen im Colon durch die langfristige Zufuhr von
im Smoothie und Saft enthaltenen Anthocyanen und Ballaststoffen nicht nachweisbar
beeinflusst worden sind.

In Humanstudie 1l schien die renale >N-Ausscheidung zwischen den Versuchspersonen im
Zustand ,nichtern“ in den einzelnen Fraktionen starker zu variieren als bei gleichzeitiger
Zufuhr der Testgetranke. Wéahrend die renale **C-Ausscheidung bei allen Versuchspersonen
dabei vermindert war, lag zwar die mittlere renale °N-Ausscheidung ebenfalls etwas
niedriger, verminderte >N-Ausscheidungen traten jedoch nur bei fiinf Versuchspersonen (2,
4,5, 6, 7) auf (Abb. 4-23, Tab. 4-12). Die mittlere renale **N-Ausscheidung erreichte in den
ersten 24 h im Zustand ,nuchtern* etwa 30 % der verabreichten Dosis. Dieser Wert wurde
allerdings durch die sehr hohe *N-Ausscheidung von 93 % der Probandin 5 maRgeblich
beeinflusst. Auch andere Autoren fanden mit dem mittleren Ausscheidungsniveau der
Humanstudie Il vergleichbare Werte [Wutzke et al., 2010] (Tab. 4-12). Im Fall der Probandin
5 waren differenzierte Analysen auf N,-GU, '°N,-LU und *N-Harnstoff hilfreich, um
aufzuklaren, inwieweit N,-LU (iberhaupt bakteriell umgesetzt oder ungespalten bzw. nur
teilweise gespalten absorbiert und im Urin wieder ausgeschieden worden ist.

Bei Betrachtung der renalen N-Ausscheidung der {brigen Versuchspersonen ist kein
eindeutiger Effekt des Smoothies und Saftes erkennbar. Bei Probandin 1 der Humanstudie Il
war die renale *°N-Ausscheidung durch die Zufuhr der Testgetrénke tendenziell leicht erhéht,
wéahrend die Versuchspersonen 3, 9 und 10 keine wesentlichen Anderungen aufwiesen
(Abb. 4-23). Dies deutet daraufhin, dass auch die kurzfristige Zufuhr des Smoothies und
Saftes die bakterielle Fermentation im Colon nicht wesentlich beeinflusst hat. Offensichtlich
reichte das mit Smoothie und Saft vermehrte Wirkstoff- bzw. Substratangebot nicht aus, um
die Fermentation im Colon so zu beeinflussen, dass die 15N-Ausscheidung im Urin wie in
Untersuchungen anderer Autoren vermindert wurde [Cloetens et al., 2008; De Preter et al.,
2007; Wutzke et al., 2010]. Die bereits diskutierten Wirkungen auf die **CO,-Abatmung und
die renale **C-Ausscheidung sprechen im Sinne anderer Beobachtungen eher dafiir, dass
durch die Testgetranke die intestinale Motilitat und der orozokale Transit von **C-LU
verandert bzw. beschleunigt worden ist [Geboes et al., 2005; Priebe et al., 2004].

Zur besseren Lesbarkeit und Vergleichbarkeit mit den **C-Urinzeitprofilen (Abb. 5-3) sind in
Abbildung 5-4 nur die N-Urinzeitprofile der 10 Probandinnen im Zustand ,niichtern* aus
Humanstudie Il dargestellt. Beim Vergleich der Abbildungen 5-3 und 5-4 fallt auf, dass sich

die *C- und **N-Urinzeitprofile der einzelnen Versuchspersonen ,niichtern“ stark &hnelten.
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Dies lasst sich besonders gut bei den Versuchspersonen 1, 5, 6, 7, 8, 9 und 10 erkennen.

Hier traten jeweils nahezu gleiche maximale Ausscheidungszeitpunkte von **C und **N im

Urin auf (Abb. 5-3, Abb. 5-4).
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Abb. 5-4 15N-Urinzeitprofile (% Dosis) der Versuchspersonen aus Humanstudie Il na ch der Marker-
verabreichung (75 mg *°*N2-LU) ,niichtern® (m = mannlich, w = weiblich)

In diesen Fallen unterlagen die beiden Marker **C-LU und **N,-LU - wie in der Literatur
beschrieben [De Preter et al., 2011; Wutzke et al., 2010] - vermutlich einer &hnlichen
intestinalen Metabolisierung, die damit bei den einzelnen Versuchspersonen auch jeweils zu
ahnlichen renalen **C- und ®N-Ausscheidungen in ungespaltener oder teilgespaltener Form
fuhrte.

Allerdings kénnten unter Beriicksichtigung der Tatsache, dass oral verabreichtes **C in
Form von *C-LU groRtenteils nach intestinaler Metabolisierung als **CO, uiber den Atem
ausgeschieden wird, auch unterschiedliche **C- und **N-Urinzeitprofile auftreten [Jackson et
al., 1999]. Solche Unterschiede lassen sich filir zwei Versuchspersonen aus Humanstudie I
bei Zufuhr der Testgetranke darstellen (Abb. 5-5). Hier kbénnten unter der Voraussetzung
einer durch die Zufuhr der Testgetréanke verkirzten orozokalen Transitzeit und damit

verkiirzten Verweildauer im Diinndarm gréRere Anteile von **C-LU und **N,-LU in das Colon

gelangt und dort bakteriell umgesetzt worden sein.
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Wie Abbildung 5-5 zeigt, variierten die in den einzelnen Urinfraktionen gemessenen
Dosisanteile jedoch sehr stark und lassen keine eindeutigen Richtungen fir unterschiedliche
bakterielle Umsetzungen der beiden Marker erkennen. Differenzierte Analysen der renalen
13C- und ®N-Ausscheidungsprodukte kénnten méglicherweise Ansatzpunkte zur Erklarung

der stark variierenden Dosisanteile in den Urinfraktionen dieser Versuchspersonen liefern.

Im Zustand ,nuchtern® wurden in Humanstudie Il im Mittel zwischen ca. 30-35 % der
verabreichten *C- und 'N-Dosis innerhalb von 24 h nach Markeraufnahme im Urin
ausgeschieden. Dabei lag die **C-Ausscheidung besonders bis zu 6 h nach der
Markeraufnahme tendenziell etwas hoher als die *>N-Ausscheidung (Tab. 4-11, 4-12). Durch
die Aufnahme der Testgetranke wurden dagegen in den von 0-6 und 6-24 h gesammelten
Urinfraktionen groRere N- als *C-Anteile ausgeschieden (Tab. 4-11, 4-12). Dies deutet -
ahnlich wie in Untersuchungen von Wutzke et al. (1997) - auf eine vermehrte bakterielle
Umsetzung von *C-LU und N,-LU bei Zufuhr der Testgetranke hin. Demnach wiirde ein
gréRerer Anteil des **C- und *>N-Isotops in Form von **CO, iiber den Atem bzw. **N im Stuhl
ausgeschieden werden.
Insgesamt lassen die Ergebnisse der Humanstudie 1l erkennen, dass die ,kurzfristige* Zufuhr
des Smoothies und Saftes die intestinale Metabolisierung von *C-LU und **N,-LU
beeinflusst hat.
Es ist jedoch davon auszugehen, dass die beiden Marker **C-LU und **N,-LU bakteriell nicht
vollstandig umgesetzt worden sind. De Preter et al. (2011) berichten Uber relativ konstante
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15N2-GU-Ausscheidungen, die durch eine Intervention mit Lactulose bei 13
Versuchspersonen auch nach Korrektur um die N,-GU-Ausscheidung nicht beeinflusst
wurden. Aufgrund dieser Ergebnisse und unter Berlcksichtigung des hohen Zeit- und
Arbeitsaufwandes zur Bestimmung von “N,-GU im Urin erscheint zur Untersuchung der
Wirkung von Nahrungsinhaltsstoffen auf den intestinalen bakteriellen N-Stoffwechsel,
welches auch Ziel der vorliegenden Arbeit war, zundchst die Analyse der *>N-Anreicherung
im Urin sinnvoll und ausreichend. Differenziertere Analysen von *C- und *N-
Ausscheidungsprodukten im Urin wirden zur weiteren Aufklarung des Metabolismus der
markierten Ureide beitragen. Fir Humanstudie Il bleibt zundchst festzuhalten, dass die
.Kurzfristige* Zufuhr des Smoothies und Saftes die intestinale Metabolisierung von Be-Lu

und *N,-LU beeinflusst hat.
5.3 Renale p-Kresol-Exkretion

P-Kresol entsteht bei der Fermentation von Tyrosin durch Darmbakterien im Colon, wird
nach Absorption im Urin ausgeschieden und kann als Marker zur Beurteilung der
Proteinfermentation im Colon dienen [De Loor, 2005; Hamer et al., 2011; Meyer, Hostetter,
2012]. Die renale p-Kresol-Ausscheidung wird maf3geblich durch die Erndhrung beeinflusst
und korreliert positiv mit der Proteinzufuhr. Demnach kann die p-Kresol-Ausscheidung im
Urin groRen interindividuellen Schwankungen unterliegen, wobei in der Literatur Werte von
ca. 20-100 mg pro 24 h-Urin zu finden sind [Patel et al., 2012; Vanholder et al., 2011]. Eine
verminderte, renale p-Kresol-Ausscheidung spiegelt dabei eine verminderte proteolytische
Fermentationsaktivitit intestinaler Bakterien wider. In verschiedenen Studien wurde die
renale p-Kresol-Ausscheidung zusammen mit der renalen *°N-Ausscheidung nach Aufnahme
von N,-LU gemessen, um die Wirkung von Pro- und Prébiotika auf bakterielle
Fermentationseigenschaften im Colon zu untersuchen. Die bei mehrwochiger Zufuhr von
Pré- und Probiotika beobachtete verminderte p-Kresol-Ausscheidung im Urin wurde auf eine
hohere Verfugbarkeit und Fermentation unverdaulicher Kohlenhydrate und verringerte
proteolytische Umsetzungen intestinaler Bakterien im Colon zurtckgefiihrt [De Preter et al.,
2007; De Preter et al., 2008; Geypens et al., 1997; Patel et al., 2012].

In Humanstudie | lag die mittlere renale p-Kresol-Ausscheidung der 30 Probandinnen in den
ersten 24 h nach Sammelbeginn bei starker interindividueller Variation an allen 6 Messtagen
zwischen ca. 22-30 mg (Tab. 4-4). Dabei waren auch relativ grof3e intraindividuelle
Schwankungen an den Messtagen zu beobachten (Tab. 4-4, Anhang Tab. A-5, Tab. A-6).
Vergleichbare Werte bei ebenfalls grof3en interindividuellen Unterschieden wurden in o.g.
Studien gefunden [De Preter et al., 2007; De Preter et al., 2008; Patel et al., 2012].
Interessanterweise wurde bei De Preter et al. (2008) beobachtet, dass die Wirkung von

Préabiotika auf mikrobielle Parameter, wie die renale p-Kresol- und *N-Ausscheidung nach
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oraler Aufnahme von **N,-LU, von den urspriinglichen Bedingungen im Colon abhé&ngig ist.
Demnach war bei den Versuchspersonen, die relativ hohe basale Ausscheidungswerte von
p-Kresol und N aufwiesen, die Wirkung der Prabiotikazufuhr durch ein starkes Absinken der
renalen p-Kresol- und N-Ausscheidung gekennzeichnet und damit besonders deutlich
ausgepragt. Solche Effekte konnten in der vorliegenden Arbeit nach Zufuhr der Testgetranke
nicht beobachtet werden. Allerdings ist in diesem Zusammenhang das randomisierte
Crossover-Studiendesign sowie die vor jedem Interventionsabschnitt bestimmten Basalwerte
als Starke der Humanstudie | im Vergleich zu den Untersuchungen von De Preter et al.
(2004, 2007, 2008), Cloetens et al. (2008) und Wutzke et al. (2010) zu sehen. Damit konnte
sichergestellt werden, dass jede Versuchsperson Proben zur Ermittlung fir ihre eigenen,
individuellen Kontroll- bzw. Basalwerte der untersuchten Parameter vor jedem
Interventionsabschnitt lieferte.

Auffallend gering erscheint die p-Kresol-Ausscheidung der Probandin, die keine **CO,-
Anreicherung im Atemgas aufwies (Tab. A-5, Tab. A-6, Probandin 28). Die Werte dieser
Probandin variierten an den 6 Messtagen in den von 6-24 h nach der Markeraufnahme
gesammelten Urinfraktionen zwischen 0,73-6 mg p-Kresol und lagen damit deutlich unter
den mittleren Ausscheidungen der 30 Probandinnen (Tab. 4-4, Tab. A6). In Verbindung mit
der fehlenden ™CO,-Abatmung lasst sich daher auf eine geringe bakterielle
Fermentationsaktivitat im Colon dieser Probandin schlie3en.

Die renale Exkretion von p-Kresol ist bei gesunden Personen hauptsachlich abhangig von
der mit der Nahrung aufgenommenen Menge an Protein [Geypens et al., 1997; Patel et al.,
2012]. Aufgrund der standardisierten Ernahrungsvorschriften der 30 Probandinnen und damit
sehr &hnlichen Proteinaufnahmen in den Washout- und Interventionsabschnitten und
Messtagen konnen derartige Einflisse auf die p-Kresol-Ausscheidung weitgehend
ausgeschlossen werden. Demnach hat die 14-tdgige Zufuhr der Testgetranke bei grofRen
interindividuellen Unterschieden zu keiner Anderung der renalen p-Kresol-Ausscheidung
gefiihrt. Weder die renalen p-Kresol- und °>N-Ausscheidungen noch die **CO,-Abgaben uber
den Atem lassen einen langfristigen“ Einfluss von mit den Testgetrdnken zugefihrten
Anthocyanen, Polyphenolen und Ballaststoffen auf die proteolytische Fermentationsaktivitéat
der Mikrobiota erkennen.

Auch bei ,kurzfristiger* Zufuhr von Pro- und Prabiotika beobachteten De Preter et al. (2007)
eine verminderte p-Kresol-Ausscheidung im Urin. Ob diesbezlglich ,kurzfristige* Effekte
durch die in vorliegender Untersuchung eingesetzten Testgetranke vorlagen, lasst sich nicht
beantworten, weil die p-Kresol-Ausscheidungen in Humanstudie Il nicht gemessen wurden
(siehe Abschnitt 4.2).
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5.4 Kurzkettige Fettsauren und pH-Wert in Stuhlprob  en

Die wichtigsten bakteriellen Fermentationsprodukte im Colon stellen die kurzkettigen
Fettsauren, hauptsachlich Acetat, Propionat und Butyrat dar. Bei hohem Substratangebot in
Form von Kohlenhydraten werden sie im proximalen Colon in besonders groRen Mengen
gebildet (Abb. 2-9). Acetat, Propionat und Butyrat tragen u.a. als Energielieferant fir
Epithelzellen und durch Senkung des luminalen pH-Wertes zur Darmgesundheit bei [Hamer
et al.,, 2011; Vipperla, O'Keefe, 2012]. Dagegen entstehen bei der Fermentation von
Proteinen im Colon neben Isobutyrat, Isovalerat und Valerat auch potentiell toxische
Metabolite wie phenolische und schwefelhaltige Verbindungen sowie Ammoniak. In
Stuhlproben nachweisbares Isobutyrat, Isovalerat und Valerat kann als Marker fur das Mald
proteolytischer Fermentation im Colon dienen. In unterschiedlichen Abschnitten des Colons
Uberwiegen in Abhangigkeit vom Substratangebot saccharolytische- oder proteolytische
Fermentationsaktivititen. Da vorzugsweise unverdauliche Kohlenhydrate durch die
intestinale Mikrobiota fermentiert werden, herrscht im proximalen Colon eine hohe
saccharolytische Fermentation unter Bildung von Acetat, Propionat und Butyrat und damit
einhergehendem niedrigerem pH-Wert vor. Mit sinkendem Angebot an Kohlenhydraten
nimmt die Kohlenhydratfermentation entlang des Colons ab, wahrend vermehrt Proteine
umgesetzt werden und der pH-Wert ansteigt [Hamer et al.,, 2011; Nyangale et al., 2012;
Scott et al., 2013; Topping, Clifton 2001].

Die Bestimmung kurzkettiger Fettsduren und des pH-Wertes in Stuhlproben kann Hinweise
auf Fermentationseigenschaften im Colon geben. Allerdings muss dabei bertcksichtigt
werden, dass einerseits nur ca. 5 % der im Colon gebildeten Fettsauren Uber den Stuhl
ausgeschieden werden und andererseits die Konzentration der Fettsduren und der pH-Wert
im Stuhl weitestgehend dem Zustand im distalen Colon entspricht, sich aber deutlich von der
in anderen Abschnitten des Colons unterscheiden kann [Eckburg et al., 2005; Hamer et al.,
2011; Puertollano et al., 2014; Toping, Clifton 2001]. In Humanstudie | der vorliegenden
Arbeit wurden mittlere Konzentrationen von ca. 73-97 upmol/g TM fir Acetat, ca.
30-40 pmol/g TM flr Propionat und ca. 22-28 umol/g TM fur Butyrat in Stuhlproben der 30
Probandinnen gemessen (Tab. 4-6). Diese Werte liegen héher als in Stuhlproben anderer
Humanstudien, die flir Acetat bei ca. 45-50, fir Propionat bei ca. 13-17 und fur Butyrat ca.
11-14 pmol/g TM ausweisen [Schwiertz et al., 2010; Walton et al., 2012]. Zwar war in der
eigenen Untersuchung Acetat in den gro3ten Mengen vor Propionat und Butyrat
nachzuweisen, doch auch das Verhéltnis der drei Fettsauren zueinander wich von Daten aus
der Literatur ab. Wahrend in der Literatur das Verhaltnis von Acetat : Propionat : Butyrat mit
etwa 60 : 25 : 15 angegeben und beschrieben wird, betrug das Verhéltnis in der
vorliegenden Arbeit etwa 45-50 : 30 : 20 (Abb. 4-8) [Schwiertz et al., 2010; Vipperla, Keefe
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2012; Walton et al., 2012]. Zhao et al. (2006) konnten in Stuhlproben eines Probanden
Konzentrationen (in pmol/g) von nur ca. 24 Acetat, 6 Propionat und ca. 5 Butyrat
nachweisen. Fir diese Unterschiede kommen mehrere Einflussfaktoren in Betracht. Dazu
zahlen neben physiologischen Vorgangen im Stoffwechsel der untersuchten Personen
insbesondere auch die Verfahren der Stuhlprobensammlung, der Probenlagerung, des
Probentransports und der Analytik. Es sollte auch bericksichtigt werden, dass das
Substratangebot fur die Mikrobiota im Darm und im Stuhl, deren Fermentationsaktivitaten
und die daraus resultierenden Metabolite durch kérperliche Aktivitdt, Hormone, Digesta-
Transitzeit und Zeitpunkt der Stuhlprobennahme beeinflusst werden und zu starken inter-
und intraindividuellen Variationen beitragen kénnen [Eckburg et al., 2005; Flint, 2012; Mai et
al., 2010].

Sowohl bei Walton et al. (2012) wie auch in der vorliegenden Arbeit ergaben sich sehr hohe
Standardabweichungen, wéahrend diese bei Schwiertz et al. (2010) geringer ausfielen.
Mdglicherweise sind die unterschiedlichen Probenaufbereitungsverfahren zur Analyse der
Fettsauren in den o.g. Studien mit Derivatisierung bei Walton et al. (2012), Gefriertrocknung
bei Schwiertz et al. (2010) und die wesentlich hdhere Versuchspersonenanzahl von knapp
100 bei Schwiertz et al. (2010) gegenliber 20 bei Walton et al. (2012) und 30 in der
vorliegenden Arbeit eine Ursache fir die Unterschiede in der Hohe der
Standardabweichungen.

In Humanstudie | variierte die Acetatkonzentration an den 6 Messtagen interindividuell
zwischen ca. 3-765 pumol/g TM, die Propionatkonzentration zwischen ca. 4-314 pmol/g TM
und die Butyratkonzentration zwischen ca. 7-164 umol/g TM (Tab. A-7, Tab. A-8, Tab. A-9).
Da ein Schwerpunkt der Humanstudie | darin lag, den Einfluss von Anthocyanen in vivo auf
die Mikrobiota zu untersuchen, sollen die Unterschiede zu den zitierten Ergebnissen anderer
Studien bezlglich des Konzentrationsniveaus auf3er Betracht bleiben. Wichtiger erscheint
hier der Vergleich zwischen den Ergebnissen fur die einzelnen Versuchsabschnitte. Jedoch
ergaben sich unabhangig von Letzteren an allen Messtagen &hnliche GréRenordnungen fir
die Konzentrationen der kurzkettigen Fettsauren im Stuhl. Aufgrund der hier ebenso grof3en
inter- wie auch intraindividuellen Unterschiede lieBen sich Uber die Bestimmung der
kurzkettigen Fettsduren Acetat, Propionat und Butyrat im Stuhl keine Einflisse von mit den
Testgetranken zugefuhrten Anthocyanen und Ballaststoffen nachweisen. Die in Stuhlproben
der 30 Probandinnen (Humanstudie I) bestimmten mittleren Konzentrationen von Isobutyrat,
Isovalerat und Valerat lagen mit bis zu ca. 30 pumol/g TM Stuhl sehr hoch (Tab. 4-7), wobei
auch hier sehr grof3e intra- und interindividuelle Schwankungen auftraten (Tab. A-10, Tab. A-
11, Tab. A-12). Demgegeniber sind in der Literatur fir diese Fettsduren nur Werte im
einstelligen Bereich zu finden [Schwiertz et al., 2010; Walton et al., 2012]. Die fur derartige

Unterschiede in Betracht kommenden Einflussfaktoren wurden bereits im Zusammenhang
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mit den Ergebnissen zu den Hauptfettsduren Acetat, Propionat und Butyrat angesprochen.
Desweiteren konnen aufgrund der unterschiedlichen Analysenmethoden in der vorliegenden
Arbeit die Verhaltnisse von Acetat, Propionat und Butyrat zu Isobutyrat, Isovalerat und
Valerat nicht n&her betrachtet werden. Wichtiger fir das Untersuchungsziel scheint
allerdings auch hier der Vergleich zwischen den Versuchsabschnitten. Die hohen
Standardabweichungen spiegeln auch bei den Konzentrationen von Isobutyrat, Isovalerat
und Valerat in den Stuhlproben der 30 Probandinnen die grof3en interindividuellen
Unterschiede wider. Es bleibt festzustellen, dass anhand der bestimmten Iso-Fettsauren im
Stuhl die 14-tdgige Zufuhr der Testgetranke keine Einflusse auf proteolytische
Fermentationsaktivitdten erkennen lasst.

Im Einklang mit den Konzentrationen der kurzkettigen Fettsduren konnten anhand der pH-
Werte im Stuhl der 30 Probandinnen, die durch die Fettsauren mafRgeblich mitbestimmt
werden, keine weiteren Informationen bezlglich eines Einflusses der Testgetranke geliefert
werden (Tab. 4-5).

Es gibt in der Literatur nur wenige Ergebnisse zu Wechselwirkungen von Polyphenolen/
Anthocyanen und der intestinalen Mikrobiota, insbesondere kaum mit der eigenen Arbeit
vergleichbare Studien, in denen der Einfluss von Anthocyanen und/oder Polyphenolen auf
die bakterielle Bildung kurzkettiger Fettsduren im Colon untersucht wurde. Aura et al. (2005)
untersuchten in vitro Wirkungen von Polyphenolen und Anthocyanen auf die
Zusammensetzung der Mikrobiota und auf die mikrobielle Umsetzung dieser Substanzen im
Stuhl. Verschiedene Studien deuten auf einen préabiotischen Effekt von Anthocyanen und
Polyphenolen durch Wachstumsforderung kommensaler und/oder Hemmung des
Wachstums potentiell pathogener Bakterien/-gruppen hin [Jiménez-Giron et al., 2013; Lee et
al., 2006; Ortuno et al., 2012; Tzounis et al., 2011; Vendrame et al., 2011]. Das Verhaltnis
der dominanten Bakterienstdmme Bacteroidetes/Firmicutes kann sich unter dem Einfluss
dieser Substanzen &ndern. Da Bacteroidetes mit einer hdheren Zahl an glykosidisch-
spaltenden Enzymen ausgestattet sind, die bei der Umsetzung von Polyphenolen stark
involviert sind, kdnnen diese durch Polyphenole vermutlich im Wachstum starker geférdert
werden [Rastmanesh, 2011]. Parkar et al. (2013) beobachteten in einer in vitro- Studie mit
menschlichen Stuhlproben einen Anstieg von Bifidobakterien nach Fermentation einzelner
Polyphenole. Gleichzeitig stellten sie eine gesteigerte Produktion der kurzkettigen Fettsduren
Acetat, Propionat und Butyrat fest. Eine ahnliche Beobachtung machten Gross et al. (2010),
die in einer in vitro-Studie mit menschlichen Stuhlproben nach Inkubation mit Polyphenolen
aus schwarzem Tee, ansteigende Konzentrationen von Acetat und Butyrat und gleichzeitig
tendenziell sinkende Konzentrationen an Isobutyrat und Isovalerat feststellten. In der
vorliegenden Arbeit lasst sich von vornherein allein auf Basis der Konzentrationen an

kurzkettigen Fettsauren in den Stuhlproben keine Aussage Uber vielleicht mogliche
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prabiotische Effekte der anthocyanreichen Testgetrdnke treffen, die zu verdnderten
Fettsaure-Produktionsraten gefihrt haben kénnten. Gross et al. (2010) beschrieben grol3e
interindividuelle Variationen bei der bakteriellen Umsetzung von Polyphenolen und der
Bildung bakterieller Metabolite im Stuhl. Auch in der vorliegenden Arbeit wurden grof3e inter-
und intraindividuelle Streuungen einschlieBlich der kurzkettigen Fettsauren im Stuhl
beobachtet (Abb. 4-15, Abb. 4-16, Abb. 4-17, Tab. 4-6). In einer weiteren Studie mit Ratten
[Jakobsdottir et al., 2013] wurden die héchsten Konzentrationen kurzkettiger Fettsauren im
Stuhl und Darminhalt nach Futterung mit schwarzer Johannisbeere im Vergleich zur
Futterung mit Brombeere und Himbeere gefunden. Die héchste mikrobielle Diversitat ergab
sich im Colon der Ratten nach Futterung mit Himbeeren. Die Autoren sehen diese Effekte
weniger in der Zufuhr der Anthocyane und Polyphenolen als vielmehr im unterschiedlichen
Gehalt an l6slichen Ballaststoffen begriindet. Diese und andere Ergebnisse deuten darauf
hin, dass der Einfluss auf bakterielles Wachstum und Metabolismus im Colon von der
Struktur, der Quelle und der verabreichten Dosis der Polyphenole und Anthocyane sowie von
dem bakteriellen Stamm abhéangt [Cardona et al., 2013].

Aufgrund der groRRen interindividuellen Unterschiede und individuellen EinflussgroRen auf die
intestinale Mikrobiota erscheint es sinnvoll, die Wirkung von Nahrungsinterventionen
individuell in Abhangigkeit vom mikrobiologischen und/oder metabolischen Profil, d.h. der
individuellen Zusammensetzung der intestinalen Mikrobiota einzelner Versuchspersonen zu
untersuchen [Cardona et al., 2013; Flint, 2012; Gross et al., 2012; Walker et al., 2011]. So
unterliegt die intestinale Mikrobiota in Abhangigkeit von zugefiihrten N&hrstoffen standigen
Veradnderungen in der Zusammensetzung und variiert interindividuell sehr stark [David et al.,
2013; Walker et al., 2011]. Gleichzeitig werden mit der Nahrung zugefuhrte Substrate in
Abhangigkeit von der individuellen Mikrobiota im Colon unterschiedlich bakteriell fermentiert,
sodass physiologische Wirkungen von Nahrungsinhaltsstoffen wie auch Anthocyanen
individuell betrachtet werden sollten [Bolca et al., 2013; Walker et al., 2011]. Demnach
kénnen die Testgetranke auch durch unterschiedliche Zusammensetzungen der intestinalen
Mikrobiota der 30 Probandinnen der Humanstudie | jeweils unterschiedlich bakteriell
umgesetzt worden sein und unterschiedlich stark ausgepragte Effekte auf die Bildung der
kurzkettigen Fettsauren ausgelost haben [Cardona et al., 2013; Flint, 2012]. Ein Beleg flur
eine solche Annahme findet sich moglicherweise in den AusreiRern und hohen
Standardabweichungen bei den Konzentrationen der kurzkettigen Fettsauren im Stuhl (Abb.
4-15, Abb. 4-16, Abb. 4-17, Tab. 4-6). Insgesamt lassen die gemessenen Konzentrationen
an kurzkettigen Fettsauren im Stuhl im Einklang mit den Ergebnissen der renalen Parameter

keine Aussage Uber eindeutige Wirkungen der Testgetranke auf die intestinale Mikrobiota zu.
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5.5 Gesamtkeimzahl in Stuhlproben

Die Bestimmung der Gesamtkeimzahlen in Stuhlproben der Versuchspersonen sollte
Hinweise zu Einflissen der Testgetrdnke auf die bakterielle Besiedlungsdichte im Colon
liefern. AuRerdem war zu prifen, ob die Gesamtkeimzahlen in den Stuhlproben in
Verbindung mit den ubrigen, in Atemgas-, Urin- und Stuhlproben gemessenen bakteriellen
Metaboliten stehen.

Zunachst sind die an allen Messtagen gegenitber Werten aus der Literatur um etwa 3
Zehnerpotenzen niedrigeren Keimzahlen auffallig [Mai et al., 2004; Vaahtovuo et al., 2005;
Zoetendahl et al., 2002]. Hierfir kommen mehrere Ursachen in Betracht. Vaathovou et al.
(2005) berichten, dass die Sonde EUB 338 nicht an alle Bakterien bindet, sodass
maoglicherweise in der vorliegenden Arbeit nicht alle Einzelbakterien in Stuhlproben der 30
Probandinnen bei der Durchflusszytometrie registriert wurden. Eine weitere Fehlerquelle
kénnte die Probenaufbereitung zur Analyse am Durchflusszytometer sein, die die
vorliegenden Ergebnisse moglicherweise beeinflusst hat, da hier ebenfalls Verluste von bis
Zzu 60 % mdoglich zu sein scheinen [Grzonka, 2008]. Zu hohen Verlusten kann es durch die
angewendeten Wasch- und  Zentrifugationsschritte  kommen.  Weiterhin  kann
.Klumpenbildung“ bzw. fehlende Vereinzelung von Bakterien in Suspension, die keine
differenzierte Einzelkeimerfassung im Durchflusszytometer erlaubte, zu den niedrigen
Gesamtkeimzahlen beigetragen haben [Grzonka 2008, Wallner et al., 1995]. Auch die Dauer
der Lagerung scheint von Einfluss auf die am Durchflusszytometer zu messende
Bakterienanzahl zu sein. Wahrend in 4 % Paraformaldehyd bei -70 °C gelagerte Stuhlproben
nach mehreren Monaten kaum Veranderungen aufwiesen, wurden in unbehandelt
eingefrorenen Stuhlproben bereits nach zwei Monaten Lagerung geringere Keimzahlen fir
C. coccoides-E. rectale und Bifidobacterium gefunden. Im Gegensatz dazu blieben
Bacteroides und F. prausnitzii in unbehandelten Proben auch bei mehr als 12-monatiger
Lagerung bei -70 °C stabil [Rochet et al., 2004]. Demnach sind einzelne Bakteriengruppen in
Abhangigkeit von den Lagerungsbedingungen fur Stuhlproben unterschiedlich stabil. Da die
Stuhlproben der Humanstudie | der vorliegenden Arbeit direkt nach Probennahme zunachst
im Kuhlschrank und anschlie3end bis zur Analyse unbehandelt bei -70 °C Uber mehrere
Monate gelagert wurden, lassen sich Lagerungsverluste nicht ausschlieRen. Insgesamt
kénnen alle vorgenannten Faktoren zu den in Stuhlproben der Humanstudie | gemessenen
geringen Keimzahlen beigetragen haben.

Zwischen den Keimzahlen an den 6 Messtagen der Versuchsabschnitte konnten keine
Unterschiede festgestellt werden. Damit liefert dieser Parameter keine Hinweise auf
Einflisse der Testgetrdnke (Tab. 4-8). Auffallig ist jedoch, dass bei Darstellung der

Ergebnisse im zeitlichen Verlauf - unabhéngig von der Testgetrédnkezufuhr - am 5. und 6.
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Messtag ohne Unterschied zwischen diesen beiden Tagen im Mittel hdhere
Gesamtkeimzahlen in den Stuhlproben der 30 Probandinnen bestimmt wurden (Abb. 5-6).
Maoglicherweise ist dieses Ergebnis auf eine kiirzere Lagerungsdauer der Stuhlproben und

dadurch verminderte Verlustraten fur Bakterien in den Stuhlproben zurtickzufihren.
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Abb. 5-6 Gesamtkeimzahl in Stuhlproben  (KbE/g TM) der Probandinnen aus Humanstudie | an den 6
Messtagen in chronologischer Reihenfolge und unabha ngig der Testgetrankezufuhr (KbE =
Koloniebildende Einheiten, TM = Trockenmasse, MT = Messtag, n = 30)

Andererseits kdnnte sich - wie bei Mai et al. (2004) - auch die Zahl an Bakterien, die mit EUB
338 binden und detektierbar sind, Uber den gesamten Studienzeitraum verdndert haben.
Diese Autoren beobachteten nach Zufuhr von schwarzem Tee eine Abnahme der Bakterien,
die mit EUB 338 binden. Wenn analog, jedoch umgekehrt hierzu in der vorliegenden Arbeit
mit EUB 338 bindende Bakterien zugenommen haben sollten, wére allerdings ein Uber den
gesamten Studienzeitraum kontinuierliches und nicht nur an zwei Messtagen abrupt
erhdhtes Ansteigen der Gesamtkeimzahlen zu erwarten. Naheren Aufschluss koénnten
Analysen der mikrobiologischen Zusammensetzung der Stuhlproben durch Erfassung
einzelner Bakterienspezies und/oder -gruppen der Stuhlproben liefern. Letztendlich bleibt
festzuhalten, dass kein Effekt der Testgetranke auf die mittlere Gesamtkeimzahl in

Stuhlproben der Probandinnen erkennbar war.
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5.6 Schlussfolgerungen

Zum Einfluss von Anthocyanen auf die intestinale Mikrobiota des Menschen liegen nur
wenige Untersuchungen vor. Bisherige Fragestellungen hierzu konzentrierten sich auf die
Zusammensetzung der Stuhlmikrobiota. Die Ergebnisse dieser Studien deuten darauf hin,
dass mit dem Verzehr von Polyphenolen durch Wachstumsforderung kommensaler
Bakterien und Steigerung der Produktion kurzkettiger Fettsduren Eigenschaften im Sinne
prabiotischer Wirkungen verbunden sein kdnnten [Lee et al., 2006; Queipo-Ortufio et al.,
2012; Tzounis et al., 2011]. Die Wirkungen von Pro- und Préabiotika auf mikrobielle
Fermentationseigenschaften im Colon des Menschen wurden bereits mittels BN,-LU und
Bestimmungen von p-Kresol im Urin untersucht [Cloetens et al., 2008; De Preter et al., 2004;
Woutzke et al., 2010].

In der vorliegenden Arbeit wurden mit dem Einsatz von **C-LU und ®*N,-LU und dem
Nachweis spezifischer, bakterieller Metabolite in Atemgas-, Urin- und Stuhlproben erstmals
Einflisse von ,kurzfristig” oder ,langfristig® mit Testgetranken zugefiihrten Anthocyanen auf
mikrobielle Fermentationseigenschaften und -aktivitaten im Colon des Menschen untersucht.
Die erhobenen Stuhlparameter, kurzkettige Fettsauren, pH-Wert und die Gesamtkeimzahl
dienen vorrangig als Mal3 zur Beurteilung saccharolytischer und proteolytischer, mikrobieller
Fermentationseigenschaften und Verdnderungen im distalen Colon. Zur Beurteilung der
mikrobiellen Fermentationsaktivitat bzw. des Ausmales proteolytischer, bakterieller
Fermentation im proximalen Colon diente die **CO,-Abatmung nach Aufnahme von **C-LU
bzw. die p-Kresol-und N-Ausscheidung nach Aufnahme von N,-LU in einzelnen
Urinfraktionen. In der vorliegenden Arbeit konnten weder nach einer kurzfristigen noch einer
langfristigen Aufnahme der Testgetrdnke durch die Versuchspersonen eindeutige Einflisse
auf die *CO,-Abatmung, die renale °N- und p-Kresol-Ausscheidung, den pH-Wert und die
Konzentration kurzkettiger Fettsdauren im Stuhl nachgewiesen werden. Zwar fuhrten die
Testgetranke bei kurzfristiger Aufnahme sowohl zu veranderten **CO, Atemgaszeitprofilen
als auch zu veranderten renalen **C- und **N-Ausscheidungen, doch vermutlich beruhten
diese Wirkungen weniger auf Anderungen mikrobieller Fermentationseigenschaften und
-aktivitaten, als vielmehr auf einer Beeinflussung der orozdkalen Transitzeiten.

Auffallig bei allen Parametern, die in der vorliegenden Studie bestimmt wurden, waren die
grol3en inter- und intraindividuellen Variationen trotz des bezliglich Alter und Ernahrungsplan
recht homogenen Probandenkollektivs. Derartige intra- und interindividuelle Variationen bei
Versuchspersonen wurden ebenfalls von anderen Autoren in Untersuchungen zu
bakteriellen Umsetzungen von Polyphenolen und damit verbundener Bildung von
Abbauprodukten beobachtet [Jiménez-Giron et al., 2013; Gross et al., 2010]. Die Ergebnisse

der vorliegenden Arbeit deuten darauf hin, dass die Wirkungen von Polyphenolen bzw.
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Anthocyanen auf die Bildung bakterieller Fermentationsprodukte und die Zusammensetzung
der intestinalen Mikrobiota insbesondere zwischen Personen stark variieren. Da bei
Individuen unterschiedliche mikrobielle Enterotypen existieren, erscheint es sinnvoll, diese
bei Studien dieser Art zu berlcksichtigen. Damit kann eine hohere Homogenitat des
Probandenkollektivs gewahrleistet werden [Robles-Alonso und Guarner, 2013; Zoetendal
und de Vos, 2014].

Trotz groRRer interindividueller Unterschiede konnten in anderen Untersuchungen mit
kleineren und heterogeneren Probandenkollektiven und dem Einsatz von °N,-LU Effekte
einer Pro- und Préabiotikaintervention auf 0.g. Parameter gemessen werden [Cloetens et al.,
2008; De Preter et al.,, 2004; Wutzke et al., 2010]. Allerdings wiesen diese Studien z.T.
Schwéachen  wie  fehlende  Doppelverblindung  oder keine  ,standardisierten”
Ernahrungsvorschriften auf.

Die Ergebnisse der Humanstudie | deuten darauf hin, dass die deutlich erhéhte Zufuhr von
Polyphenolen bzw. Anthocyanen keinen Effekt auf die bakterielle Fermentationsaktivitat und
Zusammensetzung der intestinalen Mikrobiota austbte. Mdglicherweise reichten die
gegenuber den Kontrollabschnitten mit den Interventionen angestrebten, erhdhten
Wirkstoffdosen nicht aus. Eventuell kénnte die Bestimmung weiterer Parameter zum
Nachweis von Polyphenolwirkungen zuséatzliche Informationen liefern. Vor diesem
Hintergrund bleibt auch offen, in welchen Maf3en individuelle Einflisse wie korperliche
Aktivitdt, metabolischer Zustand, nicht erfasste Abweichungen innerhalb der vorgegebenen
taglichen Erndhrungsplane und insbesondere die individuelle intestinale Mikrobiota der
Versuchspersonen zur hohen Variabilitdt bei den Ausscheidungen der mikrobiellen
Stoffwechselprodukte beigetragen haben. Fur weitere Untersuchungen zu Wirkungen
ahnlicher oder auch anderer Nahrungsinterventionen auf die intestinale Mikrobiota sollten die
individuellen Zusammensetzungen der intestinalen Mikrobiota der Versuchspersonen stérker
einbezogen werden. Allgemeine Aussagen zur Wirkung von Anthocyanen auf die intestinale
Mikrobiota kdnnen aufgrund starker interindividueller Unterschiede derzeit kaum getroffen
werden. Insgesamt erscheint jedoch die Kombination aus mikrobiologischen
Stuhluntersuchungen und der Bestimmung bakterieller Fermentationsprodukte in Atemgas-,
Urin- und Stuhlproben sowie eventuell weiterer, noch zu etablierender Biomarker geeignet,
um vertiefte Erkenntnisse zur Wirkung von Polyphenolen und Anthocyanen auf die
Zusammensetzung und Fermentationseigenschaften der Mikrobiota im Colon des Menschen

Zu gewinnen.
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6 Zusammenfassung

Die vorliegende Arbeit wurde im Rahmen des Teilprojektes ,Bioverfugbarkeits- und
Interventionsstudien beim Menschen* des BMBF-geftrderten Verbundprojektes ,,Anthocyane
in Fruchtsaften aus Beerenobst — In vivo Studien zu Bioverfugbarkeit und Wirkungen auf die

Mikroflora“ angefertigt.

Ziel dieser Arbeit war es, den Einfluss von Anthocyanen in Form von Fruchtsaftgetréanken auf
bakterielle Fermentationseigenschaften im Colon des Menschen zu untersuchen. Dabei
wurde ¥C- und 'N-markiertes Lactoseureid als nicht-invasiver Marker eingesetzt.
Gleichzeitig war es das Ziel, Informationen Uber die intestinale Metabolisierung des Markers
selbst zu gewinnen. In 2zwei Humanstudien sollte zwischen einer langfristigen
(Humanstudie I) und kurzfristigen Zufuhr (Humanstudie 1) von Testgetranken mit

unterschiedlichem Anthocyan- und Ballaststoffgehalt unterschieden werden.
Humanstudie |

Die Studie umfasste 3 Versuchsdurchgange mit jeweils 10-tagigen Washout- und
nachfolgenden 14-tdgigen Interventionsabschnitten. Sie war als Doppeltblind-Studie,
randomisiert im Cross-over-Design und Placebo-kontrolliert, angelegt. 30 Probandinnen im
Alter von 23-27 Jahren erhielten nach den vorgeschalteten Washoutabschnitten in den
Interventionsabschnitten taglich 330 ml eines a) anthocyan- und ballaststoffreichen
Smoothies, b) anthocyanreichen und ballaststoffarmen Saftes oder c¢) anthocyan- und
ballaststoffarmen Placebogetranks. Uber den gesamten Studienzeitraum ernéhrten sich die
Probandinnen nach vorgegebenen Planen polyphenol- und ballaststoffarm und verzichteten
auf den Verzehr von Lebensmitteln, bei denen eine Beeinflussung der intestinalen Mikrobiota
zu erwarten war. Jeweils vor und nach jeder Intervention gab es einen Messtag, an dem den
Probandinnen 500 mg **C-LU und 75 mg *>N,-LU in einer Trinklésung verabreicht wurden.
AnschlieBend wurden uber einen Zeitraum von 36 Stunden in festgelegten Zeitintervallen
Atemgas- und Urinproben zur Bestimmung der Anreicherung von *C im Atem sowie von
3C- und ™N- im Urin gesammelt. AuBerdem wurde in diesem Zeitraum die p-Kresol-
Ausscheidung im Urin gemessen. Innerhalb von 48 Stunden vor und nach Einnahme des
3C- und N-markierten Lactoseureids wurden auch Stuhlproben zur Bestimmung der pH-
Werte, der Konzentrationen an kurzkettigen Fettsduren und der Gesamtkeimzahlen
genommen.

Die in den Atem- und Urinproben nachgewiesenen **C- bzw. N-Ausscheidungen sind auf

mikrobielle Umsetzungen im Colon der Versuchspersonen zurlickzufihren.
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Die *CO,-Atemgaszeitprofile variierten inter- und intraindividuell stark. Die mittlere **CO,-
Tmax der Probandinnen lag an allen Messtagen zwischen 15-17 Stunden nach Aufnahme von
13C-LU und blieb unbeeinflusst von der Aufnahme der Testgetranke.

Bei den renalen *C-, *N- und p-Kresol-Ausscheidungen bestanden ebenso groRe inter- und
intraindividuelle Unterschiede. Im Mittel aller Messungen lieRen sich keine Effekte der
Testgetranke feststellen.

Die pH-Werte, die Konzentrationen an kurzkettigen Fettsauren und die Gesamtkeimzahlen in
den Stuhlproben variierten zwischen den Versuchspersonen stark. Sie liefern keine
Nachweise flr Einflisse der Testgetrdnke auf saccharolytische oder proteolytische
Fermentationsaktivitdten im Colon.

Die starken Streuungen der Messwerte in den Atem-, Urin- und Stuhlproben lassen keine
differenzierbaren Beziehungen zueinander erkennen.

Insgesamt bleibt zu Humanstudie | festzuhalten, dass die groR3e interindividuelle Variabilitat
bei den bestimmten Parametern darauf hindeutet, dass die Testgetrdnke bzw. darin
enthaltene Anthocyane und Ballaststoffe die bakterielle Fermentation im Colon individuell
sehr unterschiedlich beeinflusst haben kdnnten, daher im Mittel jedoch keine signifikanten

Effekte messbar waren.

Humanstudie Il

Humanstudie Il wurde als randomisierte Doppeltblind-Studie im Cross-over-Design
durchgefuhrt. 10 Versuchspersonen (5 w, 5 m) im Alter von 23-27 Jahren nahmen nach
einem 7-tdgigen Washoutabschnitt, in dem die gleichen Erndhrungsrichtlinien wie in
Humanstudie | galten, 330 ml des a) anthocyan- und ballaststoffreichen Smoothies oder des
b) anthocyanreichen und ballaststoffarmen Saftes zusammen mit 500 mg **C-LU und 75 mg
®N,-LU als Trinklésung auf. Jede Versuchsperson erhielt jeden Saft nach jeweiligem
Washoutabschnitt und Messtag zweimal. Au3erdem wurde an einem weiteren Messtag der
Umsatz von **C-LU und **N,-LU im ,Niichternzustand“ der Versuchspersonen ohne Zufuhr
der Testgetranke untersucht. Nach Aufnahme der Marker wurden Atemgas- und Urinproben
iber einen Zeitraum von 30 Stunden in Zeitintervallen gesammelt und die **CO,-Abatmung
und **C- und N-Ausscheidung im Urin bestimmit.

Die '*CO,-Atemgaszeitprofile variierten zwischen den 10 Versuchspersonen stark. Die
Zufuhr eines Testgetrankes flihrte gegentber dem ,Nuchternzustand“ in mehreren Fallen (7)
zu friiherer, vereinzelt (3) aber auch zu spaterer maximaler **CO,-Anreicherung im Atemgas.
Ebenso variierten die renalen 'C- und '°N-Ausscheidungen zwischen den
Versuchsteilnehmern. Bei Zufuhr eines der Testgetranke wurde die *C-Ausscheidung im

Urin bei allen, die *N-Ausscheidung bei sechs Versuchsteilnehmern vermindert.
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Durch gleichzeitige Zufuhr der Testgetranke scheint demnach die Metabolisierung von **C-
LU und ™N,-LU beeinflusst worden zu sein. Inwieweit Anthocyane und/oder Ballaststoffe
durch die ,kurzfristige* Zufuhr der Testgetréanke die Metabolisierung von **C-LU und **N,-LU
beeinflusst haben oder eine verkiirzte oroztkale Transitzeit durch erhdhte intestinale Motilitat
fur die beobachteten Effekte verantwortlich war, kann auf Basis der Daten aus der
vorliegenden Studie nicht eindeutig entschieden werden. Die unter ,nichternen®
Bedingungen auffallig parallel verlaufenden *C- und *°N-Ausscheidungsprofile im Urin
deuten auf eine zeitlich @hnliche und zugleich unvollstdndige intestinale Metabolisierung von
13C-LU und **N,-LU hin. Zur weiteren Aufklarung sind differenziertere Analysen von **C- und
®N-Ausscheidungsprodukten im Urin erforderlich. Insgesamt lieRen sich mit den in dieser
Arbeit gemessenen Parametern weder bei kurzfristiger noch bei langfristiger Aufnahme der
Testgetranke Wirkungen der Testgetrédnke selbst oder darin enthaltener Anthocyane und
Ballaststoffe auf bakterielle Fermentationsvorgange im Colon eindeutig nachweisen. Die
grofe intra- und interindividuelle Variabilitét der Messwerte des relativ grof3en und einheitlich
ernahrten Probandenkollektivs sollte in Untersuchungen zur weiteren Aufklarung von
Anthocyanwirkungen auf die intestinale Mikrobiota beachtet werden. Méglicherweise kdnnte

die Bestimmung weiterer Parameter zusatzliche Informationen liefern.
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7 Summary

The presented work is part of the sub-project “Bioavailability and intervention studies in
human” of the BMBF funded collaborative research project “Anthocyanins in berry fruit juices

- In vivo studies on bioavailability and impact on microflora”.

The aim of this study was to investigate the effect of anthocyanins in fruit juices on microbial
fermentation in the human colon. Therefore, **C- and **N-labelled Lactose ureide (LU) was
used as non-invasive marker. Additionally, this study provides information on the intestinal
metabolism of the marker itself. Two human studies were compared; a long-term (study 1)
and a short-term supply (study Il) of test beverages with different anthocyanin- and fibre

content.
Study |

This study comprises three trial passages with 10-days ‘wash out’ and a following 14-day
intervention period each. The procedure was designed as randomised, double-blind study
(cross over design and placebo-controlled). 30 female volunteers between the ages of 23 to
27 participated and received after the initial washout phase during the intervention period
daily 330 ml of a) anthocyanin- and fibre-rich Smoothies, b) anthocyanin-rich and fibre-poor
juice or c) anthocyanin- and fibre-poor placebo beverage. During the entire period,
participants were nourished on a polyphenol- and fibre-poor diet and abstained from
groceries, which are likely to influence the intestinal microbiota. Before and after each
intervention, 500 mg of **C-LU and 75 mg **N,-LU were administered orally. Throughout the
following 36 hours breath and urine samples were collected in defined intervals to analyse
the enrichment of *C in breath, as well as **C- and **N- in urine. The excretion of **C- and
®N in breath and urine are used as marker for microbial turnover of the participant. In
addition p-Cresol excretion in urine was analysed. Faecal samples to analyse pH-values,
concentration of short-chain fatty acids and total bacterial count were taken within 48 hours

before and after administration of labelled LU.

The 3CO,-breathing gas profile showed strong inter- and intra-individual variations.
Averaged BCO,-Tmax Was measured constantly between 15 to 17 hours after administration

and was irrespective of the mode of test beverage.

The detected renal **C-, **N and p-Cresol excretions showed equally high variations. The
averaged measures do not show an effect after consumption of the test substances.

The pH-values, concentration of short-chain fatty acids and total bacterial count of faecal
samples resulted in strong variations between individuals and could not confirm any

influence of the different beverages on saccharolytic or proteolytic microbial fermentation in
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the colon. The observed variance of the parameter in breath-, urine and stool sample do not
result in any differential correlations.

Taken together, the high variation of the analysed parameter between individuals suggests
that the effect of the anthocyanin- and fibre- containing fruit juices was individually different

so that no significant effect was observed on average.
Study 1l

The second analysed human study was designed as randomized, double-blinded, crossover
study, respectively. Ten healthy volunteers (5 female, 5 male), aged 23 to 27 years
participated in this study. Following a 7-days washout phase, the candidates ingested 330 ml
of a) anthocyanin- and fibre-rich Smoothie or b) anthocyanin-rich and fibre-poor juice
beverage together with 500 mg **C-LU and 75 mg *°N,-LU. Every volunteer received each
test beverage twice after the washout phase. Additionally, **C-LU und **N,-LU metabolism
was analysed after fasting. After administration of the test substances, breath and urine
samples were collected in defined intervals for 30 hours and the **C- and *°N-excretion were
analysed. The '*CO,-breathing gas profile revealed high variations between the ten
participants. Compared to the fasting situation, the administration of test beverage caused in
7 participants an earlier-, and in 3 cases a delayed *CO,-enrichment (T,») in breath. Renal
13C- and N-excretion varied respectively. Application of test juices caused a decrease of
3C-excrection in all participants and decreased *N-excretion was observed in six out of ten

individuals.

The simultaneous administration of test beverage seems to influence the metabolism of **C-
LU und ®N,-LU. It remains unclear to which extent the short-term administration of
anthocyanins and/or fibres from the juice effected the increased intestinal motility which
caused the decrease of the measured orocecal transit time. The analysed renal *C- and *°N-
excretion profiles at basal/fasting condition argue for a similarly timed-, however incomplete
intestinal metabolism of **C-LU and "*N,-LU. For further investigations differential and

detailed analysis of renal **C- and **N-excretion products are needed.

Taken together, the analysed parameter of these studies cannot confirm any effects of the
test beverage, the containing anthocyanins or fibres on bacterial fermentation of the human
colon, neither after short-term nor after long-term supply. It is worth noting, that despite a
relatively large and uniformly feed group of participants, the measured parameters result in
high variability, between participants as well as intra-individual. Therefore, more parameters

are needed in order to understand the role of anthocyanins on intestinal microbiota.
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Anhang

Anhang

A-1 Anthropometrische Daten der Versuchsteilnehmera  us Humanstudie |

Probandin Alter Grol3e Gewicht BMI
10 25 1,50 44 19,6
11 25 1,63 70 26,3
12 27 1,80 71 21,9
13 23 1,68 58 20,5
14 23 1,63 54 20,3
15 25 1,60 55 21,5
16 24 1,60 53 20,7
17 26 1,63 55 20,7
18 27 1,67 78 28,0
19 24 1,71 58 19,8
20 24 1,64 57 21,2
21 23 1,70 60 20,8
22 24 1,76 63 20,3
23 24 1,64 52 19,3
24 27 1,67 55 19,7
25 27 1,70 55 19,0
26 24 1,64 66 24,5
27 24 1,73 70 23,4
28 25 1,69 52 18,2
29 25 1,72 69 23,3
30 25 1,65 70 25,7
31 23 1,70 59 20,4
32 24 1,73 60 20,0
33 24 1,55 50 20,8
34 23 1,67 57 20,4
35 26 1,81 63 19,2
36 23 1,60 50 19,5
37 24 1,72 56 18,9
38 25 1,72 56 18,9
39 26 1,70 57 19,7
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Anhang

A-2 Ernahrungsrichtlinien der Versuchspersonen aus Hu manstudie | und Il

ANTHONIA-Studie
Wirkung von Anthocyanen auf die Darmflora

Welche Lebensmittel sind wahrend der Studie prinzipiell erlaubt?

Fleisch, Wurst, Fisch Milch, Milchprodukte, Kase, Gemiise
Alle Fleischsorten und Eier Griine Blattsalate
Fleischwaren (auBer mariniertes Milch, Joghurt und andere Gurken
Fleisch mit Paprikapulver u.a.) Milchprodukte (ohne Zucchini
Misli/Obst/Kakao/ Niisse u. &.)
Alle Wurst und Wurstwaren Fepchel
(auBer Paprikawurst, Peperonisalami u. &.) . grune Bohnen
Quark und Kase (ohne Erbsen
Fisch, Krusten- und Weichtiere Obst/Tomaten/Paprika/Nusse u. &.) Sellerie
(auBer Fischwaren in TomatensoRe u. a.) Eier Kohlrabi
Pilze
Obst
s. nachste Seiten!
Beilagen und Brot Fette, Gewiirze u. a. SiiBigkeiten u. a.
Nudeln, Reis, etc. (kein Vollkorn) Tierische Fette Kekse, Kuchen (kein Vollkorn, ohne
Kartoffeln und -produkte Salz/Pfeffer dunkle Schokolade/rote Friichte)
Brot, Brotchen (kein Vollkorn) Heller Essig Salzgebdck, Kracker (kein vollkorn)
Kriuter als Weile Schokolade
Knoblauch Gewiirz Zucker, Honig
Senf Eis (ohne Obst/dunkle Schokolade/Niisse
Mayonnaise s .
Kaugummi

Hinweis zu Getranken:

Ohne Einschrankungen sind erlaubt:
= Wasser (still oder mit Kohlensaure)
= Wasser mit Aroma
= Aufgussgetranke (Kamille, Krduter, Brennnessel, Fenchel, Pfefferminze)
= Kaffee-Ersatz, z. B. Caro-Kaffee
= Limonaden (auRer z. B. rote Bionade)
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Anhang

ANTHONIA-Studie

Wirkung von Anthocyanen auf die Darmflora

Welche Lebensmittel sind wahrend der Studie eingeschrankt erlaubt?

Milch, Milchprodukte
Milch, Joghurt und andere
Milchprodukte mit Obst,
NUssen u. a. (ohne rote Friichte)

Gemiise

gelbe und griine Paprika
Porree

Spinat

Blumenkohl

Broccoli

Zwiebeln (keine roten zZwiebeln)

Obst

Bananen

Birnen

Helle Trauben
Apfel (max. 1 Stiick/Tag)

Pfirsiche, Aprikosen (max.
1 Stlck/Tag)

Kiwis
Ananas

Backwaren und Cerealien

Frihstlickscerealien (kein
Vollkorn/ohne rote Friichte/dunkle
Schokolade/Kleie)

Fette, Gewlirze
Pflanzliche Fette und Ole
Paprikapulver
Chilipulver
Cayennepfeffer
Currypulver

SuRigkeiten u.a.

Helle Schokolade (mit niedrigem
Kakaoanteil)

Eis mit Obst, Niissen u. 3.
(ohne rote Friichte/dunkle Schokolade)
Nusse

Marmelade/Gelee
(ohne rote Friichte)

*  Obst und Gemuse wenn moglich vor dem Verzehr schalen, v. a. wenn mehrere
Portionen pro Tag verzehrt werden; auf rote Friichte (siehe nachste Seite) verzichten

«  AuBere Blitter bei Salaten méglichst nicht verzehren
*  Bei Getreideprodukten auf Vollkornprodukte verzichten
*  Aufgefiihrte Gewiirze und dhnliche Gewlirzmischungen sparsam verwenden

Hinweis zu Getranken:

Bitte meiden Sie:
* Schwarzen Tee
* Griinen oder weillen Tee
* Rooibos Tee

* Friichtetee
= Kaffee
= Alkoholische Getrédnke (Bier, Wein, Schnaps, Likor)

Pro Tag sind erlaubt:

1 Tasse Tee ODER 1 Tasse Kaffee ODER 1 Glas Bier ODER 1 Glas Weillwein
(KEIN Rotwein!!!)
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Anhang

ANTHONIA-Studie

Wirkung von Anthocyanen auf die Darmflora

Bitte verzichten Sie auf die folgenden Lebensmittel:

Produkte, die Anthocyane (rot-blau-violette Farbstoffe) enthalten, zum Beispiel:

Beeren
Blaubeeren
Brombeeren
Cranberries
Erdbeeren
Heidelbeeren
Himbeeren
Johannisbeeren
Preiselbeeren

Weitere Obstsorten
Kirschen

Rote Trauben
Granatapfel
Pflaumen
Zwetschgen
Wassermelone

Fruchtzubereitungen, Kuchen,
SiiBigkeiten u. a.

Rote Marmelade/Gelees
Kuchen
Joghurts

Eis, Desserts
Musli, Musliriegel, Vollkorn-
Cerealien

Dunkle Schokolade, Kakaopulver
Gummibonbon mit Frucht

mit roten Frichten

Gemiise

Blau-violette Kartoffeln,
Mohren, Tomaten, rote und
orange Paprika, Rotkohl, rote
Beete, Radicchio, Radieschen,
Rhabarber, rote und schwarze
Hilsenfriichte (kidney-Bohnen, rote
Linsen, ...), Aubergine, Kiirbis,
rote Zwiebeln

Sonstiges
Tomatensolle, -pliree,
-mark

Ketchup

Rotes Pesto
Sojaprodukte

Anthocyane sind als
Lebensmittelzusatzstoff unter der
Nummer E 163 zugelassen

- Zutatenliste beachten!

Bitte verzichten Sie auf:
= Rotwein
= Obstséfte, -schorlen
* Smoothies
* Gemuisesafte

Diese Liste erhebt nicht den Anspruch auf Vollstandigkeit.
| Bitte achten Sie deshalb auch selbst beim Einkauf und Verzehr von Lebensmitteln
® darauf, ob nicht eventuell anthocyanreiches Obst oder Gemuse enthalten sind.

Verzichten Sie unbedingt auch auf Nahrungserganzungsmittel
(Multivitaminbrausen, Vitaminpraparate, usw.)!
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Anhang

ANTHONIA-Studie
Wirkung von Anthocyanen auf die Darmflora

* Bitte beachten Sie unbedingt die ,Verbotsliste”!

* Alle Einschrankungen gelten fiir die gesamte Studiendauer
(genaue Zeiten siehe individueller Ablaufplan)
Kurse A und B —19. April bis 07. Juli mit Unterbrechungen It. Zeitplan.
Kurs C— Drei Phasen 4 10 Tage It. Zeitplan.

e Achten Sie auf die eingeschrankte Getrankeauswahl!

* Das Gelingen der Studie hangt entscheidend davon ab, ob Sie sich an diese
Lebensmittelbeschrankungen halten!

Vielen Dank fiir Ihre Mitarbeit!

Projektleiter: Ansprechpartnerin/Studienassistentin:
Prof. Dr. Clemens Kunz Frau Sinaida Streichert
Institut fir Erndhrungswissenschaft sinaida.streichert@innere.med.uni-giessen.de

WilhelmstraRe 20
35392 GielRen
Tel. 0641 — 99 39041 Tel. 0177 — 63 34 285

JUSTUS-LIEBIG-

UNIVERSITAT
ﬁ GIESSEN
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Anhang

A-3 Ablauf eines Messtages und Ernahrungsprotokoll d er Humanstudie |

Proband: Datum: 22.04.-28.04.2010
Dienstag 27.04.2010
Aufgaben:

- Lebensmittelauswahl (inkl. Getranke) beachten

- Ernéahrungsprotokoll fihren

- 1 Stuhlprobe in jeweils 1 R6hrchen innerhalb diese$ages entnehmen,

- Stuhlprobe entfallt, wenn am Vortag schon eine Stuprobe entnommen wurde!

Uhrzeit Ereignis Durchfiihrung

00.00 — 24.00 | Stuhl Stuhl: Nach Stuhlgang jeweils mit
dem Loffelchen ein mdglichst
~grodes” Volumen Stuhl entnehmen,
in das Réhrchen mit der Beschriftung
»,A10 1 1. Probe* fullen, fest
verschlieRen und Uhrzeit darauf
notieren, anschlielend sofort
einfrieren.Diesen Vorgang fir beide
Stuhlréhrchen (,normal®, ,mit
Puffer”) durchfuhren.
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Anhang

Dienstag 27.04.2010

Zeit

Lebensmittel

Aktivitat

7.00

8.00

9.00

10.00

11.00

12.00

13.00

14.00

15.00

16.00

17.00

18.00

19.00

20.00

21.00

22.00

23.00

Nachtg

Morgen 6.00 Uhr beginnt Versuchstag 1, Wecker stalh!!!
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Proband: Datum: 22.04.-28.04.2010
Mittwoch 28.04.2010 — Versuchstag 1 Seite 1
Aufgaben:

- Lebensmittelauswahl (inkl. Getranke) beachten

- Ernéahrungsprotokoll fihren

- Probennahme:
Atemproben werden stindlich auf die gleiche Weise genommendieu
Beschriftung (Uhrzeit) der R6hrchen andert sich
Der gesamt anfallende Urinzu den entsprechenden Fraktionen wird im grof3en
Urinbehélter (1,5 ) gesammelt, am Ende der Frakdéim Aliquot in ein kleines
Urindéschen gefullt und dieses sofort eingefroi2as Volumen der gesamten
Urinfraktion wird mit dem Messzylinder bestimmit.
Stuhlproben vor der Aufnahmedes Lactoseureid werden in den Réhrchen mit der
Beschriftung,1. Probe" entnommen
Stuhlproben nach der Aufnahmedes Lactoseureid werden in den Réhrchen mit der
Beschriftung,2. Probe* entnommen

- Atem-, Urin-, und Stuhlproben bei Studienaufsicht &ageben

- Urin- und Stuhlproben bei eigener Lagerung im Gefrerfach aufbewahren
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Proband: Datum: 22.04.-28.04.2010
Mittwoch 28.04.2010 — Versuchstag 1 Seite 2
Uhrzeit Ereignis | Durchfiihrung
00.00 — 24.0Q Stuhl Stuhl: Nach Stuhlgang jeweils mit dem Loéffelchen ein méigit
~grofdes” Volumen Stuhl entnehmen, in das Rohrchiren
Beschriftung ,A10 1 1. Probe* flllen, fest versefden und
Uhrzeit darauf notieren, anschliel3end sofort eaném.Diesen
Vorgang fur beide Stuhlréhrchen (,normal®, ,mit Puf fer)
durchfihren.
Uhrzeit Ereig | Durchfihrung Urinvolumen
nis (ml)
5.55 Atem | Atem: durch Strohhalm ins RGhrchen pusten,
Rohrchen mit Gummistopfen fest verschliel3en
und Uhrzeit darauf notieren
Urin | Urin: komplette Blasenentleerung, Urin in
grofem Urinbehalter (1,5 I) sammeln. Davorj
ca. 20ml in Urindéschen mit der Beschriftung
»,A101 6" fullen (ca. zu % fullen, nicht
komplett!) und dieses sofort einfrieren.
6.00 Bolus | 100ml Probenlésung trinken. (braunes
gabe | 100ml Flaschchen)
Lacto
seurei
d
7.00 Atem | Atem: durch Strohhalm ins Réhrchen pusten,
Rohrchen mit Gummistopfen fest verschliel3en
und Uhrzeit darauf notieren
8.00 Atem | Atem: durch Strohhalm ins Réhrchen pusten,
Rohrchen mit Gummistopfen fest verschliel3en
und Uhrzeit darauf notieren
9.00 Atem | Atem: durch Strohhalm ins Réhrchen pusten,
Rohrchen mit Gummistopfen fest verschliel3en
und Uhrzeit darauf notieren
Urin | Urin: komplette Blasenentleerung, Urin in
grofem Urinbehalter (1,5 [) sammeln. Davorj
ca. 20ml in Urindéschen mit der Beschriftung
,A101 9“ flllen (ca. zu % fullen, nicht
komplett!) und dieses sofort einfrieren.
Volumen der gesamten Urinfraktion mit
Messzylinder bestimmen und notieren (gelbes
Kastchen rechts)
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Proband:

Datum: 22.04.-28.04.2010

Mittwoch 28.04.2010 — Versuchstag 1 Seite 3

Uhrzei
t

Ereignis

Durchfihrung

Urinvolumen

(ml)

10.00

Atem

Atem: durch Strohhalm ins R6hrchen pusten,

Rohrchen mit Gummistopfen fest verschliel3en

und Uhrzeit darauf notieren

11.00

Atem

Atem: durch Strohhalm ins Réhrchen pusten,

Rohrchen mit Gummistopfen fest verschliel3en

und Uhrzeit darauf notieren

12.00

Atem

Urin

Atem: durch Strohhalm ins Réhrchen pusten,
Rohrchen mit Gummistopfen fest verschliel3e
und Uhrzeit darauf notieren

Urin: komplette Blasenentleerung, Urin in
grofem Urinbehalter (1,5 I) sammeln. Davorj
ca. 20ml in Urindéschen mit der Beschriftung
»,A101 12“ fillen (ca. zu % fullen, nicht

komplett!) und dieses sofort einfrieren.

Volumen der gesamten Urinfraktion mit
Messzylinder bestimmen und notieren (gelbes
Kastchen rechts)

D
>S5

13.00

Atem

Atem: durch Strohhalm ins Réhrchen pusten,

Rohrchen mit Gummistopfen fest verschliel3en

und Uhrzeit darauf notieren

14.00

Atem

Atem: durch Strohhalm ins Réhrchen pusten,

Rohrchen mit Gummistopfen fest verschliel3en

und Uhrzeit darauf notieren

15.00

Atem

Urin

Atem: durch Strohhalm ins Réhrchen pusten,

Rohrchen mit Gummistopfen fest verschliel3en

und Uhrzeit darauf notieren

Urin: komplette Blasenentleerung, Urin in
grofem Urinbehalter (1,5 I) sammeln. Davorj
ca. 20ml in Urindéschen mit der Beschriftung
,A101 15" fillen (ca. zu % flllen, nicht
komplett!) und dieses sofort einfrieren.
Volumen der gesamten Urinfraktion mit
Messzylinder bestimmen und notieren (gelbes
Kastchen rechts)

16.00

Atem

Atem: durch Strohhalm ins Réhrchen pusten,

Rohrchen mit Gummistopfen fest verschliel3en

und Uhrzeit darauf notieren

17.00

Atem

Atem: durch Strohhalm ins Réhrchen pusten,
Rohrchen mit Gummistopfen fest verschliel3e
und Uhrzeit darauf notieren

D
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Proband:

Datum: 22.04.-28.04.2010

Mittwoch 28.04.2010 — Versuchstag 1 Seite 4

Uhrzeit

Ereignis

Durchfiihrung

Urinvolumen

(ml)

18.00

Atem

Urin

Atem: durch Strohhalm ins Réhrchen pusten,
Rohrchen mit Gummistopfen fest verschliel3en
und Uhrzeit darauf notieren

Urin: komplette Blasenentleerung, Urin in

grofem Urinbehalter (1,5 [) sammeln. Davon ca.

20ml in Urindéschen mit der Beschriftupgy101
18" fullen (ca. zu % flllen, nicht komplett!) und
dieses sofort einfrieren. Volumen der gesamten
Urinfraktion mit Messzylinder bestimmen und
notieren (gelbes Kastchen rechts)

19.00

Atem

Atem: durch Strohhalm ins Réhrchen pusten,
Rohrchen mit Gummistopfen fest verschliel3en
und Uhrzeit darauf notieren

20.00

Atem

Atem: durch Strohhalm ins Réhrchen pusten,
Rohrchen mit Gummistopfen fest verschliel3en
und Uhrzeit darauf notieren

21.00

Atem

Urin

Atem: durch Strohhalm ins Réhrchen pusten,
Rohrchen mit Gummistopfen fest verschliel3en
und Uhrzeit darauf notieren

Urin: komplette Blasenentleerung, Urin in

grofem Urinbehalter (1,5 I) sammeln. Davon ca.

20ml in Urindéschen mit der Beschriftupgy101
21" fullen (ca. zu % fullen, nicht komplett!) und
dieses sofort einfrieren. Volumen der gesamten
Urinfraktion mit Messzylinder bestimmen und
notieren (gelbes Kastchen rechts)

22.00

Atem

Atem: durch Strohhalm ins Réhrchen pusten,
Rohrchen mit Gummistopfen fest verschliel3en
und Uhrzeit darauf notieren

23.00

Atem

Atem: durch Strohhalm ins Réhrchen pusten,
Rohrchen mit Gummistopfen fest verschliel3en
und Uhrzeit darauf notieren

24.00

Atem

Urin

Atem: durch Strohhalm ins Réhrchen pusten,
Rohrchen mit Gummistopfen fest verschliel3en
und Uhrzeit darauf notieren

Urin: komplette Blasenentleerung, Urin in

grofem Urinbehalter (1,5 [) sammeln. Davon ca.

20ml in Urindéschen mit der Beschriftupgy101
24" fullen (ca. zu % fullen, nicht komplett!) und
dieses sofort einfrieren. Volumen der gesamten
Urinfraktion mit Messzylinder bestimmen und
notieren (gelbes Kastchen rechts)
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Versuchstag endet noch nicht hier — letzte Probe amonnerstag
Urin zwischen 24.00 Uhr (Mittwoch) und 6.00 Uhr (Danerstag) muss gesammelt
werden!

Mittwoch 28.04.2010

Zeit Lebensmittel Aktivitat

7.00

3.00

9.00

10.00

11.00

12.00

13.00

14.00

15.00

16.00

17.00

18.00

19.00

20.00

21.00

22.00

23.00

Nachts
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Proband: Datum: 22.04.-28.04.2010
Donnerstag 29.04.2010 — Ende Versuchstag 1
Aufgaben:

- Lebensmittelauswahl (inkl. Getranke) beachten

- Ernéahrungsprotokoll fihren

- Probennahme: letzte Atem- und Urinprobe um 6.00 Uhr

- Atemproben werden stindlich auf die gleiche Weise genommendieu
Beschriftung (Uhrzeit) der R6hrchen andert sich
Der gesamt anfallende Urinzu den entsprechenden Fraktionen wird im grol3en
Urinbehélter (1,5 ) gesammelt, am Ende der Frakdéim Aliquot in ein kleines
Urindéschen gefullt und dieses sofort eingefroi2as Volumen der gesamten
Urinfraktion wird mit dem Messzylinder bestimmit.
Stuhlproben vor der Aufnahmedes Lactoseureid werden in den Rohrchen mit der
Beschriftung,1. Probe* entnommen
Stuhlproben nach der Aufnahmedes Lactoseureid werden in den Réhrchen mit der
Beschriftung,2. Probe* entnommen

- Atem-, Urin-, und Stuhlproben bei Studienaufsicht &ageben

- Urin- und Stuhlproben bei eigener Lagerung im Gefrerfach aufbewahren

Uhrzeit Ereignis | Durchfiihrung

00.00 — 24.0Q Stuhl Stuhl: Nach Stuhlgang jeweils mit dem Loffelchen ein méiit
~grof3es” Volumen Stuhl entnehmen, in das Rohrchermen
Beschriftung ,A10 1 1. Probe* flllen, fest versefden und
Uhrzeit darauf notieren, anschliel3end sofort eaném.Diesen
Vorgang fur beide Stuhlréhrchen (,normal®, ,mit Puf fer)

durchfihren.
Uhrzei | Ereignis Durchfihrung Urinvolumen
t (ml)
6.00 Atem Atem: durch Strohhalm ins Réhrchen pusten,

Rohrchen mit Gummistopfen fest verschliel3en
und Uhrzeit darauf notieren

Urin Urin: komplette Blasenentleerung, Urin in
grofem Urinbehalter (1,5 I) sammeln. Davorj
ca. 20ml in Urindéschen mit der Beschriftung
»,A101 Do6" fullen (ca. zu % fullen, nicht
komplett!) und dieses sofort einfrieren.

Volumen der gesamten Urinfraktion mit
Messzylinder bestimmen und notieren (gelbes
Kastchen rechts)

- Nach letzter Atem- und Urinprobe, beginnt taglicheAufnahme des Testgetranks

- 1 Flasche Testgetrank zum Fruhsttck aufnehmen
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A-4 Individuelle 13COz-AtemgaszeitprofiIe der Probandinnen aus Humanstudie

| an den Versuchstagen

nach Aufnahme von *3C-LU in der Dimension & **C (VT = Versuchstag = Messtag)
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Probandin 16
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Probandin 22
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Anhang
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Anhang

Tab. A-1 Kumulative 13C-Ausscheidung (% Dosis) in der 0-6 h Urinfraktion der Probandinnen der
Humanstudie | nach Aufnahme von 500 mg 13C-LU an den Messtagen vor und nach den 14-tagigen
Interventionsabschnitten mit Smoothie (SM), Saft (SA ) und Placebo (PL) (n = 30; grau hinterlegt =
minimal/maximal gemessene Werte)

13C [% Dosis] 0-6 h Urinfraktion
Probandin VorSM |Nach SM | VorPL |[NachPL | Vor SA |Nach SA
10 2.9 5.3 45 25 53 5.0
11 3,7 0,8 5,7 2.9 2,7 2.0
12 1,8 3.4 2.6 1,8 11,6 2.3
13 43 3,0 4,2 1,3 3.1 3,0
14 1,6 3,8 3.9 5.8 1,7 1,8
15 5,0 1,9 1,8 4,7 4,5 5,2
16 12,8 3,5 3,6 4,8 3.3 25
17 0.4 1,2 24.6 15 1,3 2.6
18 4,4 43 3,5 3,2 5,2 3,6
19 3.8 3,8 25 2.3 21 3.1
20 4,7 0,6 2.9 0,0 1,2 24
21 0.1 4,5 25 2.3 16,3 2.8
22 3,6 5,4 2.4 5,7 2.9 25
23 11 2.6 21.0 1,9 2.2 2.4
24 1,6 2.4 2.2 25 4,2 5,2
25 14,9 3,4 2.1 5,7 3,2 3,9
26 2.6 3.9 9,3 5.4 2.9 3,2
27 0,8 43 2.1 25 9,4 2.7
28 2.2 2.7 1,3 2.6 3,9 2.8
29 2.0 1,9 2.4 1,6 0,5 1,2
30 0,5 2.1 2.9 1,2 43 5,2
31 8,8 2.3 4,2 0,9 3,7 2.4
32 1,0 1,9 2.3 2.3 1,8 1,3
33 25 3,7 4.1 3,9 12,8 2.9
34 4,9 3,4 3,4 3,8 2.8 4.6
35 15 3.3 0,6 3,8 14 3,7
36 25 2.7 1,9 3.3 2.2 5.8
37 9,5 2.6 3,0 0,3 2.6 2.0
38 21 2.4 1,7 25 14 3.1
39 1,3 3.3 1,6 25 8,7 0,0

LIl




Anhang

Tab. A-2 Kumulative 13C-Ausscheidung (% Dosis) in der 6-24 h Urinfraktion der Probandinnen der
Humanstudie | nach Aufnahme von 500 mg 13C-LU an den Messtagen vor und nach den 14-tagigen
Interventionsabschnitten mit Smoothie (SM), Saft (SA ) und Placebo (PL) (n = 30; grau hinterlegt =
minimal/maximal gemessene Werte)

, 13C [% Dosis] 6-24 h Urinfraktion
Probandin Vor SM |Nach SM | Vor PL | Nach PL | Vor SA  |Nach SA
10 7.6 14,7 12,3 7.8 14,3 6,9
11 7.1 4,0 14,2 11,0 14,3 5,2
12 6,7 8,9 8,1 6,5 8,5 8,9
13 9,6 14,2 14,6 12,7 21,2 13,5
14 6,7 20,1 6,5 15,9 7.7 9,0
15 12,5 10,6 8,0 9,8 6,4 13,4
16 12,7 9,5 9,6 11,4 8,0 5,1
17 5,7 10,0 9,1 6,2 3,2 11,5
18 13,5 8,4 5,2 4,5 23,8 10,4
19 7.0 11,2 6,3 13,2 3,5 10,5
20 5,8 2,2 3,7 6,0 4,8 8,0
21 12,2 9,2 11,4 10,1 6,0 8,1
22 15,8 14,3 9,7 16,8 13,4 11,7
23 5,8 7.9 11,4 7.7 4,5 5,5
24 2.1 6,0 6,7 4.8 13,0 12,5
25 19,5 13,1 4,0 11,4 7.3 10,9
26 9,8 9,6 18,5 28,7 9,1 8,7
27 14,5 11,7 4,2 8,5 20,9 14,4
28 9,5 5,6 5,2 11,2 10,0 9,2
29 11,0 9,8 3,6 5,5 8,0 6,7
30 7.4 3,3 10,6 12,3 6,6 18,8
31 15,9 8,9 17,0 9,3 19,9 12,6
32 8,4 7.8 11,9 11,7 7.5 11,4
33 7.5 16,7 6,2 8,3 239 9,3
34 9,4 13,6 14,0 11,5 7.7 11,1
35 10,6 4,3 29,2 14,9 7.0 13,1
36 6,4 9,7 5,1 8,7 4,7 16,2
37 11,5 20,9 6,8 5,2 16,0 6,9
38 7.8 9,6 16,4 8,2 5,5 9,5
39 12,1 9,2 14,9 14,6 13,9 0,5

LIV




Anhang

Tab. A-3 Kumulative

®N-Ausscheidung (% Dosis) in der 0-6 h Urinfraktion
®N,-LU an den Messtagen vor und nach den 14-tagigen

Humanstudie | nach Aufnahme von 75 mg

Interventionsabschnitten mit Smoothie (SM), Saft (SA
minimal/maximal gemessene Werte)

der Probandinnen der

) und Placebo (PL) (n = 30; grau hinterlegt =

Probandin

>N [% Dosis] 0-6 h Urinfraktion

Vor SM | Nach SM | VorPL | Nach PL | Vor SA |Nach SA
10 3,4 5,2 3,5 2,5 4,0 1,9
11 10,4 1,7 5,5 3,3 3,0 4.4
12 3,2 3,8 3,4 2,0 11,3 3,2
13 4,3 3,6 5,2 1,9 3,6 3,7
14 2,3 4,2 3,8 5,3 2,4 3,6
15 6,5 5,7 2,7 5,4 5,8 5,7
16 12,9 5,6 4,3 4,6 4,5 3,0
17 2,0 0,6 29,2 2,1 2,3 3,1
18 5,9 5,8 4.4 3,7 5,8 4,0
19 4,6 4,2 3,7 2,6 2,3 3,6
20 6,7 1,0 4.4 1,8 2,3 3,1
21 0,7 4.9 3,0 2,4 18,6 4,1
22 4,4 7,4 2,6 6,3 4,0 2,9
23 1,9 3,7 31,1 3,4 2,8 3,3
24 2,1 2,6 1,9 2,7 4,1 7,4
25 18,4 5,2 2,8 6,5 3,2 5,5
26 3,1 4,0 10,0 6,8 3,6 4,6
27 1,3 4.4 3,3 2,5 8,7 5,1
28 1,4 2,6 1,6 2,0 3,9 2,7
29 2,9 2,3 2,5 2,2 0,6 1,7
30 0,9 1,9 3,8 1,2 4,9 6,6
31 11,1 3,7 6,2 1,9 4,1 2,6
32 1,8 2,8 2,6 2,8 1,8 1,7
33 3,0 5,0 5,5 5,6 12,9 3,7
34 4,8 3,1 3,4 3,8 2,4 5,2
35 3,7 3,8 0,6 5,2 3,2 4,1
36 2,9 2,9 1,9 2,1 1,5 5,4
37 9,5 3,0 3,6 0,3 4,3 2,9
38 3,1 2,2 2,3 3,1 2,0 3,7
39 2,0 3,7 2,6 4,3 13,0 1,5

LV




Anhang

Tab. A-4 Kumulative 15N-Ausscheidung (% Dosis) in der 6-24 h Urinfraktion der Probandinnen der
Humanstudie | nach Aufnahme von 75 mg ®N,-LU an den Messtagen vor und nach den 14-tdgigen
Interventionsabschnitten mit Smoothie (SM), Saft (SA ) und Placebo (PL) (n = 30; grau hinterlegt =
minimal/maximal gemessene Werte)

Probandin >N [% Dosis] 6-24 h Urinfraktion
Vor SM Nach SM | Vor PL | Nach PL Vor SA Nach SA
10 15,7 7,9 21,6 154 14,0 3,8
11 21,6 9,4 17,4 15,3 19,7 8,9
12 12,6 13,0 9,6 9,0 9,0 11,9
13 14,4 21,4 19,1 17,9 32,2 17,3
14 15,2 27,5 17,3 31,0 12,1 19,0
15 16,5 17,8 8,8 15,5 9,1 19,8
16 15,0 16,4 15,7 20,0 12,1 14,5
17 10,4 23,8 19,1 6,8 7,8 23,3
18 24,9 8,3 12,9 7,4 27,7 16,0
19 16,4 20,3 9,2 29,3 12,0 19,3
20 12,4 8,3 8,5 5,5 18,0 10,3
21 23,0 13,5 11,2 12,4 7,0 9,4
22 23,3 7,7 17,8 28,1 12,3 20,6
23 8,7 22,1 23,5 7,6 9,7 12,6
24 13,2 12,5 14,6 14,7 28,0 11,1
25 28,4 15,9 8,2 14,9 21,0 14,1
26 18,0 17,2 28,1 21,2 10,3 14,6
27 13,7 25,9 10,9 14,1 28,4 6,5
28 9,4 5,8 4,6 9,9 10,0 8,1
29 18,8 13,4 5,6 3,9 13,1 8,7
30 14,2 5,4 14,9 18,4 14,3 26,7
31 18,2 15,8 26,5 20,9 25,0 19,2
32 15,8 8,6 19,5 16,6 19,0 21,2
33 17,6 22,1 12,1 13,4 27,2 10,1
34 19,9 21,0 20,4 19,7 11,6 20,8
35 16,0 19,6 42,8 22,3 11,6 20,5
36 12,4 13,7 8,6 12,5 6,7 15,9
37 12,3 21,8 8,3 8,4 24,8 7,2
38 22,4 12,3 16,9 13,2 11,6 15,6
39 19,6 20,2 20,4 52,0 15,2 0,8

LVI




Anhang

Tab. A-5 Kumulative p-Kresol-Ausscheidung (mg) in d

Humanstudie | an den Messtagen vor und nach den 14-
(SM), Saft (SA) und Placebo (PL) (n = 30; grau hinterlegt = minimal/maximal gemessene Werte).

er 0-6 h Urinfraktion der Probandinnen der

tagigen Interventionsabschnitten mit Smoothie

p-Kresol [mg] 0-6 h Urinfraktion

Probandin = S TNach SM | Vor PL | Nach PL | Vor SA | Nach SA
10 95 3,9 2.7 3,0 3.9 2.6
11 4,5 15 8.9 3.6 2.4 11,6
12 3,6 6,3 2.8 2.0 2.4 43
13 7.7 3,8 8,5 3.1 2.2 11,1
14 4,0 7.4 17,0 10,8 7.0 9.4
15 3,8 4,7 0.7 5.7 1,9 75
16 2.9 25 18 7.1 3,0 28
17 0,9 0.9 10,5 13 17 12
18 9,7 6,4 7.6 55 3,0 6,3
19 33,9 28,7 27.2 13,2 12,6 18,5
20 29,2 13,6 3.2 3.4 9,8 4,1
21 5,2 3,2 2.7 18 8,3 78
22 11,0 3,5 125 8,6 75 2,5
23 5.2 11,1 10,2 115 6,4 7.6
24 9.6 17,9 6.7 13,2 15,8 11,3
25 3,6 11,5 57 13 2.9 4.6
26 3,3 3.3 7.0 58 1,9 0,7
27 13 6,2 58 7.3 8,3 3,6
28 17 2.4 0,3 2.3 18 0,2
29 18,9 0,6 8.2 3.1 4.4 28
30 7.3 2,3 2.2 58 41 8,3
31 3,8 4,2 1,0 0,3 25 1,0
32 10,3 13,0 19.0 23,5 7.8 28
33 28 3.8 16 2.6 58 0,6
34 2.9 5.9 58 2.9 6,0 2.1
35 6.2 10,9 25,5 22,7 6,6 17,0
36 15,7 5.2 05 7.7 18 3,5
37 19,6 7.4 41 43 9.9 4,3
38 4.6 0.9 0,8 17 0,8 21
39 53 3,2 4.9 3,3 7.6 3,8

LVII




Anhang

Tab. A-6 Kumulative p-Kresol-Ausscheidung (mg) in d
Humanstudie | an den Messtagen vor und nach den 14-
(SM), Saft (SA) und Placebo (PL) (n = 30; grau hinterlegt = minimal/maximal gemessene Werte).

er 6-24 h Urinfraktion der Probandinnen der
tagigen Interventionsabschnitten mit Smoothie

p-Kresol [mg] 6-24 h Urinfraktion

Probandin = S\ TNach SM | Vor PL | Nach PL | Vor SA | Nach SA
10 18,5 71 12,0 12,0 9.4 10,0
11 5.6 3.4 25,8 6,6 12,5 6,6
12 9.6 141 41 2.1 6,5 12,5
13 19,2 13,8 18,3 12,4 8,3 23,6
14 15,3 18,3 48,6 24,9 19,2 19,7
15 6.1 13,0 1.2 8.1 18 27.1
16 11,6 14,7 55 21,5 8,2 26,0
17 3.4 9,6 29,5 8.1 5,0 4,0
18 28,4 6,5 16,5 22,2 6.1 15,4
19 60,6 98,3 58,1 45,3 45.4 62,1
20 47,5 48,3 28,8 6.8 48,3 13,9
21 27.1 9,7 10,5 17.8 21,5 13,9
22 42,5 19,3 44,1 41,9 26,5 13,7
23 16,1 24,7 55,3 28,0 38,4 24,7
24 57,9 55,6 23,7 36,6 49,5 32,6
25 21,5 17,6 4.8 2.9 15,2 16,7
26 11,4 13,4 23,8 9,6 5.6 71
27 17,2 19,4 13,3 18,9 25,7 6,6
28 11 6,0 1.0 4.4 4,2 0,7
29 58,3 2.0 52,7 7.2 26,6 11,6
30 26,3 7.2 13,3 21,4 8,3 27,5
31 3,8 10,7 13,5 2.7 6,9 71
32 32,6 16,4 56,5 28,6 39,1 15,5
33 13,0 51 9,8 6,6 9,2 2.0
34 11,8 21,2 18,7 11,2 12,5 13,9
35 20,4 55,4 47,8 62,6 20,5 28,9
36 12,6 12,3 11,1 10,6 4.9 18,8
37 46,4 68,6 11,7 22,4 45,7 19,0
38 11,0 3.9 71 9,8 5.2 6,2
39 14,0 8,8 16,7 15,2 16,4 8,3

LV




Anhang

Tab. A-7 Acetatkonzentration in Stuhlproben (umol/g
Messtagen vor und nach den 14-tdgigen Interventions

TM) der Probandinnen der Humanstudie | an den
abschnitten mit Smoothie (SM), Saft (SA) und

Placebo (PL) (n = 30; TM = Trockenmasse; grau hinterlegt = minimal/maximal gemessene Werte; ,leere” Felder
= fehlende Proben/Werte)

Acetat [umol/g TM]

Probandin = S TNach SM | Vor PL | Nach PL | Vor SA | Nach SA
10 196,1 213.0 42,1 152,2 1825 13,8
11 30,5 6,7 167,7 61,8 40,4 90,1
12 50,1 50,4 1136 18,9 2187 157.1
13 44,5 15,4 61,7 45 17,3 22,9
14 61,6 1258 34,2 33,6 9,6
15 149,9 11,4 53,3 101,0 216.2 159,1
16 2752 264.4 32,6 55,3 458,6 11,9
17 37.2 53 106,5 81,2 216.4
18 64,6 4.6 4.8 4.6 29,7 43,7
19 42,2 27,0 26,9 3,9 9,2 77,7
20 631,2 48,4 5.9 4,3 34,5 9,0
21 9.1 5.8 32,9 177,3 235.8 153,6
22 2095 131,7 30,4 289,5 6.5 18,0
23 10,3 9,7 7655 | 1014 27,2 154,0
24 42,0 163,6 5.9 3.3 2447 41,5
25 12,1 101,9 5.9 6,1 21,8 57,4
26 46,8 2019 | 1601 | 1745 5.0 5.4
27 7.7 10,0 31,2 218,6 115,6 212.4
28 220.1 165,4 34,3 3937 6,3 27,5
29 3,9 8,3 61,3 61,1 16,5 2933
30 7.6 55 9.9 2268 12,6
31 124,7 108,3 21,7 14,0 32,5 269.1
32 9.0 274.9 36,3 87,3 5,1 4.9
33 8.7 9,3 63,2 239,2 158,4 1155
34 61,4 79,7 25,7 106,9 6.1 6,0
35 8.6 9,0 279.3 28,0 39,7 80,7
36 23,9 24,5 4.9 5.0 118,8 59,0
37 70,9 80,0 6,1 55 24,5 48,7
38 25.4 95,1 5487 | 1375 8.2 3.9
39 11,6 13,3 53,2 124,2 2023 111,2

LIX




Anhang

Tab. A-8 Propionatkonzentration (umol/g TM) in Stuhlp
Messtagen vor und nach den 14-tdgigen Interventions

roben der Probandinnen der Humanstudie | an den
abschnitten mit Smoothie (SM), Saft (SA) und

Placebo (PL) (n = 30; TM = Trockenmasse; grau hinterlegt = minimal/maximal gemessene Werte; ,leere” Felder
= fehlende Proben/Werte)

Probandin Propionat [umol/g TM]
Vor SM Nach SM | Vor PL | Nach PL Vor SA Nach SA

10 58,1 48,5 27,0 50,1 41,9 52,8
11 27,1 25,4 38,2 21,4 28,9 30,5
12 34,9 20,2 45,1 75,4 52,0 35,7
13 17,5 4,2 18,2 11,9 13,7 18,5
14 21,5 25,9 9,7 17,6 25,8
15 35,1 35,8 38,8 28,8 48,5 32,0
16 42,5 58,4 23,5 29,2 59,4 32,2
17 30,6 19,4 35,9 23,5 69,8
18 24,9 17,0 13,4 17,0 18,2 18,5
19 11,9 10,9 14,9 19,4 9,3 25,6
20 165,3 26,3 19,9 16,9 22,8 4,6

21 14,1 27,6 20,9 45,4 52,2 40,1
22 70,9 50,3 28,8 105,1 18,7 31,5
23 37,9 19,9 314,0 24,6 17,2 44,2
24 20,9 29,4 19,0 13,9 78,2 16,3
25 10,6 23,9 14,5 19,8 13,2 16,0
26 32,7 37,7 38,0 28,8 22,0 14,8
27 27,4 30,7 23,4 83,1 26,3 38,4
28 49,3 43,7 25,2 75,2 24,4 105,5
29 10,9 30,5 20,7 14,2 14,8 60,6
30 23,4 19,4 28,2 55,4 33,2
31 51,6 30,2 48,1 56,6 30,7 140,8
32 10,4 83,7 16,4 28,3 14,8 20,7
33 30,0 27,6 58,2 53,5 34,4 32,6
34 16,9 26,7 21,8 42,8 13,8 20,5
35 18,6 34,5 54,5 15,6 34,6 43,6
36 24,3 18,7 16,8 13,0 23,2 16,3
37 15,4 24,2 20,7 14,9 16,9 24,9
38 17,1 29,2 79,2 41,7 24,6 14,5
39 44,7 43,3 36,4 46,5 59,5 51,0

LX




Anhang

Tab. A-9 Butyratkonzentration (umol/g TM) in Stuhlpr ~ oben der Probandinnen der Humanstudie | an den
Messtagen vor und nach den 14-tadgigen Interventions  abschnitten mit Smoothie (SM), Saft (SA) und
Placebo (PL) (n = 30; TM = Trockenmasse; grau hinterlegt = minimal/maximal gemessene Werte; ,leere” Felder
= fehlende Proben/Werte)

. Butyrat [umol/g TM]

Probandin = S TNach SM | Vor PL | Nach PL | Vor SA | Nach SA
10 45,8 29,2 30,7 39,1 29,3 29,2
11 14,0 15,5 31,7 19,2 22,8 22,5
12 30,2 17.9 25,3 41,5 36,7 22,9
13 11,6 2.4 15,2 16,3 11,6 14,4
14 19,2 18,8 8.9 14,0 17,6
15 22,2 19,5 30,4 20,3 35,2 16,8
16 24,5 46,8 15,6 25,1 52,8 16,8
17 16,6 11,5 21,7 22,2 76,0
18 10,1 14,6 7.7 9,9 16,0 14,4
19 6,7 8.1 8,1 13.1 6,6 21,0
20 118,9 16,8 13,2 12,1 17,3 3.4
21 9.3 13,9 16,6 35,9 42,4 33,3
22 75,2 31,1 25,5 85,6 14,1 29,3
23 21,6 18,5 163,7 29,5 13,2 72,7
24 20,0 20,3 14,8 8.4 60,8 11,4
25 5.7 20,5 13,2 9,7 11,1 12,6
26 24,9 36,4 50,6 22,5 11,4 8.0
27 15,2 18,9 16,6 97,4 17,2 30,1
28 45,7 35,2 18,3 46,9 17,2 59,9
29 11,3 16,3 14,8 8,5 10,4 75,2
30 16,4 10,2 15,7 76,4 34,3
31 36,9 19,3 30,1 30,9 20,2 82,6
32 71 88,2 10,6 14,9 16,8 9,7
33 21,2 18,6 38,9 30,9 23,2 29,0
34 11,1 18,1 13,8 41,3 13,1 13,8
35 14,7 18,7 46,6 10,7 22,6 28,6
36 17.2 12,7 10,9 12,8 13,2 10,4
37 10,2 19,0 12,5 14,1 12,5 15,5
38 12,7 20,7 63,4 32,1 14,4 8.6
39 31,2 20,3 26,0 31,3 28,5 18,4

LXI



Anhang

Tab. A-10 Isobutyratkonzentration (umol/g TM) in Stu
den Messtagen vor und nach den 14-tdgigen Intervent

hlproben der Probandinnen der Humanstudie | an
ionsabschnitten mit Smoothie (SM), Saft (SA) und

Placebo (PL) (n = 30; TM = Trockenmasse; grau hinterlegt = minimal/maximal gemessene Werte; ,leere” Felder
= fehlende Proben/Werte)

Probandin Isobutyrat [umol/g TM]
Vor SM Nach SM | Vor PL | Nach PL Vor SA Nach SA

10 0,3 0,9 25,8 14,6 59,4
11 7,2 24,8 13,8 0,5 3,2 12,8
12 14,4 5,6 6,2 6,6 2,1
13 12,0 9,7 4,9
14 9,1 9,4 125,7
15 13,9 7,7 9,5 2,4 2,2
16 4,6 3,5 8,5 10,0 21,0 152,4
17 2,5 0,9 20,9 122,8
18 61,7 19,8 4,6 7,8 55
19 5,6 9,3 25,5 20,0 2,5 18,6
20 4,9 2,4 3,5 11,7 25,7 0,4
21 11,0 9,9 2,1 25,9 6,9 2,6
22 1445 5,3 16,1 16,2 122,1 27,0
23 11,9 4,2 5,1 32,9 10,2 31,1
24 13,4 103,6
25 1,6 10,6 7,7 3,2 8,5 27,9
26 8,9 29,6 20,4 8,7 7,9
27 16,3 25,5 3,6 50,0 9,3
28 1,5 0,2 5,1 0,0 7,9
29 22,8 27,8 5,6 1,3 18,8
30 9,5 7,1 2,1 29,1 40,9
31 7,0 33,2 0,0 2,8 5,6 95,5
32 12,8 84,4 41,6 8,6 55,4
33 5,5 4.6 4,2 17,6 5,6 10,8
34 1,5 40,3 9,2 26,9 8,7
35 11,3 5,7 2,3 0,5 6,8 67,9
36 28,0 9,5 30,1 7,3 4,7
37 3,8 21,1 43,8 7,0 9,4
38 14,4 1,6 3,8 4,6 0,4 9,1
39 1,9 0,0 4,2 4,8 0,0

LXl1




Anhang

Tab. A-11 Isovaleratkonzentration (umol/g TM) in Stu
den Messtagen vor und nach den 14-tdgigen Intervent

hiproben der Probandinnen der Humanstudie | an
ionsabschnitten mit Smoothie (SM), Saft (SA) und

Placebo (PL) (n = 30; TM = Trockenmasse; grau hinterlegt = minimal/maximal gemessene Werte; ,leere” Felder
= fehlende Proben/Werte)

Probandin Isovalerat [umol/g TM]
Vor SM Nach SM | Vor PL | Nach PL Vor SA Nach SA

10 3,4 6,5 10,4 16,8 11,4
11 1,8 38,1 26,9 4,1 10,9 10,6
12 12,2 5,9 7,1 13,6 13,8
13 11,7 19,2 3,1
14 35,4 34,5 130,7
15 14,3 7,4 15,7 16,3 19,7
16 22,2 21,8 6,0 2,8 19,5 120,1
17 3,1 11,2 36,3 58,5
18 74,9 27,2 5,4 9,4 4,8
19 11,7 23,3 18,0 30,0 4,0 23,2
20 13,7 8,1 1,4 40,7 14,0 0,6
21 25,4 17,3 3,0 15,8 9,4 3,3
22 142 .4 13,8 29,0 24,8 19,2 35,9
23 38,8 12,4 39,5 67,6 6,2 27,6
24 8,7 138,6
25 1,8 15,3 11,9 5,9 6,4 31,5
26 5,8 31,2 53,3 10,7 6,9
27 23,6 29,0 5,5 69,5 14,4
28 3,4 2,3 4,2 2,9 13,5
29 19,5 26,2 18,6 3,0 21,0
30 15,5 9,2 4,0 24,9 42,7
31 17,1 48,5 15,3 8,3 4.5 35,0
32 9,5 49,8 42,9 20,3 54,2
33 9,3 4,5 8,2 14,6 12,5 21,6
34 7,1 11,6 18,2 14,0 13,7
35 27,3 4.7 6,0 3,4 15,9 60,9
36 15,3 15,3 45,8 18,8 9,6
37 7,5 52,6 36,9 13,4 6,4
38 9,0 6,2 8,2 12,9 0,4 18,0
39 2,7 2,7 5,9 12,8 8,8

LX1I




Anhang

Tab. A-12 Valeratkonzentration (umol/g TM) in Stuhlpr
Messtagen vor und nach den 14-tdgigen Interventions

oben der Probandinnen der Humanstudie | an den
abschnitten mit Smoothie (SM), Saft (SA) und

Placebo (PL) (n = 30; TM = Trockenmasse; grau hinterlegt = minimal/maximal gemessene Werte; ,leere” Felder
= fehlende Proben/Werte)

Valerat [umol/g TM]

Probandin = S TNach SM | Vor PL | Nach PL | Vor SA | Nach SA

10 5.1 6.8 32.4 6.9 7.6

11 2.8 71 13 12,1 16,8 43
12 7.8 0.9 14,1 15,1 25
13 10,1 6.4 2.0

14 5.8 0.4 5,3

15 15 48 1,6 0.6 0,0
16 5.0 45 2.2 2.1 9.4 5,2
17 3,0 0.7 0,0 6,0
18 0.9 0.0 2.6 12,6 6.3

19 2.2 17 0.9 1.6 5,8 2.8
20 33,6 0,0 0.7 0,3 13,4 15
21 28.0 2.3 5,0 10,4 12,2 3,9
22 110,2 6.8 346 16,6 30,5 16,0
23 6.1 3,7 34,9 6.0 45 11,4
24 3.4 16,6

25 14 18,0 10,5 7.2 3.2 13
26 18,5 5.5 2.6 8,9 6.1
27 14,6 6.9 41 0.5 15,3
28 5.5 47 9.3 3,6 14,0

29 3,7 3,7 1.1 3.6 7.9
30 56 5.9 9,0 6,6 31,0
31 13,8 2.2 11,9 12,6 7.5 14,5
32 8.3 5.2 2.5 1.1 9.7

33 6.5 3.4 9.9 23 2.4 48
34 5,7 7.6 4.9 8,5 3.1
35 6.6 5,5 42 5,2 16,5 15,3
36 6.2 0.8 5.6 6.6 35
37 3,8 9,4 0.5 10,8 43

38 7.0 3.9 9.7 9.9 0.4 1,7
39 1,3 9,1 0.9 4,0 1,8

LXIV




Anhang

Tab. A-13 pH-Wert in Stuhlproben der Probandinnen der

Humanstudie | an den Messtagen vor und nach

den 14-tagigen Interventionsabschnitten mit Smoothie (SM), Saft (SA) und Placebo (PL) (n = 30; grau
hinterlegt = minimal/maximal gemessene Werte; ,leere” Felder = fehlende Proben/Werte)
. pH-Wert
Probandin 1=, "SM ™ [ Nach SM | Vor PL | Nach PL | Vor SA | Nach SA
10 6,47 5,57 6,91 5,08 5,4 5,3
11 8,79 6,28 6,18 8,84 7,53 5,46
12 7,58 6,48 6,33 5,29 6,29 6,95
13 9,29 9 6,8 6,08 7,56 8,39
14 6,75 6,83 8,92 8,19 7,72
15 6,88 6,18 7,73 6,14 7,3 6,13
16 4,8 5,16 6,8 8,81 5,94 8,38
17 5,33 7,07 8,1 9,14 8,23
18 8,29 8,17 7,93 7,1 6,45 6,67
19 7,3 7,5 6,45 7,89 6,86 7,08
20 4,97 9,04 8,92 7,84 7,36 8,51
21 6,34 7,37 6,26 5,42 5,91 5,38
22 7,45 7,08 7,59 6,44 6,55 6,79
23 6,37 6,29 6,53 7,31 6,73 6,4
24 6,85 6,12 6,31 6,52 8,12 8,54
25 8,74 5,61 5,89 5,14 6,26 8,53
26 7,32 6,67 8,25 6,44 6,6 7,34
27 7,46 8,29 6,19 6,34 7,48 6,39
28 5,22 4,89 6,87 5,37 5,53 5,36
29 6,62 6,55 7,41 6,51 7,01 6,68
30 6,39 7,48 6,8 7,26 6,53
31 6,13 7,5 5,69 5,17 7,47 6,11
32 7,48 6,97 8,48 7,72 7,11 6,27
33 5,22 6,7 7,14 7,79 6,75 6,3
34 6,83 5,28 7,22 6,66 6,64 5,91
35 6,44 5,75 5,52 8,54 8,09 7,28
36 8,2 8,4 5,6 7,18 6,14 5,89
37 6,01 6,85 6,87 6,7 6,64 6,68
38 7,44 4,59 4,97 5,69 8,1 6,38
39 5,72 5,47 6,63 5,62 6,15 8,26

LXV




Anhang

Tab. A-14 Gesamtkeimzahlen (KbE/g TM) in Stuhlproben
Messtagen vor und nach den 14-tdgigen Interventions

der Probandinnen der Humanstudie | an den
abschnitten mit Smoothie (SM), Saft (SA) und

Placebo (PL) (n = 30; KbE = Koloniebildende Einheiten; TM = Trockenmasse; grau hinterlegt = minimal/maximal
gemessene Werte ,leere” Felder = fehlende Proben/Werte)

Gesamtkeimzahl [KbE/g TM]

Probandin
Vor SM Nach SM Vor PL Nach PL Vor SA Nach SA
10 2,15E+07 | 9,74E+07| 6,43E+07 6,21E+07 |  5,55E+07 4,23E+07
11 1,10E+08 1,83E+07 | 2,34E+07 7,43E+07 |  3,48E+07 1,62E+07
12 713E+07| 9,46E+06| 6,47E+07| 7,92E+07| 9,42E+07 5,05E+07
13 6,21E+06 6,49E+06 | 5,81E+07| 3,58E+07 1,33E+07 1,03E+07
14 1,08E+07 | 2,88E+07 4,30E+07 7,56E+07 5,07E+07
15 1,01E+08 1,64E+08 | 4,30E+07| 5,02E+07 1,59E+07 4,31E+07
16 519E+07 | 1,22E+08| 1,96E+07| 7,08E+07| 1,11E+08 1,05E+08
17 2,19E+08 6,23E+07 | 2,17E+07 7 54E+07 2,45E+07
18 7,25E+07| 4,51E+07| 3,16E+07 1,99E+07 | 5,75E+06 1,49E+07
19 2,04E+07| 1,76E+07| 8,13E+07| 4,31E+07| 1,22E+07 3,44E+07
20 577E+07| 3,80E+07| 8,51E+07 1,12E+08 1,89E+07 8,14E+06
21 1,92E+07| 4,54E+07| 5,44E+07| 3,31E+07| 3,79E+07 6,46E+07
22 3,62E+06 2,99E+07 | 3,13E+07 6,74E+07 7 A41E+07 1,34E+08
23 8,43E+07 | 4,20E+07| 2,45E+08| 2,84E+07| 1,29E+07 1,58E+07
24 728E+07| 3,58E+07| 6,49E+07| 5,91E+07| 6,74E+07 1,43E+07
25 1,24E+06 1,53E+07 | 4,80E+07 2,92E+07 | 8,67E+06 2,69E+07
26 5,70E+07 2,28E+07 | 3,87E+07| 4,70E+07 2,65E+07 2,33E+06
27 8,30E+07 1,31E+08 | 3,67E+07 2,95E+07 1,42E+07 3,05E+07
28 560E+07| 6,64E+07| 4,12E+07| 4,36E+07| 4,51E+07 3,16E+08
29 7,72E+07 | 9,37E+07| 3,50E+07| 4,64E+07 2,29E+07 3,70E+07
30 2,17E+07 1,09E+08 | 3,76E+07 3,91E+07 1,08E+08
31 4,09E+07| 7,63E+07| 7,53E+07| 1,21E+08| 3,51E+07 2,99E+07
32 2,60E+07 1,40E+07 | 1,50E+07| 5,47E+07| 3,59E+07 5,42E+07
33 4,70E+07| 7,79E+07| 2,03E+07| 3,98E+07| 5,58E+07 3,95E+07
34 3,82E+07 2,59E+07 | 2,57E+07 2,05E+07 2,87E+07 2,48E+07
35 2,14E+07| 7,15E+07| 2,45E+07| 1,43E+07| 1,45E+07 2,50E+07
36 3,15E+07 1,63E+07 | 2,77E+07| 8,25E+07 2,11E+07 7 43E+06
37 2,69E+07 2,40E+07 | 9,16E+07| 4,88E+07 1,52E+07 1,36E+07
38 1,47E+07 2,20E+07 | 9,08E+07| 4,89E+07 1,02E+08 7,24E+07
39 3,36E+07| 1,42E+08| 2,39E+07| 3,35E+07| 3,86E+07 3,16E+07

LXVI
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