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1 Einleitung

1.1  Ballaststoffe in der Humanernahrung: Rolle von Beta-Glucanen aus
Hafer

Ballaststoffe stellen Polysaccharide unterschiedlicher Lange dar, die aufgrund ihres
Verhaltens in standardisierter Pufferlésung in wunléslich (z.B. Cellulose, einige
Hemicellulosen) oder I6slich (z.B. Pektin, Frukto-Oligosaccharide, Glucane) eingeteilt
werden kénnen [1]. Die tagliche Zufuhr von Ballaststoffen liegt It. Osterreichischem
Ern&hrungsbericht deutlich unter dem Referenzwert von 30 g pro Tag. Dieser Wert wird
nur von 14% der erwachsenen Bevolkerung erreicht [2].

Beta-Glucane

Beta-Glucane (BG) sind ein natlrlicher Bestandteil der Zellwande von Hefen, Pilzen,
Algen und Cerealien. Aus chemischer Sicht stellen BG eine heterogene Gruppe von
Polysacchariden dar, die aus einem GrundgerUst von D-Glucose-Monomeren bestehen.
Diese Bausteine sind charakteristisch fir den jeweiligen Ursprung B-glykosidisch
miteinander verbunden [3]. Hafer enthalt unter den Cerealien den gréBten Anteil I6slicher
BG [4]. Haferprodukte, wie Flocken oder Kleie, enthalten meist den Kern mit dem
Perikarp und der Testa, das Endosperm und den Keim [5].
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Abbildung 1: Grundstruktur von Beta-Glucan aus Hafer. Das lineare Homopolysaccharid besteht aus D-
Glucose-Monomeren, die Uber [(1—4)-glykosidische Bindungen verbunden sind. In regelmaBigen
Abstanden kommt in der Struktur eine B (1—3)-glykosidische Bindung vor. Modifiziert nach [6].




Effekte von Beta-Glucanen aus Hafer auf den Lipid- und Glucosestoffwechsel und
weitere physiologische Funktionen

Interventionsstudien an Erwachsenen mit Hypercholesterinamie zeigten eine Reduktion
von Gesamtcholesterin und low-density lipoprotein (LDL) durch BG aus Hafer [7, 8]. Zu
ahnlichen Ergebnissen kamen auch die Autoren einer Meta-Analyse von 126 Studien.
Hier wurde darlber hinaus eine Senkung der Triglyzeride und eine Erh6hung von high-
density lipoprotein (HDL) durch BG aus Hafer und Gerste beschrieben. Die Wirkungen
beziehen sich auf einen Konsum von mindestens 3 g téglich [9]. Ein mdglicher
Mechanismus fir diese Effekte ist die Beeinflussung des Metabolismus von
Gallensauren, die in der Leber aus Cholesterin synthetisiert werden. Beta-Glucane
erhdhen die Viskositdt im Darmlumen, binden Gallensduren und férdern deren
Ausscheidung Uber den Stuhl [10]. Die Dauer der Interaktion zwischen Mizellen und
luminalen Transportern auf der Oberflache von Epithelzellen wird verringert. Durch die
kompensatorisch gesteigerte Aktivitdt des Enzyms 7-a-Hydroxylase wird die
Cholesterinsynthese stimuliert und die Konzentration von LDL im Blut gesenkt [11]. BG
aus Hafer kdnnten sich auch Uber eine Beeinflussung bestimmter Bakterienstdmme im
Darm auf den Cholesterinmetabolismus auswirken. Die Férderung von Spezies, die eine
Aktivitdt des Enzyms bile salt hydrolase aufweisen, wurde in Zusammenhang mit
Veranderungen des Gallensaureprofils beschrieben. Diese kénnten die Absorption von
Cholesterin aus dem Darmlumen hemmen [12]. Mehrere Studien weisen darauf hin,

dass BG aus Cerealien prabiotische Wirkungen ausiiben [Ubersicht, siehe: 13].

Die verlangerte Transitzeit im Gastrointestinaltrakt durch BG fihrt wahrscheinlich auch
zu Verzdgerungen des enzymatischen Abbaus von Stérke und der Absorption von
Kohlenhydraten. Dadurch kommt es zu einem verringerten postprandialen
Blutzuckeranstieg und zu einer geringeren Insulinsekretion [14]. Interventionsstudien mit
BG aus Hafer an Personen mit Diabetes Mellitus Typ 2 zeigten Reduktionen von
Nichtern-Blutzucker und HbA1c [15], sowie des HOMA-Index [16]. Brummer et al.
wiesen in einer Studie an gesunden Personen eine verbesserte postprandiale
Blutzuckerantwort durch Haferkleie im Vergleich zu WeiBbrot, in Abh&ngigkeit von
Molekulargewicht und Viskositat der Produkte, nach [17]. In 2009 und 2011 von der
Europdischen Behoérde fir Lebensmittelsicherheit (EFSA)  verdéffentlichten
Stellungnahmen zu Iéslichen BG aus Hafer wurden Reduktionen der LDL-Konzentration
im Blut, der Kalorienzufuhr und des postprandialen Blutzuckerspiegels beschrieben.



Dies bezieht sich auf eine Aufnahme von mindestens 4 g Beta-Glucan pro 30 g
verfligbaren Kohlenhydrate [18].

Unverdauliche, langkettige Ballaststoffe werden nicht absorbiert und sind ein wichtiges
Substrat fir die Fermentation durch Darmbakterien. Der GroBteil der Fermentation findet
im lleum und im Kolon statt [19]. Physiologisch wichtige Fermentationsprodukte sind
kurzkettige Fettséduren (short chain fatty acids, SCFAs), v.a. Acetat, Butyrat und
Propionat, sowie verschiedene Monosaccharide [20]. SCFAs, insbesondere Butyrat,
dienen als Energiesubstrat fiir Epithelzellen und férdern deren Differenzierung. Des
Weiteren fihren SCFAs zu einer Senkung des pH-Wertes im Kolon und kénnen so die
Zusammensetzung des Darm-Mikrobioms positiv beeinflussen. Die Fermentation von
Ballaststoffen zu SCFAs kénnte einen bedeutenden stabilisierenden Faktor fir die
intestinale Barriere darstellen [21, 22].

Die Darmbarriere hangt von der Integritdt und Funktion der Mucosa ab. Diese
semipermeable Membran reguliert die spezifische Absorption von Nahrstoffen und
verhindert den unkontrollierten Ubertritt von Mikroorganismen und Toxinen [23]. Im
Darmlumen bildet die Mucus-Schicht ein Netzwerk aus Glykoproteinen, das mit
Bakterien der Darmflora in Kontakt steht und eine Schutzfunktion fir die darunter
liegenden Epithelzellen ausubt. Verluste der polymeren Mucus-Proteine erhéhen die
Anfélligkeit fir entzindliche Erkrankungen [24]. Die Transportvorgange durch das
Epithel werden von spezifischen Transportproteinen und Pumpen, die in der
Zellmembran der Enterozyten lokalisiert sind, und von interzelluldren Proteinkomplexen
reguliert. Zu letzteren zahlen tight junction-Proteine (TJ), wie z.B. Occludine, Claudine
oder Zonulin, die parazellulare Transportmechanismen (z.B. fir Endotoxin) regulieren
[25, 26]. Einen weiteren Faktor flr die Aufrechterhaltung der intestinalen Barriere bilden
dendritische Zellen in der Lamina Propria, die Gber ihre Fortsatze mit Mikroorganismen
im Darmlumen in Kontakt stehen und Entzindungsvorgange regulieren. Durch die
Bildung von SCFAs kénnen Bakterien der Darmflora das darmassoziierte Immunsystem
und die Synthese von Mucus-Proteinen beeinflussen [27].



1.2 Bakterielle Toxine als Modulatoren des Immunsystems und von
Entziindungen beim Menschen

TLRs weisen Funktionen bei der Vermittlung der angeborenen und adaptiven
Immunitat auf

Bei Toll-like-Rezeptoren (TLRs) handelt es sich um pattern recognition receptors
(PRRs), deren Funktion die Erkennung spezifischer molekularer Muster ist. Von
Bedeutung sind hierbei molekulare Strukturen, die bestimmten Mikroorganismen
zuzuordnen und fiir deren Uberleben essentiell sind. Solche Strukturmuster werden
unter dem Begriff pathogen associated molecular patterns (PAMPs) zusammengefasst
[28]. Dazu zahlen Lipopolysaccharide (LPS), die auch als Endotoxin bezeichnet werden
und in der duBeren Zellwand von gram-negativen Bakterien vorkommen. Endotoxin ist
ein wichtiger Ligand fir TLR4 [29]. TLR2 ist einer der Rezeptoren fiir Lipoteichonsdure
(LTA), einem PAMP auf der Oberflache von gram-positiven Bakterien [30]. Eine hohe
Dichte an TLRs findet sich auf Zellen, die an der Aufrechterhaltung der immunologischen
und intestinalen Barriere beteiligt sind, wie z.B. Makrophagen und Epithelzellen der
Darm-Mucosa [31]. Fur die Induktion der Signalwege von TLR2 und TLR4 wird das
Glykoprotein CD14 (cluster of differentiation 14) als Co-Rezeptor bendtigt, das sowohl
in membrangebundener (MCD14), wie auch in I8slicher Form im Plasma (sCD14)
vorkommt [32, 33]. In der Blutbahn wird Endotoxin zun&chst an LBP (lipopolysaccharide-
binding protein) gebunden und am jeweiligen Zielort auf CD14 Ubertragen [34].

Veranderungen des Darm-Mikrobioms (Dysbiosen) werden mit Schaden an TJ-
Proteinen in Verbindung gebracht und kénnen zu erhéhter Durchléssigkeit des Epithels
fir bakterielle Toxine und Nahrungsbestandteile fihren. Dieser, auch als metabolische
Endotoxindmie  bezeichnete  Zustand, kann die Entwicklung chronischer
Entzindungsvorgéange (chronic low-grade inflammation, CLGI) beglnstigen [35, 36].
Bestimmte Erndhrungsmuster, insbesondere jene, die Merkmale einer typischen
western diet aufweisen, werden mit erhéhten Endotoxinspiegeln im Blut in Verbindung
gebracht. In Studien an gesunden Personen fuhrte die erhéhte Aufnahme von
gesattigten Fettsduren [37, 38] und Kalorien [39] zu hdheren Endotoxinwerten im
Vergleich zu den jeweiligen Kontrolldiaten. Eine Intervention an normalgewichtigen
Probandlnnen in Form einer Fruktosezufuhr in Hohe von 25 % der Gesamtenergie flhrte
bereits nach drei Tagen zu signifikanten Erhéhungen des Endotoxinspiegels im Serum,
sowie der Expression von TLR2 und TLR4 in peripheren, mononuklearen Zellen [40].
Als weitere diatetische Komponente, die zu erhdhter intestinaler Permeabilitat fihren



kann, gilt Ethanol [41]. Es gibt wissenschaftliche Evidenz dafir, dass eine Reihe von
metabolischen Erkrankungen mit Veranderungen in der Zusammensetzung der
intestinalen Mikrobiota und einem Verlust der Darmbarrierefunktion einhergeht. So
weisen Studien im Tiermodell und beim Menschen darauf hin, dass die Entstehung von
Diabetes Mellitus und der nicht-alkoholischen Fettlebererkrankung (NAFLD) haufig mit
einer Verschiebung von bakteriellen Metaboliten im Stuhl, sowie einer verringerten
Diversitat des Darm-Mikrobioms (Dysbiose) assoziiert sind [42-46]. Weiters zeigte sich
auch, dass sowohl die diatinduzierte Pathogenese der NAFLD, als auch die Entstehung
von Diabetes Mellitus Typ 2 mit einer metabolischen Endotoxindmie einhergehen [47-
50]. Die Rolle von LPS in der Pathogenese von metabolischen Erkrankungen wurde in
einer Studie an normalgewichtigen Probandlnnen nachgewiesen. Die intravenése Gabe
von LPS flhrte zur Induktion eines metabolischen Profils, das auch im Rahmen von
Ubergewicht und Insulinresistenz auftritt [51].

Erhohte intestinale Permeabilitait ist mit dem Aufireten metabolischer
Erkrankungen assoziiert

Als Reaktion auf den verstarkten Ubertritt von bakteriellen Toxinen in die Blutbahn
kommt es in mehreren Geweben zu einer Hochregulierung von TLRs, die nach Bindung
ihrer Liganden die Assoziation einer Reihe von Adapterproteinen induzieren. Die
Signalkaskaden von TLR2 wund TLR4 fihren wu.a. zur Aktivierung der
Transkriptionsfaktoren NF-kB (nuclear factor Kappa B) und IRF3/IRF7 (Interferon
regulatory factor 3 und 7) in Immunzellen, wie Makrophagen oder dendritischen Zellen,
die dadurch vermehrt inflammatorische Proteine synthetisieren. Dazu zahlen TNF-q, die
Interleukine IL-1B und IL-6, sowie Typ | Interferone [52, 53]. In der Leber fuhrt die
Bindung von LPS an TLR4 auf Kupffer-Zellen und eingewanderten Makrophagen zu
entzindlichen Prozessen, vermehrter Produktion von reaktiven Sauerstoffspezies und
reduzierter Insulinsensitivitat, die als Komponenten der multifaktoriellen Pathogenese
einer NAFLD angesehen werden. [54, 55]. Im Fettgewebe kommt es durch Induktion von
TLR4-abhéngigen Signalwegen durch LPS und geséttigten Fettsduren zu einer
verstarkten Synthese von pro-inflammatorischen Zytokinen, die ebenfalls die
Entwicklung von Insulinresistenz beglnstigt [56]. Der Kreislauf aus kontinuierlich
erhéhten Zytokinen und verminderter Insulinsensitivitat férdert die Lipolyse und den
Transport von freien Fettsduren zur Leber. Dies tragt zur Akkumulation von Fett bei [57].



Endotoxin und pro-inflammatorische Zytokine kdénnen die Synthese von PAI-1
(plasminogen activator inhibitor 1) in verschiedenen Geweben férdern. Dieses Enzym
hemmt die Fibrinolyse und ist auf diesem Weg in die Entstehung von
Blutgerinnungsstérungen involviert. Des Weiteren kann PAI-1 zur Ausbildung von
Fibrosen, z.B. in Leber und BlutgeféBen, beitragen [58, 59].

1.3 Zielsetzung und Fragestellungen der Arbeit

Die Ergebnisse einer Vielzahl von Studien weisen darauf hin, dass die
Ballaststoffaufnahme, sowohl bei Gesunden als auch bei Personen mit metabolischen
Erkrankungen, deutlich unter den Empfehlungen liegt [4, 60-62]. Darlber hinaus zeigte
sich in einigen Studien, dass eine Erh6éhung der Ballaststoffzufuhr die intestinale
mikrobiologische Zusammensetzung [63, Ubersicht: 64], die intestinale Barriere und in
weiterer Folge auch die sogenannte metabolische Endotoxindmie positiv beeinflussen
kann [36, 65-67].

Wie sich verschiedene Ballaststoffe auf die bakteriellen Toxinspiegel bei gesunden
Personen auswirken, ist bisher noch nicht im Detail untersucht. Ziel der vorliegenden
Arbeit war es, den Einfluss einer kurzfristigen ballaststoffreichen Ernahrung bei
gesunden Frauen auf bakterielle Toxine und Entziindungsmarker zu untersuchen.

Folgende spezifischen Fragestellungen wurden bearbeitet:

1) Fuhrt die Zufuhr einer Getreidemischung mit 4.5 g Beta-Glucan, im Vergleich zu
einer Getreidemischung mit unléslichem Ballaststoffgehalt, zu Verdnderungen

des Erndhrungsmusters?

2) Flhrt die Zufuhr einer Getreidemischung mit 4.5 g Beta-Glucan, im Vergleich zu
einer Getreidemischung mit unléslichem Ballaststoffgehalt, zu Verdnderungen
der Aktivitdt von PAI-1im Plasma?

3) Fuhrt die Zufuhr einer Getreidemischung mit 4.5 g Beta-Glucan, im Vergleich zu
einer Getreidemischung mit uniéslichem Ballaststoffgehalt, zu Verdnderungen
der Konzentration von hTLR2- und hTLR4-Liganden, sowie sCD14 im Plasma?



2 Materialien

2.1 ELISA zur Bestimmung der Aktivitat von PAI-1 im Plasma

Chemikalien

Human PAI-1 Activity ELISA Kit
3,3'5,5'-Tetramethylbenzidin (TMB)
Blocking buffer

Wash buffer-Konzentrat

Human PAI-1 Standard

Anti-human PAI-1 Primar-AK

Anti-rabbit Sekundar-AK, HRP-gekoppelt
1N HCI

Gerate und Verbrauchsmaterialien

Molecular Innovations, Michigan, USA
Molecular Innovations, Michigan, USA
Molecular Innovations, Michigan, USA
Molecular Innovations, Michigan, USA
Molecular Innovations, Michigan, USA
Molecular Innovations, Michigan, USA
Molecular Innovations, Michigan, USA
Carl Roth GmbH & Co.KG, Karlsruhe,
GER

96-well microtiter plate
ThermoCell Mixing block MB-102
SpectraMax M3 Mikroplatten-Reader

2.2 hTLR2/hTLR4 Reporter Assay

Chemikalien

Molecular Innovations, Michigan, USA
BIOER Technology Co, Hangzhou, CHN
Molecular Devices (Germany) GmbH,
Biberach an der Ri3, GER

HEK-Blue™hTLR2 cells
HEK-Blue™hTLR4 cells
HEK-Blue™ Detection
Rotipuran® Wasser

DBPS w/o: Ca and Mg
DMEM: « D(+)-Glucose 4.5 g/L,
¢ L-Glutamin 2 mM/L

InvivoGen, Toulouse, FRA

InvivoGen, Toulouse, FRA

InvivoGen, Toulouse, FRA

Carl Roth GmbH & Co.KG, Karlsruhe,
GER

PAN-Biotech GmbH, Aidenbach, GER
PAN-Biotech GmbH, Aidenbach, GER



FBS (10% v/v)

Penicillin (100 U/ml)
Streptomycin (100 pg/ml)
Normocin (50 mg/ml)
Lipopolysaccharid (LPS-EB)
Lipoteichonsaure (LTA-SA)

Gerate und Verbrauchsmaterialien

PAN-Biotech GmbH, Aidenbach, GER
PAN-Biotech GmbH, Aidenbach, GER
PAN-Biotech GmbH, Aidenbach, GER
InvivoGen, Toulouse, FRA
InvivoGen, Toulouse, FRA
InvivoGen, Toulouse, FRA

Sicherheitswerkbank Scanlaf Mars
Zahlkammer: Neubauer improved
Wasserbad Typ 3044

Mikroskop Primovert 415510-1100-000
Zellkulturflasche T75
Filter (0.2 pm Durchmesser)

96-well-Platte

Zellschaber aus Kunststoff

Labogene, Allergd, DK
LO-Laboroptik Ltd., Lancing, UK
Kéttermann GmbH, Uetze, GER

Carl Zeiss Microscopy GmbH, Jena,
GER

Sarstedt AG & Co.KG, Nirmbrecht, GER
Laborbestand

VWR International GmbH, Darmstadt,
GER

Laborbestand

2.3 Proteinbestimmung nach Bradford

Chemikalien

Bovines Serumalbumin (BSA)

Protein Assay Dye Reagent Concentrate

Gerate und Verbrauchsmaterialien

Carl Roth GmbH & Co.KG, Karlsruhe,
GER

Bio-Rad Laboratories GmbH, Mlnchen,
GER

SpectraMax M3 Mikroplatten-Reader

96-well-Platte

Molecular Devices (Germany) GmbH,
Biberach an der Ri3, GER

VWR International GmbH, Darmstadt,
GER



2.4 CD14 Western Blot

Chemikalien

Acrylamid 30%

Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan

Natriumdodecylsulfat

Ammoniumperoxidisulfat

N,N,N',N'-Tetramethylethylendiamin

(TEMED)

Bovines Serumalbumin (BSA)

Dithiothreitol

2-B-Mercaptoethanol

Glycerol

Bromphenolblau

Glycin

Methanol

Recombinant Human sCD14
Ponceau S

Precision Plus Protein™ Standards
Cat.# 161-0374

Tween®20

Carl Roth GmbH & Co.KG, Karlsruhe,
GER

Carl Roth GmbH & Co.KG, Karlsruhe,
GER

Carl Roth GmbH & Co.KG, Karlsruhe,
GER

Carl Roth GmbH & Co.KG, Karlsruhe,
GER

Carl Roth GmbH & Co.KG, Karlsruhe,
GER

Carl Roth GmbH & Co.KG, Karlsruhe,
GER

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Taufkirchen, GER

Carl Roth GmbH & Co.KG, Karlsruhe,
GER

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Taufkirchen, GER

Carl Roth GmbH & Co.KG, Karlsruhe,
GER

Carl Roth GmbH & Co.KG, Karlsruhe,
GER

Carl Roth GmbH & Co.KG, Karlsruhe,
GER

PeproTech EC Ltd., London, UK

Carl Roth GmbH & Co.KG, Karlsruhe,
GER

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen,
GER

Carl Roth GmbH & Co.KG, Karlsruhe,
GER



SuperSignal™ West Dura Extended
Duration Substrate

CD14 Rabbit (D7A2T) mAB
Anti-rabbit IgG Antikérper, HRP-gekoppelt

Geréite und Verbrauchsmaterialien

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Cell Signalling Technology, Leiden, NLD
Cell Signalling Technology, Leiden, NLD

ThermoCell Mixing block MB-102
Sonorex Digitech Ultraschallbad
Zentrifuge Z 216 MK

Mini-PROTEAN® Tetra Cell Casting Stand
Mini-PROTEAN® Tetra Vertical
Electrophoresis Cell

Immun-Blot PVDF Membrane

Western Blotting Filter Paper, extra thick
PowerPac™ HC

Trans-Blot®Turbo™ Transfer System

ChemiDoc™ XRS Imaging System

BIOER Technology Co, Hangzhou,
China

BANDELIN electronic GmbH & Co.KG,
Berlin, GER

Hermle Labortechnik GmbH, Wehingen,
GER

Bio-Rad Laboratories GmbH, Minchen,
GER

Bio-Rad Laboratories GmbH, Minchen,
GER

Bio-Rad Laboratories GmbH, Mlnchen,
GER

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Bio-Rad Laboratories GmbH, Minchen,
GER

Bio-Rad Laboratories GmbH, Mlnchen,
GER

Bio-Rad Laboratories GmbH, Minchen,
GER
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2.5 Allgemeine Gerate und Verbrauchsmaterialien

Ethanol vergallt (= 99,8%)
Eppendorf Research® Plus
Kolbenhubpipetten

Eppendorf Research® Plus
8-Kanal-Pipette (30 — 300 pl)

Pipettenspitzen
Falcon®-Tubes (15 ml + 50 ml)

SafeSeal Reaktionsgefai3e
(0.5 ml, 1.5 ml, 2 ml)

Vortex Reax 2000®
Orbi-Blotter™
Orion 420A PH Meter

Serologische Pipetten
Mechanische Pipettierhilfe LEVO

2.6 Software

Carl Roth GmbH & Co.KG, Karlsruhe,
GER
Eppendorf AG, Hamburg, GER

Eppendorf AG, Hamburg, GER

Sarstedt AG & Co.KG, Nirmbrecht, GER
Sarstedt AG & Co.KG, Nirmbrecht, GER
Sarstedt AG & Co.KG, Nirmbrecht, GER

Heidolph Instruments GmbH & Co.KG,
Schwabach, GER

Benchmark Scientific, Sayreville NJ,
USA

Orion Research Inc., Franklin, USA
Sarstedt AG & Co.KG, Nurmbrecht, GER
DLAB Scientific Inc., City of Industry,
USA

GraphPad Prism 9.2.0
Ebis Pro® Version 2011

SoftMax Pro 7

Image Lab™5.2.1

11

GraphPad Software, San Diego, USA
Dr. Jurgen Erhard, Universitat
Hohenheim, Stuttgart, GER

Molecular Devices (Germany) GmbH,
Biberach an der Ri3, GER

Bio-Rad Laboratories GmbH, Mlnchen,
GER



3 Methoden

Die im Rahmen der Vvorliegenden Arbeit bearbeiteten Blutproben und
Erndhrungstageblicher waren zum Zeitpunkt des Arbeitsbeginns bereits vorhanden.
Erhoben wurden die Daten und Proben im Rahmen einer prospektiven
Interventionsstudie mit dem Titel Einfluss von Haferkleie auf die postprandiale
Endotoxindmie und das intestinale Mikrobiom: Untersuchungen bei Gesunden am
Department fur Erndhrungswissenschaften, von der dem Fachbereich Molekulare
Ernahrungswissenschaften zugehérigen Arbeitsgruppe der Universitat Wien. In dieser
Pilotstudie wurde der Einfluss von zwei Getreidemischungen, die jeweils entweder einen
hohen oder niedrigen Gehalt an Beta-Glucan bei gleichem Gesamtballaststoffgehalt
aufwiesen, auf Veranderungen des Endotoxinspiegels im Blut, die Zusammensetzung
der Darm-Mikrobiota und das Ern&hrungsverhalten der Teilnehmerinnen untersucht. In
der vorliegenden Arbeit erfolgte die Analyse der Erndhrungsmuster und die
Untersuchungen einiger biochemischer Marker, die im Zusammenhang mit
Veranderungen der physiologischen Darmbarriere und der Pathogenese einer nicht-
alkoholbedingten Fettleber beim Menschen stehen. Die Rekrutierung fir die Studie
erfolgte Uber Aushdnge in verschiedenen Gebauden der Universitdt Wien. Die
Blutproben wurden am Department fir Ernahrungswissenschaften bei -80°C gelagert.
Die Studie wurde bei clinicalTrials.gov (ldentifier: NCT04019457) registriert und die
Durchfiihrung durch die Ethikkommission der Universitat Wien genehmigt.

3.1 Beschreibung der Pilotstudie

Die Fragestellungen der Pilotstudie beinhalteten die Auswirkungen von
Getreideflockenmischungen mit unterschiedlichem Gehalt an Beta-Glucan auf Marker
der Besiedelung und Permeabilitdt des menschlichen Darms (Zusammensetzung des
Mikrobioms und Endotoxinspiegel). AuBerdem waren eine Testung der grundlegenden
Akzeptanz der Dosierungen der Getreidemischungen seitens der teilnehmenden
Personen und die Erfassung mdglicher Auswirkungen auf das Essverhalten Teil der
Zielsetzung. Insbesondere Veranderungen des Ernahrungsmusters in Bezug auf
bestimmte Lebensmittelkategorien und Nahrstoffgruppen waren von Interesse. Des
Weiteren wurden verschiedene inflammatorische und immunologische Marker im

Plasma der Probandinnen als ZielgréBen definiert, die mit verschiedenen biochemischen
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Methoden untersucht wurden: PAI-1 (ELISA), Untersuchung der Stimulierbarkeit von
hTLR2 und hTLR4 durch Humanplasma (Zellkultur-Assay) und sCD14 (Western Blot).

Ein- und Ausschlusskriterien

In die Studie eingeschlossen werden konnten nur gesunde, normalgewichtige Personen
aller Geschlechter, im Alter zwischen 20 und 60 Jahren. Die weiteren
Ausschlusskriterien (siehe Tabelle 1) wurden im Rahmen eines persénlichen Gesprachs
zwischen der Studienleitung und den an der Teilnahme interessierten Personen
abgeklart. In der vorliegenden Arbeit wurden nur Daten der Subpopulation gesunder,
normalgewichtiger Frauen, die beide Interventionen It. Studienplan im cross-over-Design
durchliefen, ausgewertet. In die Pilotstudie wurden 17 Frauen eingeschlossen, von
denen 10 beide Interventionsphasen absolvierten und in die Auswertung aufgenommen

wurden.

Tabelle 1: Ausschlusskriterien der Pilotstudie

Ausschlusskriterien

- Nahrungsmittelunvertraglichkeiten bzw. Nahrungsmittelintoleranzen und/oder
Lebensmittelallergien, die besondere diatetische Interventionen erfordern

- Schwankungen des Kérpergewichtes von > 5% in den letzten 6 Monaten
- BMI < 18.5 kg/m? oder 2 25 kg/m?
- Bariatrische Operationen in den letzten 5 Jahren

- Einnahme von Antibiotika innerhalb von 1 Monat vor Beginn der Studie oder
wahrend der Studie

- Schwangerschaft oder Stillzeit
- Virale oder bakterielle Infekte in den letzten 3 Wochen
- Erhéhte Entzindungswerte unbekannter Ursache

- Akute oder chronische Erkrankungen des Gastrointestinaltraktes

- Alkoholkonsum > 10 g/Tag bei Frauen und > 20 g/Tag bei Mannern

13



Beschreibung der Ballaststoff-Interventionen

In beiden Interventionsphasen erhielten die Probandinnen jeweils eine definierte
Mischung aus kommerziell erhaltlichen Cerealien. Dabei lag die Tageszufuhr an
Ballaststoffen an den Tagen 1-3 bei 7.5 g (davon in der entsprechend benannten
Interventionsgruppe 2.25 g Beta-Glucan) und an den Tagen 4-7 bei 11.7 g (mit einem
Gehalt an Beta-Glucan von 4.5 g). In Tabelle 2 sind die einzelnen Komponenten der
Cerealienmischungen, beispielhaft fir die Tage 4—7 der Interventionen, inkl. Hersteller

und Gewichtsangaben aufgefihrt.

Tabelle 2: Zusammensetzung der Cerealienmischungen an den Tagen 4-7

Mischung Mischung
Cerealie (Hersteller) Beta-Glucan Iso-Ballaststoff
Haferkleieflocken (KolIin®) 60 g
Hirsebrei (dmBio®) 10g 8¢
Dinkelkleie (Demeter®) 159
GrieB-Getreidebrei (dmBio®) 48 g
Tagesportion 709 719
Energie pro Tagesportion 249.2 kcal 247.3 kcal
Ballaststoffe pro Tagesportion 11.7 g 11.7 g

Ablauf der Pilotstudie

Die Teilnehmerinnen wurden ersucht, fir eine Zeitdauer von vier Wochen (run-in-Phase)
vor Beginn der ersten Intervention sowohl auf Haferprodukte, als auch auf pra- und
probiotische Produkte zu verzichten. Zur Erfassung des Erndhrungsverhaltens erhielten
die Probandinnen ein Ernahrungstagebuch in Form eines vorgedruckten Protokolls, in
dem samtliche Haupt- und Zwischenmahlzeiten inkl. der Zubereitungsart und allen
Getranken vermerkt werden sollten. Um eine méglichst einheitliche Einschatzung der
jeweiligen PortionsgréBen zu erhalten, wurde ein Portionshandbuch ausgegeben.
Dieses enthielt Abbildungen mit Zahlencodierungen aus dem EPIC-soft picture book,
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das im Rahmen der European Prospective Investigation into Cancer and Nutrition
verwendet wurde [68]. In Abbildung 2 ist der Studienablauf detailliert dargestellt.

Interventionsphase Beta- Interventionsphase Beta-
Glucan Tag 1-3: 2.25g Beta- Glucan Tag 1-3: 2.25¢g
Glucan, 7.5g Ballaststoffe/Tag, Beta-Glucan, 7.5g
Tag 4-7: 4.5g Beta-Glucan, Ballaststoffe/Tag, Tag 4-7:
11.7g Ballaststoffe/Tag S 4.5g Beta-Glucan, 11.7g
Run-in Washout Ballaststoffe/Tag
Phase Interventionsphase Iso- Phase
~4| Ballaststoff (Tag 1-3: 7.5g Interventionsphase Iso-
Ballaststoffe/Tag, Tag 4-7: Ballaststoff (Tag 1-3: 7.5g
11.7g Ballaststoffe/Tag) Ballaststoffe/Tag, Tag 4-
7:11.7g Ballaststoffe/Tag)
4 Wochen I 2 4 Wochen
__________ F--—---------
Verzicht auf: Verzicht auf:
- Haferprodukte - Haferprodukte
- Prébiotika - Prabiotika
- Probiotika - Probiotika
Tag-2-1§o‘1‘2‘3 4|5 |6 |7 |8 -2-11011‘2‘ 3| 4| 56|78
P P B! Pl P S | B P|P! B! P S B
S A A S A Al
P = Fiihren eines Erndhrungstagebuchs
B = Blutabnahme
A = Erhebung von Blutdruck, Gewicht, Kérpergré3e, waist/hip-ratio
S = Sammlung einer Stuhlprobe

Abbildung 2: Ablaufschema der Pilotstudie

Die Ernahrungstagebiicher wurden vor Beginn und am Ende der Interventionsphasen
gefuhrt, wobei jeweils ein Tag der beiden Aufzeichnungen auf das Wochenende fallen
sollte. Die Abgabe der Stuhlproben flr die Mikrobiom-Analysen waren flr die Tage -1
und 7 angesetzt. Am Tag vor dem Start der Interventionen (Tag 0) erfolgten jeweils die
Blutabnahmen und die Messungen des Blutdrucks und anthropometrischer Parameter.
Im Anschluss an die siebentagigen Interventionen erfolgte eine weitere Blutabnahme
und erneute Messungen der anthropometrischen Parameter (Tag 8). Nach dem ersten

Interventionsintervall wurden die Probandinnen gebeten, im Rahmen einer mindestens
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vierwdchigen washout-Phase erneut auf Hafer-, pra- und probiotische Produkte zu
verzichten. Durch das cross-over-Design der Pilotstudie durchlief jede der
Teilnehmerinnen beide Ballaststoff-Interventionen.

3.2 Auswertung der Ernahrungstagebiicher

Die Analyse der Erndhrungstagebiicher erfolgte mit dem Programm Ebis Pro® (Version
2011). Die zugefuhrten Mengen in den einzelnen Lebensmittelkategorien wurden nach
ihrem Prozentanteil an der Gesamtenergie (E-%) ermittelt. Der Vergleich der
Nahrstoffzufuhr erfolgte entweder als E-% (Makronéhrstoffe), % der Gesamtfettzufuhr
(gesattigte und einfach ungesattigte Fettsduren) oder in  Absolutwerten
(Mikronahrstoffe). Die Mittelwerte der zwei Aufzeichnungstage wurden fur die
Berechnung des Healthy Eating Index und des Healthy Beverage Index herangezogen.

Healthy Eating Index (HEI)

Die Berechnung des HEI wurde wie im Abschlussbericht zur Auswertung der Daten der
Nationalen Verzehrsstudie Il (HEI-NVS) beschrieben durchgefiihrt [69]. Der erreichbare
Hochstwert des HEI-NVS liegt bei 110. In Tabelle 3 sind die Details zu den einzelnen
Lebensmittelkategorien inkl. der jeweiligen Berechnungsformeln angefihrt.
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Tabelle 3: Berechnungsschema des HEI

Kategorie | Zufuhrempfehlung
bzw. Richtwert (Soll)'

Schema der Punktevergabe
(Empfehlungen und Zufuhrmengen in g pro
Tag)

Obst = 250 g/Tag

Gemise =400 g/Tag

Ist-Zufuhr*10/Sollzufuhr
Max. 15 Punkte erreichbar

Getreide 350-560 g/Tag

Im empfohlenen Bereich: 10 Punkte

Milch 2 Portionen? pro Tag Wenn darunter: Ist-Zufuhr*10/Empfehlung
Fisch 21-31 g/Tag Wenn dartiber:  Empfehlung*10/Ist-Zufuhr
Fleisch < 86 g/Tag Wenn Zufuhr < 86 g/Tag: 10 Punkte
Eiprodukte | <26 g/Tag Wenn dartber: Empfehlung*10/Ist-Zufuhr
Ethanol Manner: <20 g/Tag

Frauen: <10 g/Tag

Streichfette | < 15-30 g/Tag

Getranke > 1500 ml/Tag

Wenn Zufuhr 2 1500 ml/Tag: 10 Punkte
Wenn darunter: Ist-Zufuhr*10/Empfehlung

'"Werte bezogen auf gesunde Erwachsene mit einem PAL von 1.4

?Eine Portion wird wie folgt definiert: - 200-250 g Milch und/oder Joghurt
- 50-60 g Kase

Healthy Beverage Index (HBI)

Far die Erstellung des HBI wurde ein Berechnungsschema, wie bei Duffey & Davy, 2015

[70] beschrieben, herangezogen. Das urspriingliche, aus sechs Ebenen bestehende

Beverage Guidance System [71] wurde auf zehn Kategorien erweitert. Diese wurden

nicht wie im Original in Unzen, sondern als Prozent der Gesamtzufuhr angegeben.

Tabelle 4 gibt eine Ubersicht zum Berechnungsschema.
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Tabelle 4: Berechnungsschema des HBI

Kategorie % der Empfehlung Schema der Punktevergabe
Wasser = 20% 10 Punkte
Fehlende Zufuhr 0 Punkte
< 20% Berechnung'’
Kaffee und Tee 0-40% 5 Punkte
(ungesift) Dariber 0 Punkte
Magermilch (= 1.5% 0-16% 5 Punkte
Fettgehalt) Dariber 0 Punkte
oder Sojamilch (alle Arten)
Kiinstlich gesiiBte Getranke 0-16% 5 Punkte
(inkl. Kaffee und Tee) Dariber 0 Punkte
Fruchtséfte pur 0-8% 5 Punkte
Darlber 0 Punkte
Alkohol Manner: < 2 drinks? 5 Punkte
Frauen: <1 drinks Ist-Zufuhr héher: 0 Punkte
Vollmilch Zufuhr bei 0% 5 Punkte
(2 2% Fettgehalt) Daruber 0 Punkte
Mit Saccharose, Fruktose- 0-8% 15 Punkte
oder Glukosesirup gesifte Dariber 0 Punkte
Getranke
Gesamtenergiezufuhr aus < 10% Gesamtenergie 20 Punkte
Getranken = 10% bis < 15% Berechnung?
> 15% 0 Punkte
Erreichen der Mindestzufuhr | ja 20 Punkte
(1500 ml) nein Berechnung*

L4 AnteilsméaRiger Punktwert = [(ml Wasserzufuhr*15)/(0.20*1500)]
2 1drink 2 354.84 mL Bier bzw. 147.85 mL Wein
3 AnteilsmaRiger Punktwert = (15 — Energieprozent aus Getranken)*3.3333333

Over- und underreporting der Energiezufuhr
Mittels der in Ebis Pro®integrierten Berechnungsformel nach Mifflin & St. Jeor, 1990 [72]
wurde zunachst der Grundumsatz (GU) in kcal pro Tag fir jede Probandin berechnet:

GU = (9.99 * Kdrpergewicht [kg]) + (6.25 * KorpergrdBe [cm]) — (4.92 * Alter [Jahre])
- 161
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Aus den ermittelten Werten erfolgte die Bildung eines Quotienten mit der
durchschnittlichen, taglichen Energiezufuhr:

Energiezufuhr (kcal pro Tag)

Quotient GU =
Grundumsatz (kcal pro Tag)

Ein Quotient < 0.4 wurde als underreporting eingestuft und der jeweilige Tag von der
Auswertung ausgeschlossen. Dies war bei 1 von 40 ausgewerteten Tagen der Fall.

Hohere Quotienten fiihrten nicht zu einem Ausschluss.

3.3 ELISA zur Bestimmung der Aktivitat von PAI-1 im Plasma

Der Versuch wurde mit dem Human PAI-1 Activity ELISA Kit (Molecular Innovations®)
nach Vorgabe des Herstellers durchgefuhrt. Hierbei handelt es sich um ein indirektes
ELISA-Verfahren. Dieses beruht auf dem Prinzip, dass ein auf einer Oberflache fest
haftendes Antigen zunachst mit einem spezifischen Primar-AK inkubiert wird, zu dem
nach einem Waschvorgang ein enzym-gekoppelter Sekundar-AK hinzugegeben wird
[73, 74].

Pro well wurden verwendet: 80 ul des assay diluent

20 pl von Standards und Proben

Herstellung des Waschpuffers: « 7 ml Pufferkonzentrat (10x konzentriert)
(1:10 Verdiinnung) * 63 ml ddH20
Vorgehen bei der Inkubation: * Lichtschutz mit Alufolie

+ 30 Min. bei 25°C
 Auf ThermoCell mixing block mit 300 rpm

Vorgehen pro Waschvorgang: » 300 ul Waschpuffer pro well (8-Kanal-Pipette)
+ Ausschutten und mehrmaliges Abklopfen

In Abbildung 3 ist der Versuchsablauf im Detail dargestellt.
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96-well microtiter-Platte (mit Antigen uPA beschichtet)

v

Zugabe der Proben (1:5 Verdinnung)

v

Inkubation

v

3x Waschvorgang

v

Zugabe von anti-human PAI-1 Primar-Antikérper (100 pL pro well)

v

Inkubation

v

3x Waschvorgang

v

Zugabe von anti-mouse Sekundar-Antikérper (100 pL pro well)

v

Inkubation

v

3x Waschvorgang

v

Zugabe von TMB-Substrat (100 pL pro well), 8 Min. bei 25°C
auf mixing block mit 300 rom - Farbumschlag auf blau

v

Stopp der Reaktion: Zugabe von 1N HCI, 50 pL pro
well > Farbumschlag auf gelb

v

Extinktionsmessung bei 450 nm

Abbildung 3: Versuchsablauf PAI-1 ELISA
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3.4 hTLR2/hTR4 Reporter Assay

Das Prinzip der Methode beruht auf der Verwendung von préparierten Zellen der Zelllinie
HEK-293 (= human embryonic kidney cells), denen Uber Transfektion ein spezifisches
Reportergen, Secreted alkaline phosphatase (SEAP), eingefligt wurde [75]. Die
Durchfiihrung des Versuchs erfolgte nach Vorgabe des Herstellers [76, 77] und wurde
von Jung et al, 2021 beschrieben [78].

Allgemeine Vorbereitungen

Zunachst wurde das Detektionsmedium (HEK-Blue™ Detection) entsprechend den
Angaben des Herstellers in 50 ml H20 rekonstituiert, steril filtriert und gemeinsam mit
DMEM und DPBS fir 20 Min. im 37°C Wasserbad erwarmt. Die Kultivierung der Zellen
erfolgte in Zellkulturflaschen fir adhérente Zellen. Vor dem Versuch erfolgte eine
mikroskopische Kontrolle auf ausreichende Konfluenz der Zellen von mindestens 50%.

Herstellung der Zellsuspension

Die Durchfiihrung séamtlicher Arbeitsschritte erfolgte an einer Sicherheitswerkbank der
Klasse 2 mit laminar air flow. Nach Absaugen des Inhalts beider Zellkulturflaschen
wurden diese 1x mit dem erwarmten DBPS gereinigt und fir 2 Min. bei 37°C und 5%
CO: inkubiert. Danach wurden die Béden der Zellkulturflaschen abgeschabt und der
Inhalt in einen sterilen Falcon Uberflhrt, mehrmals resuspendiert und 20 pl der
Suspension in ein Mikroreaktionsgefal3 transferiert. Durch Zugabe weiterer 80 ul DBPS
erfolgte eine 1:5 Verdiinnung der Zellsuspension.

Bestimmung der Zellzahl

Die Bestimmung erfolgte mit einer Zahlkammer vom Typ Neubauer improved mit jeweils
10 pl der beiden zuvor hergestellten Zellsuspensionen. Jedes der vier duBeren Quadrate
(Kammern) wurde 2x durchgezahlt und das Ergebnis gemittelt. Aus diesen vier Werten
wurde der Mittelwert pro Kammer bestimmt. Flr die Berechnungen der erforderlichen
Volumina von Zellsuspension und Detektionslésung wurden daraufhin folgende Formeln
herangezogen:
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(Mittelwert pro Kammer) * Verdiinnungsfaktor 5 * 10*

Faktor Zellsuspension =

Sollzellzahl pro ml It. Standard des assay

(Anmerkung: 10% = Neubauer-Faktor)

Erforderliches Volumen
pro Zellsuspension (ul)

(Anzahl der Proben * 180 pl)

Faktor Zellsuspension

Erforderliches Volumen
HEK-Blue™ Detection (pl)

(Anzahl der Proben * 180 pul) - Volumen pro Zellsuspension

Die Zellsuspensionen wurden mit dem Detektionsmedium im errechneten Verhéltnis

vermischt und von der erhaltenen Lésung je 180 ul in jedes well pipettiert. In Tabelle 5

sind die Details der Versuchsdurchflihrung aufgelistet.

Tabelle 5: Versuchsdurchfithrung hTLR2/hTLR4 Assay

hTLR2 hTLR4
Anzahl der Proben (flir Berechnung) 55 55
Sollzellzahl pro ml 280.000 140.000
Verdinnung Zellsuspension 1:5 1:5
Volumen pro Probe (pl) 20 20
Endvolumen pro well (ul) 200 200
Positivkontrolle mit Lipoteichonsaure Lipopolysaccharid
Inkubationszeit 12 Stunden 12 Stunden
Photometrische Messung 625/635/655 nm 625/635/655 nm
Auswertung 655 nm 655 nm




3.5 Proteinbestimmung nach Bradford

Diese Methode zur Ermittlung der Proteinkonzentration beruht auf einer Veranderung
des Absorptionsmaximums des Farbstoffs Coomassie-Blau von 465 nm auf 595 nm.
Induziert wird die veranderte Absorption durch denaturierte Proteine, an die der Farbstoff
mit hoher Affinitat bindet [79]. Die Effektivitét der Bindung des Farbstoffs hdngt u.a. von
der Aminosaurestruktur der untersuchten Proteine ab und steigt mit der Anzahl an
basischen und aromatischen Resten [80]. Beim vorliegenden Versuch erfolgte die
Kalibrierung durch Erstellung einer Standardreihe unter Verwendung von BSA (siehe
Tabelle 6).

Tabelle 6 : Standardreihe Bradford

Standard Protein ddH.0 (pl) Konzentration
[mg BSA/mlI]

A 2 ul BSA Stocklésung 198 1

B 100 pl von Std. A 100 0.5

C 100 pl von Std. B 100 0.25

D 100 pl von Std. C 100 0.125

E 100 pl von Std. D 100 0.0625

F -- 100 0

Das Farbreagenz wurde im Verhaltnis 1:5 mit ddH>O verdinnt und wéhrend der weiteren
Schritte lichtgeschiltzt gelagert. Von jeder Probe erfolgte eine 1:200 Verdlinnung (2 pl
mit 398 pl ddH20). Auf eine 96-well Mikrotiter-Platte wurden von den Standards und den
Proben jeweils 5 pl in Dreifachbestimmung aufgetragen und anschlieBend mittels einer
8-Kanal-Pipette mit 200 ul des Farbreagenz versetzt. Die Messung erfolgte ohne
Zeitverzdgerung im Plattenreader bei einer Wellenldnge von 590 nm.

3.6 CD14 Western Blot

Die polyacrylamide gel electrophoresis (PAGE) ist eine routinemaBig angewendete
Methode zur Auftrennung von Proteinen. Grundlage fiir die Anwendung ist die
Herstellung eines Gels aus Acrylamid-Polymeren, dessen Eigenschaften (Festigkeit,
PorengréBe etc.) auf die entsprechende Zielsetzung ausgerichtet sind [81]. Die
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Zusammensetzungen der fir den vorliegenden Versuch verwendeten Gele sind in
Tabelle 7 aufgeflhrt. Die angegebenen Mengen beziehen sich auf jeweils zwei Trenn-
bzw. Sammelgele, mit einem Abstand von 1 mm zwischen den eingespannten

Glasplatten.

Tabelle 7: Zusammensetzung von Trenn- und Sammelgel fiir SDS-PAGE

Substanz 10% Trenngel (pl) 5% Sammelgel (ul)
ddH20 4170 15125
1.5M TRIS (pH 8.8) 2600 625
30% Acryl/BIS 3330 3125
10% SDS 100 25
10% APS 100 25
TEMED 6 3

Vor der Auftrennung im Gel wurden die Proteine zunachst durch Zugabe von Natrium-
Dodecylsulfat (SDS) denaturiert. Vor der Durchfihrung der Western Blots erfolgte
jeweils eine Proteinbestimmung nach Bradford mit einer Zielkonzentration von 2 pg/ul
(vgl. Kapitel 3.5). Zur weiteren Denaturierung der Proteine durch Bruch der
Disulfidbriicken [82] wurden die reduzierenden Agenzien 2-B-Mercaptoethanol (als
Bestandteil des Ladepuffers) und Dithiothreitol (DTT) zugegeben. In Tabelle 8 sind die

jeweiligen Zusammensetzungen aufgelistet.

Tabelle 8: Zusammensetzung von SDS-Ladepuffer und DTT

4x SDS-Ladepuffer 100 mM DTT

TRIS (1.5M) pH 6.8 5.22 ml -

10% SDS 25¢ -

50% Gilycerol 12.5 ml -

20% 2-B-Mercaptoethanol 5ml -
0.05% Bromphenolblau 12.5 mg -
ddH20 2.28 ml 10 ml
Dithiothreitol - 4.25 mg
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In Abbildung 4 ist das weitere Vorgehen zur Vorbereitung der Proben fir die
Elektrophorese ab der Zugabe von SDS-Ladepuffer und DTT angefihrt.

Zugabe von 25 pl Ladepuffer + 15 ul DTT

Durchmischung auf Vortex fir 5 Sek.

v

Zentrifugation bei 4 °C fur 10 Sek.
v

Hitzebehandlung bei 95 °C fiir 5 Min.
auf ThermoCell mixing block

v

Kihlung auf Eis fir 10 Sek.

v

Sonifikation fir 30 Sek. im
Ultraschall-Wasserbad

v

Zentrifugation bei 4 °C fir 10 Sek.

v

Lagerung auf Eis bis zum Auftragen

Abbildung 4: Arbeitsschritte zur Vorbereitung der
Proben fiir SDS-PAGE

Von jeder Probe wurden jeweils 10 pl und vom Proteinstandard 2 pl in die Kammern des
Gels aufgetragen. Die Gelelektrophorese erfolgte bei 110 V fiir ca. 1.5 Stunden. Die
exakte Laufzeit richtete sich nach dem Fortschritt des Lauffrontmarkers.
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Blotting

Nach der elektrophoretischen Auftrennung wurden die Proteine im semi dry-Verfahren
auf zuvor mit Methanol aktivierten Polyvinyliden-Membranen (PVDF) Ubertragen.
Sowohl die Gele, als auch die fiur den Aufbau des Sandwich-Blot verwendeten
Membranen und Filterpapiere, wurden fir 10 Min. in Transferpuffer inkubiert. Der Aufbau

des blotting sandwich gestaltete sich wie folgt:

= __ Cathode

_— Filter Paper

Gel

Membrane

™ Filter Paper

@ ™ Anode

Abbildung 5: Schema eines blotting sandwich [83]

Far das blotting der Membranen wurde die Einstellung SD (25 V fir 30 Min.) im Trans-
Blot®Turbo™ Transfer System verwendet. Nach Durchlauf des Programms wurden die
Membranen zunédchst fir 1 Stunde getrocknet, dann erneut in Methanol aktiviert und fur
3 Minuten in Ponceau S Farbelésung geschwenkt. Dieser Schritt diente als Kontrolle der

Proteinladung der Membranen und Visualisierung der Proteinbanden.

Inkubation mit Antikérpern und Detektion der Banden

Als Primar-Antikérper wurde ein monoklonaler CD14 rabbit-Antikérper in der
Verdunnung 1:250 verwendet. Als blocking-Puffer diente 5% BSA in 1xTBST. Die
Membranen wurden in Plastikfolie eingeschweif3t und bei 4°C fir 14-16 Stunden auf
einem Orbital-Laborrihrer inkubiert. Nach diesem Zeitraum wurden die Membranen 3x
far je 10 Min. in 1XTBST gewaschen und fir 1.5 Stunden mit einem HRP-gekoppelten
anti-rabbit IgG-Antikérper in einer Verdiinnung von 1:5000 (5% BSA) inkubiert. Danach
erfolgten erneut drei Waschgange in 1xTBST fir je 10 Min. Zur Vorbereitung der
Detektion wurden die Membranen fur 5 Min. lichtgeschutzt mit einer 1:1 Mischung aus
Luminol + Enhancer inkubiert. Das an H202 gekoppelte Luminol dient als Substrat flr
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das Enzym HRP, das an den Sekundar-Antikdrper gebunden ist. Bei der Umsetzung
kommt es zu messbarer Chemilumineszenz, die durch Zugabe einer Enhancer-
Substanz (haufig mit phenolischen Grundstrukturen) weiter verstarkt wird [84]. Fir die
Analyse der Proteinbanden wurde ein ChemiDoc™ XRS-System in Kombination mit der
Software Image Lab™ verwendet.

3.7 Statistische Auswertung

Sémtliche Auswertungen und grafischen Darstellungen der Ergebnisse wurden in
Graphpad Prism Version 9.2.0 durchgefiihrt. Die Daten sind durchgehend als Mittelwert
+ Standardfehler des Mittelwertes (SEM, als Fehlerbalken) dargestellt. Vor der
Auswertung wurde jeder Datensatz auf Normalverteilung (Tests nach D'Agostino &
Pearson, Shapiro-Wilk und Kolmogorov-Smirnov) Uberprift und ggf. entsprechend
transformiert. Als statistischer Test kam flr normalverteilte Daten ein zweiseitiger t-Test
flr verbundene Stichproben, und fir nicht-normalverteilte Daten ein Wilcoxon-Test zur
Anwendung. Die statistische Auswertung erfolgte jeweils paarweise fir die Gruppen
Beta-Glucan und Iso-Ballaststoff. Als Grenze fir ein signifikantes Ergebnis wurde vorab
ein p-Wert von 0.05 festgelegt. Fir jedes der dargestellten Ergebnisse gilt n = 10, sofern
nicht anders angegeben.
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4 Ergebnisse

Der Fokus der vorliegenden Arbeit lag auf dem Vergleich der Wirkung von zwei
Mischungen von Getreideflocken, die identische Mengen an Ballaststoffen und
unterschiedliche Mengen an Beta-Glucan und unléslichen Fraktionen beinhalteten. Im
Folgenden wurden die Daten der Erndhrungserhebungen sowie Parameter der
intestinalen Permeabilitat ausgewertet.

4.1 Charakteristik der Studienteilnehmerinnen

Es wurden 17 Probandinnen in die Pilotstudie eingeschlossen. Beide Interventionen
wurden von 10 Probandinnen beendet. Das mittlere Alter betrug 31.9 + 2.56 Jahre. Die
Spannweite des Body-Mass-Index (BMI) lag zwischen 19.19 und 24.93 kg/m?. Im
Durchschnitt wurde ein BMI von 20.89 + 0.64 kg/m? ermittelt. Die Probandinnen wiesen
einen durchschnittlichen Grundumsatz von 1288 + 33.36 kcal pro Tag auf. Die

Spannweite reichte hierbei von 1102 bis 2438 kcal pro Tag.

4.2 Analyse der Nahrstoffaufnahmen und des Ernahrungsmusters der

Studienteilnehmerinnen

Die Probandinnen fUhrten jeweils zu Beginn und am Ende jeder Ballaststoff-Intervention
ein Erndhrungstagebuch dber zwei Tage. Um zu untersuchen, ob die
Erndhrungsinterventionen einen Einfluss auf die Nahrstoffaufnahme und das
Ernahrungsmuster hatten, wurden die taglichen Zufuhrmengen verschiedener
Lebensmittelgruppen und Nahrstoffe erfasst. Die angegebenen Werte stellen Mittelwerte
der beiden Aufzeichnungstage dar. Die Ergebnisse dieser Erhebungen sind in den
Tabellen 9 und 10 zusammengefasst. In beiden Gruppen stieg der Konsum von
Cerealien signifikant wahrend der Interventionen an (um 202% bei Beta-Glucan und
219% bei Iso-Ballaststoff, p = 0.003 jeweils). Gleichzeitig sank der Konsum in der
Kategorie Brot und Gebéck jeweils im Vergleich zwischen Beginn und Ende, der jedoch
nur in der Intervention mit Iso-Ballaststoff statistische Signifikanz (p = 0.02) erreichte. In
der Gruppe Beta-Glucan wurde eine signifikante Steigerung des Konsums von
Milchprodukten um 78% (p = 0.01), sowie ein signifikanter Riickgang des Konsums von
Gemiise um 78% (p = 0.03) nachgewiesen. Bei der Intervention mit Iso-Ballaststoff kam
es in der Kategorie Ole und Fette zu einem um 31% verringerten Konsum (p = 0.02).

28



Tabelle 9: Vergleich der taglichen Zufuhr verschiedener Lebensmittelkategorien’

Beta-Glucan Iso-Ballaststoff

baseline end baseline end
Brot/Geback 16.1+2.3 109+23 142+1.6 9.3+1.5"
Cerealien 58+2.0 17.5+1.3" 53+1.8 16.8 + 1.6”
Dauerbackwaren 9.1 +25 10.7£2.9 9.7+23 9.1+29
Eier-/Teigwaren 53+15 24+09 52+1.6 28+14
Obst 57+1.2 56+1.5 6.0+1.7 7.3+23
Gemise 3.4+0.6 1.9+04" 26+0.5 22+0.3
Hilsenfriichte 0.2+0.1 1.7+£0.7 1.3£0.9 22109
Kartoffel- und
Pilzprodukte 35+£1.0 26+0.7 35+£1.3 24+0.9
Milchprodukte 129+2.0 22.9 £ 2.9* 23.7 £ 3.6 23.3x1.4
Nichtalkoholische
Getranke 1.7+0.6 1.2+04 1.6+0.9 11+04
Ole und Fette 12.7+2.6 8.6+1.7 11.0+15 76+1.2*
Gewdlrze/Saucen 1.0+£0.4 05+0.2 0.7x0.2 0.3+0.1
SiBwaren 104 +£2.7 6.0+1.3 8415 8415
Fisch 1.1+£0.6 0504 0.7+0.4 1.6+0.7
Fleischprodukte 3.5+1.2 1.9+£0.7 1.8+0.7 1.3£0.6

) *p < 0.05. Alle Lebensmittelkategorien dargestellt als Prozentanteile an der Gesamtenergiezufuhr. ') Alle
Werte dargestellt als Mittelwert + Standardfehler (SEM).

Bei der Analyse der Zufuhrmengen von Makro- und Mikronahrstoffen zeigte sich am
Ende der Intervention mit Beta-Glucan eine signifikante, um 13.3% héhere Proteinzufuhr
(p = 0.04). AuBerdem wurden signifikant héhere Zufuhrmengen von Kalzium (+ 29.9%,
p = 0.04) und Eisen (+18.4%, p = 0.04) nachgewiesen. Wahrend der Intervention mit Iso-
Ballaststoff kam es zu einer signifikanten Zunahme hinsichtlich der Aufnahme von
Vitamin B1 (+ 78%, p < 0.0001) und Vitamin B6 (+ 17.4%, p = 0.03).
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Tabelle 10: Vergleich der taglichen Zufuhr ausgewahlter Nahrstoffe’

Beta-Glucan Iso-Ballaststoff
baseline end baseline end

Energieprozent
Protein 15.1 +0.8 17.4 +1.5* 16.3 +1.3 16.1 +0.8
Kohlenhydrate 45.7 +2.3 447 +2.2 43.6 £2.6 46.9 +1.8
Saccharose 111 £14 82 +1.3 94 +1.0 92 +1.7
Fruktose 3.1 +04 3.1 +0.5 3.1 £0.6 3.3 £0.7
Fett 39.3 2.1 37.4 £1.7 39.7 +1.7 36.8 +1.4
Prozent der
Fettzufuhr
Gesattigte FS?  43.6 £1.9 42.8 £1.9 46.1 £2.0 435+1.5
Einfach unges. 13.8 +1.2 13.7 £1.9 11.2+14 128 +1.3
FS?
Absolutzufuhr
DHA + EPA 80 +20 35 +15 55 +20 140 + 46
(mg)
Vit. A (ug) 1002 +108.9 990.7 £+176.4 | 1177 156 1134 £ 161.5
Vit. D (ug) 2.0 £0.3 1.7 £0.3 26 +0.6 22+0.5
Vit. B1 (mg) 1.1 +£0.1 1.4 +0.1 0.9 +0.1 1.6+0.1
Vit. B6 (mg) 1.3 £0.1 1.1 £0.1 1.1 £0.1 13+0.1"
Folsaure (ug) 228.9 +27.9 181.4 +24.5 248.2 +29.4 254.0 + 221
Vit. B12 (uQ) 50 +1.6 3.4 £0.6 46 + 0.1 4.7 £0.8
Kalzium (mg) 753.9 £62.2 979.1 +125.6° | 1021 +107.1 1099 + 99.1
Eisen (mg) 11.1 £0.8 13.1 +0.9 10.8 £1.2 95+0.6

) FS = Fettsduren, DHA = Docosahexaensiure, EPA = Eicosapentaensiure. *p < 0.05. ') Alle Werte
dargestellt als Mittelwert + Standardfehler (SEM).

30



Wie aus Abbildung 6 zu entnehmen ist, kam es bei keiner der Ballaststoff-Interventionen

zu Veranderungen der Gesamtenergiezufuhr.
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Abbildung 6: Einfluss der Ballaststoff-Interventionen auf die durchschnittliche Energiezufuhr.
Die Daten sind ausgedriickt in kcal pro Tag. b = baseline, e = end. Alle Werte dargestellt als Mittelwert +
Standardfehler (SEM).

Abbildung 7 zeigt den Einfluss der Interventionen auf die Ballaststoffzufuhr. Diese
fihrten jeweils zu einer signifikant erhdhten taglichen Aufnahme, die jedoch unter dem
Richtwert von 30 g/Tag blieb.
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Abbildung 7: Einfluss der Interventionen auf die durchschnittliche Ballaststoffzufuhr. Die Daten sind
ausgedriickt in Gramm pro Tag. b = baseline, e = end. *p < 0.05. Alle Werte dargestellt als Mittelwert +

Standardfehler (SEM).
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4.3 Healthy Eating Index und Healthy Beverage Index der
Studienteilnehmerinnen im Verlauf der Studie

Um zu untersuchen, ob die Interventionen einen Einfluss auf das Erndhrungsmuster
hatten, wurde der Healthy Eating Index der Nationalen Verzehrsstudie Il (HEI-NVS, vgl.
Kapitel 3.2) berechnet. Die Zufuhrmengen in den verschiedenen Lebensmittelkategorien
wurden mit Empfehlungen und Richtwerten verglichen. In beiden Interventionsgruppen
zeigten sich keine Anderungen des HEI (siehe Abbildung 8).

100+

b e b e
Beta-Glucan Iso-Ballaststoff

Abbildung 8: Einfluss der Ballaststoff-Interventionen auf den Healthy Eating Index (HEI).
b = baseline, e = end. Alle Werte dargestellt als Mittelwert + Standardfehler (SEM).

Zuséatzlich wurde auch der Einfluss der Interventionen auf die Getrankeaufnahme mit
Hilfe des Healthy Beverage Index durchgeflhrt (vgl. Kapitel 3.2). Die Intervention mit
Beta-Glucan ging mit keiner Veranderung des Scores einher, wohingegen die
Intervention mit Iso-Ballaststoff zu einer signifikanten Verminderung fihrte (siehe
Abbildung 9). Dies ist insbesondere auf den in dieser Gruppe héheren Konsum von Milch
mit vollem Fettgehalt zurlckzufiihren. Daraus ergaben sich niedrige Punktwerte in der
Bewertungskategorie Energie aus Getrédnken, die sich stark auf die Gesamtpunktezahl

auswirkten.
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Abbildung 9: Einfluss der Ballaststoff-Interventionen auf den Healthy Beverage Index (HBI).
b = baseline, e = end. Alle Gruppen: n =9 (1 Probandin exkludiert wegen fehlenden Angaben).
*p < 0.05. Alle Werte dargestellt als Mittelwert + Standardfehler (SEM).

4.4 Bestimmung der Aktivitit von PAI-1 im Plasma
Studienteilnehmerinnen im Verlauf der Studie

der

Um den Einfluss der Interventionen auf die Aktivitat von PAI-1 im Plasma zu ermitteln,

wurde ein indirektes ELISA-Verfahren angewendet. Beide Ballaststoff-Interventionen

hatten keinen Einfluss auf die Aktivitat im Plasma (siehe Abbildung 10).
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Abbildung 10: Einfluss der Ballaststoff-Interventionen auf die Aktivitat von PAI-1 im Plasma der
Probandinnen. PAI-1 = Plasminogen Activator Inhibitor-1, b = baseline, e = end. Alle Werte dargestellt als

Mittelwert + Standardfehler (SEM).

33



4.5 Bestimmung von hTLR2- und h TLR4-Liganden im Plasma der
Studienteilnehmerinnen im Verlauf der Studie

Um zu untersuchen, ob die Interventionen mit Veranderungen der Konzentration von
TLR2- bzw. TLR4-Liganden einhergingen, wurden Kulturen von HEK-293-Zellen fir 12
Stunden mit Plasma der Probandinnen inkubiert. Die Aktivitat der mit (A) TLR2- und (B)
TLR4-Rezeptor transfizierten Zelllinie wurde Uber das Reportergen SEAP erfasst.
Abbildung 11 ist zu entnehmen, dass die Interventionen keinen signifikanten Einfluss auf
die Aktivitat des TLR2-Reporters austbten. Bei der Aktivitat des TLR4-Reporters zeigte
sich in der Gruppe Beta-Glucan ein Trend zur Verminderung (p = 0.09)
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Abbildung 11: Einfluss der Ballaststoff-Interventionen auf die Konzentration von (A) hTLR2-
Liganden und (B) hTLR4-Liganden im Plasma der Probandinnen iiber Messung der Aktivitdt von
transfizierten HEK-293-Zellen. hTLR = human Toll Like Receptor, HEK = Human Embryonic Kidney Cells,
b = baseline, e = end. Alle Werte dargestellt als Mittelwert + Standardfehler (SEM).
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4.6 Bestimmung der Konzentration von sCD14 im Plasma der
Studienteilnehmerinnen im Verlauf der Studie

Um den Einfluss der Ballaststoff-Interventionen auf die Konzentration von sCD14 im
Plasma festzustellen, wurde ein Western Blot durchgefihrt. Wie aus Abbildung 12
ersichtlich ist, kam es in der Gruppe Beta-Glucan zu einer signifikanten Abnahme der
Konzentration. Die Abnahme in der Gruppe Iso-Ballaststoff erreichte keine statistische

Signifikanz.
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Abbildung 12: Einfluss der Ballaststoff-Interventionen auf die Konzentration von sCD14 im Plasma
der Probandinnen, dargestellt als densitometrische Auswertung eines Western Blots. CD14 = Cluster
Of Differentiation 14, b = baseline, e = end. *p < 0.05. Alle Werte dargestellt als Mittelwert + Standardfehler
(SEM).
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5 Diskussion

Die erhdhte Zufuhr bestimmter Nahrstoffe, wie gesattigte Fettsduren, Fruktose oder
Ethanol, kann die intestinale Permeabilitdt erhéhen und bei gesunden Personen zur
Entstehung einer metabolischen Endotoxinamie beitragen [37-41]. Bakterielle Toxine
kdnnen durch ihre Bindung an TLRs und CD14 auf Immunzellen in mehreren Geweben
die Aufrechterhaltung von chronischen Entziindungsvorgangen férdern. Veranderungen
des Darm-Mikrobioms sowie pro-inflammatorische Zytokine sind in die Entstehung
mehrerer metabolischer Erkrankungen involviert [42-50].

Eine Erhdéhung des Konsums von Vollkornprodukten und Ballaststoffen aus diversen
Cerealien ist mit einem verringerten Risiko fUr einige dieser Erkrankungen assoziiert und
kann zu einem verringerten Schweregrad beitragen [85, 86]. Die zugrunde liegenden
Wirkungsmechanismen von I8slichen und unléslichen Ballaststoffen und die
Eigenschaften, die zu ihrer Wirkung beitragen, sind hierbei noch nicht vollstandig
aufgeklart [87]. In einem Tierversuch von Chen et al. zeigten beide Fraktionen
Unterschiede in der Produktion von SCFAs und der Diversitat bakterieller Spezies im
Darm [88]. Bestimmte Bakterienstdmme weisen Enzyme auf, die den Abbau von
Cellulose-Einheiten ermdglichen und auf diesem Weg die Fermentation unléslicher
Ballaststoffe induzieren [89]. Die Fermentation von Ballaststoffen zu SCFAs (v.a. Acetat,
Butyrat und Propionat) durch Darmbakterien wird mit einer Stéarkung der Darmbarriere
in Verbindung gebracht [21, 90]. Hafer enthalt einen hohen Anteil an I6slichem Beta-
Glucan [4], das als gut zugéngliches Substrat fir die Fermentation eingestuft wird [91].
Studien weisen darauf hin, dass Ballaststoffe aus Hafer positive Wirkungen auf die
Integritat der intestinalen Barriere sowie auf die Synthese von SCFAs im Darm austiben
kénnen [92, 93].

Inwieweit sich 16sliche und unlésliche Ballaststoffe hinsichtlich ihrer Wirkung auf die
Translokation bakterieller Toxine und auf Entzindungsmarker unterscheiden, ist noch
nicht endgultig geklart. In der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss einer kurzfristig
erhdhten Zufuhr von Beta-Glucan und unléslichen Ballaststoffen auf das
Erndhrungsverhalten und einige Marker der intestinalen Permeabilitédt bei gesunden,

normalgewichtigen Frauen untersucht.
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5.1 Einfluss der Ballaststoff-Interventionen auf die Aufnahme von
Lebensmittelgruppen, Nahrstoffen und Gesamtkalorien

Die Interventionen fihrten zu Erhéhungen der Aufnahme von Cerealien und

Ballaststoffen. Auf die Energieaufnahme zeigten sich keine Auswirkungen.

Wie zu erwarten war, kam es durch beide Ballaststoff-Interventionen zu einer &hnlich
hohen, signifikanten =~ Erhéhung des Konsums von  Cerealien. Diese
Lebensmittelkategorie wies auch die gré3te Verdnderung zwischen Beginn und Ende
auf. Auch in der taglichen Aufnahme von Ballaststoffen konnten im Rahmen der
vorliegenden Arbeit in beiden Interventionsgruppen signifikante Steigerungen
verzeichnet werden. Dabei ist jedoch zu erwédhnen, dass die jeweiligen Ausgangswerte
relativ niedrig waren und auch nach den Interventionen unter dem von D-A-CH
vorgegebenen Richtwert von 30 g Ballaststoffen pro Tag blieben [94]. In Osterreich
wurde allgemein eine geringe Zufuhr festgestellt, was sich dadurch ausdrlckt, dass
dieser Richtwert nur von 14 % der Erwachsenen erreicht wird [4]. Studien weisen darauf
hin, dass Ballaststoffe die Energieaufnahme durch eine verzégerte gastrointestinale
Entleerung, eine verringerten Absorption von Nahrstoffen, sowie durch eine
Verlangerung des Sattigungsgefihls beeinflussen kénnen [95].

Trotz der deutlichen Erh6hung der Ballaststoffmengen zeigten sich in der vorliegenden
Arbeit keine Unterschiede bei den taglich aufgenommenen Gesamtkalorien. Das
subjektive Sattigungsgefihl der Studienteilnehmerinnen wurde nicht erfasst. Die
mdoglichen Auswirkungen verschiedener Ballaststoffe auf die Sattigung kénnten Inhalt
zuklnftiger Studien sein. In einem Review von Wanders et al. wurden Beta-Glucane als
eher kurzfristig wirksam auf die Energieaufnahme beschrieben, wahrend Langzeiteffekte
schwéacher ausgepragt waren [96]. Cicero et al. konnten hingegen durch eine
achtwdchige Intervention mit Hafer-BG keinen Effekt auf die Energiezufuhr sowie auf
das allgemeine Erndhrungsverhalten nachweisen [8]. Die beiden Cerealienmischungen
wurden von den Studienteilnehmerinnen Uber die Dauer der Interventionen jeweils
vollstdndig wie vorgegeben konsumiert, was auf einen hohen Grad an Akzeptanz
schlie3en I&sst.
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Die Interventionen mit Ballaststoffen fihrten zu Verdnderungen der Aufnahme von Brot,
Gebéck und Milchprodukten sowie von Kalzium und weiteren Mikronédhrstoffen.

Neben der erhéhten Cerealienzufuhr kam es in beiden Interventionsgruppen zu einer
Abnahme der Aufnahme von Brot und Geback, die bei Iso-Ballaststoff statistische
Signifikanz erreichte. In der Gruppe Beta-Glucan wurde eine signifikante Steigerung des
Konsums von Milchprodukten und Proteinen festgestellt. Hier kam es gleichzeitig auch
zu einer signifikanten Zunahme der Kalziumaufnahme auf ein Niveau, das nur knapp
unter der von D-A-CH empfohlenen Menge von 1000 mg taglich lag [93]. Diese
Ergebnisse sind in Einklang mit mehreren Studien, die eine Erhéhung der Aufnahme von
Milch und Kalzium in Verbindung mit dem Konsum von Cerealien zeigten [97, 98]. Aus
den erhobenen Daten gehen darUber hinaus signifikant erhdhte Zufuhrmengen von
Vitamin B1 und B6 (Gruppe Iso-Ballaststoff) sowie Eisen (Gruppe Beta-Glucan) hervor.
Die Intervention mit Beta-Glucan flhrte des Weiteren zu einer signifikanten Abnahme
der Aufnahme von Gemdise. In der Gruppe Iso-Ballaststoff zeigte sich eine verringerte
Zufuhr von Olen und anderen Fetten.

5.2 Einfluss der Ballaststoff-Interventionen auf die Punktwerte von HEI
und HBI

Die Interventionen mit Ballaststoffen zeigten keinen Einfluss auf den Healthy Eating
Index.

Die Analyse von Erndhrungsmustern auf Basis von bestehenden, diatetischen
Empfehlungen und Scores wird als hypothesen-basierter oder a priori Ansatz bezeichnet
[99]. Der Healthy Eating Index beruht auf den dietary guidelines for americans und wurde
in der vorliegenden Arbeit in der fir die Nationale Verzehrsstudie Il adaptierten Form
(HEI-NVS) angewendet. Ein Vorteil dieser Version ist die Unterteilung von Fleisch, Fisch
und Eiprodukten in eigene Kategorien. Im Gegenzug wird die fehlende Klassifizierung
der Qualitdt der zugefiihrten Fette als Kritikpunkt angesehen [100]. In einer Meta-
Analyse wurden mehrere Erndhrungsmuster, die einen hohen Wert in verschiedenen
Versionen des HEI aufwiesen, mit einer Reduktion von Mortalitat, kardiovaskularen
Erkrankungen und Diabetes Mellitus Typ Il in Verbindung gebracht [101].
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Die Intervention mit Iso-Ballaststoff flihrte zu einer Abnahme des Healthy Beverage
Index.

Der HBI wurde zur Einschatzung des Zusammenhangs zwischen den zugeflihrten
Getranken und verschiedenen Parametern des Metabolischen Syndroms entwickelt [70].
In der Intervention mit Beta-Glucan zeigte sich kein Einfluss auf den HBI, wahrend es
bei Iso-Ballaststoff zu einer signifikanten Verminderung kam. Als Ursache daflr ist v.a.
der in dieser Gruppe stark ausgepragte Konsum von Kuhmilch mit einem Fettgehalt von
mehr als 2.5% zu nennen, der sich in der Kategorie Energie aus Getrdnken sehr stark
auswirkt. Da die Maximalpunktezahl in dieser Kategorie bei 20 liegt, fihrt eine Zufuhr
von mehr als 10 E-% aus Getranken zu proportional stéarkeren Abziigen beim HBI, als

dies bei anderen Kategorien der Fall ist.

Insgesamt zeigten sich in der vorliegenden Arbeit zwischen den Gruppen kaum
Anderungen in der Zusammensetzung der Erndhrung, aber dennoch Effekte auf

biochemische Parameter.

5.3 Einfluss der Ballaststoff-Interventionen auf Marker der intestinalen

Permeabilitat im Plasma

Weder die Aufnahme von Beta-Glucan aus Hafer, noch die Aufnahme von
Getreideflocken mit unléslichem Ballaststoffgehalt (ibten Einfluss auf die Aktivitdt von

PAI-1 im Plasma aus.

PAI-1 ist der wichtigste Inhibitor der Plasminogen-Aktivatoren uPA (= urokinase-type
plasminogen activator) und tPA (= tissue-type plasminogen activator) und unterdrtckt
auf diesem Weg die Bildung von Plasmin, dem Schlisselenzym der Fibrinolyse [102].
Bei gesunden Menschen liegt PAI-1 in nur geringen Konzentrationen im Plasma vor.
Durch verschiedene Stimuli kann die Bildung rasch hochreguliert werden [103]. Erhéhte
Werte sind stark mit metabolischen Erkrankungen assoziiert [104, 105]. Die Synthese
von PAI-1 wird u.a. durch erhéhte Level an pro-inflammatorischen Zytokinen, Endotoxin,
freien Fettsauren und Insulin geférdert [106]. PAI-1 wird in der aktiven Form gebildet und
an die Blutbahn abgegeben. In dieser Form ist es in vitro sehr instabil, weist bei 37°C
eine kurze Halbwertszeit von 1-2 Stunden auf und geht schnell in den stabileren,
inaktiven (= latenten) Zustand Uber. In dieser Konformation erfolgt keine Bindung von
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tPA [58]. In der vorliegenden Arbeit wurde die Konzentration von aktivem PAI-1 im
Plasma untersucht. Die Md&glichkeit, dass die Ergebnisse durch die Instabilitat des

untersuchten Parameters beeinflusst wurden, kann nicht ausgeschlossen werden.

Im Gegensatz zu den erhobenen Daten steht eine Studie von Kristensen et al., die bei
jungen, normalgewichtigen Personen eine Senkung der Aktivitat von PAI-1 durch
Haferkleie nachweisen konnten. Allerdings missen hierbei die im Vergleich zur
vorliegenden Arbeit doppelt so lange Dauer der Interventionsphase und die hbéhere
Dosierung von Beta-Glucan erwahnt werden [107]. In einer Untersuchung von
Belobrajdic et al. an Zucker-Ratten fihrte die Fltterung mit 2% Beta-Glucan aus
Weizenkleie bzw. 3% aus Gerste zu einer Reduktion der PAI-1-Konzentration auf das
Niveau der schlanken Vergleichsgruppe. Diese Anderung war It. den Autoren nicht
alleinig auf reduzierte Sekretion aus dem Fettgewebe zurlckzufiihren. Diskutiert wird
eine vermehrte Fermentation von BG im Kolon, die tber SCFAs zu einer Reduktion der
Synthese von PAI-1 in der Leber fUhrt [108]. Inwieweit diese Mechanismen die
Expression und Synthese von PAI-1 in Leber und Fettgewebe auch beim Menschen

beeinflussen kdnnten, muss in weiterfihrenden Studien untersucht werden.

Die Aufnahme von Beta-Glucan aus Hafer flihrte zur Reduktion von hTLR4-Liganden
und zu einem signifikanten Absinken der Konzentration von sCD14 im Plasma. Die
Ballaststoff-Interventionen zeigten keine Auswirkungen auf die Konzentration von
hTLR2-Liganden.

Eine Vermehrung von bakteriellen Toxinen im Blut kann im Rahmen einer Dysbiose des
Darms in Verbindung mit erhdhter intestinaler Permeabilitdt auftreten und
inflammatorische Prozesse in mehreren Geweben férdern [109]. In den erhobenen
Daten zeigte sich durch die Aufnahme von Beta-Glucan in mit hTLR4 transfizierten
Zellen ein Trend zur Reduktion von TLR4-Liganden (p = 0.09) im Plasma. TLR4 erkennt
neben anderen bakteriellen Molekllen spezifisch LPS aus gram-negativen Bakterien
[110]. Bei keiner der Ballaststoff-Interventionen war ein Einfluss auf die Konzentration
von TLR2-Liganden nachweisbar. TLR2 bindet u.a. Lipoteichonsdure aus gram-
positiven Bakterien [30].

Das Glykoprotein CD14 ist Bestandteil eines Proteinkomplexes, der die TLR4-
abhangigen Signale vermittelt [32-34]. Die Funktion von CD14 und dessen lI6slicher
Form im Stoffwechsel ist noch nicht exakt aufgeklart. Eine Erhéhung von sCD14 im
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Plasma wurde im Rahmen einer Endotoxindmie bei Ratten nachgewiesen [111]. De
Courten et al. zeigten in einer Studie, dass die Konzentration von sCD14 im Serum bei
Ubergewichtigen und normalgewichtigen Personen unterschiedliche Assoziationen mit
LPS aufweist. Mdglicherweise hat sCD14 bei Normalgewichtigen eher die Funktion
eines acute-phase-Proteins. Dartber hinaus kdnnten erhéhte Werte im Rahmen einer
Adipositas auf eine ,Pufferung” einer metabolischen Endotoxindmie hindeuten [112].
Nier et al. wiesen in einer Studie an Kindern mit NAFLD eine Korrelation von sCD14 mit
LBP, nicht jedoch mit Endotoxin nach. AuBBerdem zeigte sich, dass CD14 und LBP eine
wichtige Rolle in der Endotoxin-vermittelten Aktivierung von PAI-1 einnehmen kdnnten
[113].

Daten aus mehreren Studien weisen darauf hin, dass Beta-Glucan aus Hafer zu einer
Verbesserung einer metabolischen Endotoxindmie und der Integritat der intestinalen
Barriere beitragen kdnnen. In einer Studie von Kundi et al. an Mausen fihrte mit Hafer
angereichertes Futter zu einer Reduktion der durch western diet erhdhten Expression
von TLR4 in der Leber. DarUber hinaus kam es zu einer erhéhten Expression von TJ-
Proteinen im Kolon [91]. You et al. wiesen in einer Studie an Mausen mit LPS-induzierter
Steato-Hepatitis eine Abschwéachung der Leberschadigung und der Konzentration von
LPS im Serum durch BG aus Hafer nach [114]. In vitro durchgefihrte Studien zeigten,
dass die Inkubation von Stuhlproben gesunder Personen mit Hafer-BG zu
Veranderungen in der Zusammensetzung des Darm-Mikrobioms und des SCFA-Musters
fihrte. Dabei handelt es sich um Veranderungen, die mit positiven Auswirkungen auf die
Gesundheit in Verbindung gebracht werden [92, 115, 116]. Des weiteren flhrte die
Inkubation mit Beta-Glucan aus Hafer zu einer reduzierten Permeabilitét in einem leaky
gut-Modell [117].

5.4 Fazit und Ausblick

Insgesamt deuten die hier gezeigten Ergebnisse darauf hin, dass die tagliche Zufuhr von
4.5 g Beta-Glucan aus Hafer bei normalgewichtigen Frauen zu einer Reduktion der
Konzentration von TLR4 und sCD14 im Plasma beitragen kann. Hier ist zu erwahnen,
dass dieser Effekt ohne wesentliche Unterschiede des Ernahrungsmusters in den beiden
Interventionsgruppen nachgewiesen werden konnte. Die erhobenen Befunde deuten auf
einen Einfluss von Haferkleie hin, die im Vergleich zu anderen Cerealien einen relativ
hohen Anteil an léslichem Beta-Glucan enthalt. TLR4 und CD14 sind wichtige
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Rezeptoren bakterieller Toxine. Daten aus mehreren Publikationen weisen darauf hin,
dass sich Beta-Glucan hinsichtlich der prabiotischen Wirkung auf Darm-Mikrobiota und
der Fermentation kurzkettiger Fettsduren von anderen Ballaststoffen unterscheidet.
Diese Wirkungen kdnnten zur Stabilisierung der intestinalen Barriere und zur Reduktion
von metabolischer Endotoxinamie beitragen. Die im Rahmen dieser Arbeit erhobenen
Daten lassen den Schluss zu, dass eine tagliche Aufnahme von 4.5 g Beta-Glucan aus
Hafer einen vielversprechenden Ansatz bei Erkrankungen darstellt, die mit erhdhter
intestinaler Permeabilitdt assoziiert sind. Es sind jedoch weitere Studien mit langerer
Laufzeit, héherer Anzahl an teilnehmenden Personen und einem randomisierten Design
notwendig, um die erwahnten Effekte zu bestatigen und Mechanismen auf molekularer

Ebene exakt aufklaren zu kénnen.

Die Daten der vorliegenden Arbeit zeigen darUber hinaus Veranderungen des
Erndhrungsmusters in einzelnen Aspekten. So konnte in beiden Interventionsgruppen
eine deutliche Steigerung der Ballaststoffzufuhr nachgewiesen werden, die in Osterreich
allgemein sehr niedrig ist. Es konnten Einflisse auf die Aufnahme einzelner
Lebensmittelgruppen und Nahrstoffe gezeigt werden, die jedoch den Healthy Eating
Index nicht beeinflussten. Dahingegen kam es bei der Intervention mit Iso-Ballaststoff zu
einem signifikant niedrigeren Healthy Beverage Index. Um den langfristigen Einfluss
einer taglichen Aufnahme von Beta-Glucan aus Hafer auf die Qualitdt und
Zusammensetzung der Erndhrung untersuchen zu kénnen, wird ebenfalls auf weitere

Studien mit den zuvor genannten Kriterien verwiesen.
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6 Zusammenfassung

Die Aufnahme von Ballaststoffen liegt in vielen L&ndern unter den jeweiligen
Empfehlungen. In mehreren Studien zeigten sich bei gesunden Personen
Zusammenhange zwischen dem Erndhrungsmuster und Parametern, die auf eine
erhéhte Durchlassigkeit der intestinalen Barriere und eine negative Beeinflussung des
Darm-Mikrobioms hinweisen. Ballaststoffe dienen als Substrat fiir die Fermentation
durch Darmbakterien, die zu einer erhdhten Produktion von kurzkettigen Fettsduren
fihrt. Studien weisen darauf hin, dass diese Eigenschaften von Ballaststoffen zu einer
Starkung der Darmbarriere beitragen kénnten. Ob die Léslichkeit von Ballaststoffen
hierbei einen Einfluss ausubt, ist noch ungeklart. In der vorliegenden Arbeit wurden zwei
Cerealienmischungen mit identischem Gesamtgehalt an Ballaststoffen hinsichtlich ihrer
Auswirkung auf das Erndhrungsverhalten, die Erndhrungsqualitdt und die
Plasmakonzentration von Entzindungsmarkern bei gesunden, normalgewichtigen
Frauen verglichen. Im cross-over-Design konsumierten zehn Probandinnen jeweils Uber
sieben Tage eine Mischung mit 4.5 g Beta-Glucan aus Hafer, das einen hohen Grad an
Léslichkeit aufweist, sowie eine Mischung mit hohem Gehalt an unléslichen
Ballaststoffen. Durch Auswertung von Erndhrungsprotokollen wurden geringfliigig
unterschiedliche Ernahrungsmuster in den beiden Interventionsgruppen ermittelt, wobei
sich bei der Energieaufnahme und beim Healthy Eating Index keine Unterschiede
zeigten. Die Intervention mit Iso-Ballaststoff fUhrte zu einem verringerten Healthy
Beverage Index. Trotz des im Wesentlichen identischen Erndhrungsverhaltens fihrte die
Intervention mit Beta-Glucan zu einer Verringerung der Konzentration von TLR4-
Liganden (p = 0.09) und von sCD14 (p < 0.05) im Plasma, die in der Gruppe Iso-
Ballaststoff nicht nachgewiesen werden konnte. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit
weisen darauf hin, dass sich Beta-Glucan aus Hafer von unléslichen Ballaststoffen in der
Wirkung auf inflammatorische Parameter beim Menschen unterscheidet.
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7 Summary

In many countries worldwide people consume smaller amounts of dietary fibres than
recommended by dietary guidelines. Several studies have shown correlations between
dietary patterns and markers for increased intestinal permeability, as well as disruptions
in the composition of the gut microbiome. Dietary fibres are fermented by the gut
microflora to produce short chain fatty acids. Research indicates that such pathways
could contribute to an enhancement of the gut barrier integrity. To date it remains unclear
whether the solubility of fibres may modulate these effects. The purpose of the present
study was to evaluate the effects of two mixtures of whole-grains, with equal amounts of
total fibres, on eating habits, dietary quality and plasma levels of inflammatory markers
in healthy women with normal weight. 10 female volunteers were enrolled in a crossover
study with 2 interventions over a period of 7 days each. The first intervention diet was
rich in oat bran, containing 4.5 g of soluble beta-glucan and the second intervention
comprised cereals with larger amounts of insoluble fibres. Dietary record analysis
revealed minor differences in eating habits between the 2 groups and no influcence on
energy intake or the healthy eating index. The intervention with iso-fibre significantly
lowered the healthy beverage index. Despite the subtle effects on dietary patterns,
plasma concentrations of TLR4-ligands (p = 0.09) and sCD14 (p < 0.05) were lower in
the beta-glucan group. There was no such effect in the iso-fibre group. Taken together,
the results of the present study indicate that high intakes of soluble and insoluble fibres

each have a different impact on inflammatory markers in humans.
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