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1 Einleitung

1.1 Erndhrungsempfehlungen

1.1.1 Historische Entwicklung

Die historische Entwicklung der Empfehlungen zur Nahrstoffzufuhr ist seit jeher mit der
Geschichte der Erndhrung und den wirtschaftlichen Gegebenheiten einzelner Lénder eng
verknlipft. Die Entdeckung der praventiven Wirkung von Zitrusfriichten im Jahr 1753 gegen
Skorbut kann als eine der ersten Erndhrungsempfehlungen betrachtet werden [1]. Okono-
mische, soziale und politische Ereignisse sowie neu gewonnene wissenschaftliche Erkennt-
nisse aus der naturwissenschaftlichen Forschung bildeten wiederholt den Grundstein fiir den
AnstoB3 zur Reformation von Erndhrungsempfehlungen [2]. Primir zielten die ersten Néhr-
stoffempfehlungen darauf ab, die Arbeitskraft der unteren sozialen Bevolkerungsschichten
aufrechtzuerhalten und somit die 6konomische Stabilitit eines Landes fortlaufend zu si-
chern [3]. Zu Beginn des 20. Jahrhunderts 10sten die katastrophalen Folgen des ersten Welt-
krieges und die nachfolgende Wirtschaftskrise eine Neukonzeptionierung der Erndhrungs-
empfehlungen in Europa und den Vereinigten Staaten von Amerika aus, welche den heuti-
gen Empfehlungen fiir die Néhrstoffzufuhr nahekommen. Diese zielten darauf ab, die Ge-
sundheit der Allgemeinbevolkerung zu erhalten bzw. zu verbessern [4]. Die weitere Ent-
wicklung und Optimierung der Empfehlungen wurden von den USA geprigt und vorange-
trieben [1]. Im Jahre 1943 erschien die erste Fassung der ,,Recommended Dietary Allo-
wances‘ die besagte, wie hoch der tagliche Nahrstoffbedarf eines gesunden Menschen ist.
Das Landwirtschaftsministerium der USA verdffentlichte 1992 die erste Lebensmittelpyra-
mide. Diese sollte darstellen, in welchem Ausmal} bestimmte Lebensmittelgruppen konsu-
miert werden sollten [5]. Lebensmittel, welche die Grundlage der tdglichen Erndhrung bil-
den, stehen weiter unten in der Pyramide. Jene Lebensmittelgruppen, welche gelegentlich
konsumiert werden sollten, werden in der Pyramide weiter oben abgebildet [1], [2]. Abbil-
dung 1 zeigt die aktuellen lebensmittelbasierten Empfehlungen in Osterreich, Deutschland
und der Schweiz.

Wihrend die Erndhrungsempfehlungen am Ende des 20. Jahrhunderts die Quantitdt der ein-
zelnen Néhrstoffe in den Vordergrund stellten und einzelne Néhrstoffe wie geséttigte Fett-

sduren oder Cholesterin betonten, kam es in den letzten zwei Jahrzehnten in der Erndhrungs-



wissenschaft zu einem Richtungswechsel [2]. Lebensmittel- und lebensstilbasierte Empfeh-
lungen riickten vermehrt in den Vordergrund. Erndhrungsmuster, in denen kulturelle und
okologisch nachhaltige Aspekte integriert wurden, hielten Einzug in den Empfehlungen ei-
niger Erndhrungsfachgesellschaften [6]. Beispielsweise fordert die EAT-Lancet Kommis-
sion in ihrer Stellungnahme zu nachhaltiger und gleichzeitig gesundheitsfordernder Ernéh-
rungssysteme eine Transformation des globalen Erndhrungs- und Lebensmittelsystems, um
einerseits die Bevolkerungsgesundheit zu verbessern und andererseits die nachhaltigen Ent-
wicklungsziele ,,Sustainable Development Goals* zu erreichen [7], [6]. Studienergebnisse
geben Hinweise darauf, dass die Empfehlungen der Deutschland-Osterreich-Schweiz (D-A-
CH)-Gesellschaften den Aspekt Nachhaltigkeit in ihren Empfehlungen bereits mitberiick-
sichtigen [8].

Das Hauptziel von Erndhrungsempfehlungen ist es der Bevolkerung eine Orientierung hin-
sichtlich einer ausgewogenen, bedarfsgerechten Erndhrung zu geben [9]. Die ausreichende
Versorgung von Néhrstoffen bei Sduglingen, Kleinkindern, Kindern, Jugendlichen, Er-
wachsenen, Schwangeren, Stillenden und &lteren Menschen kann dazu beitragen, deren kor-
perliche und psychische Gesundheit, Leistungsfahigkeit und damit Lebensqualitit weiter-
zuentwickeln, zu erhalten und wenn mdglich zu verbessern [10], [11]. Eine addquate Néhr-
stoffversorgung kann néhrstoffabhingige Mangelerkrankungen sowie Mangelsymptome
vorbeugen, das Risiko einer Unter- bzw. Uberversorgung mit Néhrstoffen reduzieren, Kor-
perreserven anlegen und somit einen kurzfristigen hoheren Néhrstoftbedarf ausgleichen
[10], [11]. Zudem zielen die Erndhrungsempfehlungen darauf ab, das Risiko fiir non com-
municable diseases (NCDs) (nicht {ibertragbare Erkrankungen) wie beispielsweise Adipo-
sitas, Typ 2 Diabetes, Metabolisches Syndrom, Herz-Kreislauferkrankungen und ernéh-
rungs-mitbedingte Tumorerkrankungen, wie z. B. kolorektales Karzinom, zu reduzieren
[10], [12], [13]. Neben den Erndhrungsmustern und lebensmittelbasierten Empfehlungen
bilden quantitative Angaben wie empfohlene Zufuhrwerte, Schiatzwerte und Richtwerte
nach wie vor die Grundlage fiir Erndhrungsforschung und -lehre, sowie fiir die Translation
der Referenzwerte fiir die Nahrstoffzufuhr in verstindliche, effektive und einfach umsetz-
bare Public Health Mallnahmen, um die Gesundheit und Lebensqualitit der Allgemeinbe-

volkerung langfristig zu gewdéhrleisten [14].



1.1.2 Internationale Ernihrungsempfehlungen

Die Erstellung und Implementation von lebensmittelbasierten Erndhrungsempfehlungen er-
forderten neben den wissenschaftlichen Erkenntnissen und der Evidenz {iber die physiolo-
gischen Wirkungen von Nahrstoffen die Beriicksichtigung von sozialen, 6konomischen und
kulturellen Gegebenheiten in den jeweiligen Nationen. Die richtige Wahl von spezifischen
Lebensmitteln im Rahmen von Empfehlungen ist aufgrund von saisonalen Schwankungen,
begrenztem Zugang zu frischen Lebensmitteln vieler Bevolkerungsschichten und Preisvola-
tilitaiten komplex [15].

Laut Hereforth et al. existieren global 90 lebensmittelbasierte Erndhrungsempfehlungen
(Stand 2019). Dabei sind zahlreiche Parallelen zu den lebensmittelbasierten Empfehlungen
der D-A-CH-Gesellschaften erkennbar: Der Konsum von Gemiise, Obst, komplexen Koh-
lenhydraten, Leguminosen und die maf3volle Erginzung des Speiseplans mit tierischen Pro-
dukten wird in allen Empfehlungen erwéhnt. Die Reduktion der Salz-, Zucker- und Fettauf-
nahme wird ebenso beriicksichtigt. Aulerdem wird in den Empfehlungen darauf hingewie-
sen, dass die angebotene Lebensmittelvielfalt bestmdglich ausgenutzt werden soll, um das
Risiko einer einseitigen Erndhrung zu verringern [16], [17].

Empfehlungen zur Aufnahme von Fleisch sind kontrovers. 11 % (Deutschland, Osterreich,
Schweiz, Schweden, Kroatien, Bulgarien, Kanada, Jamaika, Kenia, Philippinen, Thailand,
Neuseeland) der Empfehlungen all jener beriicksichtigen laut Hereforth et al. die Art von
Fleisch und unterscheiden zwischen verarbeiteten und unverarbeiteten Fleischprodukten
[17]. Milch- und Milchprodukte werden nicht von allen Fachgesellschaften als eigene Ka-
tegorie behandelt und werden zum Teil als alternative Proteinquelle vorgeschlagen [17].
Ebenso wird die lebensmittelbasierte Zufuhrempfehlung von Fett unterschiedlich gehand-
habt. Zahlreiche Empfehlungen setzten hierbei auf die Reduktion von spezifischen Fetten
oder die Gesamtfettaufnahme, wihrend die Qualitéit der Fette in grafischen Abbildungen
teilweise aullen vorgelassen wird [17], [18].

Unterschiede in den lebensmittelbasierten Empfehlungen sind auch im Sinne der Nachhal-
tigkeit erkennbar. Modellrechnungen geben Hinweise darauf, dass neukonzeptionierte und
an die aktuellen, weltweiten Herausforderungen angepasste Erndhrungssysteme das Poten-
tial haben, die menschliche Gesundheit positiv zu beeinflussen und gleichzeitig nachhaltig
und ressourcenschonend sein konnen [6]-[8], [19]. Laut Fischer & Garnett beriicksichtigen
nur vier von 90 untersuchten lebensmittelbasierten Empfehlungen explizit den Faktor Nach-

haltigkeit, obwohl Erndhrungsfachgesellschaften zunehmend damit konfrontiert werden



[19]. Es wird diskutiert, dass durch die Implementierung von Nachhaltigkeit in lebensmit-
telbasierten Empfehlungen Erndhrungssysteme und somit auch Erndhrungsempfehlungen
in Zukunft so gestaltet werden konnen, dass alle Bevolkerungsgruppen auf globaler Ebene
davon profitieren, die negativen Effekte von Erndhrungssystemen auf die Erde reduziert
werden und die ausreichende Versorgung mit Makro- und Mikrondhrstoffen gewihrleistet

wird [7].

1.1.3 Ernihrungsempfehlungen in Osterreich, Deutschland und der Schweiz

Die Ernihrungsfachgesellschaften in Osterreich (OEGE), Deutschland (DGE) und der
Schweiz (SGE) verdffentlichen gemeinsam die Referenzwerte fiir die Néhrstoffzufuhr unter
dem Namen D-A-CH-Referenzwerte [10]. Der Zusammenschluss der Erndhrungsfachge-
sellschaften bei der Herausgabe der Referenzwerte fiir die Nahrstoffzufuhr soll einheitliche
und evidenzbasierte Referenzwerte fiir den deutschsprachigen Raum zum Ziel haben. Die
Zusammenarbeit von Erndhrungsexpert*innen der drei Lander soll zudem die Kooperation
der drei Nationen in der erndhrungswissenschaftlichen Forschung stirken und der Ernéh-
rungsforschung als Informationsgrundlage dienen [10], [11]. Die Referenzwerte fiir die
Néhrstoffzufuhr beinhalten Mengenbeschreibungen fiir die Zufuhr von Makro- und Mikro-
nédhrstoffen. Abhéngig von der aktuellen wissenschaftlichen Evidenz fiir den jeweiligen
Néhrstoff werden die Angaben als empfohlene Zufuhr, Schitzwerte oder Richtwerte ange-
geben. Diese Referenzwerte werden von den D-A-CH-Gesellschaften in lebensmittelba-
sierte Empfehlungen umgesetzt, sollen der Bevolkerung als Orientierung dienen und geben
Aufschluss dariiber, welche Lebensmittelgruppen in welchem Ausmal} konsumiert werden
sollten, um so eine ausreichende Versorgung von Makro- und Mikronéhrstoffen zu errei-
chen [11] (Abb. 1).

Die addquate Aufnahme von Makro- und Mikrondhrstoffen erfordert die Aufnahme von
verschiedenen Lebensmitteln. Dabei konnen Lebensmittel abhéngig von threm Ursprung,
ithrer Nédhrstoffzusammensetzung und ihrem Bedarf in Gruppen eingeteilt werden [20]. Die
D-A-CH-Gesellschaften fassen Lebensmittel in sieben grole Gruppen zusammen. Zu die-
sen Lebensmittelgruppen zédhlen: Getreide, Getreideprodukte und Kartoffeln; Gemiise und
Salat; Obst; Milch und Milchprodukte; Fleisch, Wurst, Fisch und Eier; Ole und Fette sowie
Getrinke [21].
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Abbildung 1: Ernihrungspyramiden und -kreis der einzelnen D-A-CH-Gesellschaften. Von
links nach rechts: Lebensmittelpyramide der OGE [22], Erniihrungskreis der DGE [23], Lebensmit-
telpyramide der SGE [24]. Die Lebensmittelpyramiden stellen die Lebensmittelgruppen, welche die
Grundlage der tdglichen Erndhrung bilden, weiter unten dar. Lebensmittel, welche nur gelegentlich
konsumiert werden sollten, stehen in den Pyramiden weiter oben. Der DGE Erndhrungskreis zeigt
den idealen Anteil der Lebensmittel in Form eines Kreisdiagramms, wobei im Zentrum Wasser zur
Fliissigkeitszufuhr steht. Die angegebenen Zahlen dienen als Referenz zur genaueren Beschreibung.
OGE = Osterreichische Gesellschaft fiir Ernihrung, DGE = Deutsche Gesellschaft fiir Ernéihrung,
SGE = Schweizerische Gesellschaft fiir Erndhrung.

Im Folgenden sollen die aktuellen Empfehlungen mit Fokus auf Lebensmittelgruppen kurz
zusammengefasst werden. Die Grundlage der Empfehlungen stellt die Flissigkeitszufuhr
dar. Diese sollte in Form von Wasser und ungesiifiten, alkoholfreien Getrdanken erfolgen.
Mindestens 1,5 Liter Fliissigkeit sollten tiglich aufgenommen werden [21]. Von Gemiise,
Hiilsenfriichten und Obst sollten téglich insgesamt fiinf Portionen konsumiert werden. Diese
sollten aus drei Portionen Gemiise und/oder Hiilsenfriichte und aus zwei Portionen Obst
bestehen [25]. Von Getreideprodukten und Kartoffeln sollten tdglich 4 Portionen konsu-
miert werden, die Vollkornvariante bei Getreideprodukten sollte hierbei bevorzugt werden
[26]. Die OGE und SGE empfehlen 3 Portionen Milch- und Milchprodukte pro Tag, wih-
rend die DGE 2 Portionen pro Tag empfiehlt [27]-[29]. 300 g bis maximal 600 g Fleisch
und Wurst pro Woche sollten nicht {iberschritten werden, zu bevorzugen ist helles Fleisch.
AuBlerdem werden pro Woche zwei Portionen Fisch empfohlen, davon eine Portion fettrei-
cher Fisch und eine Portion Seefisch. Drei Stiick Eier pro Woche konnen die Erndhrung
erginzen [18]. Der Einsatz von 10 g - 15 g Ol und 15 g - 30 g Streichfett pro Tag triigt zur
Deckung des Bedarfs an Fettsduren bei [30]. Aufgrund der hohen Energie- und der gleich-
zeitig geringen Nihrstoffdichte sollten Siiigkeiten, Softgetrdnke und hochkalorische
Snacks nur gelegentlich konsumiert werden. Diese Gruppen stehen in den Lebensmittelpy-

ramiden an der Spitze [31].



1.2 Interaktion zwischen intestinaler Mikrobiota und Immunsystem

Die Erndhrung und ihre potentiell positive Auswirkung auf das menschliche Wohlbefinden
stehen in einem komplexen Zusammenspiel mit einem homdoostatischem Verdauungssys-
tem, welches mallgeblich von einer ausgewogenen Darmflora und einem intakten Immun-
system abhingt [32]. Im Folgenden sollen die bisherigen Erkenntnisse iiber die Entwicklung

und des Aufbaus der intestinalen Mikrobiota kurz zusammengefasst werden.

1.2.1 Entwicklung und Aufbau der intestinalen Mikrobiota

Es wird davon ausgegangen, dass der humane Gastrointestinaltrakt (GIT) bis zu 100 Billio-
nen Mikroorganismen beherbergt [32]-[35]. Daten geben Hinweise darauf, dass sich die
mikrobielle Dichte, wie in Abbildung 2 dargestellt, im distalen Abschnitt des GITs ab dem
Ileum erho6ht und ithren Hohepunkt im Colon erreicht. Zudem deuten Studienergebnisse da-
rauf hin, dass sich der Sauerstoffpartialdruck (pO:) und der pH-Wert in den verschiedenen
Segmenten des GITs unterscheiden und dadurch Einfluss auf die Besiedelung der Mikroor-
gansimen nehmen kdnnen [36]. Untersuchungen geben Hinweise darauf, dass die intestinale
Mikrobiota, welche sich aus Bakterien, Archaeen, Pilzen und Viren zusammensetzt, gebiin-
delt ca. das zweihundertfache an Genen im Vergleich zum Wirtsgenom exprimiert [37].
Weitere Daten weisen auf die unterschiedlichen Lebensformen der Bakterien im Diinndarm
und Colon hin: Die kommensal- (Zusammenleben von zwei Arten, wobei eine Art einen
Nutzen daraus ziehen kann und die andere Art weder vom Zusammenleben profitiert noch
Schaden erleidet [33]) und zum Teil mutualistisch- (Zusammenleben von zwei Arten, wobei
beide Arten einen Nutzen daraus ziehen konnen [38]) koexistierenden Mikroorganismen
besitzen die Féahigkeit, untereinander zu kommunizieren und Informationen in Form von
chemischen Signalen an den Wirtsorganismus weiterzuleiten [33], [36]. Zudem deuten Da-
ten darauf hin, dass Mikroorganismen im Verdauungstrakt in der Lage sind, Energie zu ge-
nerieren, zu verbrauchen und zu speichern, physiologisch relevante, chemische Transfor-
mationen umzusetzen, ithren Fortbestand durch Replikation zu sichern und sich gegenseitig

in ihrem Wachstum zu determinieren [34]-[36], [39]-[43].
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Abbildung 2: Schematische Darstellung der mikrobiellen Besiedelung, des pH-Werts und des
pO2 in den Segmenten des GITs (modifiziert nach [44]). Die mikrobielle Besiedelung steigt ab
dem Magen an und erreicht im Colon ihren hochsten Wert mit ca. 10! Bakterien. Der pH-Wert steigt
ab dem Magen an und erreicht im Colon den hochsten Wert von bis zu 8,5. Der pO; reduziert sich
fortlaufend in den distalen Segmenten und ist im Colon am niedrigsten. pO, = Sauerstoffpartial-
druck.

In den letzten Jahren wurde die Zusammensetzung der intestinalen Mikrobiota mit der Mo-
dulation von Pathogenese, Progression und der Behandlung von Erkrankungen assoziiert
[45]. Es gibt Hinweise darauf, dass spezifische Mikrobiomsignaturen mit der Pathogenese
von inflammatorischen und metabolischen Erkrankungen im Zusammenhang stehen und
diese begiinstigen [46]. Die Zusammensetzung der Mikroorganismen und deren Vielfalt
wird durch verschiedene Faktoren beeinflusst. So wurde gezeigt, dass die Entbindungsme-
thode, die Art der Séuglingsnahrung und die erste feste Nahrung wesentlich den Aufbau des
intestinalen Mikrobioms in den ersten Lebensmonaten beeinflussen kann. Es wird davon
ausgegangen, dass Umweltfaktoren wie die Nahrungszusammensetzung und Zeitpunkt der
Nahrungsaufnahme, Antibiotikacinnahme, Medikamente, Wetter und Hygiene weitere
wichtige

Ursachen fiir die individuell unterschiedliche Zusammensetzung der intestinalen Mikrobi-
ota sind [47]. Jeder dieser Einflussfaktoren kann zudem von Individuum zu Individuum die

Mikrobiota unterschiedlich stark determinieren [45], [48], [49].



1.2.2 Die intestinale Mikrobiota, die Darmbarriere und das Immunsystem: Toll-

like-Rezeptoren

Die Voraussetzung fiir ein funktionierendes Zusammenspiel zwischen der intestinalen Mik-
robiota und dem Immunsystem des Wirtes erfordert einen kontinuierlichen Austausch von
Informationen in Form von biochemischen Signalen zwischen den Mikroorganismen und
dem Immunsystem [34]. Dieses muss zwischen potenziell pathogenen Antigenen von
Krankheitserregern und nicht-pathogenen Antigenen aus der Nahrung unterscheiden kon-
nen. Es gibt Hinweise darauf, dass bestimmte Storungen, wie z. B. eine geschéddigte Darm-
barriere, Dysbiose (gestorte Konfiguration der Mikrobiota, welche jedoch relativ schwer zu
definieren ist [50]) oder eine nicht bedarfsgerechte Erndhrung die Balance zwischen intes-
tinaler Mikrobiota und dem Immunsystem stéren kann und infolgedessen zu inflammatori-

schen Prozessen und im weiteren Verlauf zu Erkrankungen fiihren kann [35].

Die intestinale Barriere setzt sich aus mikrobiellen, biochemischen, immunologischen und
physikalischen Barrieren zusammen [51]. Es wird davon ausgegangen, dass die Darmbarri-
ere eine wichtige Rolle in der Immunabwehr spielt [52]. Daten geben Hinweise darauf, dass
die intestinale Mikrobiota zur Entwicklung und Ausbildung des Immunsystems beitragt und
die Aufrechterhaltung einer intakten intestinalen Barriere mitbeeinflussen kann. Beispiels-
weise produzieren bestimmte Bakterien, wie z. B. Faecalibacterium prausnitzii kurzkettige
Fettsduren ,,short chain fatty acids* (SCFAs). SCFAs konnen von Epithelzellen als Ener-
giesubstrat herangezogen werden kénnen und somit die Integritit der Darmbarriere mitauf-
rechterhalten [53], [54]. Das Darmlumen besteht aus spezialisierten intraepithelialen Zellen
(IECs) und ist Teil der physikalischen Barriere. Es gibt Hinweise darauf, dass die bioche-
mischen und immunologischen Mechanismen der IECs, welche sich im Laufe der Evolution
durch die symbiontische und mutualistische Beziehung zwischen Wirt und intestinaler Mik-
robiota herausgebildet haben, zu einer intakten Darmbarriere beitragen [35]. Beispielsweise
sorgen Becherzellen in der Epithelschicht fiir die Produktion von Glykoproteinen, welche
eine Mucusschicht bilden und somit das Eindringen von Bakterien in die Epithelzellen ver-
hindern [55]. Antimikrobielle Proteine wie Defensine, Cathelicidine und CLEC-typ Lectine,
sezerniert von Epithel-, Becher- und Panethzellen, schiitzen ebenso vor der Anheftung von
Bakterien [56]. Sekretorische Immunglobuline A (SIgA) verhindern den Eintritt von Patho-

genen in die Zellen des intestinalen Epithels [57]. Studienergebnisse geben aullerdem Hin-



weise darauf, dass IECs eine weitere wichtige Funktion zu einer intakten Darmbarriere leis-
ten. Die Zellen sind durch Tight-Junction Komplexe, zu welchen beispielsweise Claudin
und Occludin gehoren, miteinander verbunden [61]. Diese Proteinkomplexe regulieren die

Permeabilitidt von Wasser, Nahrstoffen und Ionen [58], [59].

Bei Stérungen der Darmbarrierefunktion kénnen immunmodulierende Molekiile wie En-
dotoxin oder Lipoteichonséure (LTA) in die Zirkulation gelangen [60]. Kommt es zum
Ubertritt von immunmodulierenden Molekiilen in das Blut, wie z.B. LTA, werden diese
unter anderem von sogenannten Toll-like Rezeptoren erkannt. Die zu den Musterkennungs-
rezeptoren oder ,,pattern recognition receptors* (PRRs) gehdrenden Rezeptoren erkennen
allgemein vorkommende Membranstrukturen von Erregern, sogenannte ,,pathogen associa-
ted molecular patterns® (PAMPs) und initiieren eine Signaltransduktion, welche mit einer
Immunantwort einhergeht [61], [62]. Studienergebnisse weisen darauf hin, dass verschie-
dene Erndhrungsmuster auch die Expression von Toll-like Rezeptoren beeinflussen kénnen
[63], [64].

Zellen des Immunsystems wie mononukledre Zellen des peripheren Blutes oder ,,peripheral
blood mononuclear cells” (PBMCs) verfiigen iiber solche TLRs [65]. Bestimmte TLRs sind
auf spezifische PAMPs spezialisiert, beispielsweise TLR-2. Dieser Rezeptor erkennt die
PAMPs von grammpositiven Bakterien wie LTA [66]. LTA kann iiber das Lipopolysaccha-
rid-bindende Protein transportiert werden. Dieser Komplex wird iiber einen membrange-
bundenen, Glycosylphosphatidylinositol-(GPI) verankerten PRR, dem sogenannten soluble
Cluster of differentiation 14 (CD14), erkannt [67], [68]. Wie in Abbildung 3 ersichtlich,
bindet der sCD14-LTA-Komplex als Ligand an TLR-2 und es kommt zu einer Hetero-Di-
merisierung mit TLR-1 oder TLR-6, um ein funktionstiichtiges Signalmolekiil zu erzeugen.
Die Rezeptor-Dimerisierung fiihrt zu einer Aktivierung von Signaltransduktionskaskaden.
Es kommt zur Aktivierung von Adaptermolekiilen wie ,,myeloid differentiation primary
response 88 (MyDS88) und ,,TIR-Domain-containing Adapter-Inducing Interferon-f*
(TRIF) [69]. Beide Kaskaden fiihren zu dhnlichen Ergebnissen: Durch die Aktivierung von
Transkriptionsfaktoren wie ,,mitogen-activated protein kinases* (MAPK) und im weiteren
den nukledren Faktor Kappa-B (NF-kB) kommt es zur Expression von proinflammatori-
schen Zytokinen, wie z. B. IL-1p, IL-6 und TNF-a und Chemokinen und somit zu einer

weitlaufenden Aktivierung des Immunsystems und zur Rekrutierung von Immunzellen [70].
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Abbildung 3: Bindung von LTA an TLR-2 (modifiziert nach [70]). Nach der Bindung von LTA
an das Lipopolysaccharid-bindende Protein wird vom GIP-verankerten CD14 erkannt. Dieser
Komplex bindet an TLR-2 und fiihrt im Weiteren zur Hetero-Dimerisierung mit TLR-1 oder TLR-
6. Es kommt im Weiteren zur Aktivierung von Adapterproteinen wie MyD88 oder TRIF. Dies 16st
unter anderem die Aktivierung von NF-kB und somit die Expression von proinflammatorischen
Zytokinen aus. GIP = Glycosylphosphatidylinositol, TLR = Toll-Like-Rezeptor, MyD88 = Mye-
loid-differentiation primary response 88, TRIF = TIR-Domain-containing Adapter-Inducing Inter-
feron- B, MAPK = Mitogen-activated protein kinases, NF-xB = nukledrer Faktor Kappa-B.

1.3 Einfluss der Erndhrung auf die intestinale Mikrobiota und das Immunsys-

tem bei gesunden Erwachsenen

Daten aus humanen Interventionsstudien und Untersuchungen in Tiermodellen geben Hin-
weise darauf, dass verschiedene Erndhrungsmuster und bestimmte Nahrungsinhaltsstoffe
Einfluss auf die Zusammensetzung und Diversitit der intestinalen Mikrobiota nehmen kon-
nen [32], [71]. Aus Zwillingsstudien gibt es Hinweise, dass das Wirtsgenom durchaus die
Konfiguration der intestinale Mikrobiota mitbeeinflussen kann [47], [49], jedoch deuten
Daten aus populationsbasierten Studien darauf hin, dass der Effekt der Erndhrung auf die
inter-individuelle Zusammensetzung der intestinalen Mikrobiota dem genetischen Einfluss
wahrscheinlich tiberlegen ist [72], [73]. Beispielsweise konnen kurzfristige, extreme Diét-
interventionen, wie der Wechsel von einer aus groftenteils tierischen Produkten zusammen-
gesetzten Erndhrung auf eine pflanzenbasierte Erndhrung oder eine Verdnderung im Fett-
gehalt der Didt zu sprunghaften Verdnderungen in bakteriellen Haufigkeiten fithren [74]. Es

gibt Daten, welche darauf hinweisen, dass eine ballaststoffreiche (> 30 g Ballaststoffe pro
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Tag) Erndhrung die Zusammensetzung der intestinalen Mikrobiota nicht signifikant beein-
flusst [75]. Aus derselben Studie gibt es Hinweise darauf, dass eine Erndhrung reich an
fermentierten Lebensmitteln die Vielfalt der intestinalen Mikrobiota erhéhen kann [75]. Er-
gebnisse aus Tierstudien deuten darauf hin, dass eine fett- und zuckerreiche Diét in Madusen
die Zusammensetzung der intestinalen Mikrobiota verdndern kann. Dabei fiihrte eine fett-
und zuckerreiche Erndhrung in den Tieren zu einer Zunahme von Ruminococcus torques
[76]. Dieses Bakterium wird unter anderem mit der Degradation des Mucus und Entziin-
dungsprozessen assoziiert [77]. Es gibt Hinweise darauf, dass der Austausch von einzelnen
Lebensmitteln in der Erndhrung von gesunden Menschen zu keinen signifikanten Verdnde-
rungen in der Zusammensetzung der intestinalen Mikrobiota fiihrt [32]. Demnach fiihrte der
Austausch von Weillbrot mit traditionell hergestelltem Sauerteigbrot zu keinen Verédnderun-
gen in der Bakterienzusammensetzung bei gesunden Erwachsenen [78].

Bezogen auf einzelne Néhrstoffe wird eine allgemein hohe Fettaufnahme, insbesondere ge-
sattigte Fettsduren, mit einer tendenziell verringerten o-Diversitét (bakterielle Vielfalt in-
nerhalb einer Probe) bei Erwachsenen assoziiert [40], [79]. Eine Erndhrung reich an tieri-
schem Protein ist mit einer erhdhten Haufigkeit an Bacteroides assoziiert, wahrend eine Diét
reich an pflanzlichem Protein die Anzahl an kurzkettigen fettsdure-produzierenden Bakte-
rien SCFAs erhohen kann [80], [81]. Kohlenhydrate konnen, abhéngig von der Art und der
aufgenommenen Menge, unterschiedliche Effekte auf die intestinale Mikrobiota haben.
Komplexe Kohlenhydrate und Ballaststoffe mit einem hohen Anteil an fermentierbaren
Stoffen fordern teilweise die Bildung von SCFA durch Darmsymbionten, wiahrend einfache
Kohlenhydrate die Produktion von SCFA tendenziell reduzieren [82]. Zudem gibt es Hin-
weise darauf, dass die Dauer einer Erndhrungsintervention oder einer Erndhrungsumstel-
lung sowie der Zeitpunkt der Nahrungseinnahme den Effekt der Erndhrung auf die intesti-
nale Mikrobiota, zumindest bei einzelnen Individuen, mitbeeinflussen kann [83]. Es wird
davon ausgegangen, dass der Einfluss der Erndhrung auf die Zusammensetzung der intesti-
nalen Mikrobiota bei gesunden Erwachsenen sehr vielfdltig sein kann und sich von Indivi-
duum zu Individuum unterscheiden kann [32].

Studiendaten geben auBerdem Hinweise darauf, dass weitere Nahrungsinhaltsstoffe, auf
welche in dieser Arbeit nicht ndher eingegangen wird, wie Mikrondhrstoffe, StiBstoffe, Le-
bensmittelzusatzstoffe und Phytochemikalien die Zusammensetzung der intestinalen Mik-

robiota ebenso mitbeeinflussen konnen [43]. Die Erndhrungsempfehlungen der D-A-CH-
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Gesellschaften und traditionelle Erndhrungsmuster, wie beispielsweise die mediterrane Er-
ndhrung, enthalten im Gegensatz zu westlich gepragten Didten mehr pflanzliche, frische
Nahrungsmittel und deutlich weniger hochprozessierte Produkte [10], [84]. Daher wird da-
von ausgegangen, dass der Gehalt an Vitaminen, Mineralstoffen und Phytochemikalien in
den lebensmittelbasierten Erndhrungsempfehlungen héher ist. Daten geben Hinweise da-
rauf, dass eine addquate und bedarfsgerechte Nahrstoffzufuhr bei der Aufrechterhaltung der
Immunfunktion von gesunden Erwachsenen eine wichtige Rolle spielen kann [85]. Daten
aus Humanstudien weisen darauf hin, dass fettreiche Mahlzeiten die Sekretion von IL-6 und
TNF-alpha aus Leukozyten erhohen konnen [86]. Es wird postuliert, dass der vermehrte
Ubertritt von bakteriellem Endotoxin aufgrund einer gestdrten Darmbarriere durch eine fett-
reiche Diit die Ursache dafiir sein konnte [86]. Es gibt zudem weitere Hinweise darauf, dass
eine fettreiche Erndhrung mit einem erhohten Endotoxingehalt im Plasma assoziiert ist [87].
Zudem weisen Untersuchungen in Médusen darauf hin, dass eine fettreiche Erndhrungsweise
die Expression von Tight-Junction Proteinen reduzieren kann und oxidativen Stress und
Apoptose in IECs auslosen kann [88]. Es wird auBBerdem diskutiert, dass fettreiche Didten
in Miusen die Darmbarriere durch proinflammatorische Signalkaskaden stort und die Sek-
retion von Zytokinen wie IL-1B, II-5 und TNF-alpha induzieren [89]-[91].

Weitere Studiendaten geben Hinweise darauf, dass gesunde Erwachsene, welche eine Er-
ndhrung auf Grundlage von Erndhrungsempfehlungen erhalten, eine geringere Expression
von TLR-2 mRNA, TLR-4 mRNA und Endotoxin im Plasma aufweisen [63]. Studiendaten
weisen zudem darauf hin, dass eine dreitdgige Erndhrung reich an Fruktose bei gesunden,
normalgewichtigen Erwachsenen die mRNA Expression von TLR-2, TLR-4, MyD88 erho-
hen kann [63].

Studienergebnisse deuten darauf hin, dass bestimmte Nahrungsbestandteile praventive Ef-
fekte gegen NCDs haben konnen [92]. Weitere Daten geben Hinweise darauf, dass ungesit-
tigte Fettsduren, insbesondere Omega-3-Fettsduren, praventiv gegen Wirkungen Stoffwech-
selerkrankungen wirken und sich positiv auf die Proliferation von IECs auswirken [93].
Diskutiert wird, dass losliche Ballaststoffe den glykdmischen Index von Lebensmitteln re-
duzieren und sich positiv auf den Blutzuckerspiegel und den Stoffwechsel auswirken [94].
Es gibt Hinweise darauf, dass sich Polyphenole positiv auf die Endothelfunktion, Koagula-

tion und oxidativen Stress auswirken und somit zur Immunfunktion beitragen konnen [95].

Die Beziehung zwischen Erndhrung, intestinaler Mikrobiota und dem Immunsystem erfor-

dert eine homdostatische Interaktion, um physiologische Funktionen aufrecht zu erhalten
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und pathophysiologische Prozesse zu vermeiden. Dabei ist eine abgestimmte Reaktion des
Immunsystem und der Darmflora auf die Erndhrung die Grundvoraussetzung fiir Wohlbe-

finden, Gesundheit und Lebensqualitit.

1.4 Fragestellung und Ziel der Arbeit

Erndhrungsempfehlungen zielen darauf ab, die Gesundheit des GrofB3teils der Bevolkerung
aufrechtzuerhalten und zu optimieren. Dadurch tragen sie mitunter zur normalen Funktion
des Immunsystems bei [11]. Die Beziehung zwischen dem Immunsystem und der intestina-
len Mikrobiota ist bidirektional und erfordert eine homdoostatische Interaktion zwischen der
Darmflora und der Immunabwehr, um physiologische Funktionen aufrechtzuerhalten [35].
Daten aus Studien geben Hinweise darauf, dass sich das Erndhrungsmuster sowohl in der
Zusammensetzung der intestinalen Mikrobiota als auch in der Funktion der Immunabwehr
bei gesunden Erwachsenen widerspiegeln kann [32], [80], [96], [97].

Inwiefern sich eine auf den Erndhrungsempfehlungen basierte Diét auf die intestinale Mik-
robiota und die Immunantwort bei gesunden Erwachsenen auswirkt, ist noch nicht vollstin-
dig geklart. Ausgehend von diesem Hintergrund sollen folgende Fragestellungen im Rah-

men dieser Arbeit geklart werden:

Welchen Einfluss hat eine wiederholte, isokalorische Standardisierung der Erndhrung, in
welcher sich gesunde Erwachsene nach einer empfohlenen Erndhrung erndhren, auf Para-
metern des Immunsystems, der intestinalen Barriere und der Zusammensetzung der intesti-

nalen Mikrobiota? Hierbei sollen folgende Fragen erldutert werden:

- Wie wirkt sich eine wiederholte Standardisierung der Erndhrung bei gesunden Per-
sonen auf die Zusammensetzung der intestinalen Mikrobiota aus?

- Hat die Standardisierung der Erndhrung einen Einfluss auf Parameter der Barriere-
funktion und der Stimulierbarkeit von Immunzellen?

- Stehen diese Anderungen im Kontext mit den Veriinderungen der intestinalen Mik-

robiota?
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2 Material
2.1 16S rRNA Sequenzierung

2.1.1 DNA-Extraktion aus Stuhlproben

Herstellerkit
FastDNA™ SPIN Kit for Soil

2.1.2 Erstellung der Sequenzierungsbib-

liothek

Primer

1. PCR (Polymerase Chain Reaction)

Primer: 27F Bifi

Primer: 338R

2. PCR

Primer: [llul-2 B F XX

Primer: Illu rev V1-2

3. PCR

Primer: Index XX Primer

Primer: Multiplexing PCR

14

MP Biomedicals, Santa Ana, USA

Eurofins Scientific SE, Luxemburg, Lu-
xemburg
Eurofins Scientific SE, Luxemburg, Lu-

xemburg

Eurofins Scientific SE, Luxemburg, Lu-
xemburg
Eurofins Scientific SE, Luxemburg, Lu-

xemburg

Eurofins Scientific SE, Luxemburg, Lu-
xemburg
Eurofins Scientific SE, Luxemburg, Lu-

xemburg



2.1.3 Normalisierung der PCR-Produkte

2.2 Analyse der Immunantwort

2.2.1 Stimulation von PBMCs mit LTA
Chemikalien

DPBS (15ulbecco’s phosphate-buffered sa-
line), D8537-500 ml

Fetales Bovines Serum (FBS)
Lipoteichonsdure (LTA), Arbeitslosung: 10
ug LTA/1 ml RPMI-1640 Medium

Penicillin-Streptomycin

RPMI-1640 Medium, R8758-500 ml
Trizol (TRItidy G™)

Trypan Blue solution T8154-20 ml

Materialien und Gerite

CO; Inkubator MCO-170A1C

Deckgléser

Neubauer-improved Zahlkammer

Primovert Mikroskop 415510-1100-000

Sicherheitswerkbank Heraeus HS 12/2

Tissue Culture Platte 24 Well

Wasserbad Type 1002 No. 106742940
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Sigma-Aldrich, Co., St. Louis, USA

PAN-Biotech GmbH, Aidenbach,
Deutschland
Sigma-Aldrich, Co., St. Louis, USA

PAN-Biotech GmbH, Aidenbach,
Deutschland

Sigma-Aldrich, Co., St. Louis, USA
PanReac GmbH., Darmstadt, Deutsch-
land

Sigma-Aldrich, Co., St. Louis, USA

Panasonic Healthcare Co. Ltd,
Oizumi-Machi, Japan

SARSTEDT AG & Co. KG, Niim-
brecht, Deutschland

LO- Laboroptik Ltd., Lancing, UK
Carl Zeiss Microscopy GmbH, Jena,
Deutschland

Heraeus Instruments GmbH, Hanau,
Deutschland

SARSTEDT AG & Co. KG, Niim-
brecht, Deutschland

Gesellschaft fiir Labortechnik GmbH.,
Burgwedel, Deutschland



Zentrifuge Centrifuge 5424 R

2.2.2 Messung von IL-1p-, IL-6-, TNF-a

Herstellerkits

Human IL-6 Human ProQuantum Immunoas-
say Kit Invitrogen™

IL-18 Human ProQuantum Immunoassay Kit
Invitrogen™

TNF-a Human Human ProQuantum Immuno-
assay Kit Invitrogen™

Chemikalien

Antibody-conjugate A (11-1p /IL-6/

TNF- a)

Antibody-conjugate B (II-1p /IL-6/

TNF- )

Antibody-conjugate Dilution Buffer

Assay Dilution Buffer

Ligase

Mastermix

Protein Standard (II-1P /IL-6/
TNF- a)

Materialien und Geriite

CFX Connect™ Real- Time system

DLAB Mini Zentrifuge Typ D1008
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Eppendorf AG, Hamburg, Deutsch-
land

Fisher Scientific GmbH, Schwerte,
Deutschland
Fisher Scientific GmbH, Schwerte,
Deutschland
Fisher Scientific GmbH, Schwerte,
Deutschland

Fisher Scientific GmbH, Schwerte,
Deutschland
Fisher Scientific GmbH, Schwerte,
Deutschland
Fisher Scientific GmbH, Schwerte,
Deutschland
Fisher Scientific GmbH, Schwerte,
Deutschland
Fisher Scientific GmbH, Schwerte,
Deutschland
Fisher Scientific GmbH, Schwerte,
Deutschland
Fisher Scientific GmbH, Schwerte,
Deutschland

Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules,
USA

DLAB Scientific Co., Ltd., Bejing,
China



Hard Shell PCR Plates 96 Well

Microseal B PCR Plate Sealing Film

Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules,
USA
Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules,

USA

2.2.3 Allgemeine Verbrauchsmaterialien und Gerite

Abfallbeutel

Becherglas (250 ml)

Falcon Tubes (15 ml, 50 ml)

Filterspitzen (1000 pl)

Filterspitzen (2,5 pl, 10 pl, 20 pl, 100 pl, 200
ul, 1000 pl)

Flockeneisbereiter

Kolbenhubpipetten (2,5 pl, 10 ul, 50 pl, 100
pl, 1000 pl)

Laborhandschuhe

Laborhandschuhe

Laborstift
Laborstift

Pipettenspitzen (2,5 pl, 10 pl, 50 pl,
100 pl, 1000 pl)

Reaktionsgefae (0,5 ml, 1,5 ml)

Reaktionsgefa3stander
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Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Technische Glaswerke Ilmenau GmbH.,
Ilmenau, Deutschland

SARSTEDT AG & Co. KG, Niim-
brecht, Deutschland

SARSTEDT AG & Co. KG, Niim-
brecht, Deutschland

ZIEGRA Eismaschinen GmbH, Isern-
hagen, Deutschland
Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

STARLAB GmbH, Hamburg, Deutsch-
land

SHIELD Scientific, Bennekom, Nieder-
lande

VWR International LLC., Radnor, USA
STAEDTLER Mars GmbH & Co. KG,
Niirnberg, Deutschland

STARLAB GmbH, Hamburg, Deutsch-
land

SARSTEDT AG & Co. KG, Niim-
brecht, Deutschland

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland



ReaktionsgefaBstinder - ROTILABO® Carl Roth GmbH. + Co. KG, Karlsruhe,

Deutschland

Schere Laborbestand

Sequenzierung extern Novogene UK, Cambridge, UK

Serologische Pipetten (5 ml) SARSTEDT AG & Co. KG, Niim-
brecht, Deutschland

Stoppuhr Laborbestand

Styroporboxen Laborbestand

Vortex REAX 2000 Heidolph Instruments GmbH & Co.
KG@G, Schwabach, Deutschland

Zentrifuge Z 216 MK HERMLE Labortechnik GmbH., We-

hingen, Deutschland
Zentrifuge Z446 K HERMLE Labortechnik GmbH., We-
hingen, Deutschland

2.2.4 Software zur bioinformatischen Auswertung der Sequenzierungsdaten
JupyterLab Webbasiertes Interface

QIIME2 (Quantitative Insight Into Microbial — Lizenzfreies Anwendungsprogramm
Ecology 2) 2023.2

2.2.5 Software zur allgemeinen Ergebnis-

auswertung

EBISpro Version 11.0 EBISpro, Willstitt, Detuschland

GraphPad Prism 7.0 GraphPad Software, INc., San Diego,
USA

Microsoft Office 365 Microsoft Corporation, Redmon, USA

RStudio RStudio, Boston, USA

ProQuantum App Fisher Scientific GmbH, Schwerte,
Deutschland
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3 Methoden

3.1 Humane Interventionsstudie

Die Studie wurde durch die Ethikkommission der Deutschen Sporthochschule Koln im Ok-
tober 2021 genehmigt und wurde unter Einhaltung der ethischen Standards gemif der De-
klaration von Helsinki durchgefiihrt [98]. Die Studienteilnehmer erteilten ihr schriftliches
Einverstindnis zur Verwendung ihrer Daten im Rahmen der Untersuchungen. In der vorlie-
genden Arbeit wurden Proben und Daten analysiert, die im Vorfeld der Arbeit von Mitglie-
dern der Arbeitsgruppe in enger Kooperation mit der Deutschen Sporthochschule Kéln er-
hoben wurden.

Die Bestimmung der ALT-Aktivitdt, AST-Aktivitdt und die Messung der Harnsdurekon-
zentration erfolgten in einem Routinelabor. sCD14 (OD) und I-FABP (pg/ml) wurde von
Mitgliedern der Arbeitsgruppe im Vorfeld der Arbeit mittels DuoSet™ Enzyme-linked Im-
munosorbent Assay (ELISA) gemessen. TLR-2 Liganden (OD) wurden von Mitgliedern der
Arbeitsgruppe im Vorfeld der Arbeit mittels HEK293 Zellen analysiert. Im Folgenden ist

das Studiendesign (Abb. 4) und der Studienablauf kurz zusammengefasst.

i o
e I oI’
n=12 ' N
Tag - 1
gesunde [ g3 & - Teg 0 3x:
Probanden Standardisierte &
erndhrungsempfehlungs- ] = Blutprobe
basierte Erndhrung =
I = Stuhlprobe

Abbildung 4: Darstellung des Studiendesigns (erstellt mit Biorender). 12 gesunde Probanden er-
nédhrten sich drei Tage lang nach einer standardisierten, erndhrungsempfehlungsbasierten Ernéh-
rung. Zu Beginn der Intervention und im Anschluss an diese wurden Stuhl- und Blutproben entnom-
men. Insgesamt fand die Standardisierung pro Studienteilnehmer 3 mal statt.

Zur Erfassung der durchschnittlichen Energieaufnahme und der Makrondhrstoffverteilung
der Probanden wurden zwei 24 Stunden Recalls durchgefiihrt. Abhéngig vom individuell
kalkulierten Energiebedarf wurden die Teilnehmer standardisiert und erhielten fiir drei Tage

eine erndhrungsempfehlungsbasierte, isokalorische Didt wie bei Staltner et al. [99] und Nier
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et al. [63]. Die Auswertung des 24-Stunden-Recalls ist im Ergebnisteil in Tabelle 5 darge-
stellt. Vor (T-3) und nach (T-0) der jeweiligen standardisierten Erndhrung wurden Stuhl-
und vendse Blutproben abgegeben. Die Standardisierung fand an drei Zeitpunkten statt.
Zwischen den drei einzelnen dreitéigigen Standardisierungen lag jeweils eine Woche dazwi-
schen. Die Studienteilnehmer wurden mittels Flyer und Mundpropaganda rekrutiert, wobei
der Grofteil jener Mitglieder der Deutschen Sporthochschule Koln war. Fiir die potenziellen
Probanden galten definierte Ein- sowie Ausschlusskriterien. Beim Studienkollektiv handelte
es sich um gesunde, normalgewichtige (BMI > 18.5 kg/m? oder < 24.9 kg/m?) Erwachsene.
Die Probanden waren Nichtraucher, litten weder an chronischen Erkrankungen des Gastro-
intestinaltraktes, Malabsorptionsstorungen oder metabolischen Erkrankungen und erndhrten
sich omnivor. Die Probanden litten bis 3 Wochen vor Studienbeginn unter keinen viralen
oder bakteriellen Infekten. Zudem berichteten die Studienteilnehmer Alkohol nur in mode-
raten Mengen (20g/Tag fiir Ménner) zu konsumieren. Studienteilnehmer, welche diese Kri-

terien nicht erfiillten, wurde in die Studie nicht mitaufgenommen.

3.2 Analyse der Mikrobiota

3.2.1 16S rRNA Sequenzierung

Fiir die Analyse der intestinalen Mikrobiota und der Immunantwort nach einer standardi-
sierten, erndhrungsempfehlungsbasierten Didt wurden im Rahmen dieser Arbeit nur méann-
liche Studienteilnehmer analysiert. Die 16S rRNA Sequenzierung war bereits im Vorfeld
der vorliegenden Arbeit durchgefiihrt worden und die Schritte von der Stuhlprobenaufbe-
reitung bis hin zur Sequenzierung sind hier nur kurz beschrieben. Die Vorgangsweise der

Mikrobiota Analyse wird in Abbildung 5 zusammenfassend dargestellt.

DNA-Extraktion aus Stuhlproben

Zunichst wurde die DNA aus den Stuhlproben extrahiert [100], [101]. Hierflir wurde das
kommerziell erhiltliche FastDNA™ SPIN Kit for Soil nach Angaben des Herstellers ver-
wendet. Damit es zur Lyse der Zellen kommt, verwendet das Kit drei verschiedene Perlen-
groBBen. Nach der Zugabe von Puffern und weiteren Chemikalien wurde die extrahierte DNA

bei - 80 °C gelagert.
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Messung der DNA-Konzentration

Im Anschluss an die DNA-Extraktion wurde die DNA-Konzentration gemessen. Die Quan-
tifizierung von Nukleinsduren aus DNA wird mit Hilfe von UV-Licht bei einer Wellenlénge
von 260 nm durchgefiihrt [102]. Dabei ist die Intensitdt der Lichtabsorption proportional

zur Konzentration der in der Probe enthaltenen Nukleinséduren [102].

Erstellung der Sequenzierungsbibliothek

Fiir die Erstellung der Sequenzierungsbibliothek waren insgesamt drei PCR Schritte not-
wendig. In der ersten PCR wurde das 16S rRNA Gen amplifiziert [103]. Mittels der zweiten
PCR wurden die spezifischen Barcodes in die Forward Primer der Produkte der ersten PCR
eingefiigt [103]. Die dritte PCR diente dazu, den spezifischen Index in die Reverse Primer
der Produkte aus der zweiten PCR einzufiigen [103].

Gelelektrophorese

Nach Erstellung der Sequenzierungsbibliothek wurde eine Gelelektrophorese durchgefiihrt.
Diese Methode dient der Trennung von DNA-Fragmenten basierend auf deren Ladung und
deren GroBe [104]. Die Elektrophorese eignet sich somit fiir die Uberpriifung der PCR Pro-
dukte [105]. Durch das Anlegen einer elektrischen Spannung wandern die geladenen DNA-
Fragmente durch das Gel, wobei sich groflere Fragmente langsamer bewegen als kleinere

und diese sich auftrennen [104].

Normalisierung der PCR Produkte

Die Verwendung des SequalPrep ™ Normalization Plate (96) Kit ermoglicht die Normalisie-
rung der PCR-Produktkonzentrationen. Der Normalisierungsschritt dient dazu, Variationen
in den Konzentrationen der PCR-Produkte zwischen einzelnen Proben zu korrigieren [106].
Die beschichteten Wells der Platte verfiigen tliber eine begrenzte Bindungskapazitit [107].
Dadurch kénnen ~ 25 ng PCR-Amplikons pro Well gebunden werden. Proteine und weitere
unerwiinschte Bestandteile konnen mittels Waschschritte entfernt werden [107]. Dafiir
wurde nach den Angaben des Herstellers gearbeitet. Im Anschluss wurden die normalisier-

ten PCR Produkte gepoolt und bei -20 °C gelagert.

Sequenzierung
Die Illumina Amplicon Sequenzierung der aufgereinigten, gepoolten PCR Produkte erfolgte

bei der Firma Novogene mit dem I[llumina Novogen Instrument fiir 350 bp Produkte.
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Abbildung 5: Analyse der intestinalen Mikrobiota (erstellt mit Biorender). Vor (T-3) und nach
(T-0) den 3-tdgigen Erndhrungsumstellungen (insgesamt 3) wurden Stuhlproben von den Proban-
den abgegeben. Nach der DNA Extraktion folge die Messung der DNA Konzentration, die Erstel-
lung der Sequenzierungsbibliothek, die Gelelektrophorese, die Produktnormalisierung sowie die
16S rRNA Sequenzierung. Die bioinformatische Auswertung der Sequenzierungsdaten erfolgte
mittels QIIME2 und RStudio. QIIME2: Quantitive Insight Into Microbial Ecology 2.

3.3 Bioinformatische Analyse der Illumina Amplicon Sequenzierungsdaten

Im Folgenden werden die Methoden der bioinformatischen Auswertung der Sequenzie-
rungsdaten, die aus der Analyse der Stuhlproben resultierten, beschrieben. Am Ende gibt
ein Flussdiagramm (Abb. 6) einen Uberblick iiber die grundlegendsten Schritte der Vorge-

hensweise.

Fiir die Analyse wurde die lizenzfreie Plattform QIIME?2 verwendet, die fiir die Auswertung
und Analyse von mikrobiellen Sequenzierungsdaten entwickelt wurde [108]. Die Sequen-
zierungsdaten der humanen Stuhlproben wurden als FASTQ Daten von der extern beauf-
tragten Firma bereitgestellt und als solche zugesandt. Fiir die bioinformatische Auswertung
wurde zu Beginn ein Tabulatoren-getrenntes Metadaten Dokument erstellt, welches Infor-
mationen iiber die Studienteilnehmer wie Alter, Geschlecht, spezifische IDs, Zeitpunkt so-
wie Anzahl der Standardisierungen und Zeitpunkt der Abgabe der Stuhlprobe sowie die
spezifischen Barcodes enthielt. Das Demultiplexing der FASTQ Daten wurde mittels Sabre

22



durchgefiihrt. Demultiplexing ermdglicht die Auftrennung von Sequenzdaten, die aus ver-
schiedenen Proben stammen und auf demselben Laufband gemischt wurden. Dieses Vermi-
schen der Proben wird durch die Verwendung von spezifischen Barcodes ermoglicht, die
ihm Rahmen der Erstellung der Sequenzierungsbibliothek eingefiigt werden. Die Barcodes
dienen als Identifikationscodes fiir die Proben. Die FASTQ-Dateien enthalten sowohl die
biologischen Sequenzen als auch die Barcode Sequenzen. Die Demultiplexing-Software
Sabre erkennt die spezifischen Barcode Sequenzen und gleicht sie mit der Metadaten Datei
ab, in der die Zuordnung der Barcodes zu den Proben aufgefiihrt ist. Basierend auf dieser
Zuordnung werden die Sequenzen in separate Datenstrukturen fiir jede Probe sortiert [109],
[108]. Nach erfolgter Zuordnung der Sequenzen zu den entsprechenden Proben konnten die
Daten in QIIME2 importiert werden. Aus Griinden der Praktikabilitdt und der Nutzerfreund-
lichkeit wurde QIIME2 im webbasiertem Interface JupyterLab weiterverwendet. Nach dem
Datenimport wurde Cutadapt angewendet. Dabei wurden die Primer aus den Sequenzen ent-
fernt. Storfaktoren wie niedrige Frequenzen wurden mit Dada2 detektiert und korrigiert.
Aufgrund der Qualitit der Sequenzierungsdaten waren weitere Filterschritte, wie das Her-
ausfiltern von unklaren Sequenzen, nicht erforderlich [108].

Im Anschluss an die Aufbereitung der FASTQ Daten wurden die Sequenzen taxonomisch
klassifiziert, um diese den einzelnen Taxa zuzuordnen. Dafiir wurden die amplicon se-
quence variant (AVS) der Sequenzierungsdaten mit den Daten aus der Referenzdatenbank
Greengenes Database abgeglichen [110].

Zur Entfernung nicht bendtigter Doménen, wie z. B. Mitochondrien, wurde ein separater
Filterschritt angewendet. Als nidchstes wurde ein phylogenetischer Baum erstellt, um die
Similaritdt der verschiedenen Taxa zu evaluieren [108].

Zur Darstellung der relativen Haufigkeiten der Bakterien wurde ein Taxa Balkendiagramm
erstellt. SchlieBlich wurden Diversititsanalysen durchgefiihrt und a-Diversitit sowie -
Diversitit der Proben kalkuliert. AuBerdem wurde ein Emperor Plot bzw. PCoA Plot (Prin-
cipal Coordinate Analysis) erstellt. Die Datensdtze und die Metadaten Datei wurden fiir die
weitere statistische Analyse als comma-separated values (CSV)- und text (TXT)-Doku-
mente in RStudio hochgeladen.

Mit dem Statistikprogramm RStudio wurde die relative Haufigkeit der Bakterien auf Fami-

lienebene fiir jeden Studienteilnehmer berechnet und als Balkendiagramme dargestellt.
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Export Analysen Filtern Taxonomische
p Y Klassifizierung

Abbildung 6: Flussdiagramm zum Vorgang bei der bioinformatischen Analyse der Sequenzie-
rungsdaten mit QIIME2. Nach dem Import der FASTQ Daten wurden mittels Cutadapt die Primer
entfernt und mit Dada2 Storfaktoren beseitigt. Nach der taxonomische Klassifizierung erfolgte ein
weiterer Filterschritt und im Anschluss wurden Analysen durchgefiihrt und die Daten exportiert.

24



3.4 Analyse der Immunantwort

Fiir die Untersuchung der Immunantwort der Studienteilnehmer vor und nach den standar-
disierten Didten wurden PBMCs aus dem Vollblut der Probanden extern isoliert. Die Im-
munzellen wurden dabei mit Gefriermedium versetzt und tiefgefroren. Die Vorgangsweise
fiir das Auftauen und die Aufbereitung der isolierten PBMCs wird nachfolgend zusammen-

gefasst und in Abbildung 7 dargestellt.
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Abbildung 7: Analyse der Immunantwort (erstellt mit Biorender). Aus dem abgenommenen Blut
vor und nach den 3 Erndhrungsumstellungen (Tag -3 und Tag 0) wurden PBMCs isoliert und bei
- 80 °C gelagert. Diese wurden nach dem Auftauen mit und ohne LTA (10 ug LTA/ml) in Zellme-
dium fiir 6 Stunden stimuliert um im Anschluss die Konzentration von IL-1p, IL-6 und TNF-a im
Zellmedium mittels Immunoassay Kits gemessen. ALT: Alanin-Amino-Transferase; AST: Aspartat-
Amino-Transferase; IL-1pB: Interleukin 1p; IL-6: Interleukin 6; TLR-2: Toll-like Rezeptor-2; TNF-
a: Tumornekorsefaktor a; LTA: Lipoteichonsédure; PBMCs: peripheral blood mononuclear cells
(mononukledre Zellen des peripheren Blutes.
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3.4.1 Herstellung des Zellkulturmediums

Wihrend des Stimulationsexperiments wurden die PBMCs in einem Zellkulturmedium auf-

genommen, das wie folgt zusammengesetzt war:

Tabelle 1: Zusammensetzung des Nahrmediums fiir PBMCs

Substanz Volumen
RPMI-Medium 1640 440 ml
Fetales Kilberserum 55 ml

Penicillin-Streptomycin 5 ml

3.4.2 Auftauen der mononukleiren Zellen des peripheren Blutes

Fiir das Stimulationsexperiment der PBMCs mit LTA wurden die Proben auf Eis aufgetaut.
Alle nachfolgenden Arbeitsschritte wurden unter sterilen Bedingungen durchgefiihrt.

Jeweils 5 ml vorgewédrmtes Nahrmedium (37 °C) wurde in 15 ml ml Falcons vorgelegt. Die
einzelnen Proben wurden im Wasserbad bei 37 °C aufgetaut und in die jeweiligen Falcons
transferiert. Die Falcons wurden bis auf 14 ml mit Ndhrmedium aufgefiillt und bei 300 rcf,
9 accel + 9 deaccel, 20 °C fiir 3 Minuten zentrifugiert. Die Immunzellen sammelten sich als
Pellet am Boden der Falcons. Der entstandene Uberstand wurde mit einer serologischen
Pipette bis auf 1 ml abgenommen. Der verbleibende Uberstand wurde mit einer 1000 pl
Kolbenhubpipette verworfen. Das Zellpellet wurde mit 1000 pl Ndhrmedium vorsichtig re-
suspendiert bis es zur vollstindigen Auflosung des Pellets kam und auf 5 ml mit Ndhrme-

dium aufgefiillt.

3.4.3 Berechnung der Zellanzahl

Fiir die Zahlung der PBMCs wurde die Neubauer-improved Zahlkammer verwendet. Fiir
die Vorbereitung der zu pipettierenden Losung wurden 20 pl Trypan Blue solution und 20
pl Zellsuspension aus dem jeweiligen Falcon in 0,5 pl Eppis pipettiert, resuspendiert und
10 pl von dieser Suspension auf die Zdahlkammer aufgetragen. Durch das Lichtmikroskop
wurde die Zellzahl in den vier Quadraten bestimmt und nach folgender Formel die Gesamt-

zellzahl berechnet (VF = Verdiinnungsfaktor):
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Y. Zellzahl der Quadrate
Anzahl Quadrate

Gesamtzellzahl = * VF x 10000 * Volumen Zellsuspension

Der Verdiinnungsfaktor betrug 2, das Volumen der Zellsuspension 5 ml.

3.4.4 Stimulation von mononukleiren Zellen des peripheren Blutes mit Lipoteichon-

siaure

Nach der Berechnung der Zellzahl wurden die Falcon Tubes bei 300 rcf 9 accel + 9 deaccel
bei 20 °C fiir 3 Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wurde mit einer serologischen Pipette
bis auf 1 ml abgenommen, das restliche Nahrmedium wurde mit der 1000 pl Kolbenhubpi-
pette verworfen. Im Anschluss wurde 480 pl Ndahrmedium in jedes Falcon Tube pipettiert
und das Zellpellet vorsichtig resuspendiert, bis es sich vollstindig aufloste.

Fiir die Stimulation der Zellen wurde, wie in Tabelle 2 dargestellt, jede Probe stimuliert und
unstimuliert in einer 24 Well Platte angesetzt. Das Gesamtvolumen pro Well betrug schlief3-
lich 300 pl. Abbildung 8 zeigt eine schematische Darstellung des Pipettierschemas eines
Probanden. Die Zellen wurden im CO;-Inkubator bei 37 °C und 5 % CO: fiir 6 Stunden

inkubiert.

Tabelle 2: Zusammensetzung der Zellsuspension

Substanz Volumen
Zellsuspension 240 pl
Stimuliert mit LTA 60 ul LTA (10 ug LTA/ml)
Unstimuliert ohne LTA 60 pl Ndhrmedium (0 pg LTA)

LTA: Lipoteichonsdure
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1. - 3. Standardisierung

T-3 T-3 TO TO

240 ul ZS 240 pl ZS 240 ul ZS 240 ul ZS
+ 1 + +
60 ul K 60 ul LTA 60 ul K 60 ul LTA

Abbildung 8: Schematische Darstellung der Versuchsbedingungen des PBMCs-Stimulations-
experiments eines Probanden. PBMCs wurden vor (T-3) und nach (TO) den drei Standardisierun-
gen stimuliert. 240 pl Zellsuspension wurden mit 60 pl Nahrmedium (0 pl LTA/ml) bzw. 60 pl
LTA in Ndhrmedium (10 pg LTA/ml) versetzt. Die Immunzellen wurden fiir 6 Stunden im CO»-
Inkubator inkubiert und im Anschluss darauthin abgenommen. Die Zellen wurden in Trizol aufge-
nommen und bei - 80 °C gelagert. Die Zellsuspension wurde bei - 80 °C gelagert. ZS: Zellsuspen-
sion; K: Kontrolle; LTA: Lipoteichonséure.

3.4.5 Abnahme des Zelliiberstandes

Im Anschluss an die Inkubation der Zellen mit LTA in Ndhrmedium bzw. ohne LTA in
Néhrmedium als Kontrolle wurde die Zellsuspension mit kreisenden Bewegungen im Well
unter vorsichtigem Resuspendieren und der Vermeidung von Luftblasen in ein 1,5 ml Re-
aktionsgefal transferiert. Zum Schutz vor Austrocknung und zur Vermeidung von Zellver-
lust wurden 500 pl DPBS in die Wells pipettiert. Die Tubes wurden bei 2000 rpm, 9 accel
+ 9 deaccel bei 20 °C fiir 5 Minuten zentrifugiert. Am Boden der Tubes war ein kleines
Zellpellet erkennbar. Darauthin wurde der entstandene Zelliiberstand in ein 0,5 ml Reakti-
onsgefdl} transferiert. Die Reaktionsgefdfle mit dem Zelliiberstand wurden in der Zwischen-
zeit auf Eis gelagert. Das DPBS in den Wells wurde mit einer Kolbenhubpipette unter krei-
senden Bewegungen und vorsichtigem Resuspendieren sowie spiilen der Wells in die 1,5
ml Reaktionsgefdlle transferiert. Diese wurden erneut bei 2000 rpm, 9 accel + 9 deaccel bei
20 °C fiir 5 Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen und verworfen, das
Zellpellet blieb zuriick. Die Reaktionsgefdale wurden mit 500 pl Trizol versetzt, fiir 1 Mi-
nute gevortext und fiir 5 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Im Anschluss wurden der

Zelliiberstand und das in Trizol geloste Zellpellet bei - 80 °C gelagert.
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3.4.6 Messung von Interleukin-1p, Interleukin-6 und Tumornekrosefaktor-a

Fiir die Analyse der Immunantwort vor und nach den Standardisierungen der Studienteil-
nehmer wurden die hochsensitiven Human ProQuantum Immunoassay Kits Invitrogen™
nach Angaben des Herstellers verwendet. Die Messung wurde mit dem Zelliiberstand der
mit LTA bzw. Nahrmedium (Kontrolle) stimulierten PBMCs durchgefiihrt, um die Kon-

zentration der sekretierten Zytokine zu messen [111].

In Abbildung 9 ist das Funktionsprinzip der Human ProQuantum Immunoassays von IL-183,
IL-6 und TNF-o dargestellt. Die Methode basiert auf dem Prinzip der Proximity Ligation
Assay (PLATM)-Technologie [112]. Hierbei wird eine Antigen-Antikorper-Bindung fiir
den Nachweis des Analyten mit einer gPCR-Signalverstirkung gemessen [112]. Der Assay
besteht aus zwei Hauptschritten: Beim ersten Schritt verbinden sich die spezifischen Anti-
korperkonjugate A (3 Oligonukleotid) und B (5° Oligonukleotid). Binden nun die Antikor-
per an zwei verschiedenen Epitopen des Zielproteins, riicken die 3 ‘- und 5°- Oligonukleotide
aneinander [112]. Die Bindung der Antikdrper an das Zielprotein ist Voraussetzung fiir den
zweiten Schritt. Hierbei sorgt die DNA-Ligase mittels eines Splint-Oligos fiir die Oligoli-
gierung. Bei 95 °C werden Ligase, Antikorper und weitere Proteine hitzeinaktiviert und 100
Basen Stringe bleiben zuriick, die proportional zum Grad der Antikdrper-Analyt-Bindung
sind. Der 100 Basen Strang dient schlieBlich als Amplikationsvorlage fiir 40 qPCR-Zyklen
mit TagMan-Assays [112].

w

3'oligo

w

S'oligo

Abbildung 9: ProQuantum Immunoassay Kits InvitrogenTM (modifiziert nach Thermo Fisher
Scien9fic — Invitrogen [94]; erstellt mit Biorender). Bei Vorliegen des Zielproteins binden die An-
Bkérper an zwei verschiedenen Epitopen des Proteins, die 3° und 5° OligonukleoBde riicken einan-
der und es kommt durch die DNA-Ligase zur Oligoligierung miGels eines Splint-Oligos. Nach einer
HitzeinakBvierung bei 95 °C werden die 100 Basen Stréinge amplifiziert.
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Fiir die Messung der Zytokine im Zelliiberstand wurden die Proben und die Reagenzien in
den Kits auf Eis aufgetaut. Es wurden zwei 96 Well Platten vorbereitet (eine Arbeitsplatte
zur Vorbereitung und Verdiinnung der Proben und eine Testplatte zur Messung). Die Stan-
dards wurden mit dem Assay Dilution Buffer verdiinnt, mit der Pipette resuspendiert, bei
Raumtemperatur fiir 15 Minuten inkubiert und im Anschluss auf Eis gestellt. Fiir die Ana-
lyse von 2 Probanden (24 Proben) wurden in einem 0,5 ml Reaktionsgefall 1,01 ul Anti-
body-conjugate A und 1,01 pl Antibody-conjugate B mit 64,1 ul Antibody-conjugate Dilu-
tion Buffer vermischt, gevortext und auf Eis gelagert. 10 pl der jeweiligen Probe wurden
mit 10 pl Assay Dilution Buffer im Verhiltnis von 1:2 verdiinnt. Mit 80 ul Assay Dilution
Buffer und 20 pl Protein-Standard wurde eine serielle Verdiinnung zur Erstellung einer
Standardgeraden pipettiert. Die Arbeitsplatte wurde mit Seal Film abgeklebt, vermischt und
bei 3000 rcf fiir 1 Minute bei 25 °C zentrifugiert.

Im Anschluss wurde mit der Testplatte weitergearbeitet. Vom Antibody-conjugate Mix wur-
den 2 pl vorgelegt. Aus der Arbeitsplatte wurden 2 pl von der jeweiligen Probe und 2 pl
vom jeweiligen Standard in die Testplatte vorgelegt und resuspendiert. Die Platte wurde mit
Micro Seal Film abgedeckt, vermischt und bei 3000 rcf fiir I Minute bei 25 °C zentrifugiert.
Es folgte eine Inkubation im Dunkeln bei 25 °C fiir 1 Stunde. Wahrend dieser Inkubations-
zeit erfolgte die Bindung der Antikorper an das eventuell vorhandene Protein [111].

Fiir die anschlieBende qPCR wurde in einem 1,5 ml Reaktionsgefdl 509 ul Mastermix und
3,05 ul Ligase vermischt, gevortext und abzentrifugiert. In jedes Well wurde 16 pl der vor-
bereiteten Mastermix-Ligase-Reagenz pipettiert. Die Platte wurde abgeklebt, vermischt und
bei 3000 rcf fiir 1 Minute bei 25 °C zentrifugiert. Im Anschluss erfolgte die qPCR unter

folgenden Konditionen:

Tabelle 3: Konditionen fiir die qPCR der ProQuantum Immunoassay Kits

Schritt Temperatur Zeit
Ligation 25°C 20 min
40 x Zyklen
Ligase Inaktivierung 95 °C 2 min
Denaturierung 95 °C 2 min
Annealing/extension 60 °C 1 min
4°C 0
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Die Ct-Werte aus den Messungen der Zytokine wurden mittels der App ProQuantum von
Thermo Fisher Scientific ausgewertet. Fiir die weiteren Analysen wurden delta Ct-Werte
gebildet. Es wurden in die Auswertung nur Proben eingeschlossen, deren Ct-Wert nach der

Stimulation mit LTA ein Ct-Wert > 0.5 von den unstimulierten Zellen aufwiesen.

3.5 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung der experimentellen Mikrobiota Daten wurde mit RStudio
durchgefiihrt. Hierfiir wurden nach der bioinformatischen Auswertung mit QIIME?2 die re-
lativen Haufigkeiten der Bakterien auf Familienebene berechnet und in Form von Balken-
diagrammen dargestellt.

Fiir die Darstellung der Daten zu den Zytokinen und zur ALT-Aktivitdt, AST-Aktivitit,
Harnsdurekonzentration sowie zu sCD14, [-FABP und TLR-2 Liganden wurde GraphPad
Prism 7.0 verwendet. Fiir die Detektion von Ausreiflern wurde der Grubbs-Test angewendet.
Detektierte Ausreiler wurden aus der Analyse exkludiert. t-Test (fiir normalverteilte Daten)
bzw. Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test (fiir nicht-normalverteilte Daten) dienten zur Tes-
tung der Ergebnisse auf Signifikanz, wobei Ergebnisse als signifikant unterschiedlich gal-

ten, wenn ein p-Wert von < 0.05 erreicht wurde.
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4 FErgebnisse

In der vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss einer sich wiederholenden, isokalorischen,
erndhrungsempfehlungsbasierten Didt auf die intestinale Mikrobiota und die Immunantwort

bei gesunden, médnnlichen Erwachsenen untersucht.

4.1 Kalorien- und Nahrstoffaufnahme sowie Charakteristika der Studienteil-
nehmer

Die Ausgangs-Charakteristika der Studienteilnehmer vor Beginn der Studie sind in Tabelle

4 zusammengefasst.

Tabelle 4: Ausgangs-Charakteristika der Studienteilnehmer vor Interventionsbeginn

Charakteristika und Parameter Baseline
BMI kg/m? 22.4+0.6

Alter (Jahre) 259+1.2

ALT (U/L) 11.4+£0.8

AST (U/L) 253+1.8

Harnsdure (mg/dL) 4.8+0.3

Alle Werte sind dargestellt als Mittelwerte + SEM; n = 12. BMI: Body Mass Index; ALT: Alanin
Amino-Transferse; AST: Aspartat-Amino-Transferase.

Die Auswertungen der zwei 24 Stunden Recalls und die durchschnittliche Energieaufnahme
und Makronéhrstoffzusammensetzung der Diédt wihrend den Standardisierungen sind in Ta-
belle 5 zusammengefasst. Dabei zeigte sich, dass sich die Aufnahme von gesittigten Fett-
sduren, Protein und Kohlenhydraten im Vergleich zur ,,normalen* Erndhrung der Probanden
signifikant (p <0.05) unterschied. Die Aufnahme von geséttigten Fettsduren verringerte sich
signifikant (p < 0.05) um 39,5 %, die Aufnahme von Protein verringerte sich signifikant (p
< 0.05) um 46,7 % und die Aufnahme von Kohlenhydraten erhdhte sich signifikant (p <
0.05) um 25,6 %.
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Tabelle 5: Auswertung der zwei 24 Stunden Recalls im Vergleich zur standardisierten Ernéih-
rung

Nihrstoff 24 Stunden Recall Standardisierung p-Wert
Energie (kcal/Tag) 2566 + 154 2564 £ 136 0.95
Fett (Energie %) 32.8+2.5 31.5+0.1 0.61
Gesattigte Fettsduren (Energie %) 119+1.2 7.2+0.1 <0.05
Protein (g/kg/Korpergewicht) 1.5+0.1 0.8+0.0 <0.05
Kohlenhydrate (Energie %) 472+22 593+0.2 <0.05
Ballaststoffe (g) 359+29 35,6 £1.0 0.93

Alle Werte sind dargestellt als Mittelwerte + SEM; n = 12.
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4.2 Einfluss einer kurzfristigen, isokalorischen Erndhrungsumstellung hin
zu einer gesunden Erndhrung auf klinisch chemische Parameter: Alanin-
Amino-Transferase, Aspartat-Amino-Transferase, Harnsdure

Um zu untersuchen, ob eine wiederholte, dreitdgige Erndhrungsumstellung hin auf eine
DGE-empfohlene Diit einen Einfluss auf Parameter der Lebergesundheit und den Harnséu-

respiegel hat, wurden diese in einem klinisch chemischen Routinelabor gemessen.

Alanin-Amino-Transferase (ALT)

Die Aktivitdt der ALT im Serum reduzierte sich bei einem reprisentativen Probanden nach
jeder Intervention (Abb.10). Das Ergebnis fand sich auch bei der gepoolten Analyse aller
Probanden, hier kam es zu einer signifikanten Reduktion von 14,8 % (Abb. 13).
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Abbildung 10: Einfluss einer kurzfristigen, isokalorischen Ernihrungsumstellung hin zu ei-
ner gesunden Erniihrung bei einem reprisentativen Probanden auf die ALT-Aktivitit. (A-C)
ALT vor und nach der 1.-3. Intervention. (D) Gepoolte Analyse der ALT-Aktivitdt des reprisenta-
tiven Probanden vor und nach den 3 Interventionen, Mittelwert £ SEM. ALT: Alanin-Amino-Trans-
ferase.
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Aspartat-Amino-Transferase (AST)

Im Gegensatz zur ALT-Aktivitdt im Serum fanden sich bei der AST-Aktivitit bei einem
reprasentativen Probanden nach den Interventionen keine Unterschiede (Abb.11). Bei der
gepoolten Analyse aller Probanden fanden sich keine signifikanten Unterschiede zwischen

den Basiswerten und den Werten nach den Interventionen (Abb. 13).
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Abbildung 11: Einfluss einer kurzfristigen, isokalorischen Ernihrungsumstellung hin zu ei-
ner gesunden Ernihrung bei einem reprisentativen Probanden auf die AST-Aktivitit. (A-C)
AST vor und nach der 1.-3. Intervention. (D) Gepoolte Analyse der AST-Aktivitit des reprasenta-
tiven Probanden vor und nach den 3 Interventionen, Mittelwert + SEM. AST: Aspartat-Amino-
Transferase.
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Harnsdure

Im Gegensatz zur AST-Aktivitét reduzierte sich der Harnsdurespiegel beim reprasentativen

Probanden wihrend allen 3 Erndhrungsinterventionen (Abb. 12). Bei der gepoolten Analyse

aller Probanden reduzierte er sich signifikant um 6,7 % (p < 0.05, Abb. 13).
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Abbildung 12: Einfluss einer kurzfristigen, isokalorischen Ernihrungsumstellung hin zu ei-
ner gesunden Ernihrung bei einem reprisentativen Probanden auf den Harnsdurespiegel. (A-
C) Harnsédurespiegel vor und nach der 1.-3. Intervention. (D) Gepoolte Analyse des Harnsaurespie-
gels des reprisentativen Probanden vor und nach den 3 Interventionen, Mittelwert = SEM.
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Abbildung 13: Einfluss einer kurzfristigen, isokalorischen Ernihrungsumstellung hin zu ei-
ner gesunden Ernihrung bei gesunden Ménnern auf klinisch chemische Parameter. (A-C)
Gepoolte Analyse der klinisch chemischen Parameter aller Probanden vor und nach den 3 Interven-
tionen. Jeder Datenpunkt entspricht ein Proband bzw. den Mittelwert des jeweiligen Studienteilneh-
mers. * = (p <0.05). ALT: n=11 (1 Ausreiser); AST: n= 11 (1 Ausreiser); Harnsdure n=12. ALT:
Alanin-Amino-Transferase; AST: Aspartat-Amino-Transferase. Die Balken stellen die Mittelwerte
+ SEM dar.

4.3 Einfluss einer kurzfristigen, isokalorischen Erndhrungsumstellung hin

zu einer gesunden Erndhrung auf die Zusammensetzung der intestinalen
Mikrobiota

Um zu untersuchen, ob eine wiederholte, dreitdgige Erndhrungsumstellung hin auf eine
DGE-empfohlene Diit einen Einfluss auf die Zusammensetzung der intestinalen Mikrobiota
hat, wurden im Rahmen dieser Arbeit Sequenzierungsdaten ausgewertet. Mittels zwei
exemplarischen Studienteilnehmern werden die Verdnderungen der intestinalen Mikrobiota
durch die Standardisierungen nachfolgend kurz zusammengefasst. Die weiteren Abbildun-

gen befinden sich im Anhang.

Allgemein zeigten die Auswertungen, dass sich die relativen Haufigkeiten der einzelnen
Bakterienfamilien vor und nach den Interventionen von Probanden zu Probanden unter-
schieden. So fanden sich auch keine Cluster. Diversitdtsanalysen ergaben, dass sich weder
a-Diversitét, wie in Abbildung 15 und Abbildung 17 bei Proband 8 und 16 ersichtlich, noch
B-Diversitét vor und nach den Interventionen der Studienteilnehmer signifikant verdnderten.

Es fand sich auch hinsichtlich der Ab- und Zunahme von Bakterienfamilien vor und nach
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den Interventionen keine Anderungen, welche auf alle Studienteilnehmer projiziert werden
konnten.

Im Folgenden und in Abb. 14 ist exemplarisch der Effekt der kurzfristigen, isokalorischen
Erndhrungsumstellung auf die DGE-empfohlene Diét dargestellt. Lachnospiraceae stellte
dabei den hochsten Anteil der bakteriellen Haufigkeiten dar. Dieser Anteil verringerte sich
nach den ersten zwei Standardisierungen, wiahrend nach der dritten Standardisierung der
Anteil zunahm. Der Anteil an Bifidobacteriaceae nahm im Laufe der Standardisierungen
geringfiigig ab. Der Anteil an Ruminococcaceae verringerte sich vor Standardisierung 1 und
2, erhohte sich jedoch nach jeder Standardisierung. Auffillig ist zudem, dass der Anteil an
Peptostreptococcaceae sich im Laufe der 3 Standardisierungen zunehmend verringerte. Der
Anteil von Streptococcaceae war in der 2. Standardisierung groBer als in Standardisierung

1 und 3. Erysipelotrichaceae nahm in der 3. Standardisierung zu.
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Abbildung 14: Relative Hiufigkeit in % der Bakterienfamilien von Studienteilnehmer 8 vor
und nach den Ernidhrungsinterventionen. Die relativen Haufigkeiten (%) sind dargestellt als
Standardisierung 1, Standardisierung 2 und Standardisierung 3. Innerhalb der einzelnen Standardi-
sierungen wird zwischen pré (vor) und post (nach) Standardisierung differenziert. s1: Standardisie-
rung 1; s2: Standardisierung 2, s3: Standardisierung 3; pr: prd (vor) Standardisierung; po: post
(nach) Standardisierung.
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Abbildung 15: Shannon entropy Plot von Studienteilnehmer 8 (Abbildung aus QIIME2).
Boxplots der a-Diversitit nach und vor den Erndhrungsinterventionen.

Abbildung 16 zeigt die relativen bakteriellen Héufigkeiten der Bakterienfamilien von Stu-
dienteilnehmer 16. Der Anteil von Lachnospiraceae verringerte sich nach den Standardisie-
rungen, mit Ausnahme von Standardisierung 2. Erkennbar ist, wie Bifidobacteriaceae vor
der ersten Standardisierung einen geringen Anteil an den bakteriellen Héufigkeiten aus-
machte und im Laufe der Interventionen deren relative Haufigkeit stetig anstieg. Der Anteil
von Ruminococcaceae nahm vor den Standardisierungen ab und, insbesondere nach den
Standardisierungen, zu. Der Peptostreptococcaceae Anteil verringerte sich im Laufe der
einzelnen Standardisierungen. Der Anteil von Erysipelotrichaceae stieg nach den drei Ta-
gen der erndhrungsempfehlungsbasierten Didten stetig an, reduzierte sich jedoch nach den
Interventionen. Bei einigen Bakterienfamilien, wie Bifidobacteriaceae (kontinuierliche Zu-
nahme) oder Peptostreptococcaceae (kontinuierliche Abnahme), war ein Muster hinsicht-

lich der relativen Haufigkeit erkennbar.
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Abbildung 16: Relative Hiufigkeit in % der Bakterienfamilien von Studienteilnehmer 16 vor
und nach den Standardisierungen. Die relativen Héufigkeiten (%) sind dargestellt als Standardi-
sierung 1, Standardisierung 2 und Standardisierung 3. Innerhalb der einzelnen Standardisierungen
wird zwischen pré (vor) und post (nach) Standardisierung differenziert. s1: Standardisierung 1; s2:
Standardisierung 2, s3: Standardisierung 3; pr: préa (vor) Standardisierung; po: post (nach) Standar-
disierung.
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Abbildung 17: Shannon entropy Plot von Studienteilnehmer 16. (Abbildung aus QIIME2).
Boxplots der a-Diversitét nach und vor den Erndhrungsinterventionen.
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Aus den Analysen intestinalen Mikrobiota vor und nach den Erndhrungsumstellungen hin
auf eine DGE-empfohlene Didt ldsst sich schlieBen, dass die Komposition der Bakterien
iiber die drei Interventionen hinweg bei den meisten Probanden relativ stabil blieb, wiahrend
sich die relativen Haufigkeiten der Bakterienfamilien zueinander bei einigen Studienteil-
nehmern verdnderten. Die Variation der bakteriellen Zusammensetzung zwischen den ein-

zelnen Studienteilnehmern war relativ hoch und es war kein einheitlicher Effekt erkennbar.

4.4 Einfluss einer kurzfristigen, isokalorischen Erndhrungsumstellung hin
zu einer gesunden Erndhrung auf die Immunantwort: Stimulationsexpe-
riment von mononukledren Zellen des peripheren Blutes mit Lip-
oteichonséure

Um den Einfluss einer kurzfristigen, isokalorischen Erndhrungsumstellung hin auf eine von
der DGE-empfohlenen Diét auf die LTA-vermittelte Immunantwort bei gesunden, ménnli-
chen Erwachsenen zu untersuchen, wurde die Ausschiittung von IL-1f, IL-6 und TNF-a in
PBMCs stimuliert mit und ohne LTA (10 pg LTA/ml) untersucht. Im Folgenden werden
von jedem Zytokin grafisch die drei Interventionen eines reprisentativen Probanden, der
gepoolte Mittelwerte der drei Interventionen sowie am Ende die gepoolten Mittelwerte aller
Probanden (deren Immunzellen stimulierbar waren) vor und nach den Interventionen (als
delta-Ct-Werte) dargestellt und die Ergebnisse kurz beschrieben. Es wurden nur Proben in
die Auswertung aufgenommen, deren Ct-Wert nach der Stimulation mit LTA ein Ct-Wert
> (0.5 von den unstimulierten Zellen aufwiesen. Da die Zellzahl, die in den Stimulationsver-
suchen eingesetzt wurde, teilweise gering war und in Folge der Anstieg der Zytokinsekre-
tion nach LTA Stimulation nicht einsetzte, konnten daher teilweise nicht alle 3 Interventio-

nen eingeschlossen werden.

Tumornekrosefaktor o (TNF-a)

Wie erwartet war die Konzentration an TNF-a nach der 6-stiindigen Stimulation mit LTA
in Zellkulturmedium beim reprisentativen Probanden bei allen 3 Interventionen héher als
ausschlieBlich in Zellkulturmedium behandelten Zellen. Im Mittel war die TNF-a Kon-
zentration beim reprasentativen Probanden vor den Erndhrungsumstellungen mit LTA Be-
handlung um 4,8 % erhoht, wohingegen sie nach den Erndhrungsumstellungen um

8,6 % erhoht war (Abb. 18). Beim Vergleich der delta-Ct-Werte des Anstiegst der Ge-

samt-TNF-a-Proteinkonzentration der gepoolten Analyse (n = 7) im Zellmedium war
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diese nach den Erndhrungsumstellungen um das 1,05-fache erhoht (Abb. 21). Die Effekte

waren nicht signifikant.
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Abbildung 18: Einfluss einer kurzfristigen, isokalorischen Ernihrungsumstellung hin zu ei-
ner gesunden Ernihrung bei einem reprisentativen Probanden auf die TNF-a Sekretion von
PBMC:s stimuliert mit und ohne LTA in Zellmedium (10 pg/ml). (A-C) TNF-a bei einem repra-
sentativen Probanden vor und nach der 1.-3. Intervention. (D) Gepoolte Analyse der TNF-a Kon-
zentration des reprasentativen Probanden vor und nach den 3 Interventionen. Die Werte sind darge-
stellt als Ct-Werte vor und nach den Standardisierungen, mit (+) und ohne (-) LTA; = SEM. TNF-
a: Tumornekrosefaktor a; LTA: Lipoteichonséure.

Interleukin 1 (IL-1p)

Wie erwartet war auch die Konzentration an IL-18 nach der 6-stiindigen Stimulation mit
LTA in Zellkulturmedium beim représentativen Probanden sowohl vor als auch nach den
Erndhrungsumstellungen hoher als ausschlieBlich in Zellkulturmedium behandelten Zellen
(Abb. 19). Im Mittel war die IL-1p Konzentration beim reprisentativen Probanden vor den
Erndhrungsumstellungen mit LTA Behandlung um 14,5 % erhoht, wohingegen sie nach den

Erndhrungsumstellungen um 22,3 % erhdht war. Im Gegensatz dazu war der Vergleich der
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delta-Ct-Werte der Gesamt-IL-1pB-Proteinkonzentration der gepoolten Analyse (n = 7) im
Zellmedium nach den Erndhrungsumstellungen um das 1,02-fache verringert (Abb. 21). Die

Effekte waren nicht signifikant.
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Abbildung 19: Einfluss einer kurzfristigen, isokalorischen Ernihrungsumstellung hin zu ei-
ner gesunden Ernihrung bei einem reprisentativen Probanden auf die IL-1p Sekretion von
PBMCs stimuliert mit und ohne LTA in Zellmedium (10 pg/ml). (A-C) IL-1p bei einem repré-
sentativen Probanden vor und nach der 1.-3. Intervention. (D) Gepoolte Analyse der IL-18 Kon-
zentration des reprisentativen Probanden vor und nach den 3 Interventionen. Die Werte sind darge-
stellt als Ct-Werte vor und nach den Standardisierungen, mit (+) und ohne (-) LTA; +£ SEM. IL-1f:
Interleukin 1PB: LTA: Lipoteichonséure.

Interleukin 6 (IL-6)

Genauso wie bei [L-1P war beim repriasentativen Probanden die Konzentration an IL-6 nach
der 6-stiindigen Stimulation mit LTA in Zellkulturmedium sowohl vor als auch nach den
Erndhrungsumstellungen (Abb. 20) hoher als ausschlieBlich in Zellkulturmedium behandel-
ten Zellen. Im Mittel war die IL-6 Konzentration beim repridsentativen Probanden vor den
Erndhrungsumstellungen mit LTA Behandlung um 19 % erhoht, wohingegen sie nach den

Erndhrungsumstellungen um 20,9 % erhoht war. Beim Vergleich der delta-Ct-Werte des
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Anstiegst der Gesamt-IL-6-Proteinkonzentration der gepoolten Analyse (n = 8) im Zellme-

dium war dies nach den Erndhrungsumstellungen um das 1,2-fache erhoht (Abb. 21). Die

Effekte waren nicht signifikant.
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Abbildung 20: Einfluss einer kurzfristigen, isokalorischen Ernihrungsumstellung hin zu ei-
ner gesunden Ernihrung bei einem reprisentativen Probanden auf die IL-6 Sekretion von
PBMC:s stimuliert mit und ohne LTA in Zellmedium (10 pg/ml). (A-C) IL-6 bei einem repra-
sentativen Probanden vor und nach der 1.-3. Intervention. (D) Gepoolte Analyse der IL-6 Konzent-
ration des repréisentativen Probanden vor und nach den 3 Interventionen. Die Werte sind dargestellt
als Ct-Werte vor und nach den Standardisierungen, mit (+) und ohne (-) LTA; £ SEM. IL-6: Inter-

leukin 6; LTA: Lipoteichonsdure.
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Abbildung 21: Einfluss einer kurzfristigen, isokalorischen Ernidhrungsumstellung hin zu einer
gesunden Ernihrung bei gesunden Minnern auf die TNF- a-, IL-1p- und IL-6-Sekretion von
PBMCs stimuliert mit und ohne LTA in Zellmedium (10 pg/ml). (A-C) Gepoolte Analyse der
Zytokin-Protein-Konzentrationen vor und nach der 1.-3. Intervention. TNF-a: n=7; IL-1B: n=7; IL-
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werte = SEM. TNF-a: Tumornekrosefaktor a; IL-6: Interleukin 6; IL-1B: Interleukin 1p.

4.5 Einfluss einer kurzfristigen, isokalorischen Erndhrungsumstellung hin
zu einer gesunden Erndhrung auf Marker der Darmbarrierefunktion: In-
testinal-fatty acid binding protein, Cluster of differentiation 14, Toll-like

Rezeptor-2 Liganden

Um zu untersuchen, ob eine wiederholte, dreitdgige Erndhrungsumstellung hin auf eine
DGE-empfohlene Diit einen Einfluss auf Parameter der Darmbarrierefunktion hat, wurden

von Mitgliedern der Arbeitsgruppe Parameter zur Darmbarrierefunktion untersucht und

diese ausgewertet.
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Intestinal-fatty acid binding protein (I-FABP)

Die 3 Interventionen zeigen unterschiedliche Ergebnisse beim reprdsentativen Probanden

(Abb. 22). Bei der gepoolten Analyse aller Probanden fand sich kein Unterschied (Abb. 25).
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Abbildung 22: Einfluss einer kurzfristigen, isokalorischen Ernihrungsumstellung hin zu ei-
ner gesunden Erndhrung bei einem reprisentativen Probanden auf die I-FABP Konzentra-
tion im Serum. (A-C) I-FABP Konzentration vor und nach der 1.-3. Intervention. (D) Gepoolte
Analyse der [-FABP Konzentration des repréisentativen Probanden vor und nach den 3 Interventio-
nen; = SEM. I-FABP: intestinal- fatty acid binding protein.
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Soluble cluster of differentiation (sCD14)
Die sCD14 Konzentration im Serum verringerte sich bei einem représentativen Probanden-
nach den drei Erndhrungsinterventionen (Abb. 23). Bei der gepoolten Analyse aller Proban-

den kam es zu einer Reduktion von 2,9 % (Abb. 25).
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Abbildung 23: Einfluss einer kurzfristigen, isokalorischen Ernihrungsumstellung hin zu ei-
ner gesunden Ernihrung bei einem reprisentativen Probanden auf die CD14 Konzentration
im Serum. (A-C) CD14 Konzentration vor und nach der 1.-3. Intervention. (D) Gepoolte Analyse
der CD14 Konzentration des repridsentativen Probanden vor und nach den 3 Interventionen;
+ SEM. CD14: cluster of differentiation.
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Toll-like Rezeptor-2 Liganden (TLR-2 Liganden)
Im Gegensatz dazu verdnderte sich die Menge an TLR-2 Liganden bei einem reprisentati-
ven Probanden nach den 3 Interventionen unterschiedlich (Abb. 24). Bei der gepoolten Ana-

lyse aller Probanden fand sich eine signifikante Reduktion von 8,2 % (Abb. 25).
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Abbildung 24: Einfluss einer kurzfristigen, isokalorischen Erniihrungsumstellung hin zu einer
gesunden Ernihrung bei einem reprisentativen Probanden auf TLR-2 Liganden. (A-C) TLR-2
Liganden vor und nach der 1.-3. Intervention. (D) Gepoolte Analyse der TLR-2 Liganden des repré-
sentativen Probanden vor und nach den 3 Interventionen; = SEM. TLR-2: Toll-like-rezeptor 2.
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Abbildung 25: Einfluss einer kurzfristigen, isokalorischen Ernihrungsumstellung hin zu einer
gesunden Ernihrung bei gesunden Minnern auf Parameter der Darmbarrierefunktion. (A-
C) Gepoolte Analyse von Markern der Darmbarrierefunktion aller Probanden vor und nach den 3
Interventionen. Jeder Datenpunkt entspricht ein Proband bzw. den Mittelwert des jeweiligen Stu-
dienteilnehmers. * = (p <0.05). [.)FABP: n=12; CD14: n = 12; TLR-2 Liganden: n = 12. I-FABP:
intestinal-fatty acid binding protein; CD14: Cluster of differentiation 14; TLR-2: Toll-like Rezeptor-
2. Die Balken stellen die Mittelwerte + SEM dar.
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5 Diskussion

Studiendaten geben Hinweise darauf, dass sich Erndhrungsmuster auf die Funktion des Im-
munsystems und die Zusammensetzung der intestinalen Mikrobiota auswirken konnen [32],
[63], [71]. Inwiefern sich eine Erndhrungsumstellung hin zu einer DGE-empfohlenen Diit
auf das Immunsystem und die Zusammensetzung der intestinalen Mikrobiota bei gesunden
Erwachsenen auswirkt, ist noch nicht vollstdndig geklart. Ausgehend von diesem Hinter-
grund wurde in der vorliegenden Arbeit untersucht, inwiefern sich eine kurzfristige, isoka-
lorische Erndhrungsumstellung hin auf eine DGE-empfohlene Erndhrung bei gesunden,
ménnlichen Erwachsenen auf die LTA-vermittelte Imnmunantwort von PBMCs und die Zu-
sammensetzung der intestinalen Mikrobiota auswirkt. Zudem wurden klinisch chemische
Parameter zur Lebergesundheit und Marker der Darmbarrierefunktion mit in die Auswer-

tung einbezogen.

5.1 Einfluss einer kurzfristigen, isokalorischen Erndhrungsumstellung hin
zu einer gesunden Erndhrung auf die intestinale Mikrobiota

Um den Einfluss der Erndhrungsumstellung hin auf eine DGE-empfohlene Diét auf die Zu-
sammensetzung der intestinalen Mikrobiota zu untersuchen, wurden im Rahmen dieser Ar-
beit Sequenzierungsdaten von Stuhlproben der Probanden ausgewertet. Aus den Analysen
resultierte, dass die Erndhrungsumstellung bei Betrachtung aller Studienteilnehmer keine
signifikanten Unterschiede auf die Zusammensetzung der Mikrobiota, die a.-Diversitét so-
wie die B-Diversitdt hatte. Es zeigte sich jedoch, dass sich die Mikrobiota der Probanden
auf individueller Ebene von T-3 hin zu TO wéhrend jeder Intervention verdnderten, wenn
auch nicht im selben Ausmaf. Daten aus weiteren Studien zeigten dhnliche Ergebnisse [75].
Wastyk et al. untersuchten unter anderem den Einfluss einer kontinuierlichen Steigerung
der Ballaststoffzufuhr (vor Beginn der Studie 21.5 g &+ 8.0 g pro Tag; Ende der Studie 45.1
+ 10.0 g pro Tag) bei gesunden Erwachsenen auf die Mikrobiota. Daraus resultierte, dass
eine erhohte Ballaststoffaufnahme insgesamt nicht mit einer erh6hten a-Diversitit korre-
lierte und die Mikrobiotazusammensetzung iiber den Untersuchungszeitraum hinweg indi-
viduell variierte [75]. Es wird davon ausgegangen, dass gesunde Erwachsene eine relativ
stabile Zusammensetzung der Mikrobiota aufweisen und diese gegeniiber exogenen Ein-

fliissen, wie z. B. einer kurzfristigen Anderung der Diit, relativ resilient sind [32], [113].
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Daten aus einer weiteren Studie geben Aufschluss iiber den Zusammenhang zwischen dem
Healthy Eating Index (HIE) und der intestinalen Mikrobiota [ 114]. Baldeon et al. sammelten
iiber einen Zeitraum von 90 Tagen Erndhrungsdaten mittels Fragebdgen und eine einmalige
Stuhlprobe von 432 Erwachsenen und werteten diese aus. Dabei zeigte sich, dass eine hohe
Adhirenz zu den amerikanischen Erndhrungsempfehlungen mit einer erh6hten a-Diversitét
assoziiert war, wiahrend eine verringerte Adhérenz mit einer reduzierten a-Diversitit korre-
lierte [114]. Somit kdnnte die Dauer der 3-tdgigen Erndhrungsumstellung im Rahmen dieser
Arbeit zu kurz sein, um einheitliche Anderungen zu beobachten. Zudem geht aus Studien-
ergebnissen hervor, dass die Tageszeit bzw. der Zeitpunkt der Nahrungsaufnahme und der
Stuhlprobenentnahme die Zusammensetzung der Mikrobiota beeinflussen kann, was bei den
Probanden im Rahmen dieser Studie nicht einheitlich war [115]. Bei genauerer Betrachtung
(Tabelle 11) der Auswertung der zwei 24 Stunden Recalls und der alltiglichen Erndhrung
der Probanden kann festgestellt werden, dass sich die Probanden vor der Erndhrungsumstel-
lung nicht exakt nach den Empfehlungen ernédhrten (39,5 % mehr geséttigte Fettsduren, 46,7
% mehr Eiweil3, 25,6 % weniger Kohlenhydrate). Beispielswiese war die Ballaststoffauf-
nahme der Probanden bereits vor den Erndhrungsumstellungen relativ hoch, jedoch fiihrte
die DGE-empfohlene Erndhrungsumstellung zu einer erhohten Aufnahme von Obst, Ge-
miise und Kohlenhydraten im Vergleich zur ,,normalen® Erndhrung der Probanden. Studien-
ergebnisse weisen darauf hin, dass die Mikrobiotazusammensetzung neben Ballaststoffen
auch von der Aufnahme von Proteinen, Fetten und Kohlenhydraten beeinflusst werden kann
[32], [34], [40], [71], [113].

Insgesamt deuten die Ergebnisse der Mikrobiota Analyse darauf hin, dass die Erndhrungs-
umstellung bei Betrachtung aller Probanden zu keinem einheitlichen Effekt fiihrte. Die Mik-
robiota der einzelnen Probanden dnderte sich jedoch auf individueller Ebene nach allen drei

Erndhrungsinterventionen in unterschiedlichem Ausma.

5.2 Erndhrungsumstellung, intestinale Mikrobiota und bakterielles Toxin als
mogliche Faktoren fiir die Effekte auf klinisch chemische Parameter, die
Darmbarrierefunktion und die Stimulierbarkeit von Immunzellen

Klinisch chemische Parameter
In der vorliegenden Arbeit verringerte sich die ALT Aktivitdt und der Harnsdurespiegel
insgesamt signifikant (p < 0.05) nach den 3-tdgigen Erndhrungsumstellungen im Vergleich

zum Ausgangswert. Im Gegensatz dazu verdnderte sich die AST Aktivitdt im Serum nicht.
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Auch bei Nier et al. kam es in Folge einer kurzfristigen, 4-tdgigen, isokalorischen Erndh-
rungsumstellung hin auf eine DGE-empfohlene Diét bei gesunden Probanden zu einer sig-
nifikanten (p < 0.05) Reduktion der ALT Aktivitdt im Plasma [63]. Im Gegensatz zu der
vorliegenden Arbeit kam es bei Nier et al. zu einer Reduktion der AST Aktivitdt im Plasma,
diese war jedoch nicht signifikant [63]. Daten geben Hinweise darauf, dass ein Grund fiir
diese Diskrepanzen das Studienkollektiv sein konnte: In der vorliegenden Arbeit wurden
nur Ménner in die Untersuchung mitaufgenommen, wéhrend in der Studie von Nier et al.
auch Frauen teilnahmen [116]. Ergebnisse aus weiteren Studien geben Hinweise darauf,
dass neben dem Geschlecht auch genetische Variationen einen Einfluss auf die AST Akti-
vitdt im Plasma haben kénnen [117]. Weiters handelte es sich bei den Probanden im Rahmen
dieser Arbeit sowie bei Nier et al. um gesunde Erwachsene, deren Ausgangs Parameter be-
reits im Normbereich lagen. Dies konnte ein Grund dafiir sein, warum eine 3-tdgige bzw. 4-
tagige Erndhrungsumstellung zu kurz sein konnte, um eine signifikante Reduktion aller kli-
nisch-chemischen Parameter zu bewirken. Zudem geht aus Studiendaten hervor, dass die
Zusammensetzung der Erndhrung einen Einfluss auf den Harnsdurespiegel haben konnte
[118], [119]. Eine Humanstudie untersuchte unter anderem den Einfluss einer 30-tigigen
Dietary approach to stop hypertension (DASH)-Diét auf den Harnséurespiegel bei Erwach-
senen [119]. Eine DASH-Diit zeichnet sich durch einen hohen Verzehr von Gemiise, Friich-
ten, gemdBigten Konsum von fettreduzierte/r/n Milch- und Milchprodukten, geringem Kon-
sum von hellem Fleisch, Siifigkeiten, Fett und Salz aus. Somit bestehen deutliche Parallelen
zur DGE-empfohlenen Didt [118]. Aus der 30-tdgigen Erndhrungsumstellung resultierte,
dass es zu einer signifikanten Reduktion des Harnsdurespiegels bei den Studienteilnehmern
kam [119]. Dies konnte ein Hinweis darauf sein, dass neben der Dauer der Erndhrungsin-
tervention eine Diédt reich an pflanzlichen Lebensmitteln und relativ arm an tierischen Pro-
dukten einen Einfluss auf den Harnsdurespiegel haben konnte und es bei einzelnen Stu-
dienteilnehmern erst langerfristig zu einer Reduktion der Harnsdurekonzentration kommen
konnte. In Bezug auf die Zusammensetzung der Erndhrung kam es durch die Erndhrungs-
umstellungen im Rahmen dieser Arbeit zu einer signifikant erhéhten Aufnahme von Koh-
lenhydraten, wihrend sich die Proteinaufnahme und die Aufnahme von geséttigten Fettsdu-
ren im Vergleich zur ,,normalen* Erndhrung der Probanden signifikant verringerte. Studi-
endaten geben Hinweise darauf, dass eine chronisch erhohte Fettaufnahme, insbesondere
gesattigte Fettsduren, sowie eine chronisch erhohte Proteinaufnahme einen negativen Ein-

fluss auf die Aktivitét von Lebertransaminasen haben kénnten [120], [121].
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Neben den moglichen direkten Effekten der Erndhrungsumstellung auf die klinisch chemi-
schen Parameter konnen zudem Anderungen der Mikrobiota und bakterielle Toxine Einfluss
auf klinisch chemische Parameter haben. Es gibt Hinweise, dass eine ausgewogene, pflan-
zenbetonte Erndhrung (z. B. nach Empfehlungen der DGE) zur Aufrechterhaltung einer ge-
sundheitsfordernden Mikrobiota und einer intakten Darmbarrierefunktion beitragen kann
[41]. Dies konnte tibermifBige, bakterielle Translokation vorbeugen und somit den Anteil an
bakteriellen Toxinen, welche iiber die Portalvene in die Leber gelangen, verringern. Somit
wire die Leber weniger bakteriellen Toxinen ausgesetzt, was sich wiederum in der Verrin-
gerung von klinisch chemischen Parametern widerspiegeln konnte [122].

Um genau zu definieren, welcher/welche Faktor/en einen Effekt auf die Transaminasen und
den Harnsdurespiegel haben, sind weitere Untersuchungen mit iibergewichtigen und dlteren
Menschen, sowie Personen mit metabolischen Erkrankungen und weiblichen Personen no-
tig. Insgesamt deuten die Ergebnisse dieser Arbeit darauf hin, dass eine kurzfristige, isoka-
lorische Erndhrungsumstellung hin auf eine DGE-empfohlene Diét klinisch chemische Pa-

rameter von gesunden Ménnern optimieren kann.

Darmbarrierefunktion

Studienergebnisse weisen darauf hin, dass die Zusammensetzung der Erndhrung Einfluss
auf die Darmbarrierefunktion haben kann [52], [60], [123]. Die Arbeitsgruppe Bergheim
konnte wiederholt zeigen, dass eine kurzfristige, isokalorische Erndhrungsumstellung hin
zu einer DGE-empfohlenen Erndhrung in der Lage war, Marker der Darmbarrierefunktion
zu verbessern und den Endotoxinspiegel im Serum zu reduzieren (siehe unten) [63], [99].
In der vorliegenden Arbeit waren zwar die Spiegel an TLR-2 Liganden insgesamt signifi-
kant verringert, jedoch kam es zu keinen Anderungen der I-FABP Konzentration. Die Spie-
gel an sCD14 waren im Vergleich zu den Ausgangswerten reduziert.

Studien geben Hinweise darauf, dass die Konzentration von I-FABP im Plasma von der
Zusammensetzung der Erndhrung beeinflusst werden kann [123], [124]. Beispielsweise zei-
gen Daten aus einer Tierstudie, dass ein hoher Fettgehalt in der Didt mit einer erhéhten I-
FABP Plasmakonzentration assoziiert ist [123]. In der Studie wurden Wistar Ratten in 3
Gruppen eingeteilt. Zwei Gruppen erhielten eine fettreiche Didt (Gruppe 1: 15 Energie %;
Gruppe 2: 30 Energie %), die Kontrollgruppe erhielt eine herkdmmliche Diét fiir 6 Wochen.
Daraus resultierte, dass die zwei Gruppen mit einem erhohten Fettgehalt in der Nahrung
signifikant (p < 0.05) mehr [-FABP im Plasma aufwiesen [123]. Im Rahmen der vorliegen-

den Arbeit unterschied sich die Gesamtfettaufnahme in Energie % der Probanden vor und
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nach der Erndhrungsumstellung nicht signifikant. Dies konnte ein Grund dafiir sein, dass es
nach der Erndhrungsumstellung zu keiner Reduktion von I-FABP im Plasma kam. Jedoch
zeigte sich, dass es einen signifikanten (p < 0.05) Unterschied in der Aufnahme von gesit-
tigten Fettsduren in Energie % bei den Probanden gab (24 Stunden Recall: 11.9 + 1.2; Stan-
dardisierung: 7.2 + 0.1). Hierbei gilt es zu beachten, dass die Ubertragbarkeit von Ergebnis-
sen aus Tierstudien auf den humanen Organismus nur bedingt mdglich ist. Auerdem koénn-
ten die kurze Interventionsdauer der Studie (3 Tage) und die bereits im Normalbereich lie-
genden Ausgangs [-FABP Werte der Probanden im Rahmen dieser Arbeit fiir eine Reduk-
tion von [-FBAP im Plasma nicht ausreichend gewesen sein. Nier et al. konnten nach einer
kurzfristigen, viertdgigen Erndhrungsumstellung hin auf eine DGE-empfohlene Diét eine
reduzierte mRNA Expression von TLR-2 Liganden in PBMCs (p < 0.05) messen [63]. Wei-
ters zeigte die Auswertung der Daten im Rahmen der vorliegenden Arbeit, dass die Ernéh-
rungsumstellung bei den Probanden zu einer Reduktion von sCD14 fiihrte. Als bedeutender
Co-rezeptor und Vermittler fiir die Bindung von LTA an TLR-2 ist die Reduktion des
membrangebundenen Rezeptors mit einer verminderten Darmpermeabilitét assoziiert [125].
Moglicherweise haben auch individuelle Anderungen der Mikrobiota Einfluss auf die ver-
besserte Darmbarrierefunktion [53]. Studienergebnisse deuten darauf hin, dass bestimmte
Bakterienfamilien durch ihre Stoffwechselprodukte zur Aufrechterhaltung der Darmbarrie-
refunktion beitragen kénnen [52], [53], [126], [127]. Gleichzeitig werden bestimmte Bak-
terienfamilien mit einer Storung der intestinalen Barriere assoziiert, was wiederum eine ver-
mehrte bakterielle Translokation zur Folge haben konnte, und im weiteren Verlauf die Le-

bergesundheit beeintrachtigen wiirde [41], [122].

Die Ergebnisse zum FEinfluss einer Erndhrungsumstellung hin auf eine DGE-empfohlene
Didt bei gesunden, ménnlichen Erwachsenen auf die Darmbarrierefunktion deuten darauf
hin, dass es zu einer verringerten luminalen, bakteriellen Translokation (z. B. LTA von
grampositiven Bakterien) aufgrund der Reduktion von TLR-2 Liganden und sCD14 Prote-
ine kam und somit die Permeabilitidt der Darmbarriere wahrscheinlich aufgrund der DGE-
empfohlenen Diit sowie Anderungen in den Mikrobiota, reduziert wurde. Diese Beobach-
tungen konnten ein Indiz dafiir sein, dass auch gesunde, junge Erwachsene ohne bestehende
Erkrankungen ihre Darmbarrierefunktion mit einer Umstellung auf eine DGE-empfohlene
Diét optimieren konnten und somit praventiv einer gestorten Darmbarriere entgegenwirken
wiirden. Insgesamt weisen die Ergebnisse darauf hin, dass eine 3-tdgige Erndhrungsumstel-

lung selbst bei gesunden Ménnern die Darmbarrierefunktion verbessern kann.
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Stimulierbarkeit von Immunzellen

Die Untersuchung des Einflusses einer wiederholten, kurzfristigen, isokalorischen Erndh-
rungsumstellung hin auf eine von der DGE-empfohlene Diit auf die LTA-vermittelte Im-
munantwort von PBMCs bei gesunden Erwachsenen zeigte, dass sich die Sekretion von
IL-6 und TNF-a nach den Interventionen und bei der gepoolten Analyse, mit Ausnahme von
IL-1B, tendenziell erhdhten. Da die Zellzahl, die in den Stimulationsversuchen verwendet
wurde, teilweise niedrig war und infolgedessen der Anstieg der Zytokinsekretion nach LTA
Stimulation ausblieb, konnten nicht in allen Féllen alle 3 Interventionen in die Auswertung
einbezogen werden. Daten aus verschiedenen Studien geben Hinweise darauf, dass die Zu-
sammensetzung der Erndhrung als auch die intestinale Mikrobiota die Immunfunktion von
gesunden Erwachsenen beeinflussen kann [85], [89]-[91]. Im Gegensatz zu den Beobach-
tungen im Rahmen dieser Arbeit kamen Wastyk et al. in ihrer prospektiven, randomisierten
Humanstudie zum Ergebnis, dass eine 17-wdchige ballaststoffreiche Ernihrung keine An-
derungen in der LPS-vermittelten Zytokinreaktion von PBMCs ausldste [75]. Hierbei muss
jedoch angemerkt werden, dass die Diét der Studienteilnehmer nicht hin auf eine DGE-
empfohlene Erndhrung umgestellt wurde und somit eine andere Zusammensetzung aufwies
[75]. Weiters zeigte die Analyse der LTA-vermittelten Immunantwort, dass einige Proban-
den nicht immer auf die LTA-vermittelte Induktion einer Immunantwort reagierten. Laut
Vidya et al. konnten die zugrundeliegenden Ursachen hierfiir in der Expression von TLRs
liegen. Es wird diskutiert, dass deren Expression von externen, internen, genetischen und
Spezies-Faktoren mitbeeinflusst wird [128]. Daten deuten darauf hin, dass der Zellzyklus,
in welchem sich die Immunzellen zum Zeitpunkt einer Stresssituation befinden, Einfluss
auf die Expression von TLRs haben kann [129]. Zudem gibt es Hinweise aus einer Tierstu-
die, dass die Expression von TLR-2 von klimatischen Bedingungen und dem Erndhrungs-
status abhéngen kann [130]. Neben diesen Faktoren werden genetische Umsténde diskutiert,
welche die Funktion von TLRs beeinflussen kdnnen [128]. Sogenannte ,,single nucleotide
polymorphisms* (SNPs) in Genen, welche fiir TLRs kodieren, konnen die Resistenz eines
Individuums gegeniiber PAMPs beeinflussen [131]. Studien weisen darauf hin, dass R677W
den héufigsten TLR-2 SNP darstellt. Individuen mit diesem SNP weisen eine verringerte
Kapazitit zur Erkennung von PAMPs auf [132]. Zudem wird diskutiert, dass R677W zu
einer verminderten Sekretion von proinflammatorischen Zytokinen wie IL-1f3, IL-6 und
TNF-a fiihren konnte. Hierzu sind weitere Untersuchungen notwendig, da Studien den Ein-

fluss der genannten SNPs unterschiedlich stark bewerten [133]. Ein weiterer SNP, der so-
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genannte R753Q in der TIR-Domaéne von TLR-2, wird mit einer verminderten NF-xB Ex-
pression assoziiert [133]. Dies konnte in einer reduzierten Expression von proinflammato-
rischen Zytokinen wie IL-1p, IL-6 und TNF-a resultieren [133], [ 134]. Weitere Studien sind
notwendig, um Ursachen fiir die teilweise geringe LTA-induzierte Immunantwort in
PBMCs genauer zu untersuchen. Zudem soll an dieser Stelle darauf hingewiesen werden,
dass die Zytokine teilweise unter der Nachweisgrenze lagen und der Datensatz nur deskrip-
tiv und mit Vorsicht zu interpretieren ist.

Zudem konnen Anderungen der Mikrobiota und die Reduktion von bakteriellen Toxinen fiir
den Effekt auf die Immunantwort mit verantwortlich sein [126]. Die vorliegenden Ergeb-
nisse deuten darauf hin, dass die Erndhrungsumstellung die Darmbarrierefunktion verbes-
serte, wodurch es zu einer Reduktion immunmodulatorischer Effekte in der Leber (z. B.
LTA-induzierte TLR-2 Signalkaskade) kam. Es gibt Hinweise darauf, dass eine intakte
Darmbarriere die Funktion von Immunzellen positiv beeinflussen kann [135]. Die individu-
ellen Anderungen der Mikrobiotazusammensetzung kdnnten immunmodulatorische Effekte
verursacht haben [126]. Weitere Daten aus Studien weisen darauf hin, dass Stoffwechsel-
produkte von Mikroorganismen die Funktion von Immunzellen beeinflussen konnen. Bei-
spielsweise liefern Studiendaten Hinweise darauf, dass eine Erndhrung reich an Gemiise,
Obst und komplexen Kohlenhydraten (dhnlich wie DGE-empfohlene Erndhrung) die Pro-
duktion von SCFAs im Kolon erhohen [54]. Die kurzkettigen Fettsduren sind in der Lage,
sowohl im Darmlumen als auch in der Peripherie die Funktion von Immunzellen zu opti-
mieren und damit moglicherweise auch deren Stimulierbarkeit zu erhdhen [126].

Die Ergebnisse zum Einfluss einer Erndhrungsumstellung hin auf eine DGE-empfohlene
Diét bei gesunden, ménnlichen Erwachsenen auf die Immunantwort deuten darauf hin, dass
es zu einer tendenziell erhohten LTA-vermittelten Zytokinexpression (mit Ausnahme von
IL-1B) von PBMCs nach der empfohlenen Ernédhrung kam. Dies kdnnte ein Hinweis darauf
sein, dass Immunzellen nach einer DGE-empfohlenen Diét, moglicherweise durch eine Ver-
besserung der Darmbarrierefunktion und Anderungen der Zusammensetzung der intestina-
len Mikrobiota, stirker stimulierbar sind. Aufgrund der Einzigartigkeit des Studiendesigns
und des Mangels an weiterer Literatur sind zusdtzlichen Untersuchungen mit dhnlichem
Studiendesign ndtig, welche die ldngerfristigen Effekte einer Erndhrungsumstellung auf die
Immunantwort ermitteln. Inwiefern die Anderungen der intestinalen Mikrobiota mit den
Anderungen der Immunantwort nach den Ernihrungsumstellung auf eine von der DGE

empfohlene Didt im Kontext stehen, konnte im Rahmen dieser Arbeit nicht abschlieend
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gekléart werden. Dafiir sind weitere Untersuchungen notwendig, welche ein grofles Studien-

kollektiv fiir einen ldngeren Zeitraum untersuchen.
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6 Schlussfolgerung

Insgesamt deuten die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit darauf hin, dass eine kurzfristige,
isokalorische Erndhrungsumstellung hin auf eine DGE-empfohlene Diét bei gesunden
minnlichen Erwachsenen zu individuellen Verdnderungen der Mikrobiotazusammenset-
zung wihrend den einzelnen Standardisierungen fiihrte, jedoch bei der Betrachtung aller
Probanden zu keinen allgemein giiltigen Anderungen in der Zusammensetzung der intesti-
nalen Mikrobiota sowie deren a-Diversitit und B-Diversitit. Der Einfluss der Erndhrungs-
umstellung auf die LTA-vermittelte Immunantwort in PBMCs zeigte, dass PBMCs tenden-
ziell starker stimulierbar sind und mehr die Zytokine IL-6 und TNF-a ausschiitteten. Jedoch
sind weitere Studien ndtig fiir eine abschlieende Aussage, da nicht alle Proben in die Aus-
wertung eingeschlossen werden konnten. Auflerdem deuten die Daten dieser Arbeit darauf
hin, dass die DGE-empfohlene Didt Marker der Lebergesundheit verbesserte (mit der Aus-
nahme der AST Aktivitit) und den Harnsdurespiegel im Serum reduzierte. Zudem lésst sich
aus der Datenauswertung schlieen, dass sich die Darmbarrierefunktion der Probanden nach
der Erndhrungsumstellung hin auf eine gesunde Erndhrung insgesamt verbesserte, da sich
Marker fiir eine gestdrte Darmbarrierefunktion (mit Ausnahme von I-FABP) reduzierten.
Inwiefern die Anderungen der intestinalen Mikrobiota im Kontext zu den Anderungen der
untersuchten Parameter stehen, konnte in dieser Arbeit nicht ausreichend geklért werden.
Hierfiir sind weitere Langzeituntersuchungen, insbesondere Studien mit einer groBeren
Stichprobe, notwendig. Zusammenfassend kann gesagt werden, dass die Ergebnisse dieser
Arbeite darauf hindeuten, dass eine Erndhrungsumstellung hin auf eine DGE-empfohlene
Diét selbst bei gesunden Erwachsenen gesundheitliche Vorteile mit sich bringen kann. Ba-
sierend darauf konnten Studien, welche dieselben Parameter zum Beispiel bei dlteren Per-
sonen im Vergleich zu Jiingeren, Menschen mit Ubergewicht im Vergleich zu Normalge-
wichtigen und Menschen mit Stoffwechselstérungen im Vergleich zu Gesunden untersu-
chen, das Verstdndnis fiir zugrundeliegende Mechanismen verbessern und Aufschliisse iiber
das Potential der Gesundheitsforderung einer Erndhrungsumstellung hin auf eine DGE-
empfohlene Didt im Kontext von Alter, Gewicht und Gesundheitsstatus liefern. Auflerdem
konnten Untersuchungen, welche den Effekt einer Erndhrungsumstellung hin auf eine DGE-
empfohlene Didt im Kontext von bakteriellen und viralen Infektionen untersuchen, dazu
beitragen, die Auswirkungen einer gesunden Erndhrung auf das Immunsystem besser zu

verstehen.
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7 Zusammenfassung

Erndhrungsempfehlungen haben zum Ziel, die Gesundheit der Bevilkerung zu optimieren.
Aus Studienergebnissen geht hervor, dass sich Erndhrungsmuster auf die Immunfunktion
und die Zusammensetzung der intestinalen Mikrobiota auswirken konnen. Welchen Ein-
fluss eine von der Deutschen Gesellschaft fiir Erndhrung- (DGE) empfohlene Erndhrung auf
die Immunfunktion und die Mikrobiota hat, ist noch nicht ausreichend geklért. Ausgehend
von diesem Hintergrund wurde in der vorliegenden Arbeit untersucht, inwiefern sich eine
wiederholte, kurzfristige, isokalorische Erndhrungsumstellung hin auf eine DGE-empfoh-
lene Diédt bei 12 gesunden Ménnern auf die Zusammensetzung der Mikrobiota, die Lip-
oteichonsédure- (LTA) vermittelte Immunantwort in mononukledren Zellen des peripheren
Blutes (PBMCs), Marker der Darmbarrierefunktion sowie auf klinisch chemische Parameter
auswirkt. Vor und nach den Interventionen wurden Stuhl- und Blutproben entnommen. Die
bioinformatische Analyse der 16S rRNA Sequenzierungsdaten der Stuhlproben weisen da-
rauf hin, dass die Erndhrungsumstellungen zu individuellen Anderungen der Mikrobiotazu-
sammensetzung flihrte, jedoch bei der Betrachtung aller Probanden keine allgemein giiltigen
Anderungen in der Zusammensetzung der Mikrobiota auftraten. Die Erniihrungsumstellun-
gen flihrten zu einer Reduktion der Alanin-Amino-Transferase (ALT) Aktivitit und des
Harnsdurespiegels, wihrend sich die Aspartat-Amino-Transferase (AST) Aktivitit nicht
verdanderte. Die Ergebnisse der Stimulation von PBMCs mit LTA weisen darauf hin, dass
es nach den Erndhrungsinterventionen tendenziell zu einer erhohten Sekretion von Tumor-
nekrosefaktor o (TNF-a) und Interleukin 6 (IL-6) im Gegensatz zu Interleukin 1B (IL-1P)
kam. Wahrend Marker der Darmbarrierefunktion wie die Konzentration von Toll-like Re-
zeptor-2 (TLR-2) Liganden und soluble cluster of differentiation 14 (sCD14) Protein im
Serum nach den Erndhrungsumstellungen geringer wurden, fanden sich in der vorliegenden
Arbeit keine Verdnderungen des intestinal-fatty acid binding protein (I-FABP) Proteinspie-
gels. Inwiefern die individuellen Anderungen der Mikrobiota im Kontext zu den Anderun-
gen der untersuchten Parameter stehen, konnte nicht abschlieBend geklart werden. Zusam-
menfassend deuten die Ergebnisse dieser Arbeit darauf hin, dass eine kurzfristige, isokalo-
rische Erndhrungsumstellung hin auf eine DGE-empfohlene Erndhrung selbst bei gesunden
Mainnern Marker der Darmbarrierefunktion und die Lebergesundheit verbessert, die Stimu-

lierbarkeit von Immunzellen beeinflussen kann und sich auf die individuelle Analyse der
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Zusammensetzung der intestinalen Mikrobiota auswirkt. Im Rahmen weiterer Untersuchun-
gen sollten die Effekte einer Erndhrungsumstellung bei dlteren Menschen und Menschen
mit Vorerkrankungen im Kontext von Geschlecht, bakteriellen und viralen Infektionen un-

tersucht werden, um zugrundeliegende Mechanismen besser zu verstehen.
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8 Summary

Dietary recommendations mainly aim to enhance human health in broad populations. In-
deed, studies have demonstrated that dietary patterns can impact both host immune function
as well as intestinal microbiota composition. It has not been clarified yet, if and how a diet
according to the recommendations of the German Nutrition Society (DGE) impacts immune
function and microbiota. In the light of the above, this Master’s thesis investigated whether
a repeated, short term, isocaloric DGE-based dietary intervention in 12 healthy men has an
impact on gut microbiota composition, lipoteichoic acid- (LTA) induced immune response
in peripheral blood mononuclear cells (PMBCs), markers of intestinal barrier function as
well as liver health. Fecal and blood samples of the participants were collected both before
and after the interventions. The bioinformatical analysis of the 16S rRNA sequencing data
from the fecal samples revealed, that the interventions were associated with individual
changes in the composition of the microbiota. However, overall microbiota composition did
not change significantly. Alanine-amino-transferase (ALT) activity as well as uric acid con-
centration in serum decreased after the interventions, whereas aspartate-amino-transferase
(AST) activity was not changed. Overall, the results of the lipoteichoic acid (LTA)-induced
immune response in PBMCs suggests that, following the dietary interventions, there was a
tendency towards an increased secretion of tumor necrosis factor o (TNF-a) and interleukin
6 (IL-6), in contrast to interleukin 1P (IL-1pB). Concentrations of Toll-like receptor-2 (TLR-
2) ligands and soluble cluster of differentiation 14 (sCD14) protein in serum decreased fol-
lowing the dietary change, while intestinal-fatty acid binding (I-FABP) protein did not. The
extent to which the individual alterations in microbiota composition relate to changes in the
examined parameters could not be determined sufficiently. In summary, the results of this
study suggest that a short-term, isocaloric DGE-based dietary intervention improves param-
eters of intestinal barrier function and liver health in healthy young men, affects immune
response in PBMCs and changes the individual gut microbiota composition. Further studies
are needed to determine if effects alike are also present in other populations, e.g., elderly,
individuals with diseases and females in the context of bacterial and viral infections. This

will help to better understand the underlying mechanisms.
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