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Sammanfattning

Alkylresorcinoler (AR) dr en molekylgrupp som finns i hog koncentration i klidelen
av rag och vete men inte i betydande méngd i andra spannmal eller vanliga livsmedel.
AR och dess metaboliter har foreslagits och utvdrderats som biomarkorer for full-
kornsintaget av dessa sidesslag. I denna studie har de redan beprévade AR-metabo-
literna 3,5-dihydroxibensoesyra (DHBA) och 3-(3,5-dihydroxifenyl)-1-propansyra
(DHPPA) kvantifierats i 24 timmars urin fran deltagare i en tysk diabetesprevent-
ionsstudie. Syftet var att undersdka deltagarnas foljsamhet till interventionsstudiens
respektive dieter. Dieterna var en lagriskdiet (LR) bl.a. rik pa fullkorn och en hog-
riskdiet (HR) bl.a. fattig pa fullkorn. De nyligen upptéickta metaboliterna 5-(3,5-di-
hydroxifenyl)-pentansyra (DHPPTA), 2-(3,5-dihydroxibensamid)-dttiksyra (DHBA-
Gly) och 3,5-dihydrocyfenylkanelsyra (DHCA) kvantifierades samtidigt for att un-
dersoka deras potential som fullkornsbiomarkorer for vete och rag.

AR-metaboliterna dekonjugerades med B-glucuronidas och sulfatas dver natt och
extraherades sedan med l6sningsmedel (etylacetat). Extrakten renades med fastfa-
sextraktion kolonner (OASIS-MAX®) och analyserades med gaskromatografi-
masspektrometri.

Resultaten visade att merparten av deltagarna i LR-gruppen hade hoga mangder
AR metaboliter och att deltagarna i HR-gruppen hade laga méangder efter dieternas
start. Méngderna varierade dock kraftigt inom grupperna. DHBA, DHPPA, DHCA
och DHBA-Gly kunde uppmétas i ndstan samtliga prover, medan DHPPTA aterfanns
i 81 % av proverna. For DHBA, DHPPA och DHCA var precisionen i analysen god-
tagbar medan precisionen for DHPPTA och DHBA-Gly var simre. DHPPA och
DHCA visade stark korrelation till 6vriga metaboliter, medan DHBA och DHBA-
Gly uppvisade medelstarka korrelationer. DHPPTA var svagt korrelerade till 6vriga
metaboliter. Metaboliterna visade liknande beteendemonster over tid. Bada grupper-
nas deltagare hade medelhdga metabolitnivaer vid baslinjen for att sedan stiga i LR-
gruppen och sjunka i HR-gruppen. Efter dieternas start skiljde sig grupperna signifi-
kant (p=0,001) for alla metaboliter. Inga signifikanta skillnader kunde ses mellan
kvinnor och mén.

Slutsatserna var att flertalet deltagare i DDIET-studien tycktes folja sina dieter av-
seende fullkornsintaget, da profilen av AR metaboliter i urinen foljde monstret for
respektive diet. Bland de nya metaboliterna var DHCA en god biomarkdrkandidat
tack vare sin hoga detekterbarhet och medelhdga korrelation med biomarkorerna
DHBA och DHPPA. DHBA-Gly och DHPPTA var inte lika starka som kandidater
dé de hade ldgre korrelation. Metodoptimering krévs for battre utviardering av DHCA,
DHPPTA och DHBA-Gly som biomarkorer for fullkornsintag av rdg och vete.

Nyckelord: Alkylresorcinoler, metaboliter, biomarkérer, fullkorn, urin



Abstract

Alkylresorcinols (AR) is a molecular group found in high concentration in the bran
part of wheat and rye grains, but not in other grains or common foods. AR and its
metabolites has therefore been proposed and evaluated as biomarkers for whole grain
intake of these grains. In this study, the already proven AR-metabolites 3,5- dihy-
droxybenzoic acid (DHBA) and 3-(3,5-dihydroxyphenyl)-1-propanoic acid
(DHPPA) have been quantified in 24-hour urine of participants in a German diabetes
prevention trial. The aim was to explore the participants' adherence to the diets they
were assigned in the intervention trial. One diet was a low-risk diet (LR) rich in whole
grains and the other was a high-risk diet (HR) poor in whole grains. The newly dis-
covered metabolites 3,5- dihydroxyphenylcinnamic acid (DHCA), 5-(3,5-dihydrox-
yphenyl)pentanoic acid (DHPPTA) and 2-(3,5-dihydroxybenzamido)acetic acid
(DHBA-Gly) were also quantified simultaneously to investigate their potential as
whole grain biomarkers for wheat and rye.

AR-metabolites were deconjugated by B-glucuronidase and sulfatase overnight
and then extracted with ethyl acetate. The extracts were purified by solid phase ex-
traction (OASIS MAX®) and analysed by gas chromatography-mass spectrometry.

The results suggested that most participants adhered to their diets with regards to
the grain intake based on high amounts of AR metabolites in the LR group and low
amounts in the HR group during their diets, though there were large variations of
amounts within both groups. DHBA, DHPPA, DHCA and DHBA-Gly were quanti-
fied in almost all samples whereas DHPPTA was found in 81% of the samples. For
DHBA, DHPPA and DHCA the precision of the analysis was acceptable, while the
precision of DHPPTA and DHBA-Gly was poor. DHPPA and DHCA showed strong
correlation to other metabolites, while the DHBA and DHBA-Gly showed less strong
correlations. DHPPTA was weakly correlated to other metabolites. The metabolites
showed similar patterns over time. Both groups had average high metabolite levels
at baseline, the values then rose for the LR group and decreased the HR group. During
the diet the groups differed significantly (p=0.001) in amount for all metabolites. No
significant differences were seen between men and women.

The conclusions were that most participants in the study followed their diets since
the profile of AR metabolites in urine followed each diet. Among the new metabolites
DHCA seemed to be a good biomarker candidate due to the high detectability and
relatively good correlation with biomarkers DHBA and DHPPA. DHBA-Gly and
DHPPTA were not as good candidates due to the lower correlation. Method optimi-
zation is required for further evaluation of DHCA, DHPPTA and DHBA-Gly as bi-
omarkers of whole grain intake of rye and wheat.

Keywords: alkylresorcinols, metabolites, biomarkers, whole grain, urine
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1 Inledning

1.1 Fullkorn och diabetes

Epidemiologiska studier har konsekvent visat att ett hogt fullkornsintag jamfort
med ett lagt &r forenat med en ldgre risk att utveckla typ 2 diabetes (de Munter et
al., 2007; Aune et al., 2013). Mekanismerna bakom detta samband ar dock inte kart-
lagda &n. Fullkorn har i vissa studier, men inte i andra, visat sig péverka insulinre-
sistens, d.v.s. vivnadens kénslighet for insulin och andra riskfaktorer for typ 2 dia-
betes (Pereira et al., 2002; Andersson et al., 2007; Ye et al., 2012).

1.2 Diabetes- Diet- Interventions- och Energirestriktions- studien
(DDIET)

Den tyska studien DDIET hade som mal att underséka om och i vilken utstrackning
tva hypokaloriska dieter, en ’lag risk” (LR) kontra en hdg risk” (HR), kunde for-
battra insulinkénsligheten hos dverviktiga vuxna med relativt nyligen diagnostise-
rad typ 2 diabetes. Under studien fick deltagarna &ta antingen HR-dieten (HR-grup-
pen) eller LR-dieten (LR-gruppen) i en parallell design med 20 respektive 17 delta-
gare i grupperna. LR-dieten bidrog med ett hogt koffeinintag, hogt fullkornsintag
(150 g fran rag och vete) samt franvaro av rott kott (fjaderfd tillits). HR-dieten be-
stod av lagt fullkornsintag, inget koffein samt minst 150 g notkott per dag. Vecko-
visa undersokningar av olika metabola parametrar utfordes fore studien samt under
de 8 veckor studien pagick (Nowotny et al., 2015).

I projektet som beskrivs i denna rapport analyserades biomarkdrer 1 urinprover
frdn DDIET-studien i syfte att undersoka om deltagarna i studien verkade ha foljt
den foreskrivna dieten. Urinproverna var 24-timmarsurin uppsamlad fran deltagarna
i studien vid 6 tillféllen. Uppsamlingstillfdllena inf6ll minst 1 och 2 veckor innan
dieten paborjades, samt vecka 2, 4, 6 och 8 under studien. Beprovade biomarkorer
for fullkornsintag (DHBA och DHPPA, se nedan) extraherades och kvantifierades
fran urinproverna liksom ett antal nyidentifierade mojliga AR-metaboliter for att
utvérdera deras ldmplighet som fullkornsbiomarkérer.

1.3 Biomarkorer

Biomarkorer har blivit allt mer eftertraktade vid evidensbaserade kostundersok-
ningar for att kringgd problem som foreligger vid sjélvrapportering. Vanliga
sjdlvrapporteringsmetoder som anvénds for intagsuppskattning &r intervjuer, kost-



dagbocker, vigd eller skattad kostregistrering. Dessa metoder dr behidftade med re-
lativt stora systematiska och/eller slumpmaéssiga fel som leder till att intagsbestdm-
ningen kan bli osédker eller i vérsta fall missvisande (Shim et al., 2014).

Ordet biomarkor finns bland annat definierat i Nationalencyklopedin:

”biomarkdr, biologisk markor, foreteelse eller storhet som nar den kan pévisas resp.
Overstiger ett visst matvarde utgor en indikator for att ett visst biologiskt forhallande
foreligger, eller kan forvantas uppkomma, i en organism eller ett annat biologiskt
system” (Nationalencyklopedin).

I enlighet med vad som tidigare foreslagits av Ross et al. (2004b) avses i denna
rapport biomarkdrer vara olika metaboliter av alkylresorcinoler (AR) som indikerar
intag av fullkorn frén vete och rag.

1.4  Alkylresorcinoler

Det finns manga strukturellt varierande molekyler av resorcinoliska lipider och de
aterfinns i manga olika typer av véxter sa som Ginko-tradet, sumakvéxter (hit hor
bland annat cashew), grasfamiljen, och muskotfamiljen (Kozubek & Tyman, 1999).
De vanligaste AR i vete och rig bestar av 5-n-alkyl-1,3-dihydroxy-benzen-derivat
med mattad alkylkedja om 17-25 kolatomer. Forutom de méttade kolkedjorna fore-
kommer ométtade kolkedjor motsvarande ca 5 % i vete samt ca 20 % i rdg (Ross et
al., 2004b). AR absorberas i tunntarmen (ca 60 % absorption (Ross et al., 2003a))
och transporteras till levern via kylomikroner i lymfan (Ross et al., 2003b; Linko-
Parvinen et al., 2007). Déarefter inkorporeras AR i lipoproteinerna i blodplasma var-
ifrén de sedan kan distribueras till olika vdvnadstyper t.ex. erytrocytmembraner och
fettvdvnad (Ross et al., 2004a; Linko & Adlercreutz, 2005; Linko-Parvinen et al.,
2007; Jansson et al., 2010). AR elimineras i huvudsak genom metabolism dér forsta
steget dr w-oxidation foljt av B-oxidation enligt samma mekanism som for tokofero-
ler (Figur 1) (Zhu et al., 2014). I levern sker sedan fas II metabolism dér en viss
andel av metaboliterna konjugeras med glucuronsyra och/eller sulfat-grupper. Kon-
jugerade och okonjugerade metaboliter fors sedan med blodet till njurarna for att
huvudsakligen utséndras med urinen (Ross et al., 2004c). Utsondringen sker dven
till viss del via galla fran levern och ut ur kroppen med avféringen (Marklund et al.,
2014).

1.5 Metaboliter av alkylresorcinoler

Metaboliterna 3,5-dihydroxibensoesyra (DHBA) och 3-(3,5-dihydroxifenyl)-1-pro-
pansyra (DHPPA) uppticktes av Ross et al. (2004c) vid analys av urin efter mal
innehallande vetekli jamfort med urin efter 5 dagars AR-fri diet och blev senare
bekréftade biomarkdrer for intag av fullkornsrag och vete.



De nya AR metabolitkandidaterna 2-(3,5-dihydroxibensamid)-dttiksyra (DHBA-
glycin/DHBA-Gly) och 5-(3,5-dihydroxifenyl)-pentansyra (DHPPTA) upptéicktes
av en forskargrupp i North Carolina, USA, d& de gjorde en humanstudie med 12
personer (Zhu et al., 2014). Metaboliten 3,5-dihydroxyfenylkanelsyra (DHCA)
identifierades som potentiell AR-metabolit av Bondia-Pons et al. (2013) i samband
med en metabolitprofileringsstudie.

1.6 Syfte

Syftet med arbetet var att underséka om deltagarna i DDIET-studien foljde den diet
de blivit anvisade genom att analysera AR metaboliterna i urinproverna. Foljsam-
heten undersoktes analytiskt genom kvantifiering av DHBA- och DHPPA-innehél-
let i de deltagandes totala urinvolym fran ett dygn. En god foljsamhet indikerades
av stabil utsondring av AR metaboliter 6ver tid under interventionen samt att halten
var hogre respektive lagre hos individer i LR- respektive HR-grupperna. Syftet var
vidare att analysera tre nya potentiella biomarkorer for att bedoma om dessa kunde
pavisas och kvantifieras i urinproverna samt att undersoka hur vél dessa korrelerade
till de etablerade biomarkorerna (DHBA och DHPPA).
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2 Material och metod

2.1 Material

2.1.1 Kemikalier

DHCA var en gava frin en kemist i Tjeckien medan DHBA-glycine, DHPPA samt
DHPPTA syntetiserades for &ndamalet av ReseaChem (Burgdorf, Schweiz). DHBA
koptes fran Sigma—Aldrich Chemie GmbH (Steinheim, Tyskland). N,O-bis(trime-
tylsilyl)trifluoroacetamid (BSTFA) + trimetylklorosilan (TMCS) samt 3-glucuroni-
das koptes av Sigma-Aldrich Co (St Louis, USA). Attiksyra, natriumhydroxid,
natriumacetat etylacetat, metanol, myrsyra, n-hexan, HCI (saltsyra) samt sy-
ringinsyra inskaffades fran Merck (Darmstadt, Tyskland).

2.1.2 Instrument och glasvaror

Multifuge 3s, Heraeus, anvidndes for att centrifugera urinréren under provbered-
ningen. Temperaturen for vattenbadet vid hydrolysen reglerades med en Julabo, p
(Tyskland). VWR, VX-2500 Multi-Tube Vortexer, USA anvéndes for att vortexa
proverna och eppendorpf centrifuge 5810 R (Hamburg, Tyskland) for centrifugering
under vitskefasextraktionen. Kolonnerna som anvéndes for fastfasextraktionen var
Oasis® Max 60 mg kolonner fran Waters (Milford, MA, USA) och roboten som
anvéndes vid samma extraktion var GX-274 ASPEC automated SPE instrument fran
Gilson (Middle-ton, USA). For virmning och indunstning anvidndes Stuart® sample
concentrator SBHCONC/1 samt Stuart® block heater SBH130D/3. Pipetter, spet-
sar, provror 15 ml och 6 ml, korkar till réren, pastorpipetter, GC-vialer och insatser
till dessa samt vial-lock fran VWR International (Stockholm, Sverige).

2.2 Metod

2.2.1 Provforberedelser och hydrolys

Metoden som anvindes baseras pa en metod som tidigare beskrivits av Marklund et
al. (2010). Urinproverna hamtades ur frysrummet (-80 °C) och tinades i rumstem-
peratur, centrifugerades (3 min, 2500 rpm) och randomiserades innan 50 pl urin
pipetterades till provror. Till provroren tillsattes 10 pl internstandard (IS) bestaende
av syringinsyra (297 ug/ml) i metanol liksom 740 pl hydrolyslésning (0,1 M natri-
umacetat buffert pH 5 innehallande 201pg/ml B-glucuronidas/sulfatas fran Helix po-
matia). Tva kvalitetskontrollprover (QC-prover) hirrorande fran 24 timmars urin-
uppsamling fran tva individer (en individ med hog koncentration metaboliter och en
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med l4g koncentration) forbereddes i triplikat tillsammans med 6vriga urinprover.
Samma QC-prover anvindes till samtliga provomgéngar. Proverna inkuberades i
vattenbad (37 °C) dver natten (16 + 2 timmar) efter att de homogeniserats ett par
sekunder med vortex.

Standardprover for en standardkurva om 9 punkter pa en kalibreringskurva (se
Tabell 1), innehallande AR-metaboliterna DHBA, DHPPA, DHCA, DHPPTA och
DHBA-Gly i olika koncentrationer forbereddes direkt efter provpreparationerna.
Till samtliga standardprover tillsattes dven 10 pl IS. Korskontamination vid ana-
lysen undersoktes genom att en kontroll innehéllande endast de eftersokta metabo-
literna samt en innehéllande endast IS forbereddes samtidigt. Till samtliga standard-
16sningar och kontroller tillsattes &ven 2,9 ml 2 % myrsyra i metanol innan de fors-
16ts och forvarades i kylskap tills indunstningen och derivatiseringen innan analysen
med gaskromatografi-masspektrometri (GC-MS).

Tabell 1. Koncentrationerna for punkterna i standardkurvan for de analyserade metaboliterna

Metabolit Légsta koncentration Kontrollprov Hogsta koncentration
DHBA 779 nmol/l urin 18182 nmol/l urin 77922 nmol/l urin
DHPPA 659 nmol/l urin 15385 nmol/l urin 65934 nmol/l urin
DHCA 67 nmol/l urin 1554 nmol/I urin 6667 nmol/l urin
DHPPTA 57 nmol/l urin 1332 nmol/I urin 5708 nmol/l urin
DHBA-Gly 57 nmol/l urin 1326 nmol/l urin 5687 nmol/l urin

2.2.2 Vatske-vatskefas extraktion

Efter 16 + 2 timmar avbrots hydrolysen av urinproverna genom tillsats av 15 pl
koncentrerad saltsyra foljt av vortexning i en dryg minut. Darefter utfordes vatske-
vitskefas extraktioner genom att 3 ml etylacetat tillsattes till proven som sedan vor-
texades 2 minuter f6ljt av 4 minuter centrifugering (2500 rpm, 4 °C). Fas-separation
utfordes genom frysning av vattenfasen i ett isbad (etanol och kolsyreis), for att
sedan hilla 6ver 16sningsmedelsfasen (etylacetat) i ett nytt provror. Extraktionen
upprepades en géng efter att proverna tinats i varmvattenbad. Losningsmedelsfa-
serna kombinerades provvis (totalt ca 6 ml) samt evaporerades till torrhet 1 virme-
block (60 °C) under N, flode.

2.2.3 Fastfas extraktion av urinprov och QC-prov

De extraherade &mnena lostes upp 1 1 ml metanol och vortexades 1 minut. Extrakt-
ionen skdottes automatiskt med hjdlp av en fastfasextraktionsrobot (solid phase ex-
traction = SPE). Oasis® Max kolonner forbereddes med genomskdljning av 1 ml
0,1 M NaOH i metanol innan de laddades med proverna. Efter tvitt med 2 ml me-
tanol eluerades proven ut i 6 ml-provroér med hjélp av 3 ml 0,1 M myrsyra i metanol.
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2.2.4 Derivatisering

Nar alla prover, standarder och kontroller evaporerats till torrhet i varmeblock (60
°C) under N> flode tillsattes 100 pl BSTFA + TMCS till samtliga provror. Da alla
provror forslutits och vortexats noggrant inkuberades de i ett varmeblock (60 °C) i
60 minuter. Efter inkubationen pipetterades samtliga 16sningar till GC-vialer.

2.2.5 GC-MS analys

Proverna (urin-, QC- och standardproverna samt kontrollerna) randomiserades till
en turordningslista med hjélp av Excel. For att styra GC-MS analysen anvéndes da-
taprogrammet Xcalibur. Till gaskromatografen (Finnigan™ TRACE GC Ultra Gas
Chromatograph, Thermo Fischer Scientific, Waltham, MA, USA) anvindes en
zebron ZB-5MS kapillarkolonn med ldngd 15 m, en innerdiameter pa 0,25 mm och
tjockleken pa stationdrfasen var 0,25 pum. Hexan anvéndes som blank. Av varje prov
injicerades 1,5 pl med hjilp av en autosampler (AI/AS 3000) in i en injektionsport
(programmerad temperatur vaporisation-injektor, PTV) uppvarmd till 300 °C. He-
lium anvéndes som barargas med flodet 1,0 ml/min. Temperaturprogrammet for ug-
nen borjade pa 100 °C i en minut, f6ljt av temperaturokning med 8,6 °C per minut
till 180 °C. Dérefter 6kades temperaturen med 1,5 °C per minut till 185 °C, for att
dérefter 6ka 40 °C/minut till 260 °C och sedan 6ka 7,0 °C per minut till 280 °C.
Slutligen hoéjdes temperaturen med 10,0 °C per minut till 300 °C som sedan holls i
5 minuter. Efter gaskromatografen fordes proven genom en transportledning (310
°C) till en masspektrometer (Finnigan TRACE DSQ II massdetektor, Thermo Fi-
scher Scientific, Waltham, MA, USA) dér jonkéllans temperatur var 250 °C. Pro-
verna analyserades genom selekterad jonregistrering (selected ion recording = SIR).
Tabell 2 visar de selekterade jonerna dir masstalen overst i varje kolumn anviandes
for kvantifieringen av &mnena. Identifiering av &mnena utférdes genom att stan-
dardlosningarnas toppar inom valt massintervall (jonens masstal + 0,5 m/z) jamfor-
des med provernas toppar vid samma retentionstider.

Tabell 2. De selekterade jonerna for de analyserade metaboliterna och syringinsyra (internstan-
dard)som anvéndes for kvantifiering.

DHBA  Syringinsyra DHPPA DHCA DHPPTA DHBA-Gly

370 342 398 291 268 254
\; 311 327 281 381 281 281
355 312 293 396 426

2.2.6 Dataanalys
For berdkningar av data fran GC-MS-analysen anvidndes dataprogrammet Xcalibur.
For att identifiera de toppar i kromatogrammet som skulle kvantifieras, skapades en
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processmetod i programmet baserat pa standardprovernas retentionstider och mass-
tal for utvalda joner. Selektion samt avgransning av topparna justerades sedan ma-
nuellt vid behov. For kvantifieringen av respektive &mne anvindes masstalen 6verst
i kolumnerna i Tabell 2.

En linjar standardkurva for varje metabolit och provomgéng anpassades till de 9
standardproverna innehallande de olika metaboliterna samt IS (se Tabell 1). IS an-
vindes for att kompensera for analytforluster i proverna. Ekvationen for respektive
standardkurva anvindes for att berdkna metabolitkoncentrationerna i de olika pro-
verna samt substansmingderna sedan urinvolymerna erhéllits fran DDIET-studien.

For statistisk behandling av data samt for att skapa figurer anviandes Microsoft
Office Excel 2013. Variationskoefficienterna (CV) inom- respektive mellan prov-
omgangarna for de olika metaboliterna riknades ut med hjélp av QC-proverna.

For att berdkna korrelationskoefficienter (r-virde) anvdndes punktdiagram dar
metaboliternas substansmingder (umol/dag) plottades mot varandra. Korrelations-
koefficienterna fran trendlinjen visas sedan i Tabell 5.
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3 Resultat

3.1 Detekterbarhet, spridning och korrelation

Alla 206 prover analyserades med avseende pd de fem AR-metaboliterna. DHBA
och DHPPA detekterades i samtliga prover, DHCA och DHBA-Gly detekterades i
204 (99 %) av proverna. DHPPTA detekterades i 167 (81 %) av proverna och hade
lag respons relativt till bruset i en del av proverna. Variationskoefficienterna (CV)

inom och mellan provomgangarna for de olika metaboliterna visas i Tabell 3 och
Tabell 4. DHBA och DHPPA hade lagst CV.
Metaboliternas korrelation gentemot varandra varierade ganska mycket fran ett R>-
virde pa 0,38 mellan DHBA och DHPPTA till ett R?-vérde pd 0,90 mellan DHBA

och DHPPA, se Tabell 5.

Tabell 3. Variationskoefficienter inom batcherna for de olika metaboliterna i QC-proverna med hdg

respektive 1&g koncentration.

QC-prover DHBA DHPPA  DHCA DHPPTA DHBA-Gly Batch

Hog konc. (CV %) 8,9 5.2 11,0 17,6 44,1 Bl
5,5 8,0 8,6 14,4 9,9 B2
2,9 3,1 1,6 42 4.9 B3
6,4 7.9 3,0 9,3 18,1 B4
6,0 2.4 3.3 1,8 17,2 BS
10,5 8,1 10,4 * 9,1 B6
9,0 42 12,9 22,0 15,4 B7

Lég kone. (CV %) 20,0 232 373 46,1 65.5 Bl
10,0 9,0 14,3 * 35,9 B2
5,9 18,6 16,8 39.8 10,8 B3
8,9 152 17,7 32,9 22,9 B4
2,9 133 18,8 * 12,0 BS
7.6 7.6 19,0 44 26,6 B6
16,9 12,8 27,1 0,6 324 B7

* Variationskoefficienterna kunde inte berdknas da de laga koncentrationerna inte kunde detekteras i

flera prover.

Tabell 4. Variationskoefficienter mellan batcherna for de olika metaboliterna i QC-proverna med hdg

respektive lag koncentration.

QC-prover DHBA DHPPA DHCA DHPPTA  DHBA-Gly
Hég kone. (CV %) 45 2,0 5.4 8,5 7,5
Lég konc. (CV %) 73 4,7 8,3 17 21
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Tabell 5. AR-metaboliternas R?-varden visar hur de korrelerade gentemot varandra.

R? DHBA DHPPA DHCA DHPPTA DHBA-Gly
DHBA 1 0,90 0,58 0,38 0,41
DHPPA 0,90 1 0,76 0,58 0,50
DHCA 0,58 0,76 1 0,87 0,46
DHPPTA 0,38 0,58 0,87 1 0,47
DHBA-Gly 0,41 0,50 0,46 0,47 1

3.2 Metabolitvariation over tid
Urinvolymerna for samtliga prover fanns inte tillgingliga. De prover som saknade
volym uteslots darfor ur berdkningarna liksom de prover diar méarkning var otydlig.
Kvarvarande 181 prover lag till grund for resultaten i Figur 2, Figur 3 och Figur 4.
Gruppernas utsondrade metabolitméngder skiljde sig signifikant (P=0,001) for
samtliga metaboliter efter interventionens start. Medelmidngderna (umol/dygn) med
spridningsstaplar visandes standardavvikelser for varje metabolit i de tva grupperna
redovisas fore respektive efter dieternas start i Figur 2. LR-gruppens och HR-grup-
pens medelvérden var tillsynes lika fore interventionens start for DHBA, DHPPA
och DHCA medan gruppernas startvirden skiljde mer for DHPPTA och DHBA-
Gly.

Metaboliternas mangder vid olika tidpunkter och dieter

120,00

100,00
)
%‘ 80,00 ® HR under diet
=
E 60,00 - ® HR fore diet
‘: 40,00 - [ M LR fore diet
£ 20,00 s ® LR under diet
= 1 J—#

0,00
DHBA DHPPA DHCA DHPPTA DHBA-Gly
-20,00

Figur 2. Fran vénster till hoger: DHBA, DHPPA, DHCA, DHPPTA, DHBA-Gly. Staplarna visar de
olika metaboliternas medelméngder (umol/dygn) samt spridningsstaplar med standardavvikelser for
HR- och LR-gruppen. Gruppernas méngder fore dieten visas i mitten for att tydliggoéra likheter och
skillnader mellan grupperna for respektive metabolit med méngderna under respektive diet pa var sida.

Resultaten per kontrollvecka visas i Figur 3. For LR-gruppen varierade méangden
utsondrad metabolit likartat for DHBA, DHPPA, DHCA och DHPPTA med ge-
nomgaende hogre virden efter dieternas borjan jaimfort med ursprungsvirdena.
Maingden utsondrad metabolit borjade dka vecka 2 med en topp vid vecka 4 for att
sedan sjunka négot vid de tva efterf6ljande mattillfillena. LR-gruppen utsondrade
genomgaende mer DHPPA och DHBA-Gly én HR-gruppen. DHBA-Gly f6ljde
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inte samma mdnster som dvriga metaboliter da ingen tydlig 6kning kunde ses for
LR-gruppen efter dietens start (endast vid tvé av fyra dietveckor oversteg kontroll
veckan innan start). Skillnaden skulle kunna bero pé att DHBA-Gly var svérare att
analysera (se detekterbarhet och CV-vérden).

For HR-gruppen sédnktes utsondringen av DHBA, DHPPA, DHCA och DHPPTA,
medan DHBA-Gly hade en mer marginell sénkning (Figur 3). Under dieten fanns
det en tendens till en svag topp vecka 6 for samtliga metaboliter utom DHBA.

DHBA DHPPA
70,00 - 130,00
60,00 110,00
c 13 I
2000 Z 90,00
-~
3 40,00 1 TE 70,00
g. 30,00 = 50,00 B HR-grupp mede!
B 20,00 .ncn ® LR-grupp medel
B 20, £ 3000 -
i - r | -
s 10,00 = 10,00 -
0,20 10,00 : :
210,00 L V=2 v-1 w2 vd4 v6 v8 ke v2 v-1 v2 v4 v6 v8
Tid in i diet Tid in i diet
DHCA DHPPTA
60,00 20,00
- 50,00 N I
£ 20,00 I 27 I
= = | il
S 30,00 s 10,00
E £ = HR-grupp medel
2 2000 - : - S 500 14— L - aR del
13 B ® LR-grupp medel
& 10,00 - &
= 4004 = 0,00 - ‘ : :
V- v-1 v2 v4 v6 w8
210,00 LVv-2 v-l w2 v4  v6e  v8 500
Tid in i diet i Tid in i diet
DHBA-Gly
50,00
240,00 T I T
g 30,00
9o 30,
E
.g' 20,00 W HR-grupp medel
an
5 10,00 ® LR-grupp medel
=
0,00 ' - ; ;
v-2 v-1 v2 va v6 ve

Tid in i diet

Figur 3. AR-metaboliternas medelutsondring 6ver dygnet vecka for vecka med spridningsstaplar vi-
sande standardavvikelse for LR- samt HR-gruppen vid olika tidpunkter i fére och under dieterna.

3.3 Resultat for kvinnor och man

I Figur 4 visas samma uppdelning som i Figur 2 men uppdelat for kvinnor och mén.
Ingen signifikant skillnad fanns mellan kdnen varken inom eller mellan metaboli-
terna. Méinnen utsondrade ndgot hdgre metabolitméngder dn kvinnorna fore dieter-
nas borjan samt i HR-gruppen (vid ldgre metabolithalter). I LR-gruppen utsondrade
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kvinnorna lite mer DHBA, DHPPA och DHCA (de mest palitliga metaboliterna) 4n
ménnen under pagaende diet.

DHBA DHPPA DHCA

60 120 60
£ 50 £ 100 .50
2 2 =
Y 2 2w
] i c i o il i
£ 30 £ 60 £ 30 W Kvinnor
+ 20 ——M——— — 240 +— 1 — 220 4— = Min
B B o i i
2 10 ——.T— — = 2 20 T — — 2 10 +——+—
H i i
s 0 — T — = 0 T T | s 0 — T |

10 HR-grupp  Fére  LR-grupp 20 HR-grupp  Fére LR-grupp 10 HR-grupp  Fére  LR-grupp

DHPPTA DHBA-Gly

20 60
c &
215 +———— 5
g [T Fo
© 10 T E 3 T i B Kvinnor
E =
el = 20 | ® Min
3 2
c @ 10 4
w0 s
= HR-grupp Fore  LR-grupp 0 -+

-5 HR-grupp Fdre LR-grupp

Figur 4. Metaboliternas medelméngder samt spridningsstaplar for standardavvikelser fore och efter
studiens borjan for kvinnor respektive man med HR- respektive LR-dieter.
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4 Diskussion

4.1 Detekterbarhet, spridning och korrelation

DHBA och DHPPA anses vara etablerade, utvirderade biomarkorer for AR-intag
(Landberg et al., 2008; Marklund et al., 2013). Detta bekréftades av att de aterfanns
1 samtliga prover samt har relativt 14ga CV-virdena. Av de nya metabolitkandida-
terna hade DHCA god detekterbarhet (99 % av proverna) och relativt laga CV-vir-
den och visade darmed god metodkompatibilitet. Fr DHBA-Gly, som hade bra de-
tekterbarhet (99 % av proverna) men hdga CV-virden, var metoden kanske inte lika
vél anpassad for kvantifiering. DHPPTA hade béde 14g detektionsgrad (81 %) och
hoga CV-virden vid laga metabolitkoncentrationer och var dédrmed inte lamplig for
identifiering eller kvantifiering av AR i metodens aktuella utformning. Fran CV-
véardena for QC-proverna (Tabell 3) kunde det 4ven konstateras att metoden genom-
giende gav sikrare viarden vid hogre koncentrationer an vid lagre. QC-provet med
lag koncentration hade hdgre metabolitkoncentration &n de urinprover fran DDIET-
studien som hade lagst koncentration. Matosékerheten var troligtvis dnnu storre for
DDIET-proverna med lag koncentration &n vad som kunde visas med QC-proverna
d& QC-proverna inte tickte koncentrationsomradet for de svagaste urinproverna.

For att sdkerstilla resultatens kvalitet for metabolitkandidaterna bor en full vali-
dering av metoden utforas, till exempel avseende detektions- och kvantifierings-
grinser, linjéritet och precision (U.S. Department of Health and Human Services et
al., 2001). Metoden var minst tillimpbar f6r DHBA-Gly och DHPPTA da topparna
fran dessa var svara att skilja fran bruset. Det var ibland svért att bestimma toppar-
nas avgransningar dven for de ovriga metaboliterna, samt vilken topp som var rétt
dé retentionstiderna kunde variera nagot mellan proverna. Fér metodoptimering
skulle modifieringar i derivatiseringssteg samt GC-MS program och utrustning, sa
som kolonn, kunna utvirderas. Aven anviindning av andra joner for kvantifiering
kan studeras noggrannare. Darutover skulle spikningstester och undersokning av al-
ternativa derivatiseringsagens kanske forbéttra kvantifierings- och detektionsprecis-
ionen for de mer svaranalyserade metaboliterna.

Metaboliternas korrelation till varandra dr ett tecken pa att de ar relaterade till
samma parametrar, i det hér fallet intag, upptag, metabolism och exkretion av AR.
Korrelationen utvirderades med hjilp av R2-virden for varje metabolit plottad mot
de andra metaboliterna. Hoga virden motsvarar hogre korrelation och vise versa.

Da korrelationsviardena endast grundar sig pa de prover dar metaboliterna kunde
kvantifieras kunde det antas att korrelationen mellan DHPPTA och 6vriga metabo-
liter framfor allt representerade prover med hdg metabolitkoncentration. Analyser
av DHBA och DHPPTA visade att det 6ver i stort sett hela koncentrationsspannet
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forekom prover dir DHPPTA inte kunde kvantifieras (data visas ej). Korrelationen
mellan metaboliterna kan ha paverkats negativt av proverna med ldgre metabolit-
koncentration da dessas precision i vissa fall var lga.

DHBA hade relativt lag korrelation till DHPPTA som enligt Zhu et al. (2014)
antas vara prekursor till DHBA, detta kan synas vara forvanande. Forklaringar kan
vara att DHPPTA har lag detekterbarhet och ett hogt CV-virde, vilket styrks av att
detta géller aven i forhéllande till ndstan alla 6vriga metaboliter. Andra orsaker kan
vara varierande metabolism av DHPPTA och DHBA hos forsoksdeltagarna, denna
variation kan eventuellt ha forstarkts av skillnader i 6vrig kost.

Korrelationen for DHBA-Gly var svag mot dvriga metaboliter. Den jon som an-
vindes for kvantifieringen var inte molekyljonen. Molekyljonen eller en annan jon
skulle kunna undersokas for att se de kunde passa béttre for kvantifiering.

4.2 Metabolitvariation 6ver tid
Da det var stor spridningen i resultaten var manga av iakttagelserna inte signifikanta,
men tendenserna kan eventuellt vara virda att studera vidare (Figur 2-4).

Korrelerande resultat over tid for medelmédngderna av de olika metaboliterna i
Figur 2 tyder pa att de &r méatt p4 samma parameter. Resultaten stimde dessutom
overens med vad som kunde forvéntas av AR-intaget i och med fullkornsintaget.

Att de flesta av metaboliterna dven kunde pavisas i HR-gruppen berodde troligt-
vis pa att deltagarna fick dta upp till 10 g fullkorn per dag (Nowotny et al., 2015).
AR finns dven i icke-fullkornsprodukter och da framfor allt 1 rigprodukter eftersom
avldgsnandet av den AR-rika klidelen av séddeskornet vid mjoltillverkningen inte &r
komplett. Avldgsnandet av klidelen vid ragmjdlsproduktion forsvaras av att aleu-
ronlagret sitter hardare fastat vid endospermdelen av séddeskornet hos rag dn hos
vete (Slavin et al., 2001). Om personer i HR-gruppen étit icke-fullkornsprodukter
med hog andel rag skulle de alltsa &nda kunna ha haft ett relativt hogt AR-intag. For
en del personer som haft ett hogt AR-intag tidigare kan en del inlagrade AR even-
tuellt ocksa ha frigjorts fran fettvdv (Jansson et al., 2010).

For LR-gruppen skulle den successiva dkningen av metabolithalten vid vecka 2
och vecka 4 kanske kunna forklaras av att det kan ta ett tag for deltagarna att anpassa
sig till ett 6kat AR intaget efter start av dieten (Figur 3). Detta da dndrad kost kan
ge upphov till &ndrad sammanséttning av mikroorganismer i tarmen vilket potenti-
ellt skulle kunna 6ka upptaget av AR fran tarmen (Ramakrishna, 2013). Minskning
vid senare provtillfillen skulle kunna forklaras av att forsoksdeltagarnas motivation
till att f6lja dieten kan ha minskat med tiden och att de d4 minskat fullkornsintaget
(Jin et al., 2008). En annan forklaring kunde vara att det med tiden kan ha skett en
okad utsondring av AR via gallan och/eller en 6kad inbindning till erytrocyter, fett-
vévnad eller annan vdvnad vilket gjort att méngden AR som metaboliserats minskat
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(Linko & Adlercreutz, 2005; Linko-Parvinen et al., 2007; Jansson et al., 2010;
Marklund et al., 2014).

For HR-gruppen forklaras minskningen av metaboliter vid start av dieten av att
intaget av fullkorn i dieten begransades (Figur 3). Den svaga toppen vid vecka 6
skulle d&ven den kunna bero pa minskad motivation att folja dieten (Jin et al., 2008).
I Ovrigt ar det svart att dra nagra konkreta slutsatser pa grund av begransningar i
analysmetoden och stora variationer mellan individer.

Mer forskning behdvs pa de metabola vigarna for framfor allt DHCA men det
kunde dven vara intressant att utvérdera hur effektiva de 6vriga kinda metabola ste-
gen ir. Aven specificiteten hos de nya metaboliterna gentemot andra alkylresorci-
noler och liknande molekyler skulle behdva undersokas béttre for att utesluta andra
kallor an fullkorn fran vete och rag.

4.3 Kvinnor och man
I tidigare studier, bland annat Andersson et al. (2011), har koncentrationsskillnader
for AR i plasma mellan kvinnor och mén observerats, varfor eventuella skillnader i
urinutsondringen utvérderades i detta arbete. Det fanns ingen signifikant skillnad
mellan kvinnor och mén. For de smé skillnader som kunde anas for de olika meta-
boliterna var det svart att avgdra om de kom fran skillnader i metabol aktivitet mel-
lan konen, skillnader i intag eller osékra métresultat.

Inom- och mellan individvariationer for DHBA och DHPPTA har studerats tidi-
gare (Landberg et al., 2008). Variationer for de 6vriga metaboliterna skulle kunna
studeras vidare for att kunna dra tydligare slutsatser.

4.4  Slutsatser

De flesta deltagarna i DDIET-studien tycktes f6lja sina dieter dd LR-gruppen 6kade
fullkornsintaget medan HR-gruppen sénkte samma intag jamfort med startvérdena
dven om det radde stor exkretionsvariation inom de tva dietgrupperna. For samtliga
metaboliter skiljde sig ocksa grupperna signifikant efter dieternas start.

DHPPA, DHPPTA och DHCA, med sina laga CV-virden och hoga korrelationer,
var med denna metod de sékraste biomarkorerna for fullkornsvete och rag. DHBA-
Gly hade hog detekterbarhet och medelhdg korrelation till dvriga metaboliter men
hoga CV-virden varfor metaboliten med nuvarande metod inte r tillforlitlig som
biomarkoér. DHPPTA hade relativt 14g detekterbarhet vilket skulle kunna forklara
dess hoga CV-virden vid laga koncentrationer samt laga korrelationer till de andra
metaboliterna. Med detta sammanvégt var DHPPTA inte tillforlitlig som biomarkor
for fullkornsvete och rag med denna metod.
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