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6. Projektresumé

Dansk:

Baseret pa studier i rottemodeller, har MAESTRA-projektet genereret felgende resultater og viden:
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e Dokumentation af at ovariektomiserede rotter er anvendelige som model for undersggelser af dize-
tens effekt pa knoglemineralisering.

e Calciumindhold i dizeten er afggrende for knoglemineraliseringen.

e Inulin har et stort potentiale til at modulere tarmmikrobiotaens metaboliske aktivitet ved at stimu-
lere fermenteringsprocesser i tarmen.

e Patrods af gget fermentering i tarmen, var inulin-supplement ikke forbundet med en effekt pa
knoglemineraliseringen eller knoglestyrken.

e Lavfelts-NMR-relaksometri er en anvendelig og non-destruktiv metode til at bestemme knoglers
struktur og porgsitet.

e Indtag af yoghurt modulerer tarmmikrobiotaens sammenszaetning ved at gge den relative maengde
af Lactobacillus og Streptococcus pa bekostning af Clostridiaceae and Clostridium.

e Yoghurt er en bedre fgdevarematrice til at sikre knoglemineralisering end maelk.

English:

Based in studies using rat models, the MZASTRA project has generated the following results and knowledge:

e Documentation that ovariectomized rats are useful as model for studies of the effect of diet on
bone mineralization.

e Calcium content in the diet is essential for bone mineralization.

e |nulin has a great potential to modulate the metabolic activity of the intestinal microbiota by stimu-
lating fermentation processes in the intestine.

e Despite increased fermentation in the gut, inulin supplementation was not associated with an ef-
fect on bone mineralization gene or bone strength.

o Low-field NMR relaxometry is a useful and non-destructive method for determining bone structure
and porosity.

e Intake of yogurt modulates the composition of the intestinal microbiota by increasing the relative
amount of Lactobacillus and Streptococcus at the expense of Clostridiaceae and Clostridium.

e Yoghurt is a better food matrix to ensure bone mineralization than milk.

7. Projektets formal

Dansk: MZSTRA har det overordnede formal at undersgge, hvordan eksisterende matriceeffekter i maelken
fremmer calciumoptagelsen, og hvordan en strategisk kombination med fermenterbare kostfibre yderligere
kan forbedre optagelsen af calcium.

English: MASTRA will determine how a strategic combination of milk calcium, lactose, and fermentable fi-
bers within the same food matrix, or a fermented food matrix may enhance the absorption of calcium.

8. Projektets baggrund

Et tilstraekkeligt calciumindtag og optagelse er vigtigt med henblik pa at forebygge knogledemineralisering.
Seerligt postmenopausale kvinder er i risiko for knogledemineralisering og udvikling af osteoporose pa
grund af en nedsat calciumoptagelse (1). Mejeriprodukter udger den vigtigste kilde til calcium fra kosten
(2). Berigelse af fgdevareprodukter med maelkecalcium har vist sig at have et potentiale, idet et interventi-
onsstudie, hvor unge piger indtog fgdevareprodukter beriget med maelkecalcium (850 mg/d) i 1 ar, afslg-



rede en gavnlig effekt pa knoglemassen (3) — en effekt der holdt sig flere ar efter interventionens afslut-
ning. Calciumoptagelse fra tarmen er hovedsageligt passiv og derfor afhaengig af tilgeengeligheden og oplg-
seligheden af calcium i tarmen. Fa studier har undersggt, hvorledes fgdevarers egenskaber og sammensaet-
ning pavirker calciumoptagelsen. Der mangler saledes en grundlaeggende forstaelse af, hvordan matriceef-
fekter i fedevarer gver indflydelse pa calciumoptagelsen. Det er dog opsigtsvaekkende, at et nyligt studie
viste, at indtagelse af fermenterede mejeriprodukter indeholdende prze- og probiotika i hgjere omfang re-
ducerede knogletab i postmenopausale kvinder end indtagelse af calcium fra maelk eller ost (4). Dette stu-
die viser dermed, at knoglemineralisering ikke alene afggres af mangden af calcium, der indtages, men at
fedevarematricen ogsa indvirker pa calciumoptagelsen. Andre studier har vist, at calciumoptagelsen frem-
mes, nar den almindelige kost suppleres med praebiotiske fibre (5-6). Denne effekt er formentlig medieret
gennem tarmbakteriernes metaboliske aktivitet, hvor fermenteringsprocesser og en resulterende dannelse
af kortkeedede fedtsyrer vil forarsage en pH-sa&nkning i tarmen, som fremmer calciumtilgeengeligheden (7-
8). Saledes synes tarmens mikrobiom at have en forblgffende staerk indflydelse pa calciumoptagelsen og
knoglemineralisering, hvorfor det er blevet postuleret, at der eksisterer et link mellem tarmens mikrobiom
og knogleapparatet, en sakaldt gut-bone akse (7). Imidlertid er det ringe belyst, hvilken betydning indtag af
maelk og maelkekomponenter har pa denne gut-bone akse.

MZSTRA har det overordnede formal at undersgge, hvordan eksisterende matriceeffekter i mejeriproduk-
ter fremmer calciumoptagelsen, og hvordan en strategisk kombination med fermenterbare kostfibre yderli-
gere kan forbedre optagelsen af calcium. Gennem interventionsstudier med rotter vil MESTRA-projektet
teste fglgende hypoteser:

e (Calciumabsorption i tyktarmen er under indflydelse af tarmfloraens metaboliske aktivitet.

e Tarmbakteriernes fermentering af laktose til maelkesyre har en pH-saenkende effekt, hvorfor den
kombinerede tilstedevaerelse af calcium og laktose gger optagelsen af calcium.

e En gget dannelse af kortkaedede fedtsyrer i tarmen ved tilstedeveerelsen af prabiotiske, fermenter-
bare fibre vil have en pH-saenkende effekt, der fremmer optagelsen af calcium.

e Fermenterede mejeriprodukter udggr en fgdevarematrice, der via en gavnlig stimulering af tarm-
miljpet fremmer optagelsen af calcium.
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9. Projektets delaktiviteter i hele projektperioden
Der er blevet gennemfgrt tre interventionsstudier med rotter:

Det fgrste studie havde til formal at undersgge effekten af calciumkilde, laktose- og inulintilsaetning og fal-
gende diaeter indgik:

1. Dieet suppleret med calciumholdigt maelkemineral (n=7)

2. Dieet suppleret med calciumholdigt maelkemineral og laktose (n=7)
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Dieet suppleret med calciumholdigt maelkemineral og inulin (n=7)
Dieet suppleret med calciumcarbonat (n=7)

Dizet suppleret med calciumcarbonat og laktose (n=7)

Dizet suppleret med calciumcarbonat og laktose (n=7)

Diaet uden calcium supplement (placebo/negativ kontrol) (n=7)

Fglgende analyser blev gennemfegrt:

Knoglemineralisering ved DXA-scanning.

Mekanisk knoglestyrke af Femur.

Serum knoglemarkgrer PINP og CTX.

Knoglestruktur af Femur vha. lavfelts-NMR-relaksometri.

Metabolomics-analyser af blodserum, faeces og tarmindhold (tyndtarm, ceecum og colon).
Mikrobiotasammensatning ved 16s RNA-sekventering.

pH af tarmindhold.

Det andet studie havde til formal at sammenligne maelk og yoghurt som calciumkilder, samt effekten af in-
klusion af inulin i fedevarematricen og fglgende dizeter indgik:
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Dizet med calciumberiget maelk som calciumkilde (n=9)

Dizet med calciumberiget fermenteret yoghurt som calciumkilde (n=9)

Dizet med calciumberiget fermenteret yoghurt som calciumkilde og suppleret med inulin (5%) (n=9)
Dizet med calciumcarbonat som calciumkilde (n=9)

Dizet uden supplement (negativ kontrol/placebo) (n=9)

Dizeterne 1-4 indeholdt alle samme maengde calcium svarende til at rotterne fik 90 mg calcium/dag, sva-
rende til anbefalinger for rotter.

Fglgende analyser er gennemfgrt pa indsamlet prgvemateriale:

Knoglemineralisering ved DXA-scanning.

Mekanisk knoglestyrke af Femur.

Knoglestruktur af Femur vha. rgntgenanalyser.

Knoglestruktur af Femur vha. lavfelts-NMR-relaksometri.

Metabolomics-analyser af blodserum, faeces og tarmindhold (tyndtarm, ceecum og colon).
Mikrobiotasammensatning ved 16s RNA-sekventering.

pH af tarmindhold.

Derudover er der gennemfgrt et 6-ugers interventionsstudie med unge hanrotter, der ved randomiseret
tildeling har faet en af fglgende fire dieter:

1.

2.
3.
4.

Dieet suppleret med maelk som calciumkilde (n=9)

Dizet suppleret med maelk som calciumkilde og suppleret med inulin (5%) (n=9)

Diaet suppleret med fermenteret yoghurt som calciumkilde (n=9)

Dizet suppleret med fermenteret yoghurt som calciumkilde og suppleret med inulin (5%) (n=9)

Alle dizeterne indeholdt samme mangde calcium svarende til, at rotterne fik 45 mg calcium/dag, hvilket er
ca. 50% af anbefalingen for rotter.

Felgende analyser er enten gennemfgrt eller under udfgrelse pa det indsamlede prgvemateriale:

Knoglemineralisering ved DXA-scanning.



e Mekanisk knoglestyrke af Femur.

e Knoglestruktur af Femur vha. rgntgenanalyser.

e Knoglestruktur af Femur vha. lavfelts-NMR-relaksometri.

e Metabolomics-analyser af blodserum, faeces og tarmindhold (tyndtarm, ceecum og colon).
e Mikrobiotasammensatning ved 16s RNA-sekventering.

e pH af tarmindhold.

Det tredje studie var et add-on-studie, der ikke oprindeligt var planlagt i projektet. Men pga. de meget
spaendende resultater, vi opnaede i studiet med maelk og yoghurt, besluttede vi at gennemfgre et ekstra
studie.

10. Afvigelser

Der er blevet gennemfgrt ekstraaktiviteter i form at det tredje rottestudie, der ikke var planlagt i den oprin-
delige projektplan. Ydermere er der ekstraordinzert blevet gennemfgrt NMR-relaksationsmalinger pa knog-
lemateriale og transcriptomics og metabolomics pa leverveev, som er aktiviteter, der heller ikke var planlagt
i den oprindelig projektplan. Derudover har der ikke veeret nogen afvigelser fra den oprindelige projektplan.

11. Projektets resultater

Effekt af calciumkilde, laktose- og inulintilsaetning

Det fgrste rottestudie viste, at rotter, der fik en diaet med et minimalt indhold af calcium (0,03%) havde en
steerk og signifikant lavere knoglemineralisering, og den mekaniske brudstyrke var ligeledes steerkt signifi-
kant lavere end rotter, der fik en diset med calciumindhold svarende til anbefalinger for rotter (0,5%). Sale-
des viste studiet, at calciumindholdet er afggrende for knoglemineralisering, og ved at tildele ovariektomi-
serede rotter en calcium-deficient dizet, kan der simuleres betingelser svarende til knogledemineralisering,
som antages at finde sted hos postmenopausale kvinder, der ikke indtager tilstraekkeligt calcium.

| relation til effekt af calciumkilde blev der ikke fundet markante forskelle i rotternes knoglemineralisering,
og den mekaniske brudstyrke afhaengig af, om de fik calciumcarbonat eller maelkemineral som calciumkilde.

Der blev observeret at inulin i stort omfang stimulerede dannelsen af kortkaedede fedtsyrer, seerligt acetat

og butyrat, i tarmen med et resulterede fald i pH. Laktosetilseetning havde stgrst effekt pa pH i jejunum. Pa
trods af disse effekter af inulin og laktose pa den metaboliske aktivitet i tarmen, var dette ikke afspejlet i de
malte knogleparametre.

Resultaterne af studiet er publiceret i artiklen: “Effects of calcium source, inulin and lactose on gut-bone
associations in an ovarierectomized rat model”. He et al., 2022 Molecular Nutrition & Food Research, 66:
2100883.

Bestemmelse af knoglestruktur ved lavfelts-NMR-relaksation

Som en ekstraordinaer analyse af knoglevaevet, blev brugen af lavfelts-NMR-relaksationsmalinger til analyse
af larbensknogler (femur) udtaget fra rotterne undersggt. T2-relaksation blev malt ved hjzelp af CPMG-se-
kvensen, og distribuerede T2-relaksationsdata viste, at knogler med lav knoglemineralisering (stammende
fra den negative kontroldizet med lavt calciumindhold) havde en stgrre fraktion af en T2-population med



leengere relaksationstider svarende til, at der eksisterer st@grre porer og dermed at knoglestrukturen er
mere porgs. Sammenholdelse af T2-relaksationskurver og mekanisk brudstyrke bestemt med instrumentelt
med en Texture Analyzer viste en hgj korrelation, hvorfra vi kan udlede, at T2-relaksationsdata indeholder
information om knoglestrukturen, der har betydning for knoglestyrken.

Resultaterne af studiet er publiceret i artiklen: “Dual NMR for probing intrinsic bone structure and a poten-
tial gut-bone axis in ovariectomized rats”. He et al., 2022. Magnetic Resonance in Chemistry, 60: 651-658.

Effekt af fermentering og inulintilssetning

Det andet rottestudie viste, at knoglemineralindholdet i rygraden (spine) var signifikant hgjere for rotter,
der havde faet calcium-beriget yoghurt som calciumkilde sammenlignet med calcium-beriget malk. Analyse
af mikrobiotaens sammensaetning afslgrede, at rotter tildelt yoghurt havde en markant anden mikrobiota
da relativ abundance (indhold) af lactobacillus og streptococcus var signifikant hgjere, mens relativ abun-
dance af clostridier var reduceret sammenlignet med de gvrige dizeter. Saledes pegede studiet p3, at yo-
ghurtindtag resulterer i en 2ndring af mikrobiotaen, der synes at vaere forbundet med en gavnlig indfly-
delse pa knoglemineraliseringen. Metabolomics-analyser af tarmindholdet resulterede ikke i en identifika-
tion af eendrede metabolitter, induceret af yoghurtindtaget. pH-malinger indikerede derimod, at den gavn-
lige indflydelse af yoghurtindtag pa calciumoptag muligvis kan tilskrives en mindre reduktion i pH i tyndtar-
men. Malte pH-veerdier i tyndtarmen var dog ikke signifikant forskellige, og dermed er alle de underlig-
gende mekanismer endnu ikke kortlagt.

Ligesom i det fgrste studie blev det fundet, at inulin havde en meget markant effekt pa fermenteringen i
tarmen med et resulterede gget indhold af kortkaedede fedtsyrer og et lavere pH i tarmmiljget. Disse meta-
boliske effekter kunne dog ikke kobles til en effekt pa knoglemineraliseringen.

Resultaterne af studiet er publiceret i artiklen: “Yogurt Benefits Bone Mineralization in Ovariectomized
Rats with Concomitant Modulation of the Gut Microbiome”. He et al., 2022, Molecular Nutrition &
Food Research, 66: 2200174.

Effekt af fermentering og inulintilsaetning under lav calciumtildeling

Efter at de fgrste to rottestudier viste staerkt signifikante effekter af inulintilsaetning pa dannelsen af kort-
kadede fedtsyrer og pH-seenkning i tarmen, men uden at det tilsyneladende havde nogen indflydelse pa
knoglemineraliseringen, gennemfgrte vi et tredje rotteforsgg, hvor calciumtildelingen til rotterne kun var
50% af anbefalet mangde, svarende til 45 mg calcium/dag. | de fgrste to studier havde rotterne faet calci-
umniveau i foderet svarende til anbefalinger pa 90-125 mg/dag. Vores hypotese var, at en effekt af pH pa
calciumoptagelsen ville gve stgrre indflydelse, nar calcium er til stede i begraanset maengde. Forsgget skulle
gennemfg@res pa 26 uger gamle ovarierektomiserede hunrotter, men desvaerre oplevede vi en darlig bed-
ring efter det operative indgreb i forbindelse med ovarierektomi, og langt de fleste rotter afgik ved dgden.
Forsgget blev derfor i stedet gennemfgrt pa unge hanrotter (alder pa 4 uger). Interventionsstudiet er gen-
nemfgrt, prgver er analyseret, og dataanalyse pagar. Preeliminzere data peger ikke pa nogen effekt af inulin-
tilseetning pa knoglemineraliseringen. pH-malinger indikerer, at inulin gver stgrre indflydelse pa tarmen,
nar inulin indgar i en fermenteret matrice svarende til yoghurt sasmmenlignet med en maelkebaseret ma-
trice. Dataanalyse pagar fortsat.



Konklusion

Sammenlagt kan det konkluderes, at det mest betydningsfulde resultat af MAESTRA-projektet er, at vi
kunne pavise, at yoghurt som calciumkilde medfgrte en stgrre knoglemineralisering sammenlignet med
maelk som calciumkilde. En yoghurt-induceret sendring i tarmmikrobiotaens sammensaetning synes at spille
en rolle for den gavnlige effekt pa knoglemineralisering, men de underliggende mekanismer hvormed tarm-
mikrobiotaen pavirker calciumoptag og knoglemineralisering er endnu ikke kortlagt. Inulintilsaetning til dise-
ten havde en staerk signifikant effekt pa fermentering i tarmen og dannelsen af fedtsyrer. Det lavere pH i
tarmen, som formodes at gge calciumoplgseligheden, kunne dog ikke pavises at pavirke knoglemineraliser-
ingen.

12. Resultaternes betydning, herunder for mejeribruget

Den stgrste betydning af MZESTRA-projektet er resultaterne, der peger pa at yoghurt er en szerlig god fgde-
varematrice som calciumkilde. Kan yderligere studier supportere narvaerende resultater kunne det give
anledning til seerlige anbefalinger i forhold til, hvilke fgdevarer, der sarligt fremmer knoglesundheden.
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14. Bidrag til kandidat- og forskeruddannelse

Weiwei He. (2022). Enhancing bone mineralization by the introduction of gut-modulating strategies in dairy
matrices. Ph.d.-afhandling.

15. Nye kontakter/projekter

Viden genereret i MASTRA projektet er blevet overfgrt til projektet RENEW (”Valorization of dairy side-
streams to fight calcium deficits in postmenopausal Women”), hvor der gennemfgres et interventionsstu-
die pa postmenopausale kvinder, og hvor samme produkter indgar som i MAESTRA-projektet, herunder
inulinproduktet (Synergy, Beneo) og Capolac (Arla Food Ingredients). RENEW-projektet er finansieret af In-
novationsfonden.
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Der er i projektet etableret nyt samarbejde med Professor Henrik Birkedal, iNANO, Aarhus Unviersitet i for-
bindelse med, at der blev lavet strukturundersggelser af knoglerne ved hjelp af avancerede rgntgenmeto-
der.
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