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SUMMARY

Background: The Human Genome project has not only paved the road to gaining
information on the human genome but has also provided a complete set of high-throughput
techniques for elucidating the genome of further species and for a global characterization of
further molecules along the molecular chain of cellular information namely mRNA, proteins
and metabolites. Together, genome sequencing projects and high-throughput techniques has
the potential to induce a paradigm shift in nutrition research. Along this line, nutrigenomics is
a new branch of nutrition research that allows one to study the interaction of food with living

organisms at the level of gene, protein, and metabolite in a holistic manner.

Dairy products have become part of western diet. There is a growing interest in
understanding the potential health benefits of milk and milk-based products, such as yogurt
and probiotics. However, there are studies that challenge such notions. Nutrigenomics is an
analytical tool that could help in resolving it by elucidating the molecular events that are

induced by milk and dairy-based products.

Aim of this thesis: The objective of this thesis was to exploit the potential of nutrigenomic
technologies to investigate how dairy products and probiotics affect physiological functions

in vivo by altering the gene expression in whole blood cells.

Experiments: This objective was addressed by conducting two independent studies which

are described and discussed in this thesis.

In the human study, the genome-wide postprandial effects of the ingestion of milk and yogurt
by healthy human subjects were investigated using blood cell transcriptomics. A randomized,
controlled, single blinded, crossover study on 6 healthy male individuals was carried out.
After an overnight fast, 540 grams of milk or yogurt was ingested by the subjects. Blood
samples were collected before (Oh) and 2h, 4h, 6h after ingestion and the blood cell

transcriptome was analyzed using a linear kinetic analysis.

In the mouse study, the anti-microbial effects of a potential probiotic strain of lactic acid
bacteria (Lactobacillus gasseri K7 (Rif')) were investigated in mice challenged with a

gastrointestinal enterohemorrhagic pathogen (Escherichia coli O157:H7). The blood cell



transcriptomes of five groups of mice were measured: (1) control C57BL/6J mice; (2) mice
inoculated with enterohemorrhagic E. coli O157:H7; (3) mice inoculated with L. gasseri
K7(Rif); (4) mice pre-inoculated with L. gasseri K7(Rif') and subsequently inoculated with
E. coli O157:H7 (5) mice co-inoculated with E. coli O157:H7 and L. gasseri K7(Rif").

Result and discussion: Dairy ingestion by healthy human subjects revealed metabolic and

immunomodulatory responses in their blood cells. The expression of genes in these two
groups showed a biphasic kinetic trend. The genes in the metabolic group first showed a
decrease in expression when compared to control between Oh and 2h which was transient
before being more profoundly up-regulated between 2h and 6h. This group is mostly
composed of genes involved in protein synthesis and mitochondrial function. Increased gene
expression in this group may reflect the metabolic response of the organism to the ingestion
of the macronutrients present in the dairy products. The increased protein synthesis response
may also reflect the increased metabolic activity of the peripheral blood cells, especially
leukocytes. The expression of the second group of genes corresponding to
immunomodulatory group showed first a transient increase between Oh and 2h before being
more markedly down-regulated between 2h and 6h. This group is mostly composed of genes
involved in immunomodulatory processes such as inflammation and apoptosis. In particular,
down-regulation of inflammatory pathways, such as the Toll-like receptor/NF-xB pathway,
between 2h and 6h is in line with studies in humans and animal models documenting anti-
inflammatory properties of dairy products. Furthermore, an analysis of the transcription
factor network that triggers the observed gene expression profile revealed, among others, an
enrichment of the transcription factor NRF2 a finding that gives further clues on the
mechanisms of action of dairy products. Finally, a comparison of the gene expression profiles
resulting from the ingestion of milk and yogurt revealed eight pathways in the yogurt group
that are significantly different from the milk group. Among these, the ACE2 pathway was
modulated, an interesting finding in light of the recent interest devoted to the production of

anti-hypertensive peptides derived from the fermentation of casein in dairy products.

No clinical signs of infection in the E. coli O157:H7 group of mice were observed. However,
the blood cell transcriptome could clearly distinguish between the five treatment groups. In
the E. coli O157:H7 group 1°541 genes were differentially expressed and a functional
analysis revealed changes in the expression of genes that regulate pathways characteristic of

bacterial infection (cell adhesion, cytoskeleton rearrangement, inflammation, and glycolysis).



Furthermore, inoculation with L. gasseri K7(Rif') suppressed the gene expression profile
induced by E. coli O157:H7, the effect being more pronounced in the pre-incubation than in

the co-incubation protocol.

Conclusion: Several human intervention studies have now demonstrated that blood cells can
reprogram their cellular status by inducing/modulating their gene expression profile in
response to changes in their nutritional environment. The work in this thesis demonstrates
that blood cells do respond to dietary components present in dairy products, in particular to
milk and yogurt. In addition, it also demonstrates that blood cell transcriptomics can be a

sensitive tool to monitor interaction between the host, probiotics and pathogens.

In the nutritional intervention study, the crossover design and kinetic analysis of the

postprandial blood cell transcriptome of healthy human subjects having ingested dairy

products allowed the identification of statistically significant and biologically relevant
processes. Three comments highlight the importance of multiple time points measurement of
gene expression patterns: (a) Gene expression is a dynamic state, (b) gene expression kinetics
are not necessarily monotonous, (c) gene expression induced by dietary components are
subtle and rarely involve high fold changes. Thus, analyzing the kinetics of gene expression
(up- and down-regulating) can be more robust and informative than simple observation
including two time points (e.g. before and after). From the biological point of view, the
decreased expression of genes related to inflammation at 6h compared to Oh suggests a
potential role for dairy products in the management of chronic inflammatory diseases. In
addition, the enriched presence of binding sites for the transcription factor NRF2 in genes
coding for protein synthesis and mitochondrial function suggests that a postprandial
regulation of the anti-oxidant system is taking place after the ingestion of dairy products.
Thus, data obtained in this study underline the possibility that an anti-inflammatory response
may be induced after the ingestion of dairy products by activating the NRF2-mediated
antioxidant machinery as well as by suppressing pro-inflammatory pathways mediated by

NF-«B signalling.

Under suboptimal experimental conditions in which the inoculated dose of E. coli is not
sufficient to induce clinical signs of pathogenicity, the blood cell transcriptome of mice
allows to differentiate between the various treatments, suggesting that blood cell
transcriptomics is a sensitive analytical strategy to evaluate the potential probiotic function of

strains of lactic acid bacteria in vivo. At term, such studies will eventually allow the
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identification of biomarkers for the selection of bacteria transforming milk into products with

enhanced nutritional properties.



ZUSAMMENFASSUNG

Wissenschaftlicher Hintergrund: Das Humangenomprojekt hat nicht nur den Weg zur
Gewinnung von Informationen iiber das menschlichliche Genom geebnet, es ermoglichte
ausserdem die Anwendung eines kompletten Sets von High-throughput-Techniken, um die
Genome von weiteren Spezies zu entschliisseln und um eine globalen Charakterisierung von
weiteren Molekiilen entlang der molekularen Kette der zelluliren Informantion namens
mRNA, Proteinen und Metaboliten zu erlangen. Genomsequenzierungprojekte und High-
troughput-Techniken haben zusammen das Potential einen Paradigmenwechsel in der
Erndhrungsforschung zu induzieren. In diesem Zusammenhang ist die Nutrigenomik ein
neuer Zweig der Erndhrungsforschung, der es ermoglicht die Interaktion von Lebensmitteln
und lebenden Organismen auf dem Level der Gene, Proteine und Metabolite ganzheitlich zu
untersuchen. Milchprodukte sind ein Teil der Westlichen Erndhrung geworden. Es gibt ein
wachsendes Interesse, die potentiellen Gesundheitsnutzen von Milch und auf Milch
basierenden Produkten, wie Joghurt und Probiotika zu verstehen. Unterdessen gibt es
Studien, die diese Anliegen in Angriff nehmen. Die Nutrigenomik ist ein analytische
Werkzeug, das helfen kann, die molekularen Ereignisse aufzukldren, die durch Milch und

Milchprodukte induziert werden.

Ziel der Dissertation: Das Ziel dieser Dissertation war es, das Potential von
nutrigenomischen Technologien zu nutzen, um zu untersuchen, wie Milchprodukte und
Probiotika die physiologischen Funktionen in vivo durch das Veridndern der Genexpression in

Vollblutzellen beeinflussen.

Experimente: Um dieses Zeil zu erreichen, wurden zwei unabhéngige Studien durchgefiihrt,
welche in dieser Dissertation beschrieben und diskutiert sind. In der Humanstudie wurden die
Genom-weiten, postprandialen Effekte durch den Verzehr von Milch und Joghurt bei
gesunden Menschen mittels Blutzellentranskriptomik untersucht. Es wurde eine
randomisierte, kontrollierte, einfach blinde, {iberkreuzte Studie mit 6 gesunden Ménnern
durchgefiihrt. Nach einer nichtlichen Fastenperiode wurden von den Versuchsteilnehmern
540g Milch oder Joghurt verzehrt. Blutproben wurden zu den Zeitpunkten Oh (vorher), 2h, 4h
und 6h nach Verzehr genommen und das Transkriptom der Blutzellen wurde mit linearer

kinetischer Analyse ausgewertet.



In der Studie mit Méusen wurden die anti-mikrobiellen Effekte eines potentiell probiotischen
Stamms Milchsdurebakterien Lactobacillus gasseri K7 (Rif') in Méusen untersucht, welche
mit einem gastrointestinalen, enterohdmoragischen Pathogen (Escherichia coli O157:H7)
infiziert wurden. Die Blutzelltranskriptome von fiinf Gruppen von Mausen wurden gemessen:
(1) Kontrollmiuse C57BL/6J; (2) Maiuse angeimpft mit enterohdmoragischen E. coli
O157:H7; (3) Miuse angeimpft mit L. gasseri K7(Rif'); (4) Miuse, welche vorher mit L.
gasseri K7(Rif') angeimpft wurden und anschliesend mit E. coli O157:H7; (5) Méuse
gleichzeitig angeimpft mit E. coli O157:H7 und L. gasseri K7(Rif").

Ergebnisse und Diskussion: Nach dem Verzehr von Milchprodukten lassen sich bei
gesunden Probanden metabolische und immunmodulatorische Antworten in ihren Blutzellen
erkennen. Die Expression von Genen in diesen zwei Gruppen zeigte einen biphasischen
Kinetiktrend. Die Gene der metabolischen Gruppe zeigten im Vergleich zur Kontrolle
zwischen Oh und 2h einen voriibergehenden Abfall in der Expression, bevor sie zwischen 2h
und 6h in starkerem Mass hinaufreguliert wurden. Diese Gruppe ist hauptsidchlich aus Genen
zusammengesetzt, die in die Proteinsynthese und Mitochondrienfunktion involviert sind. Die
erhohte Genexpression in dieser Gruppe konnte die metabolische Antwort des Organismus
auf die Makrondhrstoffe in den verzehrten Milchprodukten wiederspiegeln. Die Antwort der
erhohten Proteinsynthese konnte auch eine erhohte Aktivitdt der peripheren Blutzellen,
insbesondere die der Leukozyten reflektieren. Die Expression der zweiten, der
immunmodulierenden Gruppe von Genen, zeigte erst einen voriibergehenden transienten
Anstieg zwischen Oh und 2h bevor sie zwischen 2h und 6h merklich nach unten reguliert
wurden. Diese Gruppe ist hauptsdchlich aus Genen zusammengesetzt, welche in
immunmodulatorische Prozesse wie Inflammation und Apoptose involviert sind. Besonders
die Runterregulation von inflammatorischen Stoffwechselwegen, wie die des Toll-like
rezeptor/NF-kB Stoffwechselweges zwischen 2h und 6h stimmt iiberein mit Humanstudien
und Tiermodellen, und dokumentier so die anti-inflammatorischen Eigenschaften der
Milchprodukte. Desweiteren zeigte eine Analyse des Netzwerkes der Transkriptionsfaktoren,
welches das beobachtete Genexpressionsprofil steuert, unter anderem eine Anreicherung des
Transkriptionsfaktors NRF2, was Hinweise auf den wirkunssmechanismus von
Milchprodukten gibt. Schliesslich zeigte ein Vergleich der Expressionsprofile von Milch- und
Joghurt verzehr acht Stoffwechselwege in der Joghurtgruppe, welche sich signifikant von
denen der Milchgruppe unterscheiden. Eine dieser Stoffwechselwege war der ACE2

Stoffwechselweg reguliert, ein interessantes Ergebnis ist im Hinblick auf das jiingste
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Interesse an der Produktion von Blutdruck senkenden Peptiden, die von der Fermentation von

Kasein in Milchprodukten stammen.

Es wurden keine klinischen Zeichen einer Infektion in der E. coli O157:H7 Gruppe von
Miusen beobachtet. Mittel Blutzellentranskriptomik konnten die fiinf Méusegruppen jedoch
klar unterschieden werden. In der E. coli O157:H7 Gruppe wurden 1’541 Gene
unterschiedlich exprimiert welche Stoffwechselwege regulieren, die karakteristisch fiir
bakterielle Infektionen sind (Zelladhdsion, Cytoskelettanordung, Inflammation, Glykolyse).
Desweiteren unterdriickte eine Beimpfung mit L. gasseri K7(Rif") die Genexpressionsprofile,
die durch E. coli O157:H7 induziert wurden, wobei der Effekt bei der vorhergehenden

Inkubation stirker war als bei der gleichzeitigen Inkubation.

Schlussfolgerung: Verschiedene humane Interventiosstudien haben gezeigt, dass Blutzellen
ihren zelluldren Status durch die Induktion/Modulation ihrer Genexpressionsprofile als
Antwort auf Verdnderungen in ihrer Erndhrungsumgebung neu programmieren kénnen. Die
Arbeit in dieser Dissertation zeigt, dass Blutzellen auf Nahrungskomponenten antworten,
welche in Milchprodukten insbesondere in Milch und Joghurt enthalten sind. Zusétzlich legt
sie dar, dass Blutzellentranskriptomik ein sensible Werkzeug sein kann um die Interaktionen

zwischen Wirt, Probiotika und Pathogenen zu iiberwachen.

Das iiberkreuzte Design und die kinetische Analyse des postprandialen
Blutzellentranskriptoms in der Erndhrungsinterventionsstudie mit gesunden Menschen,
ermoglichte die Identifikation von statistisch signifikanten und biologisch relevanten
Prozessen. Drei Erlduterungen betonen die Bedeutung von multiplen Zeitpunktmessungen
von Genexpressionsmuster: (a) Die Genexpression ist in einem dynamischen Zustand, (b)
Genexpressionskinetiken  sind  nicht  unbedingt monoton, (¢) eine durch
Nahrungskomponenten induzierte genexpression sind sehr empfindlich eingestellt und zeigt
selten grossere Anderungen. Deshalb sollte eine Analyse der Kinetik der Genexpression
(Auf- und Abregulation) robuster und informative sein als eine einfache Beobachtung,
welche nur zwei Zeitpunkte enthélt (z.B. voher und nachher). Vom biologischen Standpunkt
aus suggeriert die heruntergeregelte Expression von Genen, die mit Inflammation in
Verbindung stehen nach 6h im Vergleich zu Oh eine potentielle Rolle von Milchprodukten in
der Modulation von chronischen Inflammationskrankheiten. Zusétzlich suggeriert die erhohte
Anwesenheit von Bindungsstellen fiir den Transkriptionsfaktor NRF2 in Genen, welche fiir

die Proteinsynthese und Funktion der Mitochondrien kodieren, dass eine postprandiale
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Regulation des antioxidativen Systems stattfindet nach dem Verzehr von Milchprodukten,
Folglich unterstreichen die Daten die in dieser Studie erhalten wurden die Mdoglichkeit, dass
nach dem Verzehr von Milchprodukten eine anti-inflammatorische Antwort induziert werden
konnte durch die Aktivierung eines von NRF2-vermittelten antioxidativen Mechanismus wie
auch durch eine Unterdrickung von durch NF-«B Signale vermittelten pro-

inflammatorischen Stoffwechselwegen.

Unter suboptimalen experimentellen Bedingungen, in welchen die Beimpfungsdosis von E.
coli O157:H7 nicht ausreichte, um klinische Anzeichen von Pathogenitit zu induzieren,
erlaubt das Blutzelltranskriptom von Maéusen zwischen verschiedenen Behandlungen zu
unterscheiden. Dies suggeriert, dass Blutzelltranskriptomik eine empfindliche analytische
Methode ist, potentielle probiotische Funktionen von Milchsédurebakterienstimmen in vivo zu
evaluieren. Im Laufe der Zeit werden es solche Studien eventuell ermdglichen, Biomarker fiir
die Auswahl von Bakterien, welche Milch in Produkte mit erhohtem Nihrwert umwandeln,

zu identifizieren.
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