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SUMMARY
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Background: Human gut microbiome research has grown over the past 15 years and the scientific
society has identified numerous factors that affect gut microbiota composition. Among these, diet,
demographics and medication are commonly acknowledged. Yet, gut environmental factors such
as transit time and pH are often overlooked despite the existing links to the human gut microbiome
composition. Moreover, the current knowledge of the role of gut environmental factors on gut
microbial metabolism in humans is limited.

Objective: Thus, the overall objective of this PhD thesis was to explore the possible links between
gastrointestinal transit time and pH, and diet-microbiota interactions in humans.

Methods: This was achieved through 1) reviewing the current body of scientific evidence linking
gastrointestinal transit time to the gut microbiota composition and metabolism (Paper I), 2)
investigating the effects of whole-grain vs refined-grain diets on markers of colonic fermentation
and bowel function, and how these markers associated with the faecal microbiome in a cross-over
intervention trial (Paper II), and 3) by conducting a 9-day human study to explore associations
between segmental transit times and pH, other gut environmental factors and diet-microbiota
interactions in healthy volunteers using multi-omics approach (Paper III).

Results: Firstly, in Paper I, which is the first comprehensive review of the links between gut
transit time, microbiota composition and metabolism, we found rather strong evidence that gut
transit time varies between and within individuals and that these differences are linked to human
gut microbiome composition in several cases. In contrast, based on the review, little evidence
exists on the relation between the intra- and inter-individual variations in gut transit time and pH,
and gut microbial metabolism.

Furthermore, in Paper Il we found that a whole-grain diet led to an increased microbial
saccharolysis reflected by higher levels of faecal butyrate and caproate as well as to an increased
stool frequency when compared to the refined-grain diet, emphasising that whole grains can
modulate gut microbial metabolism and bowel habits. Moreover, faecal microbiota composition
was associated with colonic transit time, faeccal pH, and stool energy density indicating that
differences in gut environmental factors are coupled to variations in the faecal microbiome.
Lastly in Paper III, we demonstrated that colonic transit time and pH and their respective proxy
markers (stool moisture, faeccal pH) significantly contributed to the intra- and inter-individual
variations in the urine metabolome and/or faecal microbiome in healthy Danish adults. In
particular, colonic transit time and stool moisture explained 6.2 % and 3.1 % of the inter- and intra-

individual variation in the urine metabolome, respectively, while pH in the distal colon and faecal
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pH explained 5 % and 2.5 % of the inter- and intra-individual variations in the faecal microbiome,
respectively, which has not been shown before. Importantly, we observed large day-to-day
fluctuations in many microbial-derived metabolites measured in breath, urine, and faeces including
microbial saccharolytic (short-chain fatty acids) and proteolytic products (branched-chain fatty
acids, indoxyl-sulphate, p-cresol sulphate, phenylacetylglutamine, and other aromatic amino acid-
derivatives) over the 9 days of the study. While shorter transit time was associated with higher
faecal concentrations of short-chain fatty acids, longer transit time was associated with increased
abundance of microbial proteolytic metabolites as well as faecal dicarboxylic acids, and breath
methane. Remarkably, a higher daily intake of dietary fibres was associated with lower levels of
many of the proteolytic metabolites including the uremic toxin p-cresol sulphate suggesting that
fibres can regulate microbial proteolysis.

Conclusion: In summary, this thesis demonstrates that transit time and pH within the
gastrointestinal tract are important determinants not only of the faecal microbiome composition
but importantly of the gut microbial metabolism. Regional interactions between microbes,
metabolites, and transit time and pH along the gastrointestinal tract remain to be elucidated,
nonetheless, inter-individual differences in the gut environment may contribute to individualized

gut microbiota compositions and microbiome-responses to foods.
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Baggrund: Igennem de sidste 15 ar er forskning i menneskets tarmmikrobiom blevet intensiveret,
da mikrobiomet i stigende grad er blevet koblet til vores sundhed. En rekke faktorer er blevet
identificeret som vaerende afgerende for ssmmensatningen af tarmens mikrobiom. Blandt disse er
kost, demografi og medicin almindeligt anerkendt. Tarmmiljefaktorer som transittid og pH er dog
1 modsatning ofte blevet negligeret pad trods af deres potentiel vasentlige betydning for
tarmmikrobiomet. Derfor er vores nuvarende viden om betydningen af disse tarmmiljofaktorer
for tarmens mikrobielle sammensatning og aktivitet hos mennesker stadig mangelfuld.

Formal: Det overordnede formal med denne ph.d.-athandling var at undersege de mulige
sammenh@nge mellem tarmens transittid og pH i relation til interaktionerne mellem kost og
mikrobiota hos mennesker.

Metoder: Dette blev opnaet gennem 1) gennemgang af den nuvarende videnskabelige litteratur
om betydningen af tarmens transittid for tarmmikrobiotaens sammensaztning og aktivitet
(artikel I), 2) undersogelse af effekterne af en fuldkornskost i forhold til en raffineret korn pa
markerer for fermenteringen i tyktarmen og tarmfunktionen, samt en undersegelse af hvordan
disse markerer er relateret til tarmmikrobiomet i et overkrydsnings-interventionsforseg
(artikel II) og endelig 3) at udfere et 9-dages forseg med raske danskere for at udforske
sammenhange mellem segmentelle transittider og pH, andre tarmmiljefaktorer og kost-mikrobiota
interaktioner ved hjelp af multiomics-metoder (artikel I1I).

Resultater: For det forste fandt vi 1 artikel I, som er den forste omfattende gennemgang af
sammenhangen mellem transittid, mikrobiotasammensatning og aktivitet, at transittiden varierer
mellem individer og kan variere indenfor det samme individ henover tid. Endvidere fandt vi
konsistent evidens for, at disse forskelle er forbundet med sammensatningen af menneskets
tarmmikrobiom. Dog er der kun begranset viden pd, hvordan intra- og inter-individuelle
variationer i tarmtransittid og pH er koblet med interaktioner mellem menneskets kost, mikrobiota
og stofskifte.

I artikel II viste vi, at en fuldkornskost ferte til en eget mikrobiel kulhydrat fermentering
(saccharolyse) afspejlet ved et hojere niveaue af faekalt butyrat og caproat. Desuden gav en
fuldkornskost en eget afferingsfrekvens sammenlignet med den raffinerede korndiset. Dette
understreger, at fuldkorn kan pavirke bade afferingsvaner og tarmens mikrobielle metabolisme.
Derudover var sammensatning af tarmmikrobiota forbundet med transittid i tyktarmen, feekal pH
og afferingens energiteethed, hvilket indikerer, at forskelle i tarmmiljefaktorer er koblet til

variationer 1 tarmmikrobiomet.
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Endelig viste vi i artikel III, at transittid og pH samt deres proxy-markerer (feeces vandindholdet,
feekal pH) bidrog signifikant til intra- og inter-individuelle variationer i urin metabolomete og/eller
tarmmikrobiomet hos raske danske voksne. Isaer tyktarmspassagetiden og faeces vandindholdet
forklarede henholdsvis 6,2 % og 3,1 % af den inter- og intra-individuelle variation i1 urin
metabolomet, mens pH distalt i tyktarmen og pH i feeces forklarede 5 % og 2,5 % af henholdsvis
inter- og intra-individuelle variationer i det tarmmikrobiom, hvilket ikke tidligere et blevet
beskrevet. En vigtig observation i dette studie var desuden, at vi observerede store daglige udsving
i mange mikrobielt-afledte metabolitter malt 1 udandingen, urin og faces. Dette inkluderede bade
saccharolytiske (kortkaedede fedtsyrer) og proteolytiske molekyler (forgrenede kortkaedede
fedtsyrer, indoxylsulfat, p-cresolsulfat, phenylacetylglutamin og andre aromatiske
aminosyrederivater). Mens kortere transittid var forbundet med hgjere niveauer af kortkeedede
fedtsyrer i faeces, var laengere transittid forbundet med hejere niveauer af mikrobielle proteolytiske
metabolitter 1 bade urin og faces, agede niveauer af dicarboxylsyrer i faeces, samt hgjere niveauer
af metan i1 udandingen. Bemarkelsesverdigt var det, at et hgjere dagligt indtag af kostfibre var
forbundet med lavere niveauer af en rakke proteolytiske metabolitter, herunder det uremiske
toksin p-cresolsulfat, hvilket kunne tyde pd, at kostfibre kan regulere mikrobiel proteolyse 1
tyktarmen.

Konklusion: Sammenfattende viser athandlingen, at transittid og pH i mave-tarmkanalen er
vigtige faktorer, der pavirker bade sammensatningen af tarmmikrobiomet og kost-mikrobiota
interaktioner. De regionale interaktioner mellem kost, tarmbakterier, transittid og pH langs mave-
tarmkanalen mangler dog at blive belyst. Ikke desto mindre er den viden, som er generet i denne
athandling fundamental for forskningsfeltet, da resultaterne indikerer, at forskelle i tarmmiljoet
kan bidrage til at forsta variationer i sammensatningen og aktiviteten af tarmmikrobiotaen, hvilket

kunne vaere en negle til at forsta, hvorfor vi reagerer forskelligt pd maden vi spiser.
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Uvod: Vyzkum lidského sttevniho mikrobiomu se za poslednich 15 let rozrostl a dnes jiz vime,
ze slozeni lidského stfevniho mikrobiomu zévisi na mnoha faktorech. Mezi néz patii predevsim
stravovaci navyky, demografické faktory a uzivani 1ékti. Nicméné existuji také spojistosti mezi
faktory definujicimi stfevni prostfedi jako jsou pH a tranzitni doba, a slozenim stfevniho
mikrobiomu, ktere jsou Casto opomijeny. Navic o tom jakou roli hraji tyto faktory v produkci
metabolitl (malych molekul) stfevnimi bakteriemi toho vime jen velmi malo.

Cil: Prave proto bylo cilem této dizerta¢ni prace najit mozné spojitosti mezi stfevni tranzitni dobou
a pH, a slozenim a metabolismem lidského stfevniho mikrobiomu.

Metody: Toho bylo dosazeno 1) prostiednictvim literarni reSerSe soucasnych védeckych studiji
zabyvajicich se spojistostmi mezi stfevni tranzitni dobou a stfevnim mikrobiomem (Clanek I), 2)
zkoumanim ucinkd celozrnnych obilovin versus rafinovanych obilovin na stfevni funkci a
fermentaci v randomizované zkiizené studii (Clanek II) a 3) zkoumanim vztaht mezi stravou,
tranzitni dobou a pH v tenkém a tlustém stfeve, a stievnim mikrobiomem v 9denni studii se
zdravymi dobrovolniky (Clanek III).

Vysledky: Za prvé, v Clanku I, ktery poskytuje prvni rozsahly piehled na toto téma, jsme nasli
pomérné mnoho dikazi, ze stfevni tranzitni doba se li§i nejen mezi jednotlivci ale také v Case, a
ze tyto rozdily jsou spojeny s rozdily ve stfevnim mikrobiomu. Naopak, na zaklad¢ nasi reserse,
existuje jen malo poznatkli o tom, jak tranzitni doba a pH souvisi s metabolismem stfevnich
bakterii. Déle jsme v Clanku II zjistili, Ze celozrnna strava vedla k vy§§im koncentracim butyratu
(dulezity zdroj energie pro vystelku stfevnich bunék) ve stolici a zvySenné frekvenci defekace
v porovnani s rafinovanou stravou. Tyto vysledky tak zdiraziuji dilezitost celozrné stravy pro
zdravou funkeci stfeva. Dale bylo zjisténo, Ze stfevni mikrobiom byl zasadné ovlivnén tranzitni
dobou, pH a hustotou energie ve stolici, coZ poukazuje na to, Ze stievni prostfedi urcuje slozeni
mikrobiomu. Nakonec jsme v Clanku III prokazali, e tranzitni doba a pH v tlustém stfevé maji
vliv na to, jaké bakterie a metabolity se nachézeji ve stolici a v moc¢i u zdravych danskych jedinct,
coz doposud nebylo prokazano. Zatimco krat$i tranzitni doba byla spojena s vySSimi
koncentracemi prospésnych kratkych nasycenych mastnych kyselin ve stolici, delsi tranzitni doba
byla spojena se zvysenou hladinou toxickych mikrobidlnich latek v moci.

Zavér: Tato disertacni prace celkové dokazuje, ze stievni tranzitni doba a pH jsou dilezitymi
faktory, které ovliviluji nejen sloZeni ale také metabolismus stfevniho mikrobiomu s vlivem na

nase zdravi.
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