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1. Projektets titel

FIAF: Mzlk som regulator af lipidmetabolisme og overvaegt. Afdaekning af
maelks evne til at oge faste-induceret adipose faktor (FIAF)-aktivitet

FIAF — Milk in regulating lipid metabolism and overweight. Uncovering milk’s
ability to modulate the expression and activity of fasting-induced adipose
factor FIAF
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6. Projektresume

FIAF-projektets formal var at identificere den/de FIAF-inducerende komponent/er
i maelk samt unders@ge meelk indvirkning pa fedtmetabolismen. | ferste del af pro-
jektperioden blev det vist, at den FIAF-inducerende komponent var en del af fedt-
fasen, og senere blev korte- og mellemkaedede fedtsyrer i maelken identificeret til
at veere de primaere faktorer for opregulering af FIAF-genet i in vitro forseg. Disse
resultater gav ophav til interventionsstudier pa grise, mus og mennesker med hen-
holdsvis kontroldieet, + inulin og + maelk.

| griseinterventionsstudiet blev diseterne normaliseret i forhold til fedtniveauet,
mens proteinniveauet var hgjere i maelkegruppen vs inulin- og kontrolgrupperne.
Der blev observeret et gget FIAF-genudtryk i tyndtarmen efter 3 ugers maslkeind-
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tag i forhold til kontrol- og inulingrupperne, hvorimod FIAF-udtrykket i fedtvaev, le-
ver og muskler ikke blev pavirket af meelk. Kortkeedede fedtsyrer var hajere i den
distale tyndtarm for inulingruppen, mens udskillelse af langkaedede fedtsyrer i fee-
ces var hgjst i maelkegruppen. Udskillelsen af specifikke langkaedede fedtsyrer
blev eftervist i et humant interventionsstudie, hvor der dizeterne dog var normali-
seret i forhold til protein frem for fedt. | grisestudiet blev kort- og mellemkaedede
fedtsyrer (C4-C12) og de to oxidationsprodukter fra mellemkaedede fedtsyrer 3-
hydroxyadipic acid og suberic acid udskilt i et hajere niveau via urinen i grisene,
der fik meaelk vs kontroldiaet. Undersggelser af bakteriesammensaetning i forskellige
dele af tarmen, viste som forventet tydelige regionale forskelle. Overraskende var
det maelkeinterventionen og ikke interventionen med inulin, der resulterede i de
mest markante ggninger i antallet af butyratproducerende bakterier, hvilket dog
ikke blev reflekteret i niveauet af butyrate (smearsyre).

Nyeste resultater fra litteraturen indikere, at FIAF-proteinet (ANGPTL4) kan
haamme aktiviteten af den pancreatiske lipase, som er ansvarlig for hydrolyse og
optag af fedt fra tarm til blodbanen. Derfor blev udskillelsen af FIAF-proteinet un-
dersegt i henholdsvis cellestudier pa plader med permeable membran og Usssing-
kamre, hvor veev fra tyndtarmen fra grise blev anvendt. Eksponering af celler med
fedtsyrerne C4-C8 viste, at FIAF-proteinet blev udskilt bade til "tarm-" og "blod-
siden i det anvendte modelsystem med Caco-2-celler, saledes indikerende at
FIAF-proteinet kan have en indflydelse pa hydrolysegraden af triglycerid i tarmen
og optag af fedtsyrer til blodbanen.

Til at forsta det mekaniske forhold omkring disetens indvirkning pa mikrobiota i for-
hold til dyreart (mus versus gris) er der udfert 12 ugers fodringforsgg pa mus med
den to af de samme diseter (basis-foder samt foder tilsat inulin) som blev anvendt
til griseinterventionen. Forsgget viste 1) at mus fodret med grisefoder stadig beva-
rede et tarmmikrobiom, der lignede, det man finder hos mus fodret med normalt
musefoder samt 2) at indtag af foder med tilsat inulin i mus som i gris kun gav
mindre eendringer i tarmmikrobiomet.

Der blev fuldfert et humant overkrydsningsforseg med 3 interventioner af 3 uger
med henholdsvis maelk, inulin og kontrol med fuld isokalorisk kost. Der blev ikke
fundet forskelle pa FIAF/ANGPTL4-nivauet i plasma eller pa FIAF-genekspression
i fedtveev for inulin- eller maelkegruppen sammenlignet med kontrolgruppen. Der
blev dog fundet mindre aendringer i mikrobiomet, metabolitter og lipidkomposition
i respons til inulin og maelk sammenlignet med kontrol. Prgverne fra det humane
interventionsstudie er malt med henholdsvis NMR og GC-MS til henholdsvis untar-
geted metabolomics og kvantitativ analyse af FFA med ECF-FFA-metoden, der
fornyligt blev optimeret til faeces. De primzere resultater er en gget udskillelse af
specifikke langkaedede fedtsyrer i feeces fra maelkegruppen, hvilket understatter
resultaterne fra griseinterventionen samt et @get niveau af citrat of 2-hydroxyiso-
buterat i urin.

Forbrugeranalysen med 1189 deltagende er feerdig med Skyr som produkt. Fedt-
indholdet syntes at vaere den mest afg@rende faktor for forbrugernes valg efterfulgt
af produktets smag. Sundhedsteksten (health claim pa kortkeedede fedtsyrer) viste
en mindre effekt pa forbrugernes valg.

English

The main objective of the project was to identify the FIAF-inducing milk com-
pound (FIAF-IMC) and to elucidate the basic mechanisms by which FIAF-IMC
affects induction of FIAF and subsequently weight and energy homeostasis
in animals and humans. The first aim was to identify the FIAF-imc and an in in
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vitro screening assay we first isolated the compound to be situated in the fat frac-
tion. Short- and medium chain fatty acids were shown to be the primary compounds
responsible for the up-regulation of the FIAF-gene. In relation to these results three
interventions in pig, mice and humans were conducted with a control diet, + inulin
and + milk, given that inulin a dietary fiber is known to increase bacteria cultures
that produce short chain fatty acids.

In the pig study the diets were normalized according to fat content resulting in a
higher protein content in the milk diet than in the control and inulin groups. After
three weeks of milk intervention the intestine showed a higher FIAF-gene expres-
sion than the other two groups, but no other tissue (fat, liver, and muscle) showed
any changes in the FIAF-gene expression in any of the three groups. Analyzing
the intestinal content and feces for individual FFAs revealed higher levels of short
chain fatty acids (C2, C3, C4, iso-C5, 2-methyl-C4, and C6) in the distal small in-
testine in the inulin group while excretion of long chain fatty acids in the feces was
higher in the milk group compared to the control- and inulin groups. The water
soluble short- and medium chain fatty acids (C4-C12) and the two oxidation prod-
ucts origin from medium chain fatty acids 3-hydroxyadipic acid and suberic acid
were excreted in higher levels in urine from the pigs given milk vs the control group.

To understand the mechanism behind species, diets and microbiota a mice study
was conducted using two of the same diets (inulin, and control) used in the pig
study. The experiment showed 1) that mice fed the pig feed maintained a gut mi-
crobiome similar to that observe in mice fed normal regular mouse feed and 2) that
ingestion of feed supplemented with inulin as observed in the pig intervention stud-
ies only elicited minor changes in the composition of the gut microbiome.

A humane crossover intervention study was performed with 3 diets (milk, inulin and
control) over a period of 3 weeks using a full isocaloric diet normalized according
to protein instead of fat as in the pig and mice study. No differences was observe
between levels of the FIAF-protein in plasma or FIAF gene expression in the adi-
pose tissue for the milk or inulin vs the control group. Minor changes were observed
in the microbiome, metabolites and lipid composition in response to inulin and milk
vs. the control group. The primary changes were increased excretion of urinary
citrate and 2-hydroxyisobutyrate and increased excretion of some of the long chain
fatty acids in feces in the milk group the latter correlating with the results obtained
in the pig study.

A consumer survey (N=1189) was carried out in co-operation between AU MAPP
and Arla Foods. The study explored the role of values, self-identity, and health
orientation in the perception of health messages that varied in congruency. Skyr
was chosen as the target product as it has a high health image (high protein, low
fat) and adding a fat-based benefit creates an incongruent health message. The
findings from the survey confirm that Skyr is perceived as having a strong healthy
image and, regardless of any additional benefits promised, low fat content remains
as the most important feature when making their choices followed by not having
added flavour (natural vs fruit). The possible new health benefits expressed in
package information had no significant role in intentions

7. Projektets formal

Studier har vist, at indtagelse af mejeriprodukter kan have en veegtregulerende
effekt. Der er foreslaet forskellige forklaringer herpa, men ingen har knaekket koden
— sandsynligvis fordi forklaringen skal findes i en kombination af effekter.

Egne resultater viser, at der i tarmceller sker en opregulering af det gen, der koder
for proteinet fasting-induced adipose factor’ (FIAF), nar tarmcellerne stimuleres
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med maelk. FIAF stimulerer fedtforbraendingen og heemmer lipoprotein lipase. Sa-
ledes er det muligt, at FIAF kan pavirke udviklingen af en reekke livsstilssygdomme
positivt.

Med udgangspunkt i denne viden vil projektet:

o Undersgge meelkens effekt pa opregulering af FIAF.

e Klarlazgge mekanismerne bag en mulig vaegtregulering.

e Klarlazgge om mzelk indirekte kan pavirke veegtreguleringen via tarmbakte-
rierne.

e Identificere komponent(er) i meelken, der aktiverer genet, og udforske ef-
fekten i dyre- og menneskeforsag.

e Klarla=gge om stabiliteten af den FIAF-inducerende komponent i maelk pa-
virkes af fx forarbejdning.

e Undersgge forbrugernes holdning til specifikke sundhedsanprisninger af
basisfedevarer og identificere mulige kommunikationsveje.

English:

Recent studies have indicated that milk and milk products, apart from serving as
important nutrients, may regulate energy uptake and expenditure. One sugges-
tion is that milk contains components, which may diminish uptake of lipids from
the intestine, reduce uptake into fat cells, and/or increase lipid oxidation. In pre-
liminary experiments, we have provided evidence for a novel mechanism by
which milk may regulate body weight by showing the presence of components in
milk that enhance the expression of the so-called fasting-induced adipose factor
(FIAF; also named Angptl4). Increased levels of FIAF in circulation have been
shown to inhibit lipoprotein lipase (LPL) and thereby reduce lipid uptake in target
organs. FIAF was identified as a factor secreted from adipose tissue, but it is also
produced in the liver and the intestinal mucosa. The gut microbiota has been
shown to regulate expression and secretion of FIAF. Thus, the main purpose of
the project is to identify the component(s) in milk leading to enhanced ex-
pression of FIAF and to elucidate the mechanisms by which FIAF-inducing
milk component(s) (abbreviated FIAF-IMC) may regulate body weight and
energy homeostasis, using animal and human intervention studies.

8. Projektets baggrund

Helt nye data fra vores laboratorium viser, at maelk kan @ge faste-induceret adi-
pose faktor (FIAF)-aktivitet. Projektets hovedformal er derfor at identificere og ka-
rakterisere den/de i maelk veerende komponent(er)(FIAF-inducerende), der forhin-
drer fedtoplagring og stimulerer fedtmobilisering in vivo. Ydermere vil identifika-
tion af malbare biomarkerer for FIAF-akfivitet samt fedtlagring og -mobilisering i
dyremodeller vaere med til at forklare de bagvedliggende mekanismer. Denne vi-
den benyttes i humane interventionsstudier til at klarlaegge effekten af maelks ind-
flydelse pa fedtoptag. Studiet vil endvidere klarlaegge, hvor i maelkematricen den
FIAF-inducerende komponent findes, om der er indflydelse af korace, samt hvor-
ledes aktiviteten pavirkes af forskellige mejeriteknologiske behandlinger. En pa-
vist sundhedsunderstattende effekt af maelk og mejeriprodukter vil have afgg-
rende betydning for accepten af mejeriprodukters rolle i en sund og afbalanceret
kost, og projektets resultater kan dermed fa stor betydning i ernaeringsdebatten.

Overveegt og fedme er den vestlige verdens sterste sundhedsmaessige udfor-
dring i gjeblikket. The National Health and Nutrition Examination Survey’s (NHA-
NES) studie 12 og 1113 har tydeligt vist, at hgjere indtag af calcium/fgdevarer med
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hgijt calciumindhold herunder mejeriprodukter er negativt korreleret med krops-
veegt. Disse to studier har vaeret baggrund for et stort antal unders@gelser, der
har skullet klarlzegge sammenhaengen mellem calcium og/eller indtag af mejeri-
produkter pa kropssammensaetning. Indtag af maelkekalcium er endvidere fundet
at pge udskillelsen af fedt via feeces. Det er dog samtidigt erkendt, at denne spe-
cifikke fedtudskillelse ikke kan forklare hele den effekt, mejeriprodukter har vist
sig at have pa veegtregulering i observationsstudier. En anden mulig forklaring,
kan veere, at specifikke maelkeproteiner via regulering af plasmagaldesyrer, kan
sge forbreendingen af fedt i fedtceller. Et nyt studie har bekraeftet den ovenfor
naevnte omvendte korrelation mellem indtagelse af maelk og 'body mass index’
(BMI) i 8-arige drenge. Maelken, der indgik i dette studie var fuldfed, hvilket kan
virke noget overraskende taget det hgjere energiindhold i fuldfed mzelk i betragt-
ning. Dette kunne tyde pa, at der er en helt ukendt vaegtregulerende effekt af
meelk, der er langt vigtigere end de hidtil belyste mekanismer. Helt nye forseg i
vores laboratorium har vist, at humane tarmceller, der eksponeres til mzelk, opre-
gulerer FIAF-genet, og resultaterne viser samtidigt, at fuldfed meelk har hajere
aktivitet end skummetmaelk. Det er vores hypotese, at den FIAF-inducerende
komponent i mzelk kan bidrage til at forhindre fedtoplagring og stimulere
fedtmobilisering in vivo.

| dyremodeller er det vist, at maengden af udtrykt FIAF-gen er negativt korreleret
til fedtoptaget i tarmen, og overekspression af genet kunne reducere fedtveevets
vaegt med op til 50 procent. Karakterisering af komponenten vil derfor vaere af af-
gerende betydning for at opna en klar forstaelse af, hvordan nzeringsoptaget i tar-
men virker, nar meelk indtages som en del af maltidet. Set i forhold til samfundets
stgrste nuvaerende problemer med fedme, overvaegt og livsstilsygdomme, kan en
forstaelse af, hvordan denne komponent pavirker fedtoptaget veere af afgerende
betydning for befolkningens sundhedstilstand, samt pavirke ernzeringsvejlederes
syn pa indtagelse af meelk i det "hele maltid”. Formalet er derfor at identificere
og karakterisere den aktive komponent i maelk og vise dens effekt i humane

studier

9. Projektets delaktiviteter i hele projektperioden
Projektet bestar af fem arbejdspakker:

WP1. Identification and stability of the FIAF-inducing milk component(s)
WP2. In vitro and in vivo animal model systems

WP3. Human intervention studies

WP4. Metabonomics

WP5. Consumer perception of health benefits

10. Projektets resultater
Identifiktion og stabilitet af FIAF-inducerende komponent

FIAF-projektets formal var at identificere den FIAF-inducerende komponent i
meaelk samt unders@ge meaelk indvirkning pa fedtmetabolismen. Da vi tidligere
havde vist, at maelk opregulerer ekspressionen af FIAF-genet i en human tarm-
cellelinje, fortsatte vi detektivarbejdet med identifikationen af den/de FIAF-induce-
rende komponenter. Separation af meelken i fedt og skummet maelk viste, at de
FIAF-opregulerende komponenter primaert fandtes i maelkens fedtfraktion. En hy-
potese var, at fedtsyrerne var de primeere FIAF-inducerende komponenter. For at
eftervise dette blev disse @get i maelken ved at aktivere maelkens naturlige lipase
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(LPL). Ikke-pasteuriseret meelk blev homogeniseret og LPLs co-enzym apo ClI
blev tilsat til meelken, hvilket skulle give hajere niveauer af frie fedtsyrer, som
kunne gge FIAF-genudtrykket yderligere. Homogenisering og co-enzymet ggede
hver isser FFA-niveauet og FIAF-genudtrykket, men tilseetning af co-enzym til ho-
mogeniseret maelk ikke gav nogen synergetisk effekt (Figur 1).

Udvalgte individuelle maelkerelevante fedtsyrer blev testet i det niveau, som den
totale maengde fedtsyre fundet i den homogeniserede og lipaseaktiverede mzelk,
Dette viste, at de individuelle fedtsyrer kan opregulere FIAF-genudtrykket, men
ikke i samme opfang som maelken med hgaijt fedtsyreindhold. Derfor blev alle
identificerede fedtsyrer fra maelken samlet i den koncentration, de har i homoge-
niseret og lipaseaktiveret meelk. Opreguleringen af FIAF-genudtrykket forarsaget
af de samlede fedtsyrer svarede til opreguleringen fundet af den homogeniserede
og lipaseaktiverede meelk, hvilket indikerer en synergetisk effekt fedtsyrerne imel-
lem. Korte- og mellemksedede fedtsyrer (C4-C12) var de mest potente fedtsyrer i
forhold til inducering af FIAF-gen-udtrykket (data ikke vist). Test af enkelte FFA
viste at C12 havde den hgjeste pavirkning pa FIAF-genudtrykket (Figur 2).
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Figur 1 Effekten af forskellige behandlinger pa niveauerne af frie fedtsyrer og
FIAF(ANGPTL4)-genudtrykket in vitro. Inc = inkubering over nat ved stuetempera-
tur. Coenzyme = apo Cll, homo= homogenisering fer pasteurisering. Resultaterne
er vist som middelveerdi + SEM, n=3 (P<0.05).
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Mekanismer bag FIAF-induktion

Den nederste del af tyndtarmen fra grise blev brugt i Ussingkammerforsag, hvor
grisetarmen blev eksponeret med henholdsvis 3 eller 9 mM kortkeedede fedtsyrer
(C4, C6 og C8 i forholdet 1:1:1) i 2,5 time. FIAF-genudtrykket blev bestemt i det
gverste tarmcellevaev efter endt eksponering, og der blev fundet et @get FIAF-
genudtryk i tarmcellerne, der havde vaeret eksponeret for henholdsvis 3 og 9 mM
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fedtsyre, men der var ingen signifikant forskel de to niveauer af kortkaedede fedt-
syrer imellem (data ikke vist).

ANGPTL4 mRNA (fold change)

Figur 2 Forskellige fedtsyres evne til at inducere opregulering af FIAF-genet in
vitro.

Et griseintervention med 9 kuld grise, inklusiv kontrol og behandling med meelk
og inulin indenfor hvert kuld blev udfert. Det overordnede resultat var et gget
FIAF-udtryk i tyndtarmen hos grise, der havde faet maelk i diszeten sammenlignet
med kontrol- og inulingruppen (Figur 3). Serum fra alle grisene blev analyseret for
triglycerider, cholesterol, HDL-cholesterol, LDL-cholesterol. Den eneste forskel
var et signifikant lavere niveau af HDL-cholesterol i inulin gruppen. Kortkzedede
fedtsyrer var hgjere i den distale tyndtarm for inulingruppen, mens udskillelse af
langkaedede fedtsyrer i feeces var hgjst i maelkegruppen (Figur 4). Udskillelsen af
langkaedede fedtsyrer blev eftervist i et humant interventionsstudie, hvor diae-
terne dog var normaliseret i forhold til protein. Udskillelse af korte- og mellemkae-
dede fedtsyrer (Figur 5) samt oxidationsprodukter af mellemkasdede fedtsyrer
blev udskilt via urinen i griseinterventionen (data not shown).

25

5
Small intestine Adipose tissue
.

20

w -~

N
ANGPTL4 mRNA (fold change)

ANGPTL4 mRNA (fold change)

o

Liver Muscle

o

0.5

D
o
-
[=]
ANGPTL4 mRNA (fold change)

ANGPTLA mRNA (fold change)
>

0.0 - 00
Control Milk Inutin Contral Milk Inulin

Figur 3. FIAF/ANGPTL4-udtryk i tyndtarmen, fedtveev, lever og muskelveev efter
indtag af kontrol-, meelk-, og inulindizet.
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g1 forspget blev bakterielt DNA isoleret fra praver af indholdet i tyndtarm, cecum,

3ovre og nedre del af tyktarm, samt faeces. DNA kvaliteten af prgver fra tyndtar-
men var dog for darlig til at foretage palidelige analyser at mikrobiomet, og derfor
blev disse prover ikke underkastet 16S rDNA amplicon sekventering. Forsgget
viste tydeligt betydningen af en run-in periode for at udjeevne forskelle i mikro-
biota mellem de enkelte grupper (Figur 6).

De forskellige fodertyper aendrede ikke den generelle diversitet af tarmmikrobio-
met significant, hverken malt inden for en prgve (Figur 6) eller mellem prever
(ikke vist). Pa sleegtniveau fandtes de sterste eendringer af tarmmikrobiomet i for-
hold til kontrolgruppen overraskende i meaelkeintervention, hvor vi observerede en
gget forekomst af Megashaera og ikke overraskende Lactobacillus, og en ned-
gang i Clostridium og Prevotella (Figur 7). Et manuskript omhandlende dette for-
seg er under udarbejdelse.
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Figur 6. Effekten af run-in og foder pa sammensaetningen af tarmmikrobiomet.
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Figur 7. £ndringer i tarmmikrobiomet malt ved 16S rDNA analyser af bakterielkt
DNA isoleret fra feeces praver

Der er foretaget et fors@g hvor mus gennem 12 uger er blevet fodret med det
samme foder, som blev anvendst i griseinterventionsforsgget for at undersage om
1) indtag af grisefoder ville sendre mikrobiomet i mus mod det, der findes hos gri-
sen, og 2) for at undersgge om de aendringer i mikrobiomet, der kunne observe-
res i grise kunne repliceres i musen. | forsgget blev musene fodret med et nor-
malt lav-fedt musefoder, basis-grisefoderet og grisefoder supplementeret med
inulin. Forspgget viste at indtag af basis-grisefoderet kun i meget begraenset om-
fang eendrede mikrobiotaen hos mus, hvor den store forskel i mikrobiotaen mel-
lem gris og mus blev bibeholdt (Figur 8).

Forseget viste ogsa at mus og gris stadig udviser klare funktionelle forskelle selv
efter fodringe af mus med grisefoder (Figur 9).
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| lighed med griseinterventionsstudiet fandt vi kun mindre aendringer i mikrobio-

met efter indtag af foder supplementeret med inulin og ingen @get forekomst af

butyratproducerende bakterier (Figur 10). Et manuskript omhandlende dette for-
s@g er under udarbejdelse.
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Figur 8. Indtag af grisefoder har kun ringe indvirkning pa musens tarmmikrobiom.
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Module Nr.  Predicted function of module from the KEGG database
MO00179 Genetic information processing Ribosome, archaea
M00245 Environmental information processing Cobalt/nickel transport system
M00246 Environmental information processing Nickel transport system
M00221 Environmental information processing Putative simple sugar transport system
M00020 Nuecleotide and amino acid metabolism Serine biosynthesis, glycerate-3P => serine
M00365 Carbohydrate and lipid metabolism C10-C20 isoprenoid biosynthesis, bacteria
M00366 Carboliydrate and lipid metabolism C10-C20 isoprenoid biosynthesis, plants
M00247 Environmental information processing Putative ABC transport system
M00357 Energy metabolism Methanogenesis, acetate => methane
M00106 Carbohydrate and lipid metabolism Conjugated bile acid biosynthesis
M00258 Environmental information processing Putative ABC transport system

Figur 9. Funktionelle forskelle mellem mikrobiomet i mus og gris.
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Figur 10. Indtag af foder supplementeret med inulin medfarer kun mindre aendrin-

ger af tarmmikrobiomet i mus og gris.
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Der er planlagt interventionsforseg i kimfri mus. Disse er imidlertid blevet forsin-
ket pga infektioner i den kimfri facilitet. Disse forsgg vil blive gennemfert i lebet af
efteraret 2016.

Der er fuldfert et humant overkrydsningsforseg med 3 interventioner af 3 uger
med henholdsvis meelk, inulin og kontrol med fuld isokalorisk kost. Der blev ikke
fundet forskelle i plasma FIAF eller FIAF ekspression i fedtveev for inulin eller maslk
sammenlignet med kontrol kosten. Der blev dog fundet mindre eendringer i mikro-
biomet, metabolitter og lipidkomposition i respons il inulin og maelk sammenlignet
med kontrol. NMR-baseret metabolomics blev anvendt til at bestemme effekterne
af det humane interventionsstudie. Metabolomet pa urin- og blodprever efter inter-
ventionen blev sammenlignet med baggrundspraver for at fierne individvariation.
Metabolomanalyserne pa urinpraver viste mindre aendringer i fa metabolitter; 2-
hydroxyisobutyrat, citrat og format blev fundet i signifikant foregede maengder i
urinen fra maelkediseten sammenlignet med kontroldizeten. Der observeredes in-
gen endringer i mellem inulin og kontroldizeten i urinpr@ver. Ligeledes kunne vi
ikke identificere sendringer i metabolomet af blod eller faeces forarsaget af dise-
terne. GC-MS blev anvendt til kvantitativ analyse af FFA med ECF-FFA-metoden,
der fornyligt blev optimeret til faeces. De primaere resultater er en gget udskillelse
af langkeedede fedtsyrer i faeces fra meelkegruppen (Tabel 1), hvilket understatter
resultaterne fra griseinterventionen. Der sas derimod ingen aendringer i kort- og
mellemkaaedede fedtsyrer i urinen i gruppen med maelkeideeten i det humane inter-
ventionsstudie, hvilket der sas i griseinterventionen.

Tabel 1. FFA i faeces efter endt intervention.

Fatry acid Control Inulin Milk Inulin vs. Control  Milk vs. Control
et Mean SE  Mean SE  Mean SE P ]
Cl2:0 1.1 04 07 006 0.76 0.10 027 045
Cl4:0 1.8 02 1.7 0.2 DT 0.1%5 1.00 0.52
Trans-16 In-7 41 0.6 4.2 0.5 448 0.50 1.00 093
Cl16:0 270 2.5 30.0 23 36.3 30 091 0.046*
c17:1 07 005 07 0.03 0.7 0.03 1.00 0.95
C17:0 06 003 06 003 0.7 0.05 0.99 0.07
C18:21-6 16 5 Ie 192 1.5 1 iR 24 0.80 0.02*
C18:1n-9 450 6.0 481 37 530 3.3 0.99 055
C183n-3 1.6 02 i4 Q2 19 02 0.95 057
C18:0 138 08 14.7 1.0 17.9 1.6 095 0.02*
IFFA 1111 115 1207 86 141.3 9.7 0.9s 012

Data represent mean = standard error (SE) Darta were analyzed using mixed models with participants as random effect. All models were
adjusted for age and weight Significance was detennined as p<0.05 FFA: Free fatty acid

A consumer survey (N=1189) was carried out in co-operation with AU MAPP and
Arla Foods. The study explored the role of values, self-identity, and health orienta-
tion in the perception of health messages that varied in congruency. Skyr was cho-
sen as the target product as it has a high health image (high protein, low fat) and
adding a fat-based benefit creates an incongruent health message. The findings
from the survey confirm that Skyr is perceived as having a strong healthy image
and, regardless of any additional benefits promised, low fat content remains as the
most important feature when making their choices followed by not having added
flavour (natural vs fruit). The possible new health benefits expressed in package
information had no significant role in intentions.

Although health messages did not have a major impact in intentions to choose
products, the perception of weight-related benefits was rated higher among those
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who found health more important in their choices, especially benefits related to
protein content. The claim related to improved satiety was rated higher by those
who wished to lose or maintain their weight than by those who did not pay attention
to the weight. Thus, the messages in the claims were perceived, but in a product
with high existing health image the claim did not provide additional value that would
have been reflected on intentions to buy the products. For Danish consumers skyr
is strongly positioned as a healthy product that trying to shift that image with infor-
mation is hard to attain.

11. Afvigelser
Andringer i den faglige del af projektet er illustreret i ganttdiagramment nedenfor.

Opdateret ganttkort:

Gren farve angiver aktiviteter, der kerer som planlagt, gul angiver aktiviteter, der
er aendrede i forhold til den oprindelige projektbeskrivelse, og rad angiver aktivi-
teter, der er forsinkede.
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WP 1. Identification and stability of FIAF-inducing component

Effekt af korace er ikke undersegt i detaljer, og dette forventes ikke gjort, da der

ingen effekt er set med et begraenset antal dyr.
WP 2. In vitro and in vivo animal model systems

Eksisterende FIAF ELISA-systemer er usikre, og vi praver i stedet i samarbejde
med Hong Kong University at anvende Western blotting.

Interventionsforsgg med grise blev forsinket, men fuldfart.
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FIAF-knockoutmuseforsaget blev ikke gennemfart. | stedet gennemfartes et mu-
sestudie, hvor diseterne fra griseinterventionen blev anvendt.

WP 3. Human intervention studies

De to humane interventionsstudier til et forseg med flere interventionsperioder
samt analyseres pa praver fra allerede udferte forsag (+/- mejeriprodukter, un-
dersggelse af veegttab og vaegtvedligeholdelse). Forsaget blev en anelse forsin-
ket, men er fuldfert

11.1 Fagligt

Projektet har mattet drejes en smule, da det ikke har veeret muligt at identificere
en enkeltstaende komponent, som er ansvarlig for den FIAF-inducerende effekt.
Derfor blev maelk sammenlignet med en inulindiset interventionsstudierne med
mus, gris og human.

11.2 @konomisk

11.3 Tidsplan
Projektet blev et ar forsinket.

12. Resultaternes betydning, herunder for mejeribruget

Tidligere studier har vist, at kortkeedede fedtsyrer inducere FIAF/ANGPTL4- ge-
net og dermed ogsa produktionen af FIAF-proteinet, der kan haamme lipoprotein
lipasen og dermed haemme optaget af fedt fra blodbane til fedtvaev. Ligeledes har
der veeret et veegtparodoks i forhold til indtag af maelk, hvor FIAF-studiet giver
indblik i én af de bagvedliggende mekanismer, der kan vaere med til at forsta,
hvorfor indtag af maelk kan veere med til at opretholde vaegten.

FIAF-projektet har givet ny indsigt i, hvorledes mellemkaedede fedtsyrer @ger
produktionen af FIAF/ANGPTL4-proteinet i tarmvaevet, og hvorledes proteinet
bade udskilles til blodbane og tarm, hvor det kan haamme henholdsvis lipoprotein
lipasen i blodbanen, hvilket er velkendt, men i tarmen ogsa den pancreatiske li-
pase og dermed saenke optaget af fedtsyrer fra tarmen, hvilket er ny viden. Disse
resultater kan vaere med til at kaste lys over én af flere mulige mekanismer, der
er med til at forklare meelks og mejeriprodukters positive effekt pa vagt. Selvom
der ikke i det humane interventionsstudie kunne vises nogen effekt pa FIAF-ud-
tryk eller vaegt, har de mekanistiske studier i projektet belyst pa de positive effek-
ter, som maelkefedt og mejeriprodukter synes at have pa metabolismen og veegt-
regulering.

Forstaelse af maelks og inulins effekt pa tarmfloraen kan vaere med til at forsta
nogle af det uopklarede mekanismer omkring optag af naerringsstoffer.

En ny GC-MS QToF metabolomics platform blev udviklet og denne synes at
veere et godt supplement til allerede eksisterende LC-MS og NMR platforme, og
med hensyn til lipidmetabolitter, synes den at vaere overtruffen.

Ydermere blev der farst i projektet udviklet en ny analysemetode til at kvantificere
frie fedtsyrer i mzelk, som efterfelgende blev optimeret til plasma og faeces. Meel-
kens indhold af frie fedtsyrer er vigtig bade i relation til teknologisk/smagsmaessig
kvalitet og ernaeringsmaessig kvalitet, hvorfor denne analysemetode udger et vee-
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sentligt redskab i meelkerelateret forskning. Den udviklede metode kan bruges di-
rekte som referencemetode til at optimere hurtigmetoder, hvis mejeriindustrien

finder det fordelagtigt.
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