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Det er ikke lige fedt

Forekomst og biologiske egenskaber af naturlige nano-vesikler i meelk.

Forekomst af fosfolipider

Fosfolipider udger celleveegge og afgraenser in-
tracellulzere organeller i hgjerestdende organis-
mer. Det specielle fosfolipid sfingomyelin regule-
rer cellevaekst, celledifferentiering, og er vigtig for
nervers overflader/funktion. Studier peger p3, at
sfingomyelin fra kosten giver en forbedret kogni-
tiv udvikling og bedre sundhed i tarm- og immun-
systemet. Sfingomyelin findes ikke i planter. Fade-
vareforskere og mejerifolk har haft den opfattelse,
at hovedparten af fosfolipidet i komaelk stammer
fra fladefasen, hvor det udger fedtkuglemembra-
nen omkring smerfedtet. Vores forskning rokker
imidlertid markant ved dette synspunkt. Komaelk
indeholder 1% fosfolipid, hvoraf ca. 60% findes i
fedtkuglemembranen. Resten findes i skummet-
maelken (skummetmaelksmembraner) og skulle an-
giveligt veere fedtkuglemembranrester. Denne be-
tragtning er ikke leengere gangbar, idet der findes
en anden form for fosfolipidstrukturer i maelk, som
benaevnes ekstracellulaere vesikler. Vi har beskre-
vet forekomsten af ekstracellulzere vesikler i maelk.
Membranstrukturerne har en vandig kerne og en
betydelig anderledes molekylaer sammensaetning
end fedtkugler/membraner. Ekstracellulzere vesik-
ler bestar af exosomer og mikrovesikler (Figur 1).
Exosomer menes at kunne mediere celle-celle kom-
munikation, og i meelk at bidrage med information
til udviklingen af afkommets immunforsvar. Det er

Resumé

Vi har dokumenteret tilstedeveerelse af ekstracellulzere vesikler i maelk. Disse fosfolipidstrukturer,
kaldet ekstracellulzere vesikler, findes i skummetmaelk og har en helt anden sammensatning end
fedtkugler. Ekstracellulzere vesikler kan sandsynligvis via celle-celle kommunikation pavirke konsu-

uklart, i hvilket omfang forskellige mejerifraktioner
indeholder ekstracellulzere vesikler og/eller fedt-
kugle-afledte membraner. | overensstemmelse med
de forskellige former for bioaktivitet og funktiona-
litet, der kendetegner maelkens fosfolipidholdige
fedtkuglemembraner og ekstracellulaere vesikler, er
det “ikke lige fedt’; hvilke komponenter en maelke-
fraktion eller ingrediens indeholder.

Projektindhold

Projektet sigter imod at opna et storre kendskab til
de to forskellige maelkemembrantypers forekomst
og biologi. | projektet "Nye fosfolipidholdige frak-
tioner i maelk — PHLIP" undersgger vi tilstedevae-
relsen af ekstracellulzere vesikler i meelkefraktioner
for at opna en kvalitativ og kvantitativ beskrivelse
af disse i forhold til forekomsten i fedtkuglemem-
braner. Projekt er forbundet med et ph.d.-projekt,
"Biological activities of dairy EVs", som beskaeftiger
sig med forstaelse af effekter efter indtag af forefin-
dende fosfolipid-fraktioner fra maelk.
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SENIORFORSKER, INSTITUT FOR
MOLEKYLARBIOLOGI OG GENETIK, AU.

Isolering af fosfolipid-fraktioner
| vores studier tager vi udgangspunkt i ubehandlet,
ra meelk, idet al form for processering vil give anled-

ning til sammenblanding og endringer i de fysisk-
kemiske egenskaber. Forst skummes maelken ved
centrifugering. Flades kaernes, og fedtkuglemem-
braner kan derpa bundfaeldes. Skummetmaelken

menten, fx immunforsvaret. Det er uklart i hvilket omfang forskellige mejerifraktioner indeholder
ekstracellulzere vesikler og/eller fedtkugle-deriverede membraner. Projektet sigter mod at opna et
starre kendskab til de to forskellige maelkemembrantypers forekomst og biologi.
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centrifugeres ved 20.000g i en time, hvorved det
meste af kaseinet bundfaeldes, og til sidst udvindes
de ekstracellulaere vesikler ved filtrering.

Analyse

Projektet har seerlig fokus pa ekstracellulzere vesik-
ler. Derfor foretager vi en omfattende karakterise-
ring af en lang raekke komponenter. Stgrrelsen vur-
deres med NTA (Nanoparticle Tracking Analysis).
Maengden af protein, lipid og nukleotider bestem-
mes. Derudover benyttes specifikke antistoffer til at
estimere tilstedevzerelse af udvalgte proteiner. Et
af projektets hovedformal er at komme med anvis-
ninger om, hvilke proteiner der szerligt findes i hen-
holdsvis ekstracellulaere vesikler og fedtkuglemem-
braner. Ud fra kendskab til proteinmarkerernes
forekomst i saerligt rene praeparationer kan man
vurdere det oprindelige ophav af fosfolipidstruk-
turer i en mejerifraktion. Desuden muligger de ek-
sakte specifikationer en vurdering af, hvorledes en
given proces pavirker fosfolipidkomponenterne.
Eksempelvis ser vi pa, hvad procestrin som homo-
genisering, kavitation og pasteurisering betyder for
vesiklernes integritet.

Funktion og bioaktivitet

| projektet studeres bioaktiviteten af ekstracellu-
laere vesikler fra maelk, hvilket fortrinsvist geres pa
cellekulturer. Forst har vi udviklet en metode til at
opmaerke vesiklerne med en fluorescerende forbin-
delse, hvilket muligger kvantificering og sporing

af vesiklerne under et cellulaert optag. Ved brug af
avanceret mikroskopi har vi skabt et overblik over
maelkevesiklernes vej ind - og rundt i tarmceller (Fi-
gur 2). Vi har tjekket, at cellerne tolererer behand-
lingerne i forsagenes koncentrationsomrader via
viabilitetsmalinger. Nu analyseres immunologiske
effekter af ekstracellulaere vesikler pa en makrofag-
cellelinje. Det undersgges ved at male secernering
af signalstoffer (interleukiner). Vi har et samarbejde
med Tim Wolfs forskergruppe (NL), hvor vi ser pa
om ekstracellulaere vesikler fra maelk har indflydelse
pa tarmens tilstand. Disse studier er bygget op om
et avanceret organoid-modelsystem, hvor tarmud-
snit undersgges uden for deres normale miljg.

Resultaternes betydning

Neervaerende projekt forventes at give nye erken-
delser vedr. denne vaesentlige, men updagtede,
bioaktive fosfolipidfraktion i maelk. Det er ogsa
med til at afgere, hvilke biologiske funktioner der
kan knyttes til disse vesikler, ogsa set i forhold an-
dre fosfolipid-strukturer fra maelk. Er funktionali-
teten bibeholdt efter processering? Samtidig er vi
med til at skabe grundlag for at vurdere, hvilke dele
af en maelkefraktion/ingrediens, der stammer fra
henholdsvist fedtkugler eller ekstracellulzere vesik-
ler. Maelkeekstracellulzere vesikler er saledes sand-
synligvis allerede et indholdsstof i en lang raekke
maelkeprodukter og fraktioner, eftersom de har ud-
gangspunkt i skummetmaelken. e
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Figur 1: Oversigt over fordelingen af fosfolipider i maelk i hhv. fedtkuglemembran
og extracellulaere vesikler, samt deres forskellige udskillelsesveje ud i maelken.
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Figur 2: Extracellulaere vesikler optages i tarmceller og processeres via det endosomale sorte-
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