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Sammendrag:

Dette projekt undersogte, hvorvidt to isomerer af konjugeret linolsyre (CLA) kunne reducere
risikoen for at udvikle diabetes type 2, hjertekarsygdom, knogleskerhed og fedme. CLA er vist at
have en gunstig effekt pa disse sygdomme i dyr. Der findes flere CLA-isomerer, hvoraf to er mest
undersogt, nemlig c9,t11-CLA og t10,c12-CLA. C9,t11-CLA findes naturligt 1 m&lk og ked fra
drovtyggere, og indholdet heri kan reguleres via foderet. t10,c12-CLA findes hovedsagligt 1
industrielt fremstillede CLA-produkter. Projektet bestod af tre dele, der til sammen belyste
ovennavnte problemstilling fra flere supplerende vinkler. Pa Institut for Human Ernering, Det
Biovidenskabelige Fakultet, Kabenhavns Universitet, udfertes et human interventionsstudie, hvor
75 kvinder dagligt indtog c9,t11-CLA, benevnt “malke-CLA ”, en blanding af c9,t11-CLA og
t10,c12-CLA eller olivenolie (kontrol). Resultaterne viste, at CLA-blandingen havde en ugunstig
effekt pa flere risikoparametre for hjertekarsygdom (C-reaktivt protein, plasminogen, plasminogen
aktivator inhibitor, oxidativt stress) sammenlignet med den naturligt foreckommende ¢9,t11-CLA-
isomer og olivenolie. Der var ingen indikation af en ugunstig effekt af c9,t11-CLA pa
risikomarkerer for diabetes. Blandingsproduktet reducerede den totale fedtmasse 1 kroppen samt 1
benene. Begge CLA- supplementer egede in vivo markeren for oxidativt stress, dog var foregelsen
efter malke-CLA moderat.

P& BioCentrum, Danmarks Tekniske Universitet, blev et fodringsforseg med rotter udfert for at
undersoge CLA's indflydelse péd fedtsyreprofilen i vav og organer, pd genudtrykket af
negleenzymer 1 lipogenesen, lipolysen og oxidationen af fedtsyrer, samt pd markerer for diabetes
type II. Der var ingen forskelle 1 markerer for diabetes og heller ingen forskelle pd genekspression 1
lever og fedtveev, hvilket kan haenge sammen med, at der ikke blev fundet sterre forskelle i
fedtsyresammensatningen i de underseggte vev og organer. Fodring med 0,5 % CLA-isomere i tre
uger ikke havde nogen markant effekt p4 de undersegte parametre hos rotter.

Institut for Biokemi og Molekylar Biologi, Syddansk Universitet, undersogte effekten af de to
CLA-isomere pa primere humane fedtceller i kultur. Arbejdet blev udfert i teet samarbejde med
professor M. MclIntosh, University of North Carolina, USA. Resultaterne viste, at t10, c12-CLA,
men ikke ¢9, t11-CLA, via aktivering af bestemte signalveje inducerer en inflammatorisk reaktion i
prefedtcellerne, hvilket leder til frigivelse af en reekke cytokiner, som pavirker de modne fedtcellers
genudtryk og funktion. Effekten pa de modne fedtceller er sdledes athangig af tilstedevaerelsen af
prefedtceller. I de modne fedtceller sker der en signifikant reduktion i udtrykket af gener, som er
involveret i lipidakkumulering, og dette forer til en delipidering af cellerne. Ligeledes reduceres
fedtcellernes evne til at oge glukoseoptag som respons pa insulin. Mange af disse effekter kan ledes
tilbage til en reduceret aktivitet af den centrale transkriptionsfaktor, PPARY.



Summary:

The objective of this project was to examine the effect of conjugated linoleic acids (CLA) on risk
markers of diabetes type 2, cardiovascular disease (CVD), osteoporosis, and obesity. In animal
studies, CLA exert beneficial effect on risk markers of these diseases. There are several different
CLA isomers, but only two are well-examined: the c9,t11-CLA, which is naturally occurring in
milk, and t10,c12-CLA, which is predominantly found in commercial CLA products. Both isomers
are biologically active. The project contained three parts, which together thoroughly examined the
effects and mechanisms of CLA in human, animal, and cell models.

At the Department of Human Nutrition, Faculty of Life Sciences, The University of Copenhagen, a
human intervention study was conducted, in which 75 women took a daily supplement with c9,t11-
CLA, a mixture of ¢9,t11- and t10,c12-CLA or olive oil (control). The results showed that the
mixture of CLA isomers had an unbeneficial effect on several risk markers of CVD (blood lipids, C
reactive protein, plasminogen activator inhibitor, oxidative stress) compared to the naturally
occurring CLA isomer and the olive oil. There were no indications of an unbeneficial effect of the
¢9,t11-CLA on risk markers of diabetes. The mix of CLA isomers reduced both total and lower
body fat mass. Both CLA supplements increased the in vivo marker of oxidative stress, although the
increase after c9,t11-CLA was moderate.

At BioCentrum, the Technical University of Denmark, a feeding study with rats was performed to
elucidate how CLA affected markers of type 2 diabetes and the fatty acid profile and gene
expression of key enzymes in lipid metabolism in different tissues. There were no effect of CLA on
markers of diabetes, the relative gene expression, or the fatty acid profile in tissue and organs.
Feeding with 0.5% CLA isomers for three weeks had no noteworthy effect on the examined
parameters in rats.

At the Department of Biochemistry and Molecular Biology, University of Southern Denmark, the
effect of the two CLA isomers on primary human fat cells in culture was investigated. The work
was performed in close collaboration with Professor M. Mclntosh, University of North Carolina,
USA. The results showed that t10, c12-CLA, but not ¢9, t11-CLA, activated specific signalling
pathways in the pre-fat cells leading to induction of inflammatory cytokine expression and release.
The release of these cytokines affected gene expression and function of the mature fat cells, and it
was shown that these effects were dependent on the presence of the pre-fat cells. In the mature fat
cells a significant reduction in the expression of genes involved in lipid accumulation was observed
leading to delipidation of the fat cells. In addition, the ability of the fat cells to induce glucose
uptake in response insulin was significantly reduced. Many of the effects on fat cell gene expression
could be attributed to a reduced activity of the central transcription factor, PPARY.



Baggrund:

Konjugerede linolsyrer (CLA) er en gruppe umattede fedtsyrer med stor biologisk aktivitet, som
har péakaldt sig megen opmarksomhed i1 de seneste ar, da disse fedtsyrer 1 dyr er vist at have en
forebyggende virkning over for nogle af de vasentligste sygdomme med ernaringsmessig
baggrund: hjerte- og karsygdomme, fedme, diabetes og cancer. Dyrestudier har vist, at CLA kan
forebygge udviklingen af fedtaflejringer 1 &revaeggen, forbedre insulinfelsomheden, pévirke
knoglemetabolismen samt reducere mangden af kropsfedt (Pariza et al. 2001, Roche et al. 2001,
Watkins ef al. 2001), men dette er endnu ikke velundersegt i mennesker.

Den vasentligste CLA-fedtsyre i kosten er c9,t11-isomeren, der findes naturligt i mejeriprodukter
og kad fra drevtyggere, og som er vist at vaere s@rdeles anti-carcinogen i celle- og dyremodeller. En
anden betydningsfuld, aktiv CLA-fedtsyre er t10,c12-isomeren, som findes 1 syntetisk fremstillede
CLA-produkter. Effekterne af de enkelte isomerer er forst de senere ar begyndt at blive belyst.

Formal:

Formalet med dette studium var at undersoge effekten af CLA:

1. T mennesker: virkning pd en rekke risikoparametre for hjertekarsygdom, diabetes,
knogleskerhed, inflammation, oxidativt stress samt kropskomposition og RNA for proteiner
involveret i1 fedt- og glukosemetabolismen.

2. 1 dyremodeller: fedtprofilen ved inkorporering i vav og organer, pd genudtrykket af
negleenzymer i lipogenesen, lipolysen og oxidationen af fedtsyrer, samt pa markerer for
diabetes type II i blodet hos diabetiske rotter.

3. I primzere humane fedtceller i kultur: effekt pd celluler signalering, genudtryk og
fedtcelle-funktion.

Resultater:

Ad 1: Humant interventionsstudium

75 ud af 81 kvinder gennemforte interventionen, hvor de 1 16 uger dagligt fik kapsler med 1 alt 3,4
gram c9,t11-CLA, en blanding af c9,t11- og t10,c12-CLA eller olivenolie (kontrol). Der blev taget
blod- og fedtvaevsprever, udfert helkropscanning (DEXA) og glukosetolerancetest (OGTT)(200 ml
glukoseoplosning, 2,085 mmol/l) ved start og slut af interventionen. Desuden gennemforte alle
deltagerne to 3-dages kostregistreringer, hvor al mad og drikke blev vejet og noteret. De pracise
resultater og P-vaerdier er prasenteret i bilag 1.

Hjertekarsygdom: Vi fandt, at CLA-mix resulterede i en lipidprofil, der er sterkere associeret til
hjertekarsygdom end malke-CLA og olivenolie (figur 1). P4 inflammatoriske markerer fandt vi, at
CLA-mix resulterede 1 en hejere fibrinogen koncentration i1 forhold til malke-CLA. En oget



koncentration af denne er associeret med eget risiko for hjertekarsygdom. Vi fandt desuden en
hgjere koncentration af de inflammatoriske markerer CRP og PAI-1 efter CLA-mix i forhold til
bade olivenolie og malke-CLA (figur 2 og 3). Der var en hgjere udskillelse af 8-iso-PGF2a i
urinen efter CLA-mix i forhold til olivenolie og melke-CLA (figur 4), hvilket indikerer oget
oxidativt stress i kroppen og stemmer overens med andres observationer. Dget oxidativt stress
menes at oge risikoen for hjertekarsygdom. Der var ingen forskel i effekten af maelke-CLA og
olivenolie pa blodlipid (kolesterol og triglycerider), de inflammatoriske markerer inklusiv
hamostasemarkerer (blodpropdannelse).
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Figur 1. Plasmakoncentrationen (Mean + SEM) af triglycerider (TAG), HDL-kolesterol og ratioen total kolesterol:
HDL-kolesterol efter 16 ugers supplementering med en blanding af ¢9,t11- og t10,c12-CLA (CLA-mix), c9,t11-CLA
alene (malke-CLA) eller olivenolie (kontrol).  Signifikant forskellig fra kontrol (P<0,01) $ forskellig fra forhold til
¢9,t11-CLA gruppen (P <0,05). * Tendens til forskel i forhold til kontrol (P<0,08).
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Figur 2. Plasmakoncentrationen (Mean + SEM) af fibrinogen efter 16 ugers supplementering med en blanding af
c9,t11- og t10,c12-CLA (CLA-mix), c9,t11-CLA alene (M&lke-CLA) eller olivenolie (kontrol).  Forskellig fra
Melke-CLA (P<0,05).
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Figur 3. Plasmakoncentrationen (Mean + SEM) af C-reaktivit protein (CRP) og plasminogen aktivator inhibitor 1 (PAI-
1) efter 16 ugers supplementering med en blanding af ¢9,t11- og t10,c12-CLA (CLA-mix), c9,t11-CLA alene (malke-
CLA) eller olivenolie (kontrol). * Forskellig fra bade kontrol- og malke-CLA gruppen (P<0,05). 1 forskellig fra
mealke-CLA gruppen, P<0,05.
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Figur 4. Isoprostan-udskillelsen i urinen efter interventionen (Mean+ SEM). CLA-mix= blanding af t10,c12- og c¢9,t11-
CLA, malke-CLA= ¢9,t11-CLA. *Forskellig fra de to andre grupper (P<0,0001). 7 forskellig fra kontrol, P<0,05.

Diabetes type I1I: Der var ingen forskel 1 effekten af de tre behandlingstyper pa glukose eller insulin
koncentrationen 1 plasma, 1 hverken faste- eller 2-timers proverne eller koncentrationen af glukose
og insulin som funktion af tiden malt ved oral glukose tolerance test (OGTT).

Fedt- og muskelmasse, veegt og BMI: Vi fandt, at den totale fedtmasse var signifikant lavere, ca. 1
kg, efter CLA-mix i forhold til olivenolie, hvilket ogsa tenderede til at vare lavere i forhold til
malke-CLA. Fedtmassen i benene var ogsé lavere, ca. 600 g, efter CLA-mix i forhold til bade
olivenolie og malke-CLA. Disse @&ndringer i fedtmassen stettes af en tendens til en lavere vagt og
BMI (kg/m?) efter CLA-mix i forhold til bade olivenolie og malke-CLA (figur 5 og 6).
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Figur 5. Fedtmasse total og i benene, gennemsnit = SEM (data er justeret for startvaerdierne og hejden). *Lavere i
forhold til olivenolie (P<0,05). # lavere end olivenolie og malke-CLA (P<0,01). tTendens til lavere i forhold til
melke-CLA (P<0,10).
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Figur 6. Vaegt og BMI efter 16 ugers intervention med en blanding af t10,c12- og ¢9,t11-CLA (CLA-mix), ¢9,t11-CLA
alene (malke-CLA) eller en olivenolie kontrol. Gennemsnitsverdier + SEM (justeret for startverdierne).
(*) Tendens til at vaere lavere i forhold til olivenolie- og maclke-CLA grupperne, P<0,1.

Knogleskorhed: Knoglemassen blev bestemt for hele kroppen, de nederste lendehvirvler (L2-L4)
og for hoften (femur-knoglen), hvor de to sidstnevnte representerer de knogler med det storste slid,
og derfor oftest er steder, man forst lokaliserer knogleskerhed. Vi fandt ingen signifikante forskelle
1 effekten af de tre supplementer.

RNA for proteiner i fedt- og glukosemetabolismen: Fedtvaevsbiopsier blev analyseret for mRNA
udtrykket af proteiner involveret i fedt- og glukosemetabolismen (TNF-a, ALBP, adiponectin,
GLUT4, leptin, LPL, PPARYy,, og UCP2). Vi fandt en tendens til, at udtrykket af det
proinflammatoriske cytokin TNF-a var hgjere efter CLA-mix 1 forhold til kontrollen (P=0.08, figur
7). Standardafvigelserne var meget hoje, og dette kan muligvis forklare, hvorfor forskellen ikke var
signifikant. Ved at sammenligne udtrykket af proteinerne for og efter interventionen fandt vi
tydelige tendenser til, at udtrykket af adiponectin, GLUT4, leptin, LPL og PPARY var lavere efter
interventionen i CLA-mix gruppen, hvorimod ingen forskelle fandtes i de to andre grupper. Dette
stemmer overens med dyre- og cellestudier af CLA. Dog kan det 1 vores forseg ikke udelukkes at



hange sammen med, at CLA-mix gruppen havde lidt hejere startniveauer end de to andre grupper.
Vi fandt desuden, at &ndringer i genudtrykket af proteinerne var signifikant korreleret til indholdet
af CLA i fedtvaevet.
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Figur 7. Relative mRNA udtryk af TNF-a fra subcutane fedtvavsbiopsier (fedtvaev under huden i balle) for (wk 0) og
efter (wk 16) 16 ugers intervention med konjugeret linolsyre (CLA)-mix (blanding af primeert t10,c12- og ¢9,t11-CLA),
milk-CLA (c9,t11-CLA) eller en olivenolie-kontrol i 75 postmenopausale kvinder. Data er pracsenteret som gennemsnit
+ SD.

Delkonklusion: Resultaterne fra det humane interventionsstudie viste, at et kommercielt blandings-
produkt af CLA-isomerer havde en ugunstig effekt pd flere risikoparametre for hjertekarsygdom i
forhold til den naturligt forekommende CLA-isomer og olivenolie. Der var ingen indikationen af en
ugunstig effekt af mealke-CLA pa risikomarkerer for diabetes. Blandingsproduktet reducerede
fedtmassen totalt og i benene, men da en reduceret fedtmasse i benene er associeret til en nedsat
insulinfelsomhed (Bueman & Astrup 2006), kan dette ikke entydigt tolkes som gunstigt. Da den
eneste forskel pd de to CLA-supplementer var indholdet af t10,c12-CLA-isomeren, er det
sandsynligt, at de ugunstige effekter, vi har fundet netop skyldes denne isomer, hvilket er i
overenstemmelse med resultater fra andre. Begge CLA-supplementer egede in vivo markeren for
oxidativt stress, hvilket ma betragtes som ugunstigt.

Ad 2: Fodringsforseg med diabetesrotter

Der anvendtes to diabetesrotter, en overvaegtig ZDF fa/fa Gmi rotte og en ikke-overvaegtig GK
rotte. Kontrolrotter var hhv. ZDF lean og Wistar rotter. Hver rottegenotype blev fodret med fire
forskellige fodertyper 1 tre uger for at sammenligne effekten af CLA-isomere og linolsyre.
Fedtkilden 1 foderet var smor med lavt indhold af CLA. Tidselolie tilsattes for at opnd passende
indhold af linolsyre. Til 3 af fodertyperne blev tilsat henholdsvis 5% ¢9,t11-CLA, 5% t10,c12-CLA



og 5% linolsyre. Foderblandingerne indeholdt 10% fedt. Fedtsyresammensatningen i foder-
blandingerne er anfort i tabel 1.

Tabel 1. Fedtsyresammensatningen i testfoderet (vaegt%)

Fodertype
CLAt9,c11 | CLA t10,c12 Kontrol (Kcoﬁil)

C4:0-C12:0 10,77 10,75 10,86 11,16
C14:0 7,99 8,08 8,70 8,16
C16:0 2537 25,52 27.44 26,11
C16:1n-7 1,28 1,29 1,38 131
C18:0 7,65 7.72 837 7,89
C18:1n-7 trans 0,87 0,88 0,95 0,89
C18:1n-9 16,36 16,15 17,26 16,71
C18:1n-7 0,59 0,58 0,61 0,61
C18:2n-6 14,96 14,61 15,08 18,16
C18:3n3 1,37 135 1,42 1,40
CLA c9,t11 5,26 0,92 0,44 0,43

CLA t10,c12 0,41 5,04 - -
andre 7,10 7,12 7,48 7,16

Veegt: Der blev ikke fundet forskel i effekten af fedttyperne pa rotternes tilveekst eller organvaegt.

Veev: Fodring med CLA-isomere (0,5% 1 foderet) medforte ikke vesentlige endringer i
fedtsyresammensatningen i de underseggte veev og organer (hvidt og brunt fedtvaev, lever og hjerte).
Foderets indhold af CLA blev som forventet afspejlet i vaev og organers fedtsyresammensatning,
men t10,c12-CLA blev generelt inkorporeret darligere end c9,t11-CLA (figur 8). t10,c12-CLA blev
bedre inkorporeret i phospholipider (PL) fra brunt fedt og hjerte; mens ikke i lever PL (figur 9 og
10). Foderets indhold af linolsyre blev kun til en vis grad afspejlet i vevenes og organernes
fedtsyre-sammensatning, iser hos ZDF fa/fa og lean rotterne.
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Figur 8. Indholdet af CLA i hvidt fedtvaev fra de fire forskellige rotte-genotyper efter fodring med c9,t11-CLA
¢9,t1 1henholdsvis t10,c12-CLA i tre uger.
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Figur 9. Indholdet af CLA i TAG og PL fra brunt fedtvaev fra de fire rotte-genotyper efter fodring med c9,t11-CLA
henholdsvis t10,c12-CLA i tre uger.
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Figur 10. Indholdet af CLA i lever TAG og PL fra de fire rotte-genotyper efter fodring med c9,t11-CLA henholdsvis
t10,c12-CLA i tre uger.
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Blodglukose: For ZDF fa/fa rotterne var der ingen forskel i glukosekoncentrationen mellem de 4
grupper i fodringsperioden. Glukosekoncentrationen i blodet hos ZDF fa/fa rotterne efter oral
glukose tolerancetest (OGTT) var ikke signifikant forskellige for de fire grupper. For GK rotterne
var der ingen signifikant forskel mellem de fire grupper, men der var en tendens til, at rotterne
fodret med t10,c12-CLA havde den hgjeste glukose-koncentration (figur 11).
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Figur 11. Indholdet af glukose i blodet fra GK og Wistar rotter efter 0, 7, 14 og 19 dages fodring med henholdsvis
t10,c12-CLA , ¢9,t11-CLA, linolsyre eller kontrolfoder.

For GK-rotterne, fodret med t10,c12-CLA, 1a glukosekoncentrationen efter OGTT hgjere end for de
andre grupper; men der var kun signifikant forskel efter 90 og 120 min (figur 12). Disse resultater
kan tyde pd, at t10,c12-CLA medforte en darligere insulinfolsomhed hos diabetiske GK rotter.
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Figur 12. Indholdet af glukose i blodet fra GK og Wistar rotter efter indgivelse af en glukosebolus ved en Oral glukose
tolerance test (OGTT).

Plasmainsulin: Der var ingen forskel i plasmainsulinkoncentrationen under fodringsforseget eller

efter OGTT mellem de fire grupper, hvilket viste, at CLA ikke pévirkede plasmainsulinniveauet

anderledes end linolsyre.

Genekspressionen i fedt- og leverveev: mRNA udtrykket fra forskellige gener blev analyseret ved
real-time PCR.

Leveren:

Lipogenese gener: Sterol regulatory element binding protein lc (SREBP-Ic), steraoyl-CoA
desaturase 1 (SCD-1), SCD-2, fatty acid synthetase (FAS), acetyl-CoA carboxylase (ACC)
Liver-type carnitine palmitoyl-CoA transferase (L-CPT) (hastighedsbegraensende 1 fedtsyre-
oxidation)

Glucose transporter 2 (Glut2) (involveret i glukoseoptag).

Hvidt fedtvaev:

Fedtvaevsspecifikke transskriptionsfaktorer peroxisome proliferator-activated receptor y (PPAR
vy og CCAT/enhancer binding protein o (C/EBPa)

PPAR y malgener: lipoprotein lipase (LPL), perilipin, adipocyte fatty acid binding protein (A-
FABP) og Glut4

Gener involveret 1 fedtsyresyntesen: SCD-1, SCD-2, FAS, ACC

Det proinflammatoriske cytokin interleukin 6 (IL-6).

Der sés ingen effekt af de to CLA-isomere pd genekspressionen i fedtvevspreverne eller i

leverpraoverne.
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Ceramid og diacylglycerol i soleusmusklen: Det er tidligere vist en sammenhang mellem
insulinresistens og ceramidindholdet i muskler, hvilket kan hange sammen med triacylglycerol
(TAG) akkumulering i musklen ved fedme. Soleusmusklen fra ZDF-rotterne blev analyseret for
indholdet af ceramid og diacylglycerol (DAG). Analysen viste ingen forskel i ceramid- og DAG-
indholdet i soleus mellem de fire grupper.

Adipocytokiner: Det var ikke muligt at bestemme IL6 og TNFa 1 plasmapreverne, da
koncentrationen var under detektionsgrensen for det anvendte ELISA-kit.

Leptinindholdet (pg/ml) i plasma fra ZDF rotterne fodret med ¢9,t11-CLA var hgjere sammenlignet
med rotter, der havde faet foder med lavt indhold af linolsyre.

Delkonklusion: Fodringsforseget viste ingen forskelle i markerer for diabetes og heller ingen
forskelle for genekspression i lever og fedtvaev. Dette haenger formodentlig sammen med, at der
ikke blev fundet storre forskelle i fedtsyresammensatningen i de undersggte vev og organer, som
kunne tilskrives fodring med CLA. Det vil sige, at fodring med 0,5 % CLA-isomere i tre uger ikke
havde nogen markant effekt pa de undersogte parametre hos hverken diabetes- eller kontrolrotterne.

Ad 3: Effekter pa humane fedtceller i kultur

For at belyse de molekylere mekanismer bag de isomer-specifikke effekter af CLA pé fedtvavet,
har vi 1 samarbejde med Dr. Michael McIntosh underseggt, hvordan de enkelte isomere pavirker
humane pree-fedtceller samt modne fedtceller 1 kultur.

Fedtcelleudvikling. Vi har vist, at trans-10, cis-12-CLA ha&mmer akkumuleringen af triglycerid i
differentierende humane praefedtceller (figur 13A) ved at heemme optag af glukose (mélt som
cellulaert optag C-14 merket deoxy-glucose) og fedtsyrer (malt som cellulert optag af C-14 maerket
oliesyre optag) samt inkorporeringen af disse i triglycerid (mélt som hhv. C-14 merket glukose og
C-14 market oliesyre inkorporering i den lipidopleselige cellulare fraktion). Vha. kvantitativ real-
time PCR viste vi at en lang raekke fedtcelle-specifikke gener er specifikt nedreguleret af trans-10,
cis-12-CLA (figur 13B). Desuden nedregulerer trans-10, cis-12-CLA udtrykket af PPARy, som er
en central aktivator af fedtcelleudvikling og lipidakkumulering. Vores resultater tyder pa, at denne
nedregulering af PPARy udtryk er central for trans-10, cis-12-CLAs hammende effekt pa
fedtakkumulering under udvikling af humane fedtceller.
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Figur 13. Trans-10, cis-12 CLA-isomeren hemmer fedtcelleudvikling af primare humane prefedtceller i kultur.

A. Lipidakkumulering under fedtcelleudvikling efter behandling med bovint serum albumin (BSA), eller BSA-
komplekset til hhv. linolsyre (LA) og CLA-isomere. Lipid er visualiseret ved oil-red-O farvning.

B. Genudtryk af fedtcelle-specifikke gener efter behandling med hhv. BSA og CLA-isomere.

Effekt pa modne fedtceller. Ligeledes har vi undersegt, hvordan modne fedtceller pavirkes af CLA-
isomerene. Vore resultater viste, at trans-10, cis-12 CLA-isomeren, men ikke cis-, trans-11-CLA-
isomeren, forarsager delipidering af modne humane fedtceller (figur 14). Dette sker gennem en
haemning af fedtsyreoptag (malt som cellulert optag af C-14 merket oliesyre) og glukoseoptag
(malt som cellulert optag af C-14 maerket deoxy-glucose) samt inkorporeringen af disse i
triglycerid (malt som hhv. C-14 market glukose og C-14-market oliesyreinkorporering i den lipid-
opleselige cellulere fraktion). Vha. kvantitativ real-time PCR viste vi desuden, at trans-10, cis-12
CLA-isomeren i lebet af 1-3 dage nedregulerer en lang raekke fedtcelle-specifikke gener i modne
humane adipocytter (figur 15). Dette drejer sig bl.a. om de samme fedtcelle-specifikke gener, som
vi tidligere rapporterede nedreguleret, nar denne CLA-isomer blev givet under udviklingen af
humane preadipocytter (figur 13B).

Endvidere viste vi, at trans-10, cis-12-CLA forirsager en kraftig opregulering af udtrykket af
interleukin 6 og 8 (IL-6 og IL-8) i kulturer af prefedtceller og modne fedtceller, som er afthangig af
protein-kinasen ERK (figur 16). Vha. co-kultur, hvor modne fedtceller dyrkes hhv. med og uden
praefedtceller, viste vi, at effekten af trans-10, cis-12-CLA er helt athangig af tilstedevarelsen af
praefedtceller, og at cytokin-produktionen nasten udelukkende stammer fra preefedtcellerne (figur
17). Dette har fort til modellen for trans-10, cis-12-CLA’s virkning skitseret i figur 18.
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Figur 14. Behandling af kulturer af modne fedtceller og praefedtceller med i 3 uger forer til nesten fuldsteendig delipidering

af fedtcellerne. Lipid er visualiseret ved oil-red-O farvning.
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Figur 15. Udtryk af fedtcelle-specifikke gener i kulturer af modne fedtceller og praefedtceller efter behandling med BSA
(m), cis-9, trans-11 CLA () og trans-10, cis-12 CLA (A). Tid efter tilseetning er angivet i timer.
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Figur 16. Effekt af CLA-isomere pé kulturer af modne fedtceller og prafedtceller. Trans-10, cis-12-CLA ferer til en

induktion af de proinflammatoriske cytokiner IL6 og IL-8 protein (A) og mRNA (B), og denne effekt er athangig af

aktivering af protein-kinasen MEK, som kan hemmes af UO126.
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Figur 17. Co-kultur forseg viser, at tilstedeverelsen af prafedtceller er nedvendig for trans-10, cis-12-CLAs
delipiderende virkning pé fedtceller. Fuldt differentierede muse fedtceller af 3T3-L1 fedtcellelinien blev behandlet med
30 uM c9t11-CLA, 30 uM t10c12-CLA eller BSA i tilstedevaerelse (+pre) eller fravaer (-pre) af praefedtceller. Efter tre
ugers behandling med fedtsyrer eller BSA blev lipid i cellerne farvet med Oil Red.
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Delkonklusion: Vores resultater viser, at trans-10, cis-12, men ikke cis-9, trans-11-CLA, forer til en
oget cytokinproduktion i prafedtcellerne, som heemmer disses udvikling til modne fedtceller, og
som desuden forer til et inflammatorisk respons med aktivering af transkriptionsfaktoren NFkB i de
modne fedtceller. Vores hypotese er, at det er denne aktivering af NFkB, som er hovedansvarlig for
hamning af PPARYy i de modne fedtceller. Hemning af PPARYy forer til nedsat udtryk af fedtcelle-
specifikke gener og dermed til nedsat insulin-folsomhed samt nedsat evne til at optage glukose og
fedt og oplagre dette som fedt i cellerne. Ifelge vores resultater er dette ansvarlig for den gradvise
delipidering af cellerne. Vores resultater fra cellekulturer stemmer overens med de resultater, der er
opnéet fra humane fedtvavsbiopsier og giver saledes en mulig molekylaer forklaring pé, at CLA-
mix men ikke melke-CLA (cis-9, trans-11-CLA) eger inflammatoriske markerer i plasma.
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Videnskabelig og praktisk betydning af projektet:

Det humane interventionsstudies videnskabelige betydning bestar i, at den naturligt forekommende
CLA-isomer, cis-9,trans-11-CLA, der er den dominerende CLA 1 malkefedt, er blevet
sammenlignet med den kommercielle CLA-olie, der udover cis-9,trans-11-CLA-isomeren
hovedsagligt indeholder trans-10,cis-12-CLA. Virkning af begge typer isomere er endvidere
sammenlignet med olivenolie. Denne sammenligning er vasentlig, da olivenolie anses for neutral i
relation til hjertekarsygdomme. Sammenligningen af de tre typer supplementering viste, at den
kommercielle blanding af CLA-isomere havde en ugunstig effekt pa flere risikoparametre i forhold
til bade cis-9,trans-11-CLA og olivenolien, hvorimod den CLA-isomer, der findes i mejeriprodukter
ikke havde en effekt, der var forskellig fra olivenolie pd andre parametre end det oxidative stress,
hvor den havde en moderat ggende virkning. I overensstemmelse hermed viste cellekulturforseg
med primare humane fedtceller, at trans-10,cis-12-CLA inducerer udtryk af inflammatoriske
cytokiner i praefedtceller, som forer til dysfunktion, herunder insulinresistens, af de modne
fedtceller.
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Overordnet var CLA-isomeren fra malkefedt mere neutral og havde dermed en mere gunstig effekt
pa det menneskelige helbred end den industrielt fremstillede. Den var i evrigt ikke forskellig fra
olivenolien udover den svagt egende effekt pa det oxidative stress i organismen. Denne viden er
vaesentlig for mejeribruget, idet den friholder CLA-isomeren fra maelk fra skadelige egenskaber i
forbindelse med insulinresistens og type 2 diabetes.
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Tabel 2. Fedtsyresammensa&tningen 1 triacylglyceroler, kolesterolestre og phosphorlipider 1 75
kvinder efter 16 ugers supplementering med en blanding af ¢9,t11-CLA og t10,c12-CLA (CLA-
mix), ¢9,t11-CLA alene (Malke-CLA) eller olivenolie'.

Triacylglyceroler Kolesterol estre Phospholipider

Yowt CLA-mix Melke- Olivenolie CLA-mix Melke- Olivenolie CLA-mix Melke- Olivenolie
CLA CLA CLA

12:0 0,17£0,02  0,15£0,02  0,11%0,02 0,12+0,01 0,120,01 0,120,01
14:0 1,61£0,11*  1,60+0,11°  1,26£0,08° | 0,76£0,03  0,74£0,03  0,72+0,03 0,30£0,01  0,29+0,01  0,28+0,01
16:0 24,63£0,44 24224046  23,16£044 | 11,38+0,11  11,44£0,12  11,47£0,11 | 28,02+0,16  28,28+0,17  28,13%0,16
18:0 3,95+0,11 3,74+0,12  3,59+0,11 0,89+0,02°  0,82+0,02°  0,86+0,02 14,74£0,14°  14,31£0,15  13,97+0,14°
Tt18:1 0,66£0,05"  0,58+0,05 0,62+0,05" - - - - - -
18:1n-9 | 37,20+0,62° 37,87+0,66  39,67+0,62" | 19,81+0,26° 20,38+0,28"  21,33+0,26* | 9,74+0,18"  10,33+0,21  10,49:0,20"
18:2 n-6 11,7940,36  11,84+0,38  12,39+038 | 47,57+0,55  46,76£0,58  45,95+0,55 | 19,32+0,35  19,29+0,38  19,25+0,35
18:3n-6 0,35+0,02 0,38+£0,02  0,36+0,02 0,78+0,05  0,90+0,05  0,83+0,05 0,15£0,01  0,15£0,01  0,14+0,01
+20:0
18:3n-3 1,06+0,05 1,14£0,06°  0,90+0,05° | 0,66+0,02°  0,70£0,03°  0,58+0,02* | 0,24+0,01  0,24+0,01  0,200,01
CLA9,11 | 0,84+0,06' 1,18+0,08*"  0,24+0,12"" | 0,42£0,02¢'  0,76£0,04  0,11+0,01% | 0,50+0,03°7  0,85+0,05® 0,14+0,01"
CLA10,12 | 0,29£0,02°  0,15+0,01%  0,09+0,01% | 0,26+0,01°  0,11x0,01%  0,07£<0,01% | 0,27+0,01°  0,11+0,01°*  0,05£<0,01®
20:2 n-6 0,13+<0,01  0,13£<0,01  0,13+<0,01 0,300,01 0,29+0,01  0,29+0,01
20:3 n-6 0,23+0,02 021£0,02  0,23+0,02 0,60£0,02°  0,63+0,02  0,68+0,02° | 2,61£0,09  2,71+0,09  2,89+0,09
20:4 n-6 1,37+0,06 1,30£0,06°  1,52+0,06° | 6,20+0,14  6,08+0,15°  6,63+0,14* | 898+0,17°  8,87+0,18°  9,69+0,17"
20:4 n-3 - - - 0,080,01 0,09:0,01 0,09:0,01 0,19£0,02  0,21+0,02  0,20+0,02
20:5 n-3 0,48+£0,04  0,43£0,04  0,52+0,05 1,76=0,12 1,64+0,12 1,65£0,11 1,97£0,18  2,19£020  2,0+0,18
22:4n-6 0,15+0,01 0,13+0,01  0,14+0,01 - - - 0,27£0,01  027+0,01  0,27+0,01
+24:1
22:5 -6 0,110,01 0,10£0,01°  0,13+0,01° | - - - 0,17+0,01"  0,16£0,01  0,16+0,01'
22:5n-3 0,66+0,03 0,60£0,03  0,62+0,03 0,19£0,02  0,22+0,02  0,21+0,02 1,22+0,03 1,13£0,03  1,06+0,03
22:6 n-3 1,40+0,11 1,19+0,10 1,58+0,12 0,96+0,04  0,86+0,04  0,89:+0,04 55740,18  5,16+0,19  528+0,18

'Gennemsnitsproportionerne justeret for baseline vardier £ SEM. Verdier i samme raekke med det samme bogstav er
forskellige fra hinanden: a,b: P<0.05, ¢,d: P<0.01, e,f,g: P<0.001. 1,i: forskellige baseline verdier P<0.05.
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CLA-mix Mzlke-CLA Olivenolie P-veerdi (global)

Total kolesterol (mmol/L) 5,88+ 1,16 5,55+0,9 5,58 £0,83 0,42
HDL kolesterol (mmol/L) 1,88 £ 0,44 1,93 +£0,5 1,93 £ 0,47 0,90
LDL kolesterol (mmol/L) 425+1.21 3,79+ 0,84 3,86+0,87 0,22
Triacylglycerol (mmol/L) 1,00 £ 0,33 1,04 £ 0,45 0,98 +0,41 0,85
Ratio Total-:HDL kolesterol 3,27 +0,99 3,06 + 1,00 3,02+0,72 0,58
PAI-1 (ng/mL) 10,90 + 7,70 9,15+5,86 9,23 +5,87 0,57
CRP (mg/L) 1,55+ 1,29 1,25+0,96 2,01 £2,02 0,29
IL-6 (ng/L) 1,99 +£2,44 1,93 +£2.35 1,46 £0,79 0,59
TNF-a (ng/L) 2,11+1,91 1,70 £ 0,47 1,71 +£0,50 0,25
MCP (ng/L) 218 £45 246 + 85 239 + 60 0,29
SICAM (ng/mL) 226 +40 237 £40 241+52 0,49
sVCAM (ng/mL) 486 + 147 495 + 105 491 + 118 0,97
FVII:c (arbejdsenheder) 1,29 £ 0,24 1,25+0,18 1,22 +£0,21 0,57
Fibrinogen (g/L) 3,15+ 0,46 3,17+ 0,66 3,21 +£0,54 0,90
Insulin Oh™ (pmol/L) 422 +15,9 333+ 14,4 33,8+ 12,3 0,06
Insulin 2h™ (pmol/L) 259+ 185 186 77 174 £ 72 0,04
Insulin OGTT 151+98 110£43 104 + 40 0,10
Glukose Oh (mmol/L) 5,06 £ 0,52 4,93+0,39 4,81+0,49 0,17
Glukose 2h"" (mmol/L) 5,25+ 1,20 4,92 +0,97 4,41 + 0,90 0,02
Glukose OGTT ° 5,16 £ 0,78 4,92 +0,57 4,61 0,60 0,02
Adiponectin 13,6 £5,2 14,5+ 6,3 13,6 £5,2 0,81
Isoprostaner (ng/L) 0,53 +£0,03 0,52 +0,03 0,46 £ 0,03 0,15
Vagt (kg) 71,1 £9,8 69,9 + 8,5 70,0£11,0 0,90
BMI (kg/m®) 25,6 +3,1 25,1+2,7 255+33 0,85
Hgjde (cm) 166,5 +4,6 165,9 + 6,8 165,4 +6,0 0,69
Alder (ar) 62,3+5,0 58,3+3,5 59,9+49 0,17
Taljeomkreds (cm) 91,0+ 1,0 89,1+7,3 90,2 + 8,9 0,73
Rygere (antal) 5 5 6 -

Indtag fedt (g) 78,1 £ 16,6 70,7 £22,6 73,2+204 0,77
Indtag fedt (E %) 344+51 32,674 32,9+6,3 0,61
Indtag protein (g) 80,7 +21,2 78,1 £22.8 81,4+19,6 0,77
Indtag protein (E %) 15,9 +£3,3 16,1 £2,8 16,5+2,7 0,72
Indtag kulhydrat (g) 240 + 67 220 +50 225+ 57 0,78
Indtag kulhydrat (E %) 46,2+53 458+ 17,6 453+5,6 0,89
Indtag energi (kJ) 8719 + 1860 8178 = 1395 8432 + 1737 0,57
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CLA-mix Mezlke-CLA Olivenolie P-veerdi (global)
Indtag meette fedt (g) 28,8 £8,7 25,8+ 11,1 27,1 £8,1 0,82
Indtag monoumeettet fedt (g) 24,5+5,2 22,8+9,7 23,0+ 7,4 0,93
Indtag polyumaettet fedt (g) 12,0£3,2 9,9+38 10,7 £3,5 0,29
Indtag meettet fedt (E %) 12,7 +£3,8 11,9+42 123+3,4 0,77
Indtag monoumeettet fedt (E %) | 10,8 +2,1 10,6 £4,1 10,4 £2,6 0,87
Indtag polyumeettet fedt (E %) |5,3+14 46=+1,5 48=+1,2 0,22
Bledt veev totalt (g) 69020 + 9730 67705 + 8173 67837 + 10728 0,68
Fedtvaev totalt (g) 25700+ 7731 25158 £ 7356 25311 + 8315 0,98
Bladt vaev overkrop (g) 32551 £5418 31577 £ 4499 31994 £ 5575 0,84
Fedtvaev overkrop (g) 11502 + 4130 10838 + 3532 11357 £ 4335 0,84
Bladt vev ben (g) 24469 + 3779 24499 + 3203 24060 + 4056 0,91
Fedtvaev ben (g) 10144 + 3387 10387 £ 3372 9863 + 3223 0,87
Knogledensitet totalt (g/cm”) 1,12+ 0,10 1,13+ 0,09 1,11+ 0,09 0,82
Knogledensitet leend (g/cmz) 1,14+0,18 1,07 +£0,19 1,07 £0,16 0,25
Knogledensitet hoften (g/cmz) 0,94 + 0,12 0,93+0,11 0,91 £0,10 0,68

* Gennemsnit + SD for intervention med t10,c12- og ¢9,t11-CLA (CLA-mix), ¢9,t11-CLA (melke-CLA) eller en
olivenolie kontrol, h = timer (hour), E % = % af energiindtag, OGTT = oral glukose tolerance test, " mix vs, kontrol
P=0,0049 “ mix vs, kontrol P=0,04, mix vs, malke P=0,035 " mix vs, kontrol P=0,017, mix vs, maelk P=0,045 ~ *mix
vs, kontrol P=0,012.



Tabel 4. Resultaterne efter 16 ugers intervention'

CLA-mix Mzzlke-CLA | Olivenolie | P-vardi (global)
Total kolesterol (mmol/L) 5,65+0,09 5,69+0,10 5,60+0,09 0,81
HDL kolesterol (mmol/L) 1,71+0,07¢ 1,83+0,08 2,00+0,60¢ | 0,01
LDL kolesterol (mmol/L) 3,94+0,09 3,91+0,09 3,83+0,09 0,06
Triacylglycerol (mmol/L) 1,12 £0,06* | 1,09 £0,06 0,94 £ 0,05* | 0,01
Ratio total-:-HDL kolesterol | 3,43+£0,10* | 3,05+0,10% 2,86+0,07% | <0,001
PAI-1 (ng/mL) 11,38+0,69" | 8,96+0,71° 10,95+0,67 | 0,04
CRP? (mg/L) 1,96+0,23* | 1,16+0,14° 1,11+0,12¢ | 0,01
IL-6 (ng/L) 1,61+0,28 1,40+0,31 1,88+0,28 0,51
TNF-a (ng/L) 1,83+0,06 1,83+0,06 1,90+0,06 0,66
MCP (ng/L) 218+9 227£10 21748 0,67
SICAM (ng/mL) 24244 240+4 239+4 0,88
sVCAM’ (ng/mL) 455+13 451+13 453+12 0,02
FVII:c (arbejdsenheder) 1,29+0,03 1,33+0,03 1,31+0,02 0,62
Fibrinogen (g/L) 3,37+0,08? 3,05+0,07° 3,23+0,07 0,02
Insulin Oh (pmol/L) 41,6+2.4 40,942 4 40,3423 0,93
Insulin 2h (pmol/L) 232+19 202+16,8 188+15 0,24
Insulin OGTT 136+10 12249 11548 0,32
Glukose Oh (mmol/L) 5,13+0,06 5,09+0,06 5,13£0,06 0,84
Glukose 2h (mmol/L) 5,294+0,22 5,31+0,23 4,99+0,21 0,53
Glukose OGTT 5,24+0,13 5,22+0,13 5,11+0,12 0,75
Adiponectin 11,9+0.4 12,6+0,5 12,5+0,4 0,48
Isoprostaner (ng/L) 1,28+0,09%" | 0,67+0,05% | 0,50+0,04™ | <0,001
Vagt (kg) 70,3+0,3% | 71,0+0,3’ 71,1£0,3 | 0,08
BMI (kg/m?) 25.44+0,1% | 25,740, 25,7+0,1 | 0,10
Indtag fedt (g) 74,6 +2,1 70,0 +£2,3 75,7+2,0 0,16
Indtag fedt (E%) 343+1,0 31,5+ 1,0° 342+0,9* | 0,03
Indtag protein (g) 74,8 £2,7 78,6 £2,8 77,4 +2,5 0,61
Indtag protein (E%) 15,6 £0,6 17,4+0,7 16,0 £ 0,6 0,11
Indtag kulhydrat (g) 219+6 221+6 206+ 5 0,13
Indtag kulhydrat (E%) 45,0+ 1,1 46,4+ 1,2 43,1+ 1,0 0,10
Indtag energi (kJ) 8419 +320° | 7332 +312™ | 8103 +256° | 0,03
Indtag meettet fedt (g) 28,2+1,2 26,3+1,4 28,8+ 1,2 0,36
Indtag monoumeettet fedt (g) | 24,6 £ 1,1 23,0£1,2 26,1 +£1,0 0,16
Indtag polyumeettet fedt (g) | 10,0 0,7 10,1+0,8 10,3+0,6 0,97
Bledt veev total (g) 68028+323 | 68771+323 68917+304 | 0,11
Fedtvaev total (g) 24588+291% | 255224291 | 25672+274" | 0,02

26



CLA-mix Melke-CLA | Olivenolie | P-vzerdi (global)
Bledt vaev overkrop (g) 32067218 | 324494218 324724205 | 0,34
Fedtvev overkrop (g) 10011£169 | 10059+170 10169+161 | 0,82
Bladt vev ben (g) 24124+174 | 24423£174 24486164 | 0,29
Fedtvav ben (g) 9456+143% | 100771437 | 10208+135% | <0,001
Knogledensitet total (g/ sz) 1,12+<0,01 1,12+<0,01 1,11£<0,01 | 0,38
Knogledensitet laend (g/cmz) 1,09+0,01 1,10+0,01 1,08+0,01 0,23
Knogledensitet hofte (g/cm?) | 0,93+<0,01' | 0,92+<0,01' | 0,92+<0,01 | 0,06

"Resultaterne er alle LSMean = SEM, E %
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% af energiindtag, ratio total kolesterol: HDL-kolesterol “alle vardier

under 10mg/L er inkluderet i analysen ’post hoc parvis sammenligning med Tukey-Kramer justering viste ingen
forskelle mellem grupperne, Veardier i samme reekke med samme bogstav er forskellige fra hinanden: a,b,c (P<0,05)
d,e,f (P<0,01) g,h,i (P<0,001) j, k (P<0,1),
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