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Sammendrag

Det har leenge veret kendt, at der er gluthation peroxidaseaktivitet i bovin maelk. Alligevel er det forst for
nylig, at betydningen af disse enzymer og andre selenoproteiner er undersogt i detaljer af Bjorn Akessons
gruppe i Lund. Med henblik pa at skaffe yderligere viden pad omradet blev der oprettet et samarbejde baseret
pa Akessons gruppes ekspertise vedr. selenoproteiner og DJF gruppens ernzrings- og laktationsbiologiske

ekspertise. Formalet med projektet var folgende:

1. At underspge forekomsten af specifikke selenoproteiner i malk og deres betydning for kvaliteten af
konventionel og gkologisk produceret maelk
At undersage syntese og udskillelse af specifikke selenoproteiner i koens meelkekirtel

3. At belyse forskellige faktorers betydning for dannelsen af selenoproteiner

De bevilgede midler fra MFF og DFFE skulle anvendes til deekning af undersegelserne i Danmark. De
planlagte undersegelser i Lund skulle dekkes af bevillinger fra Sverige via Stiftelsen Lantbruksforskning og
FORMAS.

I forbindelse med projektet blev der indsamlet et stort antal mealkeprever ved DJF, heriblandt prever fra
konventionelle og ekologiske besatninger. Praverne skulle analyseres for selenoproteiner ved hjelp af im-
munologiske metoder i Lund. Der var imidlertid problemer med disse analyser. Derfor er flere alternative
metoder blevet undersggt. Der har varet mest succes med en selenspecieringsmetode, hvor valle separeres
med gelkromatografi. Undersegelserne har pavist flere selentoppe af forskellig sterrelse. Arbejdet med at
identificere disse toppe er ikke blevet afsluttet og analyser af konventionelt og skologisk producerede mael-
keprover fortsetter. En bestemmelse af selenindholdet i malkepreverne fra danske akologiske og konventio-
nelle besaetninger viste, at selenindholdet i den gkologiske malk var lavere (6 = 2 pug/l) end i konventionelt
produceret malk (9 + 3 pg/l). Forskellen hanger sandsynligvis sammen med et hgjere selenindhold i de

kraftfodermidler der anvendes i de konventionelle besatninger.

Formélet med del 2 af projektet var at undersgge om selenoproteiner i melken dannes i malkekirtelvaevet.
Dette blev undersagt, dels ved at tildele radioaktivt market selenit til bovine lakterende maelkekirtelceller in
vitro, dels ved at undersege ekspressionen af selenoproteiner i biopsier af malkekirtelvaev udtaget ved for-
skellige stadier i laktationscyklus. Resultaterne stetter hypotesen om at selenoproteiner kan dannes lokalt i
melkekirtelveevet. Derudover antyder resultaterne, at selenoproteinerne har biologiske virkninger i forbin-
delse med @ndringer i malkekirtelveevet under laktationscyklus, samt at de forskellige selenoproteiner har

forskellige fysiologiske funktioner. Tilsvarende resultater er ikke tidligere publiceret.

For at belyse om melkens indhold af selenoproteiner pavirkes af fodringmaessige faktorer blev der gennem-
fort et storre koforseg med 40 keer, hvor fodringen bestod af tildeling af forskellige fedtkilder (solsikke- og
rapskager) med og uden tilskud af E-vitamin. Forsggsresultaterne viste en tendens til en vekselvirkning i
melkekirtelveevets indhold af eGPx. Det antyder, at oget indhold af umettet fedt heemmer ekspressionen, og
at reduktionen opheves af gget tildeling af E-vitamin. Tilsvarende var der en tendens til, at ekspressionen af



TrxR1 henger sammen med oget umettet fedt i melken. Betydningen af selentilskud for ekspressionen af
generne for selenoproteinerne i malkekirtelvaevet blev undersegt i et andet forseg. Resultaterne viste, at hejt
selentilskud medferte en reduktion ekspression af cGPx. Vi har desuden undersegt ekspressionen af sele-
noproteinerne i melkekirtelvaev fra en reekke andre koforseg. Resultaterne har blandt andet vist en reduceret
ekspression af ¢cGPx ved stigende kraftfoderandel i rationen og en vekselvirkning mellem grovfodertype
(majs- vs. klavergrasensilage) og andelen af kraftfoder. Betydningen af forskellige faktorer for reguleringen
af ekspressionen af selenoproteingener blev undersagt in vitro i mealkekirtelceller. Resultaterne viste, at til-
setning af selenit og fedtsyrer pavirker ekspressionen af et eller flere af generne i overensstemmelse med

resultaterne fra koforsggene.



Summary
The objective of the project was 1) to investigate the presence of selenoproteins in conventional and organic
milk, 2) to investigate the synthesis and secretion of specific selenoproteins in the bovine mammary gland,

and 3) to study the influence of different factors for selenoprotein synthesis.

Milk samples were collected from a number of different experiments at Danish Instititute of Agricultural
Sciences (DIAS) and from conventional and organic farms. The intention was to use immunological methods
to measure the selenoprotein content in milk but the method turned out to have problems. Therefore attemts
were made to use alternative methods, one being the seleonospeciation method based on gel
chromatography. The preliminary results are promising. Investigation of the selenium content of organic and

conventinal milk showed that selenium was lower in organic milk (6 vs 9 pg/l)

In vitro studies with bovine mammary cells and measurements in mammary gland biopsies from different
stages of the lactation cycle show that selenoprotein genes are expressed in bovine mammary tissue indicat-

ing that the selenoproteins are synthesised in the bovine mammary gland. This has not been reported earlier.

To study the impact of nutritional factors an experiment with 40 cows was conducted. The treatments pro-
duced milk with different levels of PUFA and vitamin E in the milk. The results showed that eGPx and
TrxR1 were affected by the treatments. Measurements of expression of the selenoprotein genes in biopsies
from several other experiments show an effect of different nutritional factors such as selenium supplementa-
tion, silage type and level of concentrates. We also investigated the effects of various factors in vitro using a
mammary cell line. These studies also showed an effect of selenium and PUFA on expression of selenopro-

tein genes.



Projektets baggrund og formél

Oxidation i melk kan medfere smagsfejl samt nedsat stabilitet og holdbarhed af malken. I folge Granelli et
al. (1998) athanger spontan oxidation i melk forst og fremmest af maelkefedtets indhold af polyumettede
fedtsyrer og melkens indhold af a-tocopherol og B-caroten, men det er ogsa klart, at andre stoffer har betyd-
ning for graden af oxidation og dermed malkens oxidative stabilitet (Barrefors et al. 1995, Jensen et al.,
1996). Det er saledes vist, at maelk indeholder et antal proteiner med antioxidativ virkning. Blandt disse er de
sékaldte selenoproteiner, der er essentielle komponenter i adskillige stofskiftereaktioner og har fundamental
sundhedsmassig betydning. Blandt selenoproteinerne er der flere gluthation peroxidaser (cGPX, eGPx,
phGPx) og thioredoxin reductase (TrxR1). Selvom det helt siden 1973 har varet kendt, at der er gluthation
peroxidaseaktivitet i bovin mzlk, er dette forst for nyligt blevet undersogt i detaljer af Bjérn Akessons grup-
pe i Lund (Lindmark Ménsson & Akesson, 2000). Med henblik pé at skaffe yderligere viden pa omridet blev
der oprettet et samarbejde baseret pA Akessons gruppes ekspertise vedr. selenoproteiner og DJF gruppens

ernzrings- og laktationsbiologiske ekspertise. Formalet med projektet var folgende:

1. At undersage forekomsten af specifikke selenoproteiner i maelk og deres betydning for kvaliteten af
konventionel og ekologisk produceret maelk
At undersoge syntese og udskillelse af specifikke selenoproteiner i koens meelkekirtel

3. At belyse forskellige faktorers betydning for dannelsen af selenoproteiner

Det er vigtigt at erindre, at de bevilgede midler fra MFF og DFFE kun skulle dekke undersegelserne i

Danmark. De planlagte undersogelser i Lund deekkes af bevillinger fra Sverige.

Forekomsten af specifikke selenoproteiner i malk

I dette og tidligere projekter er indsamlet en stor maengde malkeprover med kendt baggrund, bl.a. fra kon-
ventionelle og ekologiske brug. Disse prover skulle analyseres for indhold af selenoproteiner i Sverige pé
Universitetet i Lund, hvor metoder til bestemmelse af proteiner i serum ved hjelp af radioimmuno-assay var
indkert og publiceret (Huang & Akesson, 1993). Metoden var ogsa indkert til anvendelse i melk (Chen et
al., 2000; Lindmark Mansson, 2000; Lindmark Mansson & Akesson, 2001). Der har imidlertid efterhdnden
vist sig at vare problemer med de immunologisk baserede analyser. Derfor er flere forskellige metoder ble-
vet undersggt. Der har varet mest succes med en selenspecieringsmetode hvor valle separeres med gelkro-
matografi og selenindholdet i eluatet maéles on-line med ICP-MS (induktivt koblet plasma masse-
spektrometri). Undersogelserne har pévist flere selentoppe af forskellig storrelse. Arbejdet med at identifice-
re disse toppe er ikke blevet afsluttet og analyser af konventionelt og ekologisk producerede malkeprover

fortseetter. Malet er stadig at maelken fra det gennemferte koforseg skal analyseres (se senere).



16

Konventionelle

A i
— — Dkologiske

14 - A

A

12 -

Se (ugll)
(00)
|
|

Figur 1. Total selenindhold i tankmcelk fra 7 konventionelle og 10 okologiske bescetninger

Mzalkeproverne fra danske egkologiske og konventionelle bes@tninger indsamlet af Danmarks Jord-
brugsForskning, er undersegt for indhold af selen (figur 1). Selenindholdet i den ekologiske maelk
var lavere (6 = 2 pg/l) end i konventionelt produceret malk (9 + 3 pg/l) i overensstemmelse med
tidligere undersggelser i svensk malk (Toledo et al., 2000). Forskellen haenger sandsynligvis sammen med et

hgjere selenindhold i de importerede kraftfodermidler anvendt i de konventionelle besatninger.

Syntese og udskillelse af specifikke selenoproteiner i koens malkekirtel

Formélet med denne del af projektet var at undersege om selenoproteiner i mealken evt. dannes i maelke-
kirtelveevet. Dette blev undersogt dels ved at tildele radioaktivt merket selenit til bovine lakterende meelke-
kirtel-celler (MAC-T celler) in vitro, dels ved at undersege ekspressionen af selenoproteinerne i biopsier af

malkekirtelveev udtaget ved forskellige stadier i laktationscyklus.



Ekspression af cGPx i MAC-T celler dyrket ved
stigende indhold af selenit
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Figur 2. Ekspression (Northern blot) (a) og enzymaktivitet (b) af cGPx i bovine mcelkekirtelceller (MAC-T)

efter tildeling af stigende koncentrationer af radioaktivt meerket uorganisk selenit til cellekulturmediet

Tilseetning af selenit til MAC-T celler in vitro medferte en stigning i ekspressionen af genet, der koder for
c¢GPx samtidig med, at der var en stigning i mediets cGPx aktivitet (figur 2). Tilseetning af radioaktivt meer-
ket selenit ("*Se) til cellerne og efterfolgende 2D-gelelektroforese, MALDI-TOF og autoradiogrammer (figur
3) viste dannelse en raekke specifikke selenoproteiner bade intracellulert (cGPx, eGPx, phGPx, TrxR1, deio-

dinase og selenoprotein P) og extracelluleert i cellekulturmediet (cGpx, TrxR1 og selenoprotein P).
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Figur 3. Autoradiogram af 2D gel med intracellulcere (a) og extracellulcere (b) selenoproteiner fra bovine
meelkekirtelceller (MAC-T) i kultur med tilsat " Se.

Analyserne af biopsierne af malkekirtelveevet viste, at bdde cGPx , eGPx, phGPx og TrxR1 blev udtrykt i
melkekirtelveevet in vivo (figur 4), og at ekspressionen af generne, undtagen TrxR1, var signifikant pavirket
af tidspunktet i laktationscyklus (eGPx - p<0,01; cGPx - p< 0,001; phGPx - p< 0,08). Ekspressionen af cGPx
var sterkt foraget lige efter goldning (p< 0,001) i forbindelse med den omfattende programmerede celledead -

apoptose - af alveoleceller, der sker dette tidspunkt. I modsetning til cGPx var ekspressionen af phGPx for-

oget 1 tidlig laktation (p< 0,03) i forhold til goldperioden.
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Figur 4. Ekspressionen af generne der koder for eGPx, cGPx, phGPx og TrxRI i forskellige stadier af lakta-

tionscyklus

Resultaterne af undersogelserne stotter séledes vores antagelse af, at selenoproteiner i malk kan vere dannet
lokalt i mealkekirtlen. Derudover antyder resultaterne, at selenoproteinerne har biologiske virkninger i for-
bindelse @ndringer i malkekirtelvaevet under laktationscyklus, samt at de forskellige selenoproteiner har

forskellige fysiologiske funktioner. Tilsvarende resultater er ikke tidligere publiceret.

Forskellige faktorers betydning for dannelsen af selenoproteiner

For at belyse om mealkens indhold af selenoproteiner pévirkes af fodringmessige faktorer blev der gennem-
fort et storre koforseg med 40 keer, hvor fodringen bestod af tildeling af forskellige fedtkilder (solsikke- og
rapskager) med og uden tilskud af E-vitamin. Baggrunden for de valgte forsegsbehandlinger var, som refere-
ret i indledningen, at indholdet af umattet fedt og E-vitamin er de vigtigste faktorer af betydning for graden
af oxidation. Som det fremgar af figur 5 (naeste side) lykkedes det at opna store forskelle i meelkens indhold

af umettet fedt og E.vitamin (a-tocopherol).

Der var en tendens til en vekselvirkning 1 mealkekirtelvavets indhold af eGPx (< 0,09), saledes at oget ind-
hold af umattet fedt heemmer ekspressionen, en reduktion der ophaves af gget tildeling af E-vitamin. Tilsva-
rende var der en tendens til, at ekspressionen af TrxR1 hanger sammen med gget umattet fedt i maelken
(<0,00).
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Figur 5. Betydningen af meelkens indhold af umcettet fedt(PUFA) og E-vitamin (E) for ekspressionen af sele-
noproteinerne eGPx, cGPx, phGPx og TrxR1.(eGPx-PUFA x E-vit p<0,09; TrxRI1-PUFA p<0,06).

Vi har ogsa underseggt betydningen af selentilskud for ekspressionen af generne for selenoproteinerne i mael-
kekirtelveevet. Resultaterne viste en tendens til en kraftig reduktion ekspression af cGPx (p< 0,09) (figur 6).
Vi har desuden undersagt ekspressionen af selenoproteinerne i melkekirtelvaev fra en reekke andre koforseg.
Resultaterne har blandt andet vist en reduceret ekspression af cGPx ved stigende kraftfoderandel i rationen

og en vekselvirkning mellem grovfodertype (majs- vs. klgvergrasensilage) og andelen af kraftfoder.
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Figur 6. Ekspressionen (mRNA) af selenoproteinerne eGPx, cGPx, phGPx og TrxR1 i meelkekirtelveevet hos

koer behandlet med store meengder selen
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Det er selvfolgelig meget argerligt, at det endnu ikke har vist sig at vaere muligt at male melkens indhold af
selenoproteinerne. Vi haber stadig, at det bliver muligt pa den ene eller den anden made. Vi har stadig mal-

kepraver fra de forskellige forseg i fryseren.

Betydningen af relevante neringsstoffer og veekstfaktorer for reguleringen af syntesen af selenoproteiner
undersogtes ved behandling af malkekirtelceller (MAC-T) i hhv. 3 og 24 timer og efterfolgende méling af
ekspression af selenoproteingenerne cGPx, phGPx og TrxR1 (tabel 1). Resultaterne viste at selenit, linolsyre
(LA) og vakstfaktoren TGF-B1 havde effekt pa ekspressionen af iser cGPx og TrxR1. Séledes medforte
tildeling af selenit en 2-3 gange storre ekspression af cGPx og en mindre opregulering af phGPx og TrxR1
ved behandling i 3 t. Denne opregulering af cGPx er i modstrid med ovenstdende resultater fra malkekirtel-
vaev hos keer behandlet med selen. En mulig forklaring kan vere, at der i koforseget tildeltes organisk selen,
hvorimod der i cellekulturerne tildeltes uorganisk selen. Haje niveauer af cGPx er endvidere tidligere fundet
i vaev med en hgj produktion af peroxider, men disse undersggelser omfatter desvaerre ikke meelkekirtelveev
(Brigelius-Floh¢, 1999). Tidligere undersogelser har endvidere vist, at TGF-B1 @ndrede ekspressionen af
selenoprotein P (Mostert et al., 2001). Vores resultater viser, at TGF-B1 ogsa pavirker ekspressionen af cGPx
og TrxR1.

Tabel 1. Ekspression af gener for selenoproteiner i bovine melkekirtelceller (MAC-T) efter 3 og 24 t be-

handling med naeringsstoffer og vackstfaktorer (kontrol=1.0)

cGPx phGPx TrxR1
Behandlingsperiode 3t 24 t 3t 24 t 3t 24t
Selenit 2.0 3.2 1.3 1.1 1.7 1.0
E-vitamin 1.0 1.1 1.1 1.0 1.1 1.0
LA 0.6 1.0 1.0 1.0 3.6 1.9
CLA (t10,c12) 0.8 1.2 1.1 1.3 1.0 1.1
CLA (c9,t11) 0.8 1.1 1.0 1.1 1.0 1.1
IGF-1 0.7 1.1 1.2 1.2 1.0 1.1
TGF-p1 1.7 1.5 1.2 1.0 2.1 1.3

Selenit: 1 uM; linolsyre (LA): 100 uM; CLA(10,12): 100 uM; CLA (9,11): 100 uM; E-vitamin (a-tocopherol): 1 nM; IGF-I: 10
ng/ml; TGF-B1: 50 pg/ml
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Forskeruddannelese
Der har vearet tilknyttet en dansk specialestuderende (Rune Schaltz) i forbindelse med gennemforelsen af

koforsgget.

I forbindelse med de cellebiologiske undersggelser har Katarina Bruzelius-Salomonsson.- phd-studerende i

Lund - gennemfort cellebiologiske undersogelser ved DJF.

Samarbejdsrelationer

Hele projektet har veret et samarbejde mellem DJF og Lunds Universitet.

Resultaternes praktiske og videnskabelige betydning

De opnéede resultater har stor videnskabelig nyhedsvaerdi. Det er ikke tidligere vist, at selenoproteinernes
gener udtrykkes i malkekirtelveevet hos keger. Resultaterne antyder ogsa, at selenoproteinerne kan vere in-
volveret i forbindelse med melkekirtelvaevet omdannelse — “re-modelling” - efter goldning og i tidlig lakta-

tion.

Det faktum, at ekspressionen er pavirket af fodringen, kan meget vel vise sig, at veere af stor praktisk betyd-
ning i relation til rdvarens kvalitet. Det er dog ikke muligt pa basis af dette projekt, at drage de endelige prak-
tiske konklusioner. Det skyldes forst og fremmest, at det endnu ikke har vaeret muligt at f& maelkens indhold

af selenoproteiner analyseret.

Relationer til andre mejerirelaterede projekter
Resultaterne fra dette projekt er relevante i relation til andre projekter, der underseger forhold af

betydning for malkens oxidation.
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