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6. Projektresume
Dansk sammendrag:

Mzelk indeholder mange ’bioaktive’ proteinkomponenter, hvis sundhedsgavnlige egenskaber er dokumenteret i
kliniske forsgg. De bagvedliggende mekanismer for disse positive egenskaber er kun i meget ringe grad belyst. | dette
projekt undersgger vi med modelsystemer hvorledes de sundhedsgavnlige meaelkeproteiner, osteopontin (OPN),
kaseinomakropeptid (CGMP) og alfa-laktalbumin, fordgjes i mave-tarm-systemet. Herefter undersgges, hvorledes de
fordgjede proteiner pavirker tarmceller, og om dele af de fordgjede proteiner kan passere en model af tarmvaeggen
og potentielt finde vej ind i blodbanen.

| fordgjelsesmodellerne anvendte vi de fordgjelsesenzymer, syrer og baser, som et maelkeprotein mgder gennem
menneskets mave-tarm-system. Det blev pavist at stgrre fragmenter af alle tre proteiner med potentiale for biologisk
aktivitet ‘overlevede’ fordgjelsen og derved potentielt kan mediere gavnlige effekter i tarmens slimhinde eller maske
transporteres over denne til blodbanen. | projektet paviste vi, at pahaeftede kulhydrater pa osteopontin beskyttede
mod fordgjelse i mavesakken, hvorimod kulhydraterne pa CGMP ikke havde samme beskyttende effekt. Specielt
observerede vi, at et omrade i osteopontin, som er vigtigt for proteinets evne til at kommunikere med tarmceller, blev
beskyttet mod fordgjelse af kulhydratgrupperne.

Efter de simulerede fordgjelser blev proteinerne undersggt i en tarmcellemodel, baseret pa celler fra menneskets
tarm. Her undersgges, om peptiderne pavirker fx teetheden af tarmcellemodellen eller vaeksten af tarmens celler. Der
blev observeret tendenser til, at fordgjet CGMP kan forbedre taetheden og integriteten af den udviklende
tarmbarriere, samt havde en forbedrende virkning pa en tarmbarriere, der var udsat for proinflammatoriske
signalstoffer, som er en model for en betaendelsestilstand i tarmen.

Vi undersggte desuden hvilke gener, der pavirkes i tarmcellerne efter inkubation med de forskellige fordgjede
maelkeproteiner i en sakaldt genekspressionsanalyse. OPN havde en signikant indflydelse pa genudtrykket i
tarmcellerne, i det ca. 500 gener var udtrykt forskelligt mellem ubehandlede celler og celler behandlet med fordgjet
osteopontin, hvorimod CGMP og alfa-laktalbumin ikke pavirkede cellerne. Dette kan give oplysninger om, hvilke
biologiske processer, sa som fx immunologiske processer eller veekstprocesser, som osteopontin pavirker i tarmen.

| projektet har vi pavist, at stgrre fragmenter af osteopontin, dannet i fordgjelsesmodellerne af mave-tarm systemet
eller naturligt tilstede i komaelk, kunne transporteres over tarmmodellen, saledes at de kunne genfindes pa den side,
der repraesenterer blodbanen. Derved kan bioaktivt osteopontin potentielt pavirke fysiologiske processer rundt
omkring i kroppen. Osteopontin krydsede tarmmodellen via optag over tarmcellens indre, en proces kaldet trans-
cytose. Desuden kunne osteopontin detekteres i plasma fra nyfgdte grise, der blev fodret med proteinet. Derimod
kunne osteopontin ikke detekteres i blodet fra 5 dage gamle grise fodret med osteopontin.

| projektet er der genereret dokumentation for, hvorledes proteinkomponenterne OPN og CGMP fordgjes, og
hvorledes de dannede peptider pavirker tarmens celler og potentielt optages over tarmen. Denne viden kan benyttes i
dokumentation af, hvorledes bioaktive maelkeproteiner kan have gavnlige fysiologiske effekter.

English summary:

Milk contains many 'bioactive' protein components, the health beneficial properties of which have been documented
in clinical trials. The underlying mechanisms of these positive properties are not well described. In this project, we
investigate in model systems how the health-beneficial milk proteins osteopontin, CGMP and alpha-lactalbumin, are
digested in the gastrointestinal system. Next, it is investigated how the digested proteins affect intestinal cells and
whether parts of the digested proteins can pass a model of the intestinal wall and potentially find pass into the
bloodstream.



In the digestive models, we used the digestive enzymes, acids, and bases that a milk protein encounters through the
human gastrointestinal system. It was shown that larger fragments of all three proteins with potential for biological
activity 'survived' digestion and thus could potentially mediate beneficial effects in the intestinal mucosa or perhaps
be transported across it to the bloodstream. In the project, we demonstrated that attached carbohydrates on
osteopontin protected the protein against digestion in the stomach, whereas there was no protective effect of the
carbohydrates decorating CGMP. In particular, we observed that an area of osteopontin, which is important for the
protein's ability to communicate with intestinal cells, was protected from digestion by the carbohydrate moieties.

After the simulated digestions, the proteins were examined in an intestinal cell model, based on cells from the human
intestine. Here, it is investigated whether the peptides affect, for example, the tightness of the intestinal cell model or
the growth of the intestinal cells. Trends were observed that digested CGMP can improve the density and integrity of
the developing intestinal barrier, as well as had an improving effect on an intestinal barrier exposed to
proinflammatory neurotransmitters, which is a model for an inflammatory condition of the intestine.

We also investigated which genes are affected in the intestinal cells after incubation with the various digested milk
proteins in a so-called gene expression analysis. Osteopontin had a significant influence on the gene expression in the
intestinal cells, and approx. 500 genes were expressed differently between untreated cells and cells treated with
digested osteopontin, whereas CGMP and alpha-lactalbumin did not significantly affect the gene expression in the
cells. This can provide information about which biological processes, such as immunological processes or growth
processes, that osteopontin affects in the intestine.

In the project, we have shown that larger fragments of osteopontin, formed in the digestive models of the
gastrointestinal system or naturally present in cow's milk, could be transported over the intestinal model so that they
could be found on the side representing the bloodstream. Thereby, bioactive osteopontin can potentially affect
physiological processes systemically in the body. Osteopontin crossed the intestinal model via uptake over the interior
of the intestinal cell, a process called transcytosis. In addition, osteopontin could be detected in plasma from newborn
pigs fed the protein. In contrast, osteopontin could not be detected in the blood of 5-day-old pigs fed osteopontin.

In the project, documentation has been generated for how the protein components OPN and CGMP are digested and
how the peptides formed affect the intestinal cells and are potentially absorbed via the intestine. This knowledge can
be used in documentation of how bioactive milk proteins can have beneficial physiological effects.

7. Projektets formal

Dansk: Projektets formal er at undersgge og dokumentere, hvorledes de sundhedsgavnlige maelkeprotein-
komponenter, osteopontin, kaseinomakropeptid (CGMP) og alfa-laktalbumin, fordgjes, og hvorledes de dannede
peptider indvirker pa tarmceller, optages over tarmen og derefter fordeler sig i blod, vaev og organer i en dyremodel.

English: The purpose of the project is to investigate and document how the health beneficial milk proteins,
osteopontin, caseinoglycomacropeptide (CGMP) and alpha-lactalbumin, are digested and how the resulting peptides
influence on intestinal cells, how they are absorbed through the gut and how they are distributed in the blood and
among the tissues and organs in an animal model.



8. Projektets baggrund

Mzelk indeholder en raekke proteiner, der udover at have en rent naeringsmaessig funktion som leverandegr af
aminosyrer, ogsa besidder vigtige biologiske funktioner. Flere 'bioaktive’ og sundhedsgavnlige proteiner kan i dag
oprenses til stor renhed fra sidestrgmme i moderne mejeriproduktion. Fx kan osteopontin og CGMP oprenses til >95%
renhed i patenterede processer. Disse komponenter er sammen med alfa-laktalbumin vigtige proteinkomponenter,
der allerede anvendes i, eller har potentiale til at indga i, sundsgavnlige produkter. Dette giver dansk mejeribrug en
unik position i forhold til internationale konkurrenter inden for udvikling og markedsfgring af maelkebaserede
produkter med sundhedsgavnlige egenskaber.

De helbredsgavnlige effekter af CGMP, alfa-laktalbumin og osteopontin er beskrevet i flere humane kliniske studier.
De bagvedliggende mekanismer bag disse effekter er dog meget uklare. Forstaelsen af, hvorledes disse komponenter
virker fysiologisk, herunder hvorledes de fordgjes, i hvilken form de optages, og hvilke processer, de dannede peptider
indvirker p3, er grundlaggende for at udvikle produkter baseret pa disse bioaktive maelkeproteiner.

Osteopontin er et bioaktivt protein, der findes i de fleste vaev og fysiologiske vaesker, men langt den hgjeste
koncentration findes i maelk (Christensen and Sgrensen, 2016). Osteopontin er involveret i mange vigtige processer fra
knoglemineralisering til regulering og aktivering af immunprocesser, regenerering af muskelskader og sarheling. Fra et
maelkeperspektiv er osteopontin specielt interessant, da der er involveret i tarmens udvikling og funktion hos
spaedbgrn. For nyligt er der gennemfgrt et dobbelt-blindet, randomiseret interventionsforsgg, som viste, at bgrn der
fik infant formula (IF) med tilsat osteopontin havde faerre feberdage og lavere indhold af den inflammatoriske markgr
TNF-a i blodet end kontrolgruppen der fik IF uden tilsat osteopontin (Lonnerdal et al., 2016). Et lignende forsgg med
rhesusaber viste, at aber, der fik IF med osteopontin, havde en genekspressionsprofil i tarmvaevet, der var signifikant
mere lig profilen fra aber der fik mzelk fra moderen, end profilen fra aber der fik IF uden tilsat osteopontin (Donovan
et al., 2014). Der er saledes god klinisk evidens for, at indtag af osteopontin har en positiv effekt pa tarmens funktion,
men mekanismen bag dette er ikke kendt.

CGMP er et peptid pa 64 aminosyrer, der frigives fra kappa-kasein under osteproduktion. Sgd valle indeholder relativt
store mangder CGMP (1,2-1,5 g/L), som oprenses rent hos Arla Foods Ingredients. CGMP har vist en gavnlig effekt i
dyremodeller pa tarminflammation. Studier antyder, at den gavnlige effekt af CGMP kan veaere en prebiotisk
mekanisme (hvor gavnlige bakterier i tarmen vokser bedre), en forbedring af barrieren i tarmvaeggen, og/eller en
gavnlig effekt pa inflammationstilstanden i hele kroppen (Robitaille and Champagne, 2014; Sawin et al., 2015). Dansk
mejeriindustri har en interesse i at forsta, hvordan mejeriprodukter og specifikt oprensede proteiner kan gavne
fordgjelsesubehag og deciderede tarmsygdomme. Mejeriindustrien har vaeret involveret i kliniske forsgg, som viste, at
CGMP havde en lige sa gavnlig effekt som ggning af medicindosis ved tarmsygdommen Ulcerativ Colitis (Hvas et al.,
2016) og forbedrede det fordgjelsesubehag, som ellers ses hos patienter med Fglings syge (PKU) (Daly et al., 2017).
Mekanismerne bag, hvordan CGMP fordgjes, pavirker tarmvaeggen, og om det eventuelt optages i blodbanen, er
ukendte. Den viden som generes i projektet kan potentielt bruges som en vigtig parameter i forretningsudviklingen af
CGMP i en sund fordgjelse.

Alfa-laktalbumin udggr 25-35% af det totale proteinindhold i human maelk og den bovine form er derfor en meget
vigtig komponent i IF. Mange kliniske studier har vist gavnlige effekter af alfa-laktalbumin i spaedbgrnsernaering
(Lonnerdal, 2013). Blandt disse effekter kan navnes, at alfa-laktalbumin reducerer fordgjelsesproblemer, sdsom
forstoppelse, reflux og opgylp (Davis et al., 2008). Desuden er der set en ggning af bifidobakterier ved tilstedeveerelse
af alfa-laktalbumin, samt forebyggelse af E. Coli-induceret diarré i et studie pa rhesusaber (Brick et al., 2003). Viden
om fordgjelsen af alfa-laktalbumin, samt den fglgende genekspression de dannede peptider inducerer i tarmceller, er
vigtig for forstaelsen af proteints sundhedsgavnlige effekter.



9. Projektets delaktiviteter i hele projektperioden

Fase 1: Fordgjelse af de sundhedsgavnlige malkeproteiner osteopontin, CGMP og alfa-laktalbumin.
Fase 2: Karakterisering af dannede peptider og fragmenter.

Fase 3: Peptidernes effekt pa tarmceller (Caco2 celler).

Fase 4: Transport over in vitro tarm-celle-barriere.

Fase 5: In vivo optag af peptider og fragmenter.

Tidsplan (X=1 maned):

2018 2019
Fasel XXX XXX
Fase 2 XXXXXXXXXX
Fase 3 XXXXXXXX | XXXXXXXXXXX
Fase 4 XXX | XXXXXXXXX
Fase 5 XXXX
10. Afvigelser

Det blev tidligt i projektet besluttet i fglgegruppen at prioritere indsatsen pa komponenterne osteopontin og CGMP,
der blev saledes ikke foretaget lige s mange analyser pa alfa-laktalbumin (som tidligt viste sig ikke at have malbare
effekter).

Der er ikke lavet analyser af optaget af CGMP i en dyremodel (Fase 5). Det blev vurderet umuligt at identificere CGMP
eller peptider heraf, som evt. kunne transporteres over tarmbarrieren i en dyremodel vha. massespektrometri. Vi
havde gode antistoffer mod OPN, som muliggjorde en identifikation af proteinet i griseplasma. Vi fik produceret
antistoffer mod bovin CGMP, men disse viste sig ikke at vaere brugbare, da de var for uspecifikke.

11. Projektets resultater
Fase 1+2 fordgjelse og karakterisering af CGMP og osteopontin

cGMP

CGMP blev separeret via RP-HPLC, og fraktionerne blev analyseret via massespektrometri og SDS-PAGE, som blev PAS-
farvet (farver proteiner der indeholder kulhydrat) (data ikke vist). Separationen af glykosyleret fra ikke-glykosyleret
CGMP muliggjorde undersggelser af glykosyleringernes indflydelse pa fordgjelsen af CGMP. Glykosyleret og ikke-
glykosyleret CGMP blev inkuberet med pepsin (1:50 w/w) ved pH 2,5 for at simulere den gastriske fordgjelse, og
derefter med trypsin, chymotrypsin and elastase ved neutralt pH for at simulere den efterfglgende intestinale
fordgjelse. De resulterende peptidfragmenter blev efterfglgende analyseret ved SDS-PAGE, RP-HPLC og masse-
spektrometri (ikke vist). De identificerede klgvningssites er vist i Figur 1, som viser, at glykosyleringerne har
indvirkning pa fordgjelsen.
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Figur 1. Identificerede klgvningssites efter in vitro gastrisk fordgjelse (pepsin) og efterfglgende intestinal fordgjelse (trypsin,
chymotrypsin og elastase). Klgvningssites identificeret i glykosyleret CGMP (sort pil), ikke-glykosyleret CGMP (orange pile)
eller i begge varianter (bla pil) er indikeret.

Osteopontin

Osteopontin blev deglykosyleret (data ikke vist) og efterfglgende fordgjet, som beskrevet ovenfor for CGMP, dog i
enzym-til-substrat-forholdene 1:50 og 1:400 w/w for at simulere forholdene hos henholdsvis voksne og spaedbgrn.
Fordgjelserne blev analyseret via western blotting, hvor vi benyttede det monoklonale mab222p antistof, som
genkender en integrinbindende sekvens i osteopontin (Figur 2). Det blev observeret, at kulhydrat pa osteopontin
beskytter de integrinbindende sekvenser i proteinet mod gastrointestinal fordgjelse. Dette blev ogsa konstateret i en
mere kompleks model af den human fordgjelse mht. volumen, pH, enzymaktivitet, galdesalte og fosfolipid-
koncentration udviklet af Anette Millertz, KU (Thomas et al., 2014) (data ikke vist). Ved hjeelp af massespektrometri
blev de gastriske kigvningsforskelle mellem nativt og deglykosyleret osteopontin karakteriseret (Figur 3).
1234567891011

250
150

Figur 2: Western blotting af nativt og deglykosyleret osteopontin med et
+ kulhydrat - kulhydrat monoklonalt antistof, der genkender et aktivt domaene i osteopontin.
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Figur 3. Identificerede klgvningssites efter gastrisk fordgjelse (pepsin) af nativt og deglykosyleret osteopontin.

Fase 1+2: Opsummering

CGMP og osteopontin bliver delvist nedbrudt i in vitro fordgjelsesmodellerne. CGMP blev adskilt i en glykosyleret og
ikke-glykosyleret form, som blev fordgjet forskelligt. Glykosylering af osteopontin beskytter proteinet mod fordgjelse,
og bevirker, at det nar tarmen i en aktiv form, som indeholder dets cellebindende motiver, dvs. specielle sekvenser af
aminosyrer, som er markeret med understregning i Figur 3.

Fase 3: Peptidernes effekt pa tarmceller (Caco2 celler)

| fase 3 (og fase 4) benyttede vi Caco-2 celler, som model for tarmbarrieren. Cellerne blev udsaet i transwell inserts
(Figur 4) og dyrket i 21 dage, til de danner et sammenflydende lag af polariserede celler, der har strukturelle og
funktionelle egenskaber som modne tarmceller i tarmen.

Figur 4. Pa figuren ses den benyttede in vitro model for
(F tarmbarrieren bestaende af Caco-2 celler, som er en

Dag 0 Dag 21 human tarmcellelinje, der dyrkes i et sakaldt transwell
Apikal filtersystem. Pa filtret dyrkes cellerne (pa den apikale
0.000.0 BEBREERAEE side, svarende til tarm-lumen) til de vokser sammen til
Basolateral en teet membran og udvikler sig pa tarmlignende made

med micovilli pa tarmsiden. Under cellerne er det
basolaterale kammer svarende til ‘blod-siden’.

Effekten af ufordgjet CGMP og gastrointestinal-fordgjet CGMP pa modningen af den voksende tarmscellebarriere blev
undersggt i denne fase. Caco-2-celler blev udsadet i det apikale kammer i modellen (Figur 4) og blev dyrket i
tilstedevaerelsen af CGMP eller sojaproteinhydrolysat (negativ kontrol) i 21 dage, i serumfrit medium indeholdende
insulin-transferrin-selen for at undersgge, om de forskellige behandlinger eendrede tarmcellemodellens permeabilitet.
Udviklingen af tarmbarrieren blev fulgt ved at male den elektriske modstand over membranen (TEER-veerdi) hver 2-3
dag (Figur 5). En stigende TEER-veerdi er en indikation af, at membranen udvikler sig som det ses i tarmen.
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For at teste, om maelkeproteinerne pavirker inflammation, har vi modelleret en tarminflammation ved tilseetning af de
inflammatoriske cytokiner IL-1B, TNF-a, interferon-y og LPS til Caco-2-cellemodellen. | denne model mindskede CGMP
den inducerede inflammation (Figur 6A). Dette indikerer en positive effekt af CGMP pa f.eks. inflammatoriske
tarmsygdomme. Vi undersggte desuden, om fordgjet CGMP havde en indflydelse pa udtrykket af forskellige tight-
junction proteiner sasom occludin, claudin-1 og claudin-2 (det er disse proteiner, der holder tarmcellerne sammen i
tarmcellebarrieren), ved western blots og qPCR, 48 timer efter cellerne var behandlet med de pro-inflammatoriske
cytokiner. Hverken i western blots eller qPCR blev der observeret en effekt af CGMP pa udtrykket af occludin (Figur
6B). Lignende resultater blev observeret for claudin-1 og -2 (data ikke vist).
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Figur 6. (A) Gastrointestinal-fordgjet CGMP (sort), men ikke osteopontin (OPN), nedszetter inflammation induceret af
proinflammatoriske cytokiner i modellen for tarmbarrieren, da TEER-vaerdien stiger og naermer sig kontrollen uden
behandling med pro-inflammatoriske cytokiner. (B) Fordgjet CGMP pavirkede ikke udtrykket af tight-junction proteinet
occludin i forhold til kontrol celler (C) eller Caco-2 celler behandlet med pro-inflammatoriske cytokiner (cyto).

Det blev desuden undersggt hvordan gastrointestinal-fordgjet osteopontin pavirkede genudtrykket af differentierede

Caco-2 celler ved RNA-sekventering. | alt 489 gener var forskelligt udtrykt mellem Caco-2 celler inkuberet med eller



uden osteopontin (Figur 7). De mest signifikante gener var NEAT1 (nuclear paraspeckle assembly transcript 1),
SLC38A2 (solute carrier family 38, member 2), SOX9-AS1 (cytochrome b561), ILF2 (interleukin enhancer binding factor
2), VPS29 (vacuolar protein sorting 29 homolog (S. cerevisiae), MIR22HG (kelch-like family member 36), og HSPE1
(heat shock 10kDa protein 1). CGMP og alfa-laktalbumin havde ingen indflydelse pa genudtrykket i Caco-2 celler (data
ikke vist).
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Figur 7. Vulcano plot der viser differentielle udtrykte gener mellem ubehandlede Caco-2-celler og celler behandlet med fordgjet
osteopontin. Y-aksen svarer til den negative log for p-veerdien, og x-aksen viser log 2-fold a&endringsveaerdien. Positive x-vaerdier
repraesenterer opregulering og negative x-veardier repraesenterer nedregulering.

Fase 3: Opsummering

Fordgjet CGMP har en positiv effekt pa taetheden af en modnende Caco-2 cellemodel for tarmbarrieren. Fordgjet
CGMP kan muligvis modvirke inflammation i tarmen; dog ikke ved at pavirke udtrykket af tight-junction proteinerne

occludin eller claudin-1 og -2. Fordgjet osteopontin havde en stor indflydelse pa genudtrykket i differentierede Caco-2
celler.

Fase 4: Transport over in vitro tarm-celle-barriere

For at undersgge hvorvidt osteopontin kan transporteres over modellen af tarmbarrieren (Figur 4), tilseettes
osteopontin i det gverste kammer (apikale kammer som repraesenterer den intestinale lumen) af tarmcellemodellen.
Efter 2 timer undersgges transporten ved at analyse mediet i det nederste kammer (basolaterale kammer der
repraesenterer blod-siden) for tilstedevaerelse af osteopontin via western blotting (Figur 8). | det apikale kammer blev
bade fuld-leengde og N-terminale fragmenter af osteopontin observeret, men kun fragmenterne (30 kDa), var tilstede i
det basolaterale medium efter 2 timer, men ikke efter 30 minutter (figur 8). Tilsvarende kunne human maelke-
osteopontin og gastrisk-fordgjet osteopontin ogsa transporteres over modellen af tarmen (data ikke vist). | et kontrol
eksperiment blev et andet malkeprotein, PP3, ikke detekteret i det basolaterale medium efter 2 timer (data ikke vist).
For at undersgge transportmekanismen blev effekten af forskellige inhibitorer evalueret (figur 8B). Baseret pa
intensitet i western blotting blev optagelsen ikke pavirket af Gly-Sar (inhibitor af peptidtransporter PepT1) eller af
cytochalasin D (sveekker tight junctions). Tilstedeveaerelsen af transcytose inhibitoren, wortmannin, heemmede
derimod transporten af OPN.

Fase 4: Opsummering

N-terminale fragmenter af osteopontin, samt gastrisk fordgjet osteopontin, kan aktivt transporteres over tarm-
modellen via transcytose.
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Figur 8. (A) Western blotting analyse af osteopontin transport fra apikal til

Apikal gssozlfteral M1234 basolateral side i Caco-2 cellemodellen af tarmbarrieren. (B) Inhibering af
m
3 . transporten med kontrol celler uden inhibitor (lane 1), Gly-Sar (lane 2),
250 . .
g cytochalasin D (lane 3) og wortmannin (lane 4).
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Fase 5: In vivo optag af peptider og fragmenter

For tidligt fgdte grise blev fodret med kolostrum beriget med osteopontin fra komaelk som deres fgrste maltid. Efter
forskellige tider blev der udtaget plasmaprgver, som vi analyserede for indhold af bovint osteopontin via ELISA og
western blotting (Figur 9). Bovint osteopontin blev detekteret i plasmaet af nyfgdte grise via bade ELISA og western
blotting 1t-4t efter maltidet, og efter 7t kunne osteopontin ikke detekteres. Til gengaeld kunne osteopontin ikke
detekteres i grise, der var 5 dage gamle efter et maltid beriget med osteopontin (data ikke vist). Kontrolforsgg viste, at
de anvendte antistoffer specifikt genkendte bovint osteopontin og ikke endogent osteopontin i grisen (data ikke vist).

Plasma, time (h) . . .
(s W T05 1B 50 5.0 5% Figur 9. Detektion af OPN i

. 04 1 250 plasmaprgver. (A) ELISA og (B)
€ 150 . s
€ 0,3 - 100 western blotting. For tidligt fgdte
2 02 - grise blev fodret med ramaelk
g' ’ beriget med bovint OPN, og plasma
o 01 4 blev opsamlet ved forskellige

0,0 - tidspunkter efter indtagelse.

Oh 05h 1h 2h 3h 4h 7h

Tid efter osteopontin beriget maltid

Fase 5: Opsummering

Bovin osteopontin indtaget i kosten kan sandsynligvis modsta gastrointestinal fordgjelse og transporteres over tarmen

i nyfgdte grise.

Konklusion

Det blev tidligt i projektet besluttet i fglgegruppen at prioritere indsatsen pa komponenterne osteopontin og CGMP,
der blev saledes ikke foretaget lige sa mange analyser pa alfa-laktalbumin (som tidligt viste sig ikke at have malbare
effekter). Det vurderes, at de fleste opstillede mal blev opndet i fase 1-5. CGMP og osteopontin blev fordgjet i
forskellige modeller simulerende den human fordgjelse (fase 1). De fordgjede maelkeproteiner blev karakteriseret ved
RP-HPLC, massespektrometri og western blots (osteopontin) med specifikke monoklonale antistoffer (fase 2). | fase 3,
observerede vi en positiv effekt af fordgjet CGMP pa en modnende model af tarmen, og CGMP havde en positiv effekt
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pa taetheden af tarmbarrieren under forhold simulerende inflammation i tarmen. Vi paviste, at osteopontin havde en
stor effekt pa genudtrykket i tarmen, da der var naesten 500 gener udtrykt forskelligt mellem kontrolceller og
osteopontin-behandlede tarmceller. | fase 4, blev fragmenter af osteopontin indeholdende dets aktive motiver set
transporteret over tarmmodellen via transcytose. Desuden kunne vi genfinde bovint malkeosteopontin i plasmaet fra
nyfgdte grise fodret med et maltid beriget med osteopontin lige efter fgdslen.

12. Resultaternes betydning, herunder for mejeribruget

Projektet er af meget grundvidenskabelig karakter, og det primaere udbytte af projektet er ny grundlagsskabende
viden om fordgjelse og optag af malkeproteiner, studeret i in vitro modeller. Effekten af de bioaktive maelke-
komponenter osteopontin og CGMP kan anvendes i dokumentation og markedsfgring af disse, og maelk generelt.

Vi har vist, at osteopontin i maelk bevarer sin evne til at binde til cellereceptorer i tarmen efter passage gennem
mavesakken og fordgjelsen med pepsin. Dette skyldes, at osteopontin fra meaelk er dekoreret med kulhydratgrupper,
som beskytter vigtige omrader af osteopontin mod fordgjelse. Disse kulhydratgrupper er ikke til stede i osteopontin,
der er rekombinant fremstillet i fx bakterier eller alger. Denne viden kan benyttes til markedsfgring og effekt-
dokumentation af specialiserede maelkeproteiningredienser, der indeholder OPN. Ligeledes kan viden om hvilke
gener, der op- og nedreguleres i tarmceller som fglge af OPN-pavirkning vaere vigtig i forhold til dokumentation af
OPNs effekter.

Effekten af CGMP pa inflammationsmodellen kan benyttes til dokumentation af CGMPs gavnlige effekter.

13. Formidling og vidensdeling vedr. projektet
Artikler i internationale tidsskrifter:

Brian Christensen, Niels J. Karlsen, Scheyla D. S. Jgrgensen, Lotte N. Jacobsen, Marie S. Ostenfeld, Steen V. Petersen,
Anette Miillertz & Esben S. Sgrensen. (2020). Milk Osteopontin Retains Integrin-Binding Activity After in Vitro
Gastrointestinal Transit. Journal of Dairy Science, 103:42-51

Brian Christensen, Marie R. Sgrensen, Nanna Raslow, ..... & Esben S. Sgrensen. “Uptake and transport of bovine milk
osteopontin in intestinal cells” (working title) in preparation.

Bart Buitenhuis, Brian. Christensen, .... & Esben S. Sgrensen. ” Transcriptome Profiling of Caco2 Cell Lines: A Response
to Human and Bovine Osteopontin” (working title) in preparation.

Populzaervidenskabelige artikler:

Brian Christensen & Esben S. Sgrensen. Malkeproteiner der kan noget ekstra, Malkeritidende, 2019

Studenteropgaver:

Separation, characterization and digestion of glycosylated and non-glycosylated casein glycomacropeptide and their
effect on intestinal cells, Karoline Rusbjerg Sgrensen, Specialerapport, juni 2020.

Uptake and transport of milk osteopontin in intestinal cells, Marie Rytter Sgrensen, Specialerapport, juni 2020.
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In vitro digestion of the casein glycomacropeptide and its effect on Caco-2 cells, Stine Camille Lund Jakobsen,
Specialerapport, juni 2019.

Transport of Osteopontin across the Intestinal Barrier, Nanna Raslow, Bachelorrapport, juni 2019.

Simulated gastrointestinal digestion of osteopontin and its effect on intestinal cells, Niels Joakim Karlsen,
Specialerapport, juni 2019.

Simulation of gastric digestion of osteopontin and the effect on its bioactivity, Marie Rytter Sgrensen,
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