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Glucose and leucin as potential aids in resynthesis
of muscle glycogen after intense exercise in
Standardbred trotters

ABSTRACT

The aim of the project was to study the effect of oral administration of glucose
and leucin on the resynthesis of muscle glycogen after intense exercise in
Standardbred trotters.

In a crossover design, 11 Standardbred trotters performed a standardized exercise
test on two occasions in order to deplete muscle glycogen. The exercise test
comprised a warm up period, 7 repeated bouts of exercise on an uphill 500 m
slope, and a recovery period. After the exercise test horses received: 1) a solution
of glucose and leucine via a nasogastric tube at 0 minutes and at 240 minutes post
exercise and a single bout of glucose at 120 minutes post exercise or 2) water
(placebo) at 0, 120 and 240 minutes. Blood samples for measurement of glucose
and insulin concentrations were collected at rest, when the horses returned to the
stables directly after exercise and throughout the 6 hour recovery phase. During
the first recovery hour, samples were collected every 15 minutes and then every
30 minutes over the next 5 hours. Muscle biopsies were taken at rest prior to
exercise, within 15 minutes after exercise and at 3, 6, and 24 hour after exercise.

Horses that received glucose and leucin had elevated concentrations of serum
glucose and plasma insulin compared to the placebo group during the 6 hour
recovery period. However, there were no statistically significant differences in
glycogen resynthesis between the glucose and leucine group compared to the
placebo group during the 24 hour post exercise period. The results from this study
show that the rate of muscle glycogen resynthesis is not enhanced by oral
administration of glucose and leucine after intense exercise in horses.



Glukos och leucin som potentiellt hjalpmedel i
ateruppbyggandet av muskelglykogen efter hart
arbete hos travhastar

SAMMANFATTNING

Syftet med studien var att understka effekten av glukos och leucin som potentiellt
hjalpmedel i ateruppbyggandet av muskelglykogen hos travhastar efter arbete.

11 hastar genomfarde under tva tillfallen ett standardiserat arbetstest for att
astadkomma en markant sankning av glykogenkoncentrationen i muskulaturen.
Testet bestod av uppvarmning och darefter 7 backintervaller i en 500 meter lang
backe foljt av langsam trav 6ver 2000 m. Efter arbetspasset borjade
aterhamtningsfasen och hastarna gavs da: 1) en I6sning av glukos och leucin per
0s via en nassvalgssond vid tiden 0 minuter samt vid 240 minuter och enbart
glukos vid 120 minuter eller 2) vatten (placebo) vid 0, 120 och 240 minuter.

Blodprover for att mata glukos- och insulinnivaer togs vid vila innan arbetspasset,
direkt da hastarna anlande till stallet efter arbetspasset samt med jamna mellanrum
over de 6 timmar som foljde efter traningspassets slut. Under den forsta timmen
efter arbetspasset togs blodprover var 15:e minut och darefter var 30:e minut dver
de nastfdljande 5 timmarna. Muskelbiopsier togs vid vila innan tréaning, inom 15
minuter efter arbetets slut samt vid 3, 6 och 24 timmar efter arbetstestets slut.

De hastar som fick glukos och leucin hade forhajda nivaer av insulin och glukos i
blodet jamfort med de som fick vatten (placebo) under aterhamtningsfasens forsta
6 timmar. Dock fanns ingen statistisk skillnad géllande resyntes av
muskelglykogen mellan de tva grupperna 24 timmar efter arbetspassets slut.
Resultaten fran denna studie visar att ateruppbyggandet av muskelglykogen ej
paskyndas vid tillforsel av glukos och leucin peroralt till travhastar efter ett
intensivt arbetspass.
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INLEDNING

Bakgrund

Precis som en toppresterande idrottsman maste dven héasten ha
vilfyllda ”brénslelager” i1 muskulaturen for att kunna prestera
maximalt under tavling. Som drivmedel i skelettmuskulatur anvands
framfor allt glukos, som lagras i musklerna som glykogen (Bjalie et
al. 1998).

| ett flertal studier pA manniska har man visat att hoga nivaer av
glykogen Okar prestationen i uthallighetslopp samtidigt som laga
nivaer forsamrar prestationen (Bergstrom et al. 1967; Hawley et al.
1997; Jacobs et al. 1999). Detsamma géller for héstar dven om
antalet genomfdérda studier ar betydligt farre &n hos manniska
(Lacombe et al. 1999; 2001).

Vad de studier som genomforts pa hast visat r att de har en langsam
ateruppbyggnad av glykogen jamfort med manniska och andra arter.
Detta gor att hasten behover en relativt sett lang aterhamtningsperiod
innan de kan utféra en ny anstrangning. Forsok har gjorts dar man
tillfort glukos per os eller iv i syfte att paskynda glykogensyntesen;
dock utan att kunna paverka resynteshastigheten namnvart vid per
oral tillférsel. I denna studie var hypotesen att genom att tillséatta
aminosyran leucin kunna oka insulinfrisattningen och dérmed oka
upptaget av glukos i skelettmuskulaturen vid per oral giva av glukos.

Det ar sedan lange kant att intag av lattillgdngliga kolhydrater hos
méanniska fore och under traning ger 6kad prestation (Jacobs et al.
1999). Kolhydraterna omvandlas till bland annat glukos, som tas
upp i Dblodet och lagras i skelettmuskulatur som glykogen.
Glykogenet utgor darefter en viktig energidepd, som kan nyttjas som
muskelns drivmedel efter att ha brutits ner till glukos (Bjalie et al.
1998).

Efter en genomford tavling ar det viktigt att snabbt fylla pa
glykogendepaerna sa att musklerna kan aterhdmta sig. Detta &r
speciellt viktigt for individer som ska genomfora flera tavlingar
under samma dag eller tavla under ett antal dagar i foljd utan att
minska prestationsformagan. | hastvarlden ar exempel pa sadana
utmaningar Elitloppet for travhastar dar individerna gar kvallopp
och finallopp under samma dag. Aven i en falttavlan for ridhastar
stalls hoga krav da hastarna ska prestera pa topp under tre dagar i
foljd. Inom forskningen har man under kontrollerade former Iatit ett
antal hastar ga intensiva arbetspass tre dagar i foljd for att mata
bland annat prestationsforlusten. Man kunde da se en minskning av
prestationskapaciteten med 26-28% under dag tre hos hdstarna, som
en foljd av den successiva tomningen av glykogendepéaerna
(Lacombe et al. 2001).



Davie et al. (1996) kunde efter en studie visa att en minskning av
glykogendepaerna med 22% hos 6 varmblodshéstar ej gav forsamrad
prestation medan Topliff et al. (1985) visade motsatsen da han
utférde en studie dér depaerna témdes med 41%.

Relativt sett langsam resyntes

For manniskan tar det 24 timmar att aterstalla glykogenlagret medan
det hos hést har visat sig ta anda upp till 72 timmar (Casey et al.
1995; Snow et al. 1987; Davie et al. 1994; Hyyppa et al. 1997;
Lacombe et al. 2004). Normal glykogenkoncentration i en
hastmuskel ar 130-140 mmol/kg vatvikt (ww) och hos manniska 80-
100 mmol/kg vatvikt (ww) (Bergstrom et al. 1967; Essén-
Gustavsson et al. 1989; Harris et al. 1987; Snow et al. 1982). Hasten
har alltsa relativt stor lagringskapacitet da det galler glykogen.
Problemet ror snarare synteshastigheten vad galler effektiv
aterhamtning och det ar denna fysiologiska skillnad mot andra arter
som ront storst intresse bland forskare.

Vissa studier har visat att hdstar uppskattningsvis lagrar upp
glykogen fyra ganger langsammare &n vad manniskan gor (Snow et
al. 1987; Hyyppé et al. 1997; Costill et al. 1981; Ivy.1998).

Det &r uppenbart att den langsamma resyntesen av glykogen hos hast
blir ett problem vid prestation flera ganger samma dag eller under
flera dagar i foljd da hasten under denna tid ej hinner aterhamta sig.
Konsekvensen blir en forsdmrad prestation, uttréttning och en 6kad
risk for skador da proteinnedbrytning blir ett sista alternativ nar
glykogendepaerna ar tomda (Lemon 1987).

Hyyppéa et al. (1997) anvande 6 travhastar for att undersoka
forandringar hos ett antal metaboliter i plasma efter tre traningspass
dar hastarna gavs en timmes vila mellan passen. Intensiteten 6kade
efter varje pass och under det tredje passet fick hastarna ga for fullt.
Forsoken upprepades efter 3 dagar. Genom en intravends kateter
togs efter varje pass blodprover med 5 minuters mellanrum under en
timmes tid. Da det tredje passet var genomfort fortsatte man med
provtagningen i upp till 72 timmar efter passets avslutande.
Muskelbiopsier togs fran gluteusmuskeln for analys av
glykogeninnehall. Man matte plasmakoncentration av glukos,
glycerol, triglycerider och icke-estrifierade fettsyror. Vid
tidsintervallet 2 — 72 timmar efter arbetspassen var vérdena av
glycerol och fria fettsyror lagre &n vilovardena fore arbetspassen.
Koncentrationerna av triglycerider i plasma lag lagre mellan 2 och
24 timmar efter traning jamfort med koncentrationen fore arbete.
Glukosnivan atergick till normalvarde redan en timme efter att
traningen avslutats. Vid métning av resynteshastigheten av glykogen
fann man att glykogenet fortsatte att brytas ner upp till 4 timmar
efter traningspassens avslutande. | studien framkom det tydligt att
hastar har en langsam glykogenupplagring och det kan ta dnda upp
till 3 dagar eller mer innan hasten ar fullstandigt aterhamtad. Vidare
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spekulerades det i att de laga nivaerna av fettmetaboliter i blodet
kunde gora att glukos anvéndes till oxidativ forbranning istéllet for
att ga in i glykogenproduktion (Hyyppé et al. 1997).

Fysiologiska skillnader

Det finns flertalet viktiga fysiologiska skillnader mellan hést och
manniska, som gor det svart att direkt applicera den forskning som
gjorts pa humansidan pa hastar. Hastar har relativt sett en storre
muskelmassa, vilket & mer energikrdvande. Att ha fyra ben
engagerar 70-80% av muskelmassan istéllet for 30-40% om man
bara har tva ben. Jamfort med manniska har hasten storre kapacitet
for aerobforbranning, effektivare syrebdrande kapacitet pa
kapillarbaddsniva och en storre hjartminutvolym (Wagner 1995).
Detta ar nodvandigt da hasten vid samma traningsintensitet som
manniska gor sig av med tva ganger s mycket energi (Romijn et al.
1993; Roberts et al. 1996; Geor et al. 2000).

Inte bara méngden muskler spelar roll utan &ven sammansattning av
olika typer av fibrer har betydelse for hastens uthallighet. Olika
muskelfibrer har olika kapacitet att lagra glykogen och studier har
visat att ett hogt innehall av typ I-fibrer ger en battre uthallighet i
distansritter,  vilket &  héastvdarldens  motsvarighet till
maratontavlingar. Langvarig belastning visade sig ge en nastan
fullstandig tomning av glykogendepaerna i typ I-fibrer (Gottlieb et
al. 1989). Denna fibertyp har battre oxidativ kapacitet an typ Il-
fibrer, som ar den fibertyp dar glykogenet toms snabbare vid mattlig
till intensiv belastning (Essén. 1984; Gottlieb et al. 1988).

Jamfort med maénniska har hast en mer homogen fordelning av
muskelfibrerna. Relativt sett Overvéger typ Il-fibrerna i de stora
“motor-musklerna” medan en maratonlpare har 6vervagande typ |-
fibrer i motsvarande muskler. Enligt Essén et al. (1997) bestar
gluteusmuskeln hos hést till 70-80% av typ Il-fibrer och endast 20-
30% av langsamma typ I-fibrer. Ju mer valtranad en hast ar desto
storre mangd “snabba” typ I1-fibrer kommer den att ha. Dessa héstar
blir véldigt beroende av en val fungerande glykolys och
laktatproduktion for att undvika uttrottning vid intensiva arbeten.
Musklernas ~ sammanséttning av olika  fibrer samt
rekryteringsmonstret hos dessa kan vara en forklaring till varfor
hastar snabbt tommer sina glykogendepaer och bygger upp dem mer
langsamt &n vad méanniska gor (José- Cunilleras 2003).

Energi fran kolhydratmetabolism

Bade hasten och manniskan ar enkelmagade men hasten ar till
skillnad fran méanniskan grovtarmsjasare. Den lattillgangliga delen i
fodret som lattlésliga kolhydrater, fetter och proteiner absorberas i
tunntarmen medan grévre fibrer och cellulosa jases i grovtarm och
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blindtarm av mikroorganismer. | grovtarmen sker en nedbrytning av
dessa fibrer till flyktiga fettsyror som acetat, butyrat och propionat.
Av de flyktiga fettsyrorna omvandlas framférallt propionat till
glukos som efter absorption fran grovtarmen lagras i kroppen i lever
och skelettmuskulatur som glykogen. Vid en mycket fiberrik diet
innehallande ho eller ensilage far hasten ungefar 75% av sin energi
fran jasningsprocessen i grovtarmen (Bjérnhag 2000)

Hasten  forlitar sig i storre grad pa energi  fran
kolhydratmetabolismen &n vad manniskan goér (Romijn et al. 1993;
Roberts et al. 1996; Geor et al. 2000). De har trots detta sdmre
kapacitet att bryta ner kolhydrater & vad manniska har eftersom
héstar saknar enzymet amylas i saliven. Jamfort med gris och
notkreatur sa har hastar bara 6% resp 10% av dessa arters formaga
att producera amylas i pancreas. Trots att flodet fran pancreas ar tre
ganger hogre hos hast &n hos not &r koncentrationen bara en tiondel
hos hast jamfort med not. Detta gor att hastar ar valdigt kénsliga for
ingestion av stora mangder starkelserik foda 6ver kort tid (Alexander
et al. 1958; Comline et al. 1969; Walker et al. 1994; Potter et al.
1992).

Da manniskan far en snabbare aterhdmtning av sina glykogendepaer
genom att inta lattillgangliga kolhydrater i anslutning till traning och
tavling (Bergstrom et al. 1967) har man gjort flertalet
undersokningar med oOnskan att se samma resultat hos hast
(Lawrence et al. 1995; Jose-Cunilleras et al. 2005). Dock har
effekten av stora intag av lattillgdngliga kolhydrater varit omtvistad
och studierna har ibland visat motstridiga resultat.

Lawrence et al. (1995) visade att om man utfodrar ett mal lattlosliga
kolhydrater ~ innan  ett arbetspass kan man  paverka
glykogenomsittningen att bli hogre jamfort med om man inte
utfodrar alls. Resultatet blev ett annat for José-Cunilleras och
medarbetare (2005), som i en liknande studie inte sdg nagon effekt
alls.

José-Cunilleras et al. (2005) lat 7 hastar ga harda arbetspass pa en
rullmatta under tre dagar i foljd. Darefter delades de in i tre grupper
dar en grupp gavs 2 kilo krossade majskorn 15 minuter samt 4
timmar efter trdning. Den andra gruppen fick en blandning av alfa-
alfa hé och gras vid samma tidpunkter. Den tredje gruppen gavs
inget foder alls. Under forsoket mattes nivaer av glukos, laktos och
insulin i blodet for att avgora hur vél hastar tar upp kolhydrater
genom tarmen och vilken effekt det kan ha pa resyntesen av
glykogen. Trots att glukosomsattningen i blodet 6kade 2-3 ganger
vid intag av 2 kg majs efter traning kunde man inte se effekt pa
glykogensynteshastigheten i skelettmuskultauren.



Glukos som substrat och blodparameter

En av de viktigaste kéllorna till energi for véxter och djur &r
kolhydraten glukos. Det ar en enkel sockerart som fungerar som
byggsten i bland annat stérkelse, cellulosa och glykogen. Eftersom
det ar en precursor till glykogen har man inom forskning anvant
glukos som substrat och blodparameter for att undersdka
glykogenomséttningen hos hast. Det finns tva administrationssatt;
genom intravends giva eller per oral giva.

Lacombe et al. (2001) gav glukosinfusion direkt i blodet efter hard
anstrangning till ett antal h&star. En kontrollgrupp som utforde
likvardigt arbete gavs natriumklorid istallet for glukos. Hos de héstar
som gavs glukos sag man en 6kning av tiden de orkade springa
innan utmattning samt en snabbare séankning av blodlaktatnivaerna
till normalniva jamfort med kontrollgruppen.

Da ett antal hastar utférde mattligt till intensivt arbete pa rullmatta
och gavs 2 gram glukos intravendst i minuten sag man en
forlangning med 14% av tiden till utmattning jamfort med
kontrollgruppen (Farris et al. 1995).

Administrationssatt spelar roll

Sammantaget verkar det som att glykogensynteshastigheten ar svar
att paverka i positiv riktning da man administrerar glukos per os.

Att administrationsmetoden spelar roll sdg Geor och medarbetare
(2006) da de jamforde effekten av att ge glukos per os och
intravendst. Vid en total giva av 3 gram per kilo kroppsvikt per os
sags hyperglykemi och hyperinsulinemi men resynteshastigheten for
glykogen var oféréandrad jamfort med placebo. Dock fann man att
motsvarande mangd intravenost paverkade resyntesen av glykogen
positivt.

| en annan studie gav man 3 gram glukos per kilo kroppsvikt per os
till 4 hastar direkt efter anstrangning. Inte heller héar paverkade man
resynteshastigheten ndamnvart (Davie et al. 2006).

| en tidigare studie av Geor et al. (2000) mattes effekten av
intravends giva av glukos pa 6 hastar som utforde ett lagintensivt
arbete pa rullmatta. En av fragestdllningarna var om man genom
negativ  feedbackmekanism kunde hdmma den endogena
glukosproduktionen i levern. Detta skulle i sadana fall kunna ge en
lagre koncentration av glukos i blodet och en mindre mangd
tillgangligt substrat for glykogeninlagring i musklerna. Resultatet
blev endast en partiell hamning av glykogenolysen i levern. Daremot
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fann man att glukosgivan gav en inte lika kraftig minskning av den
oxidativa kolhydratforbranningen men resyntesen av glykogen
paverkades inte.

Glukostransportorer

Aminosyror

Forutom god tillgang pa substrat i blodet finns det andra faktorer
som paverkar glykogenesen. Ett hastighetshegransande steg é&r
tillgangen pa insulin, som reglerar intransporten av glukosmolekylen
i muskelcellen (Trakatellis et al. 1968) Det finns minst 5 olika
glukostransportorer, GLUT-1 till GLUT-5, som sitter i
cellmembranet. Av dessa ar det framfor allt GLUT-4, som okar
upptaget av  glukosmolekyler  vid  hyperinsulinemi i
skelettmuskulaturen (Champe et al. 1987). Pa manniska och ratta
har man sett att en 6kning av insulin i blodet efter traning stimulerar
mekanismerna for transport av glukos in i cellen samt aktiviteten av
enzymet glykogensyntas (Christ-Roberts et al. 2004; Conlee et al.
1978). Glykogensyntas ar ett nyckelenzym, som &r nédvandigt for
att forlanga glukosmolekylen sa att glykogen kan bildas (Champe et
al. 1987).

Pratt et al. (2006) lat 8 hastar genomfora ett intensivt arbetsprov for
att undersoka insulinkanslighet och aktivitet av glykogensyntas i
skelettmuskulaturen efter ett traningspass. Man undersokte &ven det
totala innehallet av GLUT-4 i gluteusmuskulaturen efter traning.
Man fann ingen okning av insulinkdnsligheten hos héstarna, som
man gjorde hos manniska och rétta i tidigare namnd forskning. Den
totala glykogensyntasaktiviteten var dven den oforandrad och
uttrycket av GLUT-4 hade inte paverkats.

José-Cunilleras et al. (2005) tittade specifikt pa uttrycket av GLUT-
4 transportorer i en studie dar man kunde kvantifiera GLUT-4 gener
med hjélp av realtids-PCR. Man forsokte 6ka genuttrycket genom en
kolhydratrik diet och traning, men det gick inte att bevisa att nagon
okning foérekom. Lacombe et al. (2003) genomforde ett liknande
forsok dar man genom tréning fick en dkad insulinfrisattning, som
resulterade i ett Okat uttryck av GLUT-4. Man gav &ven héstarna
glukos intravenost efter fysisk anstrangning varefter man sag en
okning av insulin i blodet. Den forhojda insulinnivan gav ett okat
uttryck av glukostransportérer, vilket i sin tur resulterade i en
forhojd glykogensyntes.

som hjalpamnen

Forskning har dven gjorts dar man undersokt mojligheten att paverka
insulinnivén i blodet genom att tillféra ett ’hjalpamne”. Kuhara et al.
(1991) utforde ett forsok dar man studerade inséndringen av insulin,
glukagon och tillvaxthormon pa 6 kastrerade baggar efter tillforsel
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Fett i dieten

av 17 olika aminosyror. | denna studie var leucin den mest potenta
aminosyran att 6ka insulininsondringen fran pankreas.

Nio ridhastar fick efter 1% timmes traning pa en rullmatta inta
antingen en isoton elektrolyt-Iosning med glukos, en isoton
elektrolytlésning med tillsats av aminosyran leucin och glukos eller
isoton elektrolytlosning med tillsats av propionsyra och glukos.
Propionsyra ar en precursor i glukoneogenesen och omvandlas
enkelt till glukos. Innan arbetspasset togs vilovérden for alla tre
grupper och det fanns ingen statistiskt pavisbar skillnad vad géller
glykogeninnehallet i muskulaturen. Det hogsta insulinsvaret fick
man av kombinationen elektrolytlésning, leucin och glukos. Det
verkade som att denna grupp hade det hogsta upptaget av glukos i
muskelcellerna da nivan av blodglukoset sjonk snabbast i denna
grupp efter giva. Dock hade detta ingen paverkan pa
resynteshastigheten av  glykogen och 22,5 timmar efter
traningspasset sag man ingen skillnad mellan nagon av grupperna
avseende glykogeninnehall i gluteusmuskulaturen. (P6s6 et al.
1999).

En forskargrupp undersékte om man efter hard anstrangning kunde
Oka resyntesen av glykogen hos h&st genom att ge acetat
tillsammans med ho eller kraftfoder. Tanken var att acetat i muskeln
omvandlas till acetyl CoA for att ga in i citronsyracykeln och dar
generera energi. Acetat ar ett av de viktigaste substraten vid oxidativ
forbranning och genom att tillgodose citronsyracykeln med detta
substrat antog man att blodglukos i hogre grad skulle vara
tillgangligt for glykogensyntes. Anstrangningen, som skulle
simulera en tredagars falttdvlan, gav en 21% respektive 17%
tomning av hastarnas muskelglykogendepaer. Den en gruppen fick
darefter en acetatlosning per os via sond foljt av hdgiva samt
kraftfoder. Kontrollgruppen gavs enbart ho och kraftfoder. Enligt de
blodprover som gjordes kunde man se ett véldigt effektivt upptag av
acetatet i muskulaturen och foljaktligen fick man en hgjning av
glykogensyntesen som kvarstod i upp till 4 timmar efter acetatgivan.
Under dessa 4 timmar sag man en tredubbel hdéjning av
synteshastigheten. Dessvarre kunde man efter 24 timmar inte se
nagon skillnad mellan de tva grupperna gallande resynteshastighet
av glykogen (Waller et al. 2009).

Man har &ven undersokt om tillskott av fetter i dieten har betydelse
for glykogenesen i muskelcellerna. I en studie fick ett antal hastar
under tre veckor tillskott av extra fett i den normala dieten. Jamfort
med kontrollgruppen hade dessa hastar en storre glykogendepa
innan arbetspass och snabbare glykolys under passet (Oldham et al.
1989). Hyyppa et al. (1999) utfodrade hastar med en diet som
inneholl 5% fett men sag ingen effekt pa varken glykolysen eller
glykogenesen. Den tidigare studien gav héstarna fett enligt vikt
medan den senare utfodrade sa att varje individ erh6ll samma méangd
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kalorier. Utfoérandet av olika studier har troligtvis en stor inverkan
och bor tas i beaktande nar man ska dra slutsatser.

Steroider for att 6ka resyntes av glykogen

2000 gjorde Hyyppa ytterligare ett forsok dar ett antal hastar
behandlades med den anabola steroiden nandrolone under tva
veckors tid. De fick darefter genomfora ett arbetstest da man matte
bland annat glykogeninnehallet i muskulaturen. Innan man
paborjade nandrolonebehandlingen fick varje hast utfora ett
arbetstest for att kunna vara sin egen kontroll senare under forsoket.
Hos maénniska ger nandrolone Okad proteinsyntes och ett Okat
innehdll av typ Il fibrer muskelcellerna. Det har dven visat kunna
Oka diametern i typ | fibrer. Hypotesen var att liknande effekt skulle
kunna ses hos hast efter giva av nandrolone. 1 forsoket kunde man
se att glykogeninnehallet i muskulaturen aterstalldes snabbare efter
behandlingen med anabola steroider an det gjorde innan behandling.
Nivaerna av blodglukos hos kontrollgruppen och de som
behandlades med steroider visade ingen signifikant skillnad mellan
grupperna under forsoksperioden. Daremot sags en kvarstaende
hojning av hormonet kortisol hos den steroidbehandlade gruppen.
Detta skulle kunna indikera att en gynnsam hormonell miljo ger en
snabbare resyntes av glykogen och inte nddvandigtvis enbart
substrattillgangen av glukos. Effekten av nandrolonebehandling gor
att en individ sannolikt kan trdna mer frekvent utan att riskera
Overtraning och utmattning. Dock &r det olagligt att ge tavlande
héstar anabola steroider. (Hyyppé. 2000).

Per oral giva att foredra

Den langsamma resyntesen av glykogen har saledes angripits fran
olika vinklar och pa olika nivaer for att 6ka forstaelsen av detta
problem. Da giva av glukos via infusion i blodet givit effekt i ett
antal studier kan man tanka att detta borde vara ett alternativ att
anvanda da man vill forkorta aterhdmtningsperioden hos hart
arbetande hé&star. Denna administrering lampar sig dock inte for
vanliga tranare och hastmanniskor da injektioner av denna typ dels
kraver veterindr narvaro och dels klassas som doping. FOr att
underlatta aterhdmtningen hos tavlingshastar med hjalp av tillskott
av exempelvis glukos och en aminosyra maste man alltsa kunna
administrera denna per os for att det ska fungera i praktiken.
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MATERIAL OCH METODER

Hastar

Forsoken utfordes med hjélp av travskolan vid riksanldggningen
Wangen, som tillhandahdll 11 vamblodiga travhastar (sex valacker
och fem ston i aldrarna 4 till 9 ar, vikt 406-500 kg) for studien. Var
och en av hastarna var kliniskt friska och i sa pass god kondition att
de kunde genomfora ett tavlingslopp. Hastarna stod pa en
standardiserad foderstat med borjan minst 3 veckor innan forsoken
startade till dess att forsoken var helt genomférda. Utfodring skedde
4 ganger per dag och bestod av grovfoder (hosilage), ett
kommersiellt kraftfoder samt mineraltillskott. Skotsel och traning
gjordes under hela perioden av ordinarie skotare och tréanare vid
Wangens travskola.

Utférande och arbetspass

Vid tva tillfallen med 5 veckors mellanrum utforde hastarna ett hart
arbetspass med avsikt att dstadkomma en uttalad glykogenséankning i
muskulaturen. Designad som en randomiserad crossover studie blev
hastarna lottade att vid de olika forsokstillfallena antingen fa en giva
glukos blandat med leucin eller enbart vatten som placebo. De blev
darigenom sina egna kontroller.

Hastarna delades in i par och utforde arbetspassen tva och tva. Forst
varmde de upp i langsam trav 6ver 4000 meter och fick sedan ga 7 st
backintervaller pa vardera 500 meter i 9 km/h tempo. De blev
mellan varje intervall skrittade nedfoér backen. Som avslutning
travades hastarna langsamt i 2000 meter pa en bana.

Femton minuter efter avslutat arbete fick den ena hésten en giva av
glukos (1g/kg i 10% vattenlésning) och leucin (0,1g/kg) per os via
nassvalgssond. Den andra héasten fick enbart ljummet vatten i
motsvarande mangd (placebo). Alla hastarna fick behalla sina sonder
under 4 timmar for att underlatta behandlingarna och for att minska
stressen.

Ytterligare glukos (1g/kg i 10% vattenldsning) gavs efter 2 och 4
timmar medans leucin (0,1g/kg) gavs vid endast ett ytterligare
tillfalle (4 timmar). Hastarna som lottats for placebo sondades med
korresponderande volymer rent vatten efter 2 och 4 timmar.
Hastarna hade ej tillgang till vatten eller foder under denna tid.

14



Aterhamtning

Dagen efter det forsta traningspasset skrittades hastarna i
skrittmaskin samt vilade. Detta fortsatte i 3 dagar innan de atergick
till det normala schemat av traning pa niva av en tavlande travhast.

Blodprover

Blodprover togs genom en permanentkanyl i héstens jugularven.
Blod for analys av glukos 6verfordes till serumrér och blod for
analys av insulin overfordes till lithiumheparinrér. Tidpunkten for
provtagningarna var innan arbetspasset, direkt efter avslutat arbete,
vid den forsta sondningen och déarefter var 15:e minut under den
forsta timmen foljt av var 30:e minut under de efterfoljande 5
timmarna. Direkt efter varje blodprovstagning stalldes provréren pa
is och centrifugerades sedan inom 15 minuter. Plasma och serum
frystes darefter i -80 grader Celsius i vantan pa analys med avseende
pa glukos samt insulin.

Muskelbiopsier

For att analysera glykogeninnehallet i muskulaturen togs
standardiserade muskelbiopsier fran hastarnas gluteusmuskulatur.
(Essén-Gustavsson et al. 1984; Brojer et al. 2002).

Den forsta muskelbiopsin togs innan arbetspassets borjan och den
andra togs omedelbart efter arbetets slut. Sedan upprepades
biopsitagningen under aterhdmtningsfasen vid 3 timmar, 6 timmar
samt 24 timmar efter anstrangningens slut. Biopsierna frystes ned i
flytande kvave direkt efter provtagningen och forvarades darefter i
- 80 grader.

Analyser
Blodproverna

For Dbestamning av  s-glukos anvandes en automatisk
analysutrustning (Konelab 30). Plasma insulin analyserades i
duplikat med ett kommersiellt ELISA-kit (Mercodia AB), som tagits
fram specifikt for att méta koncentrationen av héstinsulin.

Muskelglykogen

Analysen av glykogen i muskelbiopsierna skedde enligt Lowry och
Passoneau, (1973). De frystorkade muskelproverna kokades i 2
timmar i HClI for att frigora glykosidenheterna fran
glukosmolekylerna. Dessa mattes sedan fluorometriskt genom
matning av mangden bildat NADPH.
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Statistik

RESULTAT

For att kontrollera resultatens signifikans gjordes en tvavags och en
envagsanova (upprepade matningar pa samma individ) for de tva
olika behandlingarna (glukos + leucine respektive placebo). Vid ett
signifikant F varde utférdes ett Tukey-Kramer test. Vid p < 0,05
ansags skillnaderna som signifikanta.

Glukos och insulinkoncentrationer

Medelvardet for serumkoncentrationen av glukos direkt efter
arbetspasset var forhojd jamfort med fore arbetet i bade gruppen
som fick glukos + leucin per os (10,2 mmol/l) och i placebogruppen
(7,9 mmol/l). Serumkoncentrationen av glukos var sedan signifikant
forhojd jamfort med vilovardet fore arbete under 240 minuter i
gruppen som fick glukos + leucin medans det sjonk till en
vilovardesniva redan vid 15 minuter efter den forsta sondningen i
placebogruppen. Trots ytterligare glukos och leucingiva vid 240
minuter sa resulterade detta inte i en forhojning av
glukoskoncentrationen jamfort med serumkoncentrationen fore
arbete i glukos + leucingruppen (figur 1). Insulinkoncentrationen i
plasman 6kade 30 minuter efter den initiala glukos- och leucingivan
fran 0,17 wl/l till 0,53 pl/l. Efter den andra givan av glukos och
leucin vid 120 minuter 6kade plasmainsulin fran i medeltal pa 0,79
pl/l till 1,32 pl/l under en 30 minuters period. Dérefter sjonk
nivaerna till 0,92 pl/l i samband med den sista glukos- och
leucingivan, som gavs efter 240 minuter. Darefter sjonk
seruminsulinkoncentrationerna ytterligare och vid 360 minuter efter
den  forsta  sondningen var det ingen  skillnad i
insulinkoncentrationen jamfort med koncentrationen fore arbete
(figur 2).
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Figur 2: Hastarnas plasmakoncentration av insulin fore och efter arbete.
*Signifikant skilt fran vilokoncentrationen fére arbete inom respektive grupp
(leucin+glukos respektive placebo).

Muskelglykogen

Innan arbetspasset var medelvéardet for muskelglykogen 611
mmol/kg torrvikt i glukos + leucingruppen och 611 mmol/kg
torrvikt i placebogruppen. Efter traningen sjonk koncentrationen av
muskelglykogen till 362 mmol/kg torrvikt respektive 381 mmol/kg
torrvikt. Efter 24 timmar var medelvardet av muskelglykogenet 443
mmol/kg torrvikt i glukos + leucingruppen. Placebogruppens
medelvarde var 428 mmol/kg torrvikt. Ingen signifikant skillnad i
koncentrationen av muskelglykogen kunde ses mellan de tva
grupperna vid 3, 6 och 24 timmar efter arbetspassets slut (figur 3).
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Figur 3: Glykogeninnehallet i gluteusmuskeln fore och efter arbete. Efter 24
timmar kunde ingen signifikant skillnad ses mellan de tva grupperna
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DISKUSSION

Trots att h&starna, som gavs glukos och leucin under de forsta 6
timmarna av aterhamtningsfasen, hade hdogre serum- och
plasmakoncentrationer av glukos respektive insulin jamfort med
placebogruppen verkar detta ej ha paverkat
glykogenresynteshastigheten i positiv riktning.

Efter den andra givan av glukos och leucin kunde man se en kraftig
forhojning av plasma insulinet da medelvardet under 30 minuter
hojdes fran 0,79 pl/l till 1,32 pl/l. Aven strax efter den andra givan
av glukos fick man en héjning fran 0,73 i/l till 0,92 pl/l. Glukos
och leucinsondningen har givit upphov till hoga serumglukos- och
plasmainsulinkoncentrationer vid de tva forsta sondningarna men
inte tillrackligt hoga nivaer for att paverka glykogensyntesen.

Tidigare studier, dar man forsokt paskynda synteshastigheten av
muskelglykogen, visar entydigt pa svarigheten att vid peroral giva
av glukos eller lattsmalta kolhydrater astadkomma oénskvard effekt
(Geor et al. 2006; Lawrence et al. 1995; José-Cunilleras et al. 2005).
Orsaken till detta ar oklar men det verkar som problemet snarare
ligger pa cellular nivd an att det orsakas av begransad
substrattiligdng da bland annat denna studie visar att
glykogensyntesen ej paverkas trots  hyperglykemi  och
hyperinsulinemi.

Studier finns som tyder pa att hastar har lagre insulinkanslighet an
andra arter och detta skulle kunna forklara varfor héstarna trots
forhojda nivaer av plasmainsulin och glukos inte formadde
syntetisera muskelglykogen i hogre utstrackning (Pratt 2005).

Om muskelcellerna ej svarar adekvat pa de hojda insulinnivaerna,
Okar ej uttrycket av GLUT-4 och transporten av glukos in i cellen
blir ineffektiv. Aven glykogensyntas, nddvandigt for att konstruera
glykogenmolekyler, &r insulinberoende (Champe et al. 1987)

Geor et al. (2006) utforde en liknande studie dar man efter ett hart
traningspass jamforde hastar som fick glukos antingen intravendst
eller peroralt. Man fann att vid peroral giva kunde man ej paverka
glykogensynteshastigheten och spekulerade kring mojligheten att
intravenos giva skulle aktivera enzymet glykogensyntas i hdgre grad
an vad som sker vid peroralgiva. En orsak skulle kunna vara att
hyperinsulinemin ej blir tillracklig vid peroral giva pa grund av till
exempel det svinn som blir via gastrointestinala celler och
metabolisering i levern innan uttréde i blodcirkulationen.

Da insulinkansligheten skulle kunna vara en begransande faktor ar
det intressant att konstatera att insulinsvaret i denna studie var storre
an de varden Geor et al. (2006) presenterade. Detta leder till att man,
aven om effekten pa glykogenresyntesen var obefintlig, ser en
indikation pa att leucinet kan ha haft en insulinhdjande effekt. Detta
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overensstammer med forskning gjord av bland annat Kuhara et al.
(1991).

Waller et al. (2009) fick i en studie dar man tillférde acetat per oralt
efter hard traning en héjning av glykogensyntesen i upp till 4 timmar
efter giva. Teorin var att acetat, som &r ett viktigt substrat vid
oxidativ forbranning, skulle ”spara” glukos sé att detta skulle kunna
anvandas till glykogensyntes istdllet. Synteshastigheten av
glykogenet 6kade trefaldigt under dessa fyra timmar.

Hastar verkar trots mojlighet att ga over till metabolism av fett vid
aterhamtning géarna valja oxidativ forbranning av glukos for sin
energiforsorjning (Hyyppa et al. 1997). Forst vid langre
uthallighetstavlingar anvander hasten sig av fettmetabolism som
primér energikélla (Geor et al. 2000; José-Cunilleras et al. 2002). Att
framforallt anvénda sig av kolhydratmetaboliter som brénslekélla
vid aterhamtning minskar substrattillgangen for glykogenesen och
skulle potentiellt kunna bidra till en férlangsammad aterhamtning
efter traning.

For framtida forskning ar det av yttersta vikt att fa storre insikt i
mekanismerna bakom héstarnas insulinsvar och hur man eventuellt
skulle kunna paverka det. I ett andra skede borde man underséka hur
man ytterligare kan héja insulinnivaerna i blodet efter traning.

Eventuellt kan man férsoka ge leucin i ett tidigare skede for att
snabbt fa ett kraftigt insulinsvar efter traning. En majlighet vore att
ge leucin och glukos innan traning. En begransning finns dock i per
oral giva av glukos och kanske ocksa leucin och det ar hastens
kansliga mag-tarmsystem, som kan reagera vid fOr stora givor av
framforallt glukos. En av hastarna fick under studien koliksymtom,
vilket kan ha orsakats av glukos + leucinet.

Intressant att notera i denna studie var den stora spridningen bland
matvérdena géllande framforallt insulinkoncentrationerna i plasma.
Under ett hart traningspass paverkas troligen upptaget av glukos via
tarmen negativt, vilket skulle kunna forklara skillnaden i de
uppmatta insulinvardena mellan de olika individerna.

Yiterligare kan man kombinera acetat, leucin och glukos for att fa
maximal effekt av insulinet och glukostillgangligheten.

Sammanfattningsvis visade denna studie att leucin tillsammans med
glukos kan ha en potentiell insulinhdjande effekt trots att denna
hojning ej var tillracklig for att paverka resynteshastigheten av
muskelglykogen. Ytterligare studier krévs for att utreda framforallt
mekanismen bakom héstars okénslighet for insulin.
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