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och aterhimtningen efter hart arbete hos travhisten?
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Bakgrund

Det dr sedan lidnge kint att intag av littillgidngliga kolhydrater hos ménniska fore och under
trianing ger okad prestation (Ivy et al. 1988, Jacobs et al. 1999). Kolhydraterna omvandlas till
bland annat glukos, som tas upp i blodet och lagras i skelettmuskulaturen som glykogen.
Glykogen utgor ddrefter en viktig energidepd, som kan nyttjas som muskelns drivmedel efter
att det har brutits ner till glukos.

Efter en genomford tavling dr det viktigt att snabbt fylla pa glykogendepaerna sa att
musklerna kan aterhdmta sig. Detta dr speciellt viktigt for individer som ska genomfora flera
tavlingar under samma dag eller tivla under ett antal dagar i f6ljd utan att minska
prestationsformagan. Ett exempel pa en sadana utmaning ar Elitloppet for travhistar dar
individerna gar kvallopp och finallopp under samma dag. Det finns en koppling mellan
nedsatt prestationsformaga hos histar som har fatt genomfora upprepade intensiva arbetspass
och laga glykogennivaer i muskulaturen (Lacombe et al. 2001). Studier pa minniska har
ocksa visat att om glykogenkoncentrationen i muskeln &r lag sa sker en 6kad
proteinnedbrytning i muskulaturen, vilket kan bidra till utvecklande av stress och dvertrining
(Lemon 1987). En optimal ateruppbyggnad av glykogen infor traning och tdvling &r darfor av
storsta vikt for histens prestation och formaga att tillgodogora sig traning.

I jamforelse med manniska &r aterbildningen av glykogen i muskulaturen hos hist en langsam
process. Ar arbetet intensivt kan det ta upp till 72 timmar innan en fullstindig ateruppbyggnad
av glykogen har skett (Hyyppa et al. 1997; Lacombe et al. 2004; Brojer et al. 2006). Studier
pa manniska har visat att man genom att tillfora en glukospolymer 15-30 minuter efter arbete
kan paskynda ateruppbyggnaden av glykogen i muskulaturen och till och med hoja nivan av
muskelglykogen till extra hoga nivaer efter en kraftig glykogensiankning (Bergstrom et al.
1967).

Hos hist har tillférsel i form av kolhydratrika foderstater en begrinsad effekt pa
aterbildningshastigheten av glykogen (Lacombe et al. 2004; Jose-Cunilleras et al. 2006).
Extra per oral tillforsel av glukospolymerer eller glukos till hést under den tidiga
aterh@mtningen har inte visat sig kunna paskynda aterbildningen av muskelglykogen (Davie et
al. 1994). Det dr ddremot visat att ateruppbyggnadshastigheten av glykogen hos hist kan hojas
markant genom tillforsel av hoga doser intravendst glukos efter arbete (Davie et al. 1995;
Geor et al. 2006). I en nyligen utfoérd studie konstaterade man att séttet att administrera
ekvivalenta doser av glukos paverkade glykogenuppbyggnaden i hidstens muskulatur under
den tidiga aterhamtningsfasen (Geor et al. 2006). Resultaten av denna studie visade att
aterbildningshastigheten av muskelglykogen enbart kunde paverkas genom att ge glukos
intravenost efter arbete. Nir glukos tillfordes intravenost sags dessutom hogre glukos- och
insulinkoncentrationer i plasma.

Upptaget av glukos till muskelcellerna for glykogenuppbyggnad bestims av tillgangen pa
glukos i blodet och av insulinkoncentrationen i plasma. Hyperinsulinemi kan saledes
accelerera glykogensyntesen genom att 6ka glukosupptaget till muskelcellen. Frisittningen av
insulin regleras i huvudsak av blodglukoskoncentration men flera aminosyror sasom leucin,
arginin och glycin kan ocksa stimulera frisdttningen av insulin (Kuhara et al. 1991). Tillforsel
av kolhydrater tillsammans med en blandning av olika aminosyror har i flera forsok pa



ménniska visat sig vara mer effektiva for att paskynda glykogenppbyggnaden i muskulaturen
efter arbete dn motsvarande mingder med enbart kolhydrater (Zawadzki et al. 1992; van Loon
et al. 2000a; van Loon et al. 2000b). Det finns enligt var kinnedom inga studier pa hast dér
man gett upprepade givor av glukos och aminosyran leucin i syfte att 6ka upptaget av glukos i
muskulaturen.

Hypotes: Att man genom att tillfora en mixtur av glukos och aminosyran leucin till héstar,
som utfort ett hart fysiskt arbete, kan 6ka frisdttningen av insulin och ddarmed paskynda
ateruppbyggnaden av glykogen i muskeln. Stimmer hypotesen skulle man genom att ge en
mixtur med denna sammansittning i fodret underlitta ateruppbyggandet av glykogen i
muskulaturen. Detta skulle i sa fall sannolikt gynna héstens formaga att tillgodogora sig
trdaning och minska risken for muskelnedbrytning och skador.

Material och metoder

Hastar

Tolv varmblodiga travhéstar (7 valacker och 5 ston; kroppsvikt 406 — 536 kg; alder 4 — 9 ar)
dgda av Wangens travskola ingick i studien. Samtliga héstar var i regelbunden tréning.
Studien utfordes mellan februari 2009 och mars 2009. Histarna holls i boxar nattetid och hade
tillgang till daglig utevistelse i paddock. Héstarna var vana vid backtraning som en del i deras
traningsprogram. Hastarna utfodrades med en diet bestaende av 7,5 — 12,5 kg hosilage (9 MJ,
62% ts) och 3,3 — 4,8 kg pelleterat kraftfoder (11 MJ, raprotein 11%, Krafft AB, Falkenberg).
Hosilage utfodrades 4 ganger per dygn och kraftfoder utfodrades 3 ganger per dygn med fri
tillgang till vatten och saltblock. Histarna acklimatiserades till dieten 3 veckor innan forsokets
start. Etiskt tillstand erholls fran djurforsoksetiska nimnden i Uppsala.

Arbetstest

Forsoket utfordes som en randomiserad cross-over studie dir samtliga histar utforde ett arbete
i syfte att astadkomma en glykogentomning. Arbetet bestod av en uppvarmning i langsam trav
over 4000 m, darefter 7 x 500 m intervaller i backe med en hastighet av 9 m/s f6ljt av langsam
trav i 2000 m pa bana. Mellan varje intervall skrittades héstarna nedfor backen. Backen hade
en stigning av 24 m/500 m. Histarna utférde arbetet i par som matchats efter respektive hésts
triningskondition.

Efter avslutat arbete lottades hiistarna i 2 grupper (en i varje par) dir den ena gruppen fick
glukos (1 g /kg kroppsvikt, 15 min, 2 samt 4 timmar efter arbete) samt leucin (0,1 g/kg
kroppsvikt, 15 min och 4 timmar efter arbete) via sond och den andra gruppen sondades med
samma méangd vatten (15 min, 2 och 4 timmar efter arbete). De nirmaste 6 timmarna efter
arbetet fick histarna inte tillgang till foder men fri tillgang pa vatten. Under denna tid vistades
de i sin ordinarie box.

De nirmaste dagarna efter testets genomforande skrittades histarna i skrittmaskin 2 ganger
dagligen under totalt 60 minuter. Darefter atergick de i den normala verksamheten pa Wangen
men stod kvar pa den standardiserade dieten. Efter en manad upprepades arbetstestet och
behandlingarna switchades mellan grupperna.



Provtagning
Blodprover togs fran jugularvenen via en intravends kateter (Intraniile, 2,0 x 105 mm; Vigon,

Tyskland) som lagts under lokalbeddvning fore arbetet. Blodprover togs fére och omedelbart
efter arbetets slut och samlades i serum- samt heparinror. Blodprov togs i samband med forsta
sonding efter arbete och dérefter var 15:e minut under forsta timmen, foljt av var 30:e min
under de f6ljande 5 timmarna. Blodet forvarades i ror pa is tills dess att roren centrifugerades.
Plasma och serum frystes i -80°C i avvaktan pa analys av glukos, insulin och aminosyror.

Muskelbiopsier:

Muskelbiopsier togs fran gluteus medius muskulaturen enligt metod beskriven av Lindholm
och Piehl (1974) enligt foljande protokoll: i vila fore arbete, omedelbart efter arbete samt vid
upprepade tillfdllen under aterhdmtningsfasen (3 h, 6 h och 24 h efter arbete). Omedelbart
efter provtagningen frystes muskelbiopsierna i flytande kvive. Muskelbiopsierna férvarades
sedan i -80°C tills analyserna avseende glykogeninnehall utforts.

Analyser

Biokemiska analyser i frystorkad muskel:
Glykogen miittes med fluorometrisk teknik (Lowry och Passonneau 1973).

Analyser i blod:

Plasma insulin analyserades med ELISA teknik validerad for hist (Equine Insulin ELISA,
Mercodia, Sverige). Plasmaglukos analyserades med en automatisk analysator (Architect
¢8000, Abbott Diagnostics, Illinois, USA). Aminosyror analyserades med HPLC-metod enligt
metod beskriven av Pfeifer et al. (1983).

Statistik

Samtliga data analyserades med hjilp av SAS version 9.1 (mixed procedure) och resultaten
redovisas som medelvirden £ SEM. Vid p < 0,05 bedomdes skillnaderna som signifikanta.
Effekten av supplementering med glukos och leucin jamfort med placebo pa koncentrationen
av muskelglykogen, serumglukos, plasmainsulin och plasmaleucin analyserades med hjélp av
“repeated measurements”. Jamforelser mellan behandlingarna och mellan
provtagningstidpunkterna utfordes med hjélp av skillnader i least square means.

Resultat

Hiistar
En hist fick exkluderas ur studien da den uppvisade hilta infor den andra forsoksomgangen.

S-Glukos och P-insulin

Serumglukos 6kade i bada grupperna fran i medeltal 5,5 + 0,1 mmol/l under vila fore arbete
till i medeltal 8,1 £ 0,5 mmol/l direkt efter arbete (Fig. 1). Tillforsel av glukos och leucin per
oralt gav serumkoncentrationer av glukos som var > 1,5 ggr plasmakoncentrationen i
placebogruppen under aterhamtningsperiodens forsta 210 minuter. Efter 300 minuter var det
ingen skillnad i serumkoncentrationen av blodglukos mellan grupperna.
Medelglukoskoncentrationen under den sex timmar langa aterhamtningsfasen var 9,1 £ 0,2
mmol/l i glukos + leucingruppen och 5,9 + 0,1 mmol/l i placebogruppen.

Plasmakoncentrationen av insulin 6kade efter tillférsel av glukos och leucin och nadde sin
hogsta koncentration (1322 + 222 ng/l) vid tidpunkten 150 minuter, dvs 30 minuter efter den



andra sondningen (Fig. 2). Efter den tredje sondningen, da bade glukos och leucin gavs, sjonk
plasmakoncentrationen av insulin successivt for att vid tiden 360 minuter ha en
medelkoncentration av 392 + 79 ng/l. Medelinsulinkoncentrationen under den sex timmar

langa aterhdmtningsfasen var 701 + 39 ng/l i glukos + leucingruppen och 113 7 ng/l i
placebogruppen.

Plasma Insulin
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Figur 1. Glukoskoncentrationen i serum under Figur 2. Insulinkoncentrationen i plasma under
aterhiimtningsperioden efter intermittent arbete i backe. aterhimtningsperioden efter intermittent arbete i backe.
Aterhiimtningsperioden bérjar vid tiden O minuter di héistarna Aterhimtningsperioden bérjar vid tiden 0 minuter di histarna
antingen gavs placebo (vatten) eller en 16sning med glukos och antingen gavs placebo (vatten) eller en 16sning med glukos och
leucin. Vid tiden 120 minuter gavs enbart glukos och vid tiden leucin. Vid tiden 120 minuter gavs enbart glukos och vid tiden
240 minuter gavs en 19sning med glukos och leucin. Histarna, 240 minuter gavs en 16sning med glukos och leucin. Histarna,
som fick placebo vid tiden 0 minuter, fick fortsittningsvis som fick placebo vid tiden 0 minuter, fick fortsittningsvis
placebo (vatten) vid tiden 120 och 240 minuter. placebo (vatten) vid tiden 120 och 240 minuter.
Koncentrationerna dr medelvirde + SEM for 11 histar. Koncentrationerna dr medelvirde + SEM for 11 histar.
*Signifikanta skillnader mellan behandlingarna inom en *Signifikanta skillnader mellan behandlingarna inom en
tidpunkt (p < 0,05). tidpunkt (p < 0,05)

P-Leucin

Plasmakoncentrationen av leucin 6kade efter den forsta perorala tillférseln av leucin + glukos
och en peakkoncentration (662 + 36 umol/l) naddes vid tidpunkten 60 minuter (Fig. 3).
Direfter sjonk plasmakoncentrationen av leucin for att aterigen stiga och na en plata (596 +
81 till 633 £72 umol/l) efter den tredje sondningen, da bade glukos och leucin gavs.

Muskelglykogen

Intervallarbetet i backe orsakade en signifikant sdnkning av glykogenkoncentrationen i
gluteusmuskulaturen i bada behandlingsgrupperna (Fig. 4). Koncentrationen av
muskelglykogen sénktes med i medeltal 41 % i glukos + leucingruppen och 39 %
placebogruppen. Forst efter 24 timmar skedde en signifikant 6kning av
glykogenkoncentrationen i gluteusmuskulaturen i de bada behandlingsgrupperna. Vid 24
timmar var glykogenkoncentrationen 72% av vilovirdet fore arbete i glukos + leucingruppen
och 70% i placebogruppen.
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Figur 3. Leucinkoncentrationen i plasma under
aterhiimtningsperioden efter intermittent arbete i backe.
Aterhdimtningsperioden bérjar vid tiden O minuter dé héstarna
antingen gavs placebo (vatten) eller en 16sning med glukos och
leucin. Vid tiden 120 minuter gavs enbart glukos och vid tiden
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Figur 4. Glykogenkoncentrationen i gluteusmuskulaturen
fore och efter intervallarbete i backe samt under de forsta 24
timmarna efter arbete. Data presenteras som medelvirdet +
SEM, n = 11 histar. Staplar med olika bokstéiver &r signifikant
(p < 0,05) skilda fran varandra.

240 minuter gavs en 16sning med glukos och leucin. Héstarna,
som fick placebo vid tiden 0 minuter, fick fortsittningsvis
placebo (vatten) vid tiden 120 och 240 minuter.
Koncentrationerna dr medelvirde + SEM for 11 histar.
*Signifikanta skillnader mellan behandlingarna inom en
tidpunkt (p < 0,05).

Diskussion

Denna studie visade att man genom att tillféra glukos samt leucin per oralt till héstar efter
arbete fick ett markant insulinsvar men ingen effekt pa ateruppbyggnaden av glykogen.
Genom studier pa andra djurslag och ménniska sa vet man att hoga insulinkoncentrationer ar
gynnsamt for att aterbilda glykogen efter arbete. Bakgrunden till detta &r att insulinet gor att
det bildas fler glukostransportproteiner (GLUT-4) pa muskelcellernas membran (Kuo et al.
2004), nagot som underlittar transporten av glukos in i muskelcellen. Insulinet bidrar ocksa
till en 6kad aktivitet av glykogensyntas, ett enzym som Okar aterbildningshastigheten av
glykogen. Hos hist har man i tidigare studier (Nout et al. 2003; Jose-Cunilleras et al. 2005)
inte kunnat dokumentera okat uttryck av GLUT-4 mRNA efter arbete da glukos tillférdes per
oralt. Man har heller inte kunnat pavisa nagon okad aktivitetet av glykogensyntas efter arbete
da glukos tillforts per oralt (Geor et al. 2006). Daremot har man vid intravends tillforsel av
glukos sett en okad aktivitet av glykogensyntas hos hist. Baserat pa dessa observationer
verkar det som att ett uttalat insulinsvar behdvs for att kunna paverka ateruppbyggnaden av
glykogen i muskulaturen.

I en tidigare studie didr man gett motsvarande méngd glukos (3 g/kg 6ver 6 timmar) per oralt
eller intravendst efter intensivt arbete, fick man ett dubbelt sa hogt insulinsvar vid intravends
jamfort med peroral tillforsel (Geor et al. 2006). Ett intressant fynd i var studie var att vi vid
peroral tillférsel av glukos i kombination med leucin uppnadde hogre och snabbare
insulinsvar under de tre forsta timmarna efter arbete jamfort med det insulinsvar man sag efter
intravends tillforsel av motsvarande méngder glukos under samma tidsférlopp (Geor et al.
2006). Trots det mycket hoga insulinpaslaget hos héstarna i var studie fick de ingen forbéttrad
ateruppbyggnad av glykogen. Slutsatsen &r foljaktligen att ett uttalat insulinpaslag efter arbete
inte &r tillrdckligt for att stimulera glykogen uppbyggnaden efter arbete hos hist. Didremot



verkar administrationssittet ha en storre betydelse for ateruppbyggnaden av glykogen én
sjdlva insulinkoncentrationen. En begrinsande faktor skulle kunna vara att vi inte uppnar de
glukoskoncentrationer i blodet man sett efter intravends tillforsel av glukos hos hist efter
arbete (Geor et al. 2006).

En annan intressant iakttagelse var att vi trots upprepade administrationer av glukos och
leucin inte lyckades uppritthalla insulinkoncentrationerna i blod 6ver lingre tid &n 4,5-5
timmar efter arbete. Teoretiskt skulle detta kunna orsakas av att glukos och/eller
leucinkoncentrationerna sjunker i blodet under aterhimntningsfasen trots tillforsel av glukos
och leucin. Vara resultat visar att vi har ett bra upptag av leucin i blodet och att nér
insulinkoncentrationen borjar sjunka vid sista leucin givan, stiger plasma koncentrationen av
leucin ater. Det dr dérfor inte sannolikt att laga leucinkoncentrationer dr orsaken till de
dalande insulinkoncentrationerna. Ddremot har glukoskoncentrationen sjunkit kontinuerligt
fran och med 120 min efter arbete, trots att vi gett glukos vid 120 samt 240 minuter. Att
glukoskoncentrationerna sjunker trots tillforsel av glukos per oralt dr anmérkningsvért och vi
har ingen direkt forklaring till detta. Teoretiskt skulle detta kunna orsakas av ett 6kat upptag
av glukos i levern alternativt ett minskat upptag fran tarmen. Sannolikt kravs bade en hog
blodglukoskoncentration i blodet i kombination med hoga insulinkoncentrationer for att
paskynda ateruppbyggnaden av glykogen efter arbete. Detta &r svart att astadkomma om man
ger glukos peroralt da glukos forst maste tas upp via tarmen och dérefter passera levern.
Dessutom finns det risker med for hoga kolhydratgivor till hist da det kan ge mag-
tarmstorningar och fang.

Den hir studien visade ocksa att intervallarbetet i backe var en forsoksmodell som gav en
tydlig glykogensédnkning i gluteusmuskulaturen och som dessutom var likartad mellan
behandlingsgrupperna. Att glykogensdnkningen 6verensstimmer mellan
behandlingsgrupperna &r viktigt for att skapa likartade stimuli for glukoneogenes mellan
grupperna. Per oral supplementering cirka 15 minuter efter arbetes slut valdes for att
maximera de potentiella fordelarna med glukos- och leucintillférsel eftersom studier hos
andra djurslag visat att 2 timmars fordrdjning med glukosadministreringen leder till minskad
effekt av supplementeringen (Ivy et al. 1988). Den tillférda glukosméngden i den hir studien
baserades pa tidigare studier hos ménniska didr motsvarande mingder givit upphov till en
paskyndad glukoneogenes.

Sammanfattningsvis visar denna studie att tillférsel av glukos samt leucin per oralt efter
arbete till hést ger en kraftig insulinrespons som paminner om den man ser vid intravenos
tillforsel av glukos. Trots detta paskyndas inte ateruppbyggnaden av glykogen efter arbete
vilket talar for att insulinresponsen inte dr den begrinsande faktorn i denna process. Upprepad
tillforsel av glukos samt leucin verkar inte kunna bidra till att vidmakthalla en hog
glukoskoncentration i blodet under mer dn nagra timmar efter ett glykogentommande arbete.
Analys av leucin i plasma visade att héstarna tog upp den tillférda aminosyran mycket vil.
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Resultatet av forskningen bearbetas just nu i manuskriptform. Nér manuskriptet &r klart
kommer det att skickas till Equine Veterinary Journal dir det kommer att framga att projektet
har finansierats av stiftelsen héstforskning.

Ovrig resultatformedling till niringen

Information vid héstdgar- och tranartriffar vid travskolan Wangen har skett 1opande under
2009 och borjan av 2010 av veterindr Ulf Hedenstrom, som dr medforfattare och aktivt
involverad i forskningsprojektet.

Projektet har dven redovisats for Sala travsillskap av veterinidr Katarina Nostell hosten 2009 i
samband med en foreldsning om travhéstens prestation och aterhimtning.

For att na ut till veterindrer som ér kliniskt verksamma i Sverige kommer en del av resultaten
att publiceras i Svensk Veterinirtidning.

Populdrvetenskaplig redovisning av detta och tidigare projekt finansierade av stiftelsen
hastforskning som avser travhistens aterhdmtning efter arbete dr under sammanstéllning. For
att hitta ritt spridningsforum har vi tagit hjidlp av SLU:s informationsavdelning. Det kommer
att framga att projekten finansierats av stiftelsen.

Analysforandringar

Da metoden for att analysera glykogensyntas av tekniska skil ej har kunnat sittas upp sa har
vi istillet valt att méta leucin i plasma. Detta anser vi har forbittrat studien avsevirt.
Kostanden for att analysera leucin dr dock hogre @n glykogensyntas men institutionen har gatt
in och delfinansierat detta da man ansett att det var av stort virde for arbetet.



