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SAMMENDRAG

Introduktion. Skeletmuskulaturen er ansvarlig for generering af kraft og beveegelse, men tjener ogsa
en vigtig funktion i stofomsatningen. Derfor er vedligeholdelse af muskelmassen afgarende
gennem livet for at forblive sund og funktionelt uafhangig. Muskelproteiner undergar en
kontinuerlig omsztning og er pavirkelige af fysisk aktivitet og erneering. Fordgjelses- og
optagelsesraten af melkeproteiner (valle er hurtigt, kasein er langsomt) er uafhaengige faktorer i
reguleringen af proteinomsztningen pa et helkropsniveau, men pa et muskelspecifikt plan er det
anabole respons til malkeproteiner indtaget i forbindelse med tung styrketreening mindre undersggt.
Formal og hypoteser. Formalet med neerveaerende projekt var: 1) at berige malkeproteiner med L-[1-
13C]leucin i en komodel, og 2) at sasmmenligne det muskelspecifikke anabole respons til indtag af
valle, kasein og en kaloriefri kontroldrik efter et enkeltstdende tungt styrketraeningspas. Vores
hypotese var at tung styrketraening umiddelbart efterfulgt af indtag af valle ville inducere en hurtig,
men forbigaende anabol effekt sammenlignet med et indtag af kasein, som var teenkt at inducere en
mere moderat, men leengerevarende anabol effekt.

Resultater. Tre hgjtydende danske sortbrogede malkekger blev infunderet med L-[1-**C]leucin i en
24-timers periode med malkninger hver ottende time i en total periode af 46 timer. Dette resulterede
i cirka 700 g [**C]valle og cirka 5000 g [*3C]kasein. Unge, moderat aktive, mandlige individer var
rekrutteret og de akutte treeningsforsgg gennemfart. Den tunge styrketraening bestod af 10 seet med
8 repetitioner af 80% 1RM. Proteindrikken var justeret til 0,30 g / kg fedtfri masse og var indtaget
umiddelbart efter treeningspasset. Plasma insulin- og aminosyrekoncentrationerne steg mest efter
indtaget af valle sammenlignet med kasein, og muskelproteinsyntesen var ligeligt @get i den totale
restitutionsperiode (1-6 timer). Der var samtidig en tendens til at valle og kasein udviste et
forskelligt respons i den tidlige (1-3% time) og sene (3%2-6 timer) periode efter treeningen og
proteinindtaget.

Konklusion. Det kan konkluderes at unge, moderat aktive mand responderer ens efter et tungt
styrketraeningspas efterfulgt af et indtag af valle eller kasein nar man kigger pa den samlede
muskelproteinsyntese i den samlede restitutionsperiode. Resultaterne viser samtidig at valle
inducerer et hurtigt og kraftigt, men kortvarigt respons, hvorimod kasein inducerer et mere moderat
og leengerevarende respons. Resultaterne bakkes op af de temporale forskelle i insulin- og
aminosyrekoncentrationerne samt af leucin nettobalancen over benet. Derfor kan det konkluderes at
fordgjelses- og optagelsesraterne af valle og kasein har betydning for de temporale forskelle i

muskelproteinomsatningen efter tung styrketraening.



ENGLISH SUMMARY

Introduction. The skeletal muscle mass generates force and movements, but also serves important
function as a major site of metabolism. Therefore, maintenance of muscle mass is beneficial during
lifespan retaining health and functional autonomy. Muscle proteins are highly dynamic and are
markedly affected by physical activity and nutritional interventions. On a whole-body level at rest
the different digestion and absorption rates of milk proteins (whey being fast and casein slow) have
been shown to be independent factors regulating protein kinetics. However, the muscle specific
anabolic response to resistance exercise in combination with ingestion of milk proteins remains

further investigation.

Aims and hypotheses. In the present project we aimed to: 1) enrich milk proteins with
L-[1-*3C]leucine in a cow model (PART I), and 2) compare the specific muscle anabolic responses
of whey, casein, and a non-caloric control drink intake after a single bout of heavy resistance
exercise (PART I1). Measurements included were muscle protein turnover as measured with
different stable isotope approaches and molecular signaling pathways downstream of the insulin /
IGF-1 receptor with Western blot and RT-PCR techniques. Our hypothesis was that heavy resistance
exercise followed by a single bolus of whey would induce rapid but transient anabolic effects as
compared to a bolus of casein, which was hypothesized to induce a moderate but long lasting

response.

PART I. Three high-yielding Danish Holstein Friesian cows were infused with 100 g of
L-[1-*3C]leucine each during a 24-hr period with milkings of labeled milk each 8" hr during a total
of 46 hrs. We gained a total of 298 kg enriched milk from three infused cows, which resulted in
~700 g [**C]whey and ~5000 g [**C]casein. Both whey and casein showed to have [1-3C]leucine
enrichments of 10.0% (TTR). The proteins fully met our criteria with regard to amounts and

enrichments and they were approved for human consumption.

PART II. Young, moderately active, male individuals were recruited and acute studies were
performed with primed, continuous infusions of L-[1-*C]leucine and L-[ring-ds]phenylalanine. The
heavy resistance exercise bout consisted of 10 sets of 8 repetitions at 80% of 1RM. The protein
bolus was adjusted to 0.30 g- kg LBM™ and were ingested immediately after the exercise session.

Femoral arteriovenous blood and muscle tissue samples were obtained before the exercise and



nutrition intervention and in the following 6-hr recovery period. Plasma insulin and amino acid
concentrations increased to a greater extent after ingestion of whey compared to casein, and with
the direct incorporation model myofibrillar protein synthesis was equally increased 1-6 hrs,
however, showing a tendency toward a temporal shift between the whey and casein induced
responses in the early (1-3%2 hrs) and late (3¥2-6 hrs) periods after exercise and ingestion of
proteins. Indeed, temporal changes in leucine net balance and oxidation were observed in the early
recovery period. Phosphorylations of Akt and p70 S6K were increased due to the intervention but
no differences were observed between the protein types except for the total amount of 4E-BP1,
which was higher after the whey intake than after the casein intake. In the recovery period IGF-1Ea
was higher after whey intake than after casein and control. FOXO1A and MuRF1 were up regulated
at 60 and 210 min, and, in contrast, FOXO3 and Atroginl were down regulated at 210 and 360 min,

but no differences were observed between groups.

Conclusion. We conclude that young, moderately active men do not respond differently following
heavy resistance exercise and ingestion of either whey or casein when looking at muscle protein
synthesis in the total 6-hr recovery period measurements. However, the data point out that whey
induces fast, pronounced, but transient effects, whereas casein induces a more moderate but long
lasting response. These results are supported by the temporal differences observed in insulin and
amino acid concentrations and the leg leucine net balance in the 6-hr recovery period. Therefore,
digestion and absorption properties of whey and casein have influence on the temporal pattern of
muscle protein turnover following resistance exercise. Furthermore, we can conclude that the
anabolic response pattern to ingestion of whey and casein measured as muscle protein turnover after
heavy resistance exercise agree with previously observed changes in protein turnover on a whole-
body level at rest. Looking at the cellular signaling mechanisms regulating protein turnover we
primarily observed significant effects of time with only few differences between groups. Partly, the
strong exercise stimuli are thought to overrule potential milk protein specific responses measured in
the selection of targets. Taken together, these findings are relevant for the strength athlete and may
have clinical relevance in situations like restitution from rehabilitating exercise following injury,
disease or immobilization, or for elderly individuals challenging sarcopenia. In that aspect, the
combinations of fast and slow protein types could likely be an optimal choice and should be the aim
of further investigations.



BAGGRUND, FORMAL OG HYPOTESER

Muskelproteinmetabolisme og effekterne af styrketraening og indtaget protein

Et akut treeningspas har vist at have stor betydning for den efterfalgende muskulaere
proteinmetabolisme i op til 72 timer efter arbejdets afslutning (Cuthbertson et al., 2006;Moore et
al., 2005;Miller et al., 2005;Phillips et al., 1997;Biolo et al., 1995;Chesley et al., 1992), og dette
respons er ligeledes pavirket af det enkelte individs treeningsstatus (Kim et al., 2005;Short et al.,
2004;Phillips et al., 2002;Balagopal et al., 2001;Phillips et al., 1999). Tung styrketreening medfarer
muskelhypertrofi og gget styrke (Holm et al., 2008;Aagaard et al., 2001;Narici et al., 1989), men
den afggrende positive nettobalance mellem proteinsyntese og proteindegradation for
muskelhypertrofi indtreder kun ved samtidig indtagelse af protein / aminosyrer eller ved infusion af
aminosyrer i relation til et udgvet styrketreeningspas (Levenhagen et al., 2002;Rasmussen et al.,
2000;Tipton et al., 1999;Biolo et al., 1997). Derudover er det vist at timingen af proteinindtaget har
afgerende betydning (Andersen et al., 2005; Tipton et al., 2001;Esmarck et al., 2001;Levenhagen et
al., 2001). Overordnet er der saledes i litteraturen enighed om at treening og proteinindtag eger
muskelproteinsyntesen, og at trening og proteinindtag kan agere synergistisk (Wolfe, 2001;Rennie
& Tipton, 2000).

Melkeproteiner er en naturlig kilde for proteinsupplementering og 1 kg malk indeholder
cirka 5 g valle og 26 g kasein. Typisk anvendes proteinet valle, hvorimod proteinet kasein er mindre
undersggt. | forleengelse heraf er det interessant at undersgge de forskellige malkeproteiners effekt
pa proteinmetabolismen i relation til styrketraening, da det er vist at valle og kasein optages med
forskellig hastighed og har forskellige aminosyreprofiler (Calbet & Holst, 2004). Den noget
langsommere optagelseshastighed af kasein kan til dels tilskrives det faktum at kasein i modsatning
til valle klumper sammen i mavesakken (Mahe et al., 1996). | analogi med kulhydraters
glykemiske index er valle blevet karakteriseret som "fast” og kasein som ”slow” protein (Fruhbeck,
1998;Boirie et al., 1997). Valle og kasein er undersggt pa et helkropsniveau ved hjalp af indre
maerket protein, og det blev vist at proteinsyntese og -degradation var forskelligt pavirket i hvile
(Boirie et al., 1997), hvorimod protein nettobalancen over et ben udsat for et akut stykke arbejde
var ens efter indtag af valle og kasein pa trods af forskellige aminosyrekoncentrationer i blodet efter
indtaget (Tipton et al., 2004). Det kan teenkes at det forudgaende styrketraeningsarbejdes pavirkning
af proteinmetabolismen kan have influeret pa fordgjelse og optag af de respektive melkeproteiner.
Og netop fordgjelse og optag har vist at have en effekt pa leucinafsatningen uafhaengigt af det

indtaget proteins aminosyreprofil (Dangin et al., 2001).



Anvendelse af stabil isotop teknik til bestemmelse af omsetningen af kroppens bestanddele
tager sin begyndelse i 1930’erne ved arbejder af Rudolf Schoenheimer (Schoenheimer, 1942) efter
at nobelpristageren Harold C. Urey havde identificeret deuterium (?H) (Urey et al., 1932).
Nerveerende projekt gar ligeledes brug af stabil isotop teknik for at klarleegge malkeproteiners og
styrketraeningsarbejdes effekt pa proteinmetabolisme pa et muskulart niveau.

Studier der har undersggt et proteinindtags betydning for proteinmetabolismen har af
metodiske arsager vaeret ngdsaget til at give proteinet / aminosyren kontinuerligt som en infusion
eller ved sma gentagne doser. Der kan imidlertid opstilles tre grunde til at studere et samlet indtag i
forhold til mange sma: 1) Det er mere repraesentativt for normal indtag i forbindelse med treening og
kan sammenlignes med treeningsstudier (Andersen et al., 2005;Esmarck et al., 2001), 2) plasma
aminosyrekoncentration og insulin responderer forskelligt ved et stort indtag i forhold til mange
sma indtag, og 3) dette kan pavirke proteinmetabolismen (Dangin et al., 2002). Da en fri stabil
isotop meerket aminosyre ikke repraesenterer aminosyrer indbygget i malkeproteiner (Boirie et al.,
1996), kan kun indre meaerket malkeproteiner anvendes, da sporstoffet skal reagere som det man
gnsker at undersgge med hensyn til mavetgmningshastighed, proteinnedbrydning og optag. Ved et
indtag af indre maerket meelkeproteiner kan muskelproteinsynteseraten bestemmes pa en metodisk
solid made. Derfor bestar naerveerende projekt ogsa af produktion af tilstreekkeligt store meengder af
valle og kasein indre beriget med L-[1-3C]leucin til brug ved de humane forsgg. Denne produktion
udfares ved infusion af store mangder af L-[1-*C]leucin i malkekger og samtidig opsamling og

videre bearbejdning af meaelken (Boirie et al., 1995).

Formal og hypoteser

Formélet med nearveerende projekt var: 1) at berige maelkeproteiner med L-[1-33C]leucin i en
komodel, og 2) at sammenligne det muskelspecifikke anabole respons til indtag af valle, kasein og
en kaloriefri kontroldrik efter et enkeltstaende tungt styrketraeningspas. Inkluderede malinger var
muskelproteinomsztning ved forskellige stabil isotop baserede modeller, insulin- og
aminosyrekoncentrationer samt molekylere signaleringsveje nedenstrgms for insulin / IGF-1
receptoren ved Western blot og RT-PCR teknikker. Vores hypotese var at tung styrketraening
umiddelbart efterfulgt af indtag af valle ville inducere en hurtig, men forbigaende anabol effekt
sammenlignet med et indtag af kasein, som var tenkt at inducere en mere moderat, men

lengerevarende anabol effekt.



RESULTATER

Vi anvendte en 24 timers infusionsprotokol til at maerke melkeproteinerne valle og kasein med [1-
13CJleucin. Protokollen kan ses i figur 1. De tre infunderede kaer blev malket hver ottende time og i
alt opnéede vi 298 kg beriget malk. Vi opnéede en passende mangde [1-13C]leucin maerket

meelkeprotein (~700 g [**C]valle og ~5000 g [*3C]kasein) til brug i vores humane studier.

Continuous infusion of L-[1-13C]leucine

| | | ! | | >
0(7am.) 8 16 24 32 40 48 hrs
Venous blood x  x x X X X X X X X X X X X X X X
Milkings x* X X X X X X

Figur 1. Koinfusionsprotokollen. Tre sortbrogede danske malkekger blev infunderet med L-[1-**C]leucin over en 24-

timers periode og malket hver ottende time. *Indikerer malkning af umarket malk inden infusionen blev startet.

Unge, moderat aktive, mandlige individer var rekrutteret og de akutte treningsforsgg
gennemfart med primede, kontinuerlige infusioner af L-[1-*C]leucin og L-[ring-ds]phenylalanin.
Denne tunge styrketreening bestod af 10 seet med 8 repetitioner af 80% 1RM. Proteindrikken var
justeret til 0,30 g- kg fedtfri kropsmasse™ (svarende til ~17,5 g) og var indtaget umiddelbart efter
traeningspasset. Femorale arterie og vengse blodpraver samt muskelvavspraver blev opsamlet for

treenings- og ernaringsinterventionen og i den fglgende restitutionsperiode over 6 timer (se figur 2).

13C]leucine labelled protein drink (whey or casein) or control
Overnight fast [ ] p (whey )

Primed continuous infusion of L-[1-13C]leucine, L-[ring-dJphenylalanine, and prime of Na H*CO,

A-V blood x* X X X X X X X X X X X X

Biopsies B B B B

FSR early period FSR late period
Direct incorporation model (FSR)
FSR total period

Figur 2. Den humane forsggsprotokol. En 9-timers primmet, kontinuerlig infusion af stabil isotop maerket leucin og
phenylalanin samt femorale arterie- og veneblodprgver og muskelbiopsier gjorde det muligt at bestemme

muskelproteinomsatningen efter akut udgvet styrketraening og indtag af valle eller kasein.



Plasma insulin- og aminosyrekoncentrationerne steg mest efter indtaget af valle sammenlignet med

kasein (se figur 3 og 4).

Plasma insulin concentration (pmoI~L'1)
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Figur 3. Plasma insulin koncentrationer fgr (-60 min) og efter interventionen. Der var en signifikant interaktion mellem

valle- og kaseingrupperne (p<0,001), og *signifikant forskel mellem valle og kasein (p<0,05).
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Figur 4. Plasma aminosyrekoncentrationer fgr (-60 min) og efter interventionen. For alle aminosyrer og grupper af

aminosyrer fandtes der en signifikant interaktion (p<0,001), og *signifikant forskel mellem valle og kasein (p<0,05).



Malt med den direkte indbygningsmodel var den myofribrilleere proteinsyntese ligeligt @get i den
totale restitutionsperiode (1-6 timer) (se figur 5). Der var samtidig en tendens til at valle og kasein
udviste et forskelligt respons i den tidlige (1-3%2 time) og sene (3%2-6 timer) periode efter traeningen

0g proteinindtaget (interaktion protein x periode: p=0,106).
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Figur 5. Muskelproteinsyntese malt som den fraktionelle synteserate (FSR) af myofibrillaere proteiner i perioden efter
tung styrketraening og indtag af valle, kasein eller kontroldrik umiddelbart efter treeningen. Resultaterne er delt op i den
tidlige periode (1-3% time) og den sene periode (3%2-6 time) efter treeningen samt den samlede periode fra 1-6 timer
efter treeningen. Interaktion mellem protein og perioder var p=0,106. | den samlede periode inducerede bade valle og

kasein en hgjere muskelproteinsyntese end den kaloriefrie kontroldrik (p<0,05).



Netto leucinbalancen og leucinoxidationen udviste i seerdeleshed temporale forskelle i den tidlige
restitutionsperiode (se figur 6), men malt som areal under kurven var der ingen forskel mellem valle
og kasein (se figur 7). Begge proteiner gav en signifikant hgjere leucin nettobalance end
kontroldrikken.
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Figur 6. Leucin nettobalance (A), leucin oxidation (B) og phenylalanin nettobalance (C) malt lokalt i det akut
styrketreenede ben ved hjelp af arterie-vene blodpraver og mal for benets blodgennemstrgmning. Basale malinger (-60
min) far styrketreeningen og malinger fra 30 til 360 min indikerer temporale forskelle mellem valle og kasein. For
leucin nettobalancen og oxidationen var der en signifikant interaktion (p<0,001), og fuldt optrukne linier (valle) og
stiplede linier (kasein) indikerer at tidspunkterne var signifikant hgjere end basal (p<0,05). *Vallegruppen signifikant
hgjere end kontrol, asignifikant hgjere end kasein og #kasein signifikant hgjere end kontrol, alle p<0,05. For
phenylalanin nettobalance fandtes der kun en effekt af tid (p=0,004) og den fuldt optrukne linie indikerer at tidspunktet
er hgjere end basal (p<0,05).
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Figur 7. Arealer under kurverne for leucin nettobalance (LEU NB), oxidation (LEU OXI) og netto non-oxidative leucin
disposal (LEU NOLD) samt phenylalanin nettobalance (PHE NB). Gruppeeffekter fandtes for leucin nettobalance
(p<0,001), leucin oxidation (p=0,007) og netto non-oxidative leucine disposal (p=0,001). *, **, *** indikerer
signifikant forskel sammenlignet med kontrol pa henholdsvis p<0,05, p<0,01 og p<0,001.

Fosforylering af Akt og p70 S6K var gget som falge af interventionen, men der var ingen
forskelle mellem proteintyperne undtagen for den totale 4E-BP1, som var hgjere efter valleindtaget
end efter kaseinindtaget. | restitutionsperioden var IGF-IEa hgjere efter valleindtaget end efter
indtag af bade kaseinet og kontroldrikken. FOXO1A og MuRF1 var opreguleret ved 60 og 210
minutter, og modsatningsvis var FOX03 og Atroginl nedreguleret ved 210 og 360 minutter i

restitutionsperioden, der var dog ingen gruppeforskelle i nogen af disse faktorer.
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KONKLUSION

Det kan konkluderes at unge, moderat aktive mand responderer ens efter et tungt styrketreeningspas
efterfulgt af et indtag af valle eller kasein nar man kigger pa den samlede muskelproteinsyntese i
den 6 timer lange restitutionsperiode. Resultaterne viser samtidig at valle inducerer et hurtigt og
kraftigt, men kortvarigt respons, hvorimod kasein inducerer et mere moderat og leengerevarende
respons. Disse resultater bakkes op af de temporale forskelle i insulin- og
aminosyrekoncentrationerne samt af leucin nettobalancen over benet. Derfor kan det konkluderes at
fordgjelses- og optagelsesraterne af valle og kasein har betydning for de temporale forskelle i
muskelproteinomsztningen efter tung styrketrening. Derudover kan det konkluderes at det anabole
responsmgnster efter indtag af valle og kasein stemmer overens med det der er observeret pa et
helkropsniveau i hvile. Angaende de cellulare signaleringsmekanismer til regulering af
muskelproteinomsztningen observerede vi primart effekter som falge af tiden og kun fa forskelle
mellem grupperne. Det tunge styrketreeningspas kan her tenkes at overdgve eventuelle specifikke
forskelle mellem de to proteintyper i de udvalgte parametre. Samlet set er disse resultater relevante
for personer engageret i muskelopbyggende og vedligeholdende traeening, og de kan have klinisk
betydning i situationer relateret til restitution fra rehabiliterende treening efter skade, sygdom eller
immobilisering samt for eeldre i kampen mod sarkopeni. Set i det lys kunne kombinationen af
hurtigt og langsomt optagelige proteintyper vaere optimalt og bar vaere malet for yderligere
undersggelser.
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PROJEKTETS BETYDNING FOR MEJERIBRUGET

Det nzrvaerende projekt belyser hvorledes forskellige maelkeproteinkilder (valle og kasein) pavirker
muskelproteinmetabolisme og dertilhgrende molekylare signaleringsveje hos moderat aktive unge
mandlige individer. Det danner grundlag for en bredere forstaelse af melkeproteiners generelle
betydning samt for deres muskelspecifikke effekt pa adaptationer til styrketraening. Vejledninger
vedrgrende proteinindtag i relation til styrketreening kan baseres pa malinger foretaget direkte ved
hjeelp af intakte maelkeproteiner. Samlet set taler alt i naerveaerende projekt for at en kombination af
hurtigt og langsomt optagelige proteiner er optimalt i forhold til udgvet styrketreening og det

efterfalgende anabole respons.

FREMTIDIGE SAMARBEJDSRELATIONER

Rent metodisk har vi i naervaerende projekt veeret i stand til at berige malkeproteiner med
[1-1C]leucin. Det gar proteinerne seerdeles anvendelige i projekter der sgger at undersgge
muskelproteinsyntese i en given situation. De resterende mangder af valle og kasein er og bliver
anvendt af samarbejdspartnere internt pa Institut for Idreetsmedicin, Bispebjerg Hospital til bl.a. at
undersgge malkeproteiners betydning for en aldre population (+60 ar) i forbindelse med
styrketraening samt hvorledes det anabole respons reguleres efter meget let styrketraening og
kontinuerligt indtag af kasein (en mindre dose hvert 30. minut).

Vi har med dette projekt banet vejen for anvendelse af indre meaerket malkeproteiner, hvilket
giver anvendelsen af stabil isotop teknik en betydelig styrke nar man gnsker at undersgge effekterne
af et enkelt indtag af intakte proteiner. Det vil i fremtidige projekter veere muligt at gentage
produktionen af disse specielle proteiner, hvilket muligger unikke projekter, som ikke udferes

seerlig mange steder i verdenen.
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