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6. Projektresume
In Danish:

Med dette projekt gnskede vi at undersgge, hvorledes kostprotein optages og udnyttes i kroppen i to situationer, hvor
forsggspersonerne er tilvaennet en anbefalet vs. en hgjproteindiaet. Fgrste del af studiet indbefattede produktion at
stabil-isotop-maerkede malkeproteiner, som blev givet til forsggspersonerne, hvorved det var muligt at fglge de maer-
kede aminosyrer rundt i kroppen. Anden del var det humane forsgg, hvor forskningsspgrgsmalene skulle undersgges.
Forsggspersonerne blev undersggt i postprandial hvile. De mgdte ind til forsgget overnatsfastende og fik anlagt ka-
tetre, hvorefter de modtog et morgenmaltid indeholdende de maerkede proteiner (15N-phe-kaseinat og D5-phe-
valle). Herefter indsamledes der prgver over de efterfglgende 4 timer.

Vi fandt, at tilvaenning til hgjt proteinindtag sammenlignet med det anbefalede niveau fgrte til en gget proteinsyntese
og i faste tilstand ogsa til forhgjet proteinnedbrydning. Mest afggrende resulterede tilveenning til hgjt proteinindtag i
en lavere proteinbalance i faste tilstand. Dermed sas et hgjere tab i protein, som et proteinrigt maltid ikke kunne kom-
pensere for. Desuden var plasmaprotein-syntesen i den fire timers postprandiale periode lavere efter tilvanning til en
hgjproteindizet, end tilvaenning til en lavproteindizet. Endvidere fandt vi at bakteriefloraen i tarmen ikke er pavirket af
maengden af protein i den kosten.

Baseret pa dette studie ved vi, at man ikke kan forbedre sin evne til at optage protein ved blot at spise mere. Den pri-
maere &ndring, der kommer med et meget hgjt indtag, er, at kroppen bliver bedre til at udskille protein. Dette bety-
der, at uanset om vi spiser den anbefalede maengde protein, eller gger maengden markant, sa er vi lige gode til at ud-
nytte maelkeprotein til nydannelse af proteiner inde i kroppen.

In English:

With this project, we wish to investigate how dietary proteins are absorbed and utilized in the body following two sit-
uations: 1) where a subject is habituated to the recommended level of protein in the daily diet, 2) where the subject is
habituated to a high amount of protein in the daily diet. The first part of the study was production of stabile isotope
labeled milk proteins, which when given to participants, made it possible to trace the amino acids route through the
body. The second part was the human study, where the research questions were answered. Participants came to the
hospital overnight fasted and had catheters placed whereafter they received a breakfast meal containing the intrinsi-
cally labelled milk proteins (15N-phe-caseinate and D5-phe-whey). Blood and muscle samples were collected in the 4
hours postprandial period.

We found that habituation to a high protein intake compared to the recommended level caused an increased protein
synthesis and breakdown in the fasted state, thus a higher protein turnover. However, a lower protein net balance. A



lower net balance means a higher loss of protein in the fasted state. The lower net balance was not compensated af-
ter an intake of the protein rich breakfast. Further the plasma protein synthesis in the four hours postprandial were
lower following habituation to a high protein diet compared to the recommended level. Lastly, we found that the fecal
microbiota was unaffected by the amount of protein in the diet.

Based on this study, we know that the ability to absorb and utilize protein is not improved by ingesting more. The pri-
mary adaption seen with a very high protein intake is an increased secretion of excess protein. This means that
whether we ingest the recommended level of protein or higher levels, we will be equally good at utilizing milk protein
for synthesis of new proteins in the body.

7. Projektets formal
In Danish:
Hovedformalene med projektet er:

1) at bestemme betydningen af et hgjt dagligt proteinindtag pa udnyttelsesgraden af valleproteinet, nar det indta-
ges som supplement sammen med proteinholdige maltider samt ogsa at bestemme udnyttelsesgraden af maltids-
proteinet (her kaseinprotein)

2) atundersgge, hvorledes hgjt proteinindtag pavirker tarmfloraens sammensatning og metabolom.

In English:
The primary aim of the project is:

1) To determine how a high intake of protein in the daily diet affects the utilization of whey and caseinate pro-
tein when it is ingested as a supplement in a mixed meal.

2) To examine how a high intake of protein impacts the intestinal microbiota and metabolome.

8. Projektets baggrund

Et gget fokus pa det fald i muskelmasse, der ses med alderen, har, fra flere forskere, fgrt til en revurdering, af de offi-
cielle anbefalinger for proteinindtag. Dette har fgrt til, at flere foreslar et gget proteinindtag hos zeldre over 65 ar. For-
slagene om et gget proteinindtag bygger pa langtids- og akutte studier, som viser en positiv effekt af hgjt proteinind-
tag i forhold til lavt proteinindtag. Formalet med dette studie var at bygge videre pa de resultater, der ligger til grund
for de ny forslag. Dette skulle ggres ved at undersgge effekten af 20 dages tilvaenning til hgjt proteinindtag versus 20
dages tilvaenning til det officielt anbefalede indtag og derefter undersgge aminosyrekinetikker i faste og postprandial
tilstand, samt evnen til at udnytte aminosyrerne fra kostprotein.



9. Projektets delaktiviteter i hele projektperioden

Project time table

2014 2015 2016 2017 2018
1/1/2014  10/8/2014  7/15/2015 4/20/2016 1/25/2017 11/1/2017  8/8/2018  5/15/2019

Prod. of labelled milk protein
Milking
Ethical approval ]
Prep experiments

Recruitment of subjects

Pilot experiments |
Experiments first round

Experiments second round

Tracer analytical part 'pilot’ :
Tracer analysis

Moelcular analysis ]

Other analysis :

Data analysis i

Presentation
Publication

Recruitment of medical doctor
PhD student

10. Afvigelser

Projektperioden blev forleenget, da den ph.d.-studerende pa projektet var pa barsel under projektforlgbet.

11. Projektets resultater

I en artikel publiceret i American Journal of Clinical Nutrition i 2020 (Hgjfeldt et al., 2020) viser vi, hvordan hele krop-
pens proteinomsaetning bliver pavirket, nar sunde og raske mand i alderen 65-70 ar spiser 1,2 g protein/kg/dag (HP) i
en 20 dages periode og 0,74 g protein/kg/dag (RP) i en anden 20-dages periode. | figur 1 ses det, at udskillelsen af urea
i urinen (biprodukt ved proteinnedbrydning) er signifikant hgjere efter 20 dage med det hgje proteinindtag i forhold til
det anbefalede proteinindtag pa 0,74 g/kg (figur 1a). Dette er forventet og et tegn p3, at alle forsggspersonerne fulgte
den anviste diset. Pa dag 21 derimod er proteinindtaget det samme for alle forsggspersoner. | de fgrste 8 timer er
urea-udskillelsen den samme (figur 1b), men samlet set over hele dag 21 (figur 1c), udskiller personerne, der har spi-
ste et hgjt proteinindtag i de fgrste 20 dage, fortsat mere urea, til trods for at denne dags proteinindhold er identisk.
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Figur 1: Urea-koncentration i urin opsamlet; over 24h timer efter 20 dages tilvaenning til hgj eller anbefalet proteinindtag (a), over 8 timer efter
indtag af et identisk morgen- og frokostmaltid (b) og over 2 timer, hvor det relative proteinindtag har vaeret ens for alle (c). HP = hgjt proteinind-
tag 1,2 g/kg/dag, RP = moderat proteinindtag pa 0,74 k/kg/dag.

De resultater viser, at man efter 20 dages tilvaenning til et hgjt proteinindtag har vaennet kroppen til at udskille urea,
sa selv pa en dag, hvor maengden af cirkulerende aminosyre i blodet starter ens, og hvor protein indtaget er relativt
det samme, vil kroppen fortsat have et stgrre spildprodukt af proteinet, nemlig urea som bliver udskilt i urinen. Dette
fund bliver forsteerket af malet for helkrops faste protein syntese, endogenous rate of disapperance (Endo Rd) og ma-
let for helkropsproteinnedbrydning, endogenous rate of apperance (Endo Ra), som ses i figur 2. Her ses det, at bade
proteinsyntese og proteinnedbrydning stiger med et hgjt proteinindtag (HP), med nedbrydningen veerende sa meget
hgjere at nettobalancen (NB) er mere negativ i fastetilstand efter 20 dages indtag af hgjproteinkost.
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Figur 2: Figuren viser helkrops-proteinomsztning i faste. Endogenous rate of disapperance (Endo Rd) er et mal for proteinsyntese, endogenous
rate of apperance (Endo Ra) er et mal for proteinnedbrydning og nettobalancen (NB) er differencen mellem de to. HP = hgjt proteinindtag 1,2
g/kg/dag, RP = moderat proteinindtag pa 0,74 k/kg/dag.

Efter 20 dages tilvaenning til forskellige proteinniveauer i den daglige kost fik forsggspersonerne et morgenmaltid, der
indeholdt maelkeprotein (valle- og kaseinprotein) der var indre maerket med et sporstof. Vi fulgte optaget af aminosy-
rerne fra maelkeprotein ind i plasmaprotein og skeletmuskulaturen. Pa figur 3 (publiceret i Hgjfeldt et al., 2020) ses
den fraktionelle syntese rate (FSR) for plasmaprotein i 4 timer efter morgenmaltidet, der indeholdt maelkeprotei-
nerne. Det ses her, at hastigheden hvormed der dannes nye plasmaproteiner, er hurtigere nar forsggspersonerne i 20
dage forinden har spist den anbefalede maengde protein i deres daglige kost (RP) i forhold til, nar de 20 dage forinden
har haft et hgjt proteinindtag (HP). Lige som der 4 timer efter morgenmaltidet er spist, er en hgjere berigelse fra det
maerkede protein i plasmaprotein efter 20 dages indtag med den anbefalede mangde protein (figur 3).
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Figur 3: Figuren viser a) den fraktionelle syntese rate (FSR) for plasmaprotein over 4 timer postprandialt samt b) berigelsen i plasmaprotein 1 og
4 timer efter indtag af indre maerket maelkeprotein. ). HP = hgjt proteinindtag 1,2 g/kg/dag, RP = moderat proteinindtag pa 0,74 k/kg/dag

| skeletmuskulaturen er der ingen forskel pa hverken FSR (figur 4) eller maengden af aminosyrer fra kosten, der er ble-
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Figur 4: Figuren viser den fraktionelle syntese rate (FSR) for muskelprotein over 4 timer postprandialt. HP = hgjt proteinindtag 1,2 g/kg/dag, RP =
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Figur 5: Figuren viser berigelsen i muskelprotein 1 og 4 timer efter indtag af indre mzerket mzelkeprotein. HP = hgjt proteinindtag 1,2 g/kg/dag,
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Med hensyn til bakteriefloraen i tarmen var denne helt upavirket af maengden af protein i kosten (fig. 6).
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Figur 6: Figuren viser et plot over forskelligheden af bakteriesammensatningen i affgringen: High = hgjt proteinindtag 1,2 g/kg/dag, rec = mode-
rat proteinindtag pa 0,74 k/kg/dag.

Ud fra resultaterne kan vi konkludere, at 20 dages tilvaenning til et hgjt proteinindtag (minimum 1,2 g protein/kg/dag)
ikke fgrer til nogen andring i musklernes evne til at optage og udnytte aminosyrerne fra et kostprotein til at danne
nye muskelproteiner. Til gengzeld fgrer det til en lavere nettobalance i fastende tilstand, som man vil veere ngdsaget til
at kompensere for med kosten.

Reference: Hgjfeldt, G. et al. (2020) “Impact of habituated dietary protein intake on fasting and postprandial whole-
body protein turnover and splanchnic amino acid metabolism in elderly men: a randomized, controlled, crossover
trial,” The American Journal of Clinical Nutrition. Oxford University Press, pp. 1-17. doi: 10.1093/ajcn/ngaa201.

12. Resultaternes betydning, herunder for mejeribruget

For den almene dansker vil resultaterne betyde at et gget protein indtag udover det WHO anbefalede formentlig ikke
vil have nogen effekt. Hvis man gnsker at optimere sit protein indtag vil det derfor veere aktuelt at se pa protein kvali-
tet frem for protein maengde.
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crossover trial”. European Journal of Nutrition. doi: 10.1007/s00394-021-02590-4
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