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Sammanfattning

Laktat produceras under fysisk anstringning vid anaeroba forhallanden for att kompensera for
den energibrist som uppstar i musklerna. Laktat har under 1dng tid ansetts paverka prestations-
formagan negativt, men ny forskning tyder pa att laktat endast dr en biomarkor for trotthet
snarare dn en direkt orsak.

Syftet med studien var att undersoka om matematiska korrelationer existerar mellan
koncentrationen av laktat och andra metaboliter som &r involverade i1 laktatmetabolism. Detta
gjordes genom att analysera blodprov fran fyra olika simmare under fysisk anstringning.
Analysen av blodproverna gjordes med GC-MS, vilket resulterade 1 90 identifierade
metaboliter. En multivariat dataanalys gjordes sedan for att undersdoka huruvida metaboliterna
korrelerade med laktat. Utifran analysen identifierades 30 signifikanta metaboliter som, hos alla
fyra simmare, korrelerade starkt med laktat.

Resultatet bekriftar att korrelationer mellan laktat och ett antal metaboliter existerar. Det ar
didremot svart att avgéra om de signifikanta metaboliterna &r direkt involverade i laktat-
metabolism pa grund av dess komplexitet. De signifikanta korrelationerna kan eventuellt ligga
till grund for framtida forskning inom prestationsoptimering.



Abstract

Lactate is produced during physical exercise in order to compensate for the inadequate muscular
energy supply when the conditions are anaerobic. Lactate has for a long time been considered
to affect physical performance negatively, but new studies indicate that lactate is only a
biomarker for exhaustion rather than an immediate cause.

The purpose of this study was to examine if mathematical correlations exist between the
concentration of lactate and other metabolites involved in lactate metabolism. This was
implemented by analyzing blood samples from four different swimmers during physical
exercise. The blood analysis was performed using GC-MS and resulted in 90 different identified
metabolites. A multivariate data analysis was then executed as a way of examining if the
metabolites correlated with lactate. Based on this analysis, 30 significant metabolites were
identified that in all four swimmers strongly correlated with lactate.

The results confirm that correlations between lactate and several metabolites exist. It is, on the
other hand, very difficult to determine if the significant metabolites are directly involved in
lactate metabolism because of its complex dynamics. The significant correlations might
establish a foundation for future studies within performance optimization.
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1. Inledning
1.1. Bakgrund

Under fysisk anstrdngning sker en méngd olika reaktioner 1 kroppen och de flesta har
formodligen upplevt surheten som uppstar i musklerna under ett hart trdningspass. Detta
forknippas ofta med laktat, vilket i vardagligt tal felaktigt kallas mjélksyra. pH-vérdet 1 blod
och védvnader fordndras pa grund av att mjolksyran dissocierar till laktat och vétejoner,
vilket ger upphov till surheten i musklerna [1].

Under lang tid har laktat endast ansetts vara en avfallsprodukt vid anaerob trdning och har
antagits paverka prestationsformagan negativt genom att orsaka trotthet. Pa senare tid har
forstaelsen kring laktat 6kat och dess nyckelroll i metabolismen har blivit tydligare, d&ven
om manga fragor kvarstar. Ny forskning visar dock att laktat ar involverat 1 flera metabola
processer samt dr en biomarkdr for trotthet snarare dn en direkt orsak. Laktat har dven visat
sig ha positiva effekter genom att kompensera for den energibrist som uppstar vid
hogintensiv traning, vilket dirmed gynnar prestationsformégan [2].

Studien grundar sig i att undersoka laktatmetabolism hos elitidrottare under hog fysisk
anstrangning. Fokuset ligger pa hdgintensiv traning eftersom laktatproduktionen antas vara
hogre dn vid lag- och medelintensiv traning. Genom att undersoka korrelationer mellan
koncentrationen av laktat och andra metaboliter i blodet kan en djupare forstaelse kring
metabolismens dynamik erhallas. Med hjdlp av denna kunskap kan det vara mgjligt att
identifiera faktorer som péverkar metabolismen, sdsom kost. Detta mojliggor att idrottare
skulle kunna kontrollera faktorer som paverkar laktat- och andra metabolitnivaer i syfte att
optimera prestationsformagan.

Undersokningen genomfors pd simmare men skulle kunna appliceras pa alla
traningsformer. Samtliga deltagare i studien &r rankade topp 20 genom tiderna i Sverige
inom simning [3]. Anledningen till att studien utférdes pa elitsimmare ar att dessa i
jamforelse med amatorsimmare antas ha en hogre laktatomsattning, vilket troligtvis ger ett
tydligare resultat.

1.2. Syfte

Det primdra syftet med studien &r att undersoka om det finns korrelationer mellan
koncentrationen av laktat och andra metaboliter, involverade specifikt i laktatmetabolism,
hos elitsimmare under fysisk anstringning. Korrelationsanalysen ska utféras genom en
multivariat dataanalys 1 syfte att undersoka vilka metaboliter som péverkar laktat-
koncentrationen, vilket kan ldgga en grund for framtida forskning inom prestations-
optimering.



2. Teori
2.1. Metabolism

Metabolism dr ett ssmmanfattande begrepp for alla de processer som ér involverade i att
halla kroppens celler vid liv samt uppritthdlla dess funktioner. Vanligen delas
metabolismen in 1 tva olika kategorier som kallas katabolism och anabolism. De katabola
processerna innebidr nedbrytning av foda och anabolism innebir uppbyggnad av celler. For
att de metabola processerna ska kunna ske kridvs dirmed en kontinuerlig energitillforsel i
form av foda. Kroppen arbetar aktivt for att bryta ned fodan till mindre féreningar s att
naringsdmnen skall kunna tillgodogdras 1 form av energi. Denna energi genereras ofta via
produktion av hogenergimolekyler, saisom ATP, GTP och NADH, vilka anvinds som
drivkraft for manga av kroppens anabola processer [4]. De foreningar som bryts ned och
omsitts 1 kroppen kallas metaboliter [5]. Den kompletta uppsittningen av metaboliter i en
organism utgor det si kallade metabolomet vilket bestar av ett stort antal kemiska féreningar

(6], [7].

En av de centrala metabola processerna dr glykolysen som sker i cellens cytosol, dér glukos
successivt bryts ned till pyruvat samtidigt som ATP och NADH bildas. Glykolysen kan
dven ske 1 omvind riktning genom att glukos bildas fran icke-kolhydrater. Denna process
kallas glukoneogenesen och sker anaerobt, alltsd utan nédrvaro av syre. Vid aeroba
forhallanden dé syre finns tillgéngligt omvandlas pyruvat till acetyl-CoA, vilket ar det
ingdende dmnet for citronsyracykeln som sker i mitokondrierna [8]. I citronsyracykeln
bildas koenzymerna NADH och FADH, samtidigt som energi lagras i form av ATP och
GTP. Koenzymerna forbrukas sedan i elektrontransportkedjan for att bilda mer ATP [9],
[10].

Vid fysisk anstrangning kriavs en hogre omséttning av kroppens metaboliter for att konstant
kunna tillféra energi till musklerna. Detta innebér att de katabola processerna maste ske i
en hogre hastighet dn vid vila. De flesta energirika foreningar bildas vid nérvaro av syre,
men vid intensiv fysisk anstringning kan kroppen i ménga fall inte syreséttas tillrackligt
fort for att de aeroba processerna ska kunna producera den energi som kravs. Detta medfor
att de anaeroba processerna aktiveras och mer laktat produceras. Laktatmetabolism ar darfor
ett viktigt omrade inom idrotten for att fa en okad forstaelse kring hur metaboliter vid
anaeroba forhdllanden péaverkar fysisk prestation [11].

2.1.1. Glykolysen

Glukos anvinds som energi till kroppens celler och dr en av ménniskans viktigaste
energikdllor. Nedbrytning av glukos sker successivt 1 kroppen for att slutligen bilda
koldioxid och vatten. Den inledande katabola processen vid nedbrytning av glukos &r
glykolysen som é&ger rum 1 de flesta av kroppens celler. Glukosmolekylerna
transporteras fran blodet in till cellernas cytosol, dér glykolysen dger rum. I glykolysen
bryts glukos ned till pyruvat genom tio enzymatiska reaktioner, varvid energi lagras i
form av ATP [4].

I glykolysen sker inledningsvis en energiinvestering genom att ATP forbrukas for att
kunna generera mer ATP i glykolysens slutskede. Samtidigt reduceras NAD till NADH.
Nettovinsten &r tva pyruvat, tvd ATP och tva NADH per glukosmolekyl. En detaljerad
beskrivning av glykolysens alla delsteg illustreras 1 Figur 1, dér steg 1, 3 och 10 ar de
viktigaste hastighetsreglerande stegen. Dessa reaktioner dr hogt exoterma och sker
irreversibelt. Resterande steg sker reversibelt [12], [13].



»

S ds &

Pyruvat " s @
Pyruvatkinas S 0—‘ Fosfoglukos-
2\:\/’% mg** S~ T T WM Y e ~sglisomeras
N Glukos \ @
RN B B 'o\
N ADP Glukos 6-fosfat el
nolas

/”_q nnnnn

ADP HiE

H \\c

Q\,/
*f@’

= O
P
~ Fruktos-6-fosfat &% Fosfofr »« Kin
) >.>s x2 é b
Fosfoenolpyruvat HO
* \/°\ >

2fosfoglycerat Fo Vg\y at

c

J \.:. Fruktos-1,6-bisfosfat
on : " O

)
3 fosfogl t F ' oglycerat- Fruktosbisfosfat aldolas
oslogycera Glyceraldehyd -3-fosfat
>?.) Glyce Id hydv l n ‘.) ’
5 )

|
{@ Trio f sfat isomeras el

©
:A%

NADH H NAD | d’ "
1,3-bifosfoglycerat @ | .
. Dihydroxyacetonfosfat

Figur 1 — Schematisk bild 6ver glykolysen. Frdn [87], omarbetad med tillstand.

Pyruvat dr dven en viktig komponent i andra metabola processer. Vissa celltyper, sasom
muskelceller, kan fungera trots begransad syretillférsel. Vid anaerob trining omvandlas
pyruvat till laktat i cytosolen. Det bildade laktatet utsondras sedan frdn muskelcellen.
Reaktionen éterbildar &ven NAD fran NADH, vilket kan utnyttjas i glykolysens senare
del. Dock genereras inte lika mycket energi som vid fullstdndig nedbrytning [4].

Vid aerob nedbrytning av glukos genereras ungefar tio gdnger mer ATP jaimfort med
anaerob nedbrytning. Detta innebar att det skulle behdva tillforas cirka fyra gram glukos
per timme for att upprétthalla hjdrnans funktion om glykolysen sker aecrobt. Om samma
mangd ATP ska genereras fran den anaeroba glykolysen skulle cirka 60 gram per timme
kravas [11], [14].

Glykolysen stimuleras bland annat av en hog andel kolhydrater i kosten, vid intensiv
trdning samt genom reglering av de enzymer som &r verksamma 1 processen. Manga av
dessa enzym regleras av olika metaboliter och hormoner. Det dr fraimst AMP, ADP och
defosforylering som aktiverar glykolysen medan ATP, citrat, acetyl-CoA och
fosforylering inhiberar processen [12], [15].

2.1.2. Glukoneogenesen

Vid tillfdllen nér det inte finns tillrdckligt mycket glukos kvar i kroppen, till exempel
efter en lang natts somn eller vid hogintensiv tridning, aktiveras processer for att
kompensera for det laga glukosintaget. Glykolysen kan da ske i omviand riktning, vilket
resulterar i att glukos bildas istillet for att brytas ned. Processen kallas glukoneogenesen
och sker huvudsakligen i levern dér glukos bildas frdn andra kéllor &n kolhydrater sasom
glycerol, laktat, alanin och glutamin [13], [16].

Blodets glukoshomeostas ar viktig for kroppen eftersom en obalans medfor effekter som
ar livshotande. Glukoskoncentrationen 1 blodet dr ddrmed hért reglerad for att hédlla en
jamn och hilsosam niva [13], [16]. Den harda regleringen beror bdde pa att glukos ar
en nodvindig energikélla for hjarnan samt att glukos ar skadligt 1 hogre koncentrationer
[16]. Bade forhdjda och sdnkta nivéer av glukos utléser hormonella signaler 1 syfte att
aterstilla balansen [13], [15].



Levern spelar en viktig roll i flera av kroppens metabola processer och har huvud-
ansvaret for att uppritthalla glukoshomeostasen i kroppen. Foérutom levern har dven
njurarna férmagan att genomfora glukoneogenes. Laktat, som dr en av prekursorerna
till glukoneogenesen, omvandlas forst till pyruvat for att kunna ingé i processen [13].

De tre irreversibla stegen 1 glykolysen gor det omdjligt for glukoneogenesen att ske i
identisk omvind riktning. De irreversibla stegen ersitts istdllet med andra enzymatiska
reaktioner, vilka ocksd dr mycket energikrdvande [13]. For varje producerad glukos-
molekyl forbrukas fyra ATP, tvé pyruvat och tvi NADH [12].

Om glykolysen och glukoneogenesen ér aktiva pd samma gang skulle glukos brytas ned
och éterbildas samtidigt, vilket medfor en onddig forbrukning av ATP. For att undvika
detta sker en reciprok reglering av processerna. Det vill sdga nir glykolysen stimuleras
inhiberas glukoneogenesen och tvartom [13], [15].

2.1.3. Citronsyracykeln

Citronsyracykeln dr en cyklisk process av kemiska reaktioner diar en oxidativ ned-
brytning av kolhydrater, fettsyror och aminosyror sker i alla kroppens celler [9]. Pyruvat
som bildas 1 glykolysen kan oxideras till acetyl-CoA, vilket dr en av prekursorerna till
citronsyracykeln. Det forsta steget 1 cykeln dr da acetyl-CoA reagerar med oxalacetat
for att bilda citrat, vilket dr den deprotonerade formen av citronsyra. Citronsyracykeln
sker dérefter 1 nio efterfoljande steg enligt Figur 2. I det sista steget aterbildas oxalacetat,
vilket dr den metabolit som krévs for att processen ska kunna boérja om [9], [17].
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Figur 2 — Citronsyracykeln. Frdn [88], omarbetad med tillstand.

Vissa metaboliter i1 cykeln fungerar som prekursorer for anabola processer. Stegen i
citronsyracykeln katalyseras av enzymer som é&r lokaliserade i mitokondriernas matrix

[18]. Under en cykel frigors protoner samtidigt som koenzymerna FAD och NAD
reduceras till FADH, och NADH [17].



2.1.4. Elektrontransportkedjan

NADH och FADH; anvinds for att generera ytterligare energi i form av ATP i elektron-
transportkedjan. Processen dger rum 1 mitokondriens matrix samt i utrymmet mellan det
yttre och inre membranet. Koenzymerna béar pa reaktiva elektroner med férmagan att
binda till sig syre. Elektrontransportkedjan bestar av ett flertal proteinkomplex
lokaliserade i mitokondriens innermembran som aktiveras da koenzymerna frisétter
elektroner och det bundna syret. Proteinkomplexen bestar bland annat av sa kallade
protonpumpar, det vill sdga proteiner som aktivt transporterar protoner fran matrixen
Over mitokondriens innermembran. Pumparna drivs av att elektronerna frisétter energi
da de vandrar ldngs med kedjan [10], [19], [20].

I utrymmet mellan det inre och yttre membranet bildas ett protondverskott, vilket leder
till att protonerna flodar tillbaka in 1 mitokondrien via proteinet ATP-syntas. Proton-
flodet tillsammans med ATP-syntas driver produktionen av ATP [20], [21]. Processen
ar aerob och nistan allt syre kroppen tagit upp forbrukas i denna process [22], [23].
Elektrontransportkedjan illustreras 1 Figur 3.
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Figur 3 — Elektrontransportkedjan. Frdan [89], omarbetad med tillstand.

2.1.5. Laktat

Mjélksyra dr en karboxylsyra vars korresponderande bas kallas laktat [24]. Det finns
tva isomerer av laktat, L-laktat samt D-laktat, men det dr endast L-laktat som produceras
vid anaerob glykolys [25], [26].  ménskligt blod dissocierar mer dn 99 % av mjolksyran
till laktat och protoner. Dissociationen sker kontinuerligt i kroppen och reglerar
kroppens pH-balans [1]. Dessutom &r laktatet en viktig prekursor till glukoneogenesen.
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Figur 4 — Coricykeln. Fran [90], omarbetad med tillstand.



Vid hog fysisk anstringning aktiveras den anaeroba glykolysen och musklerna
producerar laktat. Musklerna saknar formédgan att producera glukos och dirmed
transporteras laktatet till levern via blodet. I levern aterbildas glukos fran laktat via
glukoneogenesen. Glukos transporteras sedan tillbaka till blodet for att generera mer
energi i form av ATP [13]. Detta kallas Coricykeln och illustreras i Figur 4. Cykeln sker
1 betydligt storre utstrickning vid hog fysisk anstrangning men det produceras dven sma
mangder laktat som cirkuleras vid vila [27].

Protonerna som bildas vid laktatproduktion ackumuleras 1 musklerna, vilket bidrar till
O0kad muskeltrétthet. Detta tvingar musklerna till minskad anstrangning som 1 sin tur
leder till ett minskat behov och ldgre produktion av ATP. Det resulterar 1 att laktat-
produktionen avtar [1], [11], [28], [29].

Koncentrationen av laktat och protoner i musklerna beror inte bara pa hur mycket som
produceras utan dven pa hur mycket som utsondras till blodet. Coricykeln dr darfor en
viktig process dér laktat utsondras fran musklerna, vilket sker i bland annat hjértat och
levern. Dessa processer dr sa pass effektiva att pH-virdet regleras till cirka 7,4 dven
under hog fysisk anstrdngning [11], [14].

Vid anaerob traning aktiveras transkriptionsfaktorn HIF-1 som 6kar kroppens forméga
att utnyttja ATP anaerobt och stimulerar tillvixten av kapilldrer. Trdning paverkar
kroppens biokemiska processer vilket dr orsaken till att viltrdnade och otrédnade
personer har olika halter av laktat under intensiv fysisk anstringning. En kvantitativ
studie som har gjorts visar att en véltrdnad kvinna genererar nidstan dubbelt sa mycket
ATP per minut per gram muskelmassa genom oxidation av glukos jamfort med en
otrdnad kvinna [11], [14].

2.1.6. Blod

Blodet cirkulerar stindigt genom kroppen och fungerar ddrmed som en transport for
molekyler som utsondras av olika vdvnader [30]. Eftersom blod dr en lattitkomlig
vitska, har det anvénts inom kemisk analys i mer dn 70 &r och éar tillsammans med urin
de tvd mest studerade biologiska materialen inom metabolomik [30]-[32].

Mainskligt blod bestar av blodplasma och blodkroppar. Blodplasman &r den flytande
delen av blodet och utgoér cirka 55 % av den totala blodvolymen [30], [33], [34].
Resterande 45 % utgors av vad som kallas den celluldra delen och bestér till cirka 96 %
av roda blodkroppar [30]. Blodplasma bestar till 90 % av vatten men innehdller
metaboliter och manga sa kallade low molecular compounds sasom glukos, ATP,
fettsyror och kolhydrater [34], [35]. Blodplasma kan extraheras fran blodprover genom
centrifugering och dekantering av supernatanten. Om inget antikoagulerande medel
tillsatts till supernatanten kallas den extraherade vétskan for blodserum [30].

Hos minniskor kan blodvolymen variera beroende pa faktorer som vikt, kon och élder,
men en uppskattning ér cirka 60 ml per kilogram kroppsvikt. P4 individniva varierar
blodvolymen véldigt lite men vatten har visats kunna rora sig in och ut ur blodflédet
inom nagra minuter vilket kan upprétthélla en balans i de extracelluldra vitskorna [33].



2.2. Metabolomik

Det finns ingen entydig definition pa vad metabolomik innebér, men kan sdgas vara en
identifiering och kvantifiering av varje enskild metabolit under givna forhallanden 1 ett
biologiskt system [6], [31], [36]. Aven om en sadan identifiering och kvantifiering idag inte
ar tekniskt mojlig, kan metabola profiler for olika prover jdmforas med varandra [37].
Metabolomets komplexitet och dynamik tillsammans med paverkan av kost forsvarar
metaboloma analyser [6], [35], [38].

Det finns tva tillvigagiangssitt inom metabolomik, riktad samt icke-riktad metabolomik.
Riktad metabolomik innebér att analysera en forutbestimd grupp metaboliter medan icke-
riktad metabolomik innebér att analysera alla provets metaboliter [39]. Den kvantitativa
analys som undersdker s& ménga metaboliter som mdjligt, eller grupper av metaboliter,
kallas metabolic profiling [6], [38].

Flera vetenskapliga publikationer inom &mnet visar att metabolomik &r ett anviandbart
verktyg for att undersdka hur metaboliter paverkas av omgivningen [6]. Detta har dirmed
blivit en standardmetod for att {3 forstaelse for biologiska mekanismer [39]. Metabolomik
forutspas dven ha stor inverkan inom bland annat bioteknik och néringsléra [36].

Uppskattningsvis uppgar antalet metaboliter 1 det ménskliga metabolomet till cirka 2000,
varav flertalet har en stor biologisk betydelse. Detta tal kan givetvis bli mycket storre om
hiansyn tas till bland annat sekundéira metaboliter, det vill sdga metaboliter som inte har
direkt paverkan pa metabolismen [6], [40].

2.3. Gaskromatografi

Kromatografi dr en metod som separerar komponenter i kemiska blandningar med syfte att
undersdka den molekyldra sammansattningen [41], [42]. Grunden for kromatografi innebér
att olika substanser binder olika hért till packmaterialet i kromatografikolonnen déir
separationen sker. Provet injiceras via en injektor, komponenterna separeras sedan i
kolonnen och detekteras samt identifieras dérefter med hjdlp av en detektor [42]. Inom
gaskromatografi anvinds en barargas, ofta helium, vilken transporterar provet fran injektorn
till detektorn genom kromatografikolonnen [42]. Figur 5 visar ett typiskt kopplingsschema
for gaskromatografi.
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Figur 5 — Kopplingsschema for gaskromatografi. Frdn [91], omarbetad med tillstand.



Transporten over packmaterialet, som dven kallas stationdrfasen, sker sa att provet varken
bryts ned eller kondenserar genom att temperaturen i kolonnen halls precis 6ver kokpunkten
for den komponent med hogst kokpunkt. Pa kolonnvidggarna finns stationdrfasen, som
successivt separerar komponenterna [42]. Separationen uppstar eftersom vissa molekyler
har starkare affinitet till den stationdra fasen jamfort med andra, vilket gor att det tar olika
lang tid for molekylerna att na detektorn [43]. Som stationdrfas anviands ofta icke-poldra
faser eftersom de dr mest stabila [42].

Vanligtvis kopplas gaskromatografikolonnen till joniseringskillan pa en masspektrometer,
vilket kallas GC-MS [42]. GC-MS ir en analysmetod med hog upplésning och kénslighet
samt god formaga att separera och identifiera komponenter i kemiska blandningar [39].
Undersokningar gjorda med GC-MS har visats kunna identifiera mer dn 300 metaboliter i
blodplasma [30]. En illustration pa GC-MS kan ses 1 Figur 6.

Injektor

Masspektrometer

Kolonn
Gas:

He, Hz
Figur 6 — GC-MS. Frdn [92], omarbetad med tillstand.

2.4. Masspektrometri

Masspektrometri dr en metod som anvidnds for att identifiera kemiska foreningar [44].
Metoden gar ut pa att jonisera molekyler, separera jonerna genom deras forhallande mellan
massa och laddning, m/z, och sedan mita motsvarande jons m/z och relativa intensitet [42],
[44].

En masspektrometer bestér av tre komponenter: en joniseringskélla, en massanalysator och
en jondetektor. Joniseringskéllan omvandlar molekyler till en joniserad form. Jonerna
accelereras sedan in 1 massanalysatorn som separerar jonerna med avseende pa deras massa
och laddning. Nar jonerna sedan passerar jondetektorn, registreras en elektrisk strom som
ar mojlig att forstirka och detektera. For att minimera kollisioner mellan joniserade
molekyler och andra eventuella kvarvarande &mnen kors masspektrometern under vakuum
[45]. Ett typiskt kopplingsschema for en masspektrometer kan ses 1 Figur 7.

Prov

v

Joniserings-
kalla

Mass-
analysator > Deor

Masspektrum

Figur 7 — Kopplingsschema masspektrometri. Fran [93), omarbetad med tillstand.



2.4.1. Jonisering

Jonisering kan ske pé olika sitt, exempelvis med hjélp av elektriska filt eller genom
bombardering med energirika elektroner, joner eller atomer [44], [45]. Inom GC-MS ér
electron impact ionization, EI, den vanligaste joniseringsmetoden, vilket innebér att
molekyler joniseras nér de triffas av elektroner [42], [44]. Joniseringsenergin beror pa
molekylen i frdga men for organiska foreningar kriavs det cirka 8-15 eV [45]. Beroende
pa elektronernas energi kan dubbelt eller trippelt laddade joner bildas, men inom GC-
MS ér laddningen néstan alltid enkel [42], [44].

2.4.2. Separation

Efter joniseringen sker en separation i massanalysatorn med hjilp av magnetiska eller
elektriska filt. Aven filtfria zoner kan anviindas beroende pa jonernas kinetiska energi.
Separationen sker under vakuum [42], [44], [45]. Inom GC-MS anvénds vanligtvis
quadrupoleanalysatorer, vilka bestar av fyra parallella stavar som jonerna méste passera
mellan [42], [45]. En quadrupoleanalysator illustreras 1 Figur 8. Jonerna sorteras ut
genom patvingade radiofrekvens- och likstromsfilt mellan de diagonalt motsatta
stavarna. Genom att variera dessa falt nar endast joner med vildigt specifik m/z
detektorn [42].

Joner

Figur 8 — Quadrupoleanalysator. Frdan [94], omarbetad med tillstand.

2.4.3. Detektion

Inom GC-MS sker jondetektionen i de allra flesta fall med en elektronforstiarkare. Det
finns tva typer av elektronforstirkare som kallas diskret respektive kontinuerlig typ.
Bada bygger pa samma princip och innebir att joner med tillrackligt stor kinetisk energi
sdander ut elektroner nér de triffar en metallyta [42]. Ju hogre hastighet partiklarna har,
desto fler elektroner emitteras [44].

En kontinuerlig elektronforstirkare anvénds ofta tillsammans med quadrupole-
analysatorer och bestar av en krokt yta med en spanningsgradient. Nir jonerna traffar
ytan, emitteras elektroner som skapar en signalforstirkning [42]. Figur 9 visar en
kontinuerlig elektronforstarkare.

Figur 9 — Kontinuerlig elektronforstirkare. Fran [95)], dtergiven med tillstand.



2.4.4. Masspektrum

Ett masspektrum &r en tvddimensionell grafisk representation av identifierade joner i
form av signalintensitet pa y-axeln och m/z pa x-axeln [42], [44]. Detekterade joner
registreras i form av en topp med tillhérande signalintensitet och m/z [42]. P& grund av
masspektrometerns extrema kanslighet racker oftast ett par nanogram av ett prov for att
producera ett komplett masspektrum, vilket gor metoden fordelaktig nir endast mycket
laga mingder prov finns tillgdngligt. Eftersom vakuumet i masspektrometern inte ar
perfekt, kan det hdnda att ett masspektrum ibland innehaller toppar till fo6ljd av
kontaminering [42], [45]. Exempel pa ett typiskt masspektrum illustreras i Figur 10.
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Figur 10 — Exempel pa ett masspektrum. Fran [96), omarbetad med tillstand.

2.5. Multivariat dataanalys

Data som samlas inom vetenskapliga undersokningar dr i manga fall multivariat, vilket
innebér att flera variabler méts 1 flera olika prov, vid flera olika tidpunkter. Pa grund av
detta innehéller multivariat data véldigt mycket information, vilket kraver speciella metoder
vid hantering och analys [46]. Detta sker med hjélp av en sa kallad multivariat dataanalys,
vilket omfattar de statistiska metoder som samtidigt analyserar flera matningar pa olika
objekt [47].

2.5.1. PCA

PCA star for principal component analysis och dr en grundliggande metod inom
multivariat dataanalys. PCA grundar sig pa att fran en matris X med K stycken variabler
och N stycken observationer gora en typ av minsta kvadratregression. Detta kan
anviandas for att hitta forhallanden mellan variablerna [46]. En matris X med K variabler
och N observationer ger upphov till ett K-dimensionellt koordinatsystem, se Figur 11a).
Genom att ldgga till respektive observation till koordinatsystemet erhélls ett moln av
matpunkter, se Figur 11b).
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a) Variabel 1 b) Variabel 1

Variabel 2 ® Variabel 2

Variabel 3 Variabel 3

Figur 11 — a) Tre stycken variabler ger upphov till ett tredimensionellt koordinatsystem.

b) Observationer i ett tredimensionellt koordinatsystem. Frdn [46], omarbetad med tillstand.
Diérefter kan en sa kallad huvudkomponent
berdknas. Den fOrsta komponenten ar en Varisbel 1
linje och berdknas enligt minsta kvadrat-
metoden, se Figur 12. En enda komponent
beskriver oftast inte datavariationen °«
tillrackligt bra, vilket medfor att en andra °
komponent ofta beriknas. Aven den andra °
komponenten dr en linje som &r ortogonal
mot den forsta komponenten. De tvé forsta 7 verberz
komponenterna utgor tillsammans ett plan
som observationerna kan projiceras pa,
vilket sedan kan visualiseras. Fler dn tva Variabel 3
komponenter kan dven anvindas for att Figur 12 — Den forsta PCA-komponenten.
ytterligare beskriva datan med villkoret att ~ F7rdn [46], omarbetad med tillstind.
komponenterna ska vara ortogonala mot
varandra [46].

2.5.2. PLS

Projections to latent structures by means of partial least squares, dven kallad PLS, dr en
generalisering av PCA som anvénds for att sammanlédnka information mellan tva
datamatriser X och Y. Syftet med PLS ar att kunna forutsdga virden 1 matrisen Y med
hjalp av matrisen X, vilket gors genom att skapa en linjar multivariat modell [46], [48].
Detta illustreras i Figur 13.

Antal variabler Respons

PLS

Antal observationer

N N

Figur 13 — Generell PLS-analys med en NxK X-matris och en NxM Y-matris.
Fran [46], omarbetad med tillstand.
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En forsta PLS-komponent kan, i form av en linje, berdknas som ett sétt att approximera
molnet av métpunkter i X-rummet. Genom att projicera samtliga observationer pa
linjen, far varje observation en endimensionell koordinat som kallas score. Alla dessa
score-varden utgor tillsammans en vektor som kan betecknas t;. Denna vektor,
multiplicerat med en skaldr, ¢;, anvénds for att uppskatta matrisen Y som:

Y, =city (1)

Differensen mellan Y och Y kallas residual och #r ett matt pA modellens kvalitet. Den
forsta residualen kan da berdknas som:

R1=Y—?1 (2)

Eftersom det oftast krdvs mer d4n en komponent for att tillrdckligt kunna beskriva datan,
kan en andra komponent anvéndas for att expandera modellen. Likt PCA &r den andra
komponenten en linje ortogonal mot den forsta komponenten. Genom att pa nytt
projicera observationerna pa den andra komponenten fas en ny vektor t; och en ny vikt
¢2. Y kan dé uppskattas pd nytt som en linjairkombination av vektorerna enligt:

?2 = Cltl + C2t2 (3)
dér en ny, mindre residual kan berdknas enligt:
RZ =Y — ?2 (4)

Pé sa sitt kan fler komponenter successivt ldggas till som ett sitt uppskatta matrisen Y
[46].

2.5.3. Korrelation och kausalitet

Det dr viktigt att skilja pa begreppen korrelation och kausalitet. Tva variabler &r positivt
korrelerade om virdet for den ena variabeln 6kar nir vérdet for den andra variabeln
Okar. Tva variabler kan ocksa vara negativt korrelerade 1 den mening att nér virdet for
den ena variabeln Okar, minskar virdet for den andra variabeln eller tviartom. En
korrelation betyder dock inte att det finns en direkt koppling mellan variablerna, utan
kan bero pa att okdnda faktorer ger upphov till korrelationen. Kausalitet innebar ddremot
att en fordndring 1 en variabel direkt orsakar en fordndring i en annan variabel [46], [49].
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3. Metod

Metoden delades upp 1 tre praktiska moment: etikprovning, provtagning samt analys av prover.

3.1. Etikprovning

Infér genomforandet av provtagning och experimentell analys kridvdes en etikprovning.
Detta utfardades da provtagningen involverade ménsklig vdvnad, vilket maste behandlas
enligt ett antal restriktioner och regler. Enligt svensk lag krdvs samtycke fran
forsokspersoner vars vdvnad dmnas att anvdndas i forskningssyfte. Ett kontrakt rérande
samtycke upprittades darfor mellan forskningshuvudman och forsékspersoner. Ansdkan
om etikprovning skickades in av projekthandledaren till Goteborgs Etikprovningsnimnd,
ansOkan aterfinns 1 Bilaga 1. Det upprittade kontraktet kan ses i1 Bilaga 2.

3.2. Provtagning

Provtagningarna utfordes vid tva separata tillfallen. Det forsta tillfdllet var en testomging
med syfte att undersoka huruvida provtagning var genomforbar. Dessa prov analyserades
inte. Det andra tillféllet var den ordinarie provtagningen, vars resultat rapporten baseras pa.
Samtliga prov togs pd simmare som hade &tit innan provtagning, sé kallade non fasting
samples.

3.2.1. Provtagning - testomgang

Testomgangen utfordes pa Valhallabadet 1 Goteborg med tre forsokspersoner, vilka
utsattes for fysisk anstrangning genom simning pa en hogintensiv niva. Provtagning
utfordes enligt Steg 1 1 Bilaga 3 och placerades ddrefter pa kolsyreis. Totalt togs fem
prov per forsoksperson. Det forsta provet togs innan fysisk anstringning, tre prover togs
sedan med intervaller om fem minuter under fysisk anstrangning och slutligen togs ett
sista prov efter cirka en timmes vila.

3.2.2. Provtagning - Nationellt ElitCentra

Ordinarie provtagning utfordes pa NEC, Nationellt
ElitCentra, 1 Stockholm dir majoriteten av svenska sim-
landslaget trdnar. Fyra simmare stdllde frivilligt upp och i

enlighet med Etikprovningsndmndens stadgar slots ett avtal 4
mellan respektive forsoksperson och forskningshuvudman.

Provtagningar gjordes under tva traningstillfallen. Vid forsta : :
traningstillfallet togs prover bade fore och efter trdning

enligt Bilaga 3, bortsett fran Steg 2. Provtagningen utférdes

alltsa inte under fysisk anstrdngning och dessa prov

analyserades heller inte. Vid det andra tréningstillféllet :
utsattes forsokspersonerna for fysisk anstringning, dir de

simmade korta tdvlingsdistanser, 100-200 m, pa en hog-

intensiv niva. Provtagning utférdes enligt Bilaga 3 och totalt

fyra prover togs for varje simmare. Det forsta provet togs

fore traning, det andra och tredje under trdningens gang samt

det fjarde efter aktiv aterhdmtning. Totalt togs 16 prover, : -

fyra per simmare. Samtliga prover fc')rvarades pé is i atta ng;’; i}i}‘}’;;;ﬁ’f;;‘fgw
timmar, varefter de frystes ned till -18°C. Ett av de pia

centrifugerade blodproven kan ses i Figur 14.




3.3. Analys

Samtliga 16 prover analyserades i slumpmaéssig ordning med GC-MS. Specifikationer
aterfinns 1 Bilaga 4. Rédatan erholls som en Excelfil med normaliserade signalintensiteter
for totalt 90 stycken identifierade metaboliter 1 var och en av de fyra prov som togs per
simmare. Samtliga laktatvdrden lades sedan till vilket resulterade i en 4x91 matris per
simmare, se Figur 15.

Laktat Metabolit1 ... Metabolit 90
Prov 1
Prov 2
Prov 3
Prov 4
Figur 15 — Illustration av datamatris som erhélls for varje simmare.

Varje simmares datamatris analyserades 1 programmet SIMCA. Huvudsyftet med
dataanalysen var att undersoka huruvida laktatkoncentrationer kan forutsidgas med hjélp av
uppmatta metabolitintensiteter. Detta gjordes genom en PLS, 1 vilken en linjir modell av
laktatkoncentrationen berdknas utifran samtliga metabolitintensiteter. Darfor delades var
och en av de fyra 4x91 matriserna upp i en X- och en Y-matris, se Figur 16.

Laktat Metabolit1 ... Metabolit 90

Prov 1

Prov 2

Prov 3 Y X

Prov 4

Figur 16 — Visualisering av en datamatris uppdelad i en 4x1 Y-matris samt en 4x90 X-matris.

For att f4 en snabb Overblick 6ver metaboliterna i X-matriserna gjordes forst en PCA for
varje matris. Dérefter genomfordes en PLS-analys per datamatris. Varje PLS genererade en
loading plot och en coefficient plot, vilka anvindes for att tolka datan. Hur mycket varje
metabolit bidrar till den linjdra modellen visualiseras i en coefficient plot. En metabolit med
stor koefficient, positiv eller negativ, bidrar mer till modellen jimf{6rt med en metabolit med
liten koefficient. Eftersom fyra PLS-analyser gjordes, erholl varje metabolit fyra stycken
koefficienter.

P& grund av den stora datamédngden krdvdes en avgriansning i antalet metaboliter. Av-
gransningen bestod 1 att vilja vilka gemensamma metaboliter som hos alla fyra simmare
bidrog mest till den linjdra modellen. Detta gjordes genom att summera de fyra
koefficienterna for varje metabolit. Om absolutbeloppet av koefficientsumman underskred
0,07 exkluderades metaboliten frdn alla fyra X-matriser. Avgransningen resulterade i 28
signifikanta metaboliter. Till dessa 28 inkluderades dven noradrenalin och a-ketoglutarat
pa grund av att de bada spelar en central roll i metabola processer under fysisk anstrangning.
Totalt avgrinsades alltsa datan till 30 metaboliter som kan anses vara signifikanta.
Signifikans-nivén pa 0,07 valdes godtyckligt.

For att fa en tydligare bild 6ver den avgrdansade datan gjordes en simpel korrelationsanalys
for varje reducerad datamatris i Excel, med syftet att underséka hur de 30 metabolitvirdena
individuellt korrelerade med uppmétta laktatvdrden. Korrelationsvdardena sammanstélldes
sedan 1 en tabell. Efter korrelationsanalysen gjordes sedan fyra nya PLS-analyser, en for
varje reducerad datamatris.
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4. Resultat

4.1. Laktatkoncentrationer

Uppmiitta laktatkoncentrationer illustreras 1 Figur 17. Bortsett fran simmare B 6kar laktat-
koncentrationen under trdningspasset, vilket motsvarar prov 2 och prov 3. Fér samtliga
simmare giller dven att det forsta och sista laktatvdrdet dr néstintill identiska, vilket ar
forvantat d& bada proverna togs vid vila.

Uppmatta laktatvarden

-
S

=
)

=
o

©

Laktatkoncentration [mM]

N\

2 *

Prov1 Prov 2 Prov3 Prov4

e Simmare A Simmare B Simmare C Simmare D

igur 17 — irden for respektive si re under fysis rangning.
Figur 17 — Uppmiditta laktatvirden for respektive simmare under fysisk anstringning

4.2. PLS for samtliga metaboliter

Loading plot och coefficient plot for de fyra forsta PLS-analyserna aterfinns i Bilaga 5.
Signifikansanalysen gjordes genom att summera metaboliternas fyra koefficienter och
exkludera alla metaboliter vars absolutbelopp av koefficientsumman understeg 0,07 med
undantag for noradrenalin och a-ketoglutarat. Koefficientsummorna for de 30
metaboliterna illustreras i Figur 18. En kort ssmmanstéllning av metaboliternas egenskaper
aterfinns 1 Bilaga 6. Samtliga koefficienter och koefficientsummor aterfinns 1 Bilaga 7.

02 Koefficientsummor for signifikanta metaboliter

0,05

ECNQ.C.SHNwM.EUJNHNEWNCCN.ENIE_“"AA:W
c S 535S %ctc €582 @585 2LsEs 532552885 Re2
c 3 b ¥ O 8 @8 & 5 S B 2 225 22 ET@3E =633 m 8 3
g8 £ 5358382852 EEX " 2235858220283
005 O 5 8 2 ﬁ;%%“%%éb-‘ %2_5805 t_vd)QEEx
Q 3 o h 9 . (7] > L
sga < E£50¢ S = 3= <3¢l 5 B EDFE
~ A X o = W [T © =
T~ 8 T g 2 Ef -z £ £ 5 ¢ =
01 9 el [ ] > ® = [} n o5 > v
e > 9 <] © @ S 2 3
= 4 Q T C
- I ] —
£ o 8 i ® s &
< =4 2 3
' 3 o
015 o

Figur 18 — Koefficientsummor for de 30 metaboliterna.

Det bor noteras att butandisyra finns pa tva stillen 1 Figur 18, med tva olika m/z-véarden.
Orsaken dr att metaboliten troligtvis joniserats och fragmenterats pa olika sitt i masspektro-
metern, vilket resulterar i olika m/z-virde.
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4.3. Korrelationsmatris

Matrisen fran korrelationsanalysen som gjordes i Excel aterfinns 1 Tabell 1. Korrelations-
viardena 1 tabellen varierar mellan -1 och 1, déir ett positiv virde indikerar en positiv
korrelation medan ett negativt viarde motsvarar en negativ korrelation. Véarden néra noll
innebdr att metabolit och laktat dr svagt korrelerade.

Tabell 1 — Korrelationsmatris med tillhérande virden for samtliga signifikanta metaboliter i jamforelse med
respektive laktatkoncentration for varje simmare.

Metaboliter Simmare A Simmare B SimmareC SimmareD
1-aminocyklopropan-karboxylsyra | 0,760019 0,778051 0,464868 0,663559
2-ketoleucin = 0,691144 0,835916 0,503865 0,733301

3-hydroxibutansyra 0,711444 0,166889 0,726217 0,258992
AMP = 0,648792 0,897888 0,147171 0,248743

Adenosin 0,764405 0,664384 0,001451 0,738074

Alanin 0,86104 0,826715 0,699132 0,517533
a-ketoglutarat -0,09446 -0,408804 -0,874119 -0,870371
a-ketoglutaratsyra 0,752964 -0,43826 0,702755 0,677056
Cellobios = 0,745118 0,848703 0,187488 0,705331

Cellotrios = 0,766344 0,979871 0,197377 0,700743

Cystein -0,1355 -0,6746 -0,34375 -0,23673
Eikosadiensyra-metylester 0,977709 0,703098 0,446162 0,536628
Eikosansyra -0,54122 -0,8005 -0,30855 0,069811
Glukos-6-fosfat = 0,788094 0,860431 0,491197 0,983886
Glycerinsyra -0,05448 0,35756 -0,60966 -0,67021

Laktitol 0310801 00971011  0,446351  0,821497
Lyxos | 0,848267 0,61067 0,521596 0,79777
Appelsyra 0976928 0975204 0865118  0,967678
N-acetyl-glukosamin = 0,849619 | 0,681416 = 0257046 = 0,791274
Noradrenalin =~ 0,533433  0,955152 0213594  0,670938
Oktadecensyra = -028423 | -0,18661 0,22663 | -0,60543
Oritin =~ -0,73814  0,526449 -0,7855 -0,63271
Pyruvatsyra 0902549 | 0,785538  0,945527  0,934007
Salicin = 0,603464  0,383295  0,514023  0,836379
Sinapylalkohol = 0,380168 = -0,779483 = -0,617926 = -0,449030
Sorbitol-6-fosfat  0,859883  0,818769  0,025455  0,822583
Butandisyra (m/z=247) = 0,981737 | 0913234 = 0,629905  0,766713
Butandisyra (m/z=77)  -0,61439  -021134  -021715 -0,7147
Tryptofan = -0,23938 -0,7193 -0,79153 | -0,50407
Xplulos 0841641 0857699  -0,02655  0,711166

Som kan ses i1 Tabell 1 finns en stor variation mellan alla fyra simmare, men tre metaboliter
som hos alla fyra simmare individuellt korrelerar starkt positivt med laktat &r dppelsyra,
pyruvatsyra och alanin.

Det ar viktigt att podngtera att korrelationsvirdena i Tabell 1 inte dr identiska med
koefficienterna fran PLS-analyserna. Detta har att géra med att korrelationsanalysen i Excel
endast jaimfor varje enskild signifikant metabolit mot laktatet, medan en PLS-analys skapar
en linjar modell utifran alla metaboliter tillsammans.
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4.4. PLS for signifikanta metaboliter

Loading plot och coefficient plot for PLS-analyserna pa de signifikanta metaboliterna
illustreras 1 Figur 19-26. Detaljer kring PLS-analyserna aterfinns i Bilaga 8. I en coefficient
plot indikerar en stor koefficient att metaboliten bidrar mycket till den linjdra modellen
medan en liten koefficient knappt bidrar alls. Metaboliternas péaverkan pa laktat-
koncentrationen kan dven visualiseras i en loading plot. De metaboliter som dr positionerade

ndra laktat eller pa motsatt diagonal sida har stor paverkan.
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Figur 19 — Loading plot for simmare A.
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Figur 20 — Coefficient plot for simmare A.

Figur 19 och 20 sammanstiller PLS-analysen for simmare A. Pyruvatsyra, xylulos och
butandisyran dr nigra av de metaboliter som 1 Figur 19 ligger ndrmast laktat och &r darfor
de metaboliter som paverkar laktatet mest. Den andra butandisyran som é&r positionerad pa
diagonalt motsatt sida har d&ven den en stor paverkan. Liknande information fas ur Figur 20,

som dven visar att AMP och eikosansyra paverkar laktatet.
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Figur 21 — Loading plot for simmare B.
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Figur 22 — Coefficient plot for simmare B.

Figur 21 och 22 sammanstéller PLS-analysen for simmare B. Noradrenalin, laktitol och &ppel-
syra dr nagra av de metaboliter som i Figur 21 ligger ndrmast laktat och dr darfor de metaboliter
som paverkar laktatet mest. P4 den diagonalt motsatta sidan aterfinns cystein och sinapyl-
alkohol, vilka ocksé paverkar laktatet. Liknande information fas ur Figur 22, som dven visar att

butandisyra och eikosansyra har stor paverkan.
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Figur 23 — Loading plot for simmare C.
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Figur 24 — Coefficient plot for simmare C.

Figur 23 och 24 sammanstiller PLS-analysen for simmare C. Appelsyra, o-ketoglutaratsyra
och 3-hydroxibutansyra dr ndgra av de metaboliter som 1 Figur 23 ligger narmast laktat och
ar darfor de metaboliter som paverkar laktatet mest. P4 den diagonalt motsatta sidan
aterfinns a-ketoglutarat, vilket ocksa paverkar laktatet. Liknande information féas ur Figur
24, som dven visar att pyruvatsyra och ornitin har stor paverkan.
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Figur 25 — Loading plot for simmare D.
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Figur 26 — Coefficient plot for simmare D.

Figur 25 och 26 sammanstiller PLS-analysen for simmare D. Appelsyra, pyruvatsyra och
salicin dr nagra av de metaboliter som i1 Figur 25 ligger ndrmast laktat och dr darfor de
metaboliter som paverkar laktatet mest. P4 den diagonalt motsatta sidan aterfinns
butandisyra, vilket ocksa paverkar laktatet. Liknande information fas ur Figur 26, som dven
visar att glukos-6-fosfat och a-ketoglutarat har stor paverkan.
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5. Diskussion

5.1. Analys av resultat

Fran resultatet kan ett antal korrelationer mellan laktat och metaboliter tydligt observeras
och utav de 30 signifikanta metaboliterna dr de metaboliter med storst koefficient mest
intressanta. Dock skiljer sig korrelationskoefficienterna at mellan simmarna, vilket kan bero
pa en méngd olika faktorer sdsom skillnader i metabolism, kosthallning och omséttning av
laktat. Troligtvis &r varken for mycket eller for lite laktat bra for prestationsformégan vid
anaerob traning. En lag laktatproduktion via den anaeroba glykolysen kan betyda att det
inte finns tillrdckligt med glukos. Laga laktatviarden innebér dven att glukoneogenesen
tvingas producera glukos fran andra prekursorer sasom alanin, vilket skulle kunna paverka
prestationsformigan negativt. En hog laktatproduktion & andra sidan, medfér en okad
ackumulation 1 musklerna, vilket troligtvis orsakar forsurning och kan forsdmra
prestationsformigan. Sannolikt existerar en optimal laktatomséttning som minimerar
trottheten och samtidigt genererar maximalt med energi. Elitidrottare antas ha en effektiv
metabolism, vilket gor det 6nskvért att nd en optimal laktatomséttning. Under hog fysisk
anstrangning atgar mycket energi och kroppen behdver ritt typ av kost for att prestera
optimalt. Genom att anpassa en kosthéllning utifrin de metaboliter som hos alla fyra
simmare pavisats ha en korrelation med laktat, kan prestationsformagan mojligtvis
forbattras. Denna slutsats géller troligen for alla idrottare. Samtliga signifikanta
korrelationer redovisas tydligt 1 Figur 19-26.

En av de metaboliter som hos alla fyra simmare pavisade en stark positiv korrelation med
laktat var dppelsyra. Metaboliten dr inte bara involverad i citronsyracykeln utan har dven
manga andra positiva effekter vid fysisk anstringning. Dessutom har dess
korresponderande bas formégan att pdskynda laktatomsittningen samt Oka glukos-
koncentrationen 1 blodet. Detta tyder pa att glukoneogenesen paskyndas, vilket troligtvis
medfor en prestationsforbéttring. Metaboliten har dven en viktig funktion vad giller
transport av NADH till mitokondrierna och péaskyndar pa sa vis elektrontransportkedjan,
vilket ocksa bidrar till att mer energi genereras. Korrelationen mellan dppelsyra och laktat
kan delvis bero pa att bada metaboliterna har betydande funktioner vid fysisk anstrangning.
Det dr dven mojligt att det finns en kausalitet eftersom att den joniserade formen av
dppelsyra dr involverad 1 laktatmetabolismen genom att effektivisera laktatomsattningen.

En annan metabolit som korrelerade starkt med laktat var pyruvatsyra. Eftersom
pyruvatsyra kan dissociera till pyruvat som direkt kan omvandlas till laktat i anaeroba
glykolysen forviantades en stark korrelation, vilket bekrdftades av analysen. Pyruvat ar dven
involverad i1 andra metabola processer, sdsom citronsyracykeln och glukoneogenesen. Det
ar dirmed svart att uppskatta hur stor andel av pyruvatet som faktiskt bildar laktat. Pa grund
av detta dr det svart att avgora hur pyruvat som kosttillskott kan paverka laktatomséttningen.
Alanin korrelerar, liksom dppelsyra och pyruvatsyra, starkt med laktat. Den positiva
korrelationen kan troligtvis forklaras genom att bade alanin och laktat &r prekursorer till
glukoneogenesen och har ddrmed liknande funktion vid anaerob traning.

Tryptofan var en av de metaboliter som uppvisade en stark negativ korrelation med laktat.
Hoga nivaer av tryptofan okar serotoninproduktionen vilket inducerar trotthet. Det finns
inga beldgg for att reducerade serotoninnivaer kan forbattra prestationsformagan, men att
nivaerna av tryptofan sjunker da laktatnivderna Okar &r en indikation pa att serotoninets
trotthetsverkan motverkas vid fysisk anstringning. Aven ornitin var en av de metaboliter
som hade en stark negativ korrelation med laktat. Studier visar att ornitin motverkar trotthet,
vilket forklaras genom att energiomsittningen blir mer effektiv ndr ammoniak avldgsnas.
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En forklaring till den negativa korrelationen kan vara att laktat som en biomarkor for trotthet
inducerar en forbrukning av ornitin under fysisk anstrangning, vilket innebér att laktathalten
ar hog medan ornitinhalten dr ldg. Vidare korrelerade bade a-ketoglutaratsyra och dess
korresponderande bas, a-ketoglutarat, med laktat. Enligt tabellen 1 Bilaga 7 har de tva
metabolitkoefficientsummorna olika tecken, vilket dr rimligt eftersom a-ketoglutaratsyra
deprotoneras till a-ketoglutarat. Det borde innebéra att nér baskoncentrationen dr hog ar
syrakoncentrationen 1ag. Ett flertal andra signifikanta metaboliter visade bade positiva och
negativa korrelationer med laktat vilket bade kan bero pa individuella variationer hos
simmarna samt felkdllor. Detta gor det svért att dra slutsatser kring deras paverkan pa
laktatmetabolismen. Dock kan dessa ha betydelsefulla funktioner vid fysisk anstringning
men det krdvs mer forskning for att pavisa detta.

Utifrén resultatet dar det mdjligt att laktat dr en biomarkor for trotthet genom att indirekt
reglera metabolithalter som paverkar prestationen under fysisk anstringning. Manga av de
metaboliter som 1 resultatet uppvisade en korrelation med laktat finns dessutom som
kosttillskott 1 dagsldget och har en positiv effekt pd prestationsformégan. Detta stirker
trovardigheten av resultatet. Kroppens metabolism dr dock mycket komplex och styrs av
manga faktorer, vilket gor det svart att avgora laktatets exakta roll.

5.2. Felkallor och forbattringar

En av de storsta felkédllorna 1 undersdkningen dr att blodprover togs ifrdn kapillarer i
Oronsnibbarna och inte direkt fran musklerna. Detta ér ett problem eftersom det inte alls ar
sdkert att kapilldrblodvarden fran 6ronsnibbarna ar identiska med blodet kring musklerna.
Eftersom slaggprodukter transporteras bort fran musklerna via blodet, samt att blodet
cirkulerar snabbare under fysisk anstringning kan det dock hénda att kapillirblodvéarden
efterliknar muskelvirden.

En av de storre svarigheterna med undersokningen var hanteringen av proverna. Avsikten
var att direkt efter provtagningen frysa ned blodserumet med hjdlp av kolsyreis.
Anledningen till nedfrysningen av proverna var att forsoka halla den kemiska
sammansattningen konstant genom att stagnera eventuella kemiska reaktioner. Eftersom all
kolsyreis sublimerade innan provtagningen pabdrjades, anvdndes vanlig is som substitut.
Det gick uppskattningsvis 20 minuter frin provtagning tills proverna placerades pa is och
inte forrdn efter atta timmar placerades proverna i -18°C. Det dr med andra ord mgjligt att
blodprovernas kemiska sammansittning kan ha férdndrats. Dock har alla prov behandlats
under samma forhallanden, vilket medfor att proverna borde ha paverkats pa liknande sitt.

Det var dven svart att urskilja huruvida metabolitintensiteterna varierade pa grund av
fysiologiska orsaker eller pd grund av instrumentell variation. GC-MS-analysen som
gjordes dr optimal for blodprover déar forsdkspersonerna inte har dtit innan, sé kallade
fasting samples. Simmarna i1 undersokningen hade itit innan, vilket medfor att proverna
som togs var non fasting samples. Det gar darfor inte att sékerstélla att GC-MS-analysen
genererade helt tillforlitliga resultat.

Genom att minimera felkdllorna &r det mojligt att forbdttra resultatet. En av dessa
forbattringar innebér att 6ka antalet prover per simmare samt att repetera provtagningarna.
Detta i syfte att erhalla mer data for den statistiska analysen. Det dr dven viktigt att proverna
fryses ned sa snabbt som mojligt till en temperatur som héller den kemiska samman-
sdttningen intakt, exempelvis med kolsyreis. Dessutom édr det dnskvért att anvénda fasting
samples da detta dr optimalt for den GC-MS-analys som utférdes.
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6. Slutsatser
Fran resultatet kan faststillas att korrelationer mellan laktat och ett antal metaboliter
existerar. Daremot dr det svart att avgora om de signifikanta metaboliterna ar direkt
involverade i laktatmetabolismen, pa grund av dess komplexa dynamik. Det kommer krivas
ytterligare undersdkningar och mer avancerade metoder for att avgora huruvida det finns
en kausalitet, men de signifikanta korrelationerna skulle eventuellt kunna ligga till grund
for framtida forskning inom prestationsoptimering.
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7. Projektets framtid
Denna studie dr som tidigare nidmnts ingen fortsdttning pa nagot tidigare kandidatarbete,
utan har byggts upp fran grunden. Projektet har utvecklat en metodik for att hitta
korrelationer mellan laktat och andra metaboliter, men laktatmetabolismen &r
uppenbarligen ett vdldigt komplext omrade vilket forsvarar kvalitativa analyser. Det édr en
stor utmaning att kartligga alla biologiska system i kroppen och nya upptickter sker
standigt inom omradet.

Framtiden ser dock ljus ut och analysmetoder saisom NMR och GC-HRMS har pé senare
tid visats fordelaktiga for studier inom metabolomik, vilket dr av intresse for utvecklingen
av denna undersokning. En kombination av flera olika médtmetoder, tillsammans med ett
reglerat kostuppldgg hos idrottarna kan ge en mycket tydlig bild 6ver vilka metaboliter som
spelar roll for laktatmetabolismen. Forutséttningarna for att utveckla detta omrade kraver
samarbeten mellan bland annat universitet, biotekniker, dietister, fysiologer, ldkare och
specialforbund sédsom riksidrottsforbundet och NEC.
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Bilaga 1 - Etikansdkan

ANSOKAN OM ETIKPROVNING 1

ANSOKAN OM ETIKPROVNING

se anvisning sid. 16

Uppgifter som fylls i av den regionala etikprévningsnimnden

Ankomstdatum: Dnr:
Avgift inbetald datum: Begdran om komplettering
av ansokan:

Ansdkan komplett:

Begiran om ytterligare

Begird information inkommen: information:

Expeditionsdatum: Beslutsdatum:

Uppgifter som fylls i av sékanden
Till Regionala etikprovningsnamnden i: GOteborg

(Den regionala etikprovningsndmnd till vars upptagningsomrade forskningshuvudmannen hér,

se www.forskningsetikprovning.se)

Projekt

Ange en beskrivande titel pa svenska for lekmén, utan sekretesskyddad information.
Ange ocksa i forekommande fall projektets identitet, projektets/forskningsplanens (protokollets eller

provningsplanens) nummer, version, datum osv.

Laktatmetabolism under fysisk anstrangning: Sékning av korrelationer mellan
laktatvarden och metabolitkoncentrationer i blodet hos idrottare (simmare) under fysisk
anstrangning.
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Projektnummer/identitet: Version nummer:

Ansokan avser (galler dven vid begiaran om

radgivande yttrande):

X

forskning dér endast en forskningshuvudman deltar (5000 kr)

forskning dér fler 4n en huvudman deltar (16000 kr)

forskning dér mer &n en forskningshuvudman deltar, men dér samtliga
forskningspersoner eller forskningsobjekt enligt 4 § lagen (2003:460) om
etikprovning av forskning som avser ménniskor, har ett omedelbart
samband endast med en av forskningshuvudménnen (5000 kr)

endast behandling av personuppgifter (5000 kr)

forskning som giller klinisk likemedelsprovning (16000 kr)

o 0o o o

andring av tidigare godkind ansdkan (enligt 4 §) (2000 kr)

Om ndmnden finner att studien/forskningsprojektet inte faller inom lagens for etikprovning tillimpningsomrade

Onskas ett radgivande yttrande

Ja: D Nej: |Z

31



ANSOKAN OM ETIKPROVNING 3

1. Information om forskningshuvudman m.m.

1:1 Sokande forskningshuvudman

Ansokan om etikprovning av forskning skall goras av forskningshuvadmannen. Med forskningshuvudman avses
en statlig myndighet eller en fysisk eller juridisk person i vars verksamhet forskningen utférs. Inom staten utfors
forskning framst vid larosdtena, men dven vid vissa andra myndigheter, som t.ex. Brottsforebyggande radet och
Socialstyrelsen. Kommuner och landsting kan vara forskningshuvudman, liksom privatrittsliga juridiska

personer.

Namn: Chalmers Tekniska Hogskola

Adress: Maskingrand 2, 412 58 Géteborg

1:2 Behorig foretridare

Behorig foretradare for forskningshuvudmannen (t.ex. prefekt, enhetschef, verksamhetschef).
Forskningshuvudménnen bestdmmer sjélva, genom interna arbets- och delegationsordningar eller genom

fullmakt, vem som dr behdrig att foretrdda forskningshuvudmannen. Bifoga kopia av sadan handling.

Namn: Gunnar Westman Tjanstetitel: Bitrddande professor

Adress: Organisk kemi, Kemigarden 4, 412 58 Géteborg
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1:3 Forskare som ir huvudansvarig for genomforandet av projektet (kontaktperson)

Namn: Gunnar Westman

Adress: Organisk kemi, Kemigarden 4, 412 58 Goteborg

E-postadress: westman@chalmers.se

Telefon: +46 317723072

Mobiltelefon:

1:4 Plats

Plats/er dar projektet skall genomforas (ange inrdttning/ar, institution/er, klinik/er etc.).

Organisk kemi, Kemigarden 4, 412 58 Géteborg
Eriksdalsbadet, Hammarby Slussvag 20, 118 60 Stockholm

1:5 Andra medverkande

Ovriga deltagande forskningshuvudmin samt forskare ansvariga att lokalt genomfora projektet (kontaktpersoner) skall

anges i bilaga (namn, adresser).

1:6 Vid liikemedelsprévning

Ansokan om tillstand har insints till Likemedelsverket.
Ansokan inldmnad (datum):
Tillstand erhallits []
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1:7 Vid viss genetisk forskning

Anmilan till Datainspektionen om forhandskontroll av behandling av personuppgifter om genetiska anlag som

framkommit efter genetisk undersdkning (10 § forsta stycket 2 personuppgiftsforordningen (1998:1191).

Inlamnad (datum): Kommer att inlimnas efter godkind etikprovning [X]

2. Uppgifter om projektet

2:1 Sammanfattande beskrivning av forskningsprojektet (programmet)

Beskrivningen skall kunna forstas av ndimndens lekmén. Undvik dérfor terminologi som kréver specialkunskaper.
Ange bakgrund och syfte for studien samt den (de) vetenskapliga fragestallning (ar) som man soker svar pa.
Ange de viktigaste undersokningsvariablerna. Ange vilka kunskapsvinster projektet kan forvintas ge och
betydelsen av dessa. Ange om det ar en registerstudie, uppdragsforskning etc.

For fackmén avsedd detaljerad information i protokoll eller forskningsplan skall bifogas som bilaga. En
utforligare beskrivning 6ver genomforandet avsedd for lekmdin kan vid behov bifogas den for fackmin avsedda

obligatoriska forskningsplanen.

Under fysisk anstréangning ar det manga idrottare som far mjélksyraansamling vid

begransande syretillférsel orsakad av den fysiska pafrestningen. Mjélksyran bryts ned till

laktat, som kroppen vidare anvander for att producera energi via anaeroba processer.
Manga studier pekar pa att laktat ar en biomarkdr for trétthet, alltsa att laktatet tyder pa
att kroppen inte kan producera tillrackligt med energi via aeroba processer.

Forskning inom omradet laktatmetabolism under fysisk anstrangning &r idag begransad.
Mycket ar fortfarande endast spekulationer for att inga studier har kunnat faststalla
huruvida laktat ar en biomarkdr eller direkt orsak till trétthet. En grupp studenter fran
Chalmers Tekniska Hogskola ska darfér utféra en studie, ett sk. kandidatarbete, dar
laktatmetabolism studeras hos idrottare under fysisk anstrangning.
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Det primara syftet med studien ar att undersdka om det finns en korrelation mellan halter
av olika metaboliter involverade specifikt i laktatmetabolism hos idrottare under fysisk
anstrangning. Denna undersokning ar relevant eftersom en sadan eventuell korrelation
troligtvis skulle kunna bidra med kunskap for att skapa en metod att optimera simmarnas
prestation, uthallighet och aterhamtning. Denna optimering &r ténkt att ske genom en
kostférandring genom att kontrollera nivaerna av amnen som férmodligen orsakar
trétthet. Studien syftar aven till att lagga en grund for vidare forskning inom omradet
laktatmetabolism.

Den vetenskapliga fragestaliningen ar: finns det korrelationer mellan laktat och andra
metaboliter i blodet som &r detekterbara under fysisk anstrangning?

Det praktiska i studien kommer besta av blodprovstagning pa idrottare under fysisk
anstrangning, dvs under intensiv fysisk tréning i form av simning. Blodprovtagningen
kommer att ske i Eriksdalsbadet pa idrottare med utrustning for att mojliggéra
blodprovstagning fran ora, alltsa engangsstickor, laktatpapper, laktatmatare, pipetter,
Eppendorfror.

Det som ska levereras ar rapporter till Chalmers: reslutat fran studien och
férhoppningsvis grund for vidare forskning, men aven till simmare/tranare: resultat
sammanfattat i en rapport pa en lekmanna férstaelseniva sa att de kan applicera
kunskapen fér att eventuellt férandra upplagg (kost) for prestationsoptimering.

2:2 Vilken primir vetenskaplig fragestillning ligger till grund for projektets utformning

Om projektet kan karakteriseras som en hypotesprovning, ange den priméra och eventuellt sekundédra hypotesen.
Hanvisning till mer detaljerad information for fackmén kan ske till bifogat protokoll eller forskningsplan enligt

2:1

1. Den priméara fragestallningen ar om det finns korrelationer mellan laktatvarden och
vissa specificerade metabolithalter i blodet under fysisk anstrangning for att undersoka
om man kan paverka dessa varden i avseendet att optimera fysisk prestation

2. Den sekundara fragestallningen ar om denna studie kan ligga till grund for fortsatt
forskning inom omradet laktatmetabolism, eller om studien kan férkastas
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2:3 Redogor for resultat frin relevanta djurforsok

[ For viss, frimst medicinsk, forskning ange skalen till att djurforsok inte utforts.

Det finns oss veterligt inga djurférsék publicerade med avseende péa laktatmetabolism
under fysisk anstrangning.

2:4 Redogor oversiktligt for undersokningsprocedur, datainsamling och datas karaktir

Av beskrivningen skall framgd hur studien planeras genomforas. Beskriv insamlade datas karaktér. Hur
sakerstills datas tillforlitlighet (t.ex. kvalitetskontroll/monitorering )? - Vid enkéter och intervjuer skall beskrivas
tillvigagangssitt och t.ex. fragors innehéll och hur slutsatser dras. Enkéter och skattningsskalor skall bifogas.

- For medicinsk forskning skall anges t.ex. typer av ingrepp, médtmetoder, antal besok, tidsatgéng vid varje
forsok, doser och administrationssitt for eventuella lakemedel och/eller isotoper, blodprovsméngd (dven
ackumulerad miangd vid multipla fors6k). Ange dven om och pa vilket sitt undersokningsprocedur m.m. skiljer
sig fran klinisk rutin. Ange proceduren for att ge den eventuella behandling efter studiens slut, som kan erfordras.
Ange procedur for insamling av biologiskt material. Redogdr for datakéllor och procedurer vid behandling av
personuppgifter. For mer detaljerad information kan hénvisning ske till bilagt protokoll eller forskningsplan

enligt 2:1.

STUDIEPOPULATION:

3-5 personer kommer erbjudas att stalla upp som forskningspersoner. Dessa personer
ar simmare som trénar pa NEC, Nationellt Elit Centra, i Stockholm. Kon eller alder har
ingen betydelse for provtagningen - dock kan eventuella skillnader uppkomma i
analysen beroende pa variabler som kon och alder, men dessa tas ej nagon hansyn till
vid provtagning. Alder kan komma att variera mellan 18 &r till 35 &r, likas& kan kén
variera. De simmare som deltar i studien kommer att ge sitt samtycke muntligt och
skriftligt efter att ha tagit del av information innehallande syftet med studien, metod vid
provtagningen och analys samt anvandning av resultat. Forskningspersonerna kommer
att svara pa fragor angaende kost och hélsa for att eventuellt kunna bekrafta resultat i
studiens slutskede, det vill sdga resultatet av den analyserade datan erhallen efter
experimentell analys av proverna. Resultatet fran en individs provtagning kommer
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redovisas pa sa séatt att individen &r anonym. Ett kontrakt mellan forskningshuvudman
och forskningspersoner innehallande samtycke kommer uppréttas (v g se bilaga 4).
Provtagningen bestar av blodprover som kommer analyseras genom laktatmatning, LC-
MS (vatskekromatografi kopplad till masspektrometri) och eventuellt NMR
(k&rnmagnetisk resonans).

PROTOKOLL (metod):

Genom att sticka hal i 6érat pa forskningspersonen med engangssticka kommer blodprov
att erhallas, vartefter blodet ska 6verforas till laktatpapper samt med hjalp av pipett till
Eppendorfrér. Uppsamling av blod vid upprepade stickningar kommer kontinuerligt ske
da forskningspersonen i fraga utsatter sig for fysisk anstrangning dar intensiteten
trappas upp. Forskningspersonen kommer att i stérsta méjliga man utsattas for fysisk
pafrestning for att kunna producera laktat. Bade laktat och glukos kommer att matas
direkt med hjalp av laktatmatare. Malsattningen ar att ta ca 10-20 prov, varav hélften ar
kontrollprov, under anstrangningen per forskningsperson. Tva prov kommer alltsa tas vid
samma tillfalle fér dubbel upplaga. Den maximala mangd blod som kravs for varje prov
kommer ej 6verstiga 200 mikroliter. Antalet forskningspersoner kommer férmodligen
uppga till tre idrottare, ej éver fem. Blodprovtagning kommer aven att ske en gang innan
fysisk anstrangning, en gang efter kort aterhdmtning samt en gang vid féljande
traningstillfalle. Det totala antalet prover i Eppendorfror som kommer analyseras
kommer ej 6verstiga 200. Vid provtagningstillfallet kommer alla Eppendorfrér att frysas
ner med hjalp av kolsyreis for att bevara det biologiska materialet intakt, vartefter det ska
transporteras till Chalmers for LC-MS och eventuellt NMR. Proverna kommer maximalt
att hallas nedfrusna under en vecka, férutom kontrollproverna som kommer bevaras
nedfrusna i maximalt 2 manader. Kontrollproverna kommer att slangas om de ej
analyseras senast 12 maj, 2017.

Blodproverna kommer behandlas infér kromatografianalys genom att centrifugeras, da
det ar blodplasman som &r av intresse vid méatning av metabolithalterna. Den metod
som kommer anvandas ar vatskekromatografi dar innehallet i proverna kommer
separeras varpa massorna av de specificerade metaboliterna detekteras.V g se bilaga
2.

DATABEARBETNING
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Blodproverna kommer behandlas infér experimentell analys med LC-MS.
Vatskekromatografisk HPLC kommer utforas pa proverna vilket innebar separation av
specificerade metaboliter i blodplasman fljt av detektion av massorna av dessa. Data
fran LC-MS kommer darefter analyseras teoretiskt av studiegruppen bestaende av
studenter i syfte att finna svar pa den vetenskapliga fragestalningen. Datan kommer att
presenteras i en vetenskaplig rapport dar slutsatser utifran syfte kommer redovisas.
Datan kommer aven att redovisas genom formell muntlig presentation for
forskningshuvudman. En rapport kommer aven levereras till forskningspersoner for att
dessa ska kunna dra nytta av resultatet. V g se bilaga 2.

2:5 Redogor for om insamlat biologiskt material kommer att forvaras i en biobank

Med biobank avses biologiskt material frdn en eller flera ménniskor som samlas och bevaras tills vidare eller for en

bestimd tid och vars ursprung kan hdrledas till den eller de mdnniskor frdan vilka materialet hérror.

Redogdr for var och hur prover som skall sparas forvaras, kodningsprocedurer och villkor for utlimnande av prover.
Observera att i forekommande fall skall anmélan av biobank ske till Socialstyrelsen enligt lagen (2002:297) om
biobanker i hélso- och sjukvarden m.m.

Blodprover kommer att tas fran varje forskningsperson under fysisk anstréangning vid tre
traningstillfallen under en period pa maximalt 48 timmar. Proverna kommer att samlas i
Eppendorfrér och frysas ned for vidare bevaring innan experimentell analys ar magjlig.
Prover kommer bevaras nedfrysta pa Chalmers Tekniska Hogskola i maximalt en vecka
innan analys, forutom kontrollprover vilka utgor hélften av proverna och kommer bevaras
upp till ca 2 manader. Efter 12 maj, 2017 kommer alla prov vara avverkade eller
deponerade.

2:6 Redovisa tillgang till nodviindiga resurser under hela projektets genomfoérande

Ange vilka som har ansvaret (prefekt, verksamhetschef eller motsvarande) for forskningspersonernas sikerhet vid
alla enheter/kliniker dér patienter ingar samt att erforderliga ekonomiska och personella resurser finns tillgingliga.
Intyg fran dessa skall bifogas.
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Handledare for studien Gunnar Westman ar behdérig féretradare for forskningshuvudman
och ansvarar for att studien fullfdljs enligt detta protokoll. Avdelningen for Organisk kemi
pa Chalmers Tekniska Hogskola har sarskilda personella resurser, begréansade
ekonomiska resurser samt studenter for att arbeta med detta projekt. V g se bifogat
resursintyg (bilaga 9).

2:7 Journalforing, registrering och hantering av data

Redogdr for hur undersokningsprocedurer och eventuella ingrepp journalfors. Ange hur registrering och
behandling av resultaten skall ga till. Om materialet skall kodas, ange proceduren, vem som forvarar kodlistor
och vem eller vilka som har tillgng till dem, var de forvaras, hur ldnge samt om materialet kommer att

anonymiseras eller forstoras. Anvinds band- och videoinspelningar? Vilken tillgdnglighet har datamaterialet?

Hur forvaras det? Hur erhélls erforderligt sekretesskydd?

Forskningspersonuppgifter fran studien kommer att dokumenteras och databehandlas.
Dessa uppgifter kommer behandlas efter kontrakt uppréattat mellan forskningshuvudman
och forskningspersoner, och ingen obehdrig kommer att ha tillgang till dokumentationen.
Vid databearbetning kommer namn att ersattas med en kod om den enskilde individen,
sa att denne inte kan urskiljas. Endast en ansvarig for studien har tillgang till
"kodnyckeln”. Da data fran studien publiceras kommer enskilda individer inte att kunna
identifieras. Hanteringen av personuppgifter regleras av Personuppgiftslagen
(SFS1998:204).

2:8 Redogor for tidigare erfarenheter (egna och/eller andras)
av den anvinda proceduren, tekniken eller behandlingen
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Sarskilt angeldget dr att redovisning av risker for komplikationer gors tydliga och i forekommande fall med
angivande av relevanta publikationer. Om ansokan avser fortséttning eller uppfoljning av tidigare projekt, ange
diarienummer samt datum for beslut av tidigare godkédnd ansokan. Vid nya likemedelsbehandlingar av patienter
bor anges hur ménga patienter (med aktuell eller annan dkomma) som tidigare erhallit foreslagen eller hogre

dosering samt hur ldnga behandlingsperioder som studerats.

Blodprovtagning som skall anvandas i den aktuella studien ar inte férbunden med nagra
risker for forskningspersonerna da ytterst liten mangd blod skall samlas. Den valda
mangden blod &r baserad pa géngse rekommendationer fér kromatografibehandling av
proverna. Baserat pa protokollet som utgér metodbeskrivningen finns det saval kliniskt
som forskningsmassigt lang erfarenhet av dessa matningar och behandlingar. Det finns
oss veterligt inga publicerade studier om korrelationer mellan laktat och specifika
metaboliter.

3. Uppgifter om forskningspersoner

3:1 Hur gors urvalet av forskningspersoner

Med forskningsperson avses en levande ménniska som forskningen avser.

Ange urvalskriterier (inklusion och exklusion). Pa vilket sétt kommer forskaren i kontakt med/far kinnedom om
lampliga forskningspersoner? Ange om rekrytering sker frén (egna, andras) tidigare eller pagéende studier. Om
annonsering sker, skall annonsmaterialet insdndas som bilaga. Om t.ex. barn, eller personer som tillfilligt eller
permanent inte dr kapabla att ge ett eget informerat samtycke skall tillfrigas om deltagande i projektet, skall detta
sdrskilt motiveras. Om vissa grupper (t.ex. kvinnor, barn eller dldre) utesluts frén deltagande i projektet skall

detta sdrskilt motiveras.
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Forskningspersonerna skall vara atleter inom simning som ingar i en exklusiv
tréaningsgrupp pa Nationellt Elit Centra, NEC, i Stockholm. Studien begréansas inte av
aldersgranser, men simmarna kommer befinna sig i aldersspannet 18-35 ar. Likasa
begransas inte studien av kon. Evetuella skillnader kan uppkomma i analysen beroende
pa variablerna kén och alder, men dessa tas ej nagon hansyn till da variation av
metabolithalter hos varje enskild individ ar det primara malet av studera. Lampliga
forskningspersoner kommer att sékas genom direkt forfragan. Endast
forskningspersoner kan ge ett eget skriftligt samtycka kan delta i studien.

3:2 Ange relationen mellan forskare/forsoksledare och forskningspersonerna

D Behandlare (t.ex. ldkare, psykolog, sjukgymnast) - forskningsperson (t.ex. patient, klient)

|Z| Kursgivare (larare) - student

D Arbetsgivare - anstélld

D Annan relation. Beskriv:

3:3 Redogor for det statistiska underlaget for studiepopulationens (ernas)/
undersokningsmaterialets(-ens) storlek

Redovisa en statistisk styrka, sa kallad “power”-berdkning eller motsvarande dverviaganden for tydliggdrande av
studiens mojligheter att besvara fragestéllningarna.

Denna studie kan i praktiken utféras pa alla individer da alla manniskor producerar laktat
och har specificerade metaboliter i blodet. Valet av forskningspersoner grundas pa att
denna grupp i en storre utstrackning utsatter sig for fysisk anstrangning och darmed
Okar sannolikheten for produktion av laktat. Generellt har idrottsutévare ett stérre behov
av att ta del av den kunskap fragestaliningen soéker svar pa da resultatet av studien
férhoppningsvis kan tilldmpas for optimering av tréning.
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Det finns stor osakerhet att fragestéliningen huruvida korrelationer existerar samt ar
detekterbara kommer bli besvarad, da studien ar begransad bade i avseende av
ekonomi och tid. | och med att ingen liknande studie oss veterligen tidigare utforts finns
alltsa ingen garanti att fragestallning 1 kommer bli besvarad. Utifran resurser har vi
darfor beslutat att 3-5 individer skall delta i studien fér férmodat optimalt resultat utifran
begransningarna.

3:4 Kan forskningspersonerna komma att inkluderas i flera

studier samtidigt eller i niira anslutning till denna studie

Ange om forskningspersonerna kan inkluderas samtidigt i flera studier eller i néra anslutning till denna studie. Ange i
s fall projekttitel, forskningshuvudman, forskare som genomfor studien (kontaktperson) samt diarienummer (om
ként) for de 6vriga studierna. Nér avslutades ett eventuellt tidigare deltagande?

Nej.

3:5 Vilket forsikringsskydd finns for de forskningspersoner som deltar i projektet

Det aligger forskningshuvudmannen att kontrollera att befintliga forsékringar ticker eventuella skador som kan
uppkomma.

Vet inte.

3:6 Vilken ekonomisk ersiittning eller andra forméner utgér till de forskningspersoner som
deltar i projektet och nér betalas ersittningen ut (Utforligare beskrivning kan ldmnas i bilaga)

Ersdttning for obehag och besvir. Belopp (fore skatt): 0
Ersittning for forlorad arbetsinkomst D Ja Nej
Reseersittning D Ja Nej
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Befrielse fran kostnader for ldkemedel D Ja |Z| Nej
Befrielse fran andra kostnader. Vilka?

Andra forméner. Vilka?

Nar betalas ersdttningen ut?

Ingen ersittning betalas ut |Z|

4. Information och samtycke

4:1 Proceduren for och innehallet i den information som
limnas da forskningspersoner tillfrigas om deltagande

Beskriv hur och nér information ges och vad den innehaller. Vem informerar? Normalt skall en kortfattad och
lattforstaelig skriftlig information ges. Denna skriftliga information skall bifogas ansokan. Om ingen eller
ofullstandig information ges, maste skilen for detta noggrant anges.

Forskningspersonen skall informeras om

- den dvergripande planen for forskningen

- syftet med forskningen

- de metoder som kommer att anvindas

- de foljder och risker som forskningen kan medfora

- vem som &r forskningshuvudman och kontaktperson
- att deltagandet i forskningen &r frivilligt och

- forskningspersonens rétt att nar som helst avbryta sin medverkan.
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4:2 Hur och fran vem inhdmtas samtycke

Beskriv proceduren; vem som frégar, nér detta sker och hur samtycket dokumenteras. Utforlig redovisning &r
sarskilt viktig da barn eller personer med nedsatt beslutskompetens ingar i studien, likasé vid studier av en grupp

(grupper), t.ex. foreningar, organisationer, foretag, kyrkosamfund och férsamlingar eller arbetet i en skolklass.

Muntligt och skriftligt samtycke inhdmtas enligt ovan fran forskningspersonen, alltsa fran
simmaren. Samtycke dokumenteras med ett kontrakt som skrivs under av
forskningsperson och behérig foretradare. Dokumentation kommer att ske i samband
med provtagning.

5. Forskningsetiska overviganden

5:1 Redogor for risker som deltagandet kan medféra samt mojliga komplikationer

Detta kan vara t.ex. smérta, obehag eller integritetsintrang som projektet innebér eller kan innebéra.
Har étgirder vidtagits for att forebygga de risker som séigs ovan? Vilken beredskap finns att hantera dessa
komplikationer? Ange metoder som kommer att anvéindas for att efterforska, registrera och rapportera oonskade

héndelser.

Blodprovtagning kan i manga fall upplevas som obehagligt, men genom att
provtagningen sker genom stick i 6érat samt att mangden blod som samlas fran individen
inte ger nagon markbar fysisk paverkan minskar obehaget.

Da biologiskt material skall insamlas och analyseras fran forskningspersonerna kan
fragor kring integritet uppdagas, men genom kontrakt kommer dessa problem undvikas
da alla parter deltagande i studien skall vara medvetna om anvandningsomradet av det
biologiska materialet innan provtagning utfors.
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5:2 Redogor for forutsebar nytta for de forskningspersoner som ingar i projektet

Genom att delta i projektet kommer forskningspersonerna att bidra till 6kad kunskap om
laktatmetabolism och korrelationer mellan metaboliter under fysisk anstrangning.

Individerna erbjuds att ta del av resultat for eventuell tillampning fér optimering av deras
egna fysiska traning. Alla individer kommer vara anonyma under redovisning av studien.

5:3 Gor en egen virdering av forhallandet risk — nytta for de forskningspersoner som
deltar

Risk for forskningspersoner att delta i studien ar uppskattningsvis extremt liten. Nyttan ar
férhallandevis mycket storre an risken da studien forhoppningsvis kommer ge
tillBmpningsomraden fér forskningspersonerna.

5:4 Identifiera och precisera vilka etiska problem t.ex. risk — nytta
i ett vidare perspektiv som kan uppsté inom eller genom projektet

Den storsta etiska problematiken som kan uppkomma ar huruvida det ar etiskt
forsvarbart att samla biologiskt material for studiens syfte. Med den aktuella studien
kommer vi férhoppningsvis att bidra till 6kad férstaelse kring laktatmetabolism. Detta kan
i sin tur medfdra forbattrade rutiner fér vidare forskning inom omradet for
laktatmetabolism under fysisk anstrangning.

6. Redovisning av resultaten

6:1 Hur garanteras forskningshuvudmannen och medverkande forskare
tillgang till data (anges vid t.ex. uppdragsforskning) och vem ansvarar for databearbetning
och rapportskrivning

Vid uppdragsforskning anges hur forskningshuvudmannen och medverkande forskare garanteras tillgang till data och
vem som ansvarar for databearbetning och rapportskrivning.
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Studien ar ingen uppdragsforskning.

6:2 Hur kommer resultaten att goras offentligt tillgiingliga
Kommer studien att inséindas for publicering i tidskrift eller publiceras pa annat sétt

[ Ange i vilken form resultaten planeras offentliggdras samt tidsplan for detta.

Studien ingar i planerat kandidatarbete for en grupp studenter med behoérig foretréade
som handledare vid Chalmers Tekniska Hogskola.

6.3 Pa vilket sétt garanteras forskningspersonernas ritt till integritet nir materialet
offentliggors/publiceras

\ Beskriv procedurer eller metod for avidentifiering/anonymisering. Redovisas endast resultat pa statistisk gruppniva?

Forskningspersonuppgifter fran studien kommer att dokumenteras och databehandlas.
Dessa uppgifter kommer behandlas efter kontrakt upprattat mellan forskningshuvudman
och forskningspersoner, och ingen obehoérig kommer att ha tillgang till dokumentationen.
Vid databearbetning kommer namn att ersattas med en kod om den enskilde individen,
sa att denne inte kan urskiljas. Endast en ansvarig for studien har tillgang till
"kodnyckeln”. Da data fran studien publiceras kommer enskilda individer inte att kunna
identifieras.

7. Redovisning av ekonomiska forhdllanden och

beroendeforhillanden

7:1 Vid uppdragsforskning

[ Ange uppdragsgivaren t.ex. vid klinisk likemedelsprvning,

Namn: Kontaktperson:
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Adress: Telefon/mobiltelefon:

[ Ange uppdragsgivarens relation till forskningshuvudmannen/medverkande forskare, t.ex. anstéllningsforhallande. |

7:2 Redovisa eventuella ekonomiska 6verenskommelser med uppdragsgivare eller andra
finansiéirer (namn, belopp)

Vid klinisk lakemedelsprovning kan hénvisning ske till inganget avtal med sjukvardshuvudmannen eller genom
uppgift om foreslagen erséttning enligt dverenskommelsen mellan Landstingsforbundet och LIF som bifogas.
Separata 6verenskommelser med den/de som skall genomfora forskningen skall ocksa redovisas. Om
overenskommelserna inte &r klara i sin helhet vid tidpunkten for ansokan skall belopp for studien/ersittning till
kliniken/genomfbraren och vad erséttningen skall técka alternativt belopp per forskningsperson anges har. Vid
studier dér fler &n en forskningshuvudman deltar skall principema for och storleksordningen for erséttning for

studien i sin helhet anges.

7:3 Redovisa forskningshuvudmannens och medverkande forskares intressen/tillgingar

Redovisa de som kan ténkas paverka tilltron till objektiviteten i genomfoérande och rapportering (t.ex. aktieinnehav
eller konsultuppdrag i finansierande foretag).

8. Forteckning dver bilagor

Dokument som, i tillimpliga fall, skall bifogas om inte motsvarande information finns i blanketten har markerats
med x. Markera de bilagor som skickas in med denna ansdkan.
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Insind med | Bil | Beskrivnhing Klinisk Annan
ansodkan nr lakemedels | forskning
prévning
1 | Deltagande forskningshuvudman och medverkande
O p 1:5| forskare (kontaktpersoner) vid forskning dér mer én en X X
forskningshuvudman deltar
X 2 | For fackméan avsedd projekt/forskningsplan (protokoll), X X
p 2:1] vid behov dven fér lekmén avsedd bilaga
0 :?; ] Annonsmaterial for rekrytering av forskningspersoner N X
p
X 4 | Skriftlig information till dem som tillfragas . M
p 4.1
5 | Enkat, frageformular
(| b 2:4 X X
0 6 | Gemensam EU-blankett (géller fr.o.m. den 1 maj X
2004), galler dven vid andring
| 7 | Sammanfattning av protokollet pa svenska X
L] 8 | Prévarhandbok alt. bipacksedel/produktresumé X
| 9 | Intyg fran verksamhetschef/motsv. om resurser X X
p 2:6
0 10 | CV for forskare (samma som p 1:3) med huvudansvar x X
for genomférande (redovisa forskarens kompetens)
0 11 | Beskrivning av ersattning till forskningspersoner x N
p 3:6
12 | Overenskommelser med uppdragsgivare/finansiar om
O p 7:1| t.ex. anstéllningsférhallanden, bidrag/ersattning till X X
p 7:2| prévningsplats, sjukvardshuvudman,
forskningshuvudman eller forskare
13 | Tillstand fran stralskyddskommitté eller motsvarande X X
9. Undertecknande

| Behorig foretradare for sokande forskningshuvudman enligt p 1:2.

ort: Géteborg

Datum: 2017-02-15
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Signatur
Namnfortydligande: Gunnar Westman

Undertecknad forskare som genomfor projektet (kontaktperson) enligt p 1:3 intygar hdrmed att forskningen kommer
att genomforas i enlighet med ansokan.

ort: Géteborg Datum: 2017-02-15

Signatur
Namnfortydligande: Gunnar Westman

Anvisning for ansokan

Denna ansokningsblankett anvénds vid ansdkan om etikprovning enligt lagen (2003:460)
om etikprovning av forskning som avser mianniskor. Den dr avsedd att anvidndas for all
slags forskning dir godkdnnande skall inhdmtas fran en etikprovningsndmnd. Blanketten
skall anvéndas dven vid begdran om radgivande yttrande enligt 2 § férordning (2003:616)
med instruktion for regionala etikprovningsndmnder. Beroende pé vilken forskning som
ansokan géller kommer de uppgifter som efterfrdgas nedan att ha olika relevans. Darmed
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varierar ocksa kravet pd utforlighet i redovisningen av dessa. Markera pa formuléret nér
uppgiften inte berdr det aktuella projektet. Ansokan skall ifyllas sé att den blir lattlast,
dvs. den skall inte vara handskriven och inte skriven med liten stil och kort radavstand.
Blanketten skall skrivas pa svenska.

Observera att en ansdkan aldrig dr komplett (och dirmed kan behandlas) forrén blanketten dr
korrekt ifylld och avgiften 4r betald.

Ansokan med bilagor inséindes i ett original och 16 kopior!

Om denna blankett

Allt som skall fyllas i &r markerat gratt. Ovrig forklarande text 4r 1ast och far inte dndras. De gra
félten expanderar allteftersom du skriver, det finns alltsd obegransat utrymme for din text. Vid
utskrift syns enbart texten du fyllt i och ej de gra filten som syns pa skirmen, det dr dérfor viktigt
att kontrollera att allt verkligen &r ifyllt. Nar du &r klar skriver du ut blanketten, kompletterar med
erforderliga underskrifter samt bilagor och skickar till den regionala etikprévningsndmnd till vars

upptagningsomrade forskningshuvudmannen hor, se www.forskningsetikprovning.se.
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Bilaga 2 - Det upprattade kontraktet

CHALMERS

Information om studie Laktatmetabolism under fysisk

anstrangning for forskningspersoner
Existerar korrelationer mellan laktat och andra metaboliter?

Bakgrund och syfte

Under fysisk anstrangning ar det manga idrottare som far mjolksyraansamling vid
begransande syretillforsel orsakad av den fysiska pafrestningen. Mjélksyran bryts ned
till laktat, som kroppen vidare anvander for att producera energi via anaeroba
processer. Manga studier pekar pa att laktat ar en biomarkér for trotthet, alltsa att
laktatet tyder pa att kroppen inte kan producera tillrackligt med energi via aeroba
processer.

Forskning inom omradet laktatmetabolism under fysisk anstrangning ar idag
begransad. Mycket ar fortfarande endast spekulationer for att inga studier har kunnat
faststalla huruvida laktat ar en biomarkoér eller direkt orsak till trétthet. En grupp
studenter fran Chalmers Tekniska Hogskola ska darfor utfora en studie, ett s.k.
kandidatarbete, dar laktatmetabolism studeras hos idrottare under fysisk anstrangning.

Det primara syftet med studien ar att underséka om det finns en korrelation mellan
halter av olika metaboliter involverade specifikt i laktatmetabolism hos idrottare under
fysisk anstrangning. Denna undersdkning ar relevant eftersom en sadan eventuell
korrelation troligtvis skulle kunna bidra med kunskap for att skapa en metod for att
optimera prestation, uthallighet och aterhdmtning. Denna optimering ar tankt att ske
genom en kostférandring genom att kontrollera nivaerna av amnen som férmodligen
orsakar trotthet. Studien syftar aven till att lagga en grund for vidare forskning inom
omradet laktatmetabolism.

Den vetenskapliga fragestallningen ar: Finns det korrelationer mellan laktat och andra
metaboliter i blodet som &r detekterbara under fysisk anstréngning?

Studiens genomférande och provtagning

Undersokningen gors under ett par traningspass i Din vanliga traningsmiljé. Utforandet
av studien sker under samma forutsattningar som laktatmatningar som Du ar van vid.
Det enda som skiljer sig fran de méatningar Din trédnare har gjort forut, ar att vi aven
kommer att ta blodprover med oss for att mata halter av andra metaboliter. All
information kommer att lagras pa ett sakert satt da Dina personuppgifter inte kommer
att registreras eller presenteras.

Uppfoljning efter studiens genomférande

Nar studien har avslutats kommer en rapport levereras till simmare och tranare dar
resultat sammanfattas sa att det férhoppningsvis kan tillampas foér att eventuellt
foérandra kostupplagg for prestationsoptimering.

Kandidatarbete KBTX10-17-13
Institutionen for Kemi och bioteknik
CHALMERS TEKNISKA HOGSKOLA
Goteborg, Sverige 2017

51



CHALMERS

Tidsatgang
Tiden for undersokningen kommer &ga rum under tva dagar, dar vi tar prover under
tre trdningspass.

Risker

Blodprovstagning innebar inga risker for Dig vare sig pa kort eller pa lang sikt.
Blodproverna kommer att besta av en ytterst liten mangd volym, ca 4 ml totalt vid ett
traningstillfalle, vilket ej kommer paverka Dig fysiskt.

Fordelar

Genom denna studie undersdks Du med avseende pa laktat och metaboliter for att
eventuellt hitta en korrelation. Studiens resultat kan bidra till en 6kad forstaelse kring
metabolism vid svar frdn experimentell analys. Resultaten kan &ven innebéra
forbattrade rutiner for metoden av denna typ av studie.

Hantering av data och sekretess

Personuppgifter fran studien kommer att dokumenteras och databehandlas. Dina
uppgifter ar sekretesskyddade och ingen obehdrig har tillgang till dokumentationen.
Vid databearbetning kommer Ditt namn och personnummer att ersattas med en kod
sa att en enskild individ inte kan urskiljas. Endast den som ar ansvarig for studien har
tillgang till "kodnyckeln”. D& data fran studien eventuellt publiceras kommer enskilda
individer inte att kunna identifieras. Hanteringen av Dina uppgifter regleras av
Personuppgiftslagen (SFS1998:204).

Personuppgiftsansvar
Ansvarig foér behandling av Dina personuppgifter ar Chalmers Tekniska Hogskola.

Biobank

De blodprov som tas i samband med denna studie kommer att lagras i en frys pa
Chalmers Tekniska Hogskola. Proven kommer att forvaras kodade vilket innebar att
de inte direkt kan harledas till Dig som person. Proven samt den tillhdrande
identifieringslista (kodnyckel) férvaras atskilda och pa ett sakert satt. Proven far endast
anvandas pa det satt som Du givit Ditt samtycke till. Du har full ratt att utan narmare
forklaring begara att Dina prov skall avidentifieras, dvs de kan inte sparas till Din
person. Alla prov kommer att analyseras och déarefter forstéras senast 12 maj, 2017.

Ersattning
Nagon ersattning for studiedeltagande ges e;j.

Frivillighet
Ditt deltagande i studien ar frivilligt och Du kan nar som helst
avbryta studien utan forklaring.

Kandidatarbete KBTX10-17-13
Institutionen for Kemi och bioteknik
CHALMERS TEKNISKA HOGSKOLA
Goteborg, Sverige 2017
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Tillfragan om deltagande

Vi vill fraga Dig om Du skulle vilja delta i var studie, under
forutsattningen att under ett par av Dina traningspass som
elitidrottare kommer vi ta blodprover for att mata halten av laktat
samt andra metaboliter.

Ansvariga, ytterligare information
Om Du 6nskar ytterligare information kan nedanstadende personer kontaktas:

Gunnar Westman Lovisa Eriksson

behdrig foretradare, forskare som har kontaktperson fran projektgruppen
huvudansvaret for genomférandet av Tel: +46 730848005

studien Mail: loveri@student.chalmers.se

Tel: +46 31 77230 72
Mail: westman@chalmers.se

Tack for att Du vill stidlla upp och medverka i vart kandidatarbete!

SKRIFTLIGT SAMTYCKE TILL DELTAGANDE | STUDIEN:
Laktatmetabolism under fysisk anstrédngning

Jag har tagit del av den skriftliga Gruppmedlem i kandidatarbetet som
informationen och samtycker till att har givit information till deltagare:
deltaga i studien:

Namnteckning Namnteckning
Namnfortydligande Namnfortydligande
Ort och datum Ort och datum

Kandidatarbete KBTX10-17-13
Institutionen for Kemi och bioteknik
CHALMERS TEKNISKA HOGSKOLA
Goteborg, Sverige 2017
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Bilaga 3 - Provtagningsprotokoll
Utrustning och material: pipett, pipettspetsar, engangspipetter, Eppendorfror, centrifug,
kolsyreis, is, frigolitlada, laktatmatare, laktatstickor, lansetter och handskar.

1.

Forsokspersonen stacks tva génger 1 6rat med lansetter och blod pipetterades fran orat i
omgangar. Blod fordes over till ett Eppendorfror tills att en volym pa minst 120 pl
uppnatts.

Samtidigt utférdes ett laktattest pa det andra 6rat. Blodet samlades upp pa en laktatsticka
som fordes in 1 laktatmaétaren, vilket registrerade ett varde.

Blodprovet fran Steg 1 centrifugerades pd 10 000 rpm i1 10 minuter. Centrifugering
skedde inom loppet av 5-10 minuter efter provtagning.

Under centrifugeringen bildades tvé faser, blodserum och roda blodkroppar. Dérefter
separerades faserna genom att serumet Overfordes fran provet med hjélp av en
engangspipett till ett nytt Eppendorfror medan de roda blodkroppar kasserades.

Eppendorfroret placerades sedan pé is i en frigolitlada. Det tog cirka 20 minuter fran
provtagning tills dess att roret placerades pa is.
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Bilaga 4 - GC-MS

Specifikationer:

GC-MS-analysen gjordes av Chalmers Mass Spectrometry Infrastructure, CMSI. Bérargasen
bestod av helium och provet injicerades via en klyvd/icke-klyvd injektor vid 270°C.
Kolonnpackningen bestod av 5 % fenyl och 95 % dimetylsiloxan. Kolonnen som utgjorde
kopplingen mellan gaskromatografen och masspektrometer holl en temperatur pd 290°C.
Joniseringskillan som anvindes 1 masspektrometern var EI. Massanalysatorn som anvéndes var
en quadrupole och jondetektorn var en elektronforstarkare.
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Bilaga 5 - PLS-analyser for samtliga 90 metaboliter

En sammanstillning av R*- och Q*-virden samt antal komponenter for de fyra forsta PLS-

analyserna kan ses 1 Figur 27.

a) © b) ,
<) .9 :

Figur 27 — R’- och Q’~viirden samt antal komponenter for a) Simmare A, b) Simmare B,

c) Simmare C, d) Simmare D.

Score plot for de fyra forsta PLS-analyserna illustreras for respektive simmare i Figur 28. De
fyra punkterna, vilka motsvarar prov 1-4, befinner sig pa olika stéllen i graferna vilket innebar
att de innehaller olika metabolitdata.
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Figur 28 — Score plot for de fyra forsta PLS-analyserna for a) Simmare A, b) Simmare B,

c) Simmare C, d) Simmare D.

I Figurerna 29-36 kan vardera simmares loading plot respektive coefficient plot ses for de fyra

forsta PLS-analyserna.
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Bilaga 6 — Metabolitlista

2-ketoleucin
Ketoleucin ar en intermedidr vid syntes av aminosyran leucin [50].

3-hydroxibutansyra

3-hydroxibutansyra dr en forening vars koncentration 0kar 1 blodet vid svilt. Hos ménniskor
syntetiseras 3-hydroxybutansyra fran acetyl-CoA i levern och anvénds dven som energikilla i
hjarnan nér glukosnivan 1 blodet ar 14g. Nar kroppen utsétts for fysisk anstringning 6kar halten
av 3-hydroxibutansyra, vilket resulterar 1 en 6kning av signalproteinet BDNF. BDNF har
positiva effekter i hjarnan, bland annat for forbattring av den kognitiva férmagan [51], [52].

AMP

Adenosin-5-monofosfat forkortas AMP och ér en nukleotid som finns 1 RNA. AMP kan
produceras vid syntes av ATP och ingar i ménga av kroppens metabola processer, dédribland
pyruvatmetabolism och biosyntes av ett flertal aminosyror [53].

Adenosin

Adenosin dr en nukleosid som produceras av bland annat hjidrnan, hjirtat och
skelettmuskulaturen. Nukleosiden bestéar av adenin samt D-ribos och har en halveringstid pa 10
sekunder 1 ménskligt blod. Under fysisk anstringning bryts ATP ned, vilket resulterar i att
halterna av adenosin Okar i blodet [54], [55].

Alanin

Alanin dr en icke-essentiell aminosyra som &dr en viktig energikélla och utsondras frén
musklerna. I glukoneogenesen omvandlas alanin till pyruvat som sedan bildar glukos. Denna
reaktion kan ske omviént och dr saledes cyklisk. Alaninmetabolism &r beroende av enzym som
innehéller vitamin B6. K&tt och vetegroddar dr exempel pa produkter som innehaller mycket
alanin [56], [57].

a-ketoglutarat och a-ketoglutaratsyra

a-ketoglutarat dr den joniska formen av a-ketoglutaratsyra och dr en av huvudkomponenterna
1 citronsyracykeln. Jonen &ar en prekursor till glutamat och glutamin som stimulerar
proteinsyntesen, men forbéttrar dven bildningen av benvédvnad i skelettmuskulaturen [S10].

Butandisyra

Butandisyra dr en dikarboxylsyra, vars jon kallas succinat och dr en komponent i
citronsyracykeln dir den kan donera elektroner till elektrontransportkedjan. Enzymet
succinatdehydrogenas, SDH, spelar en stor roll fér den mitokondriella funktionen och genom
oxidation av succinat involveras SDH 1 citronsyracykeln. Dar deltar enzymet i nedbrytningen
av acetyl-CoA. Butandisyran har pa senare tid identifierats som en cancerframkallande
metabolit [58].

Cellobios

Cellobios ér en disackarid och bestar darmed av tva glukosenheter. Molekylen bildas vid
hydrolys av cellulosa och ér en produkt vid mikroskopisk nedbrytning av plantor. Cellobios
produceras inte 1 kroppen men kan hittas i olika livsmedel [59].

Cellotrios
Cellotrios &r en trisackarid och bestar av tre glukosenheter. Den bildas, liksom cellobios, vid
nedbrytning av cellulosa. Cellobios och cellotrios kan béda brytas ned till glukos [60].

65



Cystein

Cystein dr en icke-essentiell aminosyra som forekommer i de flesta protein, men i sma mangder.
Aminosyran har formédgan att bilda disulfidbindningar, vilket dr betydelsefullt for méanga
proteiners struktur. Cystein dr ofta involverad i elektrontransportkedjan och underlittar
enzymatiska reaktioner. Dess formaga att genomgé redoxreaktioner medfor antioxidantiska
egenskaper. Aminosyran dr dven en viktig metabol svavelkédlla och ingér dessutom i1 vissa
medicinska behandlingar [61].

Eikosansyra
Eikosansyra dr en maéttad fettsyra som finns naturligt 1 jordnotsolja. Den &r oloslig 1 vatten och
stabil under normala férhallanden [62].

Glukos-6-fosfat

Glukos-6-fosfat, forkortat GOP, dr den fosforylerade formen av glukos och &r en intermediér i
glykolysen. Nir glukos fors in i1 en cell fosforyleras den direkt till GOP for att forhindra diffusion
ut ur cellmembranet. G6P kan dven brytas ned 1 syfte att bilda fettsyror och aminosyror.
Forutom de metabola vigarna kan G6P dven lagras som glykogen 1 levern nér blodsockernivan
ar hog [63].

Glycerinsyra
Glycerinsyra ér en karboxylsyra som bildas genom oxidation av glycerol [64].

Laktitol
Laktitol ar en sockeralkohol och anvinds som sétningsmedel i1 livsmedel [65].

Lyxos
Lyxos finns inte naturligt i kroppen och dr en sockerart som kan framstillas fran galaktos [66].

N-acetyl-glukosamin

N-acetyl-glukosamin ér ett derivat av glukos som finns i bland annat hud samt blodkérl och har
formaga att modifiera kirn- och cytoplasmatiska proteiner. Protein modifierade pa detta vis ar
involverade 1 att kinna av néringstillstandet i cellen och justerar dérefter aktiviteten av celluldra
proteiner. De modifierade proteinerna har dven en hormonreglerande forméga och en
skyddande funktion vid stress [67], [68].

Noradrenalin

Noradrenalin kallas dven norepinefrin och dr en prekursor till epinefrin som ar en viktig
neurotransmittor. Noradrenalin Okar kontraktionsformigan hos skelettmuskulatur och
kontraktionshastigheten i hjartat [69], [70].

Oktadecensyra
Oktadecensyra, dven kallad oljesyra, dr en enkelométtad fettsyra [71].

Ornitin

Ornitin dr en aminosyra som har en central roll i ureacykeln och avlagsnar ammoniak. En studie
har visat att effekten av ornitin som kosttillskott motverkar muskeltrotthet och energi-
omsittningen [72], [73].

66



Pyruvatsyra

Pyruvatsyra dr en intermedidr i kolhydrat-, protein- och fettmetabolism. I muskler finns
pyruvatsyran i redoxjimvikt med mjolksyra och ingar d&ven som en komponent i bland annat
citronsyracykeln, glukoneogenesen och glykolysen. Studier visar att tréning i kombination med
intag av pyruvatsyra som kosttillskott 6kar fettforbranning [74], [75]

Salicin

Salicin dr en alkoholglykosid med antiinflammatoriska egenskaper. Salicin, som liknar
lakemedlet Aspirin bade till kemisk struktur och verkan, bryts ned till acetylsalicylsyra vilket
ocksa ar den aktiva substansen 1 Aspirin [76], [77].

Sinapylalkohol
Det finns inte mycket som &r ként om sinapylalkohol férutom att det &r en organisk forening
[78].

Sorbitol-6-fosfat
Sorbitol-6-fosfat dr en intermediér 1 biosyntesen av sockeralkholen sorbitol, som bland annat
inhiberar aktiviteten hos glukos-6-fosfat och fruktos-6-fosfat i cytosolen [79].

Tryptofan

Tryptofan &r en essentiell aminosyra och en prekursor till hormonet serotonin. Aminosyran ar
dven en komponent till andra aminosyror [80]. I blodet &ar tryptofan involverat i
immunforsvarets inflammationsprocess. Nivderna av metaboliten 0kar ofta vid kolhydratrika
dieter, vilket séledes Okar serotoninproduktionen. Forhojda nivier av serotonin kan inducera
slohet och det finns forskning som tyder pa att reducerade serotoninnivder kan forbéttra fysisk
prestation [81].

Xylulos

Xylitol, som dr en sockeralkohol och ett vanligt sétningsmedel, omvandlas till xylulos.
Processen sker i1 roda blodkroppar och formodligen ér xylulos en prekursor till ett flertal andra
sockeralkoholer. Trots att dessa foreningar finns hos alla levande organismer, ar véldigt lite
kant kring deras metabolism. Xylitol hittas i frukt och gronsaker i1 1aga koncentrationer, men
kan dven tillverkas pé syntetisk viag [82], [83].

Appelsyra

Appelsyra ir en dikarboxylsyra och kan bildas frdn pyruvat. Syran frimjar aerob metabolism
och finns 1 ménga frukter sasom &pple, tomater och plommon [84], [85]. I joniserad form kallas
dppelsyra for malat, vilket &r en betydande intermedidr i citronsyracykeln. Malat ar en viktig
komponent for transport av NADH fran cytosol till mitokondrier samt vid produktion av ATP.
Jonen har darfor flera fysiologiska funktioner sdsom att motverka trotthet, skydda hjartat och
forbdttra respiration i1 mitokondrier. Studier har visat pd att tillsatser av malat Okar
prestationsforméagan och bidrar till att upprétthélla en hog glukoskoncentration under traning.
Dessutom oOkar reduceringshastigheten av laktat 1 blodet och trottheten fordrdjs.
Appelsyratillskott kan reglera nivan av energimetabolism, forbittra hjirtfunktion och minska
trotthet under fysisk anstrangning [86].
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Bilaga 7 - Koefficientsummor for samtliga 90 metaboliter
Koefficienter samt koefficientsummor for samtliga 90 metaboliter presenteras i Tabell 2. Alla
signifikanta metaboliter, vars absolutbelopp av koefficientsumman overstiger 0,07 markeras i
rott. Observera att a-ketoglutarat och noradrenalin inkluderats dven om absolutbeloppet av
koefficientsumman inte dverstiger 0,07. Notera dven att bada fragmenten for oktadecensyra har
en signifikant koefficientsumma, men endast ett av fragmenten har inkluderats. Detta beror pa

att summorna dr sa pass lika att ett av fragmenten valdes att uteslutas.

Tabell 2 — Koefficienter och koefficentsummor for samtliga metaboliter.

Metabolit
1-aminocyklopropan-karboxylsyra
24-metylkolesterol
2-aminobutansyra
2-ketoleucin
3-hydroxibutansyra
5-aminolevulinsyra
Cis-akonitsyra
Trans-akonitsyra
AMP
Adenosin
Alanin
a-ketoglutarat
a-ketoglutaratsyra
Arabinos
p-alanin
Koffein
Cellobios (m/z=361)
Cellobios (m/z=205)
Cellotrios
Citronsyra
Kreatinin
Cystein
DHEA
DHA (m/z=224)
DHA (m/z=175)
Docosaonsyra-metylester
Kapronsyra
Eikosadiensyra
Eikosadiensyra-metylester
Eikosansyra
EPA (Eikosapentaensyra) (m/z=137)
EPA (Eikosapentaensyra) (m/z=201)
EPA (Eikosatetraensyra) (m/z=203)
EPA (Eikosatetraensyra) (m/z=137)
Eikosenoesyra
Erytros
Fruktos (m/z=334)
Fruktos (m/z=172)
Glukos-6-fosfat (m/z=471)
Glukos-6-fosfat (m/z=195)
Glutamin (m/z=157)
Glutamin (m/z=155)
Glycerinsyra
Glycin

Simmare A Simmare B Simmare C Simmare D Summa

0,022092
-0,00264
0,019169
0,024466
0,017902
0,015291
0,012342
-0,00241
0,034496
0,038409
0,028283
0,014663
0,021684
0,013831
-0,00471
0,02052
0,000806
0,020844
0,021191
0,036729
-0,00423
-0,02452
0,014941
0,001052
-0,00545
0,032899
-0,03466
-0,02381
0,039289
-0,04034
-0,01719
0,007736
-0,00121
-0,00846
-0,01909
0,010321
-0,00906
-0,0137
0,026145
0,021416
0,010405
0,010772
-0,02242
-0,00388

0,016088
0,024126
-0,0126
0,019264
0,013129
0,011094
0,007917
-0,00157
0,021937
0,031023
0,022715
-0,01092
-0,00233
-0,00715
0,011206
0,012139
-0,01035
0,022827
0,033291
0,018366
-0,00764
-0,02331
0,008774
-0,01135
0,03173
-0,00692
-0,00016
0,012344
0,012131
-0,03283
0,028117
0,023405
0,019434
0,012606
0,010353
-0,01606
-0,01478
-0,02005
0,019744
-0,0181
-0,00357
-0,00288
0,001265
0,016157

0,024011
0,041175
-0,03473
0,026001
0,03882
-0,03313
-0,01408
-0,03111
0,01059
-0,0008
0,037788
-0,04307
0,033468
-0,02197
0,003426
-0,0022
-0,02308
0,009095
0,006899
-0,02464
0,002399
-0,01448
-0,01977
-0,00792
0,01809
-0,03433
0,022313
-0,01185
0,021873
-0,01617
-0,00433
-0,00798
0,000994
-0,03991
-0,04343
-0,012
-0,00109
-0,01
0,02475
0,048249
0,006537
0,006278
-0,02926
0,005063

0,015776
0,000332
-0,02131
0,018442
0,004767
-0,00431
0,014239
0,013716
0,003804
0,019452
0,013932
-0,02848
0,018194
-0,03021
-0,01019
-0,02164
0,026126
0,017912
0,019317
0,00098
0,001669
-0,01377
-0,01816
-0,00297
-0,0324
-0,01271
0,027844
-0,02299
0,014468
-0,0052
-0,00747
-0,01882
-0,02465
-0,00624
-0,01137
0,008191
-0,002
0,005357
0,030009
-0,01791
0,017357
0,015956
-0,02411
0,002897

0,077966
0,062989
-0,04947
0,088173
0,074618
-0,01105
0,020422
-0,02137
0,070827
0,088079
0,102718
-0,06781
0,071015
-0,0455
-0,00027
0,008823
-0,0065
0,070678
0,080698
0,031435
-0,00781
-0,07608
-0,01422
-0,02119
0,011966
-0,02106
0,015338
-0,0463
0,08776
-0,09453
-0,00087
0,004332
-0,00543
-0,042
-0,06355
-0,00955
-0,02694
-0,03839
0,100648
0,033664
0,030726
0,03012
-0,07452
0,02024
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Hydeoxikoliksyra
Isoleucin

Laktitol

Laktos

Laminarabinos

Lyxos (m/z=217)

Lyxos (m/z=104)

Lyxos (m/z=308)
Appelsyra

Malonsyra

Maltitol

Maltos (m/z=363)

Maltos (m/z=362)
N-acetyl-glukosamin
Nikotinamid

Nigeros

Nonadekansyra
Noradrenalin
Oktadekadiensyra
Oktadekadiensyra-metylester
Oktadekansyra
Oktadecensyra (m/z=185)
Oktadecensyra (m/z=199)
Ornitin

Palatinos
Fosfoenolpyruvatsyra
Prolin

Putrescin (m/z=217)
Putrescin (m/z=380)
Pyruvatsyra

Raffinos

Ribos

Salicin

Sinapylalkohol
Sorbitol-6-fosfat (m/z=255)
Sorbitol-6-fosfat (m/z=315)
Sorbos

Squalen

Butandisyra (m/7=247)
Butandisyra (m/z=77)
Trehalos

Tryptofan

Turanos

Valin

Xylos

Xylulos

0,043556
0,009155
-0,00477
0,002049
0,021756
0,024423
0,027029
0,006358
0,039676
-0,02221
-0,01449
0,005767
0,015906
0,034248
0,031776
0,015906
0,038728
0,007909
-0,01741
0,015448
-0,00372
-0,03099
-0,02948
-0,02189
0,030749
0,008063
-0,03873
-0,01113
-0,0148
0,035707
0,007813
0,012518
0,01296
-0,00163
0,006476
0,035516
-0,01696
-0,0059
0,040407
-0,03667
0,009475
-0,02988
0,003871
-0,00387
0,025659
0,034245

-0,02042
-0,03024
0,03113
-0,01136
0,029498
0,010641
0,008195
-0,01414
0,02734
0,013635
0,011339
0,028033
0,021095
0,011067
0,015037
0,021095
-0,02616
0,026294
0,011828
0,011466
0,013802
-0,00468
-0,00469
0,005914
0,025355
0,014812
-0,01839
-0,02089
-0,01714
0,031181
-0,01063
-0,01042
0,005661
-0,02249
0,020243
0,017631
-0,01941
-0,00791
0,034184
-0,00441
0,025476
-0,02683
0,003955
-0,0298
0,008048
0,029126

-0,00614
-0,02157
0,025712
-0,02064
0,001522
0,018943
0,027709
-0,02528
0,044134
0,036311
0,016734
-0,00134
0,000738
0,014886
-0,03058
0,000738
0,016235
0,011828
0,007188
-0,01746
-0,03529
-0,01103
-0,00805
-0,04165
-0,03658
0,002354
0,012233
-0,00742
-0,00933
0,048842
0,038437
-0,02459
0,023526
-0,02912
0,01846
0,000583
-0,0074
-0,01993
0,033155
-0,00783
-0,01584
-0,03912
0,02782
-0,03168
0,021927
-0,00305

0,009548
-0,00312
0,030148
0,019368
0,006583
0,026227
0,02962
-0,02861
0,032683
0,019836
-0,00503
0,02276
0,017793
0,020621
0,002008
0,017793
-0,02542
0,021764
-0,01551
-0,01743
0,001311
-0,02436
-0,02783
-0,02102
0,016409
0,009248
0,013859
-0,01842
-0,01584
0,032439
-0,01535
-0,02832
0,030677
-0,01784
0,003738
0,022132
0,008936
0,022454
0,023383
-0,02735
0,011613
-0,01947
0,026381
-0,00383
0,001046
0,019809

0,026545
-0,04577
0,082223
-0,01058
0,059358
0,080234
0,092554
-0,06167
0,143832
0,047567
0,008561
0,05522
0,055532
0,080821
0,018244
0,055532
0,003382
0,067795
-0,0139
-0,00798
-0,0239
-0,07107
-0,07004
-0,07865
0,035936
0,034476
-0,03103
-0,05786
-0,05711
0,148169
0,02027
-0,05081
0,072824
-0,07107
0,048917
0,075862
-0,03483
-0,01129
0,131129
-0,07626
0,030723
-0,11528
0,062028
-0,06919
0,056679
0,08013
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Bilaga 8 — PLS-analyser for de signifikanta metaboliterna
En sammanstillning av R*- och Q*-virden samt antal komponenter for samtliga PLS-analyser
pa de signifikanta metaboliterna for respektive simmare kan ses 1 Figur 37.
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Figur 37 — R’- och Q’-viirden samt antal komponenter for a) Simmare A, b) Simmare B,
c) Simmare C, d) Simmare D.

Samtliga Score plots for PLS-analyserna pd de signifikanta metaboliterna for respektive
simmare illustreras 1 Figur 38. De fyra punkterna, vilka motsvarar prov 1-4, befinner sig pa
olika stdllen 1 graferna vilket innebér att de innehaller olika metabolitdata.
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Figur 38 — Score plot for a) Simmare A, b) Simmare B, ¢) Simmare C, d) Simmare D.
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