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Sammendrag

Innledning: Det er vist at hayfrekvent styrketrening med redusert blodstrem og lav
motstand kan resultere i stor satellittcelle-, muskelcellekjerne- og
muskelfiberarealgkning pa kort tid. Satellittcelle-, muskelcellekjerne- og
muskelfiberarealresponsen er imidlertid rapportert a stagnere allerede etter én uke med
trening, og det kan spekuleres i om en hvileperiode kan gjenopprette sensitiviteten i
systemet. Malet med denne studien var derfor a undersgke om satellittcelle-,
muskelcellekjerne- og muskelfiberarealresponsen kunne opprettholdes ved a legge inn
en 10 dagers hvileperiode mellom to blokker med hgyfrekvent styrketrening med

redusert blodstrgm pa lav motstand.

Metode: Ti forsgkspersoner gjennomfarte 14 gkter med styrketrening med redusert
blodstrem med lav motstand fordelt pa to blokker & syv gkter pa fem dager, adskilt av
en 10-dagers hvileperiode. Treningsprotokollen bestod av fire serier til utmattelse i
kneekstensjon med en motstand pa 20 % av 1 repetisjon maksimum (1 RM) (30
sekunder mellom hvert sett). Reduksjon i blodstrem ble indusert med en 13,5 cm bred
trykkmansjett (100 mmHg for menn, 90 mmHg for kvinner). Muskelbiopsier ble tatt fra
m. vastus lateralis (VL) far, fire ganger underveis og to ganger etter intervensjonen.
Muskelvevet ble kutte i atte um tykke snitt og merket mot satellittceller (NCAM +
laminin og Pax7 + laminin) muskelcellekjerner (DAPI) og fibertype (SC71 + dystrofin).
Fluorescens mikroskop ble brukt til & kvantifisere satellittcellene og muskelcellekjerner.
Muskelstyrke i kneekstensjon ble testet som 1 RM og maksimalt isokinetisk
dreiemoment (moment ved 60 g/s). Muskeltykkelse- og tverrsnittareal av larmuskulatur

ble malt med henholdsvis ultralyd (UL) og Magnetresonanstomografi (MR).

Resultater: | type | og Il fibrene gkte satellittcelleantallet signifikant etter farste
treningsuke (henholdsvis 115+101 % og 132+168 %) og wkte videre for type |1 etter
andre uke (228+174 %, fra baseline), mens satellittcelleantallet i type | fibrene stagnerte
(115£95 %, fra baseline). Ingen signifikante endringer ble funnet for antall
muskelcellekjerner i type I eller 11 fibrene etter fgrste treningsuke, men etter siste
treningsuke tenderte kjerneantallet a gke i bade type 1 og Il fibrene (28+29 % og 28+31
%, p=0,10 og p=0,13). Muskelfiberareal av type | og Il fibrene var uendret etter fgrste
treningsuke, men viste en signifikant gkning fra hvileperioden til etter andre treningsuke



pa 25+ 23 % for type | fibrene og 32 + 27 % for type 11 fibrene. Muskeltverrsnittareal av
m. quadriceps endret seg ikke i lgpet av intervensjonen, men muskeltykkelse av VL
gkte signifikant etter farst (3,3+ 2,1 %) og andre treningsblokk (5,7+ 2,5 %).
Muskelstyrke i kneekstensjon ble ikke signifikant endret gjennom intervensjonen.

Diskusjon: Noe overraskende fant vi kun gkning i antall satellittceller etter forste
treningsuke. Til tross for hvileperioden pa 10 dager var det ingen videre gkning i antall
satellittceller i type | fibrene i andre treningsuke, men de andre variablene viste en
gkning. Da responsen pa den farste treningsblokken ble mindre enn forventet er det
vanskelig & bedgmme betydningen av hvileperioden pa endringer i andre treningsblokk.
Ingen signifikant gkning i tverrsnittsareal av m. quadriceps eller i muskelstyrke kan

tyde pa at treningsbelastningen ble for stor med denne protokollen.

Nokkelord: Styrketrening med redusert blodtilfgrsel, satellittceller, muskelcellekjerner,

muskelfiberareal, muskeltykkelse, muskeltverrsnittareal og muskelstyrke.
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CDK1 Cyclin-dependent kinase 1
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JINKSs c-jun N-terminal kinases
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MyoD Myogenic differentiation 1

Myf5 Myogenic factor 5
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Srf Serumresponse faktor
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1 Innledning Amund Lgvstad

1. Innledning

Styrketrening med redusert blodstrem (SRB) ogsa populart kaldt okklusjonstrening har
det siste tiaret blitt en populr treningsmetode. I en nylig studie observerte Nielsen et
al. (2012) at SRB med lett motstand (20 % av 1RM) resulterte i en kraftig gkning i
antall satellittceller (~150 %) og muskelcellekjerner (~30 %). Disse tallene er i
starrelsesorden med hva man har sett etter lengre periode med styrketrening (10-16
uker) (Kadi & Thornell, 2000; Petrella, Kim, Cross, Kosek, & Bamman, 2006). Det ble
ogsa sett en kraftig muskelvekst der muskelfiberarealet gkte med 30-40 %, etter kun
fem dager med trening (7 gkter). Observasjonene til Nielsen et al. (2012) fayer seg inn i
rekkene med tidligere studier som har vist at styrketrening av overarms- og
knestrekkermuskulaturen med redusert blodstrgm gir tilsvarende eller kraftigere
muskelvekst enn tradisjonell styrketrening (Loenneke, Wilson, Marin, Zourdos, &
Bemben, 2012b; Wernbom, Augustsson, & Raastad, 2008).

| studien til Nielsen et al. (2012) ble det gjennomfart tre sammenhengende treningsuker
med 7 til 9 treningsgkter i uken, pa fem dager. Interessant er det at satellittcelle-,
muskelcellekjerne- og muskelfiberarealgkningen kom allerede etter farste treningsuke
for deretter a flate av (figur 1,1). @kningene var fortsatt signifikante 10 dager etter
intervensjonen, som indikerer at denne treningsmetoden kan gi en permanent gkning for
de nevnte variablene. Den hgye treningsfrekvensen uten hvileperiode kan ha bidratt til
at treningseffekten stagnerer etter fagrste treningsuke. Stagnasjonen kan komme av at
systemet blir ««mettet>» og ikke klarer & ta til seg mer trening. A gjennomfare
hgyfrekvent SRB med lav motstand i flere sammenhengende uker, virker derfor ikke

optimalt dersom en vedvarende treningseffekt er malet.
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1 Innledning Amund Lgvstad

A o.4T Hl Okklusjon
Type Il
[ kontroll

AT Hl oOkkiusjon
Type Il

[ Kontroll

Satelittceller per fiber

Muskelcellekjerner per fiber

Figur 1.1 Pre; baseline, mid8; etter 1 uke trening, post 3 og 10; 3 og 10 dager etter siste treningsuke. A;
Pax 7" positive satellittceller per muskelfiber i type 11 fibre. B; Muskelcellekjerneantall per muskelfiber i
type Il fibre. Modifisert etter Nielsen et al. (2012).

A legge inn en hvileperiode mellom to blokker med hayfrekvent SRB kan derfor veere
interessant i denne sammenheng fordi hvileperioden gir den trente muskulaturen
muligheten og hente seg inn igjen, og resultatet kan veaere at en unngar a stagnere etter
farst treningsuke. At en hvileperioden kan resette den anabole responsen i
muskelfibrene, stottes av Ogasawara, Yasuda, Ishii, & Abe, (2013b), Ogasawara,
Yasuda, Sakamaki, Ozaki, & Abe, (2011) og Ogasawara, Kobayashi, et al. (2013a).
Etter 18 styrkegkter observerte Ogasawara et al. (2013a), at den anabole signaliseringen
i skjelettmuskelfibrene ble mindre sensitiv. Sensitiviteten var imidlertid tilbake da en ny
styrkegkt ble gjennomfgrt etter 12 dager med hvile. Samme forfatter kan ogsa vise til to
studier der det ble vist at hypertrofi skjedde i en tidlig fase av treningen. (Ogasawara et
al., 2011, 2013b). De diskuterte derfor at & legge inn en hvileperiode underveis i

intervensjonen, kunne fare til at adaptasjonsresponsen i musklene ble resensitivert.

Det finnes ingen studier som har undersgkt om en hvileperiode etter hgyfrekvent SRB
med lav motstand vil resensitivere adaptasjonsresponsen i muskelfibrene. Dette er et
interessant og viktig omrade og undersgke dersom denne treningsmetoden skal
gjennomfares over flere uker, med bakgrunn i resultatene til Nielsen et al. (2012).
Gjennom denne studien gnsket vi derfor & undersgke om en hvileperiode pa 10 dager,
etter hagyfrekvent (syv gkter pa fem dager) SRB med lav motstand kan resensitiverer
muskelfibrene og gi en ny treningsadaptasjon pa gjeldene variabler: satellittceller- og
muskelcellekjerneantall, samt muskelfiberareal. | tillegg undersgkes
muskeltverrsnittareal og muskeltykkelse malt med MR og UL, samt muskelstyrke malt

som 1RM og moment ved 60 g/s (isokinetisk styrke).
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1 Innledning Amund Lgvstad

1.1 Problemstilling

Hvilken effekt har to uker med hgyfrekvent (syv gkter pa fem dager) SRB med lav
motstand, avskilt med en 10 dagers hvileperiode etter farste treningsuke pa gkning i
satellittceller, muskelcellekjerner og muskelfiberareal.

1.1.1 Hypotese

- Det vil veere en gkning i satellittceller, muskelcellekjerner og muskelfiberareal

etter farste treningsuke.

Likt med farste del av Nielsen et al. (2012).

- Ved a legge inn en hvileperiode pa 10 dager vil det vare en ytterligere gkning i

satellittceller, muskelcellekjerner og muskelfiberareal etter andre treningsuke.

Dette til forskjell fra Nielsen et al. (2012) der responsen stagnerte etter fgrste

treningsuke.
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2 Teori Amund Lgvstad

2. Teori

Skjelettmuskulatur har en unik evne til a tilpasse seg de stimuli den utsettes for. Den
muligheten muskelfibrene har til & adaptere seg i respons til eksternt stimuli kalles
muskel plastisitet (Gundersen, 2011). Fysiologiske egenskaper som utholdenhet og

muskelstyrke er eksempler pa muskuleere egenskaper som er plastiske.

Hovedfokuset i denne oppgaven er plastisiteten rundt muskelfiberareal, satellittcelle- og
kjerneantall. I skjelettmuskulaturen er muskelcellekjernene det gverste styringsorganet
og er sammen med translasjonsmaskineriet med a bestemme kapasiteten for
proteinsyntesen. Proteinsyntesen kan grovt sett deles opp i transkripsjonsprosessen og
translasjonsprosessen. | muskelcellekjernene kan vi i transkripsjonsprosessen skru av
eller pa gener som kan bidra til gkt syntese av spesifikke muskelproteiner. Hver enkelt
muskelcellekjerne kontrollerer produksjonen av mMRNA og proteinsyntesen over et
begrenset cytoplasmavolum, et konsept kjent som kjernedomene eller DNA-enheten
(Cheek, 1985; Hall & Ralston, 1989). For & kunne opprettholde kjernedomene nar
muskelfiberne vokser, aktiveres satellittceller som deler seg og senere smelter sammen

med muskelfibre som vokser.

Videre i dette kapittelet vil jeg gjare rede for styrkegkning og muskelvekst etter
styrketrening med redusert blodstem (SRB) med lav motstand sammenlignet mot
tradisjonell tung styrketrening. Satellittceller og muskelcellekjerner beskrives ngye, der
satellittcelleaktivering, identifisering av begge celletyper samt hvilken rolle de har i
forbindelse med hypertrofi blant annet trekkes frem. Til slutt gjeres det rede for

satellittcelle- og muskelkjerneresponsen til SRB og tradisjonell tung styrketrening.
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2 Teori Amund Lgvstad

2.1 Okklusjonstrening

Effekten av et styrketreningsprogram er i stor grad bestemt av manipulering av ulike
variabler som treningsmostand, intensitet, volum, frekvens, type avelse, rekkefalge,
aksjonsform, bevegelseshastighet og lengde pa hvileperioder mellom seriene (Bird,
Tarpenning, & Marino, 2005). Styrketrening med lav motstand (20-50 % av 1RM) og
redusert blodstram (SRB) har de siste 10-20 arene blitt en stadig mer populeer
treningsform. Treningsformen er tatt i bruk til flere ulike formal som for eksempel ved
rehabilitering og opptrening (Yasuda et al., 2011b). SRB omfatter bruk av en tourniquet
(Shinohara, Kouzaki, Yoshihisa, & Fukunaga, 1998), en oppblashar mansjett (Takano et
al., 2005) eller elastiske band (Loenneke, Kearney, Thrower, Collins, & Pujol, 2010)
rundt den proksimale ende av en ekstremitet for a redusere blodtilfarselen og stenge den
vengse tilbakestrgmningen. Dette induserer en lokal hypoksisk tilstand (iskemi) i
muskulaturen som trenes (Wernbom, Augustsson, & Raastad, 2008). Den Japanske
fysioterapeuten Yoshiako Sato begynte allerede sent pa 1960- tallet a eksperimentere
med denne treningsmetoden og kalte denne treningsformen for ”Kaatsu traning” ("Ka
atsu” betyr tillagt press). | ettertid har mange definisjoner blitt benyttet om denne
treningsformen som okklusjonstrening, iskemisk styrketrening, styrketrening med
vaskulaer okklusjon og styrketrening med redusert blodstrem. | denne oppgaven brukes

styrketrening med redusert blodstrem (SRB).

I den opprinnelige japanske modellen ble det benyttet et mansjett- trykk rundt 200
mmHg (Takarada et al., 2000a; 2000b) selv om nyere funn har demonstrert gunstige
resultater med et mansjett- trykk pa 50 mmHG (Sumide, Sakuraba, Sawaki, Ohmura, &
Tamura, 2009). Imidlertid ble det i den opprinnelige japanske modellen benyttet smale
mansjetter (33 mm) sammenlignet mot Sumide et al. (2009) der mansjettbredden var pa
150 mm. En rekke faktorer kan pavirke den akutte responsen til SRB med lav motstand,
inkludert mansjett- trykket, mansjett plassering, bredde og type, om mansjett- trykket
slippes opp i hvilepauser eller ikke, treningsbelastning og volum, samt frekvensen og
varigheten pa treningsgkta og om treningen gjennomfares til utmattelse eller ikke (Bird
et al., 2005; Scott, Slattery, Sculley, & Dascombe, 2014). Dette er alle faktorer som
burde tas hgyde for nar en vurder effekten av SRB pa hypertrofi og styrkegkning.

Shinohara et al. (1998) gjennomfarte den farste engelskspraklige studien som
demonstrerte at SRB med lav motstand gkte muskelstyrken. American Collage of
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2 Teori Amund Lgvstad

Sports Medicine (Adams et al., 2009; Kraemer et al., 2002) anbefaler at optimal
hypertrofi- og styrkegkning oppnas gjennom tradisjonell tung styrketrening med en
moderat eller hgy motstand, tilsvarende >65 % av 1RM gjennomfart to til tre ganger i
uken, 6-12 repetisjoner. Likevel har flere studier demonstrert en betydelig hypertrofi og
styrkegkning etter 1 til 16 uker med SRB med motstand sa lav som 20 % av 1RM (Abe,
et al., 2005a, 2005b; Kubo et al., 2006; Laurentino et al., 2012; Madarame et al., 2008;
Nielsen et al., 2012; Shinohara, Kouzaki, Yoshihisa, & Fukunaga, 1998; Takarada et al.,
2004; 2002; 2000b).

2.1.1 Fysiologien bak okklusjonstrening

Selv om mekanismene er uklare, er den anabole responsen pa SRB med lav motstand
antatt a stimuleres av flere mekanismer (figur 2,1). Studier der SRB med lav motstand
er gjennomfgrt, har vist at denne treningsformen resulterer i et stort metabolsk stress via
markant reduksjon i kreatinfosfat (PCr) (Suga et al., 2009; 2012), gkt konsentrasjon av
uorganisk fosfat (P;) (Suga et al., 2009; Takada et al., 2012), pH- reduksjon (Suga et al.,
2009, 2012) og en gkt laktatproduksjon (Fujita et al., 2007; Pierce, Clark, Ploutz-
Snyder, & Kanaley, 2006; Reeves et al., 2006; Takano et al., 2005; Takarada et al.,
2000a). Oppsummert tyder disse funnene pa at den reduserte blodstrgmmen til de
arbeidene musklene under SRB, gker avhengigheten av anaerob metabolisme (Kawada,
2005) og reduserer laktat fjerning. Det er antydet at den kraftige metabolske responsen
som er observert etter SRB, resulterer i en stagrre rekruttering av type Il fibrene, hormon
respons, intramuskuler signalisering og intracelluler svelling, sammenlignet med

trening som induserer et stgrre mekanisk stress (Schoenfeld, 2013; Scott et al., 2014).

SRB med lav motstand fremmer en gunstig anabol endokrin respons (oppsummert av
Scott et al., 2014), lik tradisjonelle tunge styrketreningsprogrammer designet for a
fremme hypertrofi (Kraemer, Kilgore, Kraemer, & Castracane, 1992). Det synes som at
veksthormon (GH) er hormonet som i sterst grad stimuleres av SRB med lav motstand
(Godfrey, Madgwick, & Whyte, 2003). Flere studier har observert en kraftig gkning i
plasma GH konsentrasjonen etter SRB med lav motstand (Reeves et al., 2006; Takano
et al., 2005; Takarada et al., 2000a). Imidlertid er det diskutert i litteraturen i hvor stor
grad GH og generelt den systematiske endokrine responsen bidrar til en anabol respons
lokalt i muskulaturen (Godfrey et al., 2003; West & Phillips, 2010). Det er foreslatt at
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den trenings-induserte hypertrofien er mer lokalt forankret og blant annet er avhengig av
intramuskuleer signalering (West, Burd, Staples, & Phillips, 2010).

Flere studier har demonstrert at SRB med lav motstand kan stimulere til intramuskuleer
signalering (Fry et al., 2010; Fujita et al., 2007; Gundermann et al., 2014; Wernbom et
al., 2013). Regulering av proteinsyntesen via intramuskulere signalveier diskuteres mer

i en annen masteroppgave (Dalen, 2014).

En rekke studier har demonstrert celluleer svelling i forbindelse med SRB med lav
motstand (Abe et al., 2012; Loenneke, Fahs, Rossow, Abe, & Bemben, 2012a;
Schoenfeld, 2013). | litteraturen er det vist at svelling av muskelfibre kan gke
proteinsyntesen, redusere proteinnedbrytningen og muligens trigge prolifering av
satellittcellen og videre legge til rette for sammensmelting med i den voksende
muskelfiberen (Dangott, Schultz, & Mozdziak, 2000; Lang et al., 1998). Flere
undersgkelser har rapportert gkt grad av muskelaktivering etter SRB, malt som EMG
(Moore et al., 2004; Takarada et al., 2000b; Yasuda et al., 2009). Andre studier har
derimot ikke observert noen forskjell i muskelaktivering under SRB (Kacin & Strazar,
2011;Wernbom, Jarrebring, Andreasson, & Augustsson, 2009).
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Figur 2.1. Simplifisert skjematisk fremstilling av det foreslatte samspillet mellom potensielle mekanismer,
som kan meditere den adaptive responsen etter SRB. Sannsynlige mekanismer er representert i de
merkegra boksene. Mekanismer som det kreves mer forskning pa er representert i de hvite boksene.
Utfall/ resultat av SRB er representert i de lysegra boksene. Hele piler indikerer sannsynlig sammenheng
mellom foreslatte mekanismer. Stiplede piler indikerer en mulig sammenheng mellom foreslatte
mekanismer, som krever mer forskning. CSA: tverrsnittsareal, ROS: reaktive oksygenradikaler. SRB:
styrketrening med redusert blodstrem. Modifisert etter Scott et al. (2014).
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2.2 Styrkegkning etter SRB med lav motstand versus
tradisjonell tung styrketrening

Shinohara et al. (1998) var den farste engelskspraklige studien som rapporterte at SRB
med lav motstand resulterte i styrkefremgang. | etterkant er det gjennomfart flere
studier med denne treningsmetoden som stgtter resultatene til Shinohara et al. (1998). |
studiene rapporteres en styrkegkning pa mellom 5 til 40 % (gjennomsnitt 19 %) malt
som endring i maksimal voluntzer kontraksjon (MVC) eller 1RM, etter 12 til 36 gkter
med en varighet fra 1 til 16 uker (tabell 2,1) (Abe et al., 2005a; 2005b; Burgomaster et
al., 2003; Kubo et al., 2006; Laurentino et al., 2012; Madarame et al., 2008; Shinohara
et al., 1998; Takarada et al., 2004; 2000b; 2002).

Studier som har sammenlignet styrketrening med eller uten redusert blodstrem med en
lav motstand (<50 % av 1 RM) rapporterer en stgrre styrkeframgang nar treningen
kombineres med redusert blodstrem (SRB) (8,9 til 40,1 %, gjennomsnitt = 17,8 %) enn
nar blodtilfarselen er normal (1,3 til 20,7 %, gjennomsnitt = 7,3 %). Dette tilsvarte en
styrkegkning per dag for SRB pa mellom 0,16 til 1,6 % (gjennomsnitt; 0,8 %) og for
kontroll pa mellom 0,06 til 0,63 % (gjennomsnitt; 0,26 %) (Abe et al., 2005a; 2005b;
Laurentino et al., 2012; Shinohara et al., 1998; Takarada et al., 2002; 2004). Disse
resultatene indikerer at dersom styrketreningen gjennomfgres med en lav motstand, sa
gir en redusert blodstrgm en ekstra styrkeeffekt malt som gkning i 1 RM eller MVC.
Det virker imidlertid som det kan veere en gvre grense hvor hgy motstanden kan veere
for at SRB skal gi noen ekstra styrkefremgang sammenlignet mot om man gjennomfarer
samme treningen uten redusert blodstrem (Wernbom et al., 2008). Denne pastanden
stattes av Laurentino et al. (2008) og Burgomaster et al. (2003). De kunne ikke
observerte noen forskjell i styrkefremgang nar styrketreningen ble gjennomfart med
eller uten redusert blodstrgm pa en moderat til hgy motstand (50-80 % av 1RM). | en
oversiktsartikkel av Wernbom et al. (2008) diskuteres det intramuskulare trykket som
bygges opp i muskulaturen nar motstanden gker, og dette kan veere en mulig arsak til at
SRB ikke gir noen ekstra muskelvekst og videre styrkegkning nar motstanden kommer
over 50-60 % av 1 RM.
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| studier der SRB med lav motstand (<50 % av 1RM) er sammenlignet tradisjonell tung
styrketrening (>70 % av 1RM) vister resultatene en like stor styrkefremgang (Kubo et
al., 2006; Laurentino et al., 2008; 2012; Takarada et al., 2000). Takarada et al. (2008)
observerte en gkning i muskelstyrke for gruppen som trente SRB med lav motstand (20
% av 1RM) og tradisjonell tung styrketrening (80 % av 1RM) pa 18,4 % (0,16 % per
dag) og 22,6 % (0,20 % per dag) i lgpet av intervensjonsperioden pa 112 dager. Etter &
ha benyttet samme motstand pa gruppen som trente SRB og tradisjonell tung
styrketrening registrerte Laurentino et al. (2012) en gkning i muskelstyrke pa
henholdsvis 40,1 % (0,71 % per dag) og 36,2 % (0,64 % per dag) etter

intervensjonsperioden pa 56 dager.

| studier der mer ekstreme protokoller er benyttet i kombinasjon med SRB viser
resultatene en stor styrkerespons etter kort tid (Abe et al., 2005a; 2005b; Nielsen et al.,
2012). | de nevnte studiene som hadde en varighet pa mellom 8 og 21 dager og fra 7 til
12 gkter i uken, ble det registret en styrkegkning fra 9,6 % til 16 % i lgpet av
intervensjonsperioden. Dette tilsvarer en gkning per dag pa mellom 0,5 % til 1,2 %
(gjennomsnitt; 0,8 %). SRB er 0gsa vist & kunne vare en effektiv treningsmetode under
rehabilitering for & gke muskelstyrken hos pasienter som har gjennomfart fremre
korsband kirurgi (Ohta, Kurosawa, Ikeda, lwase, & Satou, 2003). Alt i alt tyder
litteraturen pa at SRB med en lav motstand har potensiale til & gke muskelstyrken, pa

niva med det som er sett etter tradisjonell tung styrketrening.
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Tabell 2.1 Oversikt over studier som har gjennomfart SRB med kontrollgruppe pa prosentvis endring
styrke. Skrift i kursivformat er kontrollgruppe og/eller bein for de gjeldene studiene, som trente med
normal blodtilfarsel (uten okklusjon). Modifisert etter Wernbom et al. (2008).

Studie  Kjonn n Dvelse Trening- @kter/u  Trenings- Reps Serier Motstand Fremgang Komment
(alder) status ke periode (per (% av 1IRM/ (%) ar
(dager) serie) MVC)

Shinohara M 5 Kne-ekstensjon Utrent 3 28 ~36 1 40 +26 (MVC) Mansijett-
etal. 19-23 (+0,92 % per trykk og
(1998) dag) bredde; 250

mmHg, 80
mm.
Kne-ekstensjon 3 28 ~36 1 40 +9 (MVC) Kontroll-
(0,32 % per bein
dag)

Takarada K 11 Albu-fleksjon Utrent 2 112 ~18 3 53 +18,4 (MVC) Mansjett-
etal. 58+2 (unilateral) (+0,16 % per trykk- og
(2000) dag) bredde; 110

mmHg, 33
mm.
Albu-fleksjon 2 112 ~19 3 76 +2,6 (MVC) Kontra-
(unilateral) (+0,20 % per lateral arm
dag)
K 8 Albu-fleksjon Utent 2 112 ~18 3 54 +1,0 (MVC) Kontroll-
57+2 (unilateral) (+0,009 % per gruppe.
dag)
Takarada M 6 Kne-ekstensjon  Styrke-trente 2 56 ~16 5 50 +14,3 (MVC) Mansjet-
etal. 25+1 (bilateral) rugby spillere (+0,26 % per trykk- og
(2002) dag) bredde; ~
196 mmHG,
33mm
M 5 Kne-ekstensjon  Styrke-trente 2 56 ~16 5 50 +3,2 (MVC) Kontroll-
26+1 (bilateral) rugby spillere (+0,06 % per  gruppe med.
dag) samme
motstand
Burgomas M 8 Kne-fleksjon Utente 2 56 ~5-10 3-6 ~50 +23 (1RM) Mansjett-
teretal. 20+0 (unilateral) (+0,41 % per trykk- og
(2003) dag) bredde; 100
+10 (MVC) mmHG,
(+0,17 % per 70mm
dag)
Kne-fleksjon 2 56 ~5-10 3-6 ~50 +23 (IRM)  Kontrol-bein
(unilateral) (+0.41 % per
dag)
+0 (MVC)

1RM: en repetisjon maksimum. MVC: maksimal voluntar (isometrisk) kontraksjon.
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Tabell 2.1 Fortsettelse

Studie  Kjonn n Dvelse Trening- @kter/u  Trenings- Reps Serier Motstand Fremgang Komment
(alder) status ke periode (per (% av 1IRM/ (%) ar
(dager) serie) MVC)
Takarada M 6 Kne-ekstensjon  Fysisk aktive 2 56 16-23 5 16-22 +9,2 (MVC) Mansijett-
etal. 21+1 (bilateral) (+0,16 % per trykk- og
(2004) dag) bredde; ~
218 mmHg,
90 mm
M 6 Kne-ekstensjon  Fysisk aktive 2 56 16-23 5 16-22 +3,1 (MVC) Kontroll-
22+1 (bilateral) (+0.06 % per gruppe
dag)
Abe et al. M - Knebgy Trente 16 8 15 3 20 +9,6 (1IRM) Mansjett-
(2005b) (maskin) (+0,68 % per trykk gkte
dag) fra~ 160 til
240 mmHg
M - Knebgy Trente 16 8 15 3 20 +4,8 (1RM) Kontroll-
(maskin) (+0,34 % per gruppe
dag)
Abe et al. M 9 Knebgy Fysisk aktive 12 14 15 3 20 +16,8 (IRM) Mansjett-
(2005a) 24+8 (maskin) (+1,2 % per trykk gkte
dag) fra~ 160 til
240 mmHg
Kne-fleksjon Fysisk aktive 12 14 15 3 20 +22,6 (IRM)
(+1,6 % per
dag)
M 7 Knebgy Fysisk aktive 12 14 15 3 20 +8,9 (1RM) Kontroll-
24+8 (maskin) (+0,63 % per gruppe
dag)
Kne-fleksjon Fysisk aktive 12 14 15 3 20 +1,3 (1RM)
(+0.09 % per
dag)
Kubo et M 9 Kne-ekstensjon Utente 3 84 12-25 4 20 +7,8 (MVC) Mansjett-
al. (2006) 25+2 (unilateral) (+0,09 % per trykk gkte
dag) fra~ 180 til
240 mmHg
Kne-ekstensjon Utrente 3 84 10 4 80 +16,8 (MVC) Kontroll-
(unilateral) (+0,2 % per bein
dag)

1RM: en repetisjon maksimum. MVC: maksimal volunteer (isometrisk) kontraksjon.
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Tabell 2.1 Fortsettelse

Studie  Kjonn n Dvelse Trening- @kter/u  Trenings- Reps Serier Motstand Fremgang Komment
(alder) status ke periode (per (% av 1IRM/ (%) ar
(dager) serie) MVC)

Madaram M 8 Kne-ekstensjon Utrente 2 70 15-30 3 30 +19,6 (MVC) Mansijett-
eetal 2242 (bilateral) (+0,28 % per trykk gkte
(2008) dag) fra ~ 160 til

240 mmHg.
Mansijett-
bredde; 40
mm
Kne-fleksjon 2 70 15-30 3 30 +18,3 (MVC)
(bilateralt) (+0,26 % per
dag)
M 7 Kne-ekstensjon Utent 2 70 15-30 3 30 +4,6 (MVC) Kontroll-
22+4 (bilateralt) (+0,07 % per gruppe
dag)
Kne-fleksjon 2 70 15-30 3 30 +2,9 (MVC)
(bilateralt) (+0,04 % per
dag)

Laurentin M 8 Kne-ekstensjon  Fysisk aktive 2 56 6 3-4 ~80 +34,5 (IRM) Mansjett-
oetal. 24+3 (unilateral) (+0,61 % per tryk- og
(2008) dag) bredde; 126

mmHg,
140mm
Kne-ekstensjon 2 56 6 3-4 ~80 +36.9 (1IRM) Kontroll-
(unilateral) (+0,65 % per bein.
dag)
M 8 Kne-ekstensjon  Fysisk aktive 2 56 12 3-4 ~60 +35,3 (1IRM) Mansjett-
2243 (unilateral) (+0,63% per tryk- og
dag) bredde; 131
mmHg,
140mm
Kne-ekstensjon 2 56 12 3-4 ~60 +3,.6 (1IRM) Kontroll-
(unilateral) (+0,67 % per bein
dag)

Laurentin M 10 Kne-ekstensjon  Fysisk aktive - 56 15 3-4 ~20 +40,1 (1IRM) Mansjett-
oetal. (bilateral) (+0,71 % per trykk- og
(2012) dag) bredde: 94,8

mmHG. 175
mm
M 9 Kne-ekstensjon  Fysisk aktive - 56 8 3-4 ~80 +36,2 (1RM) Kontroll-
(bilateral) (+0,64 % per gruppe
dag)

1RM: en repetisjon maksimum. MVC: maksimal voluntar (isometrisk) kontraksjon.
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2.3 Muskelvekst etter SRB med lav motstand versus
tradisjonell tung styrketrening

I trad med at SRB har et potensial til & gke muskelstyrke pa lik linje med tradisjonell
tung styrketrening, sa viser litteraturen at denne treningsmetoden ogsa kan resultere i
tilsvarende muskelvekst malt med magnetresonanstomografi (MR) og ultralyd (UL)
(Abe et al., 2005a; 2005b ; Kubo et al., 2006; Laurentino et al., 2008; Madarame et al.,
2008; Takarada et al., 2000b; 2002; 2004; Yasuda, Ogasawara, Miakako, et al., 2011)
sammenlignet mot hva som er sett etter tradisjonell tung styrketrening (Holm et al.,
2008; Jones & Rutherford, 1987; Kubo et al., 2006; Laurentino et al., 2012; 2008;
MccCall, Byrnes, Dickinson, Pattany, & Fleck, 1996; Takarada et al., 2000b) (Tabell
2.2).

I en oversiktsstudie av Wernbom et al. (2007) viste de aktuelle studiene der tradisjonell
tung styrketrening ble utfart to til tre gkter per uke pa m. quadriceps a gi en
gjennomsnittlig gkning i tverrsnittsarealet pa 0,11 % per dag (0,03 — 0,26 %). Med
samme antall gkter i uken kunne ogsa Holm et al. (2008) og Jones & Rutherford, (1987)
observere en gkning i tverrsnittsarealet for m. quadriceps pa 7.6 % (0,09 % per dag) og
5% (0,06 % per dag) etter 12 uker med tradisjonell tung styrketrening. I trad med disse
resultatene har styrketrening pa knestrekkermuskulaturen med redusert blodstrgm med
lav motstand (16-50 % av 1 RM) vist a gi tilsvarende muskeltverrsnittarealgkning
(henholdsvis 0,04 — 0,22 % gkning per dag) utfart to til tre gkter i uken (Kubo et al.,
2006; Laurentino et al., 2012; Madarame et al., 2008; Takarada et al., 2002; 2004).
Takarada et al. (2000b) dokumenterte ogsa at SRB med relativ lav motstand (56 % av
1RM) pa overarmsmuskulaturen resulterte i en tilsvarende muskeltverrnsittgkning (m.
biceps brachii; 20,3 % (0,18 % per dag), m. brachialis; 17,8 % (0,16 % per dag)) som
tradisjonell tung styrketrening (76 % av 1RM; m. biceps brachii; 18,4 % (0,16 % per
dag), m. brachialis; 11,8 % (0,11 % per dag)), der totalt 32 gkter ble gjennomfart over
112 dager.

Det kan tyde pa at trente kan fa en muskelbyggende effekt av SRB pa niva med
tradisjonell tung styrketrening (Abe et al., 2005b; Manimmanakorn et al., 2012;
Takarada et al., 2002). Etter 56 og 35 dager med SRB (<50 % av 1 RM), registrerte
Takarada et al. (2002) og Manimmanakorn et al. (2012) en tverrsnittsgkning i m.
quadriceps pa 12,3 % (0,22 % per dag) og fleksor —og ekstensormusklaturen pa 7,7 %
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(0,22 % per dag) og 5,7 % (0,16 % per dag), der rugbyspillere og nettball-utgvere deltok

som forsgkspersoner.

SRB med mer ekstreme protokoller er ogsa blitt gjennomfart. Med 6 til 14 gkter i uken
med en motstand pa 20 % av 1RM viser resultatene en vesentlig muskelvekst malt som
muskeltverrsnittareal pa 3,5 til 8,5 % (gjennomsnitt 6 %) (Abe et al., 2005b; Fujita et
al., 2008), muskeltykkelse 3,0 til 7,7 % (gjennomsnitt 5,5 %) (Abe et al., 2005a; 2005b;
Fujita et al., 2008) og muskelfiberareal ~ 35 % (Nielsen et al., 2012) i lgpet av 6 til 21
dager. Dette tilsvarer en gjennomsnittlig gkning i muskeltverrsnittareal, muskeltykkelse
og muskelfiberareal per dag pa 0,59 %, 0,59 % og 1,66 %. Sammenlignet opp mot hva
en kan forvente i muskelvekst etter tradisjonell tung styrketrening er et slik resultat 4-5
ganger stagrre (Wernbom, 2011). Resultatet fra studiene til Abe et al. (2005a; 2005b),
Fujita et al. (2008) og Nielsen et al. (2012) kan derfor gi en indikasjon pa hvilket
potensial SRB med lav motstand har til & skape et stimuli for muskelvekst. Det kan
imidlertid diskuteres i hvilken grad muskelsvelling kan ha veert noe av arsaken til disse
resultatene, men malinger tatt tte dager eller mer etter siste treningsgkt bar vere lang

nok tid til at en eventuell svelling har lagt seg (Wernbom, 2011).

I en metaanalyse ble SRB med lav motstand sammenlignet mot styrketrening med lav
motstand uten redusert blodstram (Loenneke et al., 2012b). Her ble det registret
signifikante forskjeller mellom gruppene der gruppen som trente SRB med lav motstand
viste en signifikant hypertrofi. Spesielt i studier der treningsmotstanden var mellom 15
— 30 % av MVC/ 1 RM var effekten pa muskelvekst starst med redusert blodstrgm.
Disse resultatene er trad med an annen metaanalyse av Krieger, (2010) som tok for seg
studier der tradisjonell tung styrketrening og hypertrofitrening ble gjennomfart. Dette
indikerer at SRB kan skape samme hypertrofi som ved tradisjonell tung styrketrening
og at det er reduksjonen i blodstrammen som er en viktig arsak til dette. Loenneke et al.
(2012b) kunne i kontrast med Wernbom et al. (2007) sine resultater vise at flere av
studiene pekte mot at kvinner muligens har en mindre effekt av SRB enn menn nar det
gjelder muskelvekst. Det er i midlertid ikke gjort noen rene studier pa kvinner og SRB
og flere studier ma til for & kunne dra en sammenheng mellom variablene, noe ogsa

Loenneke et al. (2012b) nevner i sin studie.
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Tabell 2.2 Oversikt over studier som har gjennomfgrt SRB med kontrollgruppe pa prosent endring i
muskelvekst (muskeltverrsnittsareal og muskeltykkelse). Studier p& overkropp gverst og underkropp
nederst. Skrift i kursiv er kontrollgruppe i de respektive studier, som trente med normal blodtilfarsel (uten
redusert blodstrem). Modifisert etter Wernbom et al. (2008).

Studie  Kjgnn n Dvelse Trening- @kter Trenings- Reps Serier Motstand Male- Muskelvekst.
(alder) status Juke periode (per (% av metode CSA/tykkelse (%
(dager)  sierie) 1RM) per dag)
Takarada K 11 Albu-fleksjon Utrent 2 112 ~18 3 53 MRI +20,3 (0,18 % per dag)
etal. 58+2 (unilateral) (biceps) +17.8 (0,16 %
(2000b) per dag) (brachialis)
RB
Albu-fleksjon 2 112 ~19 3 76 MRI +18,4 (0,16 % per dag)
(unilateral) (biceps) +11,8 (0,11 %
per dag) (brachialis)
NB
Yasuda et M 40 Benkpress - 3 42 15-30 4 30 MRI +4,9 og + 8,3 % (Triceps
al. (2011) og pectoralis major)
(0,11 0g 0,19 % per dag)
RB
Takarada M 6 Kne- Styrketrente 2 56 ~16 5 50 MRI +12,3 (0,22 % per dag)
etal. 25+1 ekstensjon rugby (quadriceps)
(2002) (bilateral) spillere RB
Takarada M 6 Kne- Fysisk 2 56 16-23 5 16-22 MRI +10,3 (0,18 % per dag)
etal. 21+1 ekstensjon aktive RB
(2004) (bilateral)
M 6 Kne- Fysisk aktive 2 56 16-23 5 16-22 MRI +1 (0,01 % per dag)
22+1 ekstensjon NB
(bilateral)
Abe et al. M 9 Knebgy Fysisk 12 14 13 3 20 MRI +8,5 (0,60 % per dag)
(2005a) 24+8 (maskin) aktive (quadriceps)
RB
M 9 Knebgy Fysisk 12 14 13 3 20 uL +7,7 (0,55 % per dag)
24+8 (maskin) aktive (quadriceps)
RB
M 7 Knebgy Fysisk aktive 12 14 15 3 20 MRI +1,8 (0,13 % per dag)
24+8 (maskin) (quadriceps)
NB
M 7 Knebgy Fysisk aktive 12 14 15 3 20 UL +1,4 (0,1 % per dag)
24+8 (maskin) (quadriceps)
NB

MRI: magnetresonanstomografi. UL

: ultralyd. RB: redusert blodstrgm. NB: normal blodstrgm

27



2 Teori Amund Lgvstad

Tabell 2.2 Fortsettelse

Studie  Kjonn n @velse  Trening Dkter Trenings- Reps  Serier  Motstand Male- Muskelvekst.
(alder) -status luke periode (per (% av1RM) metode  CSA/tykkelse
(dager) sierie) (% per dag)
Abe et al. M - Knebgy Trente 16 8 15 3 20 uL +5,9 (0,73 % per
(2005b) (maskin) dag) (quadriceps)
RB
M - Knebgy Trente 16 8 15 3 20 uL +0 (quadriceps)
(maskin) NB
Kubo et M 9 Kne- Utente 3 84 12-25 4 20 MRI +5,9 (0,07 % per
al. (2006) 25+2 ekstensjon dag) (quadriceps)
(unilateral) RB
M Kne- Utrente 3 84 10 4 80 MRI +7,4 (0,08 % per
ekstensjon dag) (quadriceps)
(unilateral) NB
Fujita et M 8 Kne- Fysisk 12 6 ~18 4 20 MRI + 3,5 (0,58 % per
al. (2008) 2243 ekstensjon aktive dag) (quadriceps)
(bilateral) RB
M 8 Kne- Fysisk 12 6 ~18 4 20 uL +3,0(0,50 % per
2243 ekstensjon aktive dag) (quadriceps)
(bilateral) RB
M 8 Kne- Fysisk 12 6 ~18 4 20 MRI -1,0 (- 0,16 % per
21+3 ekstensjon aktive dag) (quadriceps)
(bilateral) NB
M 8 Kne- Fysisk 12 6 ~18 4 20 UL -0,7 (- 0,11 % per
21+3 ekstensjon aktive dag) (quadriceps)
(bilateral) NB
Madaram M 8 Kne- Utrente 2 70 15-30 3 30 MRI +4,2 (0,06 % per
eetal. 2242 ekstensjon dag) (quadriceps)
(2008) (bilateral) RB
M 7 Kne- Utent 2 70 15-30 3 30 MRI -1,3 (-0,01 % per
22+4 ekstensjon dag) (quadriceps)
(bilateralt) NB

MRI: magnetresonanstomografi. UL: ultralyd. RB: redusert blodstrem. NB Normal blodstrgm
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Tabell 2.2 Fortsettelse

Studie Kjgnn n @velse  Trening- Okter Trenings-  Reps Serier  Motstand Male- Muskelvekst.
(alder) status Juke periode (per (% av metode  CSA/tykkelse (%
(dager) sierie) 1RM) per dag)
Laurentino M 8 Kne- Fysisk 2 56 6 3-4 ~80 MRI +5,0 (0,09 % per dag)
etal. 24+3 ekstensjon aktive (quadriceps)
(2008) (unilateral) RB
M Kne- 2 56 6 3-4 ~80 MRI +6,1 (0,11 % per
ekstensjon dag) (quadriceps)
(unilateral) NB
M 8 Kne- Fysisk 2 56 12 3-4 ~ 60 MRI +4,5 (0,08 % per dag)
22+3 ekstensjon aktive (quadriceps)
(unilateral) RB
M Kne- 2 56 12 3-4 ~60 MRI +3,2 (0,06 % per
ekstensjon dag) (quadriceps)
(unilateral) NB
Laurentino M 10 Kne- Fysisk 2 56 15 3-4 20 MRI +6,3 (0,11 % per dag)
eta. (2012) ekstensjon aktive (quadriceps)
(bilateral) RB
M 9 Kne- Fysisk 2 56 8 3-4 80 MRI +6,1 (0,11 % per
ekstensjon aktive dag) (quadriceps)
(bilateral) NB
Manimman K 30 Kne- Nett- 3 35 Utmattels 6 20 MRI +6,6 (0,18 % per
akorn et al. 20+3.3 ekstensjon-  ballspillere e dag) (hele laret)
(21012) og fleksjon RB
(bilateralt)
MRI: magnetresonanstomografi. UL: ultralyd. RB: redusert blodstrgm. NB Normal blodstram
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2.4 Satellittceller

Satellittceller er mononukleere celler lokalisert perifert i muskelfiberen mellom
sarkolemma og basallamaina (Mauro, 1961). Pa grunn av cellens lokalisasjon, sa gav
Mauro navnet satellittceller. Satellittcellene har egen plasmamembran som ligger mot
muskelcellens plasmamembran og bulet innover mot muskelcellens cytoplasma og

organeller (figur 2,2).
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Figur 2.2 Lokalisasjon av satellittcellen i skjelettmuskelfiberen. Modifisert etter Vierck et al. (2000).

I ustresset skjelettmuskulatur er satellittcellene i dvale, det vil si at de er ute av
cellesyklus (GO fase) (Hawke & Garry, 2001). | dvale karakteriseres satellittcellen
ultrastrukturelt ved den tydelig plassering mellom basallamina og sarcolemma, dens
haye kjerne- cytoplasmaforhold med fa organeller, liten kjerne og sterre mengde
heterokromatin® enn muskelkjerner (Kadi et al., 2005). Den store mengden

heterokromatin betyr at cellen ikke bruker arvestoffet aktivt (Dahl, 2008).

Selv om satellittcellen i dvale ikke har noen mitotisk aktivitet og er ute av cellesyklus,
sa kan satellittcellen aktiveres a ha flere viktige oppgaver i muskelfiberen. | reparasjon
0g regenerering av skadde fibre har litteraturen lenge demonstrert at satellittcellene
spiller en sentral rolle (Bischoff et al., 1975; Lipton and Schultz, 1979). Siden
muskelcellekjerner er postmitotisk og ikke har evnen til a dele seg, sa trenger
muskelfiberen en tilegning av nye cellekjerner for a kunne opprettholde kjerne —
cytoplasma forholdet (kjernedomene teorien) ved hypertrofi (Hawke, 2005; Relaix &
Zammit, 2012). Satellittcellene kan etter aktivering og prolifering opprettholde eller gke

satellittcelleantallet rundt muskelfiberen, eller smelte sammen og danne nye muskelfibre

! Generelt inaktive” regioner av kromosomet
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(hyperplasi) (Kadi, Eriksson, Holmner, Butler-Browne, & Thornell, 1999). Om
hyperplasi forekommer i humane muskelceller er fortsatt usikkert pa grunn av
metodiske utfordringer (Kadi et al., 2005)

2.4.1 Identifisering av satellittceller

Det finnes hovedsakelig to metoder & identifisere satellittceller pa. Elektronmikroskop
er den klassiske metoden som brukes for a finne dem. Med denne metoden kan
preparatene forstgrres og man kan identifisere dem ut i fra anatomisk plassering. Siden
elektronmikroskopering er en tidkrevende metode og begrenser derfor starrelsen pa
datamaterialet, egner den seg ikke sa godit til kvantifisering. Til kvalitativ forskning pa
satellittceller egner denne metoden seg derimot godt. Immunhistokjemiske metoder der
en benytter et antistoff for & identifisere satellittcellene, er de siste arene blitt mer vanlig
a benytte. For oversikt over ulike antistoffer brukt til & identifisere satellittceller pa
muskelsnitt, se Nilsen, (2007).

Et av antistoffene benyttet i denne oppgaven for & identifisere satellittcellene pa
muskelsnittene var anti- Neural Cell Adhesion Molecule (NCAM). Anti — NCAM er i
dag ansett som reliabel markar for satellittceller og er benyttet med suksess i flere
humane studier (oppsummert av Mackey et al., 2009). Antistoffet binder seg til Neural
Cell Adhesion Molecule?. Ved hjelp av immunhistokjemi merket Covault og Sanes
(1986) muskelsnitt mot NCAM for & identifisere synapser og endeplater. |
analysearbeidet observerte de at NCAM ogsa merket satellittceller. Pa bakgrunn av
disse resultatene ble det i et nyere studie antydet at NCAM merket bade satellittceller i
dvale og aktiverte satellittceller (Hawke & Garry, 2001). Flere har stilt seg sparrende til
NCAM som satellittcellemarkar (oppsummert av Lindstrom & Thornell, 2009).
Imidlertid er det blitt observerte at NCAM og Pax7° kolokaliseres pa 95 % av
nabosnittene som merkes (Lindstrom & Thornell, 2009; Verdijk & Koopman, 2007). |
tillegg rapporterte Dreyer, Blanco, Sattler, Schroeder, & Wiswell, (2006) ingen
insidenser hvor NCAM-positive celler ble lokalisert pa utsiden av basallamina. | trad
med dette lokaliserte Mackey et al. (2011) kun én positiv NCAM celle per 250

2 NCAM et glykoprotein lokalisert pA muskelcelleoverflaten og satellittcellemembranen, samt pa perifere
nerver og spiller en rolle i nervesynapsens tilknytning til muskelfiberen, ved at molekylet binder
nervecellen til en muskelcelle (Cashman et al., 1987; Mackey et al., 2009).

% paired Box Protein. Transkripsjonsfaktor
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muskelfibre (0,004 NCAM+ celler per fiber) pa utsiden av basallamina sammenlignet
mot 0,11-15 NCAM+ celler per fiber pa innsiden av basallamina. Disse funnene viser at
NCAM merkede celler pa utsiden av muskelfiberen i liten grad forekommer. Pa
muskelsnittet vil merkingen av satellittcellen der NCAM er benyttet som markar ses
forskjellig avhengig av hvor satellittcellen er kuttet over. Dette henger samme med at
anti- NCAM merker rundt satellittcellen og vil ses som en ring hvis satellittcellen kuttes
midt pa, eller en ring som er fylt hvis man har kuttet av toppen eller bunnen (endene) av

satellittcellen.

Det andre antistoffet benyttet for a identifisere satellittceller i denne oppgaven var anti-
Pax7. Anti- Pax7 er likhet med NCAM et mye brukt antistoff som binder seg til Pax7 i
satellittcellens kjerne. Etter & ha undersgkt Pax7 knock-out mus for & studere Pax7 sin
rolle i satellittcellene, sa observerte Sale (2000) et totalt fraveer av satellittceller hos
Pax7” mus. Andre studier som har diskutert Pax7 sin rolle i satellittcelleutviklingen
(Halevy et al., 2004; Rudnicki, Le Grand, McKinnell, & Kuang, 2008), styrker
hypotesen om at Pax7 er essensielt for satellittcelleutvikling. P& bakgrunn av
observasjonene til Sale (2000), mente Hawke & Garry, (2001) at antistoff mot Pax7 var

en markar for satellittceller i dvale, samt aktiverte og prolifererende satellittceller

Klare tellekriterier nar satellittceller merket mot NCAM og Pax7 skal kvantifiseres er
helt essensielt. Det virker til & vaere en svakhet i litteraturen at tellekriteriene ikke er mer
samkjorte mellom ulike forskere (Lindstrom & Thornell, 2009; Mackey et al., 2009). To
av tellekriteriene som gar igjen i studier der NCAM og Pax7 er benyttet som
satellittcellemarkar er; cellen er lokalisert i utkanten av fiberen og viser en overlapping
mellom NCAM-ringen eller Pax7- merking og en tilhgrerne kjerne (oppsummert av
Lindstram & Thornell, 2009). Lindstrem og Thornell (2009) trekker ogsa frem at
merking av basallamina er viktig nar NCAM+ og Pax7+ celler skal kvantifiseres.
Merking av basallamina vil gke ngyaktigheten i kvantifiseringen og muliggjer det a
etablere om cellen ligger pa innsiden eller utsiden av basallamina (Lindstrom &
Thornell, 2009). Da satellittcellens lende og kjerneareal er vist a fordoble seg seks timer
etter et iskemisk stress (Gregory & Chb, 2004), sa gker ogsa risikoen for a identifisere
flere positive celle som fglge av svelling og ikke en gkning i antall (Wernbom et al.,
2013). Dette er noe det ma tas haye for da NCAM og/ eller Pax7 benyttes som

satellittcellemarkarer.
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Et metodisk problem kan oppsta nar en skal sammenligne Pax7 og NCAM merking.
Etter & ha dobbeltmerket med anti-Pax7 og anti-NCAM observerte Mackey et al. (2009)
at 23 % feerre satellittceller ble identifisert med Pax7, noe som gjar at absolutte tall fra
disse metodene ikke kan sammenlignes direkte. Siden Pax7 merker kjernen og NCAM
membranen er det sannsynlig at antall nabosnitt satellittcellen kan identifiseres pa varier
mellom antistoffene. Dette bekreftes av Mackey et al. (2009) som registrerte at mens
Pax7 merkede satellittceller bare ble funnet pa to tilstatende 7um tykke nabosnitt, sa ble

satellittceller merket med NCAM lokalisert pa fem tilstgtende 7um tykke nabosnitt.

Av andre antistoffer som er blitt benyttet er for eksempel anti-M.cadherin blitt prgvd ut
og binder seg til M-cadherin® som finnes mellom sarkolemma og satellittcellen. P&
rotter er antistoffet brukt med suksess, men det er kun brukt i en studie pa mennesker
(Reimann et al., 2004). Anti c-met og anti-MNF® er to andre antistoffer som ikke er blitt

brukt systematisk pa mennesker (Kadi et al., 2005).

2.4.2 Molekyleere mekanismer involvert i satellittcelleaktivering
Satellittcellen aktiveres i respons til bade fysiologiske stimuli (eks trening) og
patologiske tilstander (eks skade). | litteraturen blir satellittcellen etter aktivering ofte
omtalt som voksende myoblaster eller myogene precursor celler og etter differensiering

og fusjon som myotuber.
Cellesyklus og transkripsjonsfaktorer involvert i cellesyklus

Satellittcellens progresjon gjennom cellesyklus er tett regulert av et hierarki av ulike
transkripsjonsfaktorer (figur 2,3). Hos voksne utrykkes transkripsjonsfaktoren Pax7 nar
satellittcellen er i dvale (Seale et al., 2000). | satellittcellen binder pax7 seg til gener
som promoterer proliferasjon og undertrykker gener som induserer det endelige
differensieringsprogrammet (Soleimani et al., 2012). Understrams av Pax7 finner vi de
myogene reguleringsfaktorene (MRFs) som tilhgrer familien av basic-helix-loop-helix

transkripsjonsfaktorer. MRF-familien best&r av Myf5°, MyoD’, myogenin og MFR42 og

* Muscle Ca?*- depedent adhesion melecule
5 Myocyte nuclear factor

¢ Myogenetisk faktor 5

 Myoblast differensieringsfaktor protein

8 Muskel-spesifikk regulatorisk faktor 4
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fungerer som transkripsjonsfaktorer i satellittcellekjernen (Chang & Rudnicki, 2014).

MRFene styrer dermed satellittcellens funksjon i de ulike stadiene i cellesyklus.

Oppregulering av Myf5 markerer satellittcellens entre i den farsten fasen i cellesyklus
fulgt av en samtidig uttrykkelse av MyoD som sammen utgjer majoriteten nylige
aktiverte satellittceller (Chargé & Rudnicki, 2004; Dhawan & Rando, 2005). |
oppreguleringen av Myf5 og spesielt MyoD spiller Pax7 en sentral rolle. Pax7 er vist a
regulere og indusere uttrykkelse av bade myf5 og MyoD ved & binde seg til genene for
de respektive MRFene (Bajard et al., 2006; Hu, Geles, Paik, DePinho, & Tjian, 2008;
McKinnell et al., 2008). Begge de tidlige MRFene ser ut til & utrykkes i satellittcellen
under prolifering, satellittcellen er imidlertid avhengig av MyoD for a sette i gang
differensieringen (Cooper et al., 1999; Megeney, Kablar, Garrett, Anderson, &
Rudnicki, 1996). Etter proliferering kan satellittcellen trekkes ut av cellesyklus ved
aktivering av cellesyklus arrestprotein p21 (CDK1) (Chargé & Rudnicki, 2004), eller
starte pa sitt endelig differensieringsprogram. I den endelige modningsfasen uttrykkes
myoblast- differensieringsfaktorene MRF4 og myogenin som markerer den siste fase i
cellesyklus (Chargé & Rudnicki, 2004; Dhawan & Rando, 2005; Rudnicki et al., 2008).

MRFs
Satellittceller G\_.g}4_ Myf5

Aktivering  — MyoD
Myoblaster <—&—— <> Prolifering

Myoblaster ., Myogenin
MRF4

Myotuber —_— e

Figur 2.3 MRFene uttrykkes i satellittcellen pa ulike tidspunkter i aktiveringsforlgpet. Modifisert etter
Chen, Zajac, & MacLean, (2005)
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Ekstracelluleere mekanismer involvert i satellittcelleaktivering

| en studie av Tatsumi (2010) oppsummeres flere lokale faktorer som kan omsette et
mekanisk stimuli til aktivering av satellittcellen som ligger i dvale. Faktorene studien
trekker frem er calsium®* (Ca?*), matrix metalloproteinaser (MMPs), hepatocyte Growth
factor (HGF), der mekanobiologien® brukes som samlebetegnelse for alle faktorene.
Sluttproduktet i denne kaskaden er HGF, som frigjares fra proteglykaner og binder seg
til c-met reseptoren som starter en signalkaskade videre til kjernen og aktiverer

satellittcellen (figur 2,4) (oppsummert av Tatsumi, 2010).
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Figur 2.4 Mekanobiologien. Skjematisk fremstilling av mulige mekanismer for satellittcelleaktivering i
respons til mekanisk stimuli. Et drag i muskulaturen farer til Ca**-innfluks inn i satellittcellen gjennom
kalsiumkanaler i membranen. Ca®* aktiverer kalsium — Calmodulin (Ca-CaM), som aktiverer
nitrogenoksid syntase (NOS). Aktivert NOS produserer nitrogenoksid (NO) fra aminosyren L-arginin og
NO diffunderer ut av satellittcellen. Ekstracelluleert aktiverer NO MMP2, som videre frigjgr HGF fra
proteglykanet. Etter frigjering fra proteglykanet translokeres og binder HGF seg til c-met reseptoren som
starter en signalkaskade videre til kjernen og aktiverer satellittcellen. Modifisert etter Tatsumi, (2010).

% Molekylar kaskade av ulike hendelser som inkluderer; NO- produksjon, MMP- aktivering, frigjering av
HGF fra ECM og translokasjon av HGF til c-met reseptoren for satellittcelleaktivering (Tatsumi et al.,
2010).
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HGF er lokalisert i ekstracelluleer matriks (ECM) som skiller den fra andre
vekstfaktorer (Ryuichi Tatsumi & Allen, 2004; Ryuichi Tatsumi, 2010). Dette gjor at
HGF frigjeres rask under ulike typer stress pa muskelen, som ved mekanisk drag
(Yamada et al., 2006). Bidchoff, (1986) og Chen og Quinn, (1992) var de farste som
demonstrerte at HGF stimulerte til satellittcelleaktivering og prolifering. I trad med
disse funnene har senere studier rapportert at HGF aktiverer satellittcellen tidlig i en
cellekultur in vitro (Allen, Sheehan, Taylor, Kendall, & Rice, 1995a; Allen, Temm-
Grove, Sheehan, Rice, 1997; Tatsumi, Anderson, Nevoret, Halevy, & Allen, 1998). Ved
frigjeing fra sine bindeproteiner kan ogsa de andre vekstfaktorene gke sin aktivitet
akutt. Imidlertid ma proteinsyntsen av de lokale vekstfaktorene gke, skal vi fa en
betydelig gkning i den totale mengden av vekstfaktorer lokalt i muskulaturen som er
belastet (Raastad & Paulsen, 2010). Mechano growth factor (MGF) har fatt navnet sitt
pa grunn av at den responderer sa rask pa et mekaniske stimuli og er sammen med
isformen IGF-1Ea vist & aktivere og bidra til den endelige differensieringen av
satellittcellen (Yang & Goldspink, 2002). MGF ser ut til & ha sterst effekt pa
satellittcellene da isoformen kun utrykkes etter skade og/ eller belastning av
muskelfiberen (Owino, Yang, & Goldspink, 2001), og den er med pa & aktiverer dem til
gkt celledeling (Raastad & Paulsen, 2010). Etter muskelskade er MGF vist & utrykkes
raskt og er korrelert med aktiveringen av satellittcellene. Etter dette kan det se ut til at
splicingen av mRNA endrer seg og muskelfiberen starter & uttrykke IGF-1Ea, som i
starre grad promoterer den endelige differensieringsfasen av myoblastene (Hill &
Goldspink, 2003; Owino et al., 2001; Yang & Goldspink, 2002). Hameed, Orrell,
Cobbold, Goldspink, & Harridge, (2003) observerte gkt uttrykkelse av MGF to %2 time
etter unilateral kneekstensjon pa eldre og yngre menn som stgtter at denne IGF-
isoformen uttrykks raskt etter belastning. Fibroblast growth factor (FGF) er vist a
stimulere proliferingen av satellittcellen og kan muligens spille en rolle i
differensieringen ved a pavirke uttrykkelsen av MyoD og myogenin (Floss, Arnold, &
Braun, 1997).

| flere studier er det vist at lokale faktorer som cytokiner kan veere viktig for
satellittcelleaktivering (Guerci et al., 2012; Horsley, Jansen, Mills, & Pavlath, 2003,
Serrano, Baeza-Raja, Perdiguero, Jardi, & Mufioz-Canoves, 2008). Serrano et al. (2008)
demonstrerte at interleukin-6 (IL-6) knock-out mus hadde en hemmet hypertrofirespons

som fglge av at proliferasjonsevnen til satellittcellene og videre sammensmelting med
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eksisterende fibre var svekket under pafalgende hypertrofi sammenlignet med
kontrollmus. Nar muskelfibrene er i ustresset tilstand har fjerning av IL-6 genet ikke
vist & pavirke muskelfiberstarrelse hos voksne i mus. Dette kan indikere at 1L-6 kun
spiller en sentral rolle under muskelhypertrofi ved a regulere satellittcelleproliferasjonen
og videre sammensmelting med den eksisterende muskelen (gkning av kjerneantallet)
(Serrano et al., 2008). | et studie av Guerci et al. (2012) ble det demonstrert at
transkripsjonsfaktoren serum respons faktor (Srf) som kontrollerer uttrykkelsen av IL-4
og IL-6, kan veere sentral for muskelhypertrofi. Studien viste at spesifikk fjerning av Srf
blokkerte satellittcelleproliferasjonen og belastning-indusert muskelhypertrofi. Effekten
av Srf ble meditert av IL-4 og IL-6 som p& en parakrin'® mate kontrollerte
satellittcelleproliferasjon og fusjon. Forfatterne antydet at Srf spiller en viktig rolle i
translasjonen av et mekanisk stimuli pa muskelfiberene, som videre kan aktivere

satellittcellene og stetter muskelhypertrofi (figur 2,5)

Satellittceller

‘® Sammensmelting
ip . \¥ o Hypertrofi
Prolifering @)(D . >
e Lokaltmiljg 4 s L3
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—> 3
| Cox2 ia
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Figur 2.5 Skjematisk modell: | respons til en ytre belastning (eks trening) modulerer Srf IL-6 og Cox2/IL-
4 utykkelsen, som pa en parakrin mate kontrollerte satellittcelleproliferasjon og fusjon, som til slutt
stgtter muskelhypertrofi. Modifisert etter Guerci et al. (2012).

Myostatin-signalisering inhiberer satellittcelleproliferasjon ved & regulere opp CDK-1",
ogsa kjent som p21, (McCroskery, Thomas, Maxwell, Sharma, & Kambadur, 2003;

Rios, Carneiro, Arce, & Devesa, 2001), regulere ned aktiviteten til CDK2'?

19'Virker p4 nabocellene
1 Cyklin- avhengig kinase inhibator
12 Cyklin-avhengig kinase 2
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(McCroskery et al., 2003) og aktiverer INK™- signalveien (Joulia et al., 2003).
Myostatin inhiberer ogsa differensiering av myoblaster ved a nedregulere de
myogenetiske reguleringsfaktorene MyoD og myogenin i musklene (Ramén Rios,
Carneiro, Arce, & Devesa, 2002).

Intracellulaere mekanismer involvert i satellittcelleaktivering

Brack, Conboy, Conboy, Shen, & Rando, (2008) demonstrerte at Notc- og Wnt-
signalisering kan spille en sentral rolle for satellittcellefunksjonen og reguleringen.
Mens Notc signalisering kan veere viktig for aktivering og prolifering av satellittcellen
(Conboy & Rando, 2002), sa har Wnt-signalisering vist & kontrollere overgangen
mellom proliferingsfasen til differensieringsfasen slik at satellittcellen kan smelte
sammen med eksiterende muskelfiber (Brack et al., 2008). Viktigheten av Notc-
signalisering blir demonstrert i aldrende og skadde muskelfibre. Det ble vist at
satellittcellen hadde svekket mulighet til & prolifere og differensiere sammenlignet mot
satellittceller i yngre muskler (Convoy & Rando, 2002). Disse observasjonene ble sett i
sammenheng med en redusert Notc-aktivitet. Et ytre stimuli pa Notc gjenopprettet
imidlertid den regenerative kapasiteten i de aldrende musklene (Conboy & Rando,
2002). | samsvar med resultatene til Conboy & Rando, (2002) ble det vist i et studie at
hemming av Notc-signaliseringen reduserte proliferingen av satellittceller (Qin et al.,
2013). Med gkende alder er ogsa Wnt-signalisering vist a spille en rolle for den
reduserte satellittellefunksjonen (Brack et al., 2007). Aldrende muskler har vist & ha en
gkt Wnt-signalisering i satellittcellene. Muligens kan dette veere et resultat av faktorer i
det systemiske miljget hos eldre dyr, som leder til en omforming av satellittcellen til en
fibrogenetisk linje (Brack et a., 2007).

P38 MAPK™ signalveien er en viktig regulator for skjelettmuskeldifferensieringen
(myogenesen) og medierer cellulere responser til eksterne signaler, inkludert cellevekst,
celledifferensiering, cellesyklusarrest og apoptose (Keren, Tamir, & Bengal, 2006).
Viktigheten av p38 MAPK-signalveien i reguleringen av satellittcelleaktiveringen er
vist i flere studier (Jones et al., 2005; Ruiz-Bonilla & Perdiguero, 2008). Inhibering av
p38 o/ MAPK aktivitet hindret aktivering og prolifering av satellittcellen kultivert i

13 ¢-Jun N-terminal kinase
4 Mitogen-aktivert protein kinase
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intakte muskelfibre (Jones et al., 2005). I p38 MAPK familien er a-isoformen vist seg a
vaere ansvarlig for bade in vivo og in vitro regulering av myogenesen hos voksne (Ruiz-
Bonilla et al., 2008). I satellittceller er p38a vist & stimulere differensieringen og
inhibere prolifering, mens p38y gjor det omvendte og forlenger prolifereringen (Lassar,
2009). Det har vert foreslatt at p38a kontrollerer myoblast prolifieringen via

antagonisering av JNK/c Jun-signalveien (Perdiguero & Ruiz-Bonilla, 2007)

Flere studier har rapportert at transkripsjonsfaktoren Hypoxia inducible factor 1a
(HIF1-0) og dens nedstrems mal, Regulated in development and DNA damage
responses (REDD1) er oppregulert etter hypoksi (Arsham, Howell, & Simon, 2003;
Jiang, Semenza, Bauer, & Marti, 1996; Jiang et al., 1996; Liu et al., 2006; Shoshani et
al., 2002). En gkt uttrykning av disse proteinene er vist & nedregulere mTOR™-
signalveien (Arsham et al., 2003; Brugarolas et al., 2004; Liu et al., 2006; Wang,
Kubica, Ellisen, Jefferson, & Kimball, 2006). Imidlertidig er oppgaven til HIF-1a noe
tvetydig, da proteinet er diskutert & kunne fungere understrgms av PI13K**/Akt/mTOR-
signalveien og bidra til hyperytrofi (Drummond et al., 2008; Fujita et al., 2007; Lunde
et al., 2011). Hvis det finnes en sammenheng mellom HIF1-a og/ eller REDD1 og
satellittcelleaktivering etter SRB med lav motstand eller trening generelt er fortsatt
usikkert. Ytterligere forskning trengs for a avdekke om det finnes en sammenheng

mellom disse variablene.

2.4.3 Molekylere mekanismer ved SRB med lav motstand som kan fare
til satellittcelleaktivering

Det er begrenset med forskning pa mekanismer som kan bidra til satellittcelleaktivering
I forbindelse med SRB. | litteraturen er to mekanismer diskutert: gkt NO-produksjon
(Blitzer & Loh, 1996; Pattwell et al., 2004; Tatsumi et al., 2006) og redusert uttrykning
av myostatin (Drummond et al., 2008; Laurentino et al., 2012). Muskelskade i
forbindelse med SRB er ogsa diskutert a kunne sette i gang flere signaler som kan bidra

til satellittelleaktivering (Grembowicz et al., 1999; Wernbom et al., 2012).

NO er diskutert som en potensiell mediator for satellittcelleaktivering i forbindelse med
SRB. Gjennom hypoksisk stress, strekk og/eller kontraksjon er denne faktoren trukket

frem & kunne stimulere til satellittcelleaktivering (Blitzer & Loh, 1996; Pattwell et al.,

15 Mammilian target og rapamycin
16 phosfatidylinositol-3 Kinase
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2004; Tatsumi et al., 2006). En redusert uttrykning av myostatin ble observert tre timer
etter en akutt-gkt med SRB med lav motstand (Drummond et al., 2008). | trad med
Drummond et al. (2008) kunne Laurentino et al. (2012) demonstrere en redusert
uttrykning av myostatin 48 timer etter en akutt gkt med SRB. Disse resultatene kan
forklare en av mekanismene om hvorfor SRB er vist & vare en effektiv mate & gke

muskelmassen pa (Ramén Rios et al., 2002).

De starste gkningene i satellittcelleantall er observert etter uvant eksentrisk belastning
der muskelskader og regenerering er tydelig (Crameri et al., 2004; Dreyer et al., 2006;
Paulsen et al., 2010). Med SRB er det mulig at cellemembranen kan pafares
mikrostrukturelle skader som falge av den eksterne belastningen og/eller hypoksi
(Grembowicz, Sprague, & McNeil, 1999; Wernbom, Paulsen, Nilsen, Hisdal, &
Raastad, 2012). | en oversiktsstudie av Loenneke, Thiebaud, & Abe, (2014) ble ulike
studier som har undersgkt ulike markerer for muskelskade oppsummert. Studien
oppsummerer at DOMS og en akutt svelling kan forekomme etter SRB, men at disse
markgrene ikke trenger a bety at det ogsa har forekommet noen form for muskelskade.
Muskelsvelling og DOMS sier imidlertid ikke noe om muskelskade pa et cellulart niva
(malt med muskelbiopsier), noe som gjar at konklusjonene Loenneke et al. (2014)
kommer frem til ma vurderes med forsiktighet. To studier viste en redusert
kraftgenereringsevne og forlenget restitusjonsperiode etter SRB (Umbel et al., 2009;
Wernbom et al., 2012) som begge indikerer en vis grad av muskelskade (Paulsen,
Mikkelsen, Raastad, & Peake, 2012). En nylig studie kunne ogsa rapporterte en
translokasjon av stressproteiner (HSPs'’) fra cytosol til strukturer i cytoskjelettet, noe
som indikerer at proteiner i cytoskjelettet stresses under SRB (Cumming, Paulsen,
Wernbom, Ugelstad, & Raastad, 2014). Dette tyder pa at muskelfibrene utsettes for et
celluleert stress med denne treningsmetoden. Cumming et al. (2014) kunne imidlertid
ikke observere tegn pa myofibrilleere gdeleggelser og skade som typisk ses etter
eksentrisk trening, som videre rekrutterer nye satellitter til regenerering (Paulsen et al.,
2012). At rabdomyolyse kan forkomme etter SRB med lav motstand ble imidlertid vist i

en casestudie av lversen & Rgstad, (2010).

1" Heat Shock Proteins
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2.5 Muskelcellekjerner

Med en diameter opp til 100 pm og en lengde i desimeter er skjelettmuskelfibrene de
starste cellene vi har i kroppen. For & kunne handtere det store cytoplasmiske volumet i
hver muskelfiber, inneholder hver muskelcelle flere enn 100 muskelcellekjerner og er
en av tre celletype sammen med osteoclaster og cytotroblaster som er flerkjernet (Allen,
Roy, & Edgerton, 1999).

2.5.1 Identifisering av muskelcellekjerner

Muskelcellekjerner er lokalisert perifert i muskelfiberen mellom myofibillene og
cellekjernemembranet. Et stort antall studier som har undersgkt muskelcellekjerner i
skjelettmuskelfibre er basert pa konvensjonell histologi pa muskelsnitt i lysmikroskop. |
denne metoden benyttes DNA-spesifikke fargestoffer for a lokalisere
muskelcellekjernene. Et problem med denne metoden er at det er vanskelig a skille
mellom kjerner lokalisert pa innsiden eller utsiden av muskelcellemembranen. Spesielt
satellittceller med deres neere tilhgrighet til muskelfiberen kan feiltolkes og telles som
en muskelcellekjerne. Med utviklingen av spesifikke antistoffer mot dystrofin og
laminin har det blitt enklere & skille mellom muskelcellekjerner og satellittceller. Men
selv med dystrofinmerking kan identifiseringen av muskelcellekjerner vaere
problematisk (Bruusgaard et al., 2012). Siden kjernemerkingen er lokalisert tett pa og
noen ganger over dystrofinmerkingen, sa kan forskernes ulike subjektive vurdering av
hva som skal telles som en muskelcellekjerne eller ikke variere. Dette kan introdusere
feil som kan resultere i usanne konklusjoner (Bruusgaard, Johansen, Egner, Rana, &
Gundersen, 2010; Egner, Bruusgaard, Eftestel, & Gundersen, 2013). Basert studiene til
Bruusgaard et al. (2010), (2012) og Egner et al. (2013) er kjerner som er lokalisert & ha
sitt geometriske massesenter pa innsiden av dystofinmerkingen, telt som
muskelcellekjerner i dette studiet (figur 2,6). En annen begrensning a telle
muskelcellekjerner pa muskeltverrnsitt er at antall kjerner man lokaliserer kan avhenge

av tykkelsen pa snittet og starrelsen pa hver kjerne (Schmalbruch & Lewis, 2000)
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Figur 2.6 Tellekriterier for muskelcellekjerner. Kjernens geometriske massesenter matte lokaliseres pa
innsiden av dystrofinmerkingen for at kjernene skulle godkjennes som en muskelcellekjerne, merket med
MK. Resisterende kjerner merket uten MK ble ikke vurdert som muskelcellekjerner. Muskelsnittet ble
merket med antistoff mot dystrofin (redt) og DNA/ kjerner (blatt). Snittet ble kuttet 8um.

2.6 Satellittcellens og muskelcellekjernes rolle ved hypertrofi
Bidraget fra satellittceller til muskelhypetrofi i voskne muskler er et omdiskuterte tema i
litteraturen (Pallafacchina, Blaauw, & Schiaffino, 2013). Et sentralt spgrsmal er om
gkning i antall muskelcellekjerner er ngdvendig for a fa endringer i
muskelfiberstarrelse, slik at ratioen mellom cytoplasma og muskelcellekjerner
(kjernedomene) holdes konstant. Litteraturen er noe tvetydig angdende dette sparsmalet.
Noen studier viser at hypertrofi er mulig uten en endring i antall muskelcellekjerner
(Blaauw et al., 2009; Kadi et al., 2004b; McCarthy et al., 2011). Andre rapporterer en
gkning i antall muskelcellekjerner ved hypertrofi (Adams, Caiozzo, Haddad, &
Baldwin, 2002; Allen, Monke, Talmadge, Roy, & Edgerton, 1995; Cheek, Holt, Hill, &
Talbert, 1971; Eriksson, Kadi, Malm, & Thornell, 2005; Kadi et al., 1999a, b; Cabric,
Apell, & Resic, 1987; McCall et al., 1998; Petrella et al., 2008; Petrella, Kim, Cross,
Kosek, & Bamman, 2006; Rosenblatt, Yong, & Parry, 1994; Roy, Monke, Allen, &
Edgerton, 1999; Schiaffino, Bormioli, & Aloisi, 1976; van der Meer, Jaspers, Jones, &
Degens, 2011)

Siden muskelcellekjerner er post-mitotiske og derfor ikke kan dele seg, sa er det

argumentert for at muskelfibrene er avhengig a kunne aktivere satellittcellene i-
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forbindelse med hypertrofi eller muskelreparasjon (Kadi et al., 1999; 2005; Relaix &
Zammit, 2012). I den mulitkjernede muskelfiberen er det antatt at hver enkelt
muskelcellekjerne regulerer genproduksjonen i et begrenset cytoplasmisk volum i
muskelfiberen, ogsa kalt kjernedomene eller DNA-enheten (Cheek et al., 1971; Cheek,
1985). Konseptet om kjernedomene innebzrer at DNA-innholdet og cytoplasma gker
parallelt, slik at det cytoplasmiske volumet per DNA-enhet holdes konstant (Cheek,
1985) (figur 2,7).

A, Aktivering Prolifering Differensiering

SCTTTTTTT T TR TRTT TR (1

Hypertrofi

@kning i muskelcellekjerner

Figur 2.7 Satellittcellens rolle ved muskelhypetrofi. A: Under hypertrofi, satellittceller i dvale blir
aktivert, proliferer og differensierer. Noen datterceller smelter sammen med eksisterende fiber og danne
nye muskelcellekjerner (nedre fibre). | enkelte tilfeller ved regenerering, smelter satellittcellene sammen
og danner nye muskelfibre (avre fibre). B: Kjernedomeneteorien tyder pa at hver muskelcellekjerne
syntetiserer proteiner for et lokalt domene i dens umiddelbare narhet. Derfor blir nye muskelcellekjerner
addert gjennom donering av nye satellittceller under hypertrofi for & regulere gkning i cytoplasma.
Modifisert etter Hawke, ( 2005).

Viktigheten av satellittcelleaddering for muskelhypertrofi er dokumentert i studier der y-
straling er benyttet som er vist a inhibere den belastningsinduserte hypertrofien (Adams
et al., 2002; Rosenblatt & Parry, 1993; Rosenblatt et al., 1994). Disse eksperimentene
skal imidlertid tolkes med noe forsiktighet siden y-straling potensielt kan influere
muskelfiberne i seg selv (Adams et al., 2002). Ytterligere stgtte kommer fra studier
som har vist at mMRNA og store proteiner (eks; proteiner assosiert med golgi og det
kontraktile apparatet) holdes nert opprinnelseskjernen, mens mindre lgselige proteiner

lettere kan spres rundt i cellen (Hall & Ralston, 1989; Pavlath, Rich, Webster, & Blau,
1989; Russell & Dix, 1992). Disse studiene tyder pa at det eksisterer en
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diffusjonsbegrensning for nuklaere produkter, noe som kan begrense omradet hver

enkelt kjerne kan influere cellulaere prosesser.

I transgene musemodeller er det vist at en gkning i satellittcelleantallet ikke er en
forutsetning for muskelhypertrofi (Blaauw et al., 2009; McCarthy et al., 2011; Raffaello
et al., 2010). Etter a ha fjernet satellittcellene og utsatt mus for to uker med synergist
fjerning, observerte McCarthy et al. (2011) at de satellittcelletemte musklene hadde den
samme gkningen i muskeltverrsnittsareal som kontrollgruppen. Totalt ble det sett en 32
% gkning i kjernedomene i de satellittcelle-temte musklene, uten et tap av
muskelfiberfunksjon. | trad med dette har humane studier vist at en gking i
muskelfiberareal etter tradisjonell tung styrketrening kan forkomme uten en samtidig
gkning i antall muskelcellekjerner (Aagaard et al., 2001; Hikida, Walsh, & BaryIski,
1998; Kadi et al., 2004).

I motsetning kan flere humane studier vise til sterke bevis som demonstrerer
ngdvendigheten av en muskelcellekjernegkning etter en lengre periode med hypertrofi
(Eriksson, 2005; Kadi et al., 1999a; 1999b). Til statte for dette har studier mennesker
(Hikida et al., 1998; Kadi et al., 1999; Sinha-Hikim et al., 2002) funnet en korrelasjon
mellom antall muskelcellekjerner og muskelfiberareal. Det virker som muskelfibrene og
kjernedomenet kan vokse inntil en vis grense far det trengs en gkningen i antall
muskelcellekjerner. Flere studier har diskutert en teoretisk grense for gkningen i
muskelfiberareal og kjernedomene, henholdvis 26 % og 2000 um®'8, far en gkningen i
muskelcellekjerneantallet er ngdvendig (Kadi et al., 2004; Petrella et al., 2008; 2006).

18 Tykkelse pa snitt; 6 um

44



2 Teori Amund Lgvstad

2.7 Effekten av trening pa satellittceller og muskelcellekjerner

2.7.1 Effekten av SRB med lav motstand versus tradisjonell tung
styrketrening pa antall satellittceller

Pa mennesker er det gjort en rekke studier som har undersgkt effekten av tradisjonell
tung styrketrening pa satellittceller. Noen har sett pa endringer i satellittcelleantall akutt
og etter korte intervensjoner, mens andre etter flere ar med systematisk trening. Pa SRB
med lav motstand er det kun gjennomfgart én studie hvor man har undersgkt endringer i
satellittcelleantallet (Nielsen et al., 2012). Her ble en intensiv og kort

treningsintervensjon benyttet.

Flere ar med tradisjonell tung styrketrening er vist a gke satellittcelleantallet. Kadi et al.
(1999) sammenlignet elitestyrkelgftere og en kontrollgruppe. Resultatene viste at
styrkelgftergruppen hadde flere satellittceller per fiber sammenlignet mot kontroll. Til
stgtte for disse resultatene har flere studier vist at tradisjonell tung styrketrening over 4
til 16 uker kan gke satellittcelleantallet mellom 2,3 og 47 % (gjennomsnitt 30 %). Dette
tilsvarer en prosentvis gkningen per dag pa mellom 0,03 og 1,33 % (gjennomsnitt 0,46
%) (Hanssen et al., 2012; Kadi & Thornell, 2000; Kadi et al., 2004; Mackey et al., 2007;
Petrella et al., 2006; Roth et al., 2001). Metodiske forskjeller mellom studiene kan veere
en arsak til de sprikene resultatene. For eksempel ble ulike merkemetoder for &
lokalisere satellittcellene benyttet som kan pavirke antallet som telles (Lindstrom &
Thornell, 2009; Mackey et al., 2009; McKay, Toth, Tarnopolsky, & Parise, 2010). Ikke
alle finner en satellittcellegkningen etter tradisjonell tung styrketrening. Etter 16 uker
med tradisjonell tung styrketrening pa bein, sa kunne ikke Hikida et al. (1998) observere
en gkning i antall satellittceller hos yngre menn og kvinner. | studiene over ble det ikke
skilt mellom fibertypene, noe Mackey, Andersen, Frandsen, & Sjegaard, (2011b) og
Verdijk et al. (2009) har gjort i sine studier. Etter 10 uker med tradisjonell tung
styrketrening pa overkropp observerte Mackey et al. (2011b) en gkning i antall
satellittceller i type | og Il fibrene pa 65 og 164 %. Dette var de farste studiet som viste

at styrketrening kan gke satellittcelleantallet i type | fibrene.

| en studie av Hanssen et al. (2012) og Mackey et al. (2011a) ble effekten av
treningsvolum og motstand pa satellittcelleresponsen undersgkt. Etter 2 og 11 uker med
tradisjonell tung styrketrening viste studien til Hansen et al. (2012) at tre serier pa
underekstremiteten versus en serie ga en signifikant stgrre gkning i antall satellittceller
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(2 uker: tre serier; 37 %, en serie; 14 %. 11 uker: tre serier; 44 %, en serie; 19 %).
Mackey et al. (2011a) var den farste studien som undersgkte effekten av styrketrening
med lav motstand pa satellittceller. Etter 12 uker med tradisjonell tung styrketrening pa
et bein (70 % av 1RM) og styrketrening med lav motstand (15,5 % av 1RM) pa det
andre beinet pa yngre menn, sa kunne Mackey og medarbeidere rapportere en gkning i
antall satellittceller pa 31 og 18 %. For beinet som trente tung tilsvarte dette en gkning
fra 0,12 til 0,15 og beinet som trente lett fra 0,11 til 0,13 satellittceller per fiber.

@kningen var ikke forskjellig mellom beinene.

I 2012 undersgkte Nielsen et al. (2012) effekten av SRB med lav motstand (20 % av
1RM) pa satellittceller. Dette var den farste studien som studerte satellittcelleresponsen
til SRB. Yngre menn gjennomfarte tre uker med sammenhengende trening. Biopser ble
tatt fra m. vastus latetalis for, etter fgrste treningsuke (mid 8) og 3 og 10 (post 3 og 10)
dager etter siste treningsuke og identifisert med Pax7. Pax7" celler per type | fibrer gkte
fra 0,11 (pre) til 0,41 (mid8), 0,36 (post3) og 0,26 (post10), som tilsvarte en gkning pa
292, 242 0g 143 %. Pax7+ celler per type Il fibre gkte fra 0,10 (pre) til 0,37 (mid 8),
0,35 (post 3) og 0,23 (post 10), som tilsvarte en gkning pa 276, 264 og 143 %.
Resultatene til Nielsen et al. (2012) indikerer at hgyfrekvent SRB med lav motstand kan
rekruttere til en sterre satellittcellegkning etter én uke sammenlignet mot tradisjonell
tung styrketrening over 8-16 uker. Treningsmetoden viser ogsa at den effektivt kan gke
satellittcelleantallet i type | fibrene. Satellittcelleantallet er rapportert & gke ~ 30 — 140
% innen 24-48 timer i respons til en akuttgkt med eksentrisk belastning (Crameri et al.,
2004; Dreyer et al., 2006; McKay et al., 2010; Paulsen et al., 2010). Sammenlignet med
gkningen i antall satellittceller Nielsen et al. (2012) observerte etter 5 dager (7 okter),
kan dette gi inntrykk av hvilket potensial SRB med lav motstand har for & gke
satellittcelleantallet pa kort tid. I alle akutt-studiene ble NCAM benyttet til & identifisere
satellittcellene. Man kan derfor ikke utelukke at gkningen kan komme av en svelling av
satellittcellen (Wernbom et al., 2013). Svelling kan imidlertid ogsa forekomme nar Pax7
benyttes om satellittcellemarker (Gregory & Chb, 2004).
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Tabell 2.3 Oversikt over studier pa SRB og tradisjonell tung styrketrening pa endring i
satellittcelleantall. Akuttstudier gverst, deretter intervensjonsstudier.

Studie  Kjgnn n Trening-  @kter/  Trenings- Reps Serier Motstand % endring i Metode
(alder) status uke periode (per (% av 1RM)  satellittcelle
(uker) sierie)
Crameri et M 8 Utrente - Akutt-gkt 10-50 0-10 Eksentrisk - IHC: NCAM
al. 2004 25+3 NB
Dreyer et M 9 Utrente - Akutt-gkt 92 - Eksentrisk +141 % IHC: NCAM
al. (2006) 23-35 NB
Wernbom M/K 7 Trente - Akutt- gkt Ut- 3 30 +33-53% IHC: NCAM
etal. 26+1 mattelse RB
(2013)
Hikida et M 7 Utrente 2-3 8 3-5 4 - +25% Elektron-mikroskop
al. (1998) 22,5+5.8 NB
M 8 Utente 2 16 6-8 3 - +18 % Elektron-mikroskop
65+6 NB
Kadi et al. M 10 Godt trente - - 3-12 4-7 - - IHC: Lau 19
(1999a) 27.7+75 NB
Kadi K 9 Utente 3 10 10-12 3 - +45.9 % IHC: Lau 19
&Thornell 386 NB
, (2000)
Roth et al. M /K 14 Utente 3 9 - 5 - 34.8 % til Elektron-mikroskop
(2001) 20-30 sammen for NB
begge grupper!
M/K 15 Utente 3 9 5 - Elektron-mikroskop
60-75 NB
Kadi et al. M 24 Utrente 3 12 6-12 4-5 - +31.4 % IHC: CD56
(2004) 24+1 NB
Petrella et M/K 26 Utente 3 16 8-12 3 80 49 % IHC: NCAM
al. (2006) 20-35 NB
Mackey et M/K 29 Utrente 3 12 8-15 3 ~62-80 271 % IHC: NCAM
a. (2007) 70-82 NB
Verdijk et M 14 Utente 3 12 8-15 4 60-80 Type 11: 76 % IHC: CD56
al. (2009) 7242 NB

IHC: immunhistokjemi. NCAM: Neural Cell Adhesion Molecule. SC56: cluster of differentiation.
56 Pax7: Paired box protein 7. RB: redusert blodtilfgrsel. NB: Normal blodtilfarsel.
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Tabell 2.3 Fortsettelse.

Studie  Kjgnn n Trening-  Okter/uke  Trenings- Reps  Serier  Motstand % endring i Metode
(alder) status periode (per (% av satellittcelle
(uker) sierie) 1RM)
Mackey et M 12 Utrente 3 12 8 10 70 31% IHC: CD56
al. 25+3 NB
(2011a)
M Kontroll- Utente 3 12 36 10 155 18% IHC: CD56
bein NB
McKay et M 12 Utente - Akutt-gkt 10 30 Eksentrisk ~ Pax7 og NCAM:  IHC: Pax7 og
al. (2010) 21+2 36 0g 28 % NCAM
NB
Paulsen et M/K 33 Trente - Akutt-gkt 14 5 Eksentrisk - IHC:CD56
al. (2010) 2615 NB
Mackey et K 18 Utente 3 10 8-12 3 - Type | og Il: IHC: Pax7
al., 44+8 64 0g 164 % NB
(2011b)
Nielsen et M 20 Utente 7 3 Ut- - 20 Type l og Il: IHC: Pax7
al. (2012) 2242 mattelse 143.509 143.9 % RB
Hanssen M 10 Utrente 3 11 10-7 3 - 2 uker; 37.11 IHC:CD56
etal. 26+2 uker; 44% NB
(2012)
M 11 Utente 3 11 10-7 1 - 2 uker; 14 %. 11 IHC: CD56
26+1 uker; 19 % NB

IHC: immunhistokjemi. NCAM: Neural Cell Adhesion Molecule. SC56: cluster of differentiation.
56 Pax7: Paired box protein 7. RB: redusert blodtilfgrsel. NB: Normal blodtilfarsel.
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2.7.2 Effekten av SRB med lav motstand versus tradisjonell tung
styrketrening pa antall muskelcellekjerner

I humane studier ser det ut til at addering av nye muskelcellekjerner farst finner sted
ved en markant muskelhypertrofi. (Hikida et al., 1998; Kadi & Thornell, 2000; Kadi et
al., 2004; Mackey et al., 2011a; Olsen et al., 2006, 2008). Dette indikerer at disse
faktorene henger sammen i skjelettmuskelfibrene, noe som stettes av Kadi et al. (2004)
og Petrella et al. (2006). Imidlertid er det observert at moderat muskelfiberhypertrofi
kan forkomme uten en addering nye muskelcellekjerner (Kadi et al., 2004).
Muskelcellekjernerespons til SRB med lav belastning er derimot kun undersgkt i en
studie (Nielsen et al., 2012).

Etter 10 uker med tradisjonell tung styrketrening observerte Kadi og Thornell (2010) en
70 % gkning muskelkjerneantall. Forfatteren registrerte ogsa en signifikant korrelasjon
mellom gjennomsnittlig antall kjerner per muskelfiber og tverrsnittsarealet rundt
fibrene. Denne studien indikerer at endringer i fiberstgrrelse er assosiert med endring i
kjerneantall. Dette stattes av Petrella et al. (2006), som konkluderte med at
myskelfiberhypetrofien han observerte (+27 %) var et resultat av en inkorporering av
nye muskelcellekjerner (+19 %) etter 16 uker med tradisjonell tung styrketrening pa
bein hos yngre menn. | en studie av Petrella et al. (2008) kom ytterligere bevis for at
tradisjonell tung styrketrening kan rekruttere til en gkning i muskelcellekjerneantallet.
Etter & ha benyttet en kluster-analyse observerte forfatteren at gruppen som oppnadde
starst muskelhypertrofi (+57 %) ogsa hadde den starste gkningen i antall
muskelcellekjerner per fiber (+26 %). | en studie av Hanssen et al. (2012) ble effekten
av treningsvolum (ett sett versus tre sett pa underekstremiteten) pa
muskelcellekjerneresponsen undersgkt, der tradisjonell tung styrketrening ble
gjennomfart. Hansen et al. (2012) kunne ikke finne noen forskjell mellom gruppene,
men en gkning for begge grupper etter 2 og 11 uker med trening fra baseline. Dette
viser at tradisjonell tung styrketrening bade resulterte i en tidlig, men ogsa mer stabil
gkning i antall muskelcellekjerner. Etter andre treningsuke ble det ogsa observert en
signifikant reduksjon i kjernedomene, uten en samtidig gkning i muskelfiberareal. Dette
kan indikere at gkningen i muskelcellekjerner kommer far hypertrofien, som er et
motsatt tidsforlgp Petrella et al. (2006; 2008) dokumenterer for i sine studier. Det er
imidlertid vert & bemerke at det bare ble tatt biopsier fer og etter intervensjonen i
studiene til Petrella et al. (2006; 2008).
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Ikke alle studier finner en gkning i antall muskelcellekjerner. Etter 12 uker med
tradisjonell tung styrketrening pa bein registrerte Kadi et al. (2004) ingen signifikante
endringer i antall muskelcellekjerner. I studien ble det observert en muskelhypertrofi pa
17 % og signifikant gkning i kjernedomene. Forfatteren mente at hypertrofien som ble
oppnadd i studien ikke var av stor nok starrelse til & sette hver enkelt kjerne under press.
At de eksisterende kjernene hadde kapasitet til & gke proteinsyntesen for a statte den
moderate gkningen i cytoplasma. Mackey et al. (2011a) kom frem til samme
konklusjon. I studien gjennomfarte yngre menn 12 uker med tradisjonell tung
styrketrening (70 % av 1RM) pa et bein og styrketrening med lav motstand (15,5 % av
1RM) pa det andre beinet. | motsetning til Mackey et al. (2011a) observerte Nielsen et
al. (2012) en signifikant gkning i antall muskelcellekjerner for begge fibertyper da
styrketrening med lav motstand ble kombinert med redusert blodstrem. Etter 1 og 3- og
10 dager etter siste treningsuke gkte muskelcellekjerneantallet fra baseline (2,34) til
3,11, 2,98 og 2,99 muskelcellekjerner per fiber som tilsvarte en gkning pa 33, 27 og 28
%. Muskelcellekjerner per type Il fibre gkte fra baseline (2,65) med 3,43 etter farste
treningsuke og 3,43 og 3,23 tre og 10 dager etter siste treningsuke, som tilsvarte en
gkning pa 29, 29 og 22 %. Resultatene til Nielsen et al. (2012) indikerer at SRB med lav
motstand kan stimulere til en tilsvarende gkning i antall muskelcellekjerner etter én uke
sammenlignet mot tradisjonell tung styrketrening over 10-16 uker (tabell 2,4). Studiet til
Nielsen et al. (2012) er ogsa det farste humane studiet som viser en lik gkning i antall
muskelcellekjerner per fiber i begge fibertyper. Nielsen at al. (2012) fant ogsa en
signifikant sammenheng mellom endringer i antall muskelcellekjerner per fiber og

endringer i muskelfiberareal.
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Tabell 2.4 Oversikt over studier pa SRB og tradisjonell tung styrketrening pa endring i
muskelcellekjerner. Skrift i kursivformat er kontrollgruppe og/eller bein for de gjeldene studiene.

Studie  Kjgnn n Trening- @kter/  Trenings- Reps Serier Motstand % endring i Metode
(alder) status uke periode (per (% av 1RM) muskel-
(uker) sierie) cellekjerner
Kadi K 9 Utente 3 10 10-12 3 - 70 % IHC
&Thornell 38+6 NB
, (2000)
Kadi et al. M 24 Utrente 3 12 6-12 4-5 - IS IHC
(2004) 24+1 NB
Petrella et M/K 13 Utente 3 16 8-12 3 80 19 % IHC
al. (2006) 20-35 NB
Petrella et M7K 17 Utente 3 16 8-12 3 80 26 % IHC
al (2008) 20-35/ NB
60-75
Mackey et M 12 Utrente 3 12 8 10 70 IS IHC
al. 25+3 NB
(2011a)
M Kontroll- Utente 3 12 36 10 155 IS NB
bein
Nielsen et M 20 Utente 7 3 Ut- 20 Type | og Il: IHC
al. (2012) 2242 mattelse 28 0922 % RB
Hanssen M 10 Utrente 3 11 10-7 3 - 2 uke,; ca 15 %. IHC. DAPI
etal. 26+2 11 uker; ca 18 NB
(2012) %.
M 11 Utente 3 11 10-7 1 - 2 uker, ca 14 %. IHC: DAPI
26+1 11 uker; ca3 % NB

IHC: immunhistokjemi. IS: ikke signifikant. RB: redusert blodtilfarsel. NB: Normal blodtilfarsel.
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2.8 Oppsummering

Det er godt dokumenter at tradisjonell tung styrketrening fra 3-16 uker kan stimulere til
gkning i antall satellittceller, muskelcellekjerner, hypertrofi og styrkefremgang. SRB
med lav motstand er en relativ ny treningsmetode og har vist a gi en like stor hypertrofi
og styrkefremgang som tradisjonell tung styrketrening. Kun en studie har undersgkt
effekten av SRB med lav motstand pa satellittceller og muskelcellekjerner (Nielsen et
al., 2012). Etter fem dager med trening (syv gkter) observerte Nielsen et al. (2012) en
stor satellittcelle-, muskelcellekjerne- og muskelfiberarealgkning pa lik linje eller starre
enn det som er sett etter tradisjonell tung styrketrening. For samtlige variabler stagnerte
imidlertid responsen etter farste treningsuke. | denne sammenheng er det interessant a
undersgke om en hvileperiode lagt inn etter farste treningsuke kan resette systemet og

bidra med en ytterligere gkning for de nevnte variablene.
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3. Metode

Datainnsamlingen til denne masteroppgaven var en del av et starre prosjekt kalt
«Okklusjon 3» som ble gjennomfart pa Norges idrettshagskole hgsten 2013.

3.1 Studiedesign

| forkant av treningsintervensjonen gjennomfarte forsgkspersonene tilvenning til
styrketestene, prebiopsier og pretester. Etter en ukes opphold startet farste
treningsperiode med styrketrening med redusert blodstrem (SRB) der de trente syv
gkter i lgpet av fem dager (figur 3,1). Deretter fulgte en ti dager lang hvileperiode far de

igjen gjennomfarte en treningsbolk pa syv gkter fordelt pa fem dager.

ME

Styrke Shke Styrke Styrie ME  Styrke

Biopsi Biopsi  Biopsi Biopsi Biopsi Biopsi Styrke l Biopsi rt_rrke
b l IR

Tremingsuke 1 10 dager hvile Treningsuke 2

|Dag:-? 1 2 3 4567 8510 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22232425.!5,-“,-".!531;‘:.-"35|

Figur 3.1 Studiedesign.

3.1.1 Utvalg
Til sammen 12 forsgkspersoner (tabell 3,1) meldte seg frivillig til studien. To
forsgkspersoner trakk seg underveis pa grunn av arsaker ikke relatert til studiet. For a

kunne delta i studien ble det satt ulike inklusjons- og eksklusjonskriterier (tabell 3,2).
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Tabell 3.1 Antropometriske data av forsgkspersonene.

Menn (n=7) Kvinner (n=3)
Alder (ar) 24 ar (2) 23 ar (2)
Hayde (cm) 182 cm (7) 173 cm (5)
Vekt (kg) 85 kg (10) 67 kg (2)

Alle verdier er gjennomsnitt (SD)

Tabell 3.2 Inklusjons -og eksklusjonskriterier for deltagelse i studien.

Inklusjonskriterier

Eksklusjonskriterier

- Menn og kvinner mellom 20 og 35 ar

- Ikke drevet med regelmessig
styrketrening pa larmusklene de siste 6 -
maneder (< 1 gkt hver annen uke).

Skader i muskelskjelettapparatet som
hindrer de i & gjennomfare treningen
Bruk av medikamenter og/ eller
kosttilskudd (proteinpulver, vitaminer,
kreatin eller lignende) under
treningsperioden

3.1.2 Rekruttering av forsgkspersoner

Forsgkspersoner ble rekruttert fra hagskoler og Universitetet i Oslo der informasjon om

studiet ble distribuert gjennom plakater, studentmail, sosiale medier, informasjon via

forelesninger og stands. Det ble i forkant av studiet holdt informasjonsmete og alle

forsgkspersoner fikk utdelt skriftlig informasjon om studien (vedlegg 1).

3.2 Treningsprotokoll

Styrketrening med redusert blodtilfersel (SRB) ble utfgrt med en 135 mm pneumatisk
mansjett (9-7350-003, Delfi Medical, Vancouver BC, Canada) som ble plassert

proksimalt pa laret (figur 3,2).
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Figur 3.2 Styrketrening med redusertblodtilfarsel (SRB) i kneekstensjons- apparat. 1: 135 mm
pneumatisk mansjett. 2: Datastyrt torniquetsystem.

Mansjetten var koblet opp til et datastyrt torniquetsystem (Zimmer A.T.S. 2000, USA)
som kontrollerte at trykket ble holdt tilneermet konstant under gjennomfgring av
treningen. Trykket i mansjetten ble satt til 100 mmHg for menn og 90 mmHg for
kvinner. Forsgkspersonene gjennomfarte en kort oppvarming uten okklusjon (15
repetisjoner med 5 kg motstand) fer fire serier med unilateral kneekstensjon ved en
belastning pa 20 % av 1RM til utmattelse. Det var lagt inn 30 sek pause mellom seriene.
Hayre bein ble trent for venstre, avskilt med fem minutters pause. Mansjettrykket ble
opprettholdt under hele gjennomfaringen, og ble sluppet opp umiddelbart etter det
fjerde settet var gjennomfart. Hastighet pa muskelaksjonene ble satt til 1sekund
konsentrisk og 1sekund eksentrisk, kontrollert ved hjelp av en metronom (korg
metronome MA-30. Kina). Den totale arbeidsvinkelen var satt fra 90° og opp til 10°
kneekstensjon (0° = full ekstensjon). Ingen tilvenning av SRB ble gjennomfart i forkant
av treningsukene, men forsgkspersonene fikk prgve mansjetten fgr oppstart av studien.
For a male endring i blodstrem bade med og uten okklusjon ble blodstrem far og etter
treningsintervensjonen malt like distalt for mansjetten i a. femoralis og a. superficalis,
der det ble benyttet et doplersystem (Vivid 7. GE Vingmed Ultrasound, Horten). |
gjennomsnitt ble blodstrammen redusert fgr og etter intervensjonen med henholdsvis
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66113 % og 64+17 % med en minste og starste verdi pa 41 % og 82 % far

intervensjonen og 34 % og 88 % etter intervensjonen.

3.3 Styrketester

Styrketestene ble utfert dag -7, 1, 9, 15, 24 (post 5), 31 (post 12) og 39 (post 20) (figur
3,1). Individuelle innstillinger av styrkeapparatene ble registrert under tilvenning og
brukt ved senere testing. Styrketestene ble innledet med en generell oppvarming
bestaende av 5 min sykling der wattbelastning ble standardisert for & kunne bruke
samme belastning ved senere testing. Til & regne ut treningsbelastningen ble

baselineverdien fra tilvenningen og pretestene benyttet.

3.3.1 Maksimal isokinetisk og isometrisk kneekstensjon

De isokinetiske og isometriske® testene ble gjennomfart i et dynamometer (HUMAC
2009 NOMR CSM). Testing and Rehabilitation System. USA) (figur 3,3). Den
isokinetiske testen og oppvarmingen hadde kun fokus pa ekstensjonsdelen og
forsgkspersonene ble instruert om ikke a yte muskelkraft under fleksjonsdelen. Den
spesifikke oppvarmingen bestod av fire sammenhengende isokinetiske repetisjoner pa
60 grader i sekundet, der forsgkspersonene gradvis gkte kraften. Testen ble gjennomfart
med totalt tre repetisjoner ved samme hastighet. Bevegelsesutslaget var 95 ©, fra 95°
fleksjon til full ekstensjon. De maksimale isometriske testene ble gjort etter de
isokinetiske testene. Testene ble gjennomfart pa tre ulike vinkler, 90°, 80° og 70°. Der
det ble testet to repetisjoner med 5 sekunders varighet per vinkel, med 60 sekunders
mellomrom. Under testingen ble forsgkspersonene instruert til & yte maksimalt til

testleder ga beskjed.

19 Bevegelseshastigheten i leddet er konstant
% Ingen bevegelse i leddet
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Figur 3.3 Dynamometer benyttet til isokinetiske -og isometriske styrketester. 1: Dynamometer.

3.3.2 1lrepetisjon maksimum (1RM) kneekstensjon

1 RM-testen ble gjennomfart i kneekstensjonsapparat (GYM 2000 Gym Equipment) og
ble alltid gjort etter den isometriske testen. Stolen ble stilt inn slik at forsgkspersonene
fikk omdreiningspunktet til apparatet i samme linje som omdreiningspunktet i kneleddet
(med utgangspunkt i den laterale epikdondylen) og fotputen plassert rett over ankelen.
Sikkerhetssele ble benyttet rundt livet under testing og forsgkspersonene holdt armene
langs siden. Under testingen ble hgyre bein testet for venstre, uten pause mellom
beinene. For at 1 RM skulle godkjennes matte kneleddet na en vinkel pa 10° eller lavere
(0° = full ekstensjon) med en startvinkel pa 90 °. For a kontrollere dette, ble hgyden pa
vektmagasinet kontrollert mot et referansepunkt for hver forsgksperson. Den spesifikke
oppvarmingen bestod av tre sett med henholdsvis 10 (50 % av 1RM), 6 (70 % av 1RM)
og 3 repetisjoner (80 % av 1RM). Den tyngste vekten forsgkspersonene klarte & lgfte i
én godkjent repetisjon, ble registrert som deres 1 RM. 1 RM fra baseline testen ble

benyttet til & regne ut treningsmotstanden (20 % av 1 RM).
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3.4 Magnetresonans

MR undersgkelse av larene ble gjennomfart en uke fer intervensjonen og en uke etter
treningsintervensjonen (figur 3,1). Malingene ble gjennomfart i en MR-maskin
(Siemens MAGNETOM Avanto, A Tim+Dot System 1,5-T) hvor samtlige muskler i
quadriceps (m. vastus lateralis (VL), m. vastus medialis (VM), m. vastus intermedius
(V1) og m. rectus femoris (RF)) ble analysert pa totalt 9 snitt. Musklene ble analysert
med 5 mm tykke snitt med 39,7 til 40,0 mm mellom hvert snitt. Dataprogrammet OsiriX
(OsiriX medical imaging software, OsiriX, Atlanta, USA) ble benyttet til & analysere
tverrsnittet (CSA) til musklene. Mest distale snitt ble lagt 40 mm ovenfor leddspalten i
kneleddet, og hadde ikke alltid synlig muskelvev. Fra det mest distale snittet, ble
bildene tatt med 39,7 til 40,0 mm intervaller proksimalt oppover pa laret. Det mest
proksimale snittet ble tatt 35,95mm proksimalt for leddspalten i kneet pa femur. |
tilfellene der grensene mellom musklene var vanskelig a skille, ble et MR-atlas (Maller
& Reif, 2007) benyttet som veiledning.

3.5 Ultralyd

Muskeltykkelse av m. vastus lateralis (VL) og tverrsnittareal (CSA) av m. rectus
femoris (RF) ble malt ved hjelp av ultralyd (Philips HD11XE Ultrasound system).
Ultralyd ble malt i forkant av alle treningsdagene foruten akuttdagene, der det ble
undersgkt bade far og etter treningsgkten. Malinger ble ogsa gjennomfart pa dager der
det kun ble tatt muskelbiopsi og 1RM-test. Under malingene 1a forsgkspersonene pa en
undersgkelsesbenk, og var totalt avslappet i underekstremiteten. Muskeltykkelse av VL
ble malt midt pa laret og ble definert som halvparten av distansen mellom trochanter
major og det mest distale punktet av VL. For a sikre reliable malepunkter ble en
transparent benyttet, og samtlige punkter ble merket pa huden med en vannfast tusj. For
a analysere bildene ble ImageJ software (Wayne Rasband, National Institutes of Health,
Bethesda, MD, USA) benyttet.
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3.6 Maling pa muskelfiberniva
For a studere endringer pa celleniva ble det tatt vevsprgver fra begge bein i m.vastus
lateralis for, under og etter intervensjonen (figur 3,1).

3.6.1 Muskelbiopsier

Biopsiomradet (hud og muskelfascien) pa m. vastus lateralis ble farst bedgvet
(Xylocain-adrenaline, 10 mg*ml™ + 5 pg *ml™?, AstraZeneca, Sodertilje, Sverige) og
vasket med desinfiserende vaeske. Et 15-20 mm snitt gjennom huden og muskelfascien
ble gjort med skalpell. Muskelvevet ble hentet ut med en 6 mm steril Bergstrgmnal
koblet til en 50ml sprayte, og det ble tatt ut 200-300 mg muskelvev per biopsi.
Muskelvevet ble deretter fordelt til falgende analyser: fosforylering av signalmolekyler,
MRNA, elektronmikroskopi (EM) og homogenat. Til immunhistokjemi (IHC) ble
vevsbiter som hadde de mest parallelle og rette fibrene benyttet. Bitene ble farst
bearbeidet der eventuelt bindevev og fett ble dissekert bort, far de ble skaret vinkelrett
med barberblad og lagt i en form med stabiliserende lim (Tissuetek, O.C.T. compound,
Sakura, Nederland). Umiddelbart fulgte en nedfrysning av formen med IHC-biten i
isopetan, som var forhandskijglt til ~ — 140 °C péa flytende nitrogen (~ - 190°C). Formene
ble deretter lagt i kryostat (CM 3050, Leica Microsystems; Nussloch, Tyskland) (~ - 22°
C) for de ble lagret i ultrafryser (~ - 80° C).

3.6.2 Snitting av muskelbiopsier

Muskelbiopsiene ble tatt ut av ultrafryseren (- 80°C) og lagt i kryostat (CM 1950, Leica
Microsystems; Nussloch, Tyskland) i 1 time sammen med annet utstyr (pinsetter,
pensler, skalpell) som benyttes under snitting. Kryostaten holdt en temperatur pa ~ - 22°
C. Vevsbhiten ble sa festet til en kutteskrue med tissuetek (Tissue-Tek. O.C.T
Compound, USA) far kutteskruen ble montert til kryostaten. Vevsbiten ble trimmet for
a sjekke kvalitet pa snittene og fa en klar kutteflate. Snittene ble kuttet med en tykkelse
pa atte um og plassert pa Superfrost Plus Mikroskopglass (Menzel-Glaser,
Brouschweig, Germany). Alle muskelbiopsiene fra samme forsgksperson ble fordelt pa
ett objektivglass. Vevsbitene ble lagt i den tidsrekkefglgen de ble tatt i fra pre til siste
biopsi (figur 3,4). For hver forsgksperson ble det det laget 15 nabosnitt.
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H. Bein nr 1/Pre nr 2/Akuttl nr4/Dag9 nr 6/Post3 +

V.Bein nr1/Pre nr3/Dag4 nr5/Akutt2 nr 7/Post10

Figur 3.4 Muskelbiopsiene fra hver forsgksperson ble plassert pa objektivglasset i den tidsrekkefglgen de
ble tatt i fra pre til siste biopsi (1-7).

3.6.3 Immunhistokjemi

For & kunne identifisere ulike strukturer pa snittet ble det brukt spesifikke antistoffer
(tabell 3,3). Dobbeltmerking?! ble benyttet for & kunne identifisere ulike strukturer p&
samme snitt. Tre ulike dobbeltmerkinger ble benyttet pa hver enkelt biopsi. Merkingen
foregikk dermed i tre omganger der tre nabosnitt fra biopsiene ble benyttet (tabell 3,4).
Ved darlig merking av snittene eller hvor snittene er av darlig kvalitet, ble hele

merkeprosessen gjentatt, pa et nytt glass.

Alle merkemetodene begynte med at snittene ble tatt ut av fryseren, tint og terket og
lagt pa en benk i romtemperatur (RT). Etter 15 min legges en ring med en PAP?*- penn
(OmmEdge PEN. Vevtor Laboratories, Inc) rundt snittene etterfulgt av innkubering i
BSA? i 45 min (NCAM+ Laminin og SC71 + Dystrofin) i RT eller 10 min (Pax7 +
Laminin) i RT i egen proteinblokker (tabell 3,3). BSA ristes av og tarkes med et lofritt
terkepapir (Kimtect Science, Precision Wipes Tissue Wipers) slik at glassene var Kklare
for pafering av primerantistoff. Samtlige antistoffer ble fortynnet i BSA etter riktige
blandingsforhold (tabell 3,3), far de ble applisert med pipptette pa snittene. For

komplett merkeprosedyre se vedlegg 2.

2 K ombinerer flere antistoffer p& samme snitt

22 Lipidepenn; ble benyttet for & lage lipideringer som fungerer som en barriere slik at antistoffet I3
innenfor og direkte oppa snittene

23 Bovine Serum Albumin; et plasmaprotein fra kveg som blokkerer uspesifikke bindingssteder pé
muskelvevet.
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Tabell 3.3 Primar -og sekundzer antistoff og proteinblokker som benyttes til IHC.

Antistoff Produsent Lot Bindes til Vertsdyr Fortynning
Primaer- Anti- NCAM ABCam GR 132194-2  Neural cell Mus, 1:200
antistoff Adhension monoclonal
molecule
Anti- laminin ~ Dako 00090772 Laminin Kanin, 1:400
polyclonal
SC-71 - DSHB Myosin heavy Mus, 1:1000
chain Il monoklonal
Anti- Dystofin  ABCam 831009 Dystrofin Kanin, 1:500
polyklonal
Anti- Pax7 DSHB - Satellittcellens Mouse, 1:100
kjerne monoklonal
Sekundaer- Alexa 488 Invitogen 1008801 Monoclonalt  Geit antimus, 1:200
antistoff antistoff av monoklonal
mus
Alexa 594 Invitogen 1008648 Polyclonalt Geit antimus, 1:200
antistoff av polyklonal
kanin
Protein- - DAKO 10082504 - - Ferdig-
blokker blandet
Cellekjerne- DAPI Invitogen - DNA - -

marker

#DAPI er ikke et antistoff, men en cellekjernemarkgr
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Tabell 3.4 Nabosnitt dobbeltmerket med ulike antistoffer for hver forsgksperson.

Snitt- nr Antistoff
Snitt nr.1 NCAM + Laminin
Snitt nr.2 SC71 + Dystrofin
Snitt nr.3 Pax7 + Laminin

Pa grunn av stgy i merkingen ble nabosnitt nummer én merket pa ny for forsgksperson

nummer to og ni. Nabosnitt nummer fire ble da benyttet for disse to.

3.6.4 Mikroskopi

Et lysmikroskop (Olympus BX61, Japan) tilkoblet en fluoriserende lyskilde (EXFO,
XI120PC-Q, Canada) ble benyttet til & kvantifisere de merkede snittene. Mikroskopet
hadde ogsa tilkoblet et digitalt kamera (Olympus DP72, Japan) som tok bilder av
snittene. Ved a ta bilder med hvert filter, for sa a sette sammen bildene, kan man se
kolokalisering av merking. Bade kamera og mikroskop blir styrt av Cell-F (Olympus,
Japan) software for Windows XP (Microsoft, USA).

For a fa en oversikt over snittet ble farst et svart-hvitt bilde (eller deler av snittet ved
store snitt) med 4x forstarrelse og texas-red filter som slipper igjennom lys fra
lamininmerkingen, der nabosnittet én merket med NCAM og laminin tatt. Bildet ble
invertert i Cell-F far det ble skrevet ut pa papir (blueprint), og fungerte som et kart over

snittet (figur 3,5).
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Figur 3.5 Blueprint, muskelsnitt merket med laminin. Invertert i Cell*F.

3.6.4.1 Kvantifisering av muskelfiberantall

Fibre ble ekskludert pa bakgrunn av ulike kriterier (tabell 3,5) fer identifisering av
satellittceller og muskelcellekjerner. Telling av fibre ble gjort manuelt ved & merke hver
fiber pa blueprinten med en penn, samtidig som det blir trykket pa et telleapparat
(Laboratory Counter). Alle hele fibre pa blueprinten blir telt, bortsett fra de fibrene som
fyller en eller flere av eksklusjonskriteriene (tabell 3,5). De telte muskelfibrene ble

brukt til & finne antall satellittceller per muskelfiber og hvilken fibertype de tilhgrte.
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Tabell 3.5 Eksklusjonskriteier for muskelfibre.

Eksklusjon av fibre

Fibre hvor det er brudd pa membranen
Fibre hvor snittet er brettet
Fibre som ligger utenfor det samlede snittet
Fibre som ligger skjevt og dermed er kuttet pa tvers (avlang form)
Fibre med unormal form (skarpe kanter/hjarner)

Skadde fibre (frostskader)

3.6.4.2 Kvantifisering av satellittceller

Kvantifisering av satellittceller ble gjort pa nabosnitt nummer en og to merket mot
satellittceller (NCAM og Pax7) og laminin. Telling og registrering av satellittceller
skjer ved & studere snittet direkte i mikroskopet. Nar satellittcellen lokaliseres i
mikroskopet merkes den av pa ngyaktig samme sted pa blueprinten (figur 3,5). Pa denne
maten unngdr man dobbelttelling av den samme satellittcellen. Ulike tellekriterier matte
innfris for at en satellittcelle kunne registres. For nabosnitt merket med NCAM (figur
3,6) eller Pax7 (figur 3,7) matte henholdsvis tre og to tellekriterier innfris (tabell 3,6 og
tabell 3,7). Satellittcellen ble vurdert som positiv dersom den innfridde de gjeldene
inklusjonskriteriene. Alle satellittceller telles manuelt etter at de er registrert. Det ble
ikke telt satellittceller pa ekskluderte fibre. Satellittceller blir presentert som antall per

muskelfiber.
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Tabell 3.6 Tellekriterier for satellittceller merket med NCAM.

Inklusjonskriterier for satellittceller merket med NCAM

NCAM -merkingen danner minst 75 % eller mer av ringen
NCAM -merkingen ligger innenfor lamininmerkingen

DAPI -merking som ligger oppa og falger/ fyller NCAM merkingen

Figur 3.6 Satellittcelle (inne i gul firkant) som fyller alle tre inklusjonskriteriene for a bli telt som
satellittcelle (NCAM positiv celle). Lysegrann merking/ring = NCAM, rgd merking = laminin og bla
merking = DAPI.
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Tabell 3.7 Tellekriterier for satellittceller merket med Pax7.

Inklusjonskriterier for satellittceller merket med Pax7

DAPI -merking som ligger oppa og felger/ fyller Pax7 merkingen

Pax7 -merkingen ligger innenfor lamininmerkingen

Figur 3.7 Satellittceller (inne i gul firkant) som fyller begge inklusjonskriteriene for & bli telt som
satellittcelle (Pax7 positiv celle). A: Rgd merking= laminin, grgnn merking= Pax7. B: Rgd merking=
laminin, bla merking= DAPI. C: Sammensatt bilde; laminin + Pax7 + DAPI.
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3.6.4.3 Kvantifisering av muskelcellekjerner

Kvantifisering av muskelcellekjerner ble utfart slik at de videre kunne relateres til
fibertype I eller 11 der nabosnitt nummer to merket med SC71- og dystrofin ble benyttet
(figur 3,8). Det ble funnet minst 50 muskelfibre av bade type I og Il fra tilfeldig omrade
pa snittet for & oppna tilfredstilene statistisk styrke. | motsetning til Mackey et al. (2009)
er det her lagt inn en margin, da de rapporterte at 25 fibre av hver fibertypene er
tilstrekkelig for & bestemme antall muskelcellekjerner. Et bilde med SC71, dystrofin og
DAPI (cellekjerner) merking med 4x forstgrrelse ble tatt fra samme sted med det
pamonterte kameraet pa mikroskopet og satt sammen i Cell* F. Det sammensatte bilde
ble videre overfart til et dataprogram (fiji), der kjernene ble telt manuelt direkte pa pc-
skjermen (figur 3,8). For at en cellekjerne kunne godkjennes matte inklusjonskriteriet
innfris (tabell 3,8). Siden snittene er kuttet med atte um tykkelse har bildene noe
”dybde”. En mulig konsekvens av dette er ujevnheter i membranens lengderetning som
kan forarsake at merkingen blir veldig bred. Bilde ble forstarret rundt den aktuelle
cellekjernen dersom dette ble oppdaget pa snittet. Dette for & fastsla om det geometriske
senteret for cellekjernemerkingen ble lokaliseringen pa innsiden dystrofinmerkingen

(figur 3,9). Muskelcellekjerner presenteres som antall cellekjerner per muskelfiber.

Figur 3.8 Telling av cellekjerner. Snitt merket mot dystrofin (red merking), MHC 11 (grgnn merking) og
DAPI (bla merking). Romertall indikerer fibertype I og I1. Hvite tall markerer muskelcellekjerner i type |
fibre, rade tall i type 11 fibre.
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Tabell 3.8 Tellekriterier for cellekjerner (DAPI).

Inklusjonskriterier for cellekjerner

Geometriske senteret lokalisert innenfor dystrofin merkingen

Figur 3.9 BI& merking = DAPI (muskelcellekjernemerking) og red merking = dystrofin.
Muskelcellekjerner merker med MK ble konkludert & ha sitt geometriske senter (cellekjernesenter) pa
innsiden av dystrofinmerkingen.

3.6.4.3.1 Utregning av kjernedomene

Kjernedomene ble regnet ut ved a dele antall satellittceller pa muskelfiberareal for av

fibertypene.
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3.6.4.4 Kvantifisering av muskelfibertype og muskelfiberareal

Antistoffene som ble benyttet til & merke satellittceller og fibertype er monoklonale, sa
de kunne ikke merkes pa samme snitt for a kvantifisere satellittceller relatert til type |
og Il fibre. De snittene med satellittcellemerking ble dermed kontrollert opp mot
nabosnitt med muskelfibertypemerking, og der hver fiber inneholdt en eller flere
satellittceller pa bluprinten ble funnet igjen pa muskelfibertypesnittet i mikroskopet.

Kvantifisering av muskelfibertype og muskelfibertypeareal ble gjort pa nabosnitt
nummer to merket mot fibertype (SC-71) og dystrofin. Et svart-hvitt bilde med texas-
red filter (dystrofin) og et med FITZ filter (SC-71) ble tatt pa ngyaktige samme sted pa
snittet med 4x forstarrelse. Bildene ble invertert i Cell*F og lagret hver for seg, for de
videre ble behandlet med bildeprogramvaren TEMA (ChekVision, Hadsund, Danmak).
| TEMA ble intensiteten pa SC-71 merkningen analysert for a bestemme fibertype,
mens muskelfiberareal analyseres ved at programmet regner ut arealet innenfor
dystrofinmerkningen (figur 3,10). Muskelfibre som hadde en eller flere av
eksklusjonskriteriene ble ekskludert fra kvantifiseringen (tabell 3,9). Snitt med mindre
en 50 fibre av en eller begge fibertyper ble ogsa ekskludert. Resultater ble presentert
som muskelfiberareal i type | og type 1l fibrene, og totalt muskelfiberareal type | og Il
fibre.

Tabell 3.9 Eksklusjonskriterier for muskelfibre som behandles i TEMA.

Eksklusjonskriterier for muskelfibre

Muskelfibre som ligger i ytterkant
Muskelfibre som ikke er hele (ufullstendig dystrofinmerking)
Muskelfibre med unormal form

Muskelfibre som 14 brettet over hverandre
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Figur 3.10 Kvantifisering av muskelfibertype —og areal i TEMA. Muskelfibre med gra merking er type I
fibre. Ikke merkede fibre (hvite) med blatt punkt i midten er type | fibre.

3.7 Statistikk

Studien ble gjennomfart som et far- etter design med parede sammenligninger, sa
dataene ble analysert med en enveis-ANOVA med repeterte malinger. Det ble ogsa
benyttet en Tukey post hoc test. Gjennomsnitt av prebiopsi for hgyre og venstre bein er
brukt som baseline ved utregning av alle data. Basert pa normalfordelingen av data ble
parametrisk test valgt. Alfanivaet ble satt til 0,05 og resultatene er presentert som
gjennomsnitt + standardavvik (SD). Pearson r ble benyttet til & regne ut korrelasjoner.
Analysene ble gjort i Microsoft Excel 2013 (Microsoft Excel [computer software]
Redmond, WA, USA.) og Prism 6 (GraphPad Software Inc, San Diego, CA, USA).
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4. Resultater

For treningsperioden starter var det ingen signifikant forskjell mellom hgyre og venstre
bein i 1 RM eller maksimal dreiemoment i isokinetisk kneekstensjon (tabell 4,1).

Tabell 4.1 Baselineverdier for muskelstyrke malt som 1RM og maksimal dreiemoment i isokinetisk
(moment ved 60 g/s) kneekstensjon for hgyre og venstre bein. Resultatene er oppgitt som gjennomsnitt +
standardfeil.

1 RM (Kg) Maksimalt dreiemoment
Hayre Venstre Hayre Venstre
70£17 71x15 199+56 189+56

Det var signifikant flere cellekjerner per muskelfiber i type Il fibrene sammenlignet mot
type | fibrene far treningsperioden startet (p=0,05). Kjernedomene og muskelfiberareal
var signifikant sterre for type Il fibrene sammenlignet mot type | fibrene (p<0,05,
p<0,01, tabell 4,2).

Tabell 4.2 Baselineverdier for satellittceller (NCAM og Pax7), muskelcellekjerner, kjernedomene og
muskelfiberareal, for type | og Il fibre. Tallene presenteres som n per muskelfiber + standardfeil. *
signifikant forskjell fra type I fibre.

Type | fibre Type Il fibre
Satellittceller (Pax7) 0,036 0,007 0,036 +0,015
(Ant/per fiber)
Satellittceller (NCAM) 0,027+0,018 0,032+0,011
(Ant/per fiber)
Cellekjerner 3,3+0,5 3,5 +0,4*
(Ant/per fiber)
Kjernedomene (um?) 1538 +99 1773 £224*
Muskelfiberareal (um?) 4689 +373 5933 +816*
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4.1 Muskelstyrke

41.1 1RMog MVC
Det var ingen signifikant gkning etter farste eller andre treningsuke i muskelstyrke malt
som 1 RM (figur 4,1).

For maksimalt dreiemoment i isokinetisk kneekstensjon ble det ikke funnet signifikant
gkning etter farste treningsperiode, men funnet en gkning fra dag 9 til post 20 for
absolutte og relative verdier (p<0,05) (figur 4,1).
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Figur 4.1 Absolutt endring i muskelstyrke malt som 1RM i kneekstensjon (hayre) og maksimal
dreiemoment i isokinetisk (60 grader/sekund) kneekstensjon (venstre). Prosentvis endring i innfelt figur.
Verdier er gjennomsnitt og feilmarkgrer beskriver standard awvvik.
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4.2 Muskelstgrrelse pa m. Vastus lateralis

4.2.1 Muskeltverrsnittsareal

Det gjennomsnittlige muskeltverrsnittsarealet (CSA) av VL, samt det hgyeste malte
muskeltverrsnittsarealet (peak CSA) var uforandret etter treningsperioden (0,21 cm? og
0,43+1,6 cm?, figur 4,2).
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Figur 4.2 Individuelle tverrsnitt (CSA) for m. vastus lateralis (hgyre) og peak tverrsnitt (CSA) for m.
vastus lateralis (venstre) ved baseline og 7 dager etter siste treningsgkt (post).

4.2.2 Muskeltykkelse

Muskeltykkelse i VL hgyre bein gkte fra baseline til dag 9, post 3 og post 10 med 3,3+
2,1 %, 5,3+ 1,8 % 0g 5,7+ 2,5 % (p=0,01) (figur 4,3).
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Figur 4.3 Endring i tykkelse av m. vastus lateralis. Tidspunkter merket med B ble det tatt biopsi samme
dag. * Signifikant forskjell fra baseline (p<0,05). # Signifikant forskjell fra dag 9 (p=0,02). Verdier er
gjennomsnitt og feilmarkarer beskriver standard avvik.

73



4 Resultat

Amund Lgvstad

4.3 Muskelfiberareal

I gjennomsnitt ble 638 fibre (288 for type Il fibre og 350 for type I fibre) per snitt

analysert for muskelfiberareal. Muskelfiberareal malt pa tverrsnitt fra biopsier gkte med
19+ 23 % i type | fibrene (p=0,04) men gkte ikke signifikant (15+ 27 %, i type Il fibrene

p=0,24) fra baseline til post 10. For type | og Il fibre ble det fra dag 9 til post 10 funnet

en gkning pa 25+ 23 % og 32 + 27 (p<0.01). Det var en tendens til redusert

muskelfiberareal i type Il fibrene etter farste treningsuke fra baseline -17+ 13 %
(p=0,16) (figur 4,4).
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Figur 4.4 Muskelfiberareal (um ) malt gjennom oppfalgingsperioden for type I fibre (venstre) og type I
fibre (hgyre). Prosent endring i innfelt figur. * signifikant forskjell fra baseline (p=0.05). *** signifikant
forskjell fra dag 9 (p<0.01). Verdier er gjennomsnitt og feilmarkarer beskriver standard avvik.
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4.3.1 Frekvensdiagram: Muskelfiberareal (um?)

Frekvensdiagram for muskelfiberareal for (Baseline), etter fgrste (D9) og andre (D31)
treningsuke (figur 4,4).
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Figur 4.5 Frekvensdiagram for muskelfiberareal far, etter farste og andre treningsuke.
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4.4 Satellittceller
De snittene som ble analysert for satellittceller merket med Pax7 og NCAM inneholdt i
gjennomsnitt 673 og 714 fibre (type I; 316 og 321, type II; 357 og 393).

Fra baseline gkte antall Pax7 positive satellittceller i type | fibrene signifikant etter
farste treningsuke med 115+ 101 % (p=0.01), for deretter a stagnere etter andre
treningsuke (forsatt115+ 95 % fra baseline, p=0,03) (figur 4,6). Det var en tendens til at
antall Pax7 positive celler gkte jevnt gjennom hele treningsperioden i type Il fibrene, og
pa siste biopsi var det en gkning pa 228+ 174 % (p=0,02) fra baseline og 97+ 35 %
(p=0,14) fra dag ni. Etter trening ble det funnet flere Pax7 positive celler for type Il
fibrene sammenlignet mot type I, henholdsvis 0,10+0,01 og 0,07+0,01 satellittceller per
fiber (figur 4,6).

Antall NCAM positive celler gkte jevnt gjennom hele treningsperioden i type | fibrene,
0g pa siste postbiopsi var gkningen pa 102+ 48 % (p<0,01). Det var ingen gkning
NCAM positive celler for type Il fibrene gjennom hele treningsperioden (figur 4,7).
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Figur 4.6 Antall satellittceller merket med Pax7 per muskelfiber rundt type I fibre (venstre) og rundt type
Il fibre (hgyre). Prosent endring i innfelt figur. * signifikant forskjell fra baseline (p<0.05). ** signifikant
forskjell fra baseline (p<0.01). Verdier er gjennomsnitt og feilmarkarer beskriver standard avvik.
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Figur 4.7 Antall satellittceller merket med NCAM per muskelfiber rundt type | fibre (venstre) og rundt
type 1l fibre (hagyre). Prosent endring i innfelt figur. ** signifikant forskjell fra baseline (p<0.01). Verdier
er gjennomsnitt og feilmarkarer beskriver standard avvik.
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4.5 Muskelcellekjerner og muskelfiberareal per
muskelcellekjerne

Det ble totalt valgt ut 100 tilfeldige fibre (50 for hver fibertype) for snittene som ble
analysert for muskelcellekjerner. Muskelcellekjerner, malt som antall cellekjerner per
fiber, gkte fra baseline til post 3 med 24+ 16 % (p=0,01), og tenderte til gkning til siste
biopsi med 28+ 29 % (p=0,11) for type I fibrene. For type 11 fibrene ble det funnet en
tendens til gkning fra baseline til post 10 med 28+ 31 % (p=0,13). For type I fibrene
ble det ogsa funnet en tendens til gkning fra dag 9 til post 10 (19 %, p=0,08) (figur 4,8).

Det ble i gjennomsnitt analysert 638 fibre (type I; 350, type II; 288) per snitt for
kjernedomene. Fra baseline til post 3 var det en tendens til reduksjon i kjernedomene for
type | fibrene (-17+ 18 %, p=0,13), og for type Il fibrene var det en tendens til
reduksjon fra baseline til dag ni (-21+ 23 %, p=0,13) (figur 4,9).
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Figur 4.8 Antall cellekjerner per muskelfiber rundt type I fibre (venstre) og rundt type Il fibre (hayre).
Prosentvis endring i innfelt figur. Fra baseline til post 10 ble det funnet en tendens til gkning (p=0.10)
rundt type | fibrene. Fra dag 9 til post 10 ble det funnet en tendens til gkning (p=0.10) rundt type 11
fibrene. Verdier er gjennomsnitt og feilmarkearer beskriver standard avvik.
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Figur 4.9 Muskelfiberareal (umz) per cellekjerne (kjernedomene) for type | fibre (venstre) og type Il fibre
(heyre). Prosent endring i innfelt figur. Verdier er gjennomsnitt og feilmarkarer beskriver standard avvik.
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4.5.1 Pax7 positive celler per muskelcellekjerne

Fra baseline ble det i type | fibrene funnet en signifikant gkning (117+ 112 %) etter
farste treningsuke (p=0,04) for deretter & stagnere etter andre treningsuke (87+ 101 %,
fra baseline). Fra baseline ble det i type Il fibrene funnet en tendens til gkning (111+
134 %) etter farste treningsuke (p=0,06), og en gkning (152+ 96 %) etter andre
treningsuke (p<0,01) (figur 4,10).
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Figur 4.10 Prosent endring Pax7 positive celler per cellekjerne for type 1l fibre (hayre) type | fibre
(venstre). Prosent endring i innfelt figur. * signifikant forskjell fra baseline (p=0.04). ** signifikant
forskjell fra baseline (p<0.01). Fra baseline til dag 9 det funnet en tendens til gkning (p=0.06) for type Il
fibrene. Verdier er gjennomsnitt og feilmarkgrer beskriver standard avvik.
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4.6 Korrelasjoner

4.6.1 Sammenheng mellom muskelfiberareal og muskelcellekjerner

Det ble ikke funnet noen signifikant korrelasjon for noen av fibertypene (type I; r=0,20,
type I1; r=0.50) mellom prosentvis endring i antall kjerner per fiber og fiberareal (figur
4,11). Endring fra baseline til post 10 ble benyttet som malepunkter for a regne ut
prosent endring for begge variabler.
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Figur 4.11 Sammenhengen mellom prosentvis endring i kjerner per fiber og fiberareal i type 1l fibre.

4.6.2 Sammenheng mellom muskelfiberareal og satellittceller

Det ble funnet en tendens til sammenheng mellom prosentvis endring i antall Pax7
positive satellittceller per fiber og fiberareal for type Il fibrene (r=0,73, figur 4,11), men
ikke for type | fibre (r=0,23). Det ble ikke funnet noen signifikant sammenheng mellom
prosent endring i antall NCAM positive satellittceller og fiberareal for hverken type I
eller 11 fibre (r=0,44 og r=0,60). Baseline til post 10 ble benyttet som malepunkter for a

regne ut prosent endring for begge variabler.
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Figur 4.12 Sammenhengen mellom prosentvis endring i satellittceller per fiber og fiberareal i type 11
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5. Diskusjon

Vi testet en hypotese om at vi ved a legge inn en hvileperiode pa 10 dager etter en
intensiv treningsuke (7 gkter) med styrketrening med redusert blodstram kunne resette
satellittcelle-, muskelcellekjerne- og muskelfiberarealresponsen til en ny intensiv
treningsuke. Vi forventet derfor a finne en like stor gkning i satellittceller,
muskelcellekjerner og muskelfiberareal under andre treningsuke som under den fgrste
treningsuken. Etter farste treningsuke fant vi en signifikant gkning i antallet
satellittceller i bade type | og Il fibrene (henholdsvis 116 % og 132 %), men ingen
endring i antall muskelcellekjerner eller muskelfiberareal. Etter andre treningsuke
stagnerte satellittcelleresponsen i type | fibrene, mens type Il fibrene hadde en gkning
(henholdsvis 228 %) fra baseline. Det ble ikke funnet noen signifikant gkning i
muskelcellekjerneantall eller muskelfiberareal fra baseline til siste biopsi for noen av
fibrene. Fra hvileperioden til siste biopsi gkte imidlertid muskelfiberareal signifikant for
bade type | og Il fibrene (henholdsvis 26 % og 32 %).

5.1 Endringer i satellittceller, muskelcellekjerner og
muskelfiberareal

5.1.1 Fgrste treningsblokk

I samsvar med Nielsen et al. (2012) fant vi en signifikant gkning i antall satellittceller i
type I og Il fibrene (116 og 132 %) etter farste treningsuke, men gkningen vi observer
var lavere (~300 %) for begge fibertyper. Satellittcelleresponsen vi finner er i
starrelsesordenen med hva som er rapportert etter eksentrisk belastning (Crameri et al.,
2004; Dreyer, Blanco, Sattler, Schroeder, & Wiswell, 2006; McKay, Toth, Tarnopolsky,
& Parise, 2010; Paulsen et al., 2010). Da vi samme tidsperiode fant en gkning pa 117 %
i antall Pax7 positive celler per muskelcellekjerne i type I fibrene og sterk tendens til
gkning (111 %, p=0.06) i type Il fibrene, sa stotter dette satellittcellegkningen vi finner

etter farste treningsuken.

Etter styrketrening er det fortsatt noe usikkert hva det eksakte stimuliet er for a aktivere
satellittcellene. Signalveier involvert i inntracelluler signaliering meditert via mekano-
sensitive reseptorer eller indirekte via vekstfaktor-mediterte signaler er trukket frem
som potensielle aktiverings- stimulier (Tatsumi, 2010; Tidball, 2005). Etter SRB med
lav motstand er det dokumentert gkt produksjon av IGF-1 (Abe et al., 2005b; Takano et

82



5 Diskusjon Amund Lgvstad

al., 2005) og etter tradisjonell tung styrketrening gkt uttrykkelse av ulike vekstfaktorer
(IGF-1, MGF, HGF og FGF2) (Hanssen et al., 2012). Det er antydet at oppregulering av
IGF-1, MGF, FGF2 og HGF kan veere en god koordinert respons til mekaniske
belastning under styrketrening (Clarke & Feeback, 1996; Clarke et al., 1998; Tatsumi,
2010; Tidball, 2005), og at disse vekstfaktorene via reseptor binding kan aktivere
satellittcellene (Tidball, 2005). Oppregulering av IL 4 og 6 (Guerci et al., 2012;
Horsley, Jansen, Mills, & Pavlath, 2003; Serrano, Baeza-Raja, Perdiguero, Jardi, &
Mufioz-Canoves, 2008) og de intracellulare signalveiene Notc og Wnt (Brack et al.,
2007; Brack, Conboy, Conboy, Shen, & Rando, 2008; Conboy & Rando, 2002), samt
P38 MAPK (Jones et al., 2005; Keren, Tamir, & Bengal, 2006; Lassar, A, 2009; Ruiz-
Bonilla & Perdiguero, 2008) er ogsa fremhevet a kunne bidra til aktivering og videre
deling av satellittcellene. Selv om vi ikke har malinger pa aktiverings- og
delingsfaktorer, sa kan vi spekulere i om eller flere av disse faktorene har bidratt til

satellittcelleresponsen etter forste treningsuke.

Satellittcelleresponsen vi finner etter farste treningsuke fglges imidlertid ikke av en
gkning i antall muskelcellekjerner. Dette kan tyde pa at satellittcellene ikke har
gjennomgatt en endelig differensiering og sammensmelting med eksisterende
muskelfibre. | samme tidsperioden endret ikke muskelfiberareal seg, men noe
overraskende fant vi en tendens til reduksjon (-17 %) i type Il fibrene. En tendens til
reduksjon i muskelfiberareal i VL er ogsa dokumentert i et tidligere studie pa
mennesker etter to uker med tradisjonell tung styrketrening (Hanssen et al., 2012). Selv
om vi bare kan spekulere er det fristende & antyde at tendensen vi finner i redusert
muskelfiberareal kan komme av en sammensmelting av satellittceller og videre dannelse
av nye sma muskelfibre eller som falge av splitting av store muskelfibre. Da resultatene
vare indikerte en gkt frekvens av sma muskelfibre etter fgrste treningsuke, sa kan dette
statte spekulasjonen om at det har skjedd en nydannelse av sma muskelfibre. Det er lite
dokumentert at hyperplasi forekommer i humane studier (Kadi et al., 2005), siden det
ikke finnes noen sikre metoder for a male dette. Hyperplasi er imidlertid godt
dokumentert i dyrestudier (Antonio & Gonyea, 1993). Hyperplasi kan ogsa forekomme
ved splitting av store muskelfibre etter at de har gjennomgatt en betydelig hypertrofi, og
neermer seg grensen for hvor store de kan vaere med normal funksjon (Raastad &
Rennestad, 2010). | type 11 fibrene er det diskutert at de kan vokse opp mot 9000um?
(Raastad & Rgnnestad, 2010). Da vi fant en hypertrofi i type Il fibrene fra baseline pa
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5933 pum? til 6797 um? etter farste treningsuke er dette under denne grensen og det er
mindre sannsynlig at splitting av muskelfibrene kan ha forekommet i var studie.
Tendens vi finner i reduksjon i muskelfiberareal i type 1l fibrene kan ogsa komme av en

ren atrofi.

Da enkelte forsgkspersoner viste moderate til store gkninger i kreatin
kinasekonsentrasjon i blod, sa kan det ogsa spekuleres i om satellittcelleresponsen vi ser
etter farste treningsuke kan komme som et resultat gdeleggelser og pafalgende
regenerering. At SRB med lav motstand kan fremprovosere muskelskade stgttes av en
case- rapport av Iversen & Rgstad, (2010), der rabdomyolyse ble pavist hos en hockey-
spiller etter & ha gjennomfart denne treningsformen. Det er ogsa dokumentert en
redusert maksimal kraftgenereringsevne og forlenget restitusjonsperiode etter SRB
(Umbel et al., 2009; Wernbom, Paulsen, Nilsen, Hisdal, & Raastad, 2012) som begge
indikerer en vis grad av muskelskade (Ggran Paulsen, Mikkelsen, Raastad, & Peake,
2012).

En debatt i litteraturen er om hypertrofi kan forkomme uten en addering av nye
muskelcellekjerner (O’Connor, Pavlath, McCarthy, & Esser, 2007; O’Connor &
Pavlath, 2007) ). Et sentralt punkt i denne debatten er om stgrrelsen pa kjernedomene er
regulert via en sammensmelting av nye muskelcellekjerner. Det er foreslatt at
kjernedomene har maksstarrelse pa 2000-2247 um?/kjerne (Ishido, Kami, & Masuhara,
2004; Kadi et al., 2004; O’Connor & Pavlath, 2007; Petrella, Kim, Cross, Kosek, &
Bamman, 2006) og at en addering av nye muskelcellekjerner er ngdvendig hvis
muskelfiberarealet gker mer en 26 % (Kadi et al., 2004, Petrella et al., 2006).
Sammenlignet med noen tidligere studier er det absolutte kjernedomene vi malte noe
lavere (Petrella et al., 2006; Verney et al., 2008). Denne forskjellen kan komme av at vi
snittet muskelbiopsiene med en tykkelse pa atte um sammenlignet mot 10 um i studien
til Verney et al. (2008). Petrella et al. (2008) fant i sin studie at deltagerne som hadde
den starste hypertrofien i respons til styrketrening ogsa inkorporerte flest
muskelcellekjerner. Dette antyder en ulik etterspgrsel av nye muskelcellekjerner og at
hypertrofien kom fgr gkningen i antall muskelcellekjerner. Vare funn statter ikke denne
antydningen da vi etter farste treningsuke finner en tendens til reduksjon (-21 %) i
kjernedomene i type Il fibrene. Nar muskelfiberareal ikke gker i samme tidsperioden,
kan dette indikere at gkningen i muskelcellekjerner kommer far gkningen i
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muskelfiberareal. Disse funnene stattes av et tidligere humant studie (Hanssen et al.,
2012) der det ogsa ble dokumentert en reduksjon i kjernedomene etter to uker med
tradisjonell tung styrketrening. Da vi ikke observerte en gjensidig gkning i antall
muskelcellekjerner og hadde fa deltagere i studien (n=10) ma disse spekulasjonen tolkes
med forsiktighet. Resultatene i var studie er ogsa i trad med funn pa rotter, hvor en
gkning i DNA som en indirekte markegr for kjerneantall, er observert fgr hypertrofi i
belastet muskulatur (Adams et al., 1996). Funnene vare er videre sammenlignbart med
tidsforlgpet som er observert i overbelastningsstudier pa mus, hvor en reduksjon i
kjernedomene er sett 6-10 dager etter belastning og kommer far hypertrofiresponsen
(Bruusgaard, Johansen, Egner, Rana, & Gundersen, 2010). Nar en vurdere disse
dyrestudier ma det tas forbehold om at protokollene som benyttes for a fremprovosere
en muskelcellekjernerespons og hypertrofi er mer ekstreme en treningsprotokollene som
benyttes i humanstudier. Basert pa vare kjernedomenerresultater etter farste
treningsuke, er det fristende a spekuleres om en gkning i muskelcellekjerneantallet kan
veere ngdvendig for senere hypertrofirespons. Denne spekulasjonen stgttes av Hanssen
et al. (2012). En annen, og kanskje sannsynlig forklaring pa tendensen vi finner i
redusert kjernedomene kan veaere tendensen vi fant i redusert muskelfiberareal da vi ikke

finner noen samtidig gkning i muskelcellekjerneantall.

| motsetning til vare funn kunne Nilsen et al. (2012) observere signifikant gkning i
muskelfiberareal i type | og Il fibrene (38 og 38 %), antall muskelcellekjerner (33 og 29
%) og kjernedomene etter farste treningsuke. Til stette for muskelcellekjerneresponsen
Nilsen et al. (2012) observerer, overskrider han den teoretiske grensen pa 26 % gkning i
muskelfiberareal (Bruusgaard et al., 2012; Kadi et al., 2004). Siden hovedkilden til en
gkning i muskelcellekjerner synes a skyldes en sammensmelting med aktiverte
omkringliggende satellittceller (Allen, Roy, & Edgerton, 1999; O’Connor & Pavlath,
2007), sa kan dette veere bakgrunnen for at Nielsen et al. (2012) finner starre
satellittcellegkning i type | og Il fibrene (292 og 276 %), sammenlignet mot vare funn
etter farste treningsuke. Da Nielsen et al. (2012) ogsa rapporterte
muskelcellekjernegkning pa ~ 30 % etter farste treningsuke betyr dette at mange
satellittceller har smeltet sammen med eksisterende muskelfibre. Dette kan bety at
satellittcelleresponsen har veert enda sterre enn bare gkningen i antall
muskelcellekjerner i studien til Nielsen et al. (2012). Imidlertid kan flere faktorer ha

medvirket til at gkningen i antall satellittceller er ulikt. Det er tidligere observert at
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antall satellittceller pa et muskeltverrsnitt kan variere lokalt (Mackey et al., 2009). Det
kan derfor ikke utelukkes at dybden pa muskelbiopsien kan ha fart til stay i malingene.
Til stette for denne observasjonen, kunne Lexell, Henriksson-Larsen & Sjostrom (1983)
demonstrere at muskelfiberareal og muskelfibersammensetning hadde store variasjoner

innad i m. vastus lateralis.

5.1.2 Andre treningsblokk

Etter siste treningsuke stagnerte satellittcelleresponsen i type I fibrene i var studie, noe
ogsa Nielsen et al. (2012) observerte i sin studie. Imidlertid fant Nielsen et al. (2012) en
signifikant reduksjon i antallet etter farste treningsuke til siste biopsi. Etter siste biopsi
fant vi og Nielsen et al. (2012) en relativ lik gkning (henholdsvis 115 % og 143 %) fra
baseline. For type Il fibrene var derimot tidsforlgpet veldig forskjellig mellom studiene.
| var studie observerte vi en tendens til at antall satellittceller gkte jevnt gjennom hele
intervensjonsperioden. Pa siste biopsi fant vi en gkning pa 228 % fra baseline
sammenlignet mot Nielsen et al. (2012) som kunne rapporterte 143 % gkning pa samme
tidspunkt. Etter hvileperioden fant vi en tendens til gkning i antall satellittceller i type Il
fibrene sammenlignet med Nilsen et al. (2012) som observerte en signifikant reduksjon
etter farste treningsuke. @kningen vi finner i antall muskelcellekjerner for begge
fibertypene viser at responsen kommer etter andre treningsuke. Den sene
muskelcellekjerneresponsen kan vere en forklaring pa at vi finner samme tidsforlgp for
muskelfiberareal for begge fibertypene. Fra hvileperioden fant vi en gkning i
muskelfiberareal i type | og Il fibrene pa 25 og 32 % til siste biopsi. Vi kunne ikke
observere noen signifikant gkning i kjernedomene etter siste treningsuke for begge
fibertypene, men tidslinjen viste antydning til at gkningen kom etter hvileperioden.
Tidslinjen for satellittcelleresponsen vi finner i type Il fibrene stemmer godt overens
med tidslinjen for muskelcellekjerner, muskelfiberareal og kjernedomene etter andre
treningsuke. Responsen i type 11 fibrene kan ogsa stemme med antagelsen om at
muskelfibrene gker muskelcellekjerneantallet fer hypertrofien settes i gang (Hanssen et
al., 2012). Denne tidsrekkefglgen mellom muskelcellekjerne- og
muskelfiberarealrespons er i motsetning Petrella et al. (2008; 2006) som antydet at en
muskelhypertrofi kom far en gkning i muskelcellekjerner. Det er midlertid veert a

bemerke at det bare ble tatt biopsier fgr og etter intervensjonen i disse studiene.
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Den ulike tidslinjen vi finner i satellittcellerespons mellom type | og Il fibrene er
utfordrende a forklare da de andre variabler viser samme tidsforlgp. En mulig forklaring
kan vere at type | fibrene i sterre grad stimuleres pa grunn av den lave belastningen,
sammenlignet mot type 1 fibrene. Basert pa elektromyografidata (EMG), har det blitt
spekulert at type | fibrene i den farste serien gjorde mesteparten av jobben de farste
repetisjonene (Wernbom, Jarrebring, Andreasson, & Augustsson, 2009). Etter hvert som
type | fibrene utviklet tretthet ble det foreslatt at type |1 fibrene gradvis ble rekruttert
utover den farste serien. Videre pa grunn av manglende restitusjon mellom seriene, vil
sannsyndelig type Il fibrene rekrutteres tidligere i de neste settene (Moritani, Sherman,
Shibata, Matsumoto, & Shinohara, 1992; Wernbom et al., 2009). Stor rekruttering av
type 11 fibrene under SRB ble bekreftet av Krustrup, S6derlund, Relu, Ferguson, &
Bangsbo, (2009). Det er imidlertid rimelig & anta at stimuleringen og stresset i type |
fibrene er stgrre pa grunn av den tidlige rekrutteringen. En gkt stressrespons i type |
fibrene etter SRB med lav motstand ble bekreftet i en studie av Cumming, Paulsen,
Wernbom, Ugelstad, & Raastad, (2014). Cumming og medarbeidere kunne rapportere
gkt HSP- respons (af- crystalling og HSP 70) og en akutt og forlenget
glykogentgmming i type | fibrene, noe som sterkt indikerer denne fibertypen ble mer
stresset en type 11 fibrene under SRB med lav motstand. Siden type |1 fibrene ser ut til &
rekrutteres senere enn type | fibrene under SRB med lav motstand (Moritani et al.,
1992), sa vil ogsa type | fibrene eksponeres for metabolsk stress over en lengre
tidsperiode i treningsprotokollen vi benytter. Ut i fra disse resultatene kan stagnasjonen
i satellittcellerespons vi ser i type | fibrene etter farste treningsuke komme av at de i
starre grad stimuleres enn type Il fibrene, og med treningsprotokollen vi benytter
overstimuleres. Et overstimili i type | fibrene kan tenkes resultere at de i stgrre og
hurtigere grad adapteres til trening, og dermed stopper ogsa satellittcelleresponsen opp.
Imidlertid da vi fant en tendens til gkning i antall muskelcellekjerner i andre periode kan
dette tyde pa at satellittcelleresponsen er beholdt, men ogsa at flere smelter sammen

men muskelfibrene som kan ha veert en arsak til stagnasjonen.

I likhet med stagnasjonen vi fant i satellittcellene i type I fibrene etter farste
treningsuke, sa viste studien til Nilsen et al. (2012) at satellittcellene i begge fibertypene
nadde et plata etter farste treningsuke. | tillegg til satellittcellene observerte de at
muskelcellekjerne- og muskelfiberarealresponsen ogsa nadde et plata etter farste
treningsuke. Samlet viser satellittcelle, muskelcellekjerne og muskelfiberarealdataen fra
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var og Nielsen et al. (2012) sin studie at kun satellittcelleresponsen i type | fibrene har
en relativ lik respons gjennom hele i studien, bortsett fra at Nielsen et al. (2012)
observerte en signifikant reduksjon i antall satellittceller i andre periode. Det er heller
ikke usannsynlig at satellittcelleresponsen i type | fibrene i studien til Nielsen et al.
(2012) ogsa stagnerer pa grunn av overstimulering (Cumming et al., 2014). Imidlertid
stagnerer ogsa satellittcelleresponsen i type 1l fibrene etter farste treningsuke i studien
til Nielsen et al. (2012). Siden type Il fibrene ogsa rekrutteres under SRB (Krustrup et
al., 2009), men antageligvis gjer det i mindre grad enn i type | fibrene (Cumming et al.,
2014; Wernbom et al., 2009) er det fristende a spekulere i om hvileperioden kan ha veert
en arsak til den ulike satellittcelleresponsen i type |1 fibrene mellom studiene etter andre
treningsuke. Muligens kan den akkumulerte effekten av tre sammenhengende uker med
trening i studien til Nielsen et al. (2012) resultert i et overstimuli og stagnasjon etter
farste treningsuke. Med hvileperioden underveis i intervensjonen i var studie kan det
tenkes at det akkumulerte stimuliet pa satellittcellene i type 11 fibrene akkurat ikke
overskrides. At en hvileperiode kan gjenopprette den anabole responsen i muskelfibrene
stettes av tre studier av Ogasawara og medarbeidere (Ogasawara, Yasuda, Ishii, & Abe,
2013a, 2013b; Ogasawara, Yasuda, Sakamaki, Ozaki, & Abe, 2011). Ogasawara et al.
(2013a) observerte at den anabole signaleringen i muskelfibrene ble mindre sensitiv
etter 18 gkter med tung tradisjonell styrketrening. Men etter en periode med 12 dager
uten trening var sensitiviteten tilbake da en ny styrkegkt ble gjennomfart. Imidlertid da
flere variabler i var studie viser ulik respons etter farste- og andre treningsuke ma en
eventuell effekt av hvileperioden pa den andre responsen tolkes varsomt. Responsen vi
finner etter farste treningsuke kan pavirke responsen etter siste treningsuke uavhengig
av hvileperioden pa 10 dager. | de to siste treningsukene gkte ogsa treningsfrekvensen i
studien til Nielsen et al. (2012) til atte og ni gkter i uken som kan ha bidratt til

stagnasjonen.

Da vi ikke kunne finne noen muskelcellekjerne- eller muskelfiberarealrespons etter
farste treningsuke er det vanskelig & si hvilken effekt hvileperioden har hatt pa disse
variablene sammenlignet mot Nielsen et al. (2012). Skulle vi med stgrre sikkerhet sagt
noe om hvileperioden hadde hatt en effekt etter andre treningsuke matte vi ha inkludert
et kontrollbein som det ikke ble og er en svakhet i denne studien. Treningsdata fra var
studie viser at forsgkspersonene i gjennomsnitt for farste og andre treningsuke i lgpet av
alle 4 settene gjennomfart 85 repetisjoner. Sammenlignet mot Nielsen et al. (2012)
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gjennomfarte forsgkspersonene i gjennomsnitt for begge treningsukene i lgpet av 4 sett
66 repetisjoner. Ut i fra dette er det fristende a spekulere i om vi presset
forsgkspersonene vare hardere enn Nielsen et al. (2012). Dersom dette er tilfelle, er det
ogsa fristende a spekulere i om det har oppstatt en overreaching-effekt, der musklene
ikke klarer ta til seg treningen etter farste treningsuke (Kraemer et al., 2006; Volek et
al., 2004), men treningseffekten kommer pa et senere tidspunkt (etter andre

treningsblokk).

Var og Nielsen et al. (2012) er de eneste studiene som har undersgkt endringer i antall
satellittceller, muskelcellekjerner og muskelfiberareal etter SRB med lav motstand.
Sammenligner vi resultatene mot studier der tradisjonell tung styrketrening er
gjennomfart pa de nevnte variablene, ser vi at SRB med lav motstand kan gi en lik eller
starre respons (tabell 2,3 og tabell 2,4 (side 47 og 51)). En lik gkning i antall
satellittceller som vi finner, ser vi farst etter mer ekstreme samt uvante eksentriske
protokoller (Crameri et al., 2004; Dreyer et al., 2006; McKay et al., 2010; Paulsen et
al., 2010). | disse studiene ble det ogsa rapportert tegn pa muskelskade og regenerering.
Om muskelskade og regenerering forkom i var studie er noe usikkert. Hos de fleste
forsgkspersoner kunne vi ikke finne noen gkning i kreatin kinase (CK) eller-
myoglobinkonsentrasjon i blod akutt eller 20-24 timer etter trening (data ikke vist).
Dette er i trdd med funnene til (Takarada et al., 2000a). Imidlertid viste én av vare
forsgkspersoner relative hgye CK- verdier etter farste treningsuke. Dette er i trad med to
tidligere studier som demonstrerte redusert maksimal kraftgenereringsevne og forlenget
restitusjonsperiode etter SRB (Umbel et al., 2009; Wernbom et al., 2012), som begge
indikerer en vis grad av muskelskade (Paulsen et al., 2012). Imidlertid matte én
forsgksperson i var studie gi seg grunnet ekstrem stglhet i lgpet av de farste
treningsdagene. CK- nivaene viste hgye nivaer og potensielt kan muskelskade og videre
regenerering ha forkommet. At Rabdomyolyse kan forkomme etter SRB med lav
motstand stgttes av en case- studie av Iversen & Rgstad, (2010). Cumming et al. (2014)
kunne imidlertid ikke observere tegn pa myofibrilleere gdeleggelser og skade etter SRB
med lav motstand, som er sett etter eksentrisk trening (Paulsen et al., 2012). Dette er i
samsvar med Loenneke, Thiebaud, & Abe, (2014), som ogsa diskuterte at muskelskade
ikke forkommer etter SRB, basert p& muskelsvelling og muskelsérhet (DOMS?*).
Muskelsvelling og DOMS sier imidlertid ikke noe om muskelskade pa et cellulzrt niva

? Delayed Onset Muscle Soreness
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(malt med muskelbiopsier), sa Loenneke et al. (2014) sine tolkninger ma vurderes

varsomt.

Vi fant en relativ god korrelajon mellom endring i muskelfiberareal og antall
muskelcellekjerner for type 11 (r=0.50), men ikke for type | fibrene (r=0.20). Ingen av
sammenhengende var imidlertid signifikante, pa grunn av stor variasjon i endringene
mellom individene. Selv om ingen av korrelasjonene er signifikante er det intressant at
gkningen i muskelfiberareal i starre grad virker & veere avhenig av en gkning i antall
muskelcellekjerner i type Il fibrene enn i type I fibrene. Det lave antall forsgkspersoner
inkludert i korrelasjonsanalysen (n=10) gjar det ogsa vanskeligere a relatere gkningen i
muskelfiberareal direkte til endringer i antall muskelcellekjerner. Det er imilertid
fristende & spekulere i om ettersparreslen av nye muskelcellekjerner og rekruttering av
satellittceller er starre i type 11 fibrene enn i type | fibrene. Dette stattes til dels da vi
fant en tendens til korrelasjon mellom endringer i muskelfiberareal og antall
satellittceller per fiber i type Il fibrene (r=0.72, p=0.06), men ikke i type I fibrene
(r=0.24). Da vi finner en stor gkningen i antall satellittceller per fiber for begge
fibertypene er det vanskelig 4 ansla hvorfor satellittcellene i sterre grad virker & ha
smeltet sammen med eksisterende type 11 fibre enn type | fibre. Da det er vist at type Il
fibrene virker & stresses mindre enn type | fibrene under SRB med lav motstand
(Cumming et al., 2014), kan det spekuleres om satellittcellene i type | er pafart mer
omfattende muskelskader og heller har bidratt til regnereing istedefor hypertrofi
(Iversen & Rgstad, 2010).

5.1.3 Satellittcellemarkgrer; Pax7 versus NCAM

| var studie benyttet vi NCAM og Pax7 for & identifisere satellittcellene. Vi telte i
gjennomsnitt flere satellittceller nar vi anvendte Pax7 som satellittcellemarkar. Dette
gjaldt for alle biopsitidspunketen bortsett ved baseline. Vare funn er i trad med McKay
et al. (2010) som identifiserte flere Pax7+ celler enn NCAM+ celler 24 timer etter en
muskelskadeprotokoll. I motsetning til vare og Mckay et al. (2010) sine funn, sa
observerte Mackey et al. (2009) 23 % feerre positive satellittceller da Pax7 ble benyttet

som satellittcellemarkgr sammenlignet med NCAM pa nabosnitt.

Hvorfor vi og Mackey et al. (2009) teller ulikt mellom antistoffene er vanskelig a svare
pa. Mackey et al. (2009) hevder at antistoffenes ulike merkeprofil kan veare en arsak.
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Denne pastanden stettes av Lindstrom & Thornell, (2009) som diskuterer at
satellittcellen med gkt sjans identifiseres nar hele membranen merkes kontra en
transkripsjonsfaktor (Lindstrom & Thornell, 2009). Dette kan henge sammen med om
satellittcellen kuttes midt pa eller i en av endene (Lindstrom & Thornell, 2009; Mackey
et al., 2009). Forskjellen mellom Pax7- og NCAM merkingen kan muligens komme av
at de ogsa er vist a uttrykkes pa ulike tidspunkter i cellesyklus (oppsummert av Mckey
et al., 2010). I cellesyklusen er Pax7 (McKinnell et al., 2008; Relaix et al., 2006;
Zammit, Partridge, & Yablonka-Reuveni, 2006) og NCAM (Capkovic, Stevenson,
Johnson, Thelen, & Cornelison, 2008; Suzuki, Angata, Nakayama, & Fukuda, 2003)
vist a representere satellittcellepopulasjonen i starst grad tidlig og sent i cellesyklus.
Dersom NCAM merker satellittceller sent i cellesyklus (Capkovic et al., 2008; Suzuki et
al., 2003), sa kan dette bety at baselineverdiene vare er underestimert. Imidlertid
identifiserte vi fA NCAM+ celler for begge fibertyper pa alle biopsiene. Hva dette
kommer av er usikker, men lokale forskjeller i antall satellittceller i muskelfibrene kan
vaere en faktor (Mackey et al., 2009). Nar Pax7 er vist a uttrykkes tidlig i cellesyklus
(McKinnell et al., 2008; Relaix et al., 2006; Zammit et al., 2006), sa kunne vi muligens
ha identifisert flere satellittceller sent i cellesyklus hadde dobbeltmerket samme
nabosnitt med Pax7 og NCAM. A benytte begge satellittcellemarkgrene p& samme
nabosnitt er vist & gi en mer komplett beskrivelse av antall og identiteten av
satellittcellene, i stedet for kun & benytte en marker (Mackey et al., 2009). Da
satellittcellene til en hver tid ogsa er vist & kunne veere utsatt for aktiveringsstimuli
(Ishido et al., 2004), sa kan det ha veert litt tilfeldig hvor i cellesyklus satellittcellene vi

identifiserte var.

5.2 Endringer i muskelvekst

Etter forste treningsuke fant vi en gkt tykkelse i m. vastus lateralis pa 3,3 %. Disse
resultatene er i trad med to tidligere studier der SRB med lav motstand pa bein ble
gjennomfart to ganger om dagen (Abe et al., 2005a; Fujita, Brechue, Kurita, Sato, &
Abe, 2008). Etter 8 dager (16 gkter) rapporterte Abe et al. (2005a) en gkt tykkelse i
quadriceps pa 5,9 % og Fujita et al. (2008) en 3 % gkning i quadricepstykkelse etter
seks dager (14 gkter). Imidlertid viste studien til Abe et al. (2005a) en noe starre relativ
gkning per dag (0,73 %) sammenlignet mot vare verdier (0,47 %) der forskjellen kan
skyldes at Abe et al. (2012) hadde en hgyre treningsfrekvens. Etter 13 uker med
styrketrening med lett til moderat motstand (30-60 % av 1 RM) ble det observert en
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gkning i VL pa 6,9 % (0,07 % per dag) (Alegre, Jiménez, Gonzalo-Orden, Martin-
Acero, & Aguado, 2006). Selv om treningsfrekvensen var betydelige lavere i studien til
Alegre et al. (2006) sammenlignet mot var, Abe et al. (2005a) og Fujita et al. (2008), er
det fristende & spekulere i om det hypoksiske stresset i muskelfibrene ogsa kan veere en
arsak til SRB-protokollene viser en hgyre prosentvis gkning i styrke per dag. Imidlertid
kan gkningen vi ser i tykkelse i VL etter farste treningsuke komme av svelling da
resultatene indikerer en reduksjon i tykkelse i lgpet av hvileperioden. Noe overraskende
er forskjellen vi finner mellom den gkte tykkelsen i VL og muskelfiberareal som ikke
gkte etter farste treningsuke. Det er vanskelig a direkte peke pa arsaken til denne
forskjellen. Mulige forklaringer kan vare nydannelse av sma muskelfibre. Indikasjoner
pa gkt frekvens av sma fibre etter farste treningsuke statter spekulasjonen at en

nydannelse av fibre har forkommet i farste treningsuke.

Etter siste treningsuke fant vi en gkt tykkelse pa 5,7 % fra baseline. Disse verdiene er i
trad med en tidligere studie der to gkter om dagen med SRB med lav motstand pa bein
ble gjennomfart i to uker (Abe et al., 2005b). Abe og medarbeidere fant en gkt tykkelse
i m. quadriceps pa 7,7 %. Som prosent endring i tykkelse per dag viste vare resultater
(0,27 %) noe mindre gkning sammenlignet mot Abe et al. (2005b) (1.71 %). Den
ekstremt hgye treningsfrekevensen kan igjen vaere en arsak til at Abe og medarbeidere
finner en hgyre prosentvis endring per dag. | motsetning til ultralydresultatene fant vi
ingen gkning i quadricepstverrsnittsareal i VL 10 dager etter siste treningsgkt malt med
MR. Disse resultatene er i sterk kontrast til andre studier der SRB med lav til moderat
motstand er gjennomfart, oppsummert i tabell 2,2 (side 27). | et av studiene der antall
treningsdager var lik var studie ble det funnet 8,5 % gkning i muskeltverrsnittareal i
quadriceps, noe som er betydelig hgyere en vi observerte (Abe et al., 2005b). Da studien
ikke oppgir hvor mange dager etter siste treningsgkt siste MR maling ble gjort, sa kan

det ikke utelukkes om gkningen er pavirket av svelling.

Da vi fant en gkning i muskelfiberareal etter hvileperioden til siste biopsi for begge
fibertypene og tykkelse fra baseline til siste biopsi, sa er det noe overraskende at vi ikke
finner noen gkning i muskeltverrsnittsareal 10 dager etter siste treningsgkt. Det er
vanskelig & direkte peke pa arsaker til denne forskjellen. En mulig forklaring kan veere
at biopsien ikke er representativ for endringer i hele VL sin muskelbuk. Da vi

observerte at muskelfiberareal for begge fibertyper ikke flatet ut mellom nest siste og
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siste biopsi. Kan det ogsa tenkes at vi hadde sett en gkning i muskeltverrsnittareal,
dersom vi hadde inkludert nye MR- malinger etter siste biopsi. Denne antagelsen kan
stattes da vi observerte at muskelstyrke gkte fra 10-20 dager etter siste treningsuke.
Resultatene vare indikerte ogsa at de ulike muskelbukene i quadriceps kan ha blitt ulikt
stresset av treningen. Krustrup et al. (2009) viste at m. rectus femoris var den mest
aktive muskelbuken i quadricepsgruppen under kneekstensjon. Dette kan ogsa veert
tilfelle i var studie da den var den enste muskelen som tenderte til & gke ved MR-
malingene (5 %, data ikke vist). Selv om det er rimelig a anta at alle musklene som
bidrar til kneekstensjon ma bidra nar man naermer seg utmattelse, sa vil dette kunne tale

for et misforhold vi finne mellom endringer i muskeltykkelse og muskeltverrsnittareal.

Da vi ikke fant noen respons for flere variabler etter farste treningsuke, sa er det
vanskelig a si hvilken effekt hvileperioden har hatt pa gkningen vi ser i muskeltykkelse
i VL etter andre treningsuke. Det er tidligere vist at den starste hypertrofiresponsen
kommer tidlig i en treningsintervensjon (Fujita et al., 2008; Ogasawara et al., 2011;
2013a), noe som kan tale for at hvileperioden kan ha hatt en positiv effekt pa

muskeltykkelse i VL i andre treningsuke.

5.3 Endringer i muskelstyrke

Vi fant ingen gkning i muskelstyrke etter farste treningsuke, malt som 1RM og
isokinetisk styrke. Dette stemmer godt overends med at vi ikke kunne finne noen
gkning muskelfiberareal for fibertypene i samme tidsperioden. Flere studier har
undersgkt endringer i muskelstyrke etter SRB med lav motstand og tradisjonell tung
styrketrening (tabell 2,1 (side 22)), men kun Abe et al. (2005a) malte styrke etter én uke
med SRB med lav motstand. Abe og medarbeidere observerte en signifikant gkning i
muskelstyrke malt som 1 RM pa 9,6 %. Hayere treningsfrekvens og styrketesting i en
mer kompleks gvelse kan veere to sentrale arsaker til at Abe et al. (2005a) finner en
styrkeframgang i motsetning til oss. | var studie testet vi IRM i kneekstensjon som
stiller sma krav teknikk og dermed kan tenkes a veere nermere relatert til endringer i
muskelgruppens tverrsnittareal (Rgnnestad & Egeland, 2007). Abe et al. (2005a)
benyttet beinpress som testgvelse, noe som krevere mer teknikk og dermed kan noe av

styrkefremgangen komme av at deltagerne har hatt en leeringseffekt i lgpet studiet.
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Fra baseline fant vi etter andre treningsuke en tendens til at 1 RM gkte (5 %), men ingen
gkning i isokinetisk styrke. Etter hvileperioden fant vi derimot en signifikant gkning i
1RM og isokinetisk styrke pa 7,5 og 11,5 % som tilsvarte en relativ gkning per dag pa
0,4 0g 0,55 %. Dette kan indikere at styrkeresponsen kommer etter hvileperioden.
Tidsforlgpet for styrkeresponsen stemmer med gkningen vi fant i muskelfiberareal for
begge fibertyper i samme tidsperiode, og dette kan indikere at gkning i muskelstyrke
kommer som en effekt av hypertrofi. Imidlertid kan den sene styrkeresponsen ogsa
komme av at forsgkspersonene ikke var restituert da de ble malt etter farste treningsuke.
Vi kunne imidlertid ikke finne noen signifikante sammenheng mellom gkning i
muskeltverrsnitt og muskelstyrke malt isokinetisk og 1RM (data ikke vist). For 1 RM
fant vi imidlertid en relativt god r verdi (r=0.52, data ikke vist), men pa grunn av fa

forsgkspersoner er det vanskelig a finne signifikante verdier.

Sammenligner vi vare styrkeresultater (1 RM og isokinetisk) etter andre treningsuke fra
baseline med styrkeresultatene til Nielsen et al. (2012), ser vi at Nilsen og medarbeidere
oppnar en starre styrkerespons (10.6 %) malt som isometrisk styrke. Da Nilsen et al.
(2012) pa siste biopsi finner en starre gkning i muskelfiberareal for bade type | (31 %)
og Il fibrene (32 %) sammenlignet mot hva vi fant fra baseline (type I; 19 %, type II; 15
%), sa kan dette veere en forklaring hvorfor de finner en starre styrkergkning. Det skal
ogsa nevnes at Nielsen et al. (2012) testet styrke isometrisk, til forskjell fra var studie.
Styrkegkning etter SRB er ogsa dokumentert i andre studier som varer i 2 uker, der
Shinohara et al. (1998) fant en gkning pa 9 % i 1 RM kneekstsjon. | trad med dette
kunne Abe et al. (2005) observerte en 17 % gkning i 1 RM beinpress. Til forskjell fra
styrkegkningen vi fant viste ytterligere to studier med en varighet fra 4-16 uker en
styrkegkning fra 7,8 til 40 % malt som MVC eller 1 RM (Kubo et al., 2006; Laurentino
et al., 2012; 2008; Madarame et al., 2008; Shinohara et al., 1998; Takarada, Sato, &
Ishii, 2002b; Takarada et al., 2004; Takarada et al. 2000). Hvorfor vi ikke finner stgrre
styrkerespons malt som 1 RM eller isokinetisk styrke sammenlignet mot andre SRB
studier i lgpet av hele intervensjonen er vanskelig a forklare. Da vi ikke fant noen

endringer i muskeltverrsnittsareal i m. quadriceps kan dette veere en mulig forklaring.
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5.4 Metodekritikk
Som mange andre studier har denne studien ogsa svakheter og begrensninger pa grunn
av metodevalg og utfgrelse av metode. Nar en skal tolke og vurdere, sammenligne med

andre eller generalisere resultatene er det viktig a huske pa dette.

Pa grunn av manglende oppslutning der vi rekrutterte forsgkspersoner ble det ikke
inkludert noen kontrollgruppe i denne studien. Manglende kontrollgruppe er en svakhet
i denne oppgaven, da forhold som ikke har med treningsintervensjonen og gjgre kan

pavirke resultatene.

Muskelfiberareal-, satellittceller- og muskelcellekjernedata er basert pa biopsidata.
Vevsbiopsier har den stor svakhet at det kun er en liten del av muskelen. Man vet derfor

ikke om vevet man analyserer er representativt for hele muskelen

Siden jeg hadde en sentral rolle i datainnsamlingen, er denne prosessen ikke blindet. Jeg
bade trente og testet forsgkspersonene, var med pa biopsier, gjorde immunhistokjemiske
analyser og kvantifiserte dataen. Siden jeg viste forsgkspersonnummeret og hvilket
tidspunkt de ulike snittene tilhgrte, sa kan dette i teorien pavirke datainnsamlingen.
Bevisst eller ubevisst kan man begynne a se etter resultater og telle ferre eller flere
celler. Jeg var imidlertid meget bevisst pa tellekriteriene og la meg pa en lik linje da alle

snittene ble kvantifisert.

En metodisk utfordring var nar biopsiene skulle snittes. Ikke alle snittene ble av like god
kvalitet, der noen var sma og hadde fa fibre mens noen hadde avlange fibre. Utfallet av
dette er at satellittcellene ble vanskeligere a identifisere pa enkelte snitt som kan pavirke
resultatet ved at jeg telte feerre positive celler pa enkelte snitt. Nar jeg kvantifiserte
satellittcellene og/ eller muskelcellekjerne ble det ofte tatt subjektive vurderingen om
noen celler skulle inkluderes eller ekskluderes. Derfor er immunhistokjemi ofte en semi-
kvantitativ metode der Klare tellekriterier er viktig, noe jeg hadde i dette studiet. Det vil
allikevel komme tvilstilfeller. A benyttet en annen person til & telle snittene ville ha skt
den metodiske styrken. For & kontrollere tellingen sammenliknet vi kvantifiseringen av
celler pa et utvalg av prever med en erfaren satellittcelleteller, noe som viste god

samvariasjon.
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For to av forsgkspersene ble samtlige biopsier utsatt for frostskader da vevspragvene ble
tint opp for hurtig da de skulle snittes. Dette pavirket merkekvaliteten og gjorde det
vanskeligere a identifisere satellittcellene. For gjeldene biopsier som ble utsatt for
frostskader ble ikke muskelfiberareal kvantifisert. Dette grunnet at arealet rundt hver
fiber kan endres nar de utsettes for disse skadene og man kan derfor ikke se pa
endringer i muskelfiberareal i lgpet av intervensjonsperioden for disse

forsgkspersonene.
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6. Konklusjon

Hensikten med denne studien var a undersgke om en innlagt hvileperiode pa 10 dager
mellom to blokker med hgyfrekvent styrketrening med redusert blodstrgm pa lav
motstand kunne fare til en like stor gkning i antall satellittceller, cellekjerner og
fiberareal i andre treningsblokk som i farste. Etter farste treningsuke fant vi en
signifikant gkning i antall satellittceller i type I og Il fibrene (henholdsvis 115 % og 132
%). Dette ble imidlertid ikke observert gkning i muskelcellekjerneantallet eller
muskelfiberareal i farste treningsuke. Da muskelfiberareal og kjernedomene i type 11
fibrene viste tendens til reduksjon kan dette indikere en nydannelse av sma muskelfibere

eller en ren atrofi.

Etter andre treningsuke fant vi en videre gkning i satellittcelleantallet i type 11 fibrene
(228 %) fra baseline, men satellittcelleantallet i type I fibrene var uendret i denne
perioden. Antall muskelcellekjerner tenderte til & ske og muskelfiberareal i bade type |
og Il fibre gkte gjennom andre treningsuke, men responsen kom sent og de hgyeste
verdier ble malt 10 dager etter siste treningsgkt. Til tross for en sen respons, var
gkningen i muskelfiberareal fra baseline relativt beskjeden og da vi heller ikke kunne
observere noen gkning i muskeltverrsnittsareal malt med MR kan dette forklare den
beskjedne styrkeresponsen pa treningsperioden. Da responsen pa den farste
treningsblokken ble mindre enn forventet er det vanskelig & vurdere hvilken betydning
hvileperioden hadde for de endringer vi observerte i den andre treningsperioden. Ingen
signifikant gkning i tverrsnittsareal av m. quadriceps eller i muskelstyrke sammen med
den sene responsen i noen av de andre variablene kan muligens tyde pa at

treningsbelastningen ble for stor med denne protokollen
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Figuroversikt

Figur 1.1 Pre; baseline, mid8; etter 1 uke trening, post 3 og 10; 3 og 10 dager etter siste treningsuke. A;
Pax 7" positive satellittceller per muskelfiber i type 11 fibre. B; Cellekjerneantall per muskelfiber i type I
fibre. Modifisert etter Nielsen et al. (2012).......cccveiiiiriiiee e e s 13

Figur 2.1. Simplifisert skjematisk fremstilling av det foreslatte samspillet mellom potensielle
mekanismer, som kan meditere den adaptive responsen etter SRB. Sannsynlige mekanismer er
representert i de markegré boksene. Mekanismer som det kreves mer forskning pé er representert i de
hvite boksene. Utfall/ resultat av SRB er representert i de lysegra boksene. Hele piler indikerer sannsynlig
sammenheng mellom foreslatte mekanismer. Stiplede piler indikerer en mulig sammenheng mellom
foreslatte mekanismer, som krever mer forskning. CSA: tverrsnittsarea., ROS: reaktive oksygenradikaler.
SRB: styrketrening med redusert blodstrem.. Modifisert etter Scott et al. (2014)........ccccvvvvveviveeiieennnn. 19

Figur 2.2 Lokalisasjon av satellittcellen i skjelettmuskelfiberen. Modifisert etter Vierck et al. (2000)....30

Figur 2.3 MRFene uttrykkes i satellittcellen pa ulike tidspunkter i aktiveringsforlgpet. Modifisert etter
Chen, Zajac, & MacLean, (2005) ........cccureiureiireiireeieeeseeesteesteeasteeeseeeseeesteeasteeesraeesnraeaaeeanneeenrreens 34

Figur 2.4 Mekanobiologien. Skjematisk fremstilling av mulige mekanismer for satellittcelleaktivering i
respons til mekanisk stimuli. Et drag i muskulaturen forer til Ca**-innfluks inn i satellittcellen gjennom
kalsiumkanaler i membranen. Ca** aktiverer kalsium — Calmodulin (Ca-CaM), som aktiverer
nitrogenoksid syntase (NOS). Aktivert NOS produserer nitrogenoksid (NO) fra aminosyren L-arginin og
NO diffunderer ut av satellittcellen. Ekstracellulaert aktiverer NO MMP2, som videre frigjer HGF fra
proteglykanet. Etter frigjering fra proteglykanet translokeres og binder HGF seg til c-met reseptoren som
starter en signalkaskade videre til kjernen og aktiverer satellittcellen. Modifisert etter Tatsumi, (2010). .35

Figur 2.5 Skjematisk modell: | respons til en ytre belastning (eks trening) modulerer Srf IL-6 og
Cox2/IL-4 utykkelsen, som pa en parakrin mate kontrollerte satellittcelleproliferasjon og fusjon, som til
slutt statter muskelhypertrofi. Modifisert etter Guerci et al. (2012). .......ccoveviveiiie e 37

Figur 2.6 Tellekriterier for muskelcellekjerner. Kjernens geometriske massesenter matte lokaliseres pa
innsiden av dystrofinmerkingen for at kjernene skulle godkjennes som en muskelcellekjerne, merket med
MK. Resisterende Kjerner merket uten MK ble ikke vurdert som muskelcellekjerner. Muskelsnittet ble
merket med antistoff mot dystrofin (radt) og DNA/ kjerner (blatt). Snittet ble kuttet 8um. ..................... 42

Figur 2.7 Satellittcellens rolle ved muskelhypetrofi. A: Under hypertrofi, satellittceller i dvale blir
aktivert, proliferer og differensierer. Noen datterceller smelter sammen med eksisterende fiber og danne
nye muskelcellekjerner (nedre fibre). | enkelte tilfeller ved regenerering, smelter satellittcellene sammen
og danner nye muskelfibre (gvre fibre). B: Kjernedomeneteorien tyder pa at hver muskelcellekjerne
syntetiserer proteiner for et lokalt domene i dens umiddelbare narhet. Derfor blir nye muskelcellekjerner
addert gjennom donering av nye satellittceller under hypertrofi for & regulere gkning i cytoplasma.

Figuren er hentet fra (HAWKE, 2005).........ciuiiuiiiiiiiaiiaieesee e sie et e ettt e ste et et e sneesneesreesnee e 43
T U 0 A3 (1 o [T=T0 (=] o | o PRSPPI 53
Figur 3.2 Styrketrening med redusertblodtilfersel (SRB) i kneekstensjons- apparat. 1: 135 mm

pneumatisk mansjett. 2: Datastyrt tOrIQUELSYSLEIML. .......civeiieiie e iie e 55
Figur 3.3 Dynamometer benyttet til isokinetiske -og isometriske styrketester. 1: Dynamometer............. 57

Figur 3.4 Muskelbiopsiene fra hver forsgksperson ble plassert pa objektivglasset i den tidsrekkefalgen de
ble tatt i fra pre til Siste POStDIOPST (L-7). cuveivreiieiie et eree e 60

Figur 3.5 Bluprint, muskelsnitt merket med laminin. Invertert i Cell™F. ..., 63
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Figur 3.6 Satellittcelle (inne i gul firkant) som fyller alle tre inklusjonskriteriene for & bli telt som
satellittcelle (NCAM positiv celle). Lysegrenn merking/ring = NCAM, rgd merking = laminin og bla
METKING = DAPL. ..ttt s e e st e et e ettt esreeeartteentbeeanbeeasteeeteeenseeenneeens 65

Figur 3.7 Satellittceller (inne i gul firkant) som fyller begge inklusjonskriteriene for & bli telt som
satellittcelle (Pax7 positiv celle). A: Rgd merking= laminin, grenn merking= Pax7. B: Rgd merking=
laminin, bld merking= DAPI. C: Sammensatt bilde; laminin + Pax7 + DAPL. ........cccovvvveeveereeereeenenenn,s 66

Figur 3.8 Telling av cellekjerner. Snitt merket mot dystrofin (red merking), MHC Il (grenn merking) og
DAPI (bla merking). Romertall indikerer fibertype 1 og I1. Hvite tall markerer muskelcellekjerner i type |
fibre, rade tall i tyPe T FIDrE. ..o e e e nes 67

Figur 3.9 Bla merking = DAPI (muskelcellekjernemerking) og red merking = dystrofin.
Muskelcellekjerner merker med MK ble konkludert & ha sitt geometriske senter (cellekjernesenter) pa
innsiden av dystrofiNMErKINGEN. .......voier et e et e eeeaee e 68

Figur 3.10 Kvantifisering av muskelfibertype —og areal i TEMA. Muskelfibre med gra merking og radt
punkt i midten er type Il fibre. Ikke merkede fibre (hvite) med blatt punkt i midten er type | fibre. ......... 70

Figur 4.1 Absolutt endring i muskelstyrke malt som 1RM i kneekstensjon (hgyre) og maksimal
dreiemoment i isokinetisk (60 grader/sekund) kneekstensjon (venstre). Prosentvis endring i innfelt figur.
Verdier er gjennomsnitt og feilmarkarer beskriver standard avvik. ..........c.ccocveviieiiiiii e, 72

Figur 4.2 Individuelle tverrsnitt (CSA) for m. vastus lateralis (hayre) og peak tverrsnitt (CSA) for m.
vastus lateralis (venstre) ved baseline og 7 dager etter siste treningsgkt (POSt). .......ccccveviveviveiieesiieenn, 73

Figur 4.3 Endring i tykkelse av m. vastus lateralis. Tidspunkter merket med B ble det tatt biopsi samme
dag. * Signifikant forskjell fra baseline (p<0,05). # Signifikant forskjell fra dag 9 (p=0,02). Verdier er
gjennomsnitt og feilmarkgarer beskriver standard aVVik. ...........ccoviieiiie e 73

2
Figur 4.4 Muskelfiberareal (um ) malt gjennom oppfalgingsperioden for type I fibre (venstre) og type Il
fibre (hayre). Prosent endring i innfelt figur. * signifikant forskjell fra baseline (p=0.05). *** signifikant
forskjell fra dag 9 (p<0.01). Verdier er gjennomsnitt og feilmarkgarer beskriver standard awvik. ............. 74

Figur 4.5 Frekvensdiagram for muskelfiberareal for, etter farste og andre treningsuke. ...........ccccceevee. 75

Figur 4.6 Antall satellittceller merket med Pax7 per muskelfiber rundt type | fibre (venstre) og rundt type
Il fibre (hayre). Prosent endring i innfelt figur. * signifikant forskjell fra baseline (p<0.05). ** signifikant
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Vedlegg

Vedlegg 1: Informasjonsskriv

NORGES IDRETTSHAGSKOLE

Foresparsel om deltakelse som forsgksperson
Styrketrening med redusert blodstram og muskelhukommelse

Dette skrivet er til alle potensielle forsgkspersoner. Vi ber om din deltakelse i prosjektet, sa fremt du

oppfyller kriteriene:
1) Du ma veere i alderen 18-45 ar (begge kjgnn).

2) Du skal ikke ha drevet regelmessig styrketrening pa larmusklene under de siste 6 maneder (dvs. >1 gkt

hver annen uke).
3) Du ma veere frisk og uten skader i kneleddene og larmusklene.

4) Du kan ikke bruke noen form for medikamenter eller benytte deg av kosttilskudd under

treningsperioden (proteinpulver, vitaminer, kreatin eller lignende).
5) Du kan ikke delta om du er allergisk mot lokalbedgvelse (tilsvarende det man far hos tannlegen).
Bakgrunn og hensikt med forsgket

Tidligere studier har vist kraftig muskelvekst selv med relativ lett motstand (20-50 % av maksimal styrke)
om blodtilferselen til muskelen reduseres med en trykkmansjett under trening («okklusjonstrening»). Det
interessante med denne metoden er at muskelveksten synes a vaere malbare etter bare fi dager med
trening. | denne studien gnsker vi 4 studere denne treningsformen narmere, og vi er spesielt interessert i &
avdekke de cellulzere mekanismene. Vi er ogsa ute etter & undersgke om muskelen kan «huske» at den har
veert igjennom en kort periode med betydelig muskelvekst. Teorien bak denne hukommelsen ligger i at
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muskelcellene permanent gker antall cellekjerner (som inneholder arvematerialet); sé selv om muskelen

svinner pa grunn av redusert trening vil muskelen raskt gjenvinne sterrelsen ved re-trening.

Treningsmetoden med redusert blodstrem kan ha viktige implikasjoner for en bred malgruppe, fra
idrettsutgvere til eldre med kraftig redusert muskelmasse (sarkopeni) og pasienter som skal gjennom en

kneoperasjon.

Gjennomfgringen av forsgket

Forsgket gar ut pa at du trener 7 treningsekter pa 5 dager i 2 runder. De to treningsperiodene er avskilt
med 10 dager hvile. Treningen bestar av sittende kneekstensjoner (forsiden av larene), mens en

trykkmansjett er plassert gverst pa laret (i lysken).

Du vil bli rekruttert til én av to grupper. Den ene gruppen vil trene begge beina samtidig (gruppe 1), mens
den andre gruppen kun vil trene ett, tilfeldig valgt bein (gruppe 2). Rekrutteres du til sisthevnte gruppe vil
du om ca ett ar fra na gjennomfare en 10-ukers treningsperiode med tradisjonell, tung styrketrening for

begge beina (muskelhukommelsesforsgket; se under).

For at vi skal kunne studere celluleere mekanismer i musklene, ma vi ta prgver av musklene dine. Slike
muskelprgver (biopsier) vil tas ved flere tidspunkt (se under). Vi vil maksimalt ta 5 prever fra hvert lar.

Blodpraver vil ogsa tappes fra en vene i armen (vanlig blodprgvetakning).

Muskel-styrke og -tykkelse vil registreres ved flere tilfeller far, underveis og etter treningsperiodene. Til
dette benytter vi styrketester der du tar i alt du kan, og vi bruker ultralyd og magnetresonans (MR) til &

studere muskeltykkelsen.

Alt i alt vil du mete i laboratoriet vart 12-15 ganger denne hegsten. | tillegg kommer oppmater for forseket
om ett ar, hvis du rekrutteres til muskelhukommelsesforsgket (gruppe 2). Da vil du matte meate i
laboratoriet ytterligere 4-6 ganger, samt trene styrke 3 ganger per uke i 10 uker. Denne treningen vil du
gjere pa Norges idrettshagskole, men du kan selv velge nar du skal trene. Laboratorieoppmetene for
testing og prevetakninger vil fordeles til far og etter treningsperioden. Vi gjer individuelle avtaler.

Far forsgket

Du skal mgte pa Norges idrettshagskole 2-3 ganger for tilvenning til tester og treningsevelser, maling av
muskeltykkelse med ultralyd, og en legesjekk i ukene far forsgket. Hver seanse varer i 1-2 timer. MR ma
gjeres pa et rantgensenter i Oslo sentrum. Syv dager far forsgket tas den farste biopsien og blodpraven,
dette tar ca 30 minutter og foregar pa formiddagen. Tidspunkter avtales individuelt. Du kan ikke drive
krevende fysisk aktivitet (trening) i 2 dager for tester og biopsitakning.
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Styrketrening med redusert blodstram

Du vil gjennomfare 7 treningsekter pa 5 dager under farste og tredje uke av forsgksperioden. P4 mandag,
tirsdag og onsdag har du én treningsegkt, mens torsdag og fredag har du en formiddagsakt og
ettermiddags/kvelds-gkt. Treningen vil forega i styrkelaboratoriet ved Norges idrettshagskole, og du vil fa

assistanse med trykkmansjetten og gjennomfgringen av selve treningen.

Treningsgkten bestar av 5 serier med 30 % av maksimal motstand til utmattelse i et
kneekstensjonsapparat. Det vil vaere 45 sekunder pause mellom seriene. Denne trening gjeres med et eller
to bein (avhengig av hvilken gruppe du er i), og blodstrammen til arbeidende muskulatur vil veere
begrenset med ca 50 % pga. trykkmansjetten.

Er du i gruppe 1, vil du pa ferste treningsdag i hver femdagersperiode teste maksimal isometrisk styrke
far og etter treningen, samt 4 timer senere og dagen etter. Det vil ogsa tas en biopsi 1,5 timer etter
treningsekten. Videre muskelpraves vil tas pa dag 9, 15, 21 og 29.

Er du i gruppe 2, vil biopsier tas pa dag 15 og 29, samt far og etter treningsperioden om et ar.
Muskelhukommelsesforsaket

Er du i gruppe 2 vil du om ca et ar fra na starte pa en 10 ukersperiode med tradisjonell styrketrening av
beina tre ganger per uke. @velsene vil vaere knebgy, beinpress og kneekstensjon (5-16 repetisjoner 4 2-4
serier). Tester av styrke, muskeltykkelse (MR), samt biopsier og blodpraver tas far og etter
treningsperioden.

Tester og undersgkelser

MR-skanning: Denne testen inneberer at du ligger stille i ca 30 minutter i en trommel. Malingen utferes

ved et rgntgeninstitutt i Oslo sentrum.

Muskelfunksjonstest: Testingen av maksimal styrke gjares i ulike kneekstensjonsapparater, slik at vi tester

bade din isometriske (statiske) og dynamiske styrke — inkludert en test av 1 repetisjon maksimum (1RM).

Blodpraver: Blod tappes fra en vene i albuen («vanlig blodproves).
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Biopsier: Det vil tas mellom 4-5 biopsier fra hvert Iar (totalt 9). Biopsiene tas ut pa falgende mate:

e Huden og bindevevet lokalbedgves der praven skal tas.

e  Etsnitt pd ca. 1 cm gjares gjennom hud og muskelfascien.

e En nél med diameter pa 5-6 mm fares inn (2-3 cm) og 1-3 sma biter av muskulaturen, pa
starrelse med et fyrstikkhode, tas ut.

e  Snittet lukkes med tape.

Eventuelle ulemper ved & delta

e Deltakelse i prosjektet vil kreve mye tid og oppmerksomhet. Du ma mgte ved NIH pa totalt 12-
14 dager denne hgsten, samt neste hgst om du er i gruppe 2.

e Trening skal gjennomfgres vil medfgre en viss risiko for muskelskader, og fglelse av
sarhet/stglhet i muskulaturen vil du oppleve.

e Trening med redusert blodstrgm kan oppleves som meget ubehagelig, men det er ikke knyttet
stor risiko til denne typen trening.

e Vevsprgvetakninger (biopsier) medfgrer en liten infeksjonsfare, og ubehag/smerter kan
oppleves under inngrepet. Du kan ogsa oppleve lette til moderate smerter i 1-2 dggn etter
inngrepet.

e Duvil fa et lite arr etter snittet i huden; arret vil sakte bli mindre tydelig. Enkelte personer vil
kunne fa en fortykning av huden i arromradet.

e Blodprgvetakning (veneprgve) medfgrer en liten infeksjonsfare og det kan oppleves
ubehagelig.

e En MR-skanning med fgrer at du ligger inne i en trommel og stgynivaet er betydelig; selvom du
har pa deg hgrselsvern, kan stgynivaet oppleves som noe ubehagelig.

Personvern

Vi vil kun lagre informasjon om deg under ditt forsgkspersonnummer. Undervis i forsgket vil vi
oppbevare en kodeliste med navn og forsgkspersonnummer. Denne kodelisten vil fysisk vare I3st inne,
slik at det er kun forskerne tilknyttet studien som har adgang til den. Representanter fra
kontrollmyndigheter i inn- og utland kan fa utlevert studieopplysninger og gis innsyn i relevante deler av
din journal. Formalet er & kontrollere at studieopplysningene stemmer overens med tilsvarende
opplysninger i din journal. Alle som féar innsyn i informasjon om deg har taushetsplikt. Innsamlet data vil

bli anonymisert etter 15 &r (kodelisten destrueres).

Alle prgver vil analyseres “blindet”, det vil si at forskerne som utfarer den enkelte analysen ikke vet

hvilken forsgksperson prgven kommer fra (verken forsgkspersonnummer eller gruppe)

Det vil ikke veere mulig & identifisere deg i resultatene av studien nar disse publiseres.
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Biobank

Biopsiene og blodpragvene vil bli oppbevart i en forskningsbiobank uten kommersielle interesser. Hvis du
sier ja til & delta i studien, gir du ogsé samtykke til at det biologiske materialet og analyseresultater inngar
i biobanken. Prgvene vil bli lagret til ar 2028. Ansvarlig for biobanken er Prof. Truls Raastad ved Seksjon
for fysisk prestasjonsevne ved Norges idrettshggskole. Det biologiske materialet kan bare brukes etter

godkjenning fra Regional komité for medisinsk og helsefaglig forskningsetikk.

Innsynsrett og oppbevaring av materiale

Hvis du sier ja til & delta i studien, har du rett til & fa innsyn i hvilke opplysninger som er registrert om
deg. Du har videre rett til & fa korrigert eventuelle feil i de opplysningene vi har registrert. Dersom du
trekker deg fra studien, kan du kreve a fa slettet innsamlede praver og opplysninger, med mindre
opplysningene allerede er inngatt i analyser eller brukt i vitenskapelige publikasjoner.

Informasjon om utfallet av studien

Etter at data er innsamlet og analysert vil vi avholde et mgte for alle forsgkspersonene der vi presenterer

resultatene fra studien.

Forsikring

Du som er deltaker i prosjektet er forsikret dersom det skulle oppsta skade eller komplikasjoner som falge
av forskningsprosjektet. Norges idrettshagskole er en statlig institusjon og er saledes selvassurandar.
Dette inneberer at det er Norges idrettshagskole som dekker en eventuell erstatning og ikke et
forsikringsselskap.

Finansiering

Prosjektet er fullfinansiert av Norges idrettshggskole, Universitet i Agder og Universitetet i Oslo og

Universitet i Gateborg. Det er mottatt midler fra Centrum for idrottsforskning (Sverige).

Publisering

Resultatene fra studien vil offentliggjeres i internasjonale, fagfellevurderte, tidsskrift. Du vil fa tilsendt

artiklene hvis du gnsker det.
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Samtykke
Hvis du har lest informasjonsskrivet og gnsker & veere med som forsgksperson i prosjektet, ber vi deg
undertegne “Samtykke om deltakelse” og returnere dette til en av personene oppgitt nedenfor. Du

bekrefter samtidig at du har fatt kopi av og lest denne informasjonen.

Det er frivillig & delta og du kan nar som helst trekke deg fra prosjektet uten videre begrunnelse. Alle data

vil, som nevnt ovenfor, bli avidentifisert for de blir lagt inn i en database, og senere anonymisert.

Dersom du gnsker flere opplysninger kan du ta kontakt med

Ggran Paulsen pa tlf: 93429420, eller

Truls Raastad pa tlf: 23 26 23 28 el. 913 68 896

Vennlig hilsen

Geran Paulsen (forsker)

Truls Raastad (Professor)
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Vedlegg 2: Merkeprotokoller for immunhistokjemi

Merkeprotokoll 1: Pax7 + Laminin
1. Snittene tarkes i RT (tas ut av fryser)

2. Tegn rundt snittene med PAPpenn (lipidepenn. OmmEdge PEN. Vevtor Laboratories, Inc) i 5
min

OBS!
- Gjares i avtrekkskap

3. Tilsett protein- blokker® (Protein Block. Serum Free. Ready- to- use. DAKO) pé snittene i 10
min
a. Objektivglass plasseres i fuktkammer?®
b. Rist og terk av BSA med lofritt pappir (Kimtect Science, Precision Wipes Tissue Wipers)

4. Tilsett primaerantistoff og la std i 60 min i RT
a. Objektivglassene plasseres i fuktkammer

b. Ca400 pul per/glass

¢c. Pax7. Mouse, mono. 1:100

d. Laminin. Rabbit, poly. 1:400

e. Primerantistoffene blandes i samme endorfrgr i BSAen
OBS!

- Bytte pipptettespiss for hvert antistoff for & unnga kontaminering?’

5. Rist av primarantistoffene

6. Vask: 3x10 min PBS-t*®
a. Rist og terk av PBS-t med lofritt pappir

OBS!
- Skyld av snitt i PBS-t far de settes i klasskube for vask for & unnga kontaminering

% Bovine Serum Albumin; et plasmaprotein fra kveg som blokkerer uspesifikke bindingssteder pA muskelvevet.
% Fuktkammer bestod av en plastikkboks med bunnen dekt av tarkepappir og PBS-t og lokket dekket med
aluminiumsfolie

%7 Sammenblanding av antistoffene

% Saltvannslgsning som inneholder Phoshat Buffered Salin bladet med 0,05 % tween 20. Fungerer som en
vaskebuffer som er stabiliserende pa pa pH- verdien og hindrer ikke- spesifikke antistoffoindinger.
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7. Tilsett sekundeerantistoff i 45 min

Objektivglassene plasseres i fuktkammer

Ca 400 pl per/glass

A- 488 anti-mouse, 1:200

A- 594 anti-rabbit, 1:200

Sekundarantistoffene blandes i samme endorfrar i BSA
Rist og terk av sekundeerantistoff

o Qo0 oW

OBS!

- Spinn sekunderantistoffene far bruk

- Ikke pippeter fra bunnen av sekundzrantistofflasningen
- Bytte pipptettespiss for hvert sekundaerantistoff

- Holdes lysfritt for & unnga blekning av fluorokromene

8. Vask: 3x10 min PBS-t.
b. Rist og terk av PBS-t med lofritt pappir

OBS!
- Skyld av snitt i PBS-t far de settes i klasskube for & unnga kontaminering
- Holdes lysfritt for & unnga blekning av fluorokromene

9. Snittene monteres med et tynt objektiglass med lim som inneholder DAPI
a. Tarkes til neste dag i avtrekkskap

OBS!

- Unnga luftbobler ndr objektivglassene monteres

- Hold snittene lysfritt for & unnga blekning av fluorokromene
- Gjeres i avtrekkskap
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Merkeprotokoll 2: NCAM + Laminin

1. Snittene tarkes i RT (tas ut av fryser)
2. Tegn rundt snittene med PAPpenn (lipidepenn. OmmEdge PEN. Vevtor Laboratories, Inc) i 5
min
OBS!
- Gjeres i avtrekkskap
3. Tilsett 1% BSA? pa snittene i 45 min
a. Objektivglass plasseres i fuktkammer®
b. Ristog terk av BSA med lofritt pappir (Kimtect Science, Precision Wipes Tissue Wipers)
4. Tilsett primeerantistoff og la det sta over natten i kjeleskap (4°C)
a. Objektivglassene plasseres i fuktkammer
b.  Ca400 pul per/glass
c. NCAM Mouse, mono. 1:200
d. Laminin, Rabbit, rabbit. 1:400
e. Primerantistoffene blandes i samme endorfrgr i BSAen
OBS!
- Bytte pipptettespiss for hvert antistoff for & unng kontaminering®*
Neste dag:
5. Rist og terk av primarantistoffene med lofritt pappir
6. Vask: 3x10 min PBS-t*

a. Rist og terk av PBS-t med lofritt pappir

OBS!
- Skyld av snitt i PBS-t far de settes i klasskube for vask for & unnga kontaminering

2 Bovine Serum Albumin; et plasmaprotein fra kveg som blokkerer uspesifikke bindingssteder pA muskelvevet.
% Fuktkammer bestod av en plastikkboks med bunnen dekt av tarkepappir og PBS-t og lokket dekket med
aluminiumsfolie

® Sammenblanding av antistoffene

% Saltvannslgsning som inneholder Phoshat Buffered Salin bladet med 0,05 % tween 20. Fungerer som en
vaskebuffer som er stabiliserende pa pa pH- verdien og hindrer ikke- spesifikke antistoffoindinger.

128



Vedlegg Amund Lgvstad

7. Tilsett sekundeerantistoff i 45 min

Objektivglassene plasseres i fuktkammer

Ca 400 pl per/glass

A- 488 anti-mouse, 1:200

A- 594 anti-rabbit, 1:200

Sekundarantistoffene blandes i samme endorfrar i BSA
Rist og terk av sekundeerantistoff

o Qo0 oW

OBS!

- Spinn sekunderantistoffene far bruk

- Ikke pippeter fra bunnen av sekundzrantistofflasningen
- Bytte pipptettespiss for hvert sekundaerantistoff

- Holdes lysfritt for & unnga blekning av fluorokromene

8. Vask: 3x10 min PBS-t.
a. Rist og terk av PBS-t med lofritt pappir

OBS!
- Skyld av snitt i PBS-t far de settes i klasskube for & unnga kontaminering
- Holdes lysfritt for & unnga blekning av fluorokromene

9. Snittene monteres med et tynt objektiglass med lim som inneholder DAPI
a. Tarkes til neste dag i avtrekkskap

OBS!

- Unnga luftbobler ndr objektivglassene monteres

- Hold snittene lysfritt for & unnga blekning av fluorokromene
- Gjeres i avtrekkskap
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Merkeprotokoll 3: SC71 + Dystrofin

1.

Neste dag:

Snittene tarkes i RT (tas ut av fryser)

Tegn rundt snittene med PAPpenn (lipidepenn) i 5 min

OBS!

Gjeares i avtrekkskap

Tilsett 1% BSA® pa snittene i 45 min

c.
d.

Tilsett primaerantistoff og la det sta over natten i kjeleskap (4°C)

f

g.
h.
.
j

Objektivglass plasseres i fuktkammer
Rist og tark av BSA med lofritt pappir

Objektivglassene plasseres i fuktkammer

Ca 400 pl per/glass

SC71. Mouse, mono. 1:1000

Dystrofin. Rabbit, poly.1:500

Primeerantistoffene blandes i samme endorfrar i BSAen

OBS!

Bytte pipptettespiss for hvert antistoff for & unnga kontaminering

Rist og tark av primerantistoff med lofritt pappir

Vask: 3x10 min PBS-t.

b.

Rist og tark av PBS-t med lofritt pappir

OBS!
Skyld av snitt i PBS-t far de settes i klasskube for vask for & unnga kontaminering

Tilsett sekundeerantistoff i 45 min

xS a

Objektivglassene plasseres i fuktkammer

Ca 400 pl per/glass

A- 488 anti-mouse, grenn. 1:200

A- 594 anti-rabbit, rgd. 1:200

Sekunderantistoffene blandes i samme endorfrgr i BSA
Rist og terk av sekundeerantistoff

OBS!

Spinn sekundzrantistoffene far bruk

Ikke pippeter fra bunnen av sekunderantistofflasningen
Bytte pipptettespiss for hvert sekunderantistoff

Holdes lysfritt for & unngé blekning av fluorokromene

% Bovine Serum Albumin; et plasmaprotein fra kveg som blokkerer uspesifikke bindingssteder pd muskelvevet.
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8. Vask: 3x10 min PBS-t.
c. Rist og terk av PBS-t med lofritt pappir

OBS!
- Skyld av snitt i PBS-t far de settes i klasskube for & unnga kontaminering
- Holdes lysfritt for & unnga blekning av fluorokromene

9. Snittene monteres med et tynt objektiglass med lim som inneholder DAPI
b. Tarkes til neste dag i avtrekkskap

OBS!

- Unnga luftbobler nar objektivglassene monteres

- Hold snittene lysfritt for & unnga blekning av fluorokromene
- Gjares i avtrekkskap
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