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Samandrag

INTRODUKSJON: Inntak av mjelkeprotein kan stimulera myofibriller proteinsyntese
(MPS) etter éi styrketreningsekt. Auka MPS er eit resultat av auka aktivitet i anabole
signalvegar, med markerar som bl.a. fosforylering av p70S6k (p-p70S6k). Aminosyra
leucin har blitt sett p& som ein potent triggar av MPS. Derfor har det blitt antatt at
proteinkjelder som gir ein rask auke i [leucin] i blod kan vera fordelaktig for muskuleere
adaptasjonar til styrketrening. Mélet med denne masteroppgéva var & undersgka om
supplementering med nativ myse (100% myseprotein), som gir ein rask auke i [leucin] i
blod, stimulera aktiviteten i anabole signalvegar i sterre grad enn mjelkeprotein (20%
myseprotein, 80% kaseinar), og om dette forer til sterre muskelvekst og auke i styrke
etter 12 veker med styrketrening og proteinsupplementering.

METODE: 22 menn og kvinner (3046 ar) vart randomisert til & innta anten mjolk eller
nativ myse. Begge gruppene gjennomforte tung styrketrening i 12 veker (tre ekter per
veke). Protein vart gitt direkte etter kvar okt, i tillegg til morgon eller kveld (2 x 20g
kvar dag). Muskelbiopsiar vart teke 30 minutt for og to timar etter forste og siste
treningsekt, og vart analysert for hypertrofisignalering og fiberareal. Muskelstyrke i
beinpress og tjukn og tverrsnitt av m. vastus lateralis vart malt for og etter
treningsintervensjonen.

RESULTAT: P-p70S6k auka signifikant fr for til etter forste treningsekt for nativ
myse-gruppa og nativ myse viste signifikant sterre fosforylering enn mjelkegruppa.
Etter siste treningsekt var det ingen signifikante forskjellar mellom gruppene i p-
p70S6k, begge auka fra for til etter treningsekta. Det var ingen endringar i p-eEF2,
medan 4E-BP1 auka akutt etter siste treningsekt i begge gruppene. Begge gruppene
auka signifikant muskelstyrke i beinpress, i tillegg til auka tverrsnitt og tjukn i m. vastus
lateralis, men det var ingen forskjellar mellom gruppene.

KONKLUSJON: I samsvar med hypotesen vér auka p-p70S6k signifikant meir i nativ
myse-gruppa samanlikna med mjolkegruppa etter forste treningsekt. Denne forskjellen
var derimot ikkje observert etter siste treningsekt og det har truleg skjedd ein adaptasjon
i signaleringsmensteret i lopet av treningsintervenjonen. I tillegg viser den manglande
forskjellen mellom supplementgruppene i muskelstyrke og —sterrelse etter
intervensjonen at den auka anabole signaleringa i nativ myse-gruppa ved forste

treningsekt ikkje forte til storre adaptasjonar i skjelettmuskulaturen.
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1. Innleiing

Muskelmassen er sentral i utforing av alle typar bevegelsar og er derfor heilt avgjerande
for daglegdagsfunksjon, i tillegg til idrettsleg prestasjon. Skjelettmuskulaturen er ikkje
berre avgjerande for funksjon, men spelar og ei viktig rolle i reduksjon av risiko for
utvikling av forskjellige livsstilssjukdommar som hjarte- og karsjukdommar, fedme og
diabetes (Wolfe, 2006). Skjelettmuskulaturen er i stor grad plastisk og kan adaptera til
ulike stimuli, deriblant styrketrening og naeringsinntak. Endringar i
muskelproteinsyntese og —nedbryting ferer til remodellering av muskelmassen (Witard,
Wardle, Macnaughton, Hodgson, & Tipton, 2016) som er nedvendig for & oppna
hypertrofi.

Det er utfort ei rekke studiar som har studert effekt av forskjellige treningsregimer for &
indusera storst mogleg muskelvekst, og det er stor einigheit i korleis ein ber trena for &
verte sterkast, storst og mest spenstig/hurtig (Kraemer et al., 2002). I tillegg har
naringsinntak blitt studert noye og ogsa her er det konsensus rundt kva som er optimalt
dagleg proteininntak for ulike grupper og kva proteinkjelder som er dei beste (Devries
& Phillips, 2015; Perez-Schindler, Hamilton, Moore, Baar, & Philp, 2015; Witard et al.,
2016). Og kombinasjonen av styrketrening og proteininntak har blitt studert i fleire
studiar (Biolo, Tipton, Klein, & Wolfe, 1997; Camera et al., 2015; Churchward-Venne,
Burd, & Phillips, 2012a; Moore, Tang, et al., 2009b; Witard et al., 2014). Ved &
kombinera styrketrening og optimalt proteininntak veit me at skjelettmuskulaturen veks.
Altsé er effekt av trening og proteininntak godt kartlagt, men kva med intermediatane —
signaleringa som forer til auka proteinsyntese, som igjen forer til hypertrofi? Dei
viktigaste komponentane i gode proteinkjelder som stimulerer anabol signalering og
deretter proteinsyntesen ser ut til & vera protein som vert raskt fordeya (som ferer til
rask tilgjengelegheit av aminosyrer (AA)) og har eit hegt innhald av essensielle
aminosyrer (EAA) og forgreina aminosyrer (FAA), spesielt leucin (Devries & Phillips,
2015).

Det har blitt framsett ei hypotese om at auka leucinkonsentrasjon i blod i etterkant av ei
styrketreningsekt vil stimulera til ytterlegare auke i proteinsyntese (Burd, Tang, Moore,
& Phillips, 2009; Tang, Moore, Kujbida, Tarnopolsky, & Phillips, 2009). Bakgrunnen

for denne hypotesen var ei samanlikning av myse-, kasein- og soyaproteininntak etter ei



treningsekt, kor myse viste ei signifikant auke i [leucin] i blod samanlikna med dei to
andre proteinsupplementa 30 minutt etter inntak. Dette vart og reflektert i ein signifikant
storre respons i proteinsyntese hja mysegruppa (Tang et al., 2009). Nyleg har det blitt
vist at ved 4 tilfora ekstra leucin til ein protein- og karbohydratblanding auka MPS
ytterlegare samanlikna med same blandinga pluss alanin i staden for leucin (Atherton et
al., 2016) Dette kan tyda pa at proteinsupplement med stor del leucin og som er raskt
fordayeleg (som dermed forer til stor auke i [leucin] i blod) vil vera fordelaktig &
konsumera for & oppna sterst effekt av styrketrening. Det vil derfor vera interessant &
studera akutt effekt av to ulike proteinsupplement med ulik mengde leucin og
fordeyingshastigheit for og etter ein trenings- og supplementeringsintervensjon for & sja

pé endringar over tid.

Studiane som har undersekt anabol signalering i samband med styrketrening og
proteininntak er som regel akuttstudiar, og fortel oss lite om anna enn det som skjer
akkurat der og da. I tillegg er studiane ofte gjort i laboratorium, pa utrente, i faste. Dette
er forhold som vil paverka resultata og vil ikkje nedvendigvis reflektera det ein vil finna
i ein meir naturleg setting, kor mange til demes et frukost og gjerne luns;j for ei

treningsekt.

Milet med denne masteroppgéva var & studera endringar i anabol signalering ved
supplementering med nativ myse (2,35¢g leucin/dose) eller lettmjolk (1,97g leucin/dose)
etter ei akutt treningsekt hjé yngre, for og etter ein 12-vekers treningsperiode og

samanlikna gruppene. P4 bakgrunn av dette har det blitt fastsett folgjande hypotesar:

Hypotese nr. 1: det vil vera auka aktivitet i anabole signalvegar etter éi

styrketreningsekt ved inntak av nativ myse samanlikna med lettmjolk

Hypotese nr. 2: det vil vera ldgare aktivitet i anabole signalvegar etter éi
styrketreningsekt som fylgje av 12 vekers treningsperiode samanlikna med for

treningsperioden.

Hypotese nr. 3: det vil vera sterre endringar i muskelmasse og -styrke hja nativ myse-
gruppa samanlikna med lettmjolk-gruppa etter 12 veker med regelbunden styrketrening

og proteinsupplementering.



2. Teori

Skjelettmuskulaturen er, som namnet tilseier, festa til knoklane i menneskekroppen. Det
er skjelettmuskulaturen som utforer all viljestyrt rorsle av skjelettet, og er derfor
uunnverleg for menneskeleg aktivitet (Widmaier, Raff & Strang, 2014). Proteina er
byggesteinane i kroppen, og er heilt essensielle for oppbygging av alle typar vev,
deriblant muskelvev. Nar muskelvev skal veksa, er det behov for nydanning av protein
og dermed aukar hastigheita pa proteinsyntesen. Det er fleire stimuli som kan fora til
auka proteinsyntese, som styrketrening og proteininntak. Auka sterrelse pa
myofibrillane i skjelettmuskulaturen, hypertrofi, er ein effekt av auka proteinsyntese,
redusert nedbryting eller kombinasjon av begge, over tid (Widmaier et al., 2014).
Hypertrofi som fylgje av mekanisk belastning er komplekst, der mange forskjellige
prosessar foregar samstundes: signalering initiert av mekanosensorar, metabolsk

(over)belastning, signalering mediert av kalsium med fleire (Adams & Bamman, 2012).

Ettersom endring i muskelmasse er eit resultat av opp- eller nedjustert proteinsyntese og
—nedbryting over tid, hadde det vore interessant om responsen i MPS etter ei akutt
styrketreningsekt reflekterte auken i muskelmasse etter ein periode med regelbunden
styrketrening. Likevel ser det ut til at resultat fra akutt-studiar ikkje nedvendigvis
gjenspeglar den observerte muskelvekst etter ein treningsperiode pé for eksempel 12
veker (Adams & Bamman, 2012) som vist i fleire studiar (Mayhew, Kim, Cross,
Ferrando, & Bamman, 2009; C. J. Mitchell et al., 2014). Det tyder pa at personar som
har lav akutt respons pé styrketrening (MPS), kan likevel ha potensiale for hypertrofi.

Inntak av protein i samband med styrketrening har vist seg & vera ein effektiv mate &
auka proteinsyntesen akutt (Burd et al., 2009) og den forgreina aminosyra leucin ser ut
til spela ei viktig rolle her. Ved styrketrening og proteininntak er det 0g rapportert om
auka aktivitet i dei anabole signalvegane intramuskulart, kor signalprotein som mTOR,
p70S6k og 4E-BP1 auka fosforylering, medan fosforylering av eEF2 vert redusert
(Dreyer et al., 2008).



2.1.1 Muskelproteinbalanse: eit reknestykke

Skjelettmuskulatur er eit produkt av to prosessar: proteinsyntese (MPS) og
proteinnedbryting (MPB). Dersom MPS er storre enn MPB, vil nettobalanse vera
positiv og over tid resultera i muskelvekst (hypertrofi). Dersom MPB er storre enn
MPS, vil nettobalanse vera negativ og dette vil resultera i muskelsvinn (atrofi).
Muskelmassen kan 0g halda seg stabil ved likevekt mellom syntese og nedbryting

(Devries & Phillips, 2015).

Ved inntak av protein vert nettobalanse positiv av to grunnar: 1. proteinsyntesen vert
stimulert av hyperamiacidemia' (Devries & Phillips, 2015) og 2. proteinnedbrytinga
vert inhibert av hyperaminoacidemia (Biolo et al., 1997; Devries & Phillips, 2015;
Greenhaff et al., 2008) og hyperinsulinemia® (Borsheim et al., 2004; Devries & Phillips,
2015; Greenhaff et al., 2008).

Auka syntese og redusert nedbryting som eit resultat av naringsinntak og/eller trening,
er forbigdande, og nettobalanse vil verte negativ. Ved inntak av eit nytt proteinhaldig
maltid, vil syntesen fa eit nytt stimuli og nedbrytinga inhiberast. Slik svingar
proteinbalansen gjennom ein dag. Proteinsyntesen varierer 4-5 gongar meir enn
nedbrytinga, og er meir sensitiv for ulike stimuli, som inntak av protein og styrketrening
(Morton, McGlory, & Phillips, 2015). Det har blitt funne sterk korrelasjon mellom
proteinsyntese og proteinnedbryting (Phillips, Tipton, Aarsland, Wolf, & Wolfe, 1997)
Dette kan indikera at MPS og MPB er til dels avhengige av kvarandre til tross for
mindre variasjon i MPB. Av den grunn vil det vera viktig & studera bdde MPS og MPB i
samband med effekt av trening p4 muskulere adaptasjonar for 4 ei forstding av heile

biletet.

2.1.2 Akutt effekt av styrketrening pa muskelproteinbalansen

Studiar har vist at bade proteinsyntesen (malt som fractional synthetic rate - FSR) og -
nedbrytinga (fractional breakdown rate - FBR) aukar i etterkant av ei styrketreningsokt
samanlikna med kvilestatus, i faste (Biolo, Maggi, Williams, Tipton, & Wolfe, 1995).

Nettobalanse auka samanlikna med kviletilstand som fylgje av sterre relativ auke i MPS

! Hyperaminoacidemia er ein tilstand kor mengd aminosyrer i blod er over
normalomradet.
2 Hyperinsulinemia er ein tilstand kor mengd insulin i blod er over normalomrédet
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enn MPB og var ikkje signifikant forskjellig fra null tre timar etter treningsekta (Biolo
et al., 1995). Treningsindusert auke i MPS er meir langvarig hja utrente samanlikna med

trena individ (Damas, Phillips, Vechin, & Ugrinowitsch, 2015).

2.2 Proteinets funksjonar i kroppen

Skjelettmuskelvev er det sterste lageret av protein i kroppen (43%) og omsetnaden av
protein i kroppen er pa 1-2% kvar dag (Skélhegg, 2012). Protein bestar av lange kjeder
med aminosyrer. Rekkefolgja pa aminosyrene, faldinga av proteinet og interaksjonen
med andre protein avgjer proteinets funksjon i kroppen (Raastad, 2011; Skélhegg,
2012). Protein har mange forskjellige funksjonar og oppgéver, blant anna oppbygging
og vedlikehald av muskulatur og skjelett, transport av oksygen og n@ringsstoff i blodet
og signalering. Aminosyrene sirkulerer rundt i blodet og konsentrasjonen er styrt av
opptak fra tarm og opptak til vev. Konsentrasjonen av aminosyrer intracellulart er
hagare enn ekstracelluleert (Skalhegg, 2012). Mengda intracellulere aminosyrer er eit
resultat av naeringsinntak, opptak i cella, aminosyre-resirkulering og forbruk i cella
(Dodd & Tee, 2012). Totalt inngar 20 forskjellige aminosyrer i proteinsyntesen, tte av
dei er essensielle for vaksne (ti for barn). Essensielle aminosyrer (EAA) er aminosyrer
kroppen ikkje kan produsera sjolv og dermed mé f4 tilfert gjennom kosten. Av desse
essensielle aminosyrene, er tre av dei sdkalla forgreina aminosyrer (BCAA/FAA): valin,
leucin og isoleucin. Dei forgreina aminosyrene skil seg frd resterande aminosyrer ved at
dei vert metabolisert i skjelettmuskulaturen og ikkje i levra. Dei forgreina aminosyrene
utgjer ein stor del av aminosyrene som vert inkorporert i muskelcelleprotein (Raastad,
2011). Av dei forgreina aminosyrene har leucin fatt mykje merksemd, hovudsakleg

grunna effekten pa proteinsyntesen.

2.2.1 Aminosyrer og essensielle aminosyrer

Som nemnt tidlegare vil inntak av naering, primeert protein, stimulera myofibriller
proteinsyntese. MPS aukar etter inntak av bade blanda aminosyrer og essensielle
aminosyrer (EAA) i fastande tilstand (Tipton, Ferrando, Phillips, Doyle, & Wolfe,
1999). Auken i proteinsyntesen og netto balanse var den same for bide EAA-gruppa og
gruppa som inntok bade essensielle og ikkje-essensielle aminosyrer. Ut av dette forstar
me at det truleg er dei essensielle aminosyrene som stimulerer MPS, samt at dei ikkje-
essensielle aminosyrene ikkje vil gi ekstra stimuli til MPS (Tipton et al., 1999). Dette

har blitt vist i studien til Smith et al. (1998) kor dei fann at dei essensielle aminosyrene
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fenylalanin og threonin stimulerte proteinsyntesen i motsetnad til dei ikkje-essensielle
aminosyrene arginin, glycin og serin (Smith, Reynolds, Downie, Patel, & Rennie,
1998). Det er gode bevis for at leucin i seg sjolv stimulerer proteinsyntesen via

mTORCI i cellekulturar, mens i humanstudiar er funna sprikande (Dodd & Tee, 2012).

2.2.2 "Leucin-trigger”’-hypotesen

Leucin har fatt spesielt mykje merksemd pa grunn av si evne til 4 stimulera
proteinsyntesen (Dodd & Tee, 2012) og inhibera proteolysen (Nakashima, Ishida,
Yamazaki, & Abe, 2005). MPS auka mest etter inntak av myse samanlikna med soya og
kasein etter treningsekt (Tang, Moore, Kujbida, Tarnopolsky, & Phillips, 2009). Funna
som indikera dette baserar seg pa samanlikningar mellom myse, soya og kasein. Tang et
al. (2009) viste at myse vert fordeya raskt og ferer til ein hurtig auke i [leucin] i plasma,
i motsetnad til kasein som vert fordeya langsamare. Vidare har det blitt vist at leucin,
men ikkje isoleucin og valin, stimulera mTOR og signalprotein nedstrems for mTOR,
som p70S6K, 4E-BP1 og elF hja rotter (Anthony et al., 2000), som forer til initiering av
translasjon og auka proteinsyntese. I tillegg er det blitt vist at leucin inhiberer
proteinnedbrytinga hja rotter (Nagasawa, Kido, Yoshizawa, Ito, & Nishizawa, 2002).
Dosar pé 2g leucin ser ut til & vera nok til & trigga MPS (Nongonierma & FitzGerald,
2015). Begrepet leucin-trigger” (Phillips, 2014) stammar opphavleg fra Burd og
medarbeidarar sin review (Burd et al., 2009) kor det vart diskutert forskjellige faktorar

som kan forklara kvifor myse visar seg & stimulera MPS i sterst grad.

12014 vart det gjort ein stor studie pa 40 menn, kor det vart eksperimentert med ulike
dosar myse og innhald av leucin. Det vart nytta fem forskjellige proteinsupplement: 25g
myse (3g leucin), 6,25g myse (0,75g leucin), 6,25g myse (3g leucin), 6,25g myse (5g
leucin) og 6,25g myse (5¢g leucin, 1g isoleucin og 1g valin). I denne studien fann dei at
inntak av 25g myse og 6,25g myse + 5g leucin forte til signifikant sterre auke i
myofibriller proteinsyntese 1,5 til 4,5 time etter ei unilateral styrketreningsekt
samanlikna med dei andre proteinsupplementa. Desse funna gjaldt bade for beinet som
trena og for beinet som ikkje trena. Det var heller ingen forskjellar mellom trena og
ikkje-trena bein (Churchward-Venne et al., 2014). I ein studie av Tipton og
medarbeidarar observerte dei ei auka stimulering av MPS etter inntak av protein og

ekstra leucin — likevel var ikkje denne auken sterre samanlikna med den observert etter
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inntak av 20g myseprotein i ein tidlegare studie av Tipton og medarbeidarar frd 2007

(Tipton, Elliott, Ferrando, Aarsland, & Wolfe, 2009).

Oppsummert ser det ut til at leucin kan spela ei viktig rolle i stimuleringa av
myofibriller proteinsyntese, ettersom ein suboptimal dose (6,25g myse) protein tilsett
Sg fritt leucin kan stimulera MPS i same grad som 25g myse. Det ser 0g ut til at dersom
total proteinmengde utgjer i overkant av 20g (med ca. 10g EAA), vil ikkje ytterlegare
mengder leucin (5g) auke proteinsyntesen vidare. Funn fra studiar utfert pa dyr og
cellekulturar er ganske eintydige, medan funn frd humanstudiar er meir sprikande og det
er ikkje konsensus at leucin per se triggar proteinsyntesen, sja W. K. Mitchell et al.

(2015b).

2.3 Proteininntak og styrketrening

2.3.1 Akutte effektar av styrketrening og proteininntak

Som nemnt tidlegare, er muskelproteinbalansen eit resultatet av muskelproteinsyntese
(MPS) minus muskelproteinnedbryting (MPB). Etter éi styrketreningsekt vert bade
proteinnedbrytinga og —syntesen stimulert. Nettobalanse vert ikkje positiv som fylgje av
ei treningsekt leine, men den ligg rundt null med trend mot minussida i fastande
tilstand (Biolo et al., 1995). Dersom protein vert innteke etter styrketreningsekt, vil
MPS auka ytterlegare, MPB verte inhibert og netto balanse verte positiv (Burd et al.,
2009; Churchward-Venne, Burd, & Phillips, 2012a; Tipton et al., 2007) — dette delvis
pa grunn av auka transport av aminosyrer inn i muskel (Biolo et al., 1995).
Proteinsyntesen vil framleis vera forhegja 48 timar etter treningsekta hjé utrente
(Phillips et al., 1997). Og Damas og medarbeidarar konkluderer med at utrena har ein
meir langvarig auke i proteinsyntesen samanlikna med trena individ. Det er truleg derfor

utrente har sterre potensiale til & auka muskelmasse og —styrke (Damas et al., 2015).

Ved infusjon av aminosyrer (AA) etter trening, som forer til hyperaminoacidemia, auka
proteinsyntesen signifikant meir enn ved infusjon av AA i kvile. I tillegg vart det ikkje
observert noko endring i proteinnedbryting verken i kvile eller etter trening (Biolo et al.,
1997). Dette kan tyda pa at hyperaminoacidemia etter trening ferer til reduksjon i

proteinnedbryting, da trening aleine forer til auka proteinnedbryting (Phillips et al.,
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1997). Styrketrening ferer til at muskelens sensitivitet for aminosyrer (aminoacidemia)
aukar. Denne sensitiviteten er auka til og med 24 timar etter ei styrketreningsekt, som
vist 1 studien til Burd et al. (2011), kor dei fann signifikant auka myofibriller
proteinsyntese 24-27 timar etter styrketrening. Dette kan stetta teorien om at sé lenge
dagleg inntak av protein er tilstrekkeleg, er det ikkje av like stor betyding for
muskelvekst over tid om inntaket kjem direkte etter treningsekt eller pa eit seinare

tidspunkt (Schoenfeld, Aragon, & Krieger, 2013).

Inntak av 25g myseprotein aukar myofibrilleer proteinsyntese 3 timar etter inntak, og var
framleis forhegja 5 timar etter inntak samanlikna med fastande. Dersom myse-inntak
vert kombinert med ei styrketreningsekt, aukar den myofibrillere proteinsyntesen
raskare (<1 time versus <3 timar) og held fram med & vera forhegja til og med 5 timar
etter trening og naringsinntak. I tillegg er responsen sterre ved same tidspunkt ved &
kombinera trening og inntak av 25g myse samanlikna med proteininntak i seg sjolv
(Moore, Tang, et al., 2009b). Det har ikkje blitt observert forskjellar mellom kvinner og
menn i respons pa MPS etter styrketrening og proteininntak, til tross for store forskjellar

i sirkulerande testosteron (West et al., 2012).

2.3.2 Longitudinelle effektar av regelbunden proteininntak og
styrketrening

Dersom styrketrening og proteininntak vert kombinert over tid (=6 veker), vil det
resultera i hypertrofi (Cermak, Res, de Groot, Saris, & van Loon, 2012). I meta-
analysen til Cermak og medarbeidarar vart heile 22 randomiserte, kontrollerte studiar
med yngre og eldre inkludert. Dei fann at proteinsupplementering samanlikna med
placebo, forte til signifikant auka feittfri masse utan forskjellar mellom yngre og eldre
eller trena og utrent. Supplementering med protein gav positiv effekt pa éin repetisjon
maksimum (1RM) i beinpress etter >6 veker med regelbunden styrketrening. Hja yngre
personar auka tverrsnittsarealet av type I- og type II-fiber som fylgje av styrketrening og
proteinsupplementering (Cermak et al., 2012). Det har blitt vist at hjé utrente kan 4
veker med styrketrening aleine vera nok til & auke tverrsnittsareal og tjukn av musklar i
quadricepsgruppa. For utrente i denne fasen gav proteinsupplementering derimot ikkje

vidare auke (Boone, Stout, Beyer, Fukuda, & Hoffman, 2015).
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Utrente personar som trenar styrketrening regelbunden 2 - 3 gonger per veke, i 12 veker
og har tilstrekkeleg naringsinntak (protein), vil kunne forventa rundt 1% auke i IRM
per treningsekt (Kraemer et al., 2002), dette tilsvara rundt 30 - 40% auke i IRM etter
dei forste 12 vekene. Individuelle variasjonar mé tas omsyn til. Dei 6 — 8 forste vekene
av eit styrketreningsopplegg vil resultera i relativt stor auke i 1RM (Kraemer et al.,

2002), deretter vil responsen gradvis flata ut.

12 veker med styrketrening 2-3 gongar per veke og inntak av protein, karbohydrat eller
ein blanding av begge direkte etter kvar treningsekt, resulterte i signifikant auke i feittfri
masse hja forsgkspersonane i Hulmi og medarbeidarar si studie (2015). Ein signifikant
nedgang feittmasse vart 0g mélt, men berre for dei som inntok protein (Hulmi et al.,
2015). Og etter 9 ménadar med styrketrening og supplement, viste myseprotein & vera
overlegen i utvikling av muskelmasse / auke i lean body mass (LBM) samanlikna med
soya og karbohydrat til tross for ingen forskjell i styrke mellom gruppene (Volek et al.,
2013). Farnfield og medarbeidarar fann ingen forskjell i styrke etter 12 vekers
treningsintervensjon mellom personar som inntok myseprotein og personar som inntok
placebo. Dette kan skuldast at basal proteininntak var adekvat i begge grupper og at
meir protein ikkje gav sterre utteljing. Heller ikkje fosforylering av signalproteina Akt,
mTOR, 4E-BP1, p70S6k, rpS6 eller eIF4G endra seg fra for til etter intervensjonen
verken for yngre som inntok myse eller placebo. Den einaste forskjellen mellom myse
og placebo i signalering, var fosforylering av mTOR, som var signifikant sterre bade for
og etter treningsintervensjonen for gruppa som inntok myseprotein (Farnfield, Breen,
Carey, Garnham, & Cameron-Smith, 2012). Hulmi og medarbeidarar (2009) gjorde ein
intervensjonsstudie som gjekk over 21 veker med tung styrketrening og
supplementering med anten 15g myse for og etter trening eller placebo (0 kilokaloriar)
(Hulmi, Kovanen, et al., 2009a; Hulmi, Tannerstedt, et al., 2009b). Gruppa som inntok
protein for og etter kvar treningsekt auka tjukn i m. vastus lateralis signifikant bade etter
10,5 og 21 veker ut i intervensjonen, medan placebogruppa hadde signifikant auke etter
21 veker. Det same gjaldt for auken som vart malt i kroppsmasse (Hulmi, Tannerstedt,
et al., 2009b). Det var generelt storre aktivitet i anabole signalvegar hja proteingruppa
for intervensjonen, men dette endra seg etter 21 veker med styrketrening og det var i
stor grad lagare respons bortsett fra fosforylert mTOR, 4E-BP1 og eEF2, som ikkje
endra seg stort frd for til etter intervensjonen. p70S6k var fosforylert i storre grad enn

placebo og kontroll 1 time etter forste akuttekt. Denne responsen var ikkje & finna igjen
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etter 21 veker med trening. Og mTOR viste signifikant auka fosforylering fra basal til 1
og 48 timar etter treningsekt, og etter intervensjonen, men ingen forskjell mellom
gruppene (Hulmi, Tannerstedt, et al., 2009b). Biopsiane som var tekne etter

intervensjonen vart tekne i kvile og personane var fastande.

Treningsstatus kan vera ein bestemmande faktor for proteinsyntesen sin respons pa
styrketrening akutt. Dette vart demonstrert i ein akuttstudie kor trena bein visar ein
signifikant hegare topp i FSR samanlikna med utrent bein (etter 8 vekers
treningsintervensjon). Samtidig vart det observert ein meir langvarig auke i FSR i utrent
bein inntil 28 timer etter treningsekt, medan FSR i trena bein da hadde returnert til
basalverdi (Tang, Perco, Moore, Wilkinson, & Phillips, 2008). Dette tyder pé at
treningsstatus vil pdverka proteinsyntesen og at trena potensielt har eitt mindre
“anabolsk vindauge” pa & innta protein etter treningsekt. P4 den andre sida har studiar
funne at timing pa proteininntak ikkje spelar noko rolle pa utvikling av hypertrofi som
fylgje av ein lengre treningsperiode s lenge dagleg energi- og proteinbehov er dekka

(Atherton & Smith, 2012; Schoenfeld et al., 2013).

2.3.3 Distribusjon av proteininntak

Inntak av ein bolus med protein (som forer til aminoacidemia) etter trening auka MPS i
storre grad enn proteininntak i mindre dosar (West et al., 2011). Derfor vil protein som
vert fordeya og absorbert raskt (som myseprotein) gi ein hogare maksimal verdi (topp) i
plasmakonsentrasjon enn protein som vert fordeya treigare (som kasein), likevel kan
AUC (areal under kurven) vera likt. Pastanden om at aminoacidemia forer til auka MPS
er likevel litt omdiskutert, og resultat fré ulike studiar er sprikande. Mitchell og
medarbeidarar fant ingen forskjell i FSR i kvile mellom éin bolus (4 15g EAA) og fire
mindre dosar (a 3,75g EAA) protein (W. K. Mitchell et al., 2015b). Derimot fant Areta
og medarbeidarar at 4 dosar 4 20g stimulerte MPS meir enn 8 dosar 4 10g, 2 dosar 4 40g

og 1 dose 4 80g i etterkant av ei treningsekt (Areta et al., 2013).

2.3.4 Proteininntak: Mengde

Kor mykje protein er nok og kor mykje protein er for masse? Witard og medarbeidarar
(2014) gjorde ein studie der Og-, 10g-, 20g- og 40g-dosar myseisolat vart samanlikna.
Dei fann at 20g var optimal dose for 4 maksimalt stimulera myofibrillaer MPS, i tillegg

viste det seg at ein dose 4 40g forte til oksidasjon av aminosyrer og auka urea-
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produksjon (Witard et al., 2014). Moore og medarbeidarar (2009) underseokte effekten
av proteininntak fra egg mellom 0 — 40g pa MPS i etterkant av ei styrketreningsekt.
Resultata viste at det var dose-respons for proteinmengder opptil 20g, kor 40g ikkje
forte til ytterlegare auka i FSR (Moore, Robinson, et al., 2009a). Det same gjaldt for
albumin protein syntese (APS). Auka albumin protein syntese kan vera ein indikasjon
pa for hagt inntak av protein, og i staden for at kroppen oksidera aminosyrene, vert
overfladige aminosyrer inkorporert i nydanning av albumin (De Feo, Horber, &
Haymond, 1992). I studien til Moore og medarbeidarar, auka ikkje APS meir fra 20g til
40g, som kan fora til konklusjonen om at APS har nddd maks kapasitet og at
proteininntak over 20g vil fora til oksidasjon av aminosyrer. I ein artikkel, kor 6 ulike
studiar var analysert, vart det konkludert med at proteininntak pa 0,24g/kg kroppsvekt
eller 0,25g/kg feittfri masse er nok til & maksimalt stimulera proteinsyntesen hja unge,

friske menn (Moore et al., 2015).

Inntak av 20g essensielle aminosyrer (EAA) i kvile viste ingen vidare auke i FSR
samanlikna med 10g EAA (Cuthbertson et al., 2005). Dette fenomenet vert kalla
“muscle full” (Dideriksen, Reitelseder, & Holm, 2013) og gér ut pé at til tross for
tilgjengelege aminosyrer, sirkulerande i blod, aukar ikkje MPS ytterlegare, men nar ein
topp rundt 1,5 time, for & dernest returnera til utgangsverdi (Atherton et al., 2010a).
”Muscle full” vert stotta av fleire studiar, deriblant ei studie av Atherton et al (2010) kor
unge, friske menn inntok 48g myseprotein (i kvile). Resultata viste at sjglv om [EAA] i
plasma var forhegja 180 min etter inntak, returnerte MPS til basalniva etter 90 min
(Atherton et al., 2010a). Studien til Mitchell et al (2015) viste at den anabole responsen
ikkje er avhengig av om kroppen far ein bolus med protein — altsd eit kraftig stimuli,
eller fleire mindre dosar spreidd over eit lengre tidsrom, da begge doseringsregimene
resulterte i tilnaerma lik MPS-respons til tross for signifikant forskjellig konsentrasjon
av EAA og leucin i plasma. Kombinasjonen av styrketrening og proteininntak har vist
seg a forskyva grensa for “muscle full” oppover samanlikna med berre proteininntak,

dette kan igjen resultera i ei storre auke i proteinsyntese (Moore, Tang, et al., 2009b).

Oppsummert ser det derfor ut til at 15g EAA er meir enn nok til & maksimalt stimulera
MPS (som nytta i studien til Mitchell og medarbeidarar fra 2015), og fleire studiar har
vist at omlag 20g protein (8,5 — 10 g EAA) ma til for & maksimalt stimulera MPS hja

friske, unge menneske (Areta et al., 2013; Dideriksen et al., 2013; Moore, Robinson, et
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al., 2009a; Witard et al., 2014). Eit inntak over 20g protein (10g EAA) vil truleg fora til
oksidasjon av overfladige AA, men styrketrening kan forskyva denne grensa ved at

muskulaturen kan utnytta sterre mengder protein grunna auka proteinsyntesen.

2.3.5 Proteinkjelder

Kva type protein som vert innteke avgjer kor stor auke i MPS ein kan forventa
(Churchward-Venne, Burd, & Phillips, 2012a). Fleire studiar har blitt gjort der ein har
samanlikna respons i MPS etter inntak av ulike proteinkjelder, blant anna myse, soya og
kasein. Hastigheit pa fordeying vert trekt fram som ein viktig faktor som paverkar
proteinsyntesen. Protein som vert fordeya raskt (myse og soya) gir ein rask auke av
[aminosyrer] i plasma og dernest ein stor auke i MPS. Protein som vert fordeydd
treigare (kasein) gir ein lagare topp-plasmakonsentrasjon, men som varer over lenger tid
og som hovudsakeleg inhiberer proteinnedbrytinga (Burd et al., 2009). Studien av Tang
og medarbeidarar (2009) viste at myse stimulerer MPS i sterre grad enn kasein 3 timer
etter styrketreningsekt, til tross for same innhald av EAA (Tang et al., 2009). Det var
smaé forskjellar i innhald av leucin: myse — 2,3g, soya — 1,8g, kasein — 1,8g.
Leucinmengd kan ha vore delvis utslagsgivande for forskjellar i MPS-auken, i tillegg til
at fordeyinga av kasein gér treigare. Dermed fér ein ikkje den store auken i
plasmakonsentrasjon — aminoacidemia, som kan paverka MPS. I en studie av
Reitelseder et al. (2011) kor myse og kasein vart samanlikna, fann dei derimot ingen
forskjell i MPS, malt 6 timar etter ei styrketreningsekt til tross for litt ulike menster i
stimulering av MPS i den forste (1 — 3,5 time) og den andre (3,5 — 6 timar) fasen av
restitusjonen. Dette byggjer opp under teorien om at myse gir eit kraftig, men relativt
kortvarig stimuli til proteinsyntesen, medan kasein gir mindre stimuli, men som varar
over lengre tid. P& bakgrunn av desse funna, ville det vore interessant a studera
forskjellar mellom myse og mjelk for & sj& om mjelk, som bestar av 20% myse og 80%
kasein, totalt sett gir eit betre og meir langvarig stimuli til MPS enn myse éleine. Dette
har Mitchell og medarbeidarar (2015) undersekt. Dei fann auka FSR 0 — 90 minutt etter
inntak av 20g myseprotein eller inntak av mjelkeprotein, men ingen forskjell mellom
gruppene. Etter 90 — 210 minutt var FSR tilbake til utgangsverdi (fastande) for begge
gruppene (C. J. Mitchell et al., 2015a).

Heller ikkje godt trena ser ut 4 til & & betre effekt av & innta myse i 8 veker kombinert

med styrke- og hurtigheitstrening samanlikna med inntak av kasein. Dette fann Wilborn
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et al. (2013) i sin studie gjennomfert med kvinnelege, trena basketballspelarar. Til tross
for at alle basketballspelarane auka styrke, agility og lean mass, var det ingen forskjell

mellom supplementgruppene (Wilborn et al., 2013).

I studien til Hartman og medarbeidarar (2007) vart myse, soya og karbohydrat
(kontrollgruppa) gitt til unge styrkeleftarar i samband med styrketrening over 12 veker.
Alle auka 1RM i styrkegvingane, men det var ingen forskjell mellom supplementa,
likevel viste mjolkegruppa signifikant sterre endring i feitt- og beinfri masse enn bade
soya og kontroll (Hartman et al., 2007). Det vart 0g observert ein auke i areal i type II-
fiber for alle gruppene, men mjolkegruppa hadde signifikant sterre auke enn soya og

kontroll (Hartman et al., 2007).

Tilsynelatande kan det virke som noko av auken i MPS skuldast plasmakonsentrasjonen
av EAA/leucin. I ein studie gjort pé rotter viste det seg at leucin stimulerte MPS i storre
grad enn dei andre forgreina aminosyrene isoleucin og valin. I tillegg auka fosforylering
av fleire viktige protein i signaleringskaskadar, som 4E-BP1, p70S6K og eIF som fylgje
av leucininntak. Det vart ut ifrd funna konkludert med at stimuleringa av MPS skjer
giennom mTOR-signalvegen hos rotter (Anthony et al., 2000). Dette understrekar at
myse er overlegen kasein og soya i stimulering av MPS i den tidlege fasen etter

styrketrening og/eller inntak.

Ein sterre intervensjonsstudie som foregjekk over 9 manadar, kor myse vart samanlikna
med soya og karbohydrat, viste dataa ein signifikant sterre auke i muskelmasse (malt i
lean body mass - LBM) ved myse-supplementering i forhold til karbohydrat- og soya-
supplementering. Dette til tross for at myse- og soya-gruppene hadde same daglege
inntak av protein (1,4g / kg kroppsvekt) (Volek et al., 2013). Studiar har funne at inntak
av leucin forer til rask auke i [leucin] i blod og leucininnhald intramuskulert (D. J.
Wilkinson et al., 2013). Volek et al. (2013) fann at fastande [leucin] i plasma auka
signifikant fra for til etter intervensjon i mysegruppa i motsetnad til soya- og
karbohydratgruppene. Effekten av myse observert i studien til (Volek et al., 2013) kan

moglegvis tilskrivast innhaldet av leucin i myseprotein.

Ut i fra studiane referert til ovanfor, ser det ut til at myseprotein bade stimulerer MPS i

storre grad enn kasein 3 timar etter ei styrketreningsekt (pa grunn av hastigheten pa

19



fordeying og leucininnhald), og ferer til sterre auke i muskelmasse samanlikna med
soya. Dersom MPS vert malt over 6 timar, finn ein derimot ingen forskjell mellom myse
og kasein, truleg fordi kasein vert fordeydd treigare, men opprettheld MPS over lenger
tid.

2.3.6 Behandling av mjolkeproteinfraksjonar

Mjelkeprotein bestar av myseprotein og kaseinar. Det er ulike métar & framstilla
mjelkeprotein pa som styrer tilgjengelegheita av aminosyrer og méten proteina vert
fordeya. Ettersom det er myseprotein som er nytta i denne studien, er dette av sterst
interesse i denne oppgéva. Det vert skilt mellom mikropartikulaer myse (MM),
hydrolysert myse (HM), nativ myse (NM) og mysekonsentrat (MK). MM, HM og MK
vert utsett for varme og enzym, medan NM vert behandla pa lagare temperatur og vert
filtrert. Laahne (2013) fann at inntak av nativ myse resulterte i sterre [leucin], [FAA] og

[EAA] i blod samanlikna med inntak av MM, HM, MK og lettmjolk.

2.3.7 Oppsummering

Styrketrening og proteininntak i kombinasjon ferer til positiv netto proteinbalanse og
kombinasjonen gjentekne gonger over tid, vil resultera i hypertrofi. Utrente har
naturlegvis sterre potensiale for hypertrofi, men protein i kombinasjon med
styrketrening vil 0g kunne gi eit sterkt stimuli til personar som i utgangspunktet er trena.
For optimal anabol respons, ser det ut til at protein ber konsumerast direkte etter ei
styrketreningsekt, men grad av hypertrofi ser ikkje ut til & verte paverka tidspunkt for
proteininntak sa framt dagleg inntak er adekvat. 20g protein av hag kvalitet (10g EAA)
ser ut til & gi maksimal effekt pd& MPS, men med styrketrening kan kroppen potensielt
utnytta sterre mengder. Mjoelk vert trekt fram som ei sers god kjelde til protein, og

spesielt myseprotein grunna fordeyingshastigheit og innhald av EAA.

2.4 Intracellulser signalering

Proteinsyntese i skjelettmuskulatur er eit resultat av to prosessar: transkripsjon og
translasjon. Desse prosessane vert paverka av forskjellige stimuli, som mekanisk drag,
vekstfaktorar og hormon (insulin, testosteron, IGF-1) og ernaringsstatus (for eksempel

tilgjengelege aminosyrer) (Raastad & Paulsen, 2010).
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Insulin og aminosyrer stimulerer viktige signalvegar for auka initiering av translasjon
og proteinsyntese gjennom forskjellige, men 0g nokre av dei same mediatorane i
signaleringskaskadane (Burd et al., 2009; Dodd & Tee, 2012). Nar insulin vert bunde til
sin reseptor pa muskelcella, vert PI3-kinase aktivert, som forer til initiering av ein
signaleringskaskade kor Akt (PKB) fosforylera og aktivera mTOR, som deretter
aktivera p70S6K og 4E-BP1, som til slutt ferer til initiering av translasjon og auka

proteinsyntese (Burd et al., 2009).

Aminosyrene aktiverer mnTORC1, som insulin, men truleg ikkje gjennom akkurat dei
same mediatorane. Det er framleis noko usikkert gjennom kva for signalprotein mTOR
vert aktivert av aminosyrer, men sannsynligvis er hVps34 (Byfield, Murray, & Backer,
2005), MAP4K3 og Rag GTPasar involvert (Dodd & Tee, 2012). Aktive Rag-kompleks
kan verte bunde til mMTORC1 og translokera mTORCT til lysosommembranoverflata kor
Rheb er lokalisert. I reguleringa av mTORCI, ser det ut til at lokaliseringa av mTORC1
til lysosom-membranens overflate er det mest kritiske punktet. Gjennom kva for
mekanismar hVps34 aktiverer nTORC1 og om hVps34 sansar aminosyrer er
omdiskutert og litteraturen viser til sprikande funn. MAP4K3 er tilsynelatande ikkje
nedvendig for aktivering av mTORCI1, men aktiveringa via MAP4K3 ser ut til & betra
vidareforinga av signal frd mTORC1 (Dodd & Tee, 2012).
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Figur 1: forenkla oversikt over intracellulcer signalering basert pd folgjande studiar:
Aas, 2014, Apro, 2014, Dodd & Tee, 2012; Drummond, Dreyer, Fry, Glynn, &
Rasmussen, 2009; Hornberger, 2011, Kumar, Atherton, Smith, & Rennie, 2009a; Philp,
Hamilton, & Baar, 2011, Sandri, 2008. NB! Auka fosforylering av p70S6k forer til
inhibering av eEF2k (som gjer at eEF2k ikkje kan inhibera eEF2), som igjen forer til
aktivering og redusert fosforyerling av eEF2.

2.41 mTOR

Mammalian/Mechanistic Target of Rapamycin (mTOR) bestar av to proteinkompleks:
mTOR Complex 1 (mTORC1) og mTOR Complex 2 (mTORC2) (Adams & Bamman,
2012). mTORCI er truleg en viktig regulator av hypertrofi i skjelettmuskulatur (Philp et
al., 2011), derfor vil oppgéva vidare omhandle mTORCI, og vil verte referert til som
mTOR.

Hastigheita pa proteinsyntesen auka ved at mTOR vert aktivert, som regulerer initiering
og elongering av translasjonen. Proteinsyntesen er ein kostbar prosess energimessig, og
cellene vil derfor “’skru av” prosessen dersom det er lite energi tilgjengeleg (Dodd &

Tee, 2012). Energistatus vil derfor vera av stor betyding for cellas proteinsyntese, og
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dermed vil 0g positiv energibalanse vera en foresetnad for hypertrofi. Ved lite
tilgjengeleg energi i cella, i form av ATP, vert AMPK aktivert. AMPK vil deretter
aktivera ULK 1, som ferer til autofagi. Motset vil aktivert mTOR fora til fosforylering
av ULK1 (pa eit anna bindingssete enn AMPK) og inhibera autofagi. I tillegg tyder det
pa at mTORs aktivering av ULK, 0g forer til inhibering av AMPK sin interaksjon med
ULKI og dermed hindrar autofagi (Egan, Kim, Shaw, & Guan, 2011).

mTOR vert aktivert ved fosforylering som er eit resultat av styrketrening, men og av
ernaringsstatus, og er sensitiv for aminosyrer (Adams & Bamman, 2012). I ein studie
av Dreyer og medarbeidarar (2008) fann dei blant anna at auka fosforylering av mTOR
etter styrketrening auka i enda sterre grad ved inntak av essensielle aminosyrer og
karbohydrat (Dreyer et al., 2008). Inntak av essensielle aminosyrer (med ekstra leucin)
og karbohydrat 1 time etter styrketreningsekt forte til ein storre auke i MPS samanlikna
med treningsekt utan protein-og karbohydratinntak (Dreyer et al., 2008). I tillegg fant
Dreyer og medarbeidarar auka fosforylering av p70S6k1 og 4E-BP1. Desse funna kan
tyda pa at aktivering/fosforylering av mTOR-signalvegen delvis kan forklara auken i
MPS. Denne studien har malt FSR i tillegg til signalering, som er viktig for & kunne
avdekka samanhengar mellom signalering og MPS. Ein skal likevel vera forsiktig med &
fastsla at det foreligg kausalitet da éin signalvei sannsynlegvis berre er ein brekdel av
heile bildet.

2.4.2 p70S6k

mTOR er en viktig regulator av muskelmasse og hypertrofi, truleg gjennom
fosforylering av 70 kDa S6 protein kinase (p70S6k) og 4E-BP1, som igjen forer til okt
initiering av translasjon (Adams & Bamman, 2012; Churchward-Venne, Burd, &
Phillips, 2012a). Forskjellar i hypertrofi har blitt assosiert med blant anna aktivering av
p70S6k-signalering (Adams & Bamman, 2012). p70S6k ligg nedstraums for mTOR og
er ein seronin/threonin kinase. For aktivering av p70S6k er det kritisk at dei to
bindingsseta Thr229 og Thr389 vert fosforylert (Pullen & Thomas, 1997). Fosforylering
av Thr389 skjer innan 1-2 timar etter styrketreningsekt (Dreyer et al., 2006) med
péfelgjande proteininntak (Camera et al., 2015; D'Souza et al., 2014).

Aktivert p70S6k kan blant anna fosforylera ribosomalt S6 protein (rpS6), sjelv om dette
truleg ikkje er den viktigaste funksjonen til p70S6k (Adams & Bamman, 2012). p70S6k
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deltar i reguleringa av translasjonsinitieringa gjennom fosforylering av
initieringsfaktorar som eIlF4B, som dannar initieringskomplekset (Adams & Bamman,
2012; Dodd & Tee, 2012). I tillegg regulerer p70S6k fleire elongeringsfaktorar (Dodd
& Tee, 2012). I studiar gjort pa rotter har det blant anna blitt vist at leucin er unik blant
dei forgreina aminosyrene i stimulering av MPS gjennom mTOR-p70S6k-signalvegen
(Anthony et al., 2000). I tillegg er det vist at fosforylering av p70S6k aukar med
aukande dosar leucin. Til tross for aukande grad av p-p70S6k, var MPS tilneerma
maksimalt stimulert ved mindre grad av fosforylert p70S6k (Crozier, Kimball, Emmert,
Anthony, & Jefferson, 2005). Det har blitt observert ein sterk korrelasjon mellom
fosforylering av p70S6k 6 timar etter trening og prosent endring i muskelmasse etter ein
6-vekers treningsintervensjon gjort pa rotter (Baar & Esser, 1999). Dette forer oss til &
tru at fosforylert p70S6k kan vera ein god marker for longitudinelle endringar i

muskelmasse som fylgje av styrketrening.

Som inaktiv, er p70S6k bunde til eIF3 (ein del av pre-initieringskomplekset — PIC). Nér
mTORCI vert aktivert, vert komplekset bunde til eIF3-p70S6k og p70S6k vert aktivert.
Aktivert p70S6k dissosierer fra elF3 og p70S6k kan dermed aktivera malprotein

nedstrems for seg sjelv som rpS6 og elF4B (Goodman, Mayhew, & Hornberger, 2011).

Inntak av 25g myseprotein samanlikna med placebo (smakstilsett vatn) etter
styrketrening og 30 minutt uthaldsarbeid resulterte i signifikant sterre fosforylering av
mTOR (1 time etter) og p70S6k (1 og 4 timar etter) i faver myse. Fosforylering av eEF2
(p-eEF2) minka signifikant 1 time etter trening og inntak, men ingen forskjell vart malt
mellom gruppene (Camera et al., 2015). Det er derimot ikkje vist nokon forskjell i
fosforylering av mTOR og p70S6k etter eksentrisk styrketreningsekt og inntak av anten
myse hydrolysat + karbohydrat eller isokalorisk karbohydrat til tross for at bade p-
mTOR og p-p70S6k auka i trena bein 3 timar etter gkt (Rahbek, Farup, de Paoli, &
Vissing, 2015). Rahbek og medarbeidarar (2014) gjorde og ein treningsintervensjon
over 12 veker kor inntak av myse + karbohydrat vart samanlikna med isokalorisk
karbohydrat. Resultata viste ingen endring i mengde av blant anna mTOR og p70S6k,
men total mengde 4E-BP1 minka signifikant etter konsentrisk trening samanlikna med

eksentrisk trening (Rahbek et al., 2014).
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I ein studie av Mitchell og medarbeidarar (2015) studerte dei forskjellar i blant anna

anabol signalering og proteinsyntese etter inntak av 15g EAA i éin dose versus i fire

mindre dosar a 3,75g. Det viste seg at fosforylert 4E-BP1 (p-4E-BP1) var signifikant

auka fra fastande til 90 min etter inntak, det same gjaldt fosforylert p70S6k (p-p70S6k) i

bolus-gruppa, medan ingen endring vart observert for p-eEF2 for nokon av tidspunkta
(W. K. Mitchell et al., 2015b). Likevel vart det ikkje malt forskjell i FSR mellom
doseringsregimene. (W. K. Mitchell et al., 2015b). Dette tyder pa at p70S6k kan vera

avhengig av eit kraftig stimuli, som ein bolus med protein, for & verte aktivert.

Det har blitt funne signifikant korrelasjon mellom fosforylert p70S6k 30 minutt etter ei

styrketreningsekt og endring i 1RM 1 knebay, feittfrimasse, feittfrimasse i bein og

tverrsnitt av type-Ila fiber etter 14 veker med regelbunden styrketrening (Terzis et al.,

2008). Dette kan indikera at p-p70S6k kan vera ein prediktor for muskuleere

adaptasjonar til styrketrening.
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Figur 2: oversikt over forskjellige studiar som har mdlt fosforylering av p70S6k i tida

etter éi styrketreningsokt og/eller proteininntak.
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2.4.3 4E-BP1

eukaryot initieringsfaktor 4E-bindande protein 1 (4E-BP1) vert inaktivert via
fosforylering av mTORCI1. Nar 4E-BP1 ikkje er fosforylert, vert translasjonsinitieringa
inhibert ved at 4E-BP1 er bunde til eIF4E, som er essensiell for at initieringskomplekset
skal kunne binda seg til mRNA og starta cap-avhengig translasjon. Ved tilstrekkeleg
fosforylering dissosierer 4E-BP1 fra eIF4E og initieringskomplekset kan verte
fullstendig (Adams & Bamman, 2012; Dodd & Tee, 2012). Det er rapportert om sju
bindingsseter pa 4E-BP1 (Hay & Sonenberg, 2004), der fullstendig aktivering av 4E-
BP1 skjer i to steg (Gingras et al., 1999). mTOR fosforylera Thr37 og Thr46, dette forer
likevel ikkje til dissosiasjon (Gingras et al., 1999). Fosforylering av Thr70 og deretter
Ser65 forer til slutt til dissosiasjon fré eIF4E (Hay & Sonenberg, 2004).

I studiar kor samanheng mellom anabol signalering og proteinsyntese har blitt studert,
har ein sett at auka fosforylering av 4E-BP1 opptrer i samband med auka proteinsyntese
etter inntak av protein og at styrketrening vil forsterka denne auken ytterlegare
(Churchward-Venne, Burd, Mitchell, West, et al., 2012b). Ved & gi eit treningsstimuli
har det blitt funne minka fosforylering av 4E-BP1 direkte etter trening, men som har
vore tilbake til utgangspunkt berre 1 time etter trening (Dreyer et al., 2006). Ved inntak
av myseprotein (48g) éleine, utan treningsstimuli, har det blitt vist signifikant auke i

fosforylering av 4E-BP1 100 minutt etter inntak (Atherton et al., 2010a).

Ved inntak av myseprotein i forbindelse med ei styrketreningsekt var det ingen
signifikant forskjell i fosforylering av 4E-BP1 Thr37/46 to timar etter gkt samanlikna
med placebo hja yngre, sjolv om det var nesten 100% sterre inaktivering i myse-gruppa
(Farnfield et al., 2012). Etter 12 veker med trening, var det ingen forskjellar i
fosforylering av 4E-BP1 mellom myse- og placebogruppa (Farnfield et al., 2012).
Forskjellige studiar visar til forskjellige resultat: 25g — 80g myse anten i éin dose eller
fleire sma har ikkje vist nokon effekt pa fosforylering av 4E-BP1 (Areta et al., 2013;
West et al., 2011), medan Mitchell og medarbeidarar fann auka fosforylering av 4E-BP1
etter 15g essensielle aminosyrer inntatt bade i ¢in dose og fleire sma (W. K. Mitchell et

al., 2015b).
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C2C12-myotubar inkubert med essensielle aminosyrer, avslerte at berre leucin

stimulerte til fosforylering av mTOR og 4E-BP1 (Atherton, Smith, Etheridge, Rankin,

& Rennie, 2010b). Dette har blitt bekrefta av in vivo-studiar kor det vart observert

signifikant auke i fosforylering av 4E-BP1, sa vel som mTOR og p70S6k. I tillegg fann

dei signifikant nedgang i fosforylering av eEF2 etter inntak av essensielle aminosyrer

med ekstra leucin og karbohydrat (Dreyer et al., 2008; Fujita et al., 2007).
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Figur 3: oversikt over forskjellige studiar som har mdlt fosforylering av 4E-BP1 i tida

etter éi styrketreningsokt og/eller proteininntak.

2.4.4 eEF2

Nér eukaryot elongeringsfaktor 2 (eEF2) vert hyperfosforylert vert den inaktiv og

translasjonen vert redusert. Det er ein respons pa hegt energiforbruk og AMPK vil

kunne fosforylera eEF2k som eitt ledd i translasjonskontrollen (Adams & Bamman,

2012). Inaktivering av eEF2 er midlertidig og polysom-mRNA-komplekset held fram

med & vera intakt. Dette forer til at s fort eEF2 vert aktivert igjen, held

translasjonsprosessen fram (Adams & Bamman, 2012). eEF2 vert fosforylert av eEF2-
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kinase, som igjen kan verte fosforylert og aktivert av AMPK (Goodman et al., 2011)
eller defosforylert og inhibert av p70S6k (Drummond et al., 2009). I aktivert tilstand, vil
eEF2k fosforylera og dermed inhibera eEF2, som ferer til inhibering av

elongeringsprosessen (Goodman et al., 2011).

Studiar som har sett pé fosforylering av eEF2, rapporterer om sprikande funn. Inntak av
leucin utan treningsstimuli ser ikkje ut til & ha nokon effekt pa fosforyleringsstatus av
eEF?2 til tross for at p-p70S6k auka (D. J. Wilkinson et al., 2013). I studien til Mitchell
og medarbeidarar (2015) kor essensielle aminosyrer vart gitt med forskjellig
doseringsmenster, fann dei ingen endring i fosforylering av eEF2 (W. K. Mitchell et al.,
2015b). Areta og medarbeidarar rapporterte om liknande funn etter tilsvarande studie,
men med myseprotein (Areta et al., 2013). Heller ikkje ulike mengder av leucin ser ut til
a ha effekt pa p-eEF2 etter trening in vivo (Churchward-Venne et al., 2014). Pa den
andre sida fann Camera og medarbeidarar ein signifikant nedgang i fosforylering av
eEF2 ¢in time etter trening og inntak av 25g myse sé vel som placebo (Camera et al.,
2015). Det same vart observert i studien til West og medarbeidarar nar myseprotein vart
innteke i fleire mindre dosar (West et al., 2011). Hja styrketrente menn vart det
observert ein signifikant auke i fosforylert eEF2-kinase bade éin og fem timar etter
trening uavhengig av proteininntak (bolus vs. fleire mindre dosar vs. placebo) (Burke et
al., 2012), som igjen kan indikera auka fosforylering av eEF2 og dermed inhibering av

elongeringa i translasjonen.
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Figur 4: oversikt over forskjellige studiar som har malt fosforylering av eEF?2 i tida
etter éi styrketreningsokt og/eller proteininntak. Redusert fosforylering av eEF?2 er ein
indikasjon pd auka aktivitet i anabole signalvegar.
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2.4.5 Oversiktstabell

Tabell 1: oversikt over utvalde akuttstudiar med styrketrening og pdfolgjande
proteininntak frd 2008 til 2015. Forklaringar: +: signifikant auke frd basal. -:
signifikant nedgong fra basal. =: ingen endring frd basal. *: forskjell mellom grupper.
+/- (e): endring utelukkande hjd dei eldre. +/- (v): endring utelukkande hjd dei yngre.
(S): supplement-gruppe, (K): kontroll-gruppe og (P): placebo-gruppe. KE:
kneekstensjon, TR: trening og KH: karbohydrat.

Forfattar Design FP Protokoll Signal Effekt
protein
(Cameraetal.,, RCT/ 8 menn 8 x 5 reps, 80% av 1t 4t
2015) kryss- 1RM + 30 min sykkel p70S6k +* -
over pa 70% av VOapeak- eEF2 - =
25g myse eller
placebo. 10t faste.
(W. K. Mitchell RCT 16 menn,  15g EAA: 1,5t 3t at
etal., 2015b) unge ein dose 4 15g eller p70S6k +* = =
4 dosar & 3,75g. 4E-BP1 +* *4
Faste over natt. eEF2 = = =
(Reidy et al., Dobbel 17 menn,  KE: 8 x 10 reps, 60% 2t 4t
2013) blinda 2 kvinner  av 1RM. p70S6k + PB+
RCT Proteinblanding eller ~ 4E-BP1 + +
myseprotein, 20g og
1,8g leucin i begge.
10t faste.
(Moore, CcT 7 menn Unilateral 1t 3t 5t
Atherton, styrketrening. 25g p70S6k + + +
Rennie, myseprotein. Faste 4E-BP1 + +
Tarnopolsky, over natt. eEF2 = = =
& Phillips,
2011)
(Dreyeretal.,, CT 9 menn, Unilateral KE: 1t 2t
2010) 8 kvinner 10 x 10 reps, ca. 70% p70S6k + +
av 1RM. Faste over 4E-BP1 = =
natt. eEF2 - -
(Hulmi, 29 menn, Beinpress: 5 x 10 reps. 1t 48t
Tannerstedt, utrente 3 grupper: 15g p70S6k +* =
et al., 2009b) myseprotein, placebo  4E-BP1 =
(0 kcal), kontroll. eEF2 = =
Inntak bade fgr og
etter treningsgkt.
(Drummond et 7ungeog KE:8x 10 reps, 70% 1t 3t 6t
al., 2008) 6 eldre av 1RM. 20g EAA p70S6k + + +(e)
menn (35% leucin) inntatt 1t  4E-BP1 = + +(y)
etter trening. Faste eEF2 = - -
over natt.
(Dreyeretal., RCT 16 menn KE: 10 x 10 reps, 70% 1t 2t
2008) av 1RM. 1t post TR: p70S6k + +*
leucin-EAA + KH eller ~ 4E-BP1 = +(S)
kontroll. Faste over eEF2 - -

natt.
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2.5 Oppsummering

Bygging av muskelmasse er komplekst: mange faktorar paverkar ei lang rekke prosessar
som resulterer i adaptasjonar. Muskelmassen vil verte modulert ved trening og
naringsinntak. Proteinsyntese og —nedbryting svingar alt etter kva stimuli som vert gitt.
Hensiktsmessig styrketrening vil resultera i hypertrofi ved adekvat neringsinntak og
dersom protein vert lagt inn i reknestykke, kan ein potensielt fa storre utbytte. Protein
generelt, og myse spesielt, har vist seg & vera eit potent stimuli for proteinsyntesen.
Fordeyingshastighet og leucininnhald vert trekt fram som viktige enkeltfaktorar.
Intracelluleert vert fleire anabole signalvegar aktivert som fylgje av mekanisk drag og
proteininntak. Sjelv om proteinsyntesen aukar etter styrketrening og proteininntak, er
det ikkje konsensus rundt kva som skjer i signalvegane. Nokre studiar finn ingen
endring, medan andre finn signifikant nedgang i for eksempel eEF2 (figur 4). Det er eit

stort og komplekst bilete med mange protein involvert i signaleringskaskadane.
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3. Metode

Masteroppgava inngér som ein del av eit sterre doktorgradsprosjekt ved Norges
Idrettshogskole: Amarone-prosjektet. | Amarone-prosjektet er det blitt gjennomfort
fleire studiar der hensikta har vore a studera effekt av forskjellige proteintilskot og
vanleg lettmjolk pé styrketrening. Denne masteroppgéva er basert pad éin av desse
studiane: ein 12-vekers trenings- og supplementeringsintervensjon med yngre
forsegkspersonar (18 — 45 ér). Det har blitt gjort mange mélingar, men denne
metodedelen vil i hovudsak berre innhalda informasjon som er relevant for akkurat

denne masteroppgéva.

Studien var dobbelblinda, randomisert og kontrollert. Prosjektet vart godkjent av
regional komité for medisinsk og helsefagleg forskningsetikk, Ser-@st Noreg og er

giennomfort ut frd Helsinkideklarasjonen.

3.1 Forsokspersonar

41 personar i alder 18 — 45 ar gav samtykkje til & delta i studien etter & ha lest

informasjonsskrivet (sja vedlegg). Dei som meatte inklusjonskriteria og gav samtykkje til

deltaking i studien, vart randomisert inn i éi av dei to supplementeringsgruppene: Nativ

Myse eller kontroll (lettmjolk).

Tabell 2: inklusjons- og eksklusjonskriterier

Inklusjonskriterier Eksklusjonskriterier
18 —45ar Laktoseintoleranse eller mjglkeallergi
Ingen regelbunden styrketrening dei Allergi mot lokalbedgving

siste 6 manadar
Frisk —ingen skader i muskel- Inntak av kosttilskot (kan delta dersom

skjelettapparatet sluttar seinast 1 veke fgr testar startar)

Av dei 41 forsgkspersonane vart 24 personar (12 personar fra nativ myse-gruppa og 12

personar fré lettmjolk-gruppa) tilfeldig trekt ut til & delta i eit akuttforsek (sja avsnitt
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3.4: ”Akuttforsek™), to stykk i nativ myse-gruppa trakk seg undervegs og resultata er
derfor fra 10 stk. i nativ myse- og 12 stk. i mjelkegruppa.

Tabell 3: utgangsverdiar for forsekspersonar oppgitt som gjennomsnitt (+
standardavvik). Det var ingen signifikante forskjellar mellom gruppene i nokon av
parametrane.

Nativ myse (N=10) Lettmjglk (N=12)
Alder 31,0 (+6,1) 28,3 (£5,9)
Vekt 78,1 (+13,8) 81,7 (£15,1)
BMI 24,4 (+3,0) 25,7 (+4,0)
Beinpress 279,0 (+84,3) 282,3 (£89)
Benkpress 66,3 (£20,6) 57,6 (x17,2)

3.2 Treningsintervensjonen

Treningsprogrammet som vart gjennomfort er eit heilkroppsprogram (sja vedlegg).
Treninga vart gjennomfoert 3 gonger per veke. 2 dagar i gruppe, under oppsyn av trenar,
1 dag aleine/i gruppe utan fast vegleiar, men med trenar til stades i rommet for
konsultasjon/sikring/”’spotting”. Programmet var basert pa kontinuerleg progresjon —
RM-gkter. De fyrste 3 vekene hadde forsekspersonane 3 dagar med oppfylging, men fra
og med veke 4 var det berre 2 dagar 1 veka med oppfylging og 1 dag utan fast trenar. 2

av dagane var satt av til RM-gkter, 1 gkt per veke var med submaksimal belastning.

3.3 Erneering

Supplementet vart gitt i 2 x 20g dosar per dag med anten Nativ Myse eller lettmjolk i
form av pulver (levert av TINE). Begge supplementa inneheldt lik del kaloriar og
tilneerma lik fordeling av makronaringsstoftfa (3,3% protein, 1,2% fett, 4,7% laktose og
2% sukrose). Nativ Myse inneheld 100% Myseprotein, medan lettmjolka inneheld 80%
Kasein og 20% Myse. Forsgkspersonane vart bede om & ta supplementa morgon og
kveld pa treningsfrie dagar og etter treningsekt og pa morgon eller kveld pa

treningsdagar.
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Tabell 4: Neeringsinnhald og fordeling av aminosyre i supplementa

Aminosyrer (g/100g) Lettmjoglk (g/pose) Nativ myse (g/pose)
Alanin 0,91 1,3
Arginin 0,89 0,8
Asparaginsyre 2,2 3,1
Cystein 0,22 0,7
Fenylalanin 1,3 1,2
Glutaminsyre 5,9 5,3
Glycin 0,53 0,5
Histidin 0,77 0,7
Isoleucin 1,4 1,6
Leucin 2,7 (1,9) 3,4 (2,5)
Lysin 2,3 2,8
Metionin 0,68 0,7
Prolin 2,7 1,8
Serin 1,5 1,4
Treonin 1,2 1,4
Tyrosin 1,2 1,0
Valin 1,8 1,6
Tryptofan 0,36 0,6
Total protein 27,7 (19,1) 27,3 (20,0)
Feitt 10,0 10,3
Karbohydrat 51,6 57,1
Gram per pose 73 69
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3.4 Akuttforsok

Av dei 41 forsekspersonane som vart inkludert i studien, samtykka 24 (22) stk. til &
delta i eit akuttforsek. Akuttforsek vart gjennomfert for og etter treningsintervensjonen,
i samsvar med dei ordinare pre- og posttestane. Forskjellen mellom ordinar pre- og
posttesting og akuttforsek var at akuttforseka var meir omfattande og inkluderte totalt 4
biopsiar, to treningsekter, MVC-testar og fleire veneprovar fordelt pa to dagar (for
intervensjon og etter intervensjon). Hensikta med akuttforsgka var 4 kartlegga akutte
endringar i anabole signalvegar og sja om bildet endra seg etter treningsperioden. For
forste akuttforsek, hadde alle forsekspersonane gjennomfort tre treningsekter med
styrkegvingane: to 1RM testar og éi 10RM-gkt, og hadde saleis fatt tilvenning til

styrkeevingane nytta i akuttforseka.

Forsgkspersonane mette fastande til akuttdagen. Ved oppmete fekk dei ein standardisert
frukost bestaande av havregryn, vatn, olje, sukker og kanel. Mengda vart rekna ut basert
pé kroppsvekt. Direkte etter l0RM-gkta fekk forsgkspersonane anten nativ myse

(Prolacta®, Lactalis, Frankrike) eller lettmjolk (TINE SA). Mat for resten av akuttdagen

og frukost neste dag var og standardisert.

Som ein del av akuttforseket, gjennomferte alle forsekspersonane ei 10RM-treningsekt
ca. 30 minutt etter forste biopsi. Qkta bestod av seks gvingar; tre gvingar for overkropp
og tre for bein. Det vart gjennomfort tre sett per gving og ti repetisjonar per sett. Pa
kvart tredje minutt starta eit nytt sett og ekta varte i 51 minutt. Motstand vart rekna ut
fra tidlegare 1RM-testar. Dersom vekta var for lag/hag, vart den justert pa neste sett
slik at det var s& naere l0RM som mogleg. Malet med egkta var & oppné stor belastning
pa muskelskjelettapparatet og dermed auka aktivitet i intracellulaere signalvegar for

seinare analysar.

Treningsokt +
drikk
Biopsi \ ¢ Biopsi
Plasma Q Plasma Plasma Plasma Plasma
Frukost Serum  MVC \ MVC  Serum Serum Serum Serum Serum MVC Lunsj
1 1 | d ! i } i i fh!' 1 ! !
Tid (minutt) T 1 T 1 1 1 1 ! 1 R 1 I 1
S0 30 10 0 10 30 45 60 75 120 150 180

Figur 5: Tidslinje for akuttdag
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3.5 Malingar

3.5.1 Maksimal volonter kontraksjon (MVC) og 1RM-tester

MVC vart malt i knestrekkarane og visar endringar i muskelstyrke og hastigheit pa
kraftutvikling (RFD). 1 repetisjon maksimum (1RM) vart malt i benkpress i Smith-
maskin og beinpress, og viser endringar i muskelstyrke. MVC- og 1RM-testane pre
intervensjon vart gjennomfort ved to anledningar for & sikra reliable resultat, og unnga
“tilvenningseffekten”. Etter intervensjon vart det gjennomfert ein test per parameter.
Dette vart grunna med at treningsprogrammet som gjekk over 12 veker bestod av bade

benkpress og beinpress og gvingane burde derfor vera godt kjente for forsekspersonane.

3.5.2 Muskelbiopsiar

Biopsiar vart tekne av m. Vastus Lateralis ved laboratoriet pd Norges idrettshegskole pa
begge akuttdagane: 30 minuttar for treningsekt og to timar etter treningsekt. Det vart
sett lokalbedeving 1 hud og muskelfasien (xylocain med adrenalin, 10mg/ml + 5 pg/ml)
etter ein vask med klorhexidin. Eit 1 cm bredt snitt vart laga i huda og muskelfasien, og
to til tre bitar vart tekne ut, slik at total mengde utgjorde ca. 150 mg. Det vart nytta ei 6
mm Bergstromnél og vakuumpumpe for & suga inn muskelvev. Kutta vart tekne forst
distalt, deretter proksimalt for & unnga kutting frd same omréade. Bitane vart delt i
mindre bitar, derav ca. 50 mg til “mine” Western Blot-analysar. Deretter vart dei fryst i

flytande nitrogen og oppbevare i -80°C for vidare analysar.

Akutt-studien vart gjennomfert med det foremal & sj& pé grad av fosforylering hjé
signalprotein, og vart analysert med Western Blot. Proteina som vart analysert, var

p70S6K, 4E-BP1 og eEF2.

3.5.3 Andre malingar

I tillegg til MVC, 1RM-test og muskelbiopsiar, vart det teke ultralyd av m. vastus
lateralis og dual x-ray absorptiometry (DXA) for og etter treningsintervensjon. Resultat
fra DXA og ultralyd vil utelukkande nyttast for & studera overferingsverdien av
intracelluler signalering til muskelvekst og styrke, og derfor ikkje verte vidare utgreidd

her.
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3.6 Analysar

3.6.1 Homogenisering

Provar vart henta i frysen (-80°C) og lagt pé is. Muskelvevet vart vegd ved
biopsitakinga og delt opp i bitar pa rundt 50 mg. Den eksakte vekta spela ikkje sa stor
rolle da proteinmalingar vart gjort i etterkant. Kvar muskelbit vart tilsett 1 ml T-PER ®
(Tissue Protein Extraction Reagent, Thermo Scientific, Rockford, IL, USA), 20 pl
Halt™ Protease and Phosphatase Inhibitor Cocktail (Thermo Scientific, Rockford, IL,
USA) og 20 ul EDTA (Thermo Scientific, Rockford, IL, USA). Muskelbitane vart
homogenisert i to-tre omgangar 4 5 sek. Deretter vart homogenatet lagt til risting i
kjoleskap i 30 minutt. Etter 30 minutt med risting, vart prevane sentrifugert pa 10 000 x
G i 10 minuttar ved 4°C. Supernatanten vart overfort til dei ferdigmerka 1,5 ml-royra.

Aliquottar 4 25 pl vart fordelt i 10 stk. mikroreyr. Alle pravane vart fryst ned til -80°C.

3.6.2 Proteinmaling

Totalt proteininnhald vart malt ved RC/DC Protein Assay kit (BioRad, cat. no.
5000121, Herkules, CA, USA). Bovine y-globulin vart brukt for & danna ei
standardkurve for kvar 96-brennars plate; 0,125; 0,25; 0,5; 1; 1,5 pg/ml. For & fa
proteinkonsentrasjonen i malingane innanfor spennet mellom gvre og nedre verdi i
standardkruven, vart homogenatet fortynna 1:4 (15 pl dH20 + 5 pl prove). P& kvar 96-
brennars plate vart det teke med to kontrollar, som var ei blanding av to standardarar.
Etter pipettering av 5 ul dH»O, standardarar, prevar eller kontroll per brenn, vart 25 pl
A+S reagens (kat.nr. #500-0113 og #500-0115, Bio-Rad Laboratories Inc., USA) tilsett
kvar brenn, deretter 200 pl reagens B per brenn (kat.nr. #500-0114, Bio-Rad
Laboratories Inc., USA). Etter 15 minutt inkubering, vart plata avlest ved 690 nm i KIM
Immunochemical Processing Software 32. Proteinkonsentrasjonane var berekna ut ifra

standardane.

3.6.3 Western Blot

Elektroforese og Western Blot av muskelhomogenat ble utfort med precast TGX Stain
Free geler (4-20% polyacrylamide): BioRad-systemet. For fullstendig protokoll, sja
vedlegg.
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Proteinkonsentrasjon nytta i analysane var 35 ug, kvar brenn vart ”loada” med 30 ul.
Nokre omgangar vart keyrd med 50% eller 100% auke i proteinkonsentrasjon grunna

svake signal for p70S6K pre akuttekt. Dette vart justert for nar resultata var klare.

Homogenatet vart tilsett sample buffer (1/25 SM DTT (dithiothreitol, kat.nr.#161-0610,
Bio-Rad Laboratories Inc.) + 24/25 Laemmli (4x Laemmli Sample Buffer, kat.nr. #161-
0747, Bio-Rad Laboratories Inc.)) og dH2O ut ifrd ”sample preparation mal” slik at
proteinkonsentrasjonen vart lik i alle prevane. Proteina vart denaturert® pi 70°C i 10
min pd varmeblokk. Prevane vart applisert som duplikat for kvart biopsitidspunkt i
Stain Free-gelar (Mini-PROTEAN® TGX Stain-Free™ Gels, Kat.nr.#456-8094, Bio-
Rad Laboratories Inc.) ilag med 5 pl vektmarker (Protein Ladder PS 11, kat.nr.#310005,
GeneOn).

Elektroforesen vart keyrd pa 200 volt 1 41 minutt (Mini PROTEAN® Tetra Cell, Bio-
Rad), eller til 10,5 kDa-markeren hadde vandra ut av gelen. Elektroforesen vart keyrd
sa lenge for & fa separert proteina mest mogleg ettersom p70S6K og eEF2 ligg nere
kvarandre (pa hevesvis 70 og 95 kDa) utan at det gjekk pa kostnad av 4E-BP1 (14-22
kDa).

Etter enda elektroforese, vart gelane teke bilete av i Bio-Rad ChemiDoc™ MP System
(#170-8280, Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA) for & kontrollera loading av
protein. Gelane vart eksponert for UV-lys i 2,5 minutt for aktivering av aminosyra
Tryptofan. Samstundes vart PVDF-membranane (kat.nr.#162-0177, Bio-Rad, CA,
USA) aktivert, fyrst 30 sekund i metanol (EMD Millipore Corporation, Billerica, MA,
USA), deretter 30 sekund i dH>O, 2 minutt i nytt dH>O og til slutt 15 minuttar i

transferbuffer.

3 denaturering = peptidkjeda foldar seg ut og endrar struktur slik at protein kan separerast etter
molekylvekt i elektroforesen
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Figur 6. Gel etter elektroforese

”Sandwichen” vart sett saman av pads, filterpapir (Criterion™ blotter Filter paper,
kat.nr. #1704085, Bio-Rad Laboratories Inc.), PVDF-membranar og gelar.
Transferbuffer, fryseelement og magnetrerepinne vart lagt i blottekammeret ilag med
den ferdigmonterte sandwichen. Blottinga feregjekk ved 100 volt i 30 minuttar. Béde
gelane og membranane vart tekne bilete av etter blottinga for & kontrollere at proteina

hadde blitt overfort fra gel til membran.
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Figur 7: gel (t.v.) og membran (midt) etter endt blotting. Markorvekt (t.h.) nytta til d
identifisera protein etter vekt (kDa).
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Membranane vart blokka i 5% mjelkeloysing (Skim milk powder (EMD Millipore
Corporation, Billerica, MA, USA) + TBS-T) i to timar ved svak risting i romtemperatur.

Deretter vart membranane kutta ut ifrd proteina 4E-BP1 (14-22 kDa), p70S6K (70 kDa)
og eEF2 (95 kDa), og lagt i sine respektive antistoff i kjeleskap over natt (sja tabell 5).

Neste dag byrja med vasking av membranane, for sé & inkubera dei i sekundeert antistoff
i éin time ved svak risting i romtemperatur. Deretter vart vaskeprosessen gjenteke, for
deteksjon av proteina kunne starta. Membranane “bada” i Chemiluminescene Substrate
SuperSignal® WestDura (Extended Duration Substrate, Thermo Scientific,
kat.nr.#34076, Rockford, IL, USA). Bileta vart tekne med Bio-Rad ChemiDoc™ MP
System (#170-8280, Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA) og behandla og
analysert med Image Lab™ Software (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA).

Etter gjennomgang og godkjenning av bileta, vart membranane strippa i 10 minutt med
Restore™ Westen Blot Stripping Buffer (kat.nr.#21059, Thermo Scientific, Rockford,
IL, USA). Deretter ein ny runde med vasking og blokkering i 5% mjoelkeloysing i to
timar. Prosessen vidare tilsvarar prosessen for forste dag med inkubering i primeert

antistoff (men for total mengde 4E-BP1, p70 og eEF2) over natt og sé vidare...

Tabell 5: oversikt over primeer- og sekundcerantistoffa som vart nytta i analysane

Antistoff Produsent Vertsdyr Fortynning  Kat.nr.
P70S6 kinase Cell Signaling Kanin 1:1000 #8209
Phospho-p70S6K (Thr389) Cell Signaling Kanin 1:1000 #8209
eEF2 Cell Signaling Kanin 1:1000 #2332
Phospho-eEF2 (Thr56) Cell Signaling Kanin 1:1000 #2331
4E-BP1 Cell Signaling Kanin 1:5000 #9452
Phospho-4E-BP1 (Thr70) Cell Signaling Kanin 1:5000 #9455
Anti-rabbit 1gG HRP-linked AB  Cell Signaling Geit 1:3000 #7074
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3.7 Statistikk

Data er presentret med gjennomsnitt + standardavvik (£SD). Students t-test for upara
utval vart utfert pd antropometriske data for & kontrollera at utvala var tilnerma
homogene (tabell 3). Endringar i muskelstyrke fra for til etter intervensjon, malt i
benkpress og beinpress, vart analysert med para t-test for bdde Nativ myse- og
mjoelkegruppa, medan endringar fr for til etter intervensjon mellom gruppene vart
analysert med upara t-test. Endring i fosforylering av 4E-BP1 for og etter treningsekt og
mellom gruppene vart analysert ved hjelp av t-test for hgvesvis para og upara utval.
Prosentvis endring i p-p70S6k vart logtransformert og deretter keyrd gjennom t-test for
a underseka forskjellar mellom tidspunkt og grupper. Data for p70S6k er likevel
presentert i resultatkapittelet som prosent-endring. Prosentvis endring i p-eEF2 var ikkje
normalfordelt og dei ikkje-parametriske testane Wilcoxon-test og Mann-Whitney U-test
vart nytta. Korrelasjons koeffisienten Pearsons r og P-verdi var nytta for & studera
forholdet mellom endring i fosforylering hja eEF2, 4E-BP1 og p70S6k og endringar i
muskeltjukn i m. vastus lateralis, total muskelmasse (LBM), muskelmasse i bein (LLM)
og beinstyrke (1RM i beinpress). Signifikans niva vart sett til P<0,05 for samlege testar.
Verdiar definert som outliers” lag minimum 3 standardavvik utanfor gjennomsnittet.
Desse verdiane vart ekskludert fra analysane. Ogsé der det manglar ein posttest i f.eks.
1RM beinpress, vert forsgkspersonen ekskludert fra alle analysane der 1RM i beinpress
inngar. All statistikk vart utfert i Microsoft® Excel® 2011 og Prism® (GraphPad
Software Inc., San Diego, CA, USA).
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4. Resultat

4.1 Leucinkonsentrasjon i blod/plasma

Leucinkonsentrasjonen i blod vart malt fer og etter trenings- og
supplementeringsintversjonen. Det vart teke méling for treningsekt, direkte etter okt/rett
for proteininntak (-0,5) og i timane etter proteininntaket (45, 60, 75 og 120 minutt etter
inntak). Begge gruppene viste signifikant reduksjon i leucinkonsentrasjon direkte etter
treningsekt ved begge testdagane (p < 0,05). For intervensjonen viste nativ myse-gruppa
signifikant auke i leucinkonsentrasjon ved alle tidspunkt etter proteininntak (p < 0,05),
medan mjelkegruppa hadde signifikant auke etter 45 og 60 minutt (p < 0,05). Det var
signifikant forskjell mellom gruppene ved 45, 60, 75 og 120 minutt etter proteininntak(p
< 0,05). Etter intervensjonen viste mjolkegruppa ingen endring i leucinkonsentrasjon fra
pre til 45, 60, 75 og 120 minutt etter inntak. Nativ myse-gruppa hadde signifikant auke i
konsentrasjon 45, 60, 75 og 120 minutt etter inntak (p < 0,05) og alle desse tidspunkta
var forskjellige frd mjolkegruppa (p < 0,05).

=p=Nati
350 =4=Nativ myse 350 # Nativ myse
Mjalk # b # Miglk
300 .

250 . #

Leucinkonsentrasjon i blod (nmol/ml)
Leucinkonsentrasjon i blod (nmol/ml)

05 45 60 75 05 5 60 75
Tid (minutt) pre 120
Tid (minutt)

Figur 8: leucinkonsentrasjon i blod for (t.v.) og etter (t.h.) treningsintervensjonen.
Tidspunkt “'pre” er for sjolve treningsokta. ’-0,5" er tidspunktet direkte etter
treningsokta og rett for proteininntak. *: signifikant forskjell frd pre innanfor same
supplementeringsgruppe, #: signifikant forskjell mellom gruppene pd same tidspunkt.
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4.2 Intracelluleer signalering

4.2.1 p70S6K

For treningsintervensjonen, vart det observert signifikant auke i ratio mellom fosforylert
p70S6k (Thr389) og total p70S6k fré fer til etter akuttekt i nativ myse-gruppa (p <
0,05), men ikkje for mjelkegruppa (p > 0,05). I tillegg hadde nativ myse-gruppa
signifikant sterre grad av fosforylering enn mjelkegruppa (p < 0,05).

Etter intervensjonen fant me signifikant forskjell fra for til etter akuttekt for bade
mjelkegruppa (p < 0,05) og nativ myse-gruppa (p < 0,05). Det viste seg at gruppa som
hadde innteke nativ myse, hadde minka signifikant i ratio p-p70S6k/t-p70S6k fré for til
etter treningsintervensjon (p < 0,001). Denne endringa vart ikkje observert i

mjoelkegruppa. Det var ingen forskjellar i aktivering av p70S6k mellom gruppene under

treningsekta utfort etter intervensjon.
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Figur 9: individuelle data for ratio mellom fosforylert p70S6k og total p70S6k. Over er
representative Western Blot-band pa p70S6k for hovesvis fosforlyert og total protein. *:
signifikant forskjell fra baseline til etter akuttokt (p < 0,05), §: signifikant forskjell fra
for til etter treningsintervensjon innanfor same supplementsgruppe (p < 0,05), #:
signifikant forskjell (p < 0,05) mellom supplementsgruppene pa same tidspunkt.
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4.2.2 4E-BP1

Ratio mellom fosforylert 4E-BP1 (Thr70) og total 4E-BP1 var ikkje signifikant
forskjellig fré baseline til etter akuttekt gjennomfert for intervensjon for verken nativ
myse eller mjolk. I treningsekta gjennomfert etter styrketreningsintervensjonen var det
signifikant auka fosforylering for begge gruppene (P < 0,05). Auken i aktivering fra for
til etter treningsintervensjon var signifikant for mjelkegruppa, men den var ikkje
signifikant i nativ myse-gruppa. Det var likevel ingen signifikante forskjellar mellom

gruppene pa noko tidspunkt.
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Figur 10: individuelle data for ratio mellom fosforylert 4E-BP1 og total 4E-BP1. Over
er representative Western Blot-band pd 4E-BP1 for haovesvis fosforylert og total
protein. *: signifikant forskjell frd baseline til etter akuttokt (p < 0,05), #: signifikant
forskjell frd for til etter treningsintervensjon innanfor same supplementsgruppe (p <

0,05).

4.2.3 eEF2

Ratio av fosforylert eEF2 (Thr56) i forhold til total eEF2 endra seg ikkje signifikant fra
baseline verken for eller etter treningsintervensjon. Statistiske testar avslerte heller
ingen signifikante endringar i fosforylering av eEF2 mellom gruppene pa noko som

helst tidspunkt. To av forsekspersonane i mjolkegruppa viste stor auke i fosforylering
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av eEF2 etter forste akuttekt i motsetnad til resten av gruppa, men desse er ikkje

statistiske uteliggjarar.
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Figur 11: individuelle data for ratio mellom fosforylert eEF2 og total eEF2. Qvst er eit
representativt eksempel pa Western Blot-band for eEF2, bdde fosforylerte og total
protein. To parallellar vart analysert for kvart tidspunkt.

4.3 Total protein
Total mengde av eEF2, 4E-BP1 og p70S6k vart analysert i forhold til total mengde
protein (malt pA membran etter blotting). Her var det ingen signifikante endringar for

nokon av proteina og ingen av tidspunkta.

4.4 Korrelasjonar
Korrelasjonar vart gjort for p70S6k, eEF2 og 4E-BP1, mot prosentvis og absolutt
endring i total muskelmasse (mélt som lean body mass), muskelmasse i bein (lean leg

mass), tjukn, tverrsnitt og volum av m. vastus lateralis og 1RM i beinpress. Det var
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signifikant negativ korrelasjon (P < 0,05) mellom endring i fosforyleringsstatus for 4E-
BP1 og endring i muskelmasse (LBM) i mjelkegruppa (Pearsons r = -0,67). Det var
signifikant negativ korrelasjon (P < 0,05) mellom fosforylering av 4E-BP1 for
treningsintervensjon og bade prosentvis (r = -0,45) og absolutt (r = -0,56) auke i
muskelmasse i bein (LLM). Fosforylering av 4E-BP1 for treningsintervensjon var og
signifikant negativ korrelert med prosentvis auke i tjukn av m. vastus lateralis over ein
11-vekers treningsperiode (r = -0,46). Elles var det ingen signifikante korrelasjonar

mellom nokon av signalproteina og dei antropometriske mala.

4.5 Muskelstyrke (1RM)
Det var signifikant auke i IRM fré for intervensjon til etter intervensjon i bade
benkpress og beinpress for begge gruppene (P<0,01). Det var derimot ingen forskjell

mellom gruppene i endring i IRM i nokon av gvingane (P>0,05).
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Figur 12: Gjennomsnittleg auke i 1RM for beinpress (t.v.) og benkpress (t.h.). *:
signifikant auke samanlikna med pre-intervensjon innanfor same
supplementeringsgruppe
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4.6 Hypertrofii m. Vastus Lateralis

Det var ei signifikant auke i tjukn i m. vastus lateralis fra for til etter
treningsintervensjon hja begge gruppene, men det var ingen forskjell i endring mellom
gruppene. Heller ikkje sterste tverrsnitt eller volum av m. vastus lateralis var forskjellig

mellom nativ myse og mjelk, sjolv om begge auka signifikant fra for til etter

treningsintervensjon.
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Figur 13: Individuelle data for volum (cm?), tverrsnitt (cm?) og tjukn (cm) i m. vastus
lateralis. *: signifikant auke fra utgangsverdi innanfor same supplementeringsgruppe.
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5. Diskusjon

Hovudhensikta med denne studien var a undersekja akutt aktivering av signalproteina
p70S6k, eEF2 og 4E-BP1 hja yngre, utrente for og etter ein 12-vekers styrketrenings-
og supplementeringsintervensjon med anten nativ myse eller lettmjolk. Etter forste
akutte treningsekt og pafelgjande proteininntak, auka fosforylering av p70S6k i nativ
myse-gruppa, og auken i fosforylering var signifikant hegare enn i mjelkegruppa. For
bade eEF2 og 4E-BP1 var det ingen endring i fosforylering etter forste akuttekt for
nokon av gruppene. Andre akuttekt vart gjennomfort etter trenings- og
supplementeringsintervensjonen, og p70S6k var signifikant auka fra fer til etter akuttekt
hj& begge grupper, men mysegruppa viste signifikant 1dgare grad av fosforylering etter
intervensjon samanlikna med for intervensjon. Fosforylert 4E-BP1 auka signifikant fra
for til etter andre akuttekt i begge grupper, men det var berre mjolkegruppa som hadde
signifikant auke fra for til etter intervensjon. For eEF2 var det framleis ingen endring i
fosforylering. Begge gruppene auka 1RM i beinpress og benkpress, i tillegg auka
tverrsnitt, volum og tjukn av m. vastus lateralis, men det var ingen signifikante

forskjellar mellom gruppene.

5.1 Leucinkonsentrasjon og intracellulaer signalering
Leucinkonsentrasjonen auka meir ved inntak av nativ myse samanlikna med inntak av
mjolk bade for og etter trenings- og supplementeringsintervensjonen. Dermed var
foresetnaden for hypotesen oppfylt og me kunne vidare studera korleis dette paverka

signalering og til slutt treningsadaptasjonar.

5.1.1 Status: utrent

Leucinkonsentrasjonen i blod auka 45 og 60 minutt etter proteininntak for bade nativ
myse- og mjolkegruppa. Nativ myse-gruppa hadde og signifikant auka konsentrasjon av
leucin 75 og 120 minutt etter inntak, og alle tidspunkta fra 45 til 120 minutt hadde nativ
myse signifikant heggare konsentrasjon av leucin samanlikna med mjelkegruppa.
Fosforylering av eEF2 og 4E-BP1 endra seg ikkje fra baseline til etter forste akuttekt,
medan fosforylert p70S6k auka signifikant hjé gruppa som inntok nativ myse. p70S6k i

nativ myse-gruppa hadde signifikant sterre grad av fosforylering enn mjelkegruppa.
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p70S6k

p70S6k-aktivering etter forste akuttekt er i samsvar med det andre studiar finn hja
utrente eller personar som ikkje trenar regelmessig styrketrening (Dreyer et al., 2008;
2010; Drummond et al., 2008; Moore et al., 2011). Moore og medarbeidarar (2011) og
Drummond og medarbeidarar (2008) brukte hevesvis 25g myse og 20g EAA i sine
studiar, medan Dreyer og medarbeidarar (2010) ikkje inkluderte proteinsupplement i sin
studie. Dreyer og medarbeidarar (2008) samanlikna EAA bestdande av 35% leucin og
karbohydrat med ei kontrollgruppe som ikkje fekk supplement etter éi treningsekt.
Begge gruppene auka p-p70S6k, men to timar etter treningsekt og 1 time etter
naeringsinntak, hadde p-p70S6k auka signifikant meir i EAA+KH-gruppa i forhold til
kontrollgruppa. Ut ifra desse studiane ser det ut til at auka aktivering av p70S6k er ein
fylgje av treningsstimuli og proteininntak og dersom begge stimuliane vert kombinert,

skjer ein ytterlegare aktivering.

Den signifikante forskjellen i p70S6k-fosforylering mellom nativ myse- og
mjolkegruppa etter forste akuttekt kan skuldast forskjellar i leucininnhald i nativ myse
og mjolk pa hevesvis 2,5g og 1,9¢g per dose (tabell 4). > 2¢g leucin ser ut til & trigga
proteinsyntesen (Nongonierma & FitzGerald, 2015), men dersom det vert innteke store
nok dosar (>20g) med protein av hog kvalitet®, til demes myse, ser det ikkje ut til at
ekstra mengde leucin stimulerer proteinsyntesen ytterlegare (Tipton et al., 2009). Det vil
vera delvis samsvar mellom respons i proteinsyntese og fosforylering av p70S6k, men
truleg kan ein finna forskjellar i p-p70S6k utan at desse forskjellane vert gjenspegla i
proteinsyntesen (Crozier et al., 2005). I var studie fekk forsekspersonane ~20g protein.
Det er derfor rimeleg & anta at proteindosane forsekspersonane i vart prosjekt fekk var
tilstrekkelege for a maksimalisera stimulering av proteinsyntesen og dermed kanskje og
anabole signalvegar, og at auka leucininnhald aleine ikkje ngdvendigvis kan forklara
kvifor det var forskjell mellom nativ myse og mjelk. Som nemnt bestir mjelkeprotein
av 80% kasein og 20% myse. Kaseinar vert fordeya langsamare enn myseprotein fordi
kaseinar klottar seg til ein kompakt masse i magesekken og aminosyrestrgymen til
blodet vert meir gradvis og langvarig, som vist i studien til Reitelseder og

medarbeidarar (2011). Dei fann signifikant 1dgare [EAA] og [leucin] i blod ved inntak

4 Protein av hgg kvalitet er protein med stor andel essensielle aminosyrer og som vert
fordgya relativt raskt og dermed har ein hgg DIAAS — Digestible Indispensable Amino
Acid Score.
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av kasein (~1,5g leucin), samanlikna med myseprotein (~2g leucin) i timane etter
styrketrening og proteininntak (Reitelseder et al., 2011). Dette kan resultera i ligare
p70S6k-respons, men det var ikkje tilfelle. P-p70S6k auka for bade myse- og
kaseingruppa etter 60 og 210 minutt etter inntak, utan at det var forskjellar mellom
proteinsupplementa (Reitelseder et al., 2011). Truleg kan den manglande p-p70S6k-
responsen i mjelkegruppa tilskrivast treig fordeying av kaseinar samanlikna med
myseprotein og at maksimal fosforylering av p70S6k i mjelkegruppa ikkje var nddd to

timar etter inntak.

4E-BP1

Auka fosforylering av p70S6k er eit resultat av aktivert mTOR, som ligg oppstraums for
p70S6k. Aktivert mTOR kan og fosforylera 4E-BP1. Me fann likevel ingen signifikant
auke i fosforylering av 4E-BP1 to timar etter treningsekta. Andre studiar som har mélt
fosforylering av 4E-BP1 er ikkje eintydige i sine resultat. Nokre studiar finn auka p-4E-
BP1 éin, to, tre, fire og fem timar etter trening og proteininntak (Churchward-Venne et
al., 2014; Churchward-Venne, Burd, Mitchell, West, et al., 2012b; Dickinson et al.,
2014; Moore et al., 2011; Reidy et al., 2013), medan andre finn ingen endring i p-4E-
BP1 éin, tre, fire, fem, seks, sju og tolv timar etter trening og proteininntak (Areta et al.,
2013; Churchward-Venne et al., 2014; C. J. Mitchell et al., 2014; Reitelseder et al.,
2011; West et al., 2011). Av studiane som fann auka 4E-BP1 var alltid styrketrening og
proteininntak kombinert, medan nokre av studiane som ikkje fann endring i p-4E-BP1
nytta protein aleine (Churchward-Venne et al., 2014) eller styrketrening &leine (Dreyer
et al., 2008) som stimuli. Det kan derfor vera mogleg at det krev eit sterkare stimuli for
a aktivera 4E-BP1. Pa den andre sida, er det fleire studiar som ikkje har funne noko
endring i 4E-BP1, som likevel har kombinert styrketrening og proteininntak (Areta et
al., 2013; C. J. Mitchell et al., 2014; Reitelseder et al., 2011; West et al., 2011). Alle
desse fire studiane har til felles at biopsiane deira vart tekne anten innan 1 time etter
styrketreningsekta og proteininntaket eller seinare enn tre timar etter. Det er altsé eit
tidsrom mellom éin og tre timar der det ikkje er méalingar, og utifra figur 3 ser det ut til
at fosforylering av 4E-BP1 skjer mellom éin og tre timar. Det har og blitt funne auka
fosforylering av 4E-BP1 90 minutt etter inntak av protein (W. K. Mitchell et al., 2015b).
Alle desse funna, sett i samanheng, gjer det vanskeleg & seia noko konkret om akkurat

kva respons av trening og proteininntak ein kan forventa i fosforylering av 4E-BP1.
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Truleg er det ingen fasit, men veldig avhengig av kva stimuli som vert gitt, korleis kvart

individ respondera, starrelse pa utval og som nemnt tidlegare: biopsitidspunkt.

Tidlegare studiar har, i likskap med oss, samanlikna ulike mjelkeprotein (Reidy et al.,
2013; Reitelseder et al., 2011). Reidy og medarbeidarar (2013) samanlikna myseprotein
med ein proteinblanding bestaande av 50% kasein, 25% myse og 25% soya. Dei fann
auka fosforylering av 4E-BP1 to og fire timar etter proteininntak i begge grupper, utan
noko forskjell mellom proteinsupplementa. Reitelseder og medarbeidarar (2011)
samanlikna myseprotein og kaseinar, og fann at fosforylering av 4E-BP1 mot total 4E-
BP1 var signifikant forskjellig mellom proteinsupplementa 1, 3,5 og 6 timar etter
inntak, i faver kasein>myse. Ettersom kasein tar lenger tid & fordeya, kan det tenkast at
desse biopsitidspunkta er i faver kasein, og ikkje myse som vert fordeydd raskare.
Proteinsupplementa i var studie bestod av anten nativ myse (100% myseprotein) eller
mjelk (80% kasein, 20% myse) og biopsi vart tatt 2 timar etter trening og inntak som, i
teorien, skulle vera fordel myse med tanke pa fordeyingshastigheit. I tillegg var
forsekspersonane i dei to feregdande studiane, og i dei fleste andre akuttstudiar for den
saks skuld, fastande, medan forsekspersonane i vér studie &t frukost fer treningsekta og
proteininntaket. Eit inntak av protein vil auka tilgjengelegheita av aminosyrer i blod og
kunne aktivera anabole signalvegar og potensielt auka fosforylering av 4E-BP1, slik at
nér var kvile-biopsi vert teke er basalnivdet forhegja samanlikna med fastande
basalnivd. Dermed vil endringane fré basal til etter treningsekt vera mindre og
potensielt vanskelegare a4 oppdaga. Dette kan sjolvsagt vera ein medverkande érsak til &

me ikkje fann noko endring i p-4E-BP1 fra baseline.

Me har mélt fosforylering av 4E-BP1 pa bindingssete Thr70, i motsetnad til dei fleste
andre studiar. Dei fleste studiane referert til her malar fosforylering pa Thr37/46 (Areta
et al., 2013; Dreyer et al., 2008; 2010; Drummond et al., 2008; Farnfield et al., 2012;
Hulmi, Tannerstedt, et al., 2009b; Moore et al., 2011; Reidy et al., 2013; West et al.,
2011) medan éin mélar fosforylering p& Ser65/Thr70 (W. K. Mitchell et al., 2015b).
mTOR fosforylera Thr37/46 (Gingras et al., 1999). For & oppna dissosiasjon av 4E-BP1
fra eIF4E ma fleire bindingsseter fosforylerast (Gingras et al., 1999), kor fosforylering
av Thr70 og Ser65 er siste steg i denne fosforyleringskaskaden. Det vert poengtert at

fosforylering av alle desse fire bindingssetene er kritiske for full inaktivering av 4E-BP1
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(Hay & Sonenberg, 2004). Derfor meinar me at maling av fosforylering pa Thr70 er ein
god indikator pd (full) inaktivering av 4E-BP1

eEF2

Fosforylering av eEF2 endra seg ikkje fr for til etter treningsekta for nokon av
gruppene. eEF2 ligg nedstraums for p70S6k og ettersom p70S6k var fosforylert to
timar etter treningsekta, stemmer det, ut ifra teorien, at ikkje eEF2 endra seg signifikant

ved same tidspunkt.

I forskinga er det rapportert om forskjellige funn. Nokon, i likskap med oss, finn ikkje
endring i fosforylering av eEF2 (Areta et al., 2013; Churchward-Venne et al., 2014;
Hulmi, Tannerstedt, et al., 2009b; Moore et al., 2011), medan andre finn redusert
fosforylering av eEF2 (Camera et al., 2015; Dickinson et al., 2014; Fujita et al., 2007)
som fylgje av ei styrketreningsekt og/eller proteininntak (Camera et al., 2015;
Dickinson et al., 2014). Det er ingen samanheng mellom styrketreningsektene i dei
ulike studiane og respons pa p-eEF2, men det ser ut til at styrketrening per se kan
péverka fosforylering av eEF2 i retning av redusert p-eEF2 (Camera et al., 2015; Moore
etal., 2011). I mangel pd treningsstimuli kan proteininntak per se paverka fosforylering
av eEF2 hja unge (Fujita et al., 2007). Tidspunkt for biopsitaking vil 0g vera ein
bestemmande faktor for resultatet. I var studie vart biopsiane teke rett for og to timar
etter treningsekt og proteininntak. Studiane som har funne redusert p-eEF2 har biopsiar
1, 2, 3 og 6 timar etter treningsekt. Studiane som ikkje har funne noko forskjell har
biopsiar fra 1, 1,5, 3, 4 og 4,5 timar etter treningsekt. Det kan tenkjast at det vil vera
individuelle forskjellar som spelar inn, men at optimalt tidspunkt for biopsitaking ligg
ein plass mellom 1,5 og 3 timar. Dersom dette stemmer, burde me funne redusert
fosforylering av eEF2 i vér studie, noko me ikkje fann. Som nemnt tidlegare vert
redusert fosforylering av eEF2 sett i samanheng med auka fosforylering av p70S6k, da
p70S6k ligg oppstraums for eEF2 (figur 1). Ettersom me fann auka p-p70S6k to timar
etter treningsekta er det sannsynleg at signalet ikkje har nddd eEF2 ved same tidspunkt
og at det kan forklara kvifor me ikkje finn noko endring i p-eEF2. Det er vesentleg at
ein biopsi visar kva som skjer i akkurat den augneblinken preven vert teke og ikkje
reflektera det som skjer i tida for eller etter biopsien. Det kan derfor vera mogleg at to
timar etter treningsekta er for tidleg til & oppdaga endringar i p-eEF2 ettersom det er

tilneerma optimalt tidspunkt for & oppdaga forskjellar i p70S6k hja utrente. I likskap
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med oss, har alle studiane referert til i dette avsnittet malt aktivitet pd bindingssetet

Thr56.

Dersom ein ser pé resultata (figur 11), sa er det to stykk i mjelkegruppa som tydeleg skil
seg fré resten ved a ligga pa rundt 200% auka fosforylering. Ved a sja vekk fra desse,
vert det tydeleg at alle forsekspersonane ligg pé baseline eller under. Desse er per
definisjon ikkje statistiske uteliggjarar® og derfor har me valt 4 inkludera dei. Det kan
tenkast at verdiane, analysert ved bruk av Western blot, faktisk ikkje stemmer. Western
blot har sine svakheiter ved at det er mange steg og sméa endringar i nokre av desse stega

kan vera alt som skal til for & oppna eit litt anna sluttresultat.

5.1.2 Status: trena

Etter trenings- og supplementeringsintervensjonen var leucinkonsentrasjonen i blod
auka utelukkande for nativ myse-gruppa (45, 60, 75 og 120 minutt) etter proteininntak. I
mjoelkegruppa var det ingen endring, bortsett fra ein reduksjon direkte etter akta og rett
for proteininntak, tilsvarande reduksjonen i nativ myse-gruppa. Nativ myse viste
signifikant sterre [leucin] i blod enn mjelkegruppa 45, 60, 75 og 120 minutt etter
proteininntak. To timar etter andre akuttekt viste begge gruppene signifikant auka
fosforylering av p70S6k og 4E-BP1, men nativ myse hadde signifikant lagare grad av p-
p70S6k samanlikna med forste akuttekt. Mjelkegruppa viste signifikant auka
fosforylering av 4E-BP1 frd forste til andre akuttekt. I samsvar med forste akuttekt, vart
det ikkje malt noko endring i fosforylert eEF2.

Det er fa studiar som har studert effekten av styrketrening og proteininntak over lengre
tid pa akutt anabol signalering. Farnfield og medarbeidarar (2012) studerte bade yngre
og eldre menn for og etter 12 veker med styrketrening og proteininntak eller placebo.
Dei yngre viste ingen endring av p-p70S6k to timar etter den ferste treningsegkta, medan
dei eldre hadde signifikant auke i aktiveringa av p70S6k (Farnfield et al., 2012). Etter
treningsintervensjonen hadde verken dei yngre eller dei eldre noko effekt av
styrketreningsekta og proteinsupplementet (eller placebo) pé p-p70S6k. Dette samsvarar
ikkje med resultata i var studie kor me finn signifikant auke fra baselinemaling for

begge supplementsgruppene og bade for og etter intervensjonen. Farnfield og

> Statistiske uteliggjarar er definert som verdiar som ligg tre eller fleire standardavvik
fra gjennomsnittet
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medarbeidarar (2012) fann heller ingen endring i fosforylering av 4E-BP1 to timar etter
treningsekt ved inntak av verken myseisolat eller placebo, sjolv om det var nesten 100%
sterre aktivering i myse-gruppa. Det same mensteret vart observert etter 12 veker med
styrketrening og myse- eller placebosupplementering (Farnfield et al., 2012). I studien
vér fann me, som nemnt tidlegare, ingen auke i p-4E-BP1 etter forste akuttokt, medan
etter andre akuttekt var p-4E-BP1 auka i bdde mjelkegruppa og nativ myse-gruppa.
Dette indikera at det har forekome ei endring i signaleringa fra for til etter

intervensjonen i motsetnad til kva Farnfield og medarbeidarar (2012) fann.

I nativ myse-gruppa var p70S6k signifikant mindre fosforylert etter samanlikna med
for intervensjonen. Det kan vera eit resultat av endra signaleringsmensteret som fylgje
av 12 veker med trening og proteininntak. Det kan tenkjast at den intracellulere
signaleringa har vore meir effektiv, altsé vil ein etter 2 timar ha kome lenger ned i
signalkaskaden etter intervensjonen samanlikna med for. I ein review fra 2015 kor
resultat fra fleire studiar vart inkludert, fann Damas og medarbeidarar at trena individ
har ein raskare, men meir kortvarig auke i MPS etter ei treningsekt enn utrente har
(Damas et al., 2015). Det vart ikkje inkludert signaleringsdata i reviewartikkelen, men
det ber vera ein viss samanheng mellom tidsforlepa til signalering og MPS. I var studie
fann me og at fosforylert p70S6k i nativ myse-gruppa var signifikant redusert etter
intervensjon samanlikna med for intervensjon medan mjelkegruppa ikkje viste same
respons. Dersom ein kombinerer teorien om auka hastigheit i signalvegane, altsé at
signala forflyttar seg raskare, og hurtig fordeying av myse samanlikna med kasein, kan
det vera mogleg at maksimal fosforylering av p70S6k allereie er forbi ved to timar etter
trening og proteininntak i trena tilstand, i motsetnad til mjelkegruppa. I tillegg viste 4E-
BP1 signifikant auka fosforylering to timar etter okt i trena tilstand, som styrkar

hypotesen om hurtigare signalering intramuskulzrt.

Treningsekta Farnfield og medarbeidarar (2012) nytta i si studie var 3 x 8 repetisjonar
maksimal unilateral kneekstensjon. Sjelv om treninga er tung, er volumet forholdsvis
lagt, samanlikna med var ekt, kor forsekspersonane gjennomferte 3 x 10RM i bade
kneekstensjon, beinpress og hammersquat, i tillegg til fire evingar for
overekstremiteten. Ein moglegheit er at styrketreningsekta nytta i studien til Farnfield

og medarbeidarar (2012) hadde for lite stimuli, i alle fall for trena individ, til & indusera
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ein robust auke i aktiviteten i anabole signalvegar etter gjennomfort intervensjon, og

derfor fér dei ikkje tilsvarande resultat som oss.

5.2 Ratio mellom signalprotein og total protein

Total mengde av p70S6k, eEF2 og 4E-BP1 sett i forhold til total mengde protein endra
seg ikkje signifikant fra for til etter intervensjon for nokon av proteina og gruppene,
altsa var ratioen mellom signalproteina og total mengde protein uendra. Dette tyder pa
at endringane maélt i fosforylering av dei same proteina kan skuldast auka aktivitet i
signalvegane. Til tross for ingen endring i ratio, kan mengd signalprotein og mengd
total protein ha endra seg like mykje. Dersom det har vore ein auke i bade signalprotein
og total protein, som ikkje er usannsynleg etter 12 veker med trening, har truleg og total
mengde fosforylerte signalprotein auka dersom det ikkje har ferekome ei endring i

prosent aktivering.

5.3 Effekt pa muskelvekst
Tjukn, tverrsnitt og volum av m. vastus lateralis auka signifikant fré for til etter
intervensjonen for bdde myse- og mjolkegruppa. Det var ingen signifikante forskjellar

mellom gruppene.

Det er vist at styrketrening over ein periode pa berre 4 veker aukar bade tjukn og
tverrsnitt av m. vastus lateralis og at proteinsupplement ikkje gir ein vidare auke (Boone
et al., 2015). Sidan det var inkludert ei placebo-gruppe i studien til Boone og
medarbeidarar, kan ein med relativt stor sikkerheit seia at det var, i dette tilfellet,
styrketreninga i seg sjolv som induserte hypertrofi. Det kan tenkjast at etter dei forste
vekene med stimuli til muskelvekst, er det behov for eit storre stimuli og/eller anna
stimuli for & indusera ytterlegare hypertrofi. Dersom ein hadde samanlikna
proteinsupplement og placebo over til demes 12 veker, ville ein kanskje kunne
observert forskjellar i tverrsnitt, volum og/eller tjukn, s& framt dagleg proteininntak
ikkje var tilstrekkeleg, jf. Cermak et al. (2012). Hulmi og medarbeidarar (2009)

undersekte forskjellige mal pa hypertrofi for, under og etter 21 veker med regelbunden
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styrketrening og protein- eller placeboinntak. Proteingruppa auka tjukn av m. vastus
lateralis etter 10,5 og 21 veker, medan placebogruppa auka tjukn etter 21 veker (Hulmi,
Kovanen, et al., 2009a). For tverrsnitt, auka bade protein- og placebogruppene etter 21
veker, men proteingruppa hadde signifikant sterre auke i tverrsnitt av m. vastus lateralis
samanlikna med placebo (Hulmi, Kovanen, et al., 2009a). Som nemnt tidlegare, viste
nativ myse-gruppa signifikant sterre auke i leucinkonsentrasjon i blod og sterre grad av
fosforylering samanlikna med mjelkegruppa. Dette skulle kunne resultert i ein storre
auke i MPS og dermed kanskje 0g storre muskelvekst. Det var derimot ingen forskjellar
i muskelvekst mellom dei to supplementsgruppene som truleg skuldast at ekstra
proteintilskot ikkje vil ha noko additiv effekt pd muskelvekst s& framt dagleg
proteininntak er adekvat (Atherton & Smith, 2012; Schoenfeld et al., 2013).

5.4 Muskelstyrke (1RM)

Begge supplementeringsgruppene auka 1RM i benkpress og beinpress fra for til etter
intervensjon utan forskjell mellom gruppene. Dette samsvarar godt med resultata fra
andre studiar (Hartman et al., 2007; Volek et al., 2013; Wilborn et al., 2013) kor
havesvis soya, karbohydrat & myse, myse & kasein, og myse & soya vart samanlikna.
Det er fé intervensjonsstudiar som har samanlikna ulike mjolkeprotein og det har ikkje
blitt observert forskjellar i IRM mellom dei ulike proteinsupplementa. I studien til
Hartman og medarbeidarar (2007) fann dei ein tendens mot forskjell mellom myse og
soya i IRM i kneekstensjon (p = 0,077). Det har likevel blitt funne forskjellar i endring i
muskelmasse mellom myse- og soyaprotein, i faver myseprotein (Volek et al., 2013),
men desse forskjellane vart ikkje reflektert i den aukande muskelstyrken. Vare
forsgkspersonar auka 1RM i benkpress og beinpress med hevesvis 27+9 og 33+£15%,
som er rundt det Kraemer og medarbeidarar foreslar som forventa framgang dei forste
12 vekene med regelmessig, tung styrketrening (Kraemer et al., 2002). Til samanlikning
fann Hulmi og medarbeidarar ein auke i 1RM i beinpress pa ~19% etter 21 veker med
styrketrening to gongar per veke. Dette viser at styrketreningsprogrammet nytta i var
studie var sveert effektivt for & auka muskelstyrke og at proteinsupplementa ikkje

péaverka denne effekten forskjellig.
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5.5 Kan anabol signalering predikera MPS og hypertrofi?
Studiar som har funne auka anabol signalering har 6g funne auka MPS, men nokre
studiar finn auka MPS til tross for manglande auke i aktivering av sentrale
signalprotein. I var studie var det var forskjellig grad av fosforylering fra signalprotein
til signalprotein og til dels mellom gruppene, men det var ingen forskjell i auken i

muskelstyrke og —masse.

Mitchell og medarbeidarar (2014) fann auka MPS 1-3 og 3-6 timar etter éi
styrketreningsekt med pafylgjande naringsinntak I samband med dette fann dei 0g
signifikant auka p-mTOR 1 og 3 timar etter gkta (C. J. Mitchell et al., 2014). Liknande
resultat vart observert i studien til West og medarbeidarar (2012) kor MPS auka 1-3 og
3-5 timar etter treningsekt og proteininntak, i tillegg fann dei auka fosforylering av
mTOR og p70S6k 1, 3 og 5 timar etter okta (West et al., 2012). Desse funna forer til ei
antaking om at anabole signalprotein, som mTOR og p70S6k, i stor grad kan predikera

responsen i MPS etter styrketrening og proteininntak.

Det er dermed ikkje slik at MPS aukar i takt med fosforylering av til demes mTOR og
p70S6k. 12011 vart det gjort ei studie kor forsekspersonane fekk 25g myseprotein anten
i éin dose eller ti mindre dosar (West et al., 2011). Dette forte til at gruppa som fekk ein
bolus med protein, heretter omtalt som ”bolus”, auka MPS 1-3 og 3-5 timar etter
styrketreningsekta, medan gruppa som fekk proteininntaket spreidd i fleire dosar,
heretter omtalt som “spreidd”, viste berre signifikant auke i MPS 3-5 timar etter okta. I
tillegg hadde bolus signifikant sterre auke i MPS samanlikna med spreidd-gruppa. Det
var ingen forskjell i p-mTOR mellom gruppene, medan bolus viste signifikant sterre
aktivering av p70S6k samanlikna med spreidd-gruppa €éin time etter ekt. Det ser derfor

ut til at p-p70S6k er den forelopig beste indikatoren pd MPS-respons.

Dersom p-p70S6k hadde vore ein god indikator for respons i MPS, kunne aukande
dosar med protein som forer til aukande respons i MPS, 0g moglegvis resultert i
aukande fosforylering av p70S6k. Moore og medarbeidarar (2009) undersekte nettopp
dette og dei fann aukande MPS ved inntak av 0g, 5-10g og 20-40g protein, men det var
ingen forskjell i p-p70S6k mellom dei forskjellige proteindosane (Moore, Robinson, et

al., 2009a). Det var heller ingenting som tyda pa at sterre dosar protein gav lengre
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aktivering av p-p70S6k. Ved ulike dosar protein og same styrketreningsekt, ser ikkje p-
p70S6k ut til & vera ein god indikator for MPS-respons.

Ved styrketrening og proteininntak samanlikna med styrketrening utan proteininntak,
kan biletet sja annleis ut. Dreyer og medarbeidarar (2008) undersekte dette og fann at to
timar etter treningsekta, hadde gruppa som inntok protein signifikant sterre respons i
MPS og p-p70S6k samanlikna med gruppa som berre utferte styrketreninga (Dreyer et
al., 2008). Det er 0g vist at p-p70S6k 1 time etter éi styrketreningsekt korrelera med
MPS 1-2 timar etter gkta hjd yngre personar (Kumar et al., 2009b). Det er fleire studiar
som har malt bade fosforylering av p70S6k og MPS, men som ikkje rapporterer om
noko korrelasjon mellom dei to (Camera et al., 2015; Churchward-Venne et al., 2014;
C. J. Mitchell et al., 2015a; W. K. Mitchell et al., 2015b). Truleg har fleire undersokt
nettopp dette, men i mangel pé signifikante korrelasjonar, vert resultata utelatt fra

artiklane. Det er nok ei stor grad av underrapportering av ikkje-signifikante resultat her.

Kva med samanhengen mellom anabol signalering og hypertrofi? Det har blitt funne
sterk korrelasjon mellom p-p70S6k 30 minutt etter ei styrketreningsegkt og prosentvis
endring i feittfri masse, 1RM i knebey, tverrsnitt av type II-fiber og feittfri masse i bein
som fylgje av 14 veker med regelbunden styrketrening (Terzis et al., 2008). Utfordringa
med denne studien er at dei hadde fa deltakarar i studien (n=6) og det vert derfor satt

sporjeteikn ved om dette er reelle funn eller ein tilfeldigheit.

p-p70S6k vart forsekt korrelert med endringar i blant anna muskelmasse, tverrsnitt,
tjukn og volum av m. vastus lateralis, utan at me fann signifikante korrelasjonar mellom
p70S6k og nokon av desse mala, i motsetnad til Baar og Esser (1999) som fann
signifikant korrelasjon mellom fosforylert p70S6k seks timar etter trening og endring i
muskelmasse etter seks veker med regelbunden trening hjé rotter (Baar & Esser, 1999).
Vare resultat i fosforylering er fra to timar etter treningsekt, i motsetnad til resultata til

Baar og Esser, som igjen vil gi eit litt anna bilete enn det me ville studera.

Me fann i vér studie at p-4E-BP1 var signifikant negativt korrelert med endring i
muskelmasse over ein 12-vekers trenings- og supplementeringsintervensjon. Auken i
muskelmassen i bein bade prosentvis og absolutt var signifikant negativt korrelert med

fosforylering av 4E-BP1 etter forste akuttokt. Og prosent auke i tjukn av m. vastus
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lateralis var signifikant negativt korrelert med p-4E-BP1 etter forste akuttekt. Desse
korrelasjonane stemmer ikkje heilt med det som ein skulle kunne forventa. Redusert
fosforylering av 4E-BP1 forer til inhibering av translasjonsinitieringa og dermed
redusert proteinsyntese (Dodd & Tee, 2012) og heng derfor ikkje saman med auka
muskelmasse og tjukn. Mitchell et al., 2014 har 6g korrelert 4E-BP1 malt 1 time etter
treningsekt og prosentvis endring i muskelvolum etter 16 veker med styrketrening og
funne signifikant positiv korrelasjon (r = 0,42) (C. J. Mitchell et al., 2014).

Korrelasjonane er i beste fall moderate i begge tilfelle og truleg av liten praktisk tyding.

Til tross for mélte forskjellar i vér studie i p-p70S6k og [leucin] i blod, var det ingen
forskjellar i styrke-, tjukn-, tverrsnitt- og volumendring mellom supplementsgruppene.
Det er heller ikkje sikkert at det hadde blitt malt forskjell i MPS mellom dei to
gruppene. Det har nemleg blitt vist i dyrestudiar at MPS-responsen etter inntak av
leucin kan vera tilnaerma maksimal ved berre 1ag grad av aktivering av p70S6k (Crozier
et al., 2005). Ved maksimal stimulering av MPS gjenteke gonger vil ein 0g kunne
forventa muskulere adaptasjonar etter ein treningsperiode, s til tross for forskjellar i
p70S6k-aktivering og leucinkonsentrasjon i blod, ser det ikkje ut til at det har nokon
praktisk tyding for sluttresultatet: muskelvekst og styrkeauke.

Ettersom me ikkje har malt MPS i var studie, er det ikkje mogleg & konkludera med
auka MPS som fylgje av at me malte auka p-p70S6k, men ut ifrd studiane referert til
ovanfor tyder det pa at forsekspersonane har hatt ein auke i MPS etter treningsoktene
bade for og etter intervensjonen. I tillegg oppnadde forsekspersonane vare hypertrofi og
auka muskelstyrke etter intervensjonen som ma ha vore eit resultat av positiv
nettobalanse etter styrketrening og proteininntak. Me fann likevel ingen signifikant
korrelasjon mellom p-p70S6k og forskjellige mal pa muskelvekst eller —styrke. For &
indusera hypertrofi, ma nettobalanse vera positiv regelmessig. Anabole signalprotein
kan vera gode markerar for MPS pé gruppeniva, men det er ikkje alltid eit fast menster i
signaleringa og MPS-respons dersom ein studera enkeltindivid. I tillegg er det ikkje
sikkert at signaleringa er lik fr gong til gong (som observert for vére forsekspersonar),
det vil truleg vera avhengig av bade treninga som vert utfert og energistatus, som
reflektert i manglande korrelasjon mellom fosforylering av p70S6k for og etter

treningsintervensjonen. Likevel er det slik at dei aller fleste utrente som utforer

59



styrketrening regelmessig og har eit adekvat proteininntak, far muskelvekst og auka

muskelstyrke.

60



6. Konklusjon

Hovudhensikta med denne masteroppgava var a underseka aktivering av signalproteina
p70S6k, 4E-BP1 og eEF2 hja yngre forsekspersonar for og etter ein styrke- og
supplementeringsintervensjon. Supplementa var anten nativ myse eller lettmjolk.
Hypotese nr. 1 var at det ville vera auka aktivitet i anabole signalvegar etter €i
styrketreningsekt ved inntak av nativ myse samanlikna med lettmjolk, fordi [leucin] i
blod er hogare etter inntak av nativ myse. Me fann at p-p70S6k auka signifikant fra
baseline etter forste akuttekt for nativ myse-gruppa og at nativ myse-gruppa auka
signifikant meir enn mjelkegruppa. For bade p-eEF2 og p-4E-BP1 var det ingen endring

etter forste akuttekt for nokon av gruppene. Hypotese nr. 1 var derfor bekrefta.

Hypotese nr. 2 var at det ville vera lagare aktivitet i anabole signalvegar etter éi
styrketreningsekt som fylgje av 12 vekers treningsperiode samanlikna med for
treningsperioden. P-p70S6k var signifikant auka fra for til etter akuttekt hja begge
grupper, men nativ myse-gruppa viste signifikant 1dgare grad av fosforylering etter
intervensjon samanlikna med for intervensjon. p-4E-BP1 auka signifikant fra for til etter
andre akuttekt i begge grupper, men det var berre mjolkegruppa som hadde signifikant
auke fra for til etter intervensjon. For eEF2 var det framleis ingen endring i
fosforyleringsstatus. Hypotese nr.2 kan derfor ikkje bekreftast sjolv om nativ myse-
gruppa hadde lagare aktivering av p70S6k etter treningsperioden og me trur at det er
forst og fremst endring i tidsforlepet til dei ulike signalproteina som er endra gjennom

treningsperioden.

Hypotese nr. 3 var at det ville vera sterre endringar i muskelmasse og -styrke hjé nativ
myse-gruppa samanlikna med lettmjelk-gruppa etter 12 veker med regelbunden
styrketrening og proteinsupplementering. Hypotese nr. 3 kan ikkje bekreftast grunna

manglande forskjellar mellom gruppene i auka muskelmasse og —styrke.

Me fann sterre auke i [leucin] i blod og aktivering av p70S6k etter forste
styrketreningsekt hjd nativ myse-gruppa samanlikna med mjelkegruppa, men det forte
ikkje til starre muskelvekst og —styrke. Dette tyder pé at desse enkeltfaktorane som
sannsynlegvis har betyding for MPS akutt, ikkje er av stor viktigheit for dei overordna
mala: hypertrofi og auka muskelstyrke, og at akutte forskjellar truleg vert utlikna over
tid med robuste stimuli i form av adekvat proteininntak og hensiktsmessig

styrketrening.
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Vedlegg

Vedlegg I: Informasjonsskriv og samtykkeskjema

NORGES IDRETTSHAOGSKOLE

Forespgrsel om deltakelse som
forsgksperson

Hvordan pavirker forskjellige melkeproteinfraksjoner
muskelproteinbalanse hos yngre?

Dette skrivet er til alle potensielle forsgkspersoner. Vi ber om din deltakelse i
prosjektet, sa fremt du oppfyller kriteriene: Du méa veere i alderen 18-45 ar, vaere
normalt aktiv, og ellers vere frisk og uten skader i muskelskjelettapparatet. Du kan
ikke bruke noen form for medikamenter eller kosttilskudd (proteinpulver,
vitaminer, kreatin eller lignende). Hvis du bruker kosttilskudd kan du likevel delta
som forsgksperson ved at du slutter med tilskuddet senest én uke fgr
prosjektstart. Du kan ikke delta om du er laktoseintolerant, har melkeallergi eller

er allergisk mot lokalbedgvelse (tilsvarende det man far hos tannlegen).
Bakgrunn og hensikt med forsgket

Inntak av proteiner har i seg selv en umiddelbar muskeloppbyggende effekt ved at
proteinsyntesen gker; og kombinerer vi proteininntak med styrketrening far vi en
vesentlig kraftigere effekt. @kningen i proteinsyntesen bestemmes i stor grad av
mengden og kvaliteten pa proteinet, samt hvor raskt proteinet tas opp i blodet. I
tillegg til proteinsyntesen vil ogsa proteinnedbrytningen til enhver tid spille inn pa
proteinomsetningen i muskulaturen. Sammenliknet med proteinsyntesen vet vi lite
om hvordan proteinnedbrytningen pavirkes av proteininntak etter styrketrening.

Ny kunnskap om dette kan gi oss bedre forutsetninger for & maksimere utbyttet av
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styrketrening, som vil vaere av stor interesse for bade mosjonister, idrettsutgvere

og eldre med tanke pd prestasjon i idrett og funksjon i hverdagen.
[ denne studien gnsker vi 8 undersgke om et nyutviklet myseprotein produsert

av Tine® kan bedre effekten av styrketrening (fgre til storre gkning i muskelmasse
og styrke). Dette nye myseproteinet vil sammenliknes med effekten av vanlig lett

melk.

Dette er et dobbelt blindet, randomisert, kontrollert studie, som betyr at verken du

eller forskerne du kommer i kontakt med vet hvilken drikk du inntar.

Gjennomfgringen av forsgket

Forsgket gar kort fortalt ut pa & gjennomfgre en teningsperiode pa 12 uker med
styrketrening tre ganger i uken. Gjennom denne perioden inntas det to enheter pa
0,51 daglig med enten melk eller nativ myse. Du vil bli tilfeldig trukket
(randomiseres) til én av gruppene. Fgr og etter treningsperioden vil det
gjiennomfgres en rekke tester (se under) for a undersgke effekten av de forskjellige
drikkene.

Fgr treningsperioden

Du skal mgte pa Norges idrettshggskole 3 ganger for tilvenning til tester og
treningsgvelser, styrketester, maling av kroppssammensetning (DXA) og
muskelbiopsier i ukene fgr forsgket. I tillegg m& du mgte for en MR-analyse hos
Curato rgntgen. Tidspunkter for de ulike oppmgtene avtales individuelt. Under

folger et eksempel pa tidsplan for tester:

Dag 1: Underskrevet samtykke og helseerkleering. Fastende DXA-scan, medbrakt
frokost, ultralyd av laret, tilvennig til styrketester (ca. 2-3 timer). Minimum 2

dager hvile. Dag 2: Gjennomfgring av styrketester (ca 1 time).

Minimum 2 dager hvile. Dag 3: MR hos Curato rgntgen (ca. 40 minutter). Dag 4:
Akuttforsgk (ca. 5 timer) eller prebiopsi (ca 45 minutter).

Fgr trenignsstudien ma du ogsa gjennomfgre en firedagers kostregistrering, en

tilsvarende kostregistrering vil gjentas mot slutten av treningsperioden. I de to
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siste dagene fgr tester og biopsi(er) ma du avsta fra all krevende fysisk

aktivitet (trening). Fra dagen fgr biopsiene til dagen etter biopsiene skal du
folge en standardisert diett laget av en ernaeringsfysiolog.
Akuttforsgk

Tolv deltakere fra hver gruppe trekkes tilfeldig ut til & giennomfgre et akuttforsgk
for og etter treningsperioden, dette innebaerer 2 biopsier fgr treningsperioden og 2
biopsier etter treningsperioden (totalt 4 biopsier). De resterende deltakerne i hver
gruppe deltar ikke i akuttstudien og tar bare en biopsi fgr og en etter
treningsperioden. Hensikten med akuttforsgket er 8 male hvordan
proteinsyntesen og proteinnedbrytningen forandres etter treningsperioden.
Oppstart denne dagen vil veere mellom kl. 0800 og 1000, og forsgket er ferdig
mellom kl. 1330 og 1530. Dagen starter med en biopsi og en styrketest i et
kneekstensjonsapparat. Sa gjennomfgres en styrkegkt som vil veere identisk med
en av gktene som gjgres senere i treningsperioden. Etter treningsgkten vil du innta
en av de to drikkene, og det vil bli tatt biopsier to timer etter gkten. Det vil ogsa bli
tatt blodprgver gjennom dagen og gjennomfgrt styrketester rett etter gkten, 2
timer etter gkten og 24 timer etter gkten, for 4 male restitusjon. Dermed vil du
matte sette av en hel dag til testdagen (fra 0800- 1000 frem til ca. 1330-1530) og
30 min til styrketesting dagen etter.

Treningsperioden

Treningsperioden starter nar man har gjennomfgrt alle testene, og den vareri 12
uker. I disse 12 ukene skal det trenes styrke tre ganger i uken (mandag, onsdag og
fredag) med oppfalging av en trener pd mandager og fredager gkter. Drikkene
inntas to ganger om dagen; rett etter trening og pa kvelden pa treningsdager, og

morgen og kveld pa treningsfrie dager.
Etter treningsperioden gjennomfgres alle testene pa nytt for & male endringer.
Tester

DXA: ved et av oppmgtene fgr testingen gjgres en DXA-analyse for a male
kroppssammensetningen som vil danne grunnlaget for de standardiserte
maltidene ved akuttdagen. Denne testen innebzerer at du ligger stille i ca. 10

minutter.
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MR: for a male muskelvekst i lar og overarms-muskulaturen benyttes en MR-
analyse. Denne testen innebzerer at du ma ligge i ro ca. 30 minutter. Ultralyd: for a
male muskelvekst i m. vastus lateralis (en muskel i laret) gjennomfgres en ultralyd

av laret.

1RM tester: for @ male styrke vil det testes hvor mye du kan lgfte maksimalt en
gang i styrkegvelser for overkropp og bein. Muskelfunksjonstest: testingen av
muskelfunksjonen gjgres i et kneekstensjonsapparat som er last ved 90° i
kneleddet.

Blodpraver: blodprgvene vil tas fgr DXA-scanen og i sammenheng med biopsiene
og vil gjgres gjennom venekatetrene slik at det ikke blir noen ekstra stikk for
blodprgver. Biopsier: For de som tilfeldig velges til 4 veere med pa akuttforsgket
blir det to biopsier fgr og to biopsier etter treningsperioden. For de som ikke skal
vaere med pa akuttforsgket blir det en biopsi fgr og en etter treningsperioden.

Biopsiene tas ut pa folgende mate:

15. Huden og bindevevet lokalbedgves der vevsprgven skal taes. (
16. Et snitt pa ca. 1-2 cm gjgres gjennom hud og muskelfascien. (

17.  Ennél med diameter pa 6 mm fgres inn (2-3 cm) og 1-3 sma biter av

(muskulaturen tas ut (total 2-300 mg). (

18. Snittet lukkes med tape (strips). (Eventuelle ulemper ved a delta
(Deltakelse i prosjektet vil kreve en del tid og oppmerksomhet. Trening
skal gjennomfgres med stor belastning, og vil medfgre en viss risiko for
skade og fglelse av sarhet/stglhet i muskulaturen. Venekateter medfgrer
en liten infeksjonsfare og det kan oppleves ubehagelig. 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. Du vil 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.

Personvern

Vi vil kun lagre informasjon om deg under ditt forsgkspersonnummer. Undervis i
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forsgket vil vi oppbevare en kodeliste med navn og forsgkspersonnummer. Denne
kodelisten vil fysisk veere last inne, slik at det er kun forskerne tilknyttet studien
som har adgang til den. Alle som far innsyn i informasjon om deg har taushetsplikt.

Innsamlet data vil bli anonymisert etter 15 ar (kodelisten destrueres).

Alle prgver vil analyseres "blindet”, det vil si at forskerne som utfgrer den enkelte
analysen ikke vet hvilken forsgksperson prgven kommer fra (verken
forsgkspersonnummer eller gruppe). Prgver vil bli analysert ved NIH (biopsier),
Universitet i Oslo (ernaeringsinstituttet; biopsier og blod) og Universitetet i
Arkansas, USA (biopsier og blod).

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

Biobank

Biopsiene og blodprgvene vil bli oppbevart i en forskningsbiobank uten
kommersielle interesser (vurdert av Regional Etisk Komite). Hvis du sier ja til &
delta i studien, gir du ogsa samtykke til at det biologiske materialet og
analyseresultater inngdr i biobanken. Prgvene vil bli lagret til ar 2028. Ansvarlig
for biobanken er Dr. Truls Raastad ved Seksjon for fysisk prestasjonsevne ved NIH.
Det biologiske materialet kan bare brukes etter godkjenning fra Regional komité
for medisinsk og helsefaglig forskningsetikk (REK). Hvis du sier ja til & delta i
studien, gir du ogsa ditt samtykke til at prgver og avidentifiserte opplysninger
utleveres til ernzeringsinstituttet ved universitetet i Oslo og universitetet i

Arkansas.
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 a fa korrigert eventuelle feil i de
opplysningene vi har registrert. Dersom du trekker deg fra studien, kan du kreve &
fa slettet innsamlede prgver 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.
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Forsikring

Deltakere i prosjektet er forsikret dersom det skulle oppsta skade eller
kompikasjoner som fglge av deltakelse i forskningsprosjektet. NIH er en statlig
institusjon og er saledes selvassurandgr. Dette innebaerer at det er NIH som dekker

en eventuell erstatning og ikke et forsikringsselskap.
Finansiering

Prosjektet er fullfinansiert av Tine® og Norges forskningsrad.
Publisering

Resultatene fra studien vil offentliggjgres i internasjonale, fagfellevurderte,
tidsskrift. Du vil fa tilsendt artiklene hvis du gnsker det.

Samtykke

Hvis du har lest informasjonsskrivet og gnsker d vaere 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 Havard Hamarsland
pa tif: 93 445 916, Ggran Paulsen pa tlf: 93429420, eller Truls Raastad pé tlf: 23 26
2328¢el.913 68 896

Vennlig hilsen

Héavard Hamarsland (Stipendiat)
Ggran Paulsen (forsker)

Truls Raastad (Professor)
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Samtykke til deltakelse i studien

Jeg er villig til & delta i studien

(Signert av prosjektdeltaker, dato)

Jeg bekrefter 4 ha gitt informasjon om studien

(Signert, rolle 1 studien, dato)
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Vedlegg I1I: Western blot-protokoll

Norges id| Analyselaboratoriet, IFIB

TITTEL

Elektroforese og Western Blot (WB) av muskelhomogenat med precast TGX
Stain Free geler med BIO-Rad systemet

SOP NR. DATO UTSKREVET | GODKJENT | TYPE VEDLEGG | REFERANSE | ERSTATTER | KOPI SIDE

M-AL 11 01.06.15 IU/HNG M-bilag ingen ingen Perm kontorrom 1av4

1. INNLEDNING

Denne prosedyre beskriver utferelse av SDS PAGE-elektroforese i muskelhomogenat fra menneske, WB
og bildebehandling med ChemiDoc MP ved bruk av Stain-Free geler for loading control. Proteinene
denatureres for & kunne separere etter molekylvekt.

Metoden benyttes bade pa helhomogenat og subcellulare fraksjoner (cytosol-, membran-, nuklezr- og
skjelettfraksjon).

Benytt hansker ved behandling av gelene, membranene og prevene for & beskytte deg selv og hindre
kontaminering.

Alle reagenser og kjemikalier tillages med ultrarent vann Type I, tilsvarende 18.2 MQ.cm.

Forovrig henvises til instruksjonsmanualer og hjemmesiden til www.Bio-Rad.com.

2. MONTERING AV ELEKTROFORESEKAMMERNE & PROVEBEHANDLING

2.1 Beregn hvor mye 4x Laemmli sample buffer som trengs i oppsettet ditt. Tilsett fersk Dithiothreitol
(DTT) til en finale konsentrasjon pa 50 mM. (Eks. 8 pl SM DTT tilsettes 192 ul 4x sample diluent,
se kjemikalieoversikt).

22 10 brenners Stain-Free geler kan tilsettes 50 pl prove, anbefalt proteinmengde er 10-50 pg/brenn.
Benytt Sample Preparation Mal for Bio-Rad, 4x Laemmli.

23 Prevene analyseres som duplikat og prever som skal sammenlignes tilsettes pa samme gel.

2.4 Provene varmes i varmeblokk, 10 min. ved 70 °C.

2.5 Som vektmarker benyttes 5 pl Protein Ladder PS 11 (Cat.no. 310005, GeneON) eller Precision
Blue, All Blue Standard (Cat.no. 161-0373, Bio-Rad). Vektmarkerene benyttes ufortynnet og skal
ikke varmebehandles.

2.6 Vibenytter ferdigstopte gradientgeler, precast TGX Stain Free GEL, 4 -20 % (Cat.no. 4568094,
Bio-Rad). Klipp opp plastikken rundt gelen, fjern tapen pd undersiden av gelen og skyv kammen
forsiktig ut av brennene. Sjekk at brennene er intakte. Skyll brennene med running buffer, 10x
Tris/glycin/SDS Buffer (Cat.no. 161-0732, Bio-Rad).

2.7 Monter gelene i gelholderen, med brennsiden inn. Monter en bufferdam-plate dersom det blir en
ledig plass i gelholderen til Mini-PROTEAN Tetra Cell.

2.8 Ha running buffer i det indre kammet. Ha i nok buffer slik at brennene fylles med buffer. Ikke
overfyll da dette kan fore til bufferlekkasje (hevertprinsippet).

2.9  VedKkjoering av 1 eller 2 geler benyttes holderen med bananplugg. Den andre modulen skal ikke
plasseres i karet.

2.10  Tilsett marker og prover forsiktig i brennen med gel loading tips.

2.11  Fyll ytterkammer med romtemperert running buffer til merket for 2 eller 4 geler.

2.12  Sett pa lokket pa Mini-Protean systemet. Plugg inn kontaktene, red i red (+) og svart i svart (-).

2.13  Sla pa strommen pa PowerPac HC og juster volt til standard spenning, 200V. Trykk pa "Run”,
kontroller at bufferen begynner a boble og noter stromstyrken (ampere, A). Folg med pa
vektmarkerene.

2.14  Kjor elektroforesen videre etter at bromfenolfronten har gétt ut av gelen og evt. marker = 7 kDa
som synes i nedre del av gelen, 25 - 45 min.

2.15  Sld av strommen ved endt elektroforese.

3. KONTROLL AV LOADING & WESTERN BLOTTING
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Norges

idrettshogskole Analyselaboratoriet, IFIB

TITTEL

Elektroforese og Western Blot (WB) av muskelhomogenat med precast TGX
Stain Free geler med BIO-Rad systemet

SOP NR. DATO UTSKREVET GODKJENT TYPE VEDLEGG REFERANSE ERSTATTER KOPI SIDE
M-AL 11 01.06.15 IU/HNG M-bilag ingen ingen Perm kontorrom | 2av 4
3.1 Plasten rundt gelene fjernes ved a benytte et passende verktay i de fire markerte pilene. Det skal

3.2
33

3.4

3.5

3.7

3.8
3.9

3.10

3.12

3.14
3.15

3.16

«knase».

Legge plastplaten med markerte tall og gelen i et kar med running buffer.

For 4 sjekke at alle brennene har fatt tilsatt ssmme mengde protein aktiveres gelene av UV-lys vha.
ChemiDoc Imaging Systemet. UV-lyset aktiverer tryptofan og proteiner som inneholder denne
aminosyren vil gi signal.

Gel Imaging — Protein Gels — Stain Free Gel — Gel Activation: Good sensitivity (2.5 min)
Ekvilibrer gelen i kald transferbuffer i 10-15 minutter. Klipp et hakk i det ene hjernet pa gelen for
a huske riktig orientering pa gelen.

Fukt fiberputene i transferbuffer i 15 minutter.

PVDF benyttes som blotting membran, PVDF kan binde 170-200 pg protein /cm?. Klipp et hakk i
det ene hjernet pd membranen, nummerering av membranen kan gjeres med en BIC kulepenn.
Aktiver PVDF membranen i metanol i 30 sekunder, skyll kort i H>O i 30 sekunder, deretter 2-3
minutter i nytt H,O.

Membranen legges deretter i kald transferbuffer i 10-15 minutter.

Sett sammen blottekassetten mini/midi i trauet. Plasser kassetten med den rede siden ned. Legg en
fuktet fiberpute pa den rede platen. Legg deretter et fuktet filterpapir pa fiberputen. Legg
membranen pa filterpapiret. Membranen legges slik at det avklipte hjernet kommer overst til
hoyre. Legg deretter gelen pé toppen av membranen. Nar dette hjornet er oppe til hoyre betyr dette
at proteinsiden er pa fremsiden av membranen. Bruk en fuktet rulle til & fjerne eventuelle
luftbobler og a gi god kontakt mellom gel og membran. Legg deretter pa et lag fuktet filterpapir og
tilslutt en fuktet fiberpute.

Det er plass til to membraner per kassett.

Lukk kassetten og sett kassetten inn i blotteapparatet, redt mot redt, svart mot svart.

Sett kjoleelementet i holderen (ligger i fryseren). Fyll opp med kald transferbuffer og legg en
magnetrorer i bunnen pd kammeret.

Sett PowerPac HC pa 100V, trykk pa “run” og blott i 30 minutter under kontinuerlig rering med
magnet. Observer stromstyrken ved start og endt blotting. Stremstyrken vil variere med ionestyrke,
antall geler m.m.

Sla av strommen ved endt blotting.

Ta bilde av membran og gel etter blotting vha. ChemiDoc Imaging Systemet.

Gel Imaging — Blots — Stain Free Gels — Automatic optimizing...

Legg membranen i blokkeringslesning (5 % skummet melk i TBS-T) og sett til kontinuerlig,
forsiktig rysting i 2 timer ved RT (evt. i 4 °C over natt). Hvis prosedyren avbrytes etter blotting
kan membranen pakkes inn i plast, men forst ma overfledig vaeske torkes bort med filterpapir.
Membranen lagres i eksikator ved 4°C.

4. INKUBERING AV PRIMZERT (1 Ab.) OG SEKUNDART (2 Ab.) ANTISTOFF

4.1

42
4.3

44

Etter blokkering skylles membranene raskt i 2 x TBS-T, deretter 2 x 2 min. i TBS-T pa en
bordvippe. Ved all vasking tilsettes > 4 ml vaskebuffer per cm” membran.

Lag en 1 % skummet melkelosning i TBS-T.

Fortynn primert antistoff i 1 % skummet melkelosning. Fortynningen av antistoffet varierer for
hvert antistoff. Eksempel: Antistoff mot HSP70 (Cat#4DI-SPA-810-F, Enzo) fortynnes 1:4000, 5
ul 14b tilsettes i 20 ml 1 % skummet melkelosning i TBS-T.

Inkuber membranene med 1 Ab. over natt i 4 °C med kontinuerlig, svak rysting.
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Norges

idrettshogskole Analyselaboratoriet, IFIB

TITTEL

Elektroforese og Western Blot (WB) av muskelhomogenat med precast TGX
Stain Free geler med BIO-Rad systemet

SOP NR. DATO UTSKREVET GODKJENT TYPE VEDLEGG REFERANSE ERSTATTER KOPI SIDE
M-AL 11 01.06.15 IU/HNG M-bilag ingen ingen Perm kontorrom | 3av4
4.5 Etter inbubering med 1. Ab skylles membranene raskt i 2 x TBS-T, deretter 1 x 15 min. i TBS-T

4.6

4.7

og til slutt 3 x 5 min. i TBS. Antistoffet kan gjenbrukes opptil fire ganger.

Fortynn 2. Ab i 1 % skummet melkelosning. Eksempel: HSP-membranene inkuberes med Goat-
anti-mouse. Benytt fortynningen 1:30 000, 2 ul 2 Ab. tilsettes i 60 ml 1 % skummet melkelosning i
TBS-T. Membranene inkuberes i 1 time med kontinuerlig, svak rysting i RT.

Etter inkubering med 2. Ab skylles membranene raskt i 2 x TBS-T, deretter 1 x 15 min. i TBS-T
og til slutt 3 x 5 min. i TBS.

5. DETEKSJON

5.4
5.5
5.6

5.7
5.8

Deteksjonsreagensene bestar av to reagenser. Reagens B er lysemfintlig.

Bland reagensene likt, 1 del A (5 ml) og 1 del B (5 ml).

Bruk en flat teflonbelagt pinsett (gronn) og fjern overfledig vaskebuffer fra membranen. Legg
membranen med proteinsiden opp pa glassplaten pa ChemiDoc Imaging Systemet, unnga
luftbobler under membranen. Pafer en hinne med Super Signal og lukk skuff og der og la
membranen inkubere i 5 min.

Eksponeringstiden kan variere. Bruk autofunksjonen p4 ChemiDocen for & fa et optimalt bilde.
Super Signal Substrate er holdbar i inntil 24 timer etter blanding av reagens A og B.
Proteinene kan kvantifiseres ved hjelp av Image Lab 4.1 software (BioRad).

Benytt Volume Tools — Rectangle — lag en rektangel rundt et av bandene — marker firkanten —
Ctrl C — Ctrl V(til antall rektangler stemmer med antall band).

Det er viktig at rammen pa rektangelet ikke dekker nabo-bandene.

Velg Analysis table.

Kopier resultatene inn i eget Excel regneark.
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