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Sammendrag

Innledning: Flere akuttstudier pa dyr og mennesker har vist at varmestress kan gke
muskelmassen og aktivere systemer som regulerer muskelstyrke og muskelmasse; bl.a.
aktivering av satellittceller og regulatorer av muskelproteinsyntesen. P& mennesker er det
tidligere kun utfart én studie der man har undersgkt langtidseffekten av muskeloppvarming pa
muskelvekst og muskelstyrke. Hensikten i denne studien var a undersgke om varme bad (Hot
water immersjon, HWI) tatt rette etter styrketreningsgkter kan pavirke effekten av
styrketreningen malt som endringer i muskelstyrke, muskelmasse, fiberareal, satellittcelle- og

cellekjerneantall over en 10 uker lang treningsperiode.

Metode: 16 (12 menn og 4 kvinner) relativt godt styrketrente personer ble rekruttert og
tilfeldig fordelt i en intervensjonsgruppe (HWI) og en kontrollgruppe (PAS). Gruppene
gjennomfgrte det samme styrketreningsprogrammet i 10 uker. Etter hver styrketreningsgkt
satt forgkspersoner i HWI, 10 minutter i 45 graders varmt vann, mens PAS satt like lenge
inntil en vegg i romteperatur. Muskelmasse ble malt med Dual-energy X-ray absorptiometry
(DEXA) og Magnetresonanstomografi (MR), mens muskelstyrke ble malt som 1 RM tester i
beinpress, kne-ekstensjon og kne-fleksjon. Satellittceller, cellekjerner, fiberareal og fibertyper
ble undersgkt ved immunhistokjemiske metoder pa tynne snitt fra muskelbiopsier. Maling av

muskelmasse, muskelstyrke og biopsier ble gjenno mfert fgr og etter treningsperioden.

Resultat: Begge gruppene gkte muskelmasse og muskelstyrke gjennom treningsperioden
(p<0,01), men HWI gruppen hadde en mindre gkninging av muskelmasse i beina,
sammenliknet med PAS (2 vs. 5 %, p=0,01), malt med DEXA. Antall cellekjerner i type I1-
fiber tenderte mot signifikant gkning for HWI (p=0,06), men det var ikke forskjell mellom
gruppene. Det var heller ingen forskjell mellom gruppene i endring av muskelstyrke,

satellittceller, cellekjerner, fiberareal eller fibertyper.

Konklusjon: Varme bad gjennomfart rett etter styrketrening medfarte redusert gkningen i
muskelmasse i underekstemiteten. Den reduserte muskelveksten i HWI gruppen kan ikke
forklares av malte endringer i muskelfiberareal eller cellekjerner, og den ga ikke utslag i

mindre gkning i muskelstyrke.

Ngkkelord: Hot water immersjon, muskelvekst, adaptasjon, restitusjon, hydroterrapi.
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1.0 Introduksjon

Under en styrketreningsekt blir komponenter i muskulaturen brutt ned, og fasen der muskler
bygges opp igjen, omtales som restitusjon. Dersom flere treningsekter settes i sekvens vil
tilpasningene i muskulaturen ofte bli tydeligere; en langtidseffekt vi gjerne omtaler som
adaptasjon til trening. Fasilitert restitusjon over tid, kan trolig fore til gkte adaptasjoner av
muskelmasse og muskelstyrke. Det er velkjent at sovn og kosthold er avgjerende for
restitusjonen, men fordi det ofte er svert smd marginer som skiller eliteutovere 1
idrettskonkurranser, bruker flere utevere additive restitusjonsstrategier som nedjogging,
massasje, toying og endring av kroppstemperatur for 4 fasilitere restitusjon/adaptasjon etter

trening.

Immersjon 1 vann, kalt hydroterapi, er vist som en effektiv metode for & endre
muskeltemperaturen og er et interessefelt som de senere ar har blitt viet stadig sterre
oppmerksomhet (Versey, Halson, & Dawson, 2013). Oppvarming av kroppen i varmt vann,
kalt "hot water immersjon (HWI) forer bl.a. til gkt intramuskulaer temperatur, vasodilatasjon
og okt blodsirkulasjon (Yoshihara et al., 2013). Daglig oppvarming av muskulatur over flere
uker har vist 4 kunne gke muskelmassen hos middelaldrende menn (Goto et al., 2011), mens
oppvarming av dyr eker muskelveksten etter immobilisering (Selsby et al., 2007) og
knusningsskader (Takeuchi et al., 2014). Hos mennesker er det vist at varmestimulus etter
tung eksentrisk styrketrening bedrer restitusjonen av muskelstyrken i beina de forste 72
timene (Vaile, Halson, Gill, & Dawson, 2008), mens oppvarming av dyr med (Takeuchi et al.,
2014) eller uten trening (Kojima et al., 2007; Uehara et al., 2004), indikerer at aktivering av

satellittceller (SC) kan spille en rolle for varmeindusert muskelvekst.

Selv om flere studier pa bade dyr og mennesker samlet sett indikerer at varme har fordelaktige
effekter pd muskelvekst og muskelstyrke, er det kun gjennomfert én studie som undersoker
langtidseffekten av trening og varme (Goto et al., 2007). I denne studien forte submaksimale
albuefleksjoner til gkning av tverrsnittsareal og isometrisk styrke, kun for gruppen som
inkluderte muskeloppvarming i tillegg til treningen. Hvilke mekanismer muskeloppvarming
kan pavirke er delvis ukjente. Men en fasilitert muskelvekst eller muskelstyrke kan f.eks.

hjelpe idrettsutavere til bedre prestasjoner 1 konkurranse.

Denne oppgaven vil gke kunnskapen om et lite undersokt, men spennende felt innen idrett- og

helseforskning. Denne studien kan saledes vaere med & bestemme utforming av restitusjons-



og adaptasjonsstrategier for idrettsutovere, mosjonister og pasienter, som gnsker a gke sin
muskelstyrke og muskelmasse. Det er ikke tidligere undersekt hvordan tung styrketrening
kombinert med muskeloppvarming over flere uker kan pavirke muskulare tilpasninger til

treningen.

1.1 Problemstilling

Min problemstilling var:

Vil varme bad tatt umiddelbart etter hver treningsgkt, bedre effekten av 10 uker med
tung styrketrening hos styrketrente unge mosjonister? Effekten av styrketreningen vil
bli mdlt som endring i muskelstyrke, muskelmasse, fiberareal, satellittcelle- og

cellekjerneantall.

Jeg stilte disse hypotesene:

Ho : Varme bad tatt umiddelbart etter hver treningsgkt vil ikke fare til en gkning i

muskelstyrke, muskelmasse, fiberareal, satellittcelle- og cellekjerneantall

Hi : Varme bad tatt umiddelbart etter hver treningsgkt vil fgre til en gkning i

muskelstyrke, muskelmasse, fiberareal, satellittcelle- og cellekjerneantall



2.0 Teori

2.1 Temperaturstimulus og hydroterapi

Bruk av varme og kuldekammer, varmestraling, varme og dampgenererende matter,
tempererte vannpakker, puter eller varmetepper er utbredte metoder for & pafere mennesker
eller dyr eksterne temperaturstimulus og en pafelgende endring av muskeltemperaturen.
Metoden som i nyere tid har blitt viet mest oppmerksomhet er immersjon (bading) i temperert
vann, kalt hydroterapi. Immersjon i vann kan forega som kaldtvannsbehandling (cold water
immersion (CWI)), varmtvannsbehandling (hot water immersion (HWI)), thermongytral
behandling (thermoneutral water immersion (TWI)) og kontrast vannterapi (contrast water
immersion (CWT)). Hydroterapi innebzarer at en omgir hele eller deler av kroppen med vann
av ulik temperatur, og er en stadig ekende restitusjonsstrategi for idrettsutevere som ensker a
minimere muskulear tretthet, eller akselerere restitusjonen etter trening eller konkurranse
(Versey et al., 2013). I sin oversiktsartikkel har Versey et al. (2013) klassifisert de fire ulike
hydroterapibehandlingene etter temperatur. CWI; < 20°C, HWI; >36°C, TWI; 20 til 36°C
CWT; vekslende mellom < 20°C og > 36°C. Felles for de ulike studiene innen de ulike
behandlingsmetodene er at vanntemperatur, immersjonslengde og hvor stor del av kroppen
som omkranses av vann, er svart varierende. Svert kort oppsummert har seks studier med
TWI gitt varierende respons. Tre av studiene har gitt positive effekter pa enkelte mélinger,
mens de resterende studiene ikke fant noen forskjell mellom gruppene. Ved bruk av CWT har
ni studier funnet positive restitusjonseffekter, mens 11 studier har funnet ingen eller liten
forskjell mellom gruppene. For studier som har brukt CWI-behandling har 12 studier funnet
fordelaktige effekter, mens fem studier har funnet at CWI ser ut til & ha en hemmende
restitusjonseffekt. Majoriteten av studiene (16) har ikke funnet noen direkte effekt av CWIL
Studiene presentert ovenfor er hentet fra nevnte oversiktsartikkel. Det tas forbehold om nyere
studier etter dette, som ikke er inkludert. Tidligere studier med bruk av HWI vil gjennomgas

grundigere videre i oppgaven.

2.2 Studier med varmepavirkning

Det er gjennomfort et titalls studier hvor muskulatur pa ulike mater har blitt varmet opp.

Oppvarmingen er gjennomfert bide med og uten annen stimulus, pa bade mennesker og dyr.



Oppvarmingen har foregdtt for, under eller etter stimulus, eller som en kombinasjon.
Stimuliene i de ulike studiene har bestatt av ulike trenings- og belastningsprotokoller,
injisering av gift, eller knusning av muskulatur, mm. Muskeloppvarmingen har i studiene
foregétt ved flere ulike metoder, vekslende immersjonslengde og med forskjellig hyppighet.
De neste tre underkapitlene, vil ta for seg studier som har undersekt effekten varme har pa
muskelmasse, muskelstyrke og satellittceller, med eller uten en kombinert stimulus. Tre
oversiktstabeller vil presentere henholdsvis: 1) Dyre- og menneskestudier med
varmepavirkning, men uten treningspavirkning. 2) Menneskestudier med trening og
varmepévirkning. 3) Dyrestudier med trening og varmepavirkning. Enkelte studier vil ga igjen
1 to tabeller, da de bdde inneholder grupper som kun er oppvarmet, og grupper som bade er

oppvarmet og utsatt for stimuli.

2.2.1 Studier pa dyr og mennesker med varmepavirkning
Ni studier fra tabell 1 sammenlikner organismer som har blitt pafert varmestress, mot én

kontrollgruppe. Av disse er syv studier foretatt pa rotter, en studie pa kyllinger, mens det kun
er en studie som har undersgkt menneskers respons (Goto et al., 2011). Denne studien, er av
naturlige &rsaker den eneste som malte endringer i muskelstyrke. Atte middelaldrende menn
fikk det ene beinet oppvarmet av varme og dampgenererende matter atte timer daglig, fire
ganger per uke, over 10 uker. I det oppvarmede beinet gkte isometrisk dreiemoment med

5,8 % 1 knestrekkerne, mens tverrsnittsarealet til m. vastus lateralis, m. rectus femoris og m.
quadriceps femoris gkte med henholdsvis 2,7, 6,1 og 1,5 %. Ogsé fibertverrsnittet i m. vastus
lateralis okte med 8.3 %, mens antall cellekjerner tenderte til & gke av varmepdvirkning. Det

var ingen endringer 1 kontrollbeinet. Dessverre inkluderte studien kun 8 deltakere.

I alle de ni studiene ble det utfort malinger av muskelmasse. Tre av studiene (Frier & Locke,
2007; Naito et al., 2000; Oishi et al., 2009) fant hverken noen malbar eftekt, eller tendens til
at varmestimulering kan endre tilvekst av muskelmasse. Det kan vare verdt 4 merke seg at
Frier and Locke (2007) med 15 minutter varmebehandling, har klart kortest total
immersjonstid av samtlige studier. Brorparten av studiene (Goto et al., 2004; Kobayashi et al.,
2005; Kojima et al., 2007; Uehara et al., 2004) indikerer liten forskjell mellom gruppene.
Samtidig finner alle disse studiene enkelte resultater som indikerer at varme kan ha positiv
effekt pad muskelmasse. Den eneste studien som finner en negativ utvikling av muskelmasse er
utfort av Halevy, Krispin, Leshem, McMurtry, and Yahav (2001). I studien ble kyllinger

oppvarmet i et rom som holdt 37.5°C 1 24 timer, den tredje levedagen. Levedag fire var
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brystmuskelvekten signifikant redusert. Til gjengjeld var det ingen forskjell i muskelmasse
ved levedag 5-8, mens det ved levedag 42 var de oppvarmede kyllingene som hadde en
signifikant gkning i muskelmasse. Oppvarmingstemperaturen i dette studiet er klart lavere enn

de andre studiene, men samtidig er total immersjonstid klart lengst.

Fire av studiene inkluderte mélinger av satellittceller. Kojima et al. (2007) og Oishi et al.
(2009) brukte PAX-7 som marker for satellittceller, Halevy et al. (2001) brukte
hemocytometer, mens Uehara et al. (2004) malte proliferasjon med 5-bromo-2'-deoxyuridine
(BrdU) og proliferating cell nuclear antigen (PCNA). Hvilken mélemetode som benyttes vil
kunne pédvirke nar de ulike malingene er forventet & vere pa sitt hoyeste, da oppregulering
skjer 1 ulike stadier av satellittcelleresponsen. Tendensen fra de fire studiene viser at fra syv
dager og senere, er det ingen pavirkning pa satellittcelleresponsen. Med unntak av studien til
Oishi et al. (2009), som kun har malinger etter syv og 14 dager, finner de andre studiene en
okning i satellittcelleresponsen henholdsvis en (Uehara et al., 2004), to (Halevy et al., 2001)
og tre dager (Kojima et al., 2007) etter stimulering. Uehara et al. (2004) sin studie finner som

den eneste en nedgang i satellittcelleresponsen ved levedag fire; dagen etter varmestimulus.
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Tabell 1. Oversiktstabell over studier som har undersgkt effekten av varmepavirkning pa endringer i muskelmasse, muskelstyrke og satellittceller, hos dyr og mennesker. VV; Immersjon i
varmtvann. VK; varmekammer. VD; varme og dampgenererende matter, VP; varmepute. KSD; Kvinnelige Spraugue-dawley. MSD; Mannlige Spraugue- dawley. MW; mannlige wistar.
Kolonene "muskelstyrke" og "satellittceller" viser til antall dager etter avsluttet treningsperiode, avsluttet invensjon eller etter klekking funnet ble gjort. Relative mdlinger/ ratiomdlinger fra de
ulike studiene er ikke inkludert i tabellene. Tabellen inkluderer heller ikke resultater/studier der mdlinger er gjort direkte (minutter) etter varmeeksponering. *; Rektumtemperatur.

Studie Deltakere Metode Hyppighet Immersjonsdetaljer Merknad Muskelmasse Muskelstyrke Satellittceller
(antall (oppvarmingsdetaljer)
oppvaringer) (lengde)
(muskeltemp)
Naito et al. 40 KSD rotter VK 1 41°C Kjernetemperatur pa 8-
(2000) 60 min slutten av
41,6* oppvarming
Halevy et 160 mannlige VK 1 37.5°C Kyllingene ble 1N 1N
al. (2001) broiler kyllinger 24 timer oppvarmet 3. levedag 2-5- 2: 7
397
Goto et al. 128 MW rotter VK 1 41°C 0-3: -
(2004) 60 min 5= ()
~41°C 10: >
Uehara et 48 MW rotter VK 1 41°C 1:> 1: 7
al. (2004) 60 min 7: = (7 7:—
x41°C* 14: - (/) 14: -
Kobayashi MW rotter VK 1 41°C Muskelmasse- 11—
etal. 60 min malinger av to ulike 7: 72—
(2005) x41°C* muskler 14: -
Frier & 50 MSD rotter VP 1 55°C @kning i kKjernetemp 1-7: -
Locke 15 min opp til 41°C
(2007) 42°C
Kojimaet = MW rotter 25x60 VK 1 41°C @kning i kjernetemp 1-3: > 3:7
al. (2007) rotter 60 minutter opp til 41°C 7:= () 1,7,14 & 28: -
41 °C* 14: -
28: = ()
Oishi et al. 64 MW rotter VK Annenhver 42°C 7:— 7:-
(2009) dagileller2 30 min 14: > 14: >
uker Ca. 42 °C*
Gotoetal. 8 middelaldrende VD 40 38°C** Oppvarming 4 x per 7 -(7)
(2011) menn 8 timer uke i 10 uker
~ 38°C **Fra pilotstudie
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2.2.2 Studier pa mennesker med kombinert varme og trening
Atte studier har blitt vurdert som metodisk gode nok til 4 inkluderes i dette avsnittet.

Dessverre har ingen av studiene malt satellittcelleresponsen, og kun en studie (Goto et al.,
2007) har undersokt utvikling av muskelstyrke. I samtlige studier er muskelmassen underseokt
for og etter en treningsekt eller en treningsperiode. Resultatene peker 1 samme retning som
studiene uten treningsbelastning (kap. 2.2.1); heller ikke her er det noen resultater som
indikerer at varmepavirkning har negativ effekt pa utvikling av muskelstyrke. Halvparten av
studiene (Kuligowski, Lephart, Giannantonio, & Blanc, 1998; Nosaka, Sakamoto, Newton, &
Sacco, 2004; Saga, Katamoto, & Naito, 2008; Viitasalo et al., 1995) indikerer at
varmepavirkning ikke pavirker muskelstyrken. P& den andre siden peker funn av Nosaka,
Muthalib, Lavender, and Laursen (2007) og Vaile et al. (2008) mot at oppvarming av
muskulatur bedrer restitusjonen, malt som isometrisk styrke. Nosaka et al. (2007) brukte 150
W varmestraling i et "crossover" design pa 15 unge menn. Studentene mottok 20 minutters
oppvarming av armbgyerne, 16-20 timer for de gjennomferte 24 maksimale eksentriske
albuefleksjoner. Det ble funnet signifikant forskjell mellom gruppene for restitusjon, malt som
voluntere kontraksjoner, i faver varmegruppen. Resultatene Vaile et al. (2008) fant i nok et
"crossover" design, viser samme trend. Trettiatte trente menn gjennomforte her en
muskelodeleggende protokoll (7 x 10 eksentriske repetisjoner) 1 beinpressmaskin. Isometrisk
kraft mot en last knebeymaskin var signifikant heyere for varmtvannsgruppen 24, 48 og 72
timer etter treningsprotokollen sammenlignet med en passiv gruppe. Det kan vaere verdt &
merke seg at pkningen i1 isometrisk kraft, ikke ga noen utslag pa kraften malt mot underlaget i
et spensthopp. To studier fant sprikende resultater (Goto et al., 2007; Skurvydas et al., 2008). I
Skurvydas et al. (2008) sin studie med crossover design, giennomforte elleve unge menn 100
fallhopp. Det var ingen forskjell i maksimal voluntaer kraft (MVCF) 24 og 72 timer etter
treningen, men 48 timer etter okten var det signifikant forskjell mellom gruppene i faver
varmegruppen. Endring 1 hoppheyde var identisk med endringer 1 MVCEF (ikke signifikant),
mens malinger av indirekte markerer for muskeladeleggelser; kreatin kinase aktivitet og
subjektiv muskelstolhet, viste klare forskjeller. Ved bade 24 og 48 timer var oppvarmet
muskulatur signifikant mindre pavirket enn uoppvarmet muskulatur. Spesielt tydelig var
forskjellen ved 24 timer, da kreatin kinase aktiviteten nesten var dobbelt s hay. Goto et al.
(2007) undersgkte pé sin side hvordan 3 x 30 submaksimale albuefleksjoner med eller uten
varmepavirkning, 4 ganger per uke over ti uker, pavirket maksimalt dreiemoment og CSA.
Styrken i fleksjonsmuskulaturen gkte med 18 % (varme) og 12 % (kontrollarm), og var kun

signifikant ekt for den varmepévirkede armen. Lignende ekte CSA i m. biceps brachii 7,5 %
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(varme) og 0,3 % (kontroll).
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44°C
45 min,
40*
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2.2.3 Studier pa dyr hvor det er kombinert varme og trening
Ni studier med rotter har kombinert et treningsstimuli med varmepavirkning, jf. tabell 3.

Treningsbelastningen i tabell 3 mé betraktes mer som et veiledende ord da de ulike studiene
har brukt immobilisering/overbelastning, injisering av gift/muskeldegraderende stoff,
eksentrisk arbeid og knusningsskade, for & pavirke musklene. Ingen av studiene har forstaelig
nok gjennomfert mélinger av muskelstyrke. P& den andre siden har samtlige av studiene
inkludert mélinger av muskelmasse. I tillegg til dette har Kojima et al. (2007), Oishi et al.
(2009) og Takeuchi et al. (2014) ogsé underseokt ekspresjon av satellittceller. Oishi et al.
(2009) brukte i sin studie bupivacaine® i kombinasjon med eller uten varme, men hverken
etter 1 eller 2 uker utgjorde varmeeksponering noen forskjell i antall satellittceller, malt ved
Pax7. Samme tendens ble funnet av Kojima et al. (2007), som fant at den additive effekten av
varmestress bade for og etter injisering av cardiotoxin (slangegift), ikke ga noen endringer 1
Pax7-positive cellekjerner 1, 5, 7 eller 14 dager etter injisering. Den tredje dagen var
imidlertid antallet Pax7-positive satellittceller signifikant heyere 1 varmegruppen som mottok
varmestress etter injeksjon, men ikke 1 gruppen som ble varmestresset for injeksjon. Den mest
interessante studien fra tabell 3 nar det gjelder satellittceller, er studien til Takeuchi et al.
(2014). I denne studien ble rotter pafert en knusningsskade 1 EDL (m. ekstensor digitorum
longus), etterfulgt av 20 min behandling med en varmtvannspakke. Antallet Pax-7-positive
satellittceller var uforandret 7, 5 og < 3 dager etter skaden, mens antallet var ekt 4 og 6 dager
etter knusningsskaden. Forfatterne hevder dette kan skyldes en raskere sekundaer

degenerering av nekrotiske fibre, og at varme kan akselerere denne prosessen.

Mens Oishi et al. (2009) sine resultater ikke viste noen merkbar forskjell for
varmeeksponering, indikerte fire andre studier en entydig positiv utvikling av muskelmasse.
Naito et al. (2000), Selsby & Dodd Selsby and Dodd (2005) og Selsby et al. (2007) brukte alle
7-8 dagers immobilisering av bakben, mens sistnevnte studie ogsé hadde en like lang
overbelastningsperiode. Alle de tre studiene utforte muskelmassemaélinger pa
solueusmuskulaturen. Forskjellen var for alle studiene 20-32 % mellom gruppene, i faver den
oppvarmede gruppen. Takeuchi et al. (2014) utferte malinger av tverrsnittsarealet (CSA) av
muskelfibere med sentralt sentrerte kjerner, pa regenererte muskelfiber. Smé muskelfibre og
stor andel sentrerte cellekjerner er et mal pa nylig regenererte fibere (Goetsch, Hawke,

Gallardo, Richardson, & Garry, 2003; Srikuea, Pholpramool, Kitiyanant, & Yimlamai, 2010).

1 Bupivacaine er en lokalt virkende anestetisk medisin, som er vist & fgre til degradering av muskelfiber hos
gnagere (Nosaka, 1996; Plant, Beitzel, & Lynch, 2005)
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P& den andre siden viser Frier and Locke (2007) motstridende funn. M. Gastrocnemius hos
rotter ble kirurgisk fjernet med pafelgende overbelastning av m. plantaris, i syv dager. Selv
om gruppen som ble utsatt for varme hadde en betydelig okning i muskelmasse, ble det ikke
oppgitt noen signifikante forskjeller i endringer mellom de to gruppene. Signifikante
forskjeller var derimot til stede for muskelmasse relatert til kroppsvekt og protein- og MHC
I%-innhold, etter henholdsvis 5-7 og 3-7 dager. Samlet sett indikerer Frier and Locke (2007)

sine resultater en relativ entydig trend, med negativ pavirkning fra varmestimuliet.

De tre resterende studiene fra tabell 3 har til dels sprikende funn. Goto et al. (2004)
giennomforte 5 dager immobilisering og 10 dager restitusjon. Malinger av muskelens vekt
viste ingen forskjell, mens totalt proteininnhold var heyere i varmegruppen 5-10 dager etter
avsluttet restitusjonsperiode. Ogsa Kojima et al. (2007) fant at totalt proteininnhold ekte (etter
28 dager), til gjengjeld var det ingen forskjell i muskelvekt ved 1, 3,7 14 eller 28 dager.
Touchberry et al. (2012) satt rotter til & gjennomfere fem minutter loping i nedoverbakke
(eksentrisk arbeid). En av gruppene ble varmeeksponert for arbeidet. Malinger av total protein
og neonatale MHC?, to markerer for muskel regenerasjon, viste at total protein konsentrasjon
mellom gruppene var uendret 2 timer etter treningen, men signifikant forheayet for HWI-
gruppen 2 dager etter varmeksponeringen. Neonatal MHC viste en fordelaktig varmeeffekt

etter 2 timer, men ikke etter 2 dager.

2 Myosinets tunge kjede i fibertype |
3 "Nyfgdte" MHC
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Selsby et 40 MSD 7 dager VT Ikke oppgitt Kjernetemperatur Fgr og under 7
al. (2007) rotter immobiliserin (Mer enn en oppvarmet til 41°C, belastningperi
g + 7 dager oppvarming deretter opprettholdt i oden
belastning ) 30 min
Oishi et al. 64 MW Injeksjon av VK Annenhver 42°C Etter Kjerne og 7:- 7:-
(2009) rotter, bupivacaine. dagileller 30 min rektaltemp* 14: - (/) 14: >
2 uker Ca. 42 °C*
Touchber 24 MW 5 min \'A" Enkel 43°C Kjernetemperatur Fgr *Muskelmassemaling  2t: — (/)*
ry etal. rotter. 10  eksentrisk lgp oppvarming oppvarmet til 41°C, er pa total protein og 2: 7 (—)*
(2012) uker pa deretter opprettholdt i neonatalMHC
gamle tredemglle; (- 20 min
16%)
Takeuchi 110 MW  Knusningskad VVP Enkel 42°C Etter *Skinntemperatur 14: pk* 6t-3:—
etal. rotter eiEDL. oppvarming 20 min *** CSA-malinger pa 28: pHxx 4: 7
(2014) 38°C* kun regenerte fiber. 5 -
6: 7
7>
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2.3 Muskelvekst

2.3.1 Innledning

Skjelettmuskulatur har en unik evne til a tilpasse seg belastningen den blir utsatt for. Denne
evnen til adaptasjon er en mekanisme som blir forsekt utnyttet i ulike treningsprogram. En
godt planlagt okende belastning med styrketrening vil derfor fore til muskelhypertrofi og okt
muskelstyrke. Et stort mekanisk drag og et hayt metabolsk stress er regnet som de primare
mekanismene bak muskelvekst (Pearson & Hussain, 2015), og var totale muskelmasse kan
karakteriseres som et ustabilt fundament som kontinuerlig endres gjennom det totale
sluttforholdet mellom proteinakkumulering og nedbryting av protein. Proteinsyntese og
nedbryting er igjen regulert gjennom flere ulike signalveier (Miyazaki, McCarthy, Fedele, &
Esser, 2011). Dersom syntesen er storst oppnér vi muskuler hypertrofi, og dersom
nedbrytingen er storst forer dette til atrofi 1 muskelfibrene. Modulering av proteinsyntese og
proteinnedbryting er et omréde innen muskelfysiologien som i dag har et stort interessefokus
(Blaauw & Reggiani, 2014). For a bedre forstd de faktiske mekanismene og hvordan ulike
mekanismer pavirker hverandre, forskes det bl.a. pa ulike signalprotein, signalveier og
cellulere adaptasjoner etter styrketrening (Blaauw & Reggiani, 2014). En ekning 1
muskelprotein etter hypertrofi kan oppnas via enten 1) okt RNA og proteinsyntese fra allerede
eksisterende kjerner eller 2) ved & vedlikeholde samme mengde RNA og proteinsyntese fra
hver cellekjerne, men samtidig tilfere flere kjerner til fiberen, eller 3) danne nye muskelfiber
(hyperplasi) (Blaauw & Reggiani, 2014; Folland & Williams, 2007). Siden en utviklet
cellekjerne ikke kan dele seg, ma nye cellekjerner ha sitt opphav utenfor fiberen, hvorav
satellittceller virker & vaere hovedkilden (Montarras, L'Honore, & Buckingham, 2013).
Satellittcellens rolle og funksjon vil bli grundig gjennomgatt 1 avsnitt 2.4. En rekke studier
(Bodine et al., 2001; Elliott, Renshaw, Getting, & Mackenzie, 2012; Hornberger et al., 2004;
Kakigi et al., 2011; Nader, McLoughlin, & Esser, 2005; Rommel et al., 2001; Washington et
al., 2011) har demonstrert at Akt/mTOR signalveien spiller en kritisk rolle i regulering av
muskelmassen, blant annet gjennom & stimulere initieringen av proteinsyntesen. Dersom
viktige signalproteiner i Akt/mTOR signalveien oppjusteres av varmestress vil dette kunne

fore til en okt akkumulasjon av muskulart protein.

2.3.2 Signalering og varme
En handfull in vitro- (Bijur & Jope, 2000; Ochler-Janne et al., 2008; Wei & Vander Heide,
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2008), dyre- (Uehara et al., 2004; Yoshihara et al., 2013) og menneskestudier (Kakigi et al.,
2011), har undersokt effekten varmestress har pé signalering. @kte temperaturer er vist 4 fore
til okt fosforylering av Akt ved Ser473 (Bijur & Jope, 2000; Kakigi et al., 2011; Oehler-Janne
et al., 2008; Wei & Vander Heide, 2008; Yoshihara et al., 2013), p70 S6K (Uehara et al., 2004;
Yoshihara et al., 2013), p38 MAPK (Bijur & Jope, 2000), mTOR (Kakigi et al., 2011) og ved
ERK 1/2 (Bijur & Jope, 2000). Yoshihara et al. (2013) viste en tydelig temperaturavhengig
effekt for fosforylering av Akt og p70S6k, for malinger gjennomfort ved 37, 38, 39, 40 og

41 °C. Dette gjaldt bade m. soleus (hovedandel av type I fibre) og m. plantaris (hovedandel
av type II fibre) hos "badende" rotter. Motstridende fra de nevnte studiene fant Touchberry et
al. (2012) nedjustert ERK 1/2 fosforylering 2 timer etter trening av rotter, og ingen effekt for
hverken Akt, p70 S6K eller INK, post 2 og 48 timer. ERK 1/2 er kjent som repressor for HSP*
syntese, via interaksjon med heat shock transcription factor 1 (Wang, Grammatikakis,
Siganou, Stevenson, & Calderwood, 2004), mens HSP 72 tidligere er vist & ha en inhiberende

effekt pd INK-aktivering (Gupte, Bomhoft, Touchberry, & Geiger, 2011).

Calcineurin

Calcineurin (CaN) er et kalsium/kalmodulin-avhengig serin/threonin protein fosfatase-enzym,
som bl.a. regulerer transkripsjon (Naya et al., 2000; Olson & Williams, 2000). CaN er
assosiert med myogenese (Delling et al., 2000; Friday, Mitchell, Kegley, & Pavlath, 2003),
regulering av muskelfiber phenotype, storrelse og vekst (Glass, 2003; Olson & Williams,
2000; Stupka, Schertzer, Bassel-Duby, Olson, & Lynch, 2007), genregulerende signalveier,
hypertrofi i myotuber (Delling et al., 2000; Musaro, McCullagh, Naya, Olson, & Rosenthal,
1999; Semsarian et al., 1999), fasilitering av muskelregenerering (Crabtree, 1999; Naya et al.,
2000; Serrano, Baeza-Raja, Perdiguero, Jardi, & Munoz-Canoves, 2008), samt aktivering og
differensiering av SC (Glass, 2003; Naya et al., 2000; Olson & Williams, 2000; Stupka et al.,
2007). Dette indikerer at CaN kan pavirke ekspresjon av myoregulatore faktorer (MRF),
translokasjon av kjerner (Abbott, Friday, Thaloor, Murphy, & Pavlath, 1998; Sakuma et al.,
2003; Stupka et al., 2007) og satellittcelledifferensiering via aktivering av MyoD og
myocytespecific enhancer-binding factor 2 (MEF2) (Friday, Horsley, & Pavlath, 2000; Friday
et al., 2003). Studier antyder at det finnes en kobling mellom CaN og Insulin-lik vekstfaktor
type I (IGF-1) (Musaro et al., 1999; Selsby & Dodd, 2005), og aktivering av signalenzymet
phosphatidylinositol-3 kinase (PI3K), som igjen aktiverer Akt i mTOR-signalveien

4 Heat shock protein
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(Zarogoulidis et al., 2014), samt at HSP- 70 og 90 kan aktivere CaN gjennom regulering av
kalmodulin og ATP-(u)avhengig signalveier (Someren, Faber, Klein, & Tumlin, 1999).
Kobayashi et al. (2005) fant at varmestimulus forte til en samtidig ekning av CaN og
muskelmasse etter 7 og 14 dager. Denne okningen forekom derimot ikke nér CaN ble
innhibert av medikamentet cyclosporine A, noe som tyder pa at CaN kan pavirke vekst av
muskelmasse. P4 den andre siden er det ifolge Oishi et al. (2009)° like sannsynlig at CaN
indirekte blir oppjustert av HSP, som at det er en direkte kobling mellom CaN og

muskelregulerende signalveier.

2.3.3 Lokale og systemiske vekstfaktorer — faktorer for muskelvekst
Dette delkapittelet drefter muskelregulerende mekanismer som kan bli pdvirket av varme; okt

blodsirkulasjon og IGF-1, HSP og oksidativt stress.

@kt blodsirkulasjon og IGF-1

En folge av varmestress og pafelgende okt kroppstemperatur er vasodilatasjon og ekning av
blodsirkulasjon. Dette fasiliterer transport av veksthormon (Yoshihara et al., 2013), blant
annet transport av IGF-1 til ulike vev, slik som muskler. IGF-1 er en sirkulerende vekstfaktor
produsert bide av leveren og lokalt i muskelen, og er kjent for sine anabole egenskaper lokalt
1 muskulaturen (Schiaffino & Mammucari, 2011; Yoshihara et al., 2013). Tre ulike isoformer
av IGF-1 har blitt beskrevet i skjelettmuskulatur (IGF-1Ea, IGF-1Eb, og IGF-1Ec) (Snijders
et al., 2015). IGF-1Ec er hovedsakelig omtalt som MGF og vil derfor videre i oppgaven ta
dette navnet. Tidligere studier har vist at varmestress bade kan (Cross, Radomski, VanHelder,
Rhind, & Shephard, 1996; Fisker, Jorgensen, & Christiansen, 1998), og ikke kan (Yoshihara
et al., 2013) eke plasmakonsentrasjonen av sirkulerende veksthormon. Sirkulerende nivé av
IGF-1 ser ikke i serlig grad ut til 4 bli pavirket av hverken styrketrening eller varme, da
plasma-IGF ikke forhayes, selv 1 studier der det er funnet okte konsentrasjoner av
veksthormon etter styrketrening. Forhegyet IGF-1 lokalt i muskelen synes 1 stor grad &
fasilitere muskelvekst. Faktisk fant Halevy et al. (2001) at oppvarming av unge kyllinger forte
til en tydelig okning av muskuler IGF-1 i oppvarmede kyllinger, men ikke i kontrollgruppen.
IGF-1 virker sdledes & kunne stimulere til okt proliferasjon, samt vare involvert 1

differensieringsprosessen og sammensmelting av satellittceller (Engert, Berglund, &

5> Oppsummering av tre studier (Imai & Yahara, 2000; Lakshmikuttyamma, Selvakumar, & Sharma, 2006;
Someren et al., 1999).
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Rosenthal, 1996; Florini, Ewton, & Coolican, 1996; Halevy et al., 2001; Yin, Price, &
Rudnicki, 2013). Dersom det er et faktum at gkt blodsirkulasjon eker transport og opptak av
Insulin/IGF-1 til musklene, vil dette kunne oke fosforyleringen av Akt og dens nedstroms
signaleringsprotein, som igjen kan pavirke translasjon og total akkumulering av protein. IGF-

1 og insulin er bl.a. vist & kunne aktivere PI3K (Lau & Leung, 2012).

Etter en in vivo knusningskade i rottemuskulatur ble det pavist at varmestress forte til en
raskere migrasjon av makrofager inn i til skadd muskulatur. Samtidig ble det ogsé observert
en tidligere ekspresjon av IGF-1 i varmegruppen (Takeuchi et al., 2014). De gkte nivaene av
IGF-1 virker & forekomme som et resultat av migrasjonen, da flere studier (Cantini et al.,
2002; Chakravarthy, Abraha, Schwartz, Fiorotto, & Booth, 2000; Hawke & Garry, 2001;
Takagi et al., 2011) viser at IGF-1 blir utskilt av makrofager. Takeuchi et al. (2014) har derfor
spekulert 1 om proliferasjon og differensiering av satellittceller skjer mer aktivt 1 tidligere

faser etter muskelskader nér det gis varmebehandling.

I tillegg til veksthormoner er det spekulert 1 om gkt blodsirkulasjon ogsa kan pavirke
sirkulerende nivaer av nitrogenoksid (NO), et stoff som er vist & bli mediert av ekt
blodsirkulasjon og varmestress (Shao et al., 2010). Dette kan igjen pavirke fosforyleringen av
Akt (Drenning et al., 2009). NO er ogsé antatt 4 bidra i tidlig fase av SC-aktiveringen (se kap.
2.3.5).

Heat shock proteiner

HSP blir klassifisert og navngitt etter deres molekylare masse og inndeles som enten sma (8-
27 kilodalton (kDa)) eller store (+27 kDa) (Koh, 2002; Noble, Milne, & Melling, 2008). Flere
av HSP finnes 1 skjelettmuskulaturen, hvor de mest undersegkte er Ubiqutin (8 kDa), aB-
crystallin (22 kDa), HSP 60 (60kDa), HSP 70 (70 kDa) og HSP 90 (90 kDa). Proteinene fikk
sitt navn da det ble funnet en gkt forekomst av proteinene etter varme-stress, og i dag vet vi at
HSP tilstedeverelse kan gke etter andre typer stress, slik som iskemi, proteindegradering,
hypoksi, acidose, oksidativt stress, gkt intracellulaer kalsiumkonsentrasjon, energimangel og
mekanisk stress (Koh, 2002; Morton, Kayani, McArdle, & Drust, 2009). HSP oppreguleres
ved bade utholdenhet og styrketrening (Oishi et al., 2009), og det er antatt at HSP virker som
molekylere chaperoner som bidrar 1 proteinsyntese, translasjon og generell cellulaer funksjon.

Det kan derfor antas at HSP bidrar til adaptasjoner etter trening, samt at de fasiliterer
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reparasjon etter skade, transport og folding av ulike typer proteiner (Lancaster & Febbraio,
2005; Welch, 1992). Mer spesifikt er det foreslatt at ulike muskeladaptasjoner kan vaere
mediert av chaperoneaktivitet i begynnende peptider, som igjen fasiliteter proteinsyntesen
(Touchberry et al., 2012). HSP bidrar i tillegg 1 modulering av immunresponsen (Chen,
Voegeli, Liu, Noble, & Currie, 2007; Johnson & Fleshner, 2006), i cellesignalering
(Calderwood, Mambula, Gray, & Theriault, 2007; Csermely, Soti, & Blatch, 2007) og til &
opprettholde homeostase (Morton et al., 2009). HSP kan pévirke flere viktige signalproteiner
som regulerer vekst og utvikling (Nollen & Morimoto, 2002) inkludert Akt (Sato, Fujita, &
Tsuruo, 2000) og mitogen-activated protein kinases (MAPK) (f.eks. p38) (Song, Takeda, &
Morimoto, 2001). Etter kontraktil aktivitet, fungerer Akt/mTOR-signalveien og MAPK som
regulatorer for bl.a. translasjon, proliferasjon, differensiering og celleoverlevelse (Kolch,
2000; Sasai et al., 2010). MAPK signalering virker derfor & vare en kritisk regulator for
opprettholdelse av skjelettmuskulatur (Shi et al., 2009). En gkning av HSP som en
konsekvens av varmestimuli i1 forbindelse med trening eller muskelnedbrytning kan derfor
tenkes 4 endre den treningsinduserte signal-responsen. I sammenheng med dette har Koren et

al. (2010) vist at HSP 72 virker 4 kunne regulere Akt.

Flere ulike studier har vist at varme alene gker ekspresjon av HSP 25 (Oishi et al., 2009), HSP
27 (Ogura et al., 2007), HSP 60 (Oishi et al., 2002), HSP 72 (Kobayashi et al., 2005; Kojima
et al., 2007; Naito et al., 2000; Ogura et al., 2007; Oishi et al., 2009; Selsby et al., 2007) og
HSP 90 (Ogura et al., 2007). Okninger 1 HSP 72 er ogsa observert nar injeksjon av
muskeldegenererende gift er kombinert med varme (Kobayashi et al., 2005; Oishi et al.,
2009), men har og forekommet uten gkning av HSP 72 (Kojima et al., 2007). Varme og
immobilisering er vist & hemme atrofi og eke ekspresjon av HSP 72 og HSP 25 (Naito et al.,
2000; Selsby & Dodd, 2005), og nar varme og immobilisering blir kombinert med varme og
"reload", eker ekspresjonen av HSP 25, HSP 72 og HSP 32 (Selsby et al., 2007). I tillegg har
eksentrisk lopeprotokoll 1 kombinasjon med varme gkt HSP 72, men ikke HSP 25. Studien av
Ogura et al. (2007) ma tolkes med forsiktighet, da den kun inkluderte fire dyr. Alle studiene er

gjennomfort pa rotter.

Oksidativt stress
Oksidativt stress er en tilstand hvor balansen mellom produksjonen av frie radikaler og deres
reduksjon via antioksidantsystemene forskyves i faver av et prooksidativt milje (Halliwell &

Cross, 1994). Frie radikaler har tidligere fatt oppmerksomhet for & kunne pafore sitt miljo
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skade (Valko, Rhodes, Moncol, Izakovic, & Mazur, 2006), men er ogsa satt i sammenheng
med vedlikehold av homeostase, og for & vere involverte som en potensiell aktivator for
treningsindusert stressrespons (Devasagayam et al., 2004; Harris & Starnes, 2001). I de
allerede nevnte studiene til (2005) og Selsby et al. (2007) undersokte de i tillegg til
muskelmasse og HSP, ogsa oksidativ skade ved markerene Nitrotyrosine og 4-Hydroxy-2-
nonenol. Deres funn indikerer at varmestress under immobilisering eller reload hemmer
treningsindusert oksidativt stress, og at dette igjen kan forklare den ekte muskelveksten
funnet i disse studiene. Varmestress forte faktisk til signifikant mindre oksidativ skade for
begge markerer, i begge studiene. Mens det tidligere er antatt at antioksidanter bidrar i
beskyttelse mot oksidativ skade (Valko et al., 2006), mener Selsby and Dodd (2005) at HSP
kan spille en minst like viktig rolle. Dette forklarer de med at i de i deres studie, fant at
redusert oksidativ skade var uavhengig fra en rekke antioksidant-enzymer®, mens det ble
funnet en samtidig ekning av HSP 25 og HSP 72. Det kan konkluderes med at det er stor
usikkerhet knyttet til muskulere virkninger av oksidativt stress, og de faktiske mekanismene
som ligger bak. Hvorvidt varmeinduserte muskulere endringer kan ha sammenheng med

oksidativt stress synes forelopig & vere veldig uklart.

2.3.4 Satellittceller: En generell introduksjon
Satellittceller er mononukleare celler som har fétt navn etter dens perifere beliggenhet

mellom cellemembranen og basalmembranen. Cellene ble forst identifisert med
elektronmikroskop 1 beinmuskulaturen hos frosker av Alexander Mauro 1 1961. I dag
identifiseres satellittceller via molekylaere markerer. De mer populare metodene inkluderer
bruk av antistoff mot overflate membranproteiner, slik som NCAM, M-cadherin og CD34A1
samt transkripsjonsfaktoren Pax7 (Almeida, Fernandes, Ribeiro Junior, Keith Okamoto, &
Vainzof, 2016; Snijders et al., 2015; Yin et al., 2013). Nylige studier indikerer at satellittceller
bidrar i postnatal vekst og hypertrofi (Snijders et al., 2015), samt i reparasjon og regenerering
etter skade (Kojima et al., 2007). For bade dyre- (Lepper, Partridge, & Fan, 2011; McCarthy
et al., 2011; Murphy, Lawson, Mathew, Hutcheson, & Kardon, 2011; Sambasivan et al., 2011)
og menneskestudier (Cermak et al., 2013; Farup et al., 2014; McKay et al., 2009; McKay,
O'Reilly, Phillips, Tarnopolsky, & Parise, 2008; Mikkelsen et al., 2009; O'Reilly, McKay,
Phillips, Tarnopolsky, & Parise, 2008; Toth et al., 2011) med eksentriske modeller,

& Manganese superoxide dismutase, copper-zinc superoxide dismutase, catalase, glutathione peroxidase,
glutathione reductase
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tradisjonelle styrkegkter (McKay et al., 2013; McKay, Ogborn, Bellamy, Tarnopolsky, &
Parise, 2012; Snijders et al., 2014; Walker et al., 2012), okklusjonstrening (Wernbom et al.,
2013) og ved utholdenhetstrening (Mackey et al., 2007), endres SC aktiviteten de forste

dagene etter trening.

Mens vanlige muskelfibre er postmitotiske, som vil si at de ikke kan dele seg og inngé i
cellesyklus, kan satellittceller imidlertid gjore dette (Almeida et al., 2016). Ved normale ikke-
stressede situasjoner i en skjelettmuskel er det antatt at satellittcellene ligger i dvale. Denne
dvalen er kjennetegnet av lav transkripsjonsaktivitet, lite kjernedomene, redusert mengde
organeller og hoy tetthet av heterokromatin’ (Hawke & Garry, 2001; Shortreed, Johnston, &
J., 2008). Som en udifferensiert celle kan satellittcellen ved aktivering tre inn i cellesyklus. En
slik aktivering er drevet av ulike mitogene faktorer og forekommer etter et stress, slik som
trening eller muskelskade (Dumont, Wang, & Rudnicki, 2015). I cellesyklus vil SC proliferere
og de aktiverte SC etterfolgere; myoblastene kan enten 1) sammensmelte og generere nye
muskelfibre (hyperplasi), 2) tilfore flere cellekjerner i den aktuelle fiberen, eller 3) returnere

til "dvalestatus” (Schmalbruch, 1976; Snijders et al., 2015).

2.3.5 Aktivering, regulering, proliferering og differensiering av satellittceller
Mekanismene som kontrollerer det myogene programmet SC er en del av, er et svert

komplisert system. Selv om vi i dag har oversikt over flere bidragsytere, er det fremdeles
knyttet spersmalstegn til de eksakte mekanismene. Satellittcellens mikromiljo, samt en rekke
lokale og systemiske faktorer virker a regulere satellittcellenes aktivitet. Ulike vekstfaktorer
og inflammatoriske cytokiner, frigjort fra muskler og omkringliggende vev etter trening, er
antatt 4 spille en stor rolle for SC aktivitet, mens SCens progresjon gjennom det myogeniske
program blir dirigert opp og ned gjennom regulering av Pax7 og MRFs (Almeida et al., 2016;
Snijders et al., 2015; Yin et al., 2013).

Mekanismer som kontrollerer hvilende satellittceller

Negative regulatorer av cellesyklus virker & fremme andelen hvilende SC. Hvilende
satellittceller er ofte karakterisert av Pax7-ekspresjon, og fravaer av MyoD og Myogenin
(Cornelison & Wold, 1997). Ogsa Notch er vist & vare fremtredende 1 hvilende satellittceller,

da dens tilstedevarelse minsker gjennom differensieringsprosessen, mens Notch-blokade er

7 Generelt “inaktive” regioner av kromosomet (Cumming, 2009).
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vist & temme lageret av hvilende satellittceller (Mourikis et al., 2012). Funn fra ulike studier
indikerer at FOXO3 negative celler er mer proliferative og differensierer hurtigere, mens
celler med overekspresjon av Foxo3 har redusert inngang til cellesyklus og redusert
differensiering (Gopinath, Webb, Brunet, & Rando, 2014). Micro RNAs (miR) er viktige
bidragsytere i1 stamcelle genekspresjon, og bade ekspresjonen av miR-489 (Cheung et al.,
2012) og miR-31 (Crist, Montarras, & Buckingham, 2012) er vist & kunne pévirke
satellittceller 1 "hvilemodus". MiR-31 pavirker aktivering av Myf5 mRNA til
translasjonsprosessen, mens Dek; kjent for & kunne pévirke differensiering og selvfornyelse

av SC, inhiberes av miR-489 (Cheung et al., 2012).

Aktivering, proliferasjon og differensiering

Béde in vitro studier og dyreforsek avslerer at oppregulering av Myf5 er den forste markeren
som oppreguleres 1 aktiveringen, for en gkt ekspresjon av MyoD (Cooper et al., 1999;
Cornelison, Olwin, Rudnicki, & Wold, 2000; Cornelison & Wold, 1997; Grounds, Garrett,
Lai, Wright, & Beilharz, 1992; Smith, Janney, & Allen, 1994) forekommer. MyoD virker a bli
negativt regulert av Cdk4 (cyclin D1 induced cyclin dependent kinase 4) (Zhang, Wei, Zhao,
& Paterson, 1999), mens oppregulering skjer gjennom binding av enten 1) SRF (serum
response factor) eller 2) MEF2 (transkripsjonsfaktor), til SRE (serum response element)
(Cornelison et al., 2000). MEF2 virker ogsa 4 bli regulert av myocardin family of
transcription factors (MASTR) (Mokalled, Johnson, Creemers, & Olson, 2012). p38a/f
MAPK er ifolge Jones, Tyner, Nibarger, Stanley, Cornelison, Fedorov & Olwin (2005)
signalveien som forst blir aktivert nar hvilende satellittceller blir proliferative. Aktiveringen
av p38a/ff MAPK resulterer i okt ekspresjon av MyoD og forflytning av SC inn 1 cellesyklus.
Etter muskelskader og/eller styrketrening frigjer muskelfiber en rekke veksthormoner,
deriblant TNF-a, HGF og FGF. Disse vekstfaktorene er viktige for aktivering av flere
signalveier relatert til cellesyklus (Tatsumi, Anderson, Nevoret, Halevy, & Allen, 1998).

Ogsd NO er vist & veere involvert i den tidlige fasen av satellittcelleaktiveringen (Anderson,
2000; Pattwell, McArdle, Morgan, Patridge, & Jackson, 2004). Ved kontraksjoner utskilles
NO grunnet de store skjeringskreftene mellom membranene, mens HGF frigjeres gjennom
NO-syntese. Ved vevskade blir HGF aktivert, gjennom spalting av pro-peptide serine protease
HGEF aktivator (HGFA) (Anderson, 2000; Tjin, Derksen, Kataoka, Spaargaren, & Pals, 2004).
Etter frigjoring blir HGF bundet til c-met, dens reseptor lokalisert pA SC-membranen.
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Bindingen av HGF aktiverer hvilende SC, og kan derfor pavirke aktivering og proliferasjon
av satellittceller (Tatsumi, 2010; Yamada et al., 2010). I sin oversiktsartikkel viser (Snijders et
al., 2015) til en okt forekomst av sirkulerende HGF etter muskelskade. HGF kan ha blitt
fraktet til skadd muskulatur av granulocytter som del av den inflammatoriske prosessen en ser
etter muskelskader (Ohnishi et al., 2006), eller vaere et resultat av proteinlekkasjer til blodet,

grunnet muskeledeleggelser (Snijders et al., 2015).

Proliferasjon av SC virker & vare en generell respons mot okt belastning (Petrella, Kim,
Cross, Kosek, & Bamman, 2006). P4 laboratorier har det blitt vist at C2C12 myoblaster
prolifererer etter eksponering av bdde IGF-1Ea og MGF (Yang & Goldspink, 2002). Ogsa 1
dyreforsek er det vist at skt MGF mRNA ekspresjon 2-24 timer etter muskelodeleggelser,
ikke agker ekspresjon av IGF-1Ea mRNA, for etter 5-10 dager (Hill & Goldspink, 2003; Hill,
Wernig, & Goldspink, 2003). Dette tyder pd at MGF er viktig for aktiveringen av
satellittceller, mens IGF-1Ea er viktigere 1 senere myogene faser (Yang & Goldspink, 2002)
Hill, Wernig, and Goldspink (2003)) Hill, Wernig, and Goldspink (2003)) Hill, Wernig, and
Goldspink (2003)) Hill, Wernig, and Goldspink (2003)) Hill, Wernig, and Goldspink (2003)).
har foreslétt at IGF-1Ea er relatert til den gkte proteinsyntesen som forekommer 1 sen
differensieringsfase, mens MGF videre er vist & stoppe en IGF-1 medierte
differensieringsprosess (Yang & Goldspink, 2002). I cellesyklusens tidligere faser virker 1
tillegg basic fibroblast growth factor- (Fgf2) aktivering av ERK 1/2 og JNK, & kunne
stimulere til proliferering Hill, Wernig, and Goldspink (2003).

Differensiering av myoblaster er kontrollert av de to transkripsjonsfamiliene MRFs og MEF2
(Ma, Chan, Zhu, & Wu, 2005), som igjen er regulert av flere vekstfaktorer, bl.a. IGFs,
leukemia inhibitory factor (LIF), HGF, Fgf2, platelet-derived growth factor (PDGF), og
transforming growth factor-a (Husmann, Soulet, Gautron, Martelly, & Barritault, 1996). 1
tillegg er flere signalveier, som Ras/MAPK, PI3K/Akt og JAK/STATs involvert i reguleringen
av myoblast differensiering (Y. Yang et al., 2009). I sistnevnte signalvei er Stat3s interaksjon
med MyoD vist 4 ha promoterende effekter pa differensiering av myoblaster (Y. Yang et al.,
2009). Etter proliferasjon virker oppregulering av MRF4 og myogenin a initiere
differensieringen (Cornelison et al., 2000; Cornelison & Wold, 1997; Grounds et al., 1992;
Smith et al., 1994; Yablonka-Reuveni & Rivera, 1994), mens PAX-7 nedregulerer
differensieringen. Hoy forekomst av Pax-7 syntes & pavirke SC til & avbryte

differensieringsprosessen og trekke seg tilbake til hvilestatus (Olguin & Olwin, 2004; Olguin,
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Yang, Tapscott, & Olwin, 2007). Ogsa Wnt/[-catenin signalering virker & promotere
differensiering. Laboratorieforsek har vist at Wnt3a promoterer ekspresjon av follistatin og
aktivering av myogenin, og at disse bidrar i differensiering samt sammensmeltingen av

myoblaster (Jones, Price, Le Grand, Soleimani, Dick, Megeney & Rudnicki, 2015)

Satellittceller, varme og mekanismer

Ulike studier har lansert satellittceller som en av hovedmekanismene til den okte
muskelveksten eller den raskere restitusjonen vi ser etter varmestimulus (Halevy et al., 2001;
Kojima et al., 2007; Takeuchi et al., 2014; Uehara et al., 2004), men fa har dirigert denne
lanseringen mot faktiske mekanismer involvert i1 en slik prosess. Videre har svert fa studier
inkludert mélinger av satellittcelleregulatorer kombinert med varmestimulus. Et unntak er de
allerede nevnte studiene av Halevy et al. (2001) og Uehara et al. (2004), som indikerer at
varme virker a gke proliferasjonen henholdsvis 24 & 48, og 24 timer, etter et varmestimuli,
malt ved badde BrdU og PCNA. Videre fant Halevy et al. (2001) en oppregulering av MEF-2
og myogenin 48 timer etter varmestimulus av kyllinger, og okt forekomst av muskuler 1GF-
1, men ikke [plasma IGF-1] og HGF, en og tre dager etter varmestimulus. Som vist i1 kap.
2.2.1 0g 2.2.3 synes varme ogsd & kunne pavirke aktivering av SC regulatoren Pax7,
henholdsvis 3, (Kojima et al., 2007), 4 og 6 (Takeuchi et al., 2014), men ikke 7 og 14 (Oishi
et al., 2009) dager etter stimulus.

2.3.6 Myonukleaert domene. Trengs tilfarsel av satellittceller for & oppna
muskelvekst?
Apoptose er et fenomen som forekommer 1 stort omfang ved atrofi, og ifelge Gundersen &

Bruusgaard (2008) er det ikke klar evidens for at antall cellekjerner blir redusert i denne
prosessen. Samme forskergruppe har vist at immobiliserte mus betydelig reduserer CSA, men
beholder eksakt samme kjerneantall i en atrofiert muskelfiber. Videre virker antall kjerner per
fiber & vaere upavirket av alder (Petrella et al., 2006). Disse resultatene indikerer at man
beholder tidligere inkorporerte cellekjerner; et fenomen kjent som "muskelhukommelse".
Hvorvidt en gkning av cellekjerner er en viktig mekanisme ved hypertrofi har tidligere veert
uklart, men de senere arene har flere studier hevdet at dette er en nedvendighet (Blaauw &
Reggiani, 2014). En gkning 1 kjerneantall skjer gjennom tilfersel av SC fra deres hvilende
tilstand, og pafelgende inkorporering i eksisterende muskelfibre. For & underseke hvilken
rolle satellittceller har i muskeloppbyggingen i en atrofiert muskel studerte Jackson et al.

(2012) muskeloppbygningen hos unge mus i en "immobilisering-belastnings-modell". Svart
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interessant oppnadde gruppen som fikk blokkert > 90 % av SC (SC-) like stor muskelvekst
som gruppen som ikke fikk SC blokkert (SC+). Denne muskelveksten skjedde uten addering
av cellekjerner, og stottes av McCarthy et al. (2011) sine samsvarende funn. Med liknende
studiedesign har Egner, Bruusgaard & Gundersen (2016) i denne sammenheng funnet en
tydelig hypertrofi etter overbelastning. Muskelveksten ble funnet i bdde m. plantaris og m.
extensor digitorum longus 1 SC+ mus, mens hypertrofi ikke forekom etter overbelastning
blant SC— mus. I Egner et al. (2016) studie er muskelveksten forklart med 1) gkt antall Pax7+
celler og 2) inkorporering av flere cellekjerner. Funnene til Jackson et al. (2012) indikerer
dermed at muskelfibre kan oppna vekst gjennom andre mekanismer enn tilforsel av
cellekjerner, mens Egner et al. (2016) mener muskelvekst er avhengig av rekrutering av nye

kjerner.

Mpyonuklecert domene; storrelse, vekst og tak

Hver cellekjerne kontrollerer gen-transkripsjon, produksjon av mRNA og protiensyntese i et
bestemt omrdde i cytoplasma, kalt myonuklezrt domene (Blaauw & Reggiani, 2014; Kadi et
al., 2004). I normale skjellettmuskler er det foreslatt at transkripsjonskapasiteten til de
eksisterende cellekjernene kan gke etter styrketrening, noe som vil si at fibrene har potensial
til & oke 1 storrelse, noe som igjen vil fore til et hayere myonukleart domene. Nér en
cellekjernene nér sin maksimale transkripsjonsaktivitet virker infusjon av eksterne
cellekjerner nadvendig, for videre muskelvekst. I neonatal gnagermuskulatur utgjer
satellittceller 30-35% av det totale kjerneantallet 1 muskelfiberen. Andelen SC minsker
etterhvert som antallet kjerner gker gjennom de forste ukene av postnatal utvikling, samtidig
som myonukleart domene gker (Schultz, 1996; White, Bierinx, Gnocchi, & Zammit, 2010).
Veksten 1 myonukleart domene kan ikke fortsette ubegrenset, da myonukleaert domene kun
kan vokse opp til en viss sterrelse (Petrella, Kim, Mayhew, Cross, & Bamman, 2008). Det er
derfor antatt at det ved hypertrofi, etterhvert er nedvendig med tilforsel av eksterne kjerner,

for & oppna ytterligere muskelvekst (Blaauw & Reggiani, 2014).

En signifikant ekning av cellekjerner per fiber er funnet nér fiberstorrelsen gker med mer enn
26 %, men ikke med mindre enn 25% (Kadi et al., 2004; Petrella et al., 2006). Petrella et al.
foreslo i 2006 at myonuklezrt domene har et tak pa ~2,000 um?, men en senere clusteranalyse
av samme forskergruppe (Petrella et al., 2008) foreslo at ekstremrespondere pa styrketrening
virker 4 ha et noe hoyere tak (~2,250 pm?). Samme studie viste ogsé en signifikant heyere

satellittcelleaktivering for ekstremresponderere. Dette indikerer at allerede store muskelfibre
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er avhengige av infusjon av satellittceller for & oke i storrelse, mens mindre muskelfibre kan
oke sin storrelse uten tilforsel av satellittceller. Ved & sammenlikne denne teorien med funn
Petrella et al. (2006) gjorde etter 16 ukers styrketrening pa yngre og eldre kvinner og menn,
virker dette som en plausibel mekanisme. I studien hadde de yngre mennene storst
fiberstorrelse i utgangspunktet (lik verdi som eldre menn), samtidig som de oppnadde storst
fremgang i gjennomsnittlig fiberstorrelse. De yngre mennene fikk som eneste gruppe
signifikant ekt neural cell adhesion molecule (NCAM)-merkede celler og signifikant flere
cellekjerner, gjennom treningsperioden. Samsvarende funn ble gjort av Bruusgaard, Johansen,
Egner, Rana & Gundersen (2010) som fant vekst i antall cellekjerner forut for vekst av
tverrsnittsareal. Motstridende resultater ble funnet av Kadi et al. (2004) der 15 unge menn
giennomforte 12 ukers styrketrening og oppnadde okt fiberareal, uten tendens til okning 1
antall cellekjerner, noe som ga utslag i ekt myonukleaert domene. Trolig kan fravaer av
endring 1 kjerneantall tilskrives de inaktive deltakernes og deres lave myonuklezrt domene pa
1522 pm?. En kan derfor anta at deltakerne hadde noe lavt fiberareal og at hypertrofi forekom
som vekst 1 fiberareal, uten inkorporering av nye cellekjerner. S& langt jeg kjenner til er Oishi
et al. (2009) eneste studie som har undersokt effekten varme og nedbryting av muskulatur har
pa antall cellekjerner. Oishi et al. (2009) brukte DAPI® som cellekjernemarker. Deres funn
viser at varme 1 seg selv ikke forer til tilforsel av flere cellekjerner, men at dersom injeksjon
av bupivacaine kombineres med varme, reduseres cellekjerneantallet i mindre grad, enn det

gjor uten varmestimulus.

2.4 Oppsummering

Hot water immersjon er en effektiv mate a gke kroppstemperaturen pa. Flere studier har
undersgkt hvordan gkt kroppstemperatur med eller uten kombinasjon av ulike
treningsprotokoller og muskelgdeleggelser pavirker restitusjon, nedbryting og adaptasjoner i
musklene. Brorparten av dyrestudiene finner fordelaktige effekter av oppvarming pa utvikling
av muskelmasse, mens effekten varmestimuli har pa muskelstyrke hos mennesker er mer
uklar. Muskeloppvarming virker ogsa a kunne ha fordelaktige effekter pa aktivering av

satellittceller. Basert pa tilgjengelige studier er det ingen enighet omkring hvor lenge

8 4’ ,6-diamidino-2-phenylindole
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varmebehandling bgr utfares, eller hva som er optimal muskeltemperatur under
gjennomfgringen.

Et nettverk av faktorer regulerer var muskelvekst. Ved vedvarende styrketrening virker
tilfarsel av cellekjerner a veere en ngdvendighet for muskelvekst. Trolig star satellittcellene
for denne tilfarselen. Hvordan ulike regulatorer av satellittcellers aktivitet pavirkes av varme
mangler forskningsresultater. Men aktivering av IGF-1 og pafglgende oppregulering av
proliferasjon, kan veere en plausibel mekanisme. Ulike signalprotein, bl.a. CaN,
veksthormonet IGF-1 og HSP er satt i sammenheng med fasilitert muskelrespons etter

varmestimuli. Disse kan enten virke alene, eller sammen med et stimuli for muskelnedbryting.
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3.0 Metode

Datainnsamlingen er gjennomfart som del av et starre norsk-australsk prosjekt, kalt "Hot
water immersion". Prosjektet er et samarbeid mellom University of Queensland (UQ) og
Norges idrettshggskole (NIH). All datainnsamling ble gjennomfart pa NIH, og de ulike
analysene ble utfart bade ved NIH og UQ.

3.1 Studiedesign

Studien ble gjennomfgrt som en randomisert kontrollert studie over 10 uker. Med hensikt &
undersgke hvordan post-immersjon i varmt vann umiddelbart etter trening pavirket
muskelvekst, styrke, satellitt- og cellekjerneantall og endringer i muskelfiberstarrelse, i
benmuskulaturen. For a male treningsadaptasjoner ble det gjennomfart 1 RM styrketester,
isokinetiske méalinger® i dynamometer, DEXA-skann og MR-malinger. I tillegg til dette ble
det tatt muskelbiopsier av m. vastus lateralis. For en enkel oversikt over studiets design se
tabell 4.

Tabell 4. Studiens forlgp og timingen til de ulike testene og treningen.

MVC X X X X X X
1RM X X
TVQ X X
Muskel X X
-biopsi
DEXA X X
MR X X
Pre-test Intervensjon Post-test
Uke (1-2) B 4 5 6 7 8 9 10 11  12) (13 - 14)

MVC = Maksimal voluntzr kontraksjon; 1 RM = 1 repetisjon maks; TV@ = Tilvenningsgkt.

9 Brorparten av de isokinetiske malingene gikk tapt i softwarefeil og vil saledes ikke relateres
til denne oppgaven.
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3.2 Utvalg

Forsgkspersoner ble hovedsakelig rekruttert fra studentpopulasjonen ved NIH gjennom
presentasjoner, oppheng av plakater i neeromradet og gjennom sosiale medier. Det ble totalt
rekruttert 24 deltakere til studien. Av disse fullfarte 16 studien; syv i intervensjonsgruppen og
ni i kontrollgruppen. Fire av deltakerne var kvinner. Det var to kvinner i hver gruppe, som
alle fullfarte studien. Alle deltakerne ble informert skriftlig og muntlig om studien.
Deltakerne ga skriftlig samtykke til sin deltagelse og fylte ut et helseerklearingsskjema. 1
helseerklaeringskjemaet bekreftet deltagerne at de ikke hadde noen former for skader eller
sykdommer som kunne pavirke studien, eller deres egen helse ved deltagelse. Studien var
vurdert av Regional komité for medisinsk og helsefaglig forskningsetikk, Sgr-@st-Norge.
Deltakernes gjennomsnittlige resultat i de tre 1 RM-testene dannet grunnlag for
gruppeinndelingen. To og to deltakere ble satt i par etter muskelstyrke og randomisert til hver
sin gruppe. En gruppe utfgrte passiv restitusjon, mens den andre gruppen satt stille i varmt

vann (45°C) i 10 min etter hver treningsgkt..

Tabell 5. Oversikt over forsgkspersonenes hgyde og vekt ved studiets start.

PAS Hoyde (cm)  Vekt (kg) HWI Hoyde (cm)  Vekt (kg)
Menn (n=7) 182+ 8 87,5+14,8 Menn (n=5) 186+2 85,6+8,8
Kvinner (n=2) 164 £ 6 68,8 +1,3 Kvinner (n=2) 1772 785%9,2
Totalt (n=9) 178 £ 11 83,3+ 15,3 Totalt (n=7) 183+ 4 83,6 +£8,8
Signifikansniva 0,271 0,992 0,271 0,992
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3.3 Tester

3.3.1 Styrketester
Far og etter treningsperioden ble det gjennomfagrt 1 RM (en repetisjon maksimum)

styrketester i benpress, kne-ekstensjon og kne-fleksjon for & male utviklingen av dynamisk
muskelstyrke. Fgr 1 RM testen ble det gjennomfart en tilvenningsgkt, som bestemte
oppvarmings- og startvekt for 1 RM testen. Tilvenningsgkten og 1 RM testene ble begge
utfart etter samme protokoll (vedlegg 3). De to protokollene ble adskilt med 4872 timer, og

samme adskillelse ble brukt i post-testen som i pre-testen, dersom dette var mulig.

Den generelle oppvarmingen bestod av fem minutter lett sykling pa ergometersykkel.
Deltakerne valgte selv motstand, men ble oppfordret til & holde lett motstand og et turtall
mellom 70 og 90 omdreininger per minutt. Far farste 1 RM lgft, gjennomfarte
forsgkspersonene 10, 5 og 3 repetisjoner pa 50, 70 og 80 % av forventet 1 RM, etter
prestasjonen fra tilvenningsgkten. Under tilvenningsgkten ble vektene justert av testansvarlig
med hensikt & finne 1 RM. 1 RM under tilvenningsgkten ble videre brukt til & bestemme
oppvarmingsvektene under selve 1 RM testen. Det ble gitt 90 sekunders pause mellom
oppvarmingslgftene. Mellom 1 RM-Igft ble det gitt 90 sekunders pause dersom deltakerne
syntes lgftet var "lett",0g 3 minutters pause ble gitt dersom deltakeren eller testansvarlig
klassifiserte lgftet som tungt, eller deltakeren ikke klarte lgftet. Forsgkspersonene fikk
maksimalt to forsgk pa hver vekt. Mellom treningsgvelsene ble det gitt fem minutters pause.
Bade ved godkjente og ikke-godkjente lgft bestemte testleder neste vekt, etter samtale med
den aktuelle forsgkspersonen. Minste endring av totalvekt var 5 kilo for benpress og 2,5 kilo
for kne-ekstensjon og kne-fleksjon. Forsgkspersoner som lgftet mer enn maksimal vekt i kne-
ekstensjon utfarte 1 RM forsgkene med et ben. Laftet vekt fra hgyre og venstre ben ble sa

summert sammen. Oppvarmingslaft ble gjennomfart pa begge bein for alle deltakere.

Standardisering av styrketester

| benpress ble dybde pa laftet standardisert ved bruk av treklosser, mens fotplasseringen ble
tilpasset slik at leggbeinets vinkel i lgftets nederste fase var parallell med gulvet. En av
deltakerne hadde nedsatt bevegelighet og avsluttet derfor lgftets nederste fase fagr leggbeinet
var parallelt med underlaget. I bade kne-ekstensjon og kne-fleksjon ble sitteinnstillinger og
ytterposisjoner standardisert slik at den var lik mellom pre- og post-tester. Ytterposisjoner ble
malt med linjal og markert pa teip som var festet pa apparatene, samt notert ned. Posisjonen

ble markert etter visuell bedgmmelse fra samme testleder. Ytterposisjonen i kne-ekstensjon
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ble satt til ca. 175° i kneleddet, gitt at deltakeren klarte a ekstendere kneleddet til ca. 180°. To
forsgkspersoner hadde nedsatt bevegelighet og ble gitt noe lavere ytterposisjon; ca. 170°. |
kne-fleksjon ble ytterposisjon bestemt der leggbeinet var vinkelrett pa underlaget. Ingen

deltakere hadde problemer med leddutslaget i denne testen.

3.3.2 Magnetresonanstomografi
Endringer av muskelvolumet til m. quadriceps femoris ble malt med magnetisk

resonanstomografi (MR) ved Curato Rgntgen, Oslo City. Alle malinger ble utfart i samme
maskin (Avanto TIM 76x18, Siemens, Erlangen, Germany) og av samme radiograf. MR-
bilder gir fotografiske skiver av muskulatur som etter analyser kan gi informasjon om
tverrsnittsarealet og volumet av larmuskelen (Mijnarends et al., 2013), jf. figur 1. MR er
regnet som gullstandarden nar det gjelder malinger av regional kroppskomposisjon, da den
ikke er invasiv eller innebarer eksponering for straling (Andreoli, Scalzo, Masala, Tarantino,
& Guglielmi, 2009). Far deltakerne ankom Curato Rentgen ble femurlengden malt pa NIH.
Femurlengden ble definert som avstanden fra den store larbensknuten til lateral epikondyle.
Siden muskelens tverrsnittsareal kan variere i ulike deler av muskelbuken, trengs det flere
malinger over muskelen for & sikre valide malinger (Raastad, Paulsen, Refsnes, Rgnnestad, &
Wisnes, 2010). Det ble derfor tatt 15 bilder langs m. quadriceps femoris, og femurlengden ble
brukt til & kalkulere avstanden mellom bildene. Bildene ble produsert med Siemens software
(WB19, Siemens, Erlangen, Germany) og analysert med OsiriX imaging software (Pixmeo,
Geneva, Switzerland). Muskelvolum ble farst kalkulert ved semi-automatisk segmentering
(Yushkevich et al., 2006). Analysene inkluderte kun bilder der m. vastus lateralis var synlig.
Pa enkelte av de mest proksimale og distale bildene var m. vastus lateralis ikke synlig. Disse
bildene ble da ikke tatt med i videre analyser. Det totale muskelvolumet regnet ut fra total-

segmenteringen ble omgjort til kg etter falgende formel: 1.04 kg-I"t (Vierdort, 1906).
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Figur 1. MR bilde av hgyre og venstre Iar. M. Quadriseps femoris er tydeligjort. Muskler har grd farge, fett- og beinvev lys
farge

3.3.3 Dual-energy X-ray absorptiometry
Forsgkspersoner ankom DEXA testingen pa morgenen, etter minimum 10 timer fasting.

Hgyden og kroppsvekt ble malt pa et stadiometer (Seca 217, Seca gmbh & co. kg. Hamburg,
Germany). Deltakerne ble deretter posisjonert i DEXA- (Lunar iDEXA; GE Helthcare,
Madison, W1) etter testleders instrukser. Dette innebar at ankler og knar ble holdt sammen av
stgtteband, og at armer ble holdt til siden med handflaten mot hoften og tomlene pekende opp
Deltakerne 13 deretter stille i ca. 10 minutter mens total og regional beinmasse, fettfri masse
og fettvev ble beregnet, jf. figur x. DEXA-maskinen ble kontrollert hver morgen, de dager det
ble utfart malinger, og alle deltakerne ble scannet i "standard mode". Skannede filer ble
automatisk analysert med enCORE software (v. 14.10.022 (GE)). Analyse av
interesseomrader ble etter skanning kvalitetsjekket av analyseansvarlig. Reliabiliteten til
Lunar iDEXA har lavere enn 1% variasjonskoeffisient (CV) for alle kroppskomposisjoner,
med unntak av fett lokalisert i mageregionen, som har noe hgyere variasjon (CV=2.32 %)
(Hind, Oldroyd, & Truscott, 2011). | denne oppgaven ble kun DEXA resultater fra

beinmuskulaturen brukt.
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Figur 2. Eksempel pd forsgksperson under DEXA mdling (venstre) og muskulatur som inkluderes i DEXA-bein (hgyre).
Muskelmasse distalt (venstre) for red markeringen ble inkludert i analysene.

3.4 Treningsprotokoll

Totalt 10 ukers styrketrening ble gjennomfart ved to ukentlige treninger, noe som resulterte i
gjennomfgring av totalt 20 treningsgkter. All trening ble overvaket av en trener, sa langt det
lot seg gjere. En deltaker trente av logistikkmessige arsaker to uker pa NIH og atte uker pa
eget treningsstudio, uten direkte treningstilsyn. Undertegnede og en annen trener hadde

ansvar for treningen av deltakerne.

3.4.1 Treningsgvelser
De fire styrkegvelsene beinpress, kne-ekstensjon, kne-fleksjon (Technogym, Italia) og gaende

utfall ble benyttet gjennom hele treningsperioden. | tillegg ble de fem plyometriske gvelsene
"countermovement drop jumps, "slow eccentric squat jumps", "split lunge jumps",
"countermovement dumbbell jumps™ og "countermovement box jumps™ benyttet. Kun en av
de plyometriske gvelsene ble benyttet under en treningsgkt, og hver spenstagvelse ble
gjennomfart over to uker, i nevnt rekkefglge. Med unntak av de to ferste ukene hvor det ikke
ble benyttet hantler (Technogym, Italia), ble plyometriske gvelser gjennomfert med 50% av

vekten benyttet i utfall.
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Figur 3. Forsgksperson utfgrer treningsgvelsene beinpress (A), kne-ekstensjon (B), kne-fleksjon (C) og gdende utfall (D).

3.4.2 Treningsgkten
Forsgkspersonene varmet rolig opp i 10 minutter pa ergometersykkel (Ergomedic 828E,

Monark, Sverige) far de startet med treningsgvelsene. Det ble ikke gjennomfart spesifikk
oppvarming far styrketreningen. Forsgkspersonene gjennomfarte seks sett med beinpress,
mens det ble gjennomfert tre sett i de andre treningsgvelsene. Hvert sett bestod av 8-28
repetisjoner, og totalt gjennomfgrte deltakerne 18 sett. | gaende utfall utferte deltakerne steg
med annet hvert bein, totalt 20-28 steg per sett. De plyometriske hoppene ble utfgrt pa kasser
(Eleiko, Sverige) fra 40 cm hgyde. Det ble gitt 90 sekunders pause mellom settene og to

minutters pause mellom gvelsene. Treningsgkten er vist i tabell 6.
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Tabell 6. Viser de ulike gvelsene, antall sett og antall repetisjoner som ble brukt under treningsgktene.

@velse Antall sett  Antall repetisjoner per sett
Beinpress 6 8-12

Kne-ekstensjon 3 12

Kne-fleksjon 3 12

Gaende utfall 3 20-28*

Plyometrisk gvelse 3 12

*Totalt antall steg for begge bein

3.4.3 Treningsprogresjon

1 RM i beinpress, kne-ekstensjon og kne-fleksjon dannet utgangspunkt for startvekt ved farste
treningsgkt. En startvekt pa 65-70 % av 1RM ble benyttet for beinpress og kne-ekstensjon,
mens startvekten for kne-fleksjon ble satt til 55-65 % av 1RM. Belastningen ble justert under
og etter de to farste treningsgktene, for a tilpasse en optimal individuell belastning til hver
deltaker. Dette fordi startvekten for enkelte deltakere var for lett, mens den for andre var for
tung. I gaende utfall ble 40 % av kroppsvekt brukt som belastning, mens det for plyometriske
gvelser ble brukt 20 %. Hantelvektene ble rundet opp i de tilfeller der deltakere havnet
mellom to vekter. Deltakerne ble heller ikke presset maksimalt under de to farste
treningsektene for & unnga muskelstglhet (DOMS; Delayed onset muscle soreness).
Annenhver uke ble treningsmotstanden justert for alle gvelser. For gaende utfall og de
plyometriske gvelsene var gkningen pa forhand bestemt til to og en kilo, mens gkningen i
beinpress, kne-ekstensjon og kne-fleksjon ble bestemt av de treningsansvarlige. @kningen ble
gjort etter subjektiv vurdering av den treningsansvarlige. Dersom gkningen i treningsmotstand
viste seg a veere suboptimal (FP klarte & gjennomfare seriene lett), ble treningsmotstanden
justert pa neste treningsgkt. For detaljert beskrivelse av treningsopplegget se vedlegg 4.
Treningsprogrammet er basert pa tidligere studier av Roberts et al. (2015). Ved skader eller
sykdom ble treningsmotstand, gvelser og pauser tilpasset deltakeren yteevne. To av
deltakerne fikk tilpasset treningsopplegget i henholdsvis 4 og 5 uker, pga. belastningskader.
En i hver gruppe. Flere deltakere ble gitt lengere pauser i treningsgvelsen utfall de siste 4

ukene av treningsperioden, fordi de ikke maktet & gjennomfare repetisjonene uten lengere
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pauser. Dette gjaldt naer alle deltakere, og det er derfor ikke registrert hvilken gruppe disse
tilharte.

3.5 Registrering av trening og ernaering

For & kontrollere og ha oversikt over treningen deltakerne utfgrte utenom prosjektet, ble
deltakerne bedt om & registrere sin ukentlige trening i et eget skjema (vedlegg 5). Denne
informasjonen kunne i etterkant av studiene brukes i tolkningen av innsamlede data og i

ytterste tilfelle ekskludere deltakere som ikke oppfylte kriteriene i studien.

For a sikre at deltakerne inntok tilstrekkelig mengde protein fer og etter treningsgkten, inntok
deltakerne en proteinshake med ~ 21 gram protein (Proteinfabrikken) en time fer, og direkte
etter treningsgkten. Deltakerne malte selv opp proteinmengde etter oppleering fra en av de
treningsansvarlige. | uke 3, 5, 7 og 9 registrerte deltakerne sitt eget kosthold over fire dager
(vedlegg 6). Kostholdet ble analysert, slik at deltakere som inntok for lite protein eller for lav
energimengde kunne bli identifisert og oppmuntret til & gke sitt protein eller energiinntak.

Ingen deltakere fikk beskjed om & gke sitt protein- eller energiinntak.

3.6 Intervensjon

Deltakere som ble randomisert til varme bad satt 10 minutter i et oppblasbart basseng (iCool
iBody, iCoolSport, Australia) etter hver treningsgkt. Deltakerne satt med utstrakte bein og
med vann til mellom nedre del av sternum og navlen, jf. figur 4. Vannet ble oppvarmet av et
eksternt varmeelement (iLite, iCoolSport, Australia). Vanntemperaturen ble kontrollert med et
handholdt termometer (Hanna, H1147-00, ltalia). Dette ble gjort pa morgenen hver
treningsdag, og umiddelbart for 61 % av treningsgktene. Gjennomsnittstemperaturen i
bassenget var 44,6 + 0,9 °C. To av deltakerne brukte tennissokker under badingen for a
redusere smerte rundt ankler, grunnet vanntemperaturen. For & opprettholde et hygienisk

klima i bassenget ble vannet skiftet ut og bassenget vasket en gang per uke. Deltakerne i
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passive restitusjonsgruppen satt posisjonert inntil en vegg med utstrakte bein i romtemperatur

i 10 minutter.

Figur 4. Forsgksperson bader i det oppblasbare bassenget..

3.7 Muskelbiopsier

Det ble tatt muskelbiopsier far treningsperioden startet, og direkte etter siste treningsakt. |
tillegg ble det tatt muskelbiopsier 2, 24 og 48 timer etter siste treningsgkt. Muskelbiopsiene
ble tatt fra m. vastus lateralis midtre del i dominant ben. Pre-biopsien ble tatt pa 1/3 av
lengden til m. vastus lateralis (distal del), mens postbiopsien ble tatt 3 cm over pre-biopsien.
Far inngrepet ble biopsiomradet vasket med desifiserende vaske (klorhexidin), far det ble gitt
lokal bedgvelse (Xylocain-adrenalin, 10 mg*ml™* + 5 pug *ml?, AstraZeneca, Sodertilje,
Sverige). Ved bruk av skalpell ble det snittet 15-20 mm gjennom hud og muskelfascien. En 6
mm steril Bergstrom-nal (Pelomi, Albertslund, Danmark), koblet til 50 milliliters
vakuumsprgyte ble fgrt inn i snittet og det ble hentet ut totalt 200-300 mg muskelvev pa 1-3
"klipp". Dersom det ble ufart flere klipp, ble disse tatt i ulike retninger. Muskelvev til
histokjemiske analyser ble renset for blod, bindevev og fett og skjert vinkelrett pa
fiberretningen med et barberblad, fgr de ble lagt i form med stabiliserende medium
(Cat#Kma-0100-00a; CellPath Ltd, Newtown Powys, Mid Wales, UK). Formen med IHC-
biter ble sa direkte nedfryst i isopetan, nedkjelt i flytende nitrogen (~ - 120°C), fer de ble

lagret i ultrafryser (~ - 80° C). Da muskelvev var blitt hentet ut ble saret lukket med strips og
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dekket med plaster. 6-7 dager etter inngrepet var saret grodd og deltakerne fjernet selv

bandasje og strips.

3.7.1 Snitting av muskelbiopsier
Det ble tatt en muskelbiopsi fer treningsperioden. | tillegg ble det tatt muskelbiopsier

umiddelbart, 2, 24 og 48 timer etter treningsperioden. Muskelbiopsier tatt for og umiddelbart
etter treningsperioden ble analysert. Muskelbiopsiene ble tatt ut av ultrafryser og lagt i
kryostat (CM1950, Leica Microsystems, NuBloch, Tyskland) ved -20 °C i 30 min. Vevsbiten
ble sa festet til en kutteskrue med lim (Cat#Kma-0100-00a; CellPath Ltd, Newtown Powys,
Mid Wales, UK) far skruen ble montert pa objekthodet til kryostaten. For a fa en ren
kutteflate og undersgke kvaliteten pa vevsbiten ble det kuttet noen snitt av vevshiten, far snitt
med atte um tykkelse ble lagt pa dekkglass (VWR, Tyskland). Muskelbiopser fra samme
forsgksperson ble lagt pa samme glass, til ssmmen fem stk. Bitene ble lagt i kronologisk
rekkefglge og det ble til sammen laget 10 nabosnitt. Nabosnitt fra samme forsgksperson ble
pakket inn i linsepapir (Assistent, Germany) og aluminiumsfolie for de ble lagt tilbake i

ultrafryseren.

3.8 Immunhistokjemi

For & identifisere ulike strukturer i muskelsnittet ble det brukt spesifikke antistoff. To ulike
merkeprotokoller (vedlegg 8A og 8B) ble brukt for a identifisere satellittceller, fibertyper og
cellekjerner. For & undersgke endringer i antall satellittceller ble snitt merket med antistoff
mot laminin og NCAM, mens dystrofin og SC71 ble benyttet som antistoff for a identifisere
fibertyper og fiberareal. Lim som inneholdt DAPI (Dapi ProLong, USA) ble brukt som
marker for & identifisere cellekjerner. For oversikt over antistoff og deres egenskaper se tabell
7.
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Tabell 7. Oversikt over antistoff og cellekjernemarkar brukt i studien, deres bindingsegenskaper, lot nr., produsent og
fortynning.

Antistoff | Vertsdyr Bindes til | Lot nr. Produsent | Fortynning
Primeerantistoff Anti- Mus, monoklonal | NCAM GR236708-1 | Abcam 1:400
NCAM
Primeaerantistoff SC-71 Mus, monoklonal | MHC Il X DSHB 1:1000
Primaerantistoff Anti- Kanin, polyklonal | Laminin 00051761 DAKO 1:500
laminin
Primeerantistoff Anti- Kanin, polyklonal | Dystrofin | GR226781-5 | Abcam 1:1000
dystrofin
Sekundaerantistoff | CF-488 Geit, monoklonal | Anti-mus 14C1013 Biotium 1:200
Sekundaerantistoff | CF-594A | Geit, polyklonal Anti-kanin | 14C0916 Biotium 1:200
Cellekjernemarkgr | DAPI DNA 1266174 Invitogen | *

* DAPI kommer ferdig levert i monteringsmedium

3.8.1 Mikroskopi

Et lysmikroskop (Olympus BX61, Japan) tilkoblet en fluoriserende lyskilde (EXFO,
X1120PC-Q, Canada) ble brukt for a analysere snittene merket med ulike antistoff. Et digitalt
kamera (Olympus DP72, Japan) var tilkoblet mikroskopet. Mikroskop og kamera ble styrt av
Cell*-F (Olympus, Japan. Software for Windows XP Microsoft, USA). Mikroskopet har tre
ulike filterkuber; DAPI, Texas-red og FITC.

3.8.2 Utregning av fibertyper og fiberareal

Snitt som ble brukt til analyser av fibertyper og fiberareal, ble merket mot dystrofin og MHC
I1. Bilder ble tatt i Cell*F med 4x objektiv. Begge bildene ble tatt i sort/hvitt, fer de ble
invertert i samme program. Bildene ble deretter behandlet og analysert i TEMA (ChekVision,
Hadsund, Danmak). Membransensitiviteten ble satt til "125" eller "126" og "max gap size" til
35 for optimal tilpasning av cellemembranene. Minimum og maksimum fiberstarrelse ble satt
til henholdsvis 1000 um? og 400 mm?. Fibre starre enn 15000 um? ble manuelt undersgkt, for
a utelukke inkludering av felter programvaren feilregistrerte som fiber. | analysene ble
muskelfibrene programvaren hadde registrert enten beholdt, addert eller ekskludert. Addering
foregikk ved a manuelt tegne pa nye membraner der programvaren ikke hadde registrert den
faktiske membranen. Bade faktiske og feilaktig registrerte muskelfibre ble ekskludert, etter
kriterier oppsummert i tabell 8. Programvaren ble sa brukt til 8 male cellearealet innenfor
dystrofinmerkingen, far et bilde av fibertypemerkingen ble lagt over det behandlede bildet.
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Fibertypesammensetningen blir lagt frem som prosentvis fordeling mellom type | og type Il
fibre, mens muskelfiberarealet blir presentert per muskelfibertype. Alle analyser med unntak

av to pre-snitt, ble gjort pa samme nabosnitt for alle forsgkspersonene.

Tabell 8. Kriterier for eksklusjon av muskelfibre.

Eksklusjon av fibre

Fibre med unormal form?©
Fibre som ligger utenfor det samlede snittet
Fibre hvor det er brudd pa membranen
Fibre som ligger omkranset av ekskluderte fiber
Fibre som ligger skjevt og dermed er kuttet pa tvers (avlang form)
Store omrader med generelt darlig kvalitet
Fibre langs ytterkant av snitt med unormal form eller tydelig avflatet kant

Fibre med flere membraner i seg/membranen er sammenflettet med andre fiber

VL S
L)
. »
4 8%
shivert LN
3 )
. vyt b, 0, LS
. * .
LR B e, e e el
f L] . L} [}
* . e » . . L} L]
*y '. ‘ 2% L R ) LA
P te v, o e ‘e Lt
A . - . *
.o . o fwen®e . * . ." S
P . o v e, o Ui
S, st . o Beat, (W o a g » .* @
o . - . . > e .
. . o W) .. . e
=, ta e e g o ge ey
'Y >
» 4 g * . » ¢ * .
= 3 -\ L *e Lk s Tt 0 o *a,2"
’ - e P 2 - . & * . .
. e ‘e . » * 2 a * oaxu
- » * e ehet - e v (e . e,
.
. " Av R sk, sl s 4" 2T A o'-_
- - . . . - *
.o e " » P o s® ts o P 0 ek bl
. X owle 4 " * . solls P S !
. s @ .. bae, * N
K ¢ s ae o Bt e L AR et e e
- .. L) L
. Lo *
v Rl s Lo Rl ) 0’. 0 O o O e i) O S
- - Ll
. . R* "md s FO PR ‘0
. * . . e . . PO Ya
% S el iy *+ e v i .
LR - £ P o s, .
. . P . L * PO Y N
- ol “ . -4 * - -
- . & o N . . o i
- - » ¥
I ox Taee, R o
. - §
Ll - -
- -

Figur 5. Utregning av fiberareal (venstre) og klassifisering av fibertype (hgyre). Skiermdump er hentet fra analyser i TEMA.

10 Fibre som har skarpe kanter, dvs. fibre som tar form som pizzastykker e.l.
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3.8.3 Muskelcellekjerner

For hver forsgksperson ble det identifisert muskelcellekjerner fra 50 type I- og 50 type Il
fibre. Antall identifiserte fibre ble valgt etter funn av Mackey et al. (2009), som viste at
identifisering av bade 25 og 50 fibre gir svert hgy relabilitet. Fargebilder ble tatt i Cell-F med
10x objektiv med tre ulike bandpassfiltre (DAPI, FITC og Texas-red). Bildene ble
sammensmeltet (se figur 6) far antall cellekjerner manuelt ble telt i bildeprogramvaren Fiji
(open source software). | denne analysen ble det brukt et bilde fra hvert filter, samt to ulikt

sammensmeltede bilder.

Kun kjerner som oppfylte kriteriene i tabell 9 ble inkludert. VVed uklarhet om en kjerne skulle
inkluderes eller ikke, ble bildet forstarret (zoom) for lettere & kunne avgjere hvorvidt en
cellekjerne oppfylte inklusjonskriteriene. Fordi snittet har en tykkelse pa atte um kunne
membranen bli kuttet noe uregelmessig eller skjevt, noe som kunne vanskeliggjare
identifiseringsarbeidet. | disse tilfeller ble "sentrum™ av den sterkeste merkingen brukt til &
vurdere hvorvidt en cellekjerne skulle inkluderes, eller ikke. Dersom det fremdeles var tvil
om en kjerne skulle medregnes, var lokasjonen av den svakere merkingen avgjgrende. For a
skille kjerner med sveert lav DAPI-markering fra stgy ble "de minste” markeringene kun

inkludert som kjerner dersom intensiteten pa merkingen var sterk.

Muskelcellekjerner presenteres som antall cellekjerner per muskelfiber og relatert til
fibertype. Kjernedomenet ble uttrykt for hver fibertype, og ble regnet ut som kvotienten av
muskelfiberarealet og antall cellekjerner. Alle analyser med unntak av to pre-snitt ble gjort pa

samme nabosnitt for alle forsgkspersonene.

Tabell 9. Inklusjonskriterier for muskelcellekjerner.

Inklusjonskriterier for muskelcellekjerner

DAPI-merkingens geometriske midtpunkt er sentrert innenfor dystrofinmerkingen (subjektiv vurdering)

DAPI-merkingen ma vaere klar
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Figur 6. Bilde av merking mot cellekjerner, dystrofin og MHC II*1. Cellekjerner vises med bld farge, dystrofin med rgd. Grann
farge markerer merking mot MHC Il, mens muskelceller med svart farge viser fravaer av merking mot MHC Il og indikerer
type | fiber.

3.8.4 Satellittceller — Kvantifisering og relatering til fibertype
| tellingen av satellittceller ble det farst tatt et oversiktsbilde av lamininmerkingen. Hvis

snittet var sa stort at hele snittet ikke ble inkludert pa et bilde ble en del av snittet med
tydelige membraner, god NCAM-merking og praktisk fasong valgt ut. Bildet ble tatt i
sort/hvit i Cell*F, hvor det ogsa ble invertert. Videre ble det tatt fargebilder av laminin,
NCAM og DAPI-merkingen med 20x objektiv. Fargebildene ble lastet opp i FIJI hvor
kvantifiseringen forgikk. Kun merking som oppfylte kriteriene i tabell 10, ble registrert.
Fordelen med denne metoden og programvaren er at man bade kan forstarre og veksle
mellom bildene. Det er ogsa enkelt a kontrollere registrerte satellittceller i ettertid. Alle fibre
som ble undersgkt for satellittceller ble markert med tusj pa oversiktskartet, mens fibre som
oppfylte eksklusjonskriterier (tabell 8) ble krysset ut. Satellittceller ble tydelig markert som en
prikk. Antall fibre ble telt og markert manuelt i FIJI og ved hjelp av en et telleapparat
(Laboratory Counter). Denne telle- og markeringsmetoden bidro til & gke troverdigheten og
ngyaktigheten i en krevende telleprosess.

11 Myosinets tunge kjede i fibertype Il
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Pa bakgrunn av resultater fra Mackey et al. (2009) ble antall telte fibere satt til & veere minst
50 type 1, og 75 type Il fiber. Et av snittene inneholdt omrader med store partier stay
(uspesifikke bindinger). Disse omradene ble fjernet fra analysene, noe som farte til at dette
snittet kun inneholdt 52 type 1l fiber. | gjennomsnitt ble 147 type | og 218 type Il fiber
kvantifisert for SC. Antall telte fiber er derfor godt over standarden satt av Mackey et al.
(2009), og burde indikere hay reliabilitet.

En konsulent med stor erfaring med kvantifisering av SC bidro til a telle SC pa 8
forsgkspersoner, fire i hver gruppe. Merking, bildetaking, resterende SC-tellinger telling og
utregning av totalt fiberantall ble foretatt av undertegnede pa Norges idrettshagskole.

Satellittceller presenteres videre som antall satellittceller dividert pa antall telte fiber, per
fibertype (SC/F). Alle analyser med unntak av to pre-snitt, ble gjort pa samme nabosnitt for

alle forsgkspersonene.

Tabell 10. Inklusjonskriterier for NCAM.

Inklusjonskriterier for NCAM

NCAM-merkingen merker minst 50 % av omkretsen til cellekjernen
NCAM-merkingen er sentrert innenfor lamininmerket membran

DAPI-merkingen ligger rundt- og fyller NCAM-merkingen
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Figur 7. Oversiktsbilde over snitt merket med laminin (Venstre) og del av et snitt merket mot MHC hvor totalt antall type | og
type Il fiber blir kvantifisert (Hgyre). Lilla farge markerer type | fibre og gul farge indikerer type Il fibre.
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Figur 8. Lokalisering av satellittcelle. De fire bildene viser: (A) laminin (membran), (B) cellekjerne (DAPI), (C) satellittcelle
(NCAM) og (D) et sammensatt bilde av de tre filtrene. Satellittcellen er akseptabelt markert med NCAM (C), inneholder
cellekjerne (B) og er lokalisert pa innsiden av membranen (A).

3.9 Statistikk

I studien ble det undersgkt pre til post endringer i to uavhengige grupper. Normalitet ble
undersgkt med Shapiro-Wilks test. For a finne signifikante forskjeller innad i gruppene (pre til
post) i normalfordelt data ble det benyttet paret t-test, mens det ble brukt uparet t-test for a
finne signifikante forskjeller mellom gruppene. For a finne signifikante forskjeller innad i
gruppene i data som ikke var normalfordelt, ble det brukt Wilcoxon og Wilcoxon-test, mens
Mann-Whitney testen ble brukt for a finne signifikante forskjeller mellom gruppene.
Beinpress, type Il fiberareal og antall satellittceller i type Il fibre, alle i PAS, var ikke
normalfordelt. En effekt av intervensjonen har forekommet dersom det er forskjeller i endring
fra pre til post (deltaverdi) mellom gruppene. Signifikante forskjeller defineres i oppgaven
som p<0,05 og tendens som p<0,1. Alle resultater presenteres som gjennomsnitt +
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Standardavvik (SD). Analyser er gjennomfart i Microsoft Excel 2016 (Microsoft Excel
[computer software], Remond, WA, USA) og Prism 6 (GraphPad Software Inc, San Diego,
CA, USA).
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4.0 Resultater

4.1 Baseline

Far treningsperioden var det ingen forskjeller mellom de to gruppene i styrke, muskelmasse
(tabell 11) eller for immunhistokjemivariablene (tabell 12). Kun PAS gkte sin kroppsvekt
signifikant gjennom treningsperioden, men det var ingen forskjell mellom gruppene pa

endring i kroppsvekt (tabell 13).

Tabell 11. Oversikt over deltakernes baselineverdier og signifikansniva i malinger av styrke og muskelmasse, for
treningsperioden.

Baseline tabell PAS HWI p-verdi
1 RM —KE (kg) 94 +29 107 £32 0,39
1 RM — Beinpress (kg) 236+ 78 223 +79 0,74
LBM bein (kg) 21,655+4,411 22,962 + 3,708 0,54
MR (kg) 2,65+0,59 2,81+0,54 0,59

1 RM = 1 repetisjon maks, KE = Kne-ekstensjon, LBM = lean body mass, MR =
Magnetresonanstomografi. PAS = passiv gruppe, HWI = Intervensjonsgruppe.

Tabell 12. Oversikt over deltakernes baselineverdier og signifikansnivd i intramuskulaere mdlinger, far treningsperioden.

Baseline tabell PAS HWI p-verdi
Fiberareal (um?)
Type | 4584 + 1059 5390+ 1178 0,13
Type ll 6366 + 1883 5817 £ 939 0,67
Cellekjerner per fiber (antall)
Type | 1,73+ 0,41 1,80 + 0,41 0,76
Type Il 2,34+ 0,49 2,03 +0,35 0,18
Kjernedomene (um?/cellekjerner)
Type | 2744 + 994 3068 + 663 0,47
Type Il 2748 + 1018 2908 + 461 0,71
Fibertype (%)
Type | 39110 38+12 0,81
Type Il 61+10 61+11 0,81
Satellittceller (antall/100
muskelfiber)
Type | 4,4+2,8 4,8+4,0 0,82
Type Il 6,4+4,9 7.3+3,8 0,83

PAS = passiv gruppe, HWI = Intervensjonsgruppe.
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Tabell 13. Kroppsvekten fgr og etter treningsperioden

Pre (kg) Post (kg) Prosent (%) endring p-verdi
PAS 83,4+15,3 85,5+14,6 2,5+2,31 p<0,01*
HWI 83,6+ 8,8 84,7 +10,0 1,3+2,77 p=0,32

*Signifikant forskjellig fra pre verdien (p<0,01)

4.2 Endring i muskelstyrke gjennom treningsperioden

Bade PAS- og HWI-gruppen hadde signifikant styrkefremgang i bade benpress og kne-
ekstensjon fra pre til post tester (tabell 14). HWI-gruppen gkte sin styrke i beinpress og kne-
ekstensjon med 39 + 12 kg og 17 + 9 kg, noe som tilsvarer en gkning pa henholdsvis 20 + 11
% (p<0,01) 0og 17 + 6 % (p<0,01) (figur 9). Kontrollgruppen oppnadde en gkning pa 21 + 17
% (p=0,04) og 26 + 15 % (p<0,01), etter 47 = 56 kg og 22 + 14 kg gkning i beinpress og kne-
ekstensjon. Det var ingen forskjell i endring mellom gruppene i styrkefremgang for hverken
beinpress (p=0,7), eller KE (p=0,35).

Tabell 14. Absolutte verdier og signifikansniva for muskelstyrke i beinpress og kne-ekstensjon.

Maling/Gruppe Pre Post p-verdi! p-verdi?
1RM -BP (kg)
PAS 23678 283 +107 <0,01° 0,78
HWI 223 +79 261 £ 82 <0,01
1RM - KE (kg)
PAS 94+ 29 116 £ 27 <0,01 0,35
HWI 107 + 32 124 £ 31 <0,01

Ip-verdi for pre til post endring. 2 p-verdi for forskjell i endring mellom gruppene. BP = beinpress, KE =
kne-ekstensjon, PAS = passiv gruppe, HWI = Intervensjonsgruppe.
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Figur 9. Prosentvis endring i muskelstyrke i benpress (A) og kne-ekstensjon (B). *, signifikant forskjellig pre til post p<0.05. a,
statistikk mellom gruppene gjennomfgrt med ikke-parametrisk test.

4.3 Endring i muskelmasse gjennom treningsperioden

Bade HWI- og PAS-gruppen gkte muskelmassen signifikant ved bade DEXA- og MR-
malinger, gjennom treningsperioden (tabell 15). @kningen av masse i HWI gruppen var 2+1
% (p=0,003) (DEXA) og 65 % (p=0,01) (MR) (figur 10). Den absolutte gkningen var for
DEXA 410£221 g og 170+130 g for MR-malingen. PAS opplevde en starre absolutt gkning i
muskelmasse enn HWI, hvor DEXA gkte med 997+491 g og MR med 0,27+0,13 kg
muskelmasse, noe som resulterte i en gkning pa 5+3 % (DEXA) og 1146 % (MR). Pa tross av
at PAS signifikant hadde starre absolutte (DEXA,; 587 g, MR; 90 g) og relative gkninger
(DEXA; 3%, MR; 5%) i muskelmasse i beina malt med DEXA, var det ingen signifikante
forskijeller i endringer mellom gruppene for MR-malingen (p=0,18), selv om tendensene i

malingene var de samme.
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LMB - Bein
(%-vis endring fra pre)

Tabell 15. Absolutte verdier i de to gruppene for lean body mass bein (LBM bein) og estimert masseav m. quadriceps far

(Pre) og etter (Post) treningsperioden.

Maling/Gruppe Pre Post p-verdil p-verdi?
LBM bein (kg)
PAS 21,655+4,411 22,652 +4,173 <0,01 0,01*
HWI 22,962 £3,708 23,372 +3,658 <0,01
m. quadriceps masse
(kg) (kg)
PAS 2,65 +0,59 2,91+0,53 <0,01 0,18
HWI 2,81+0,54 2,98 +0,61 0,01
Ip-verdi for pre til post endring. 2 p-verdi for forskjell i endring mellom gruppene. * signifikant
forskjell.
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Figur 10. Prosentvise endringer i DEXA (A) og MR (B). *,signifikant forskjellig pre til post p<0.05. #, signifikant forskjell i

endring mellom grupper p<0.05.

4.4 Endring i immunhistokjemiske variabler gjennom

treningsperioden

Cellekjerner

Den absolutte endringen av antall cellekjerner per fiber gjennom treningsperioden utgjorde en

tendens til signifikant gkning i type Il fibrene i HWI-gruppen (0,65, p=0,06), men ikke for
type | HWI, type | PAS og type Il PAS (0,29, p=0,16; 0,03, p=0,73; 0,13, p=0,47) (tabell 16).

Det var ingen forskjell mellom gruppene i endring i antall cellekjerner verken for for type I-

(p=0,76) eller for type Il fibrene (p=0,18) (figur 11).
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Fiberareal

Det ble ikke registrert statistisk signifikante endringer i fiberareal for HWI-gruppen, til tross
for en gkning pa 15 % (p=0,21) i type | fibrene og 20 % (p=0,14) i type Il fibrene. Liknende
resultater ble funnet hos PAS-gruppen i begge fibertyper (type I fibre; 10 %, p=0,39, Type II
fibre; 12 %, p=0,29). Det var heller ingen signifikante forskjeller mellom gruppene for

endring av fiberareal (tabell 16; figur 11).

Kjernedomene

Gjennomsnittlig starrelse pa kjernedomener ble ikke endret gjennom treningsperioden,
hverken for type I- og type Il fiber, i HWI og PAS (tabell 16). Mellom HWI og PAS ble det
heller ikke funnet forskjeller i endring, for hverken type I-, eller type Il fiber (p=0,55,
p=0,47).

Satellittceller

Det var ingen signifikante endringer i antall satellittceller gjennom treningsperioden for
hverken HWI eller PAS, bade i type I- og type I1 fiber. Det var stor individuell variasjon fra
pre til post, spesielt i type I fibrene i HWI gruppen, men dette medfarte ikke forskjeller i
endring mellom de to gruppene (tabell 17; figur 11). Hverken i type I- eller type 1l fiber
(p=0,30, p=0,37).

Fibertyper

Fibertypefordelingen ble ikke endret gjennom treningsperioden for hverken type | eller type Il
fiber 11, bade i HWI1 og PAS. Det var falgelig heller ingen forskjeller i endring mellom de to
gruppene (tabell 18), hverken for type I- eller type Il fiber (p=0,49, p=0,40).
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Tabell 16 Absolutte verdier fgr og etter treningsperioden, samt signifikansniva for antall cellekjerner per fiber, fiberareal og

kjernedomene.

Maling/Gruppe Pre Post p-verdi? p-verdi?
Cellekjerner per fiber —
type-I (antall)
PAS 1,73+0,41 1,70£0,34 0,73 0,76
HWI 1,80+0,41 2,09+0,51 0,16
Cellekjerner per fiber— type-
1l (antall)
PAS 2,34+0,49 2,47 £ 0,39 0,47 0,18
HWI 2,03+0,35 2,67 0,79 0,06
Fiberareal - type 1 (um?)
PAS 4584 + 1059 4881 £ 948 0,39 0,49
HWI 5390+1178 6153+ 1881 0,21
Fiberareal - type-Il (um?)
PAS 6366 £ 1883 6870+ 1490 0,42 0,62
HWI 5817 £ 939 7010 £ 2272 0,14
Kjernedomene — type-1
(cellekjerner/um?)
PAS 2744 + 994 2945 + 862 0,477 0,55
HWI 3068 + 663 3007 + 836 0,87
Kjernedomene — type-Ii
(cellekjerner/um?)
PAS 2748 £ 1018 2731 £ 559 0,95 0,47
HWI 2908 £ 461 2650 £ 525 0,24

Ip-verdi for pre til post endring. % p-verdi for forskjell i endring mellom gruppene. ° Statistikk mellom
gruppene gjennomfgrt med ikke-parametrisk test.

Tabell 17. Absolutte verdier fgr og etter treningsperioden, samt signifikansniva for satellittceller

Maling/Gruppe Pre Post p-verdi?! p-verdi?

Satellittceller — type-I
(antall/100 muskelfiber)

PAS 4,4+2,8 50+3,5 0,69 0,30

HWI 4,8 + 4,0 8,2+4,5 0,16
Satellittceller — type-II
(antall/100 muskelfiber)

PAS 6,4+4,9 54+3,1 0,62° 0,37°

HWI 7,3+3,8 7,3+3,8 0,25
Ip-verdi for pre til post endring. 2 p-verdi for forskjell i endring mellom gruppene. ? Statistikk mellom
gruppene gjennomfgrt med ikke-parametrisk test.

57



Tabell 18. Absolutte verdier fgr og etter treningsperioden, samt signifikansniva for fibertyper.

Maling/Gruppe Pre Post p-verdi? p-verdi?
Fibertype I (%-vis antall)
PAS 38+12 38+ 16 0,63 0,49
HWI 39+10 46+ 16 0,21
Fibertype Il (%-vis antall)
PAS 6211 62+ 15 0,63 0,40
HWI 6119 54+16 0,21

Ip-verdi for pre til post endring. 2 p-verdi for forskjell i endring mellom gruppene.

100- $

Cellekjerner
(%-vis endring fra pre)

-50
Typel Typell Typel Typell
HWI PAS
c
1004
@
_a 75 °
s p
@ “c-n 50
E ¢
S5 25
2 c
Eo 0.
2w
¥'=
§ -25-
-50
Typel Typell Typel Typell
HWI PAS

Muskelfiberareal
(%-vis endring fra pre)

Satelittceller

a
80 -
L]
=40
Typel Typell Typel Typell
HWI PAS
P a
‘@ 8004
o
£ 600
e
% 400 -
00
c
& 2004 °
2 .
N I O -
e O
T T T T
Type | Type ll Type | Type ll
HWI PAS

Figur 11. Prosentvise endringer i antall cellekjerner per fiber (A), muskelfiberareal (B), kiernedomene (C) og NCAM positive
satellittceller (D). $, tendens til forskjell fra pre til post p=0.05-0.1. 2, statistikk mellom gruppene gjennomfgrt med ikke-

parametrisk test.
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5.0 Diskusjon

Malet med denne studien var & undersgke om varme bad (HWI) tatt umidelbart etter hver
treningsgkt pavirket gkningen av muskelstyrke, muskelmasse, fiberareal, satellittcelle- og
cellekjerneantall hos styrketrente unge mosjonister, sammenliknet med en kontrollgruppe som
ikke fikk varmebehandling (PAS), gjennom 10 uker med tung styrketrening. Hovedfunnet fra
denne studien er at HWI hemmet tilveksten av muskelmasse i beina sammenliknet med PAS,
malt med DEXA. I tillegg tenderte gkningen av antall cellekjerner i type I1-fiber mot
signifikant gkning kun for HWI. Intervensjonen hadde ingen effekt for noen av de andre

malingene.

5.1 Muskelmasse og muskelstyrke

Oppsummering mot tidligere studier

Sammenliknet med den eneste menneskestudien som har sammenliknet kombinert
varmestimulus og styrketrening (Goto et al., 2007) (tabell 1) viser var studie motsatt effekt av
varmebehandlingen. | studien til Goto et al. (2007) gkte tverrsnittsarealet i m. biceps brachii
signifikant kun for armen som kombinerte trening med varme, og ikke for armen som kun
trente styrke. | var studie fant vi at varmestimulus hemmet tilvekst av muskelmasse i beina
malt ved DEXA, mens utvikling av muskelvolumet til m. quadriceps femoris, malt ved MR
ikke viste en signifikant forskjell mellom gruppene. Studien av Goto et al. (2011) indikerer at
varme alene kan ha en muskelbyggende effekt. | studien ble det til sammen utfart 40
oppvarminger ved bruk av varme- og dampgenererende matter, noe som farte til en
signifikant gkning i tverrsnittsarealet pa 6,1 % i m. rectus femoris, 2,7 % i m. vastus lateralis
0g 1.5 % i m. quadriceps femoris. Studien sammenliknet ikke intervensjonsgruppen og
kontrollgruppen, men visuell observasjon av figurene i studien Goto et al. (2011) viser at ogsa
kontrollgruppen gker noe i muskelmasse. Trolig er det ikke en forskjell mellom intervensjon-
og kontrollgruppen i Goto et al. (2011) sin studie, da det ikke er omtalt i deres

forskningsartikkel.

Det er sveert interessant at Goto et al. (2007) fant positive muskulere effekter av
muskeloppvarming nar vare resultater, om noe, peker i motsatt retning. En mulighet kan vare

at varme har fasilerende effekt pa muskulatur, men at nar et varmestimulus blir kombinert
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med et sveert stort treningsstimulus, blir det totale stimuliet (varme + trening) for hgyt for
deltakerne i var studie, men ikke i Goto et al. (2007) sin studie, da deres treningsprotokoll
bestod av submaksimale kontrakjoner med lett motstand (30 repetisjoner). Med tanke pa at
det benyttede treningsprogrammet var sveert belastende med totalt 18 sett pa
beinmuskulaturen, er det ikke utenkelig at flere av deltakerne enten var nare eller over sin
mest hennsiktsmessige treningsbelastning med tanke pa a oppna stgrst mulig muskelvekst. En
ekstra belastning; i dette tilfellet varme, kan saledes tenkes & redusere muligheten for

maksimal muskelvekst.

Vare funn skiller seg ogsa fra flere dyrestudier som har kombinert varme og trening. Studier
av Naito et al. (2000), Selsby & Dodd (2005), Touchberry et al. (2012) og Takeuchi et al.
(2014) fant i motsetning til oss at varmestimulus gkte tilveksten av muskelmasse, mens Frier
& Locke (2007), Goto et al. (2004), Kojima et al. (2007) og Oishi et al. (2009) hovedsakelig
fant at varme ikke har noen effekt pa utvikling av muskelmasse. Blant dyrestudier som har
undersgkt effekten av varmestimulus alene, samsvarer vare resultater fra MR-malingen med
studiene til Naito et al. (2000), Goto et al. (2004), Uehara et al. (2004), Kobayashi et al.
(2005), Frier and Locke (2007), Kojima et al. (2007) og Oishi et al. (2009), som alle
hovedsakelig viser at varmestimulus ikke pavirker tilvekst av muskelmasse. Studien av
Halevy et al. (2001) fant muskelvekst 42 dager etter varmestimulus og peker derfor i motsatt
retning av vare muskelmassemalinger. Forfatterne hevder i denne sammenheng at IGF-1 kan
spille en viktig rolle for SC proliferasjon, og at dette senere kan gi utslag i gkt hypertrofi. Det
faktum at vi fant en tendens til gkning av antall cellekjerner i type Il fibrene i HWI, kan til en
viss grad styrke tanker om at IGF-1kan pavirkes av varme, da en gkt forekomst av muskulear
IGF-1 er satt i sammenheng med a regulere mekanismer for muskelvekst (Halevy et al.,
2001). Men siden vi ikke har funnet forskjell i endring mellom gruppene i faver HWI for

styrke, muskelmasse, fiberareal eller aktiverte satellittceller, blir slike antakelser sveert tynne.

Denne studien fant ingen ekstern effekt av muskeloppvarming pa utviklingen av
muskelstyrke, da det ikke ble funnet noen signifikante forskjeller mellom de to gruppene for
hverken beinpress eller kne-ekstensjon. Dette er i samsvar med tidligere studier som har
kombinert varme med ulike treningsprotokoller (Goto et al., 2007; Kuligowski et al., 1998;
Nosaka et al., 2004; Saga et al., 2008; Viitasalo et al., 1995), men motstridende med funn
gjort av Nosaka et al. (2007), Vaile et al. (2008) og (Skurvydas et al., 2008), som alle fant at

oppvarming gkte muskelstyrken. De tre sistnevnte studiene er dog ikke direkte
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sammenliknbare med var studie, da de alle har funnet at fasilerende effekt av varme for
maling av muskelstyrke, kort tid etter harde treningsgkter.

Det skal nevnes at brorparten av studiene i tabell 1-3 er studier med kort varighet. Trolig vil
det veaere vanskeligere & male endringer i muskelstyrke og muskelmasse i slike studier, enn i

treningstudier med lengere varighet, slik som i var studie.

Oppsummert viser kun 1 av 4 malinger av styrke og muskelmasse i var studie signifikant
negativ effekt av varme. Likevel viser visuel observasjon av to av figurene (figur 9B og figur
10B) at varme virker & kunne ha en negativ effekt, selv om forskjellen mellom gruppene ikke
er statistisk signifikant. Samlet sett virker det derfor rimelig & ansla at de varme badene utfart
rette etter trening i var studie, kan ha en mulig negativ effekt pa de muskulare tilpasningene
til styrketrening.

Forskjell mellom DEXA- og MR-maling

Da det ikke var noen forskjeller mellom gruppene ved hverken DEXA (p=0,54) eller MR
(p=0,59) ved baseline, er det overaskende at varme kun hemmer utvikling av muskelmasse
nar muskelmasse er malt ved DEXA. Dette fordi MR er regnet som gullstandarden for maling
av regional kroppskomposisjon (Andreoli et al., 2009), mens DEXA er vist & ha svert hgy
reliabilitet (Hind et al., 2011). Bade i DEXA- og MR-malingen hadde PAS en starre
prosentvis vekst enn HWI (figur 10). Dette kan indikere en tilstedevarelse av type Il feil i
MR malingen. At studien kun inkluderer 16 forsgkspersoner gker sannsynligheten for dette.
Ogsa den prosentvise variasjonen er stgrre i MR- enn DEXA-malingen, ogsa dette kan trolig
bidra til forekomst at type Il feil. Pa den andre siden vil en stgrre gjennomsnittlig vekst ogsa
bidra til stgrre variasjon i MR- enn i DEXA-malingen. Det lave signifikansnivaet (p=0,18) for
forskjell i endring mellom gruppene, i MR-malingen, kan antyde at vi kunne funnet en
signifikant forskjell, dersom studien inkluderte flere forsgkspersoner. Selv om den prosentvise
veksten i MR-malingen var 9 % lavere for HWI enn PAS, ga ikke dette signifikante utslag.
Likevel kan denne forskjellen muligens ogsa styrke sansynligheten for en type 11 feil i MR-
malingen. Dette fordi kne-ekstensjon er sveert representativt for styrken i m. rectus femoris,
MR maler samme muskels volum, og fordi kraft er proposjorsjonal med tverrsnittsareal
(Egner et al., 2016).

Fem av seks treningsgvelser belastet m. quadriceps femoris, mens legg- og dorsal

larmuskulatur (hamstrings) fikk mindre treningsstimuli gjennom treningsperioden. Dette kan
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muligens ogsa forklare hvorfor den prosentvise veksten samlet sett er stgrre i MR- enn i
DEXA-malingen. Dette fordi DEXA kartlegger all muskelmasse i beina og noe

setemuskulatur, mens MR som nevnt over kun maler massen av m. quadriceps femoris.

I HWI-gruppen opplevde en deltaker negativ utvikling i MR-malingen, mens en deltaker fikk
redusert muskelmasse malt ved DEXA. Dersom vi fjerner disse deltakerne fra malingene,
endres signifikansnivaet for effekten varme har pa utvikling av muskelmasse i DEXA-
(p=0,05), men ikke MR-malingen (p=0,39).

Hvorfor har disse to deltakerne redusert muskelmassen gjennom treningsperioden?

Den ene deltakeren som opplevde 3,6 % nedgang i MR var blant de siste som ble inkludert til
studien og var noe mindre kjent med styrketrening enn flere av de andre deltakerne. Gjennom
treningsprogrammet fikk deltakeren en belastningsskade i kneet. Treningsmotstanden ble ikke
redusert, men motstanden ble de siste fem ukene gkt mindre enn planlagt. Skaden kan tenkes
a ha fart til at deltakeren endret teknikken eller reduserte muskelaktiveringen pa fremsiden av
laret, slik at andre muskler overtok en del av arbeidet som vanligvis utfares av m. quadriceps
femoris. m. quadriceps femoris kan derfor tenkes & ha fatt redusert belastning og pafalgende
nedgang av muskelmasse. En annen mulighet er at treningsprogrammet var for hardt til at
deltakeren klarte a restituere muskulaturen i m. quadriceps femoris, men mer optimal for
resterende beinmuskulatur. Den andre deltakeren gikk ned 52 g i DEXA, og har i etterkant av
studiet fortalt at han trente svaert tung styrketrening pa bein opp mot 3 ganger per uke i
manedene far studien. Det virker derfor sannsynlig at denne deltakeren allerede hadde hentet
ut en stor del av sitt muskelvekstpotensiale, og at treningsdosen i studiet var mindre enn
deltakeren tidligere hadde utfart. En lavere treningsmengde i forsgksperioden, enn i perioden

far studiet har derfor trolig fert til muskelsvinn.

Signalering

Selv om det er interessant & undersgke muskuleare endringer i tidsrommet kort tid etter
treningsstimuli, er det ofte mer interessant a undersgke studier med lengere varighet, da disse
gir et bedre innblikk over langtidsadaptasjonene en er interessert i ved langvarig
styrketrening. | denne sammenheng har Roberts et al. (2015) gjennomfgrte en 12 ukers studie

med nzr identisk treningsprotokoll som var studie, men med postimmersjon i kaldt vann.
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Roberts et al. (2015) fant en sammenheng mellom 1) akutt redusert aktivering av proteiner i
mTOR-signalveien og, 2) hemmet muskelvekst og styrkegkning malt etter 12 uker.

Nar kulde virker & hemme muskelvekst, styrke og signalering over 12 uker, er en logisk tanke
at varme kunne hatt motsatt effekt, noe bl.a. studiene til Goto et al. (2007) og Goto et al.
(2011) statter. Vare funn statter imidlertid ikke denne ideen. Basert pa tidligere studier
(Roberts et al., 2015; Touchberry et al., 2012) som viser sammenheng mellom muskelvekst
og endret fosfylering av signalprotein er det pa bakgrunn av mine funn grunn til & tro at varme
enten ikke endrer signaleringen av viktige signalprotein i Akt/mTOR signalveien, eller at
fosfyleringen eller hastigheten pa fosfyleringen kan ha blitt redusert. Det er ogsa mulig at det
totalet stresset har veert for stort, slik at nedbrytningshastigheten gkte mer enn
syntesehastigheten. Dessverre har vi (ennd) ikke har malt signalering i var studie, noe som
gjer det vanskelig a diskutere videre hvordan ulike signalprotein pavirkes av varmestimulus

etter styrketrening.

Oppsummering

Oppsummert statter ikke vare funn tidligere studier som viser at varmestimulus kan fgre til
muskelvekst og gkt muskelstyrke. Denne studien styrker heller ikke teorier om at varme farer
til gkt transport av IGF-1 til muskelvev (Halevy et al., 2001), redusert oksidativt stress
(Selsby & Dodd, 2005; Selsby et al., 2007), gkt ekspresjon av CaN (Kobayashi et al., 2005)
og endret fosfylering av Akt (Bijur & Jope, 2000; Kakigi et al., 2011; Oehler-Janne et al.,
2008; Wei & Vander Heide, 2008; Yoshihara et al., 2013) og dens nedstrgms proteiner
p70S6K (Uehara et al., 2004; Yoshihara et al., 2013), mTOR (Kakigi et al., 2011) og ERK 1/2
(Bijur & Jope, 2000), som alle er satt i sammenheng med fasilitering av muskelvekst. Fordi vi
ikke har malt hverken IGF-1, oksidativt stress, CaN eller fosfylering av signaleringsproteiner,
kan vi ikke utelukke at enkelte av disse systemene kan bli pavirket pa en
muskelmassefasiliterende mate. Den totale effekten disse systemene har pa bade syntese og

nedbrytning, i sammenheng med varmestimulus, har trolig veert negativ.
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5.2 Satellittceller, Cellekjerner og Fiberareal

Vare funn viser at antall SC per fiber forble uforandret gjennom treningsperioden. Dette
stgttes av Oishi et al. (2009), og delvis av Kojima et al. (2007), Halevy et al. (2001), Takeuchi
et al. (2014) og Uehara et al. (2004), som alle fant gkning av SC ved enkelte tidspunkt, mens
det ved de fleste maletidspunkt ikke ble funnet noen forskjell. Tabell 17 indikerer 1) at antall
SC ikke er gkt fra starten til slutten av treningsperioden og 2) at varme ikke pavirket
aktiveringen av SC. Studiene til Halevy et al. (2001), Uehara et al. (2004) og Kojima et al.
(2007) indikerer at varmeindusert SC-aktivering nar et toppunkt etter 1-3, jf.dager. Det kan
derfor nevnes som en mulighet at en forhgyning av SC-aktivering har forekommet underveis i
treningsperioden, men at forhgyingen ikke har blitt registrert, da vi kun har malt SC fgr og
etter treningsperioden. Trolig ville en forhgyet aktivering av SC ogsa fart til en gkning i antall
cellekjerner. Dette fordi aktiverte SC kan tre inn i cellesyklus hvor de prolifererer og deretter
kan tilfgre fiberen flere cellekjerner (Dumont et al., 2015; Schmalbruch, 1976; Snijders et al.,
2015). Dersom varme hadde hatt en forhgyende effekt pa aktivering av SC underveis i

treningsperioden, burde dette ogsa gitt utslag pa antall cellekjerner.

Pa bakgrunn av mine funn virker ikke varme a pavirke aktivering av SC, proliferasjon,

differensiering eller sasmmensmelting av SC. Ei heller styrkes teorier om at MEF-2, Myogenin
og muskuleer IGF-1 (Halevy et al., 2001; Uehara et al., 2004) og aktivering av SC-regulatoren
pax7 (Kojima et al., 2007; Takeuchi et al., 2014), kan fasilitere noen av disse prosessene etter

varmestimulus.

Antall cellekjerner i type I1-fiber

Hvorfor var det kun antall cellekjerner 1 type II-fiber it HWI som tenderte mot signifikant
okning gjennom treningsperioden? Av de tidligere studiene (tabell 1-3) er det kun Oishi et al.
(2009) som har mélt effekten varme har pa tilfersel av cellekjerner. Dette gir oss et lite
sammenligningsgrunnlag. Nar utviklingen av muskelmasse ble negativt pavirket av varme, er
det overaskende at antall cellekjerner 1 type Il fibrene eker av samme stimuli. Dette er heller
ikke 1 samsvar med Oishi et al. (2009) som fant at varme (i kombinasjon med
muskeldegenererende gift) forte til mindre reduksjon av kjerneantallet. Heller ikke mine funn
om at muskelfiberareal og antall SC i type II-fibrene forblir uendret gjennom

treningsperioden, i HWI-gruppen, kan forklare resultatet, da aktiverte SC som nevnt kan
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inkorporeres som cellekjerner, og det er sammenheng mellom fibersterrelse og tilvekst av
cellekjerner (Blaauw & Reggiani, 2014; Petrella et al., 2008). Muligens kan tendensen
forklares av biopsitakningen, da det kun ble tatt en biopsi og det ifelge Lexell, Taylor &
Sjostrom (1985) og Lexel & Taylor (1989) er knyttet usikkerhet til hvor representativ denne
biopsien er for hele muskelen. Pa den andre siden er biopsiene i de fleste liknende studier

ogsé tatt med den godt innarbeidede Bergstrom-metoden.

Forskijeller i maling av muskelmasse og imunhistokjemiske malinger

Hvorfor det forekom en gkning av muskelmasse og muskelstyrke i bade HWI- og PAS-
gruppen, for begge fibertyper gjennom treningsperioden, uten at dette kan forklares med
gkning av hverken SC, cellekjerner eller fiberareal, bar diskuteres neermere. Tidligere studier
(Kadi et al., 2004; Petrella et al., 2006) har hevdet at en gkning i antall cellekjerner farst
forekommer ved en vekst i fiberstarrelsen pa over 25 %. Mens vekst i fiberstarrelse uten
samtidig inkorporering av cellekjerner trolig kun er mulig i fiber med myonuklegert domene
pé& under 2,000 - 2,250 um? (Petrella et al., 2006; Petrella et al., 2008). Vare deltakere hadde
ved studiets start et myonukleart domene pad mellom 2744 um? og 3068 um? (tabell 12).
Veksten i muskelmasse (og styrke) som forekom gjennom var studie, burde pa dette grunnlag
ha forekommet med en samtidig gkt aktivering av SC og pafalgende inkorporering av
cellekjerner, noe mine malinger ikke stgtter at har skjedd. Da antall cellekjerner virker &
dikterer den sterste starrelsen en muskelfiber noen gang har hatt (Egner, Bruusgaard, Eftestol,
& Gundersen, 2013) lanseres muligheten for at deltakerne tidligere har hatt stgrre
muskelmasse, og at dette er grunnen til at vi ikke fant en gkning av aktiverte SC eller
inkorporering av cellekjerne gjennom treningsperioden. Denne muligheten virker dog sveert
lite sannsynlig da ingen av deltakerne hadde tidligere gjennomfart et sd omfattende
styrketreningsprogram. Ei heller det ble funnet en signifikant gkning av fiberarealet for noen

av gruppene eller fibertyper.

I kvantifisering av det myonukleare domene, er snittets tykkelse trolig av vesentlig
betydning. Grunnet cellekjernens tredimensjonale plassering i muskelceller, vil et tykkere
snitt fange opp flere cellekjerner, enn et tynnere snitt. Dette er trolig grunnen til at Hanssen et
al. (2013) som brukte 5 pm tykke snitt fant et hoyere kjernedomene (3281 pm?) enn Petrella
et al. (2006) og Petrella et al. (2008) fant i deres studier, hvor de benyttet 6 um tykke snitt. Vi
benyttet snitt pa atte um, og hadde bedre styrketrente deltakerne i var studie, enn deltakerne i

studiene til Petrella et al. (2006), Petrella et al. (2008) og Hanssen et al. (2013). Fordi det ogsa
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virker & vaere en sammenheng mellom muskelmasse og antall cellekjerner, virker det om noe,

som at det myonukleare domene vi har funnet, er noe lavt.

Heller ikke deltakernes fiberstorrelse ble endret gjennom treningsperioden, hverken for
fibertype- I eller II, i bade PAS- og HWI-gruppen. Ogsé i denne malingen virker det rimelig &
peke mot at en type II feil, kan vere arsaken til fraver av signifikant ekning, da den
prosentvise veksten fra pre til post varierte fra 10 — 20 % 1 de ulike gruppene. Som tidligere
nevnt kan det veere grunn til 4 tro at dersom studiet hadde bestétt av flere deltakere, kunne
dette medfert signifikante forskjeller i hvert fall for type II-fibrene i HWI-gruppen, som hadde
prosentvis sterst okning. Dersom det ikke er forekommet en type II feil, kan fraver av
signifikant vekst muligens relateres til deltakernes relativt store erfaring med styrketrening, og
store fiberareal ved studiets start. Dersom den uendrede responsen i aktivering av SC og antall
cellekjerner hadde blitt “etterfulgt® av en gkning i fiberareal, kunne dette tydet pé at Petrella
et al. (2006, 2008) sin “grense* pa 2000 — 2250 um? kan vzre for lav. Siden var undersokelse
ikke har funnet vekst for hverken SC, cellekjerner eller fiberareal, kan dette indikere at 1)
muskelveksten har skjedd gjennom andre mekanismer, eller 2) de brukte metoder, mélinger
eller analyser har vaert mangelfulle. Dersom muskelveksten har skjedd gjennom andre
mekanismer enn gkt aktivering av SC, inkorporering av cellekjerner eller gkt fiberareal, kan
muskelvekst gjennom gkning av fiberantall (hyperplasi), veere en mulighet. Faktisk er det i in
vitro studier pd myostatin-manglende mus vist at hyperplasi kan forekomme uten
inkorporering av SC (Amthor et al., 2009; Sartori et al., 2009). Pa den andre siden viste en
studie (McCarthy et al., 2011) av synergist ablaterte transgene mus med 90 % ablasjon av SC
og pafelgende overbelastning, at hyperplasien som vanligvis forekommer etter ablatasjon i en

nn

péafelgende ""reloadperiode", ble sterkt redusert. Dette indikerer at SC trengs for & danne nye
muskelfibere. Muligens kan det i denne sammenheng tenkes at andre stamceller enn SC, kan
ha bidratt til hypertrofien vi fant 1 vér studie. I studiet til McCarthy et al. (2011) viste 6 % av
de hypertrofierte fibrene BrdU-positive cellekjerner. Dette mélet for proliferasjon kan trolig
ikke forklares med inkorporering av SC til cellekjerner, da nesten alle SC ble ablatert. Det er i
denne sammenheng ifelge Losick, Morris, Fox & Spradling (2011) ikke utenkelig at bidrag
fra andre stamceller enn SC, kan ha bidratt til muskelhypertrofien i var studie. For & begrense

oppgaven vil det ikke diskuteres hvilke stamceller dette kan veare.
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5.3 Tidspunkt for varme bad; far eller etter styrketrening?

Hvorvidt en oppvarming blir utfart far eller etter en styrketreningsakt, kan tenkes a aktivere
fysiologiske mekanismer for hypertrofi og restitusjon under og etter styrketreningsekter, i ulik

grad.

Selsby et al. (2007) har i denne sammenheng hevdet at en gkning av HSP fer trening kan ha
en positiv innflytelse pd muskeladaptasjoner. Bl.a. er HSP 72 foreslatt 4 ha en beskyttende
rolle mot celluleert stress, samt kunne motvirke degradering av protein, noe vi bl.a. kan se
etter svert harde treningsprotokoller (Kobayashi et al., 2005). Videre hevder Koren et al.
(2010) at HSP 72 kan regulere den treningsinduserte signalresponsen av Akt etter trening.
Studien av Kojima et al. (2007) undersekte bade pre og post oppvarming for injisering av den
muskeldegenererende slangegiften cardiotoxin. Forskergruppen fant i denne sammenheng
ingen forskjell 1 utvikling av muskelmasse, men dag 3 var det kun gruppen som mottok
varmestimulus etter injiseringen som hadde signifikant sterre aktivering av SC enn
kontrollgruppen. Denne studien kan til en viss grad peke mot at varmestimulus ber mottas
etter et treningstimulus, men studien mé likevel ses pd med forsiktighet, da det ikke er gitt at
samme mekanismer virker ved injisering av gift som ved trening. Fra tabell 2 og 3 kan vi lese
at totalt 11 studier, 6 pa dyr og 5 pa mennesker, har utfort et varmestress for et treningsstimuli.
Totalt 7 studier undersgkte effekten av HWI-postimmersjon etter et treningsstimuli. Tre av
studiene ble utfort pd mennesker og de resterende pd dyr. Samlet sett for alle studiene er det
ingen tydelig forskjell for hverken addering av muskelmasse, endringer i muskelstyrke eller
aktivering av SC. Dette forekommer til tross for at varme for et treningsstimuli er vist &
nedjustere fosforylering av ERK 1/2, 2 timer etter trening av rotter (Touchberry et al., 2012),
og at varme etter treningsstimulus forer til okt fosforylering av Akt mTOR, og ribosomalt
protein S6 (Kakigi et al., 2011), hos unge menn, etter styrketrening. Jeg mener at det utfra
foreliggende studier kan tolkes dit hen at varme kan ha en effekt pa signalering, ekspresjon av
HSP og muligens ogsé andre muskelregulerende mekanismer, men at: 1) disse mekanismene
ikke er entydig bevist & pavirke muskel(masse)endringer, og 2) at en eventuell effekt over tid
trolig vil stimulere muskelregulerende mekanismer i samme grad, enten man utferer
varmebehandling for eller etter trening. Likevel hadde det vaert et interessant tilskudd til dette
interessefeltet om fremtidige studier undersgker béde pre- og post-oppvarming i samme
studie. Selv om ekspresjonen av enkelte HSP trolig har ekt pd grunn av varmestimulus i vér

studie, kan vi ikke pa bakgrunn av vare funn relatere en slik gkning til at HSP har en
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beskyttende rolle ved styrketrening, endrer signalresponsen etter trening, eller har positiv

innflytelse pa utvikling av muskelmasse.

5.4 Metodekritikk

Styrketester

Selv om det ble gjennomfert en tilvenningsekt, var det for enkelte deltakere 30 kilo forskjell i
1 RM i beinpress mellom tilvenningsekten og selve styrketesten. Dette resulterte i at enkelte
deltakere utforte to loft, mens andre utferte >10 loft, for vi fant deres 1 RM pa pre-testen.
Denne ulikheten vil trolig fore til muskuler trotthet, og kan derfor tenkes & ha pévirket
resultatet 1 beinpress eller pafolgende méalinger av 1RM 1 kne-ekstensjon og kne-fleksjon. En
testprotokoll med flere tilvenningsekter for 1RM-testing kan derfor vurderes som et alternativ
1 fremtidige studier. I beinpress var ogsa bevegeligheten et problem for flere deltakere. Nye
studier ber derfor benytte kriterier som setter mindre krav til bevegelighet 1
underekstremiteten. Dette kan enkelt gjores ved & minske loftedybden. Siden vi opplevde
vanskeligheter med a rekruttere nok forsekspersoner ble det etterhvert inkludert deltakere som
ikke hadde langvarig erfaring med styrketrening, samt fire kvinner. Det kan derfor tenkes at
enkelte deltakere allerede hadde "tatt ut" mer av sitt genetiske potensial for muskelvekst enn
andre deltakere, og at like sterke deltakere derfor hadde ulikt potensial for hypertrofi ved
studiets start. Selv om det var to kvinner i hver gruppe var den totale prosentandelen ulik
mellom de to gruppene. Det er kjent at svingninger 1 kjennshormoner kan endre fysiologisk
respons til trening (Nicklas, Hackney, & Sharp, 1989). Hvorvidt disse svingningene har
pavirket resultatene av intervensjonen i den ene eller andre retningen er vanskelig & vere
bastant om, men det kan ha fort til sterre tilfeldig variasjon i datamaterialet, og redusert

muligheten til & pavise sma endringer.

Immunhistokjemi

De immunhistokjemiske analysene ble 1 utgangspunktet gjennomfort uten blinding.
Undertegnede kan derfor ubevist ha blitt pavirket i analysearbeidet, da enkelte av analysene
bestod av til dels skjennsmessige vurderinger. Selv om undertegnede var klar over
forsgkspersonnummer og tidspunkt snittet ble tatt pa, var jeg ikke klar over hvilken gruppe de
ulike forsgkspersonene var i da analysene ble gjennomfert, med unntak av de to

forsgkspersonene som maétte kuttes pad nytt. Fordi kun 2 av 16 forsekspersoner var kjent, har
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trolig en eventuell pavirkning vert relativt lik i begge grupper, og vil saledes trolig ikke ha
pavirket analysene i serlig grad. Siden det kun ble tatt én biopsi ved hvert tidspunkt av hver
FP, kan det som tidligere nevnt knyttes usikkerhet til hvor representativ biopsien er for hele
muskelen (Lexell et al., 1985; Lexell & Taylor, 1989). Inkludering av flere biopsier ved hvert
tidspunkt kunne derfor ha gkt malesikkerheten i de immunhistokjemiske analysene. P4 den
andre siden er det i denne oppgaven gjennomfert sveert mye og tidkrevende analyser, og
inkludering av flere snitt hadde blitt for tidkrevende. Ogsé kvaliteten pa selve merkingen,
antall totalt inkluderte fiber og selve kvaliteten pé snittet har kunne pévirke analysene. Dette

er tydeligere forklart nedenfor.

I utregning av fiberareal var det noen praktiske utfordringer. Snittene bestod av svart ulikt
antall fiber, og i tillegg ble flere omrader pa enkelte snitt "brettet", "trykket" eller "dratt" da de
ble kuttet eller lagt pa glass. Disse omradene maétte derfor ekskluderes pa noen snitt, mens
andre snitt omtrent ikke hadde omrader som maétte ekskluderes. Jeg mener ekskluderingen av
enkelte fiberomréder samlet sett styrker mélesikkerheten fordi sjanse for & inkludere fiber
med uriktig sterrelse i analysene, er redusert. Samtidig er det pa det laveste telt 148 fiber i et
snitt, noe som 1 utgangspunktet burde vare nok til & oppna hey mélesikkerhet. Ved snitting av
biopsiene er det avgjerende at snittet blir tatt vinkelrett pa muskelfibrene. Dersom snittet er
skjevt vil fiberarealet bli malt som sterre enn det faktisk er. Det kan ikke utelukkes at enkelte
av snittene kan ha blitt kuttet noe skjevt, uten at dette har blitt fanget opp. For a oke
reliabiliteten ble to pre-snitt i PAS-gruppen kuttet pa nytt, etter det jeg antok var skjev

snitting.

I kvantifiseringen av antall cellekjerner var det i enkelte snitt noen f& mindre omrader med
"sprengte" kjerner. Kjerner 1 disse omradende fremstod sterre enn kjerner som ikke var
"sprengt". Dette kompliserte bestemmelse om hvorvidt enkelte kjernen oppfylte
inklusjonskriteriene i tabell 9. Muligens kan "sprengte" kjerner i snittene i noe mindre grad
blitt inkludert, og selv om det totale antallet inkluderte cellekjerner var hoyt, kan det ikke
utelukkes at dette kan ha hatt betydning for de statistiske beregningene. Videre medforte ulik
eksponeringstid at membranen fremstod med ulik tykkelse. Dette kan pdvirke bestemmelsen
av om en cellekjerne ligger "oppa" (inkluderes ikke), eller like innenfor membranen

(inkluderes), fordi en for en "tykk" membran kan medfoere at cellekjerner ikke blir inkludert,
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jf. tabell 9. I senere studier ber derfor eksponeringstiden ved bildetaking av dystrofin

(membran) standardiseres.

Denne studien inkluderte 200 fiber i cellekjerneanalysene. Ifolge Mackey et al. (2009) er
inkludering av 50 type I fiber og 75 type II fiber tilstrekkelig for & oppné hey korrelasjon.
Totalt ble det telt MCK pa 63 % flere fibere enn dette. Antall inkluderte MCK virker siledes

ikke & veere hemmende for & finne eventuelle statistiske forskjeller.

Det faktum at det forst ble tatt bilder for det ble telt SC av bildene, er en styrke i forhold til
tidligere metoder der en har telt SC direkte i mikroskopet. Dette fordi snittene unngér slitasjen
fra bl.a. gjentatt lyseksponering som forekommer ved telling direkte pa snittet. I tillegg tillater
denne metoden at en 1 etterkant kan kontrollere SC-tellingen, noe som ble gjort 1 tvilstilfeller.
I tillegg til meg ble halvparten av SC telt av en ekstern person. Dette kan 1 utgangspunktet
virke som en svakhet. Men med tanke pa at denne eksterne personen nylig har gjennomfort
telling av SC 1 et annet prosjekt, hvor samme merking, bilder og metoder er brukt, og nér
snittene fra de to gruppene ble jevnt fordelt, vil jeg anta at malingene allikevel kan ansees

som reliable. Pre- og post-snitt ble alltid telt av samme person.

Grunnet skjev snitting ble to forsgkspersoners post-test merket om igjen pa eget glass.
Optimalt sett burde pre- og postprever merkes pa samme glass, da merking ved ulike dager
kan resultere 1 ulik kvalitet pA NCAM-merkingen. Men fordi vi leter etter cellestrukturer og
ikke f.eks. méler merkeintensitet, vil trolig dette ikke ha pdvirket resultatene i sarlig grad, da
de to ulike behandlingsrundene visuelt sett ikke hadde noen merkbare forskjeller i intensiteten

pa NCAM-merkingen.

5.5 Praktiske implikasjoner

Selv om flere dyrestudier har funnet gunstige effekter av muskeloppvarming pa utvikling eller
gjenoppbygging av muskelmasse, er trenden ikke like tydelig pa utvikling av muskelstyrke og
muskelmasse hos mennesker, og spesielt nar varmebehandlingen kombineres med tung
styrketrening. Vi har i var studie funnet at varmestimulus kan ha negativ effekt pa utvikling
av muskelmasse i en periode med tung styrketrening, noe som skiller seg fra tidligere studier.
Muskeloppvarming ved immersjon i varmt vann er kostbart, krever vedlikehold av basseng og
har pa mennesker ikke vist noen tydelig effekt. Basert pa denne og tidligere studier kan det
per na ikke anbefales a ta varmebad etter styrketrening, for & oppna ytterlig adaptasjon eller
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bedret restitusjon. Gjennomfgring av flere studier som inkluderer maling av bade akutt og
langtidseffekter vil kunne veere nyttig for videre kunnskap om styrketrening og varme som
evidensfelt. Disse studiene bgr trolig inkludere hgy temperatur og muligens ogsa ha lengere
immersjon enn 10 minutter, gitt at det totale stresset av trening og varmestimulus pa

muskulaturen ikke blir for stort.

6.0 Konklusjon

Tung styrketrening over 12 uker forte til ekning av muskelstyrke og muskelmasse for bade
HWTI og PAS. I kontrast til vir opprinnelige hypotese fant vi at varme bad gjennomfort
umiddelbart etter hver treningsekt hemmet gkning av muskelmasse mélt med DEXA. Videre
fant vi at antall cellekjerner i type II-fiber tenderte mot signifikant ekning for HWI, men ikke
for PAS. Det var imidlertid ingen forskjell mellom gruppene i okning av muskelstyrke,
fiberareal eller satellittcelle- og cellekjerneantall. Implementering av HWI sammen med tung

styrketrening virker ikke & kunne fasilitere gkning av muskelmasse eller muskelstyrke.
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Figuroversikt

Figur 1. MR bilde av hgyre og venstre lar. M. Quadriseps femoris er tydeligjort. Muskler har gra farge,
fett- 08 DEINVEV [YS FArge .. e e e e et e e e bt e e e e ar e e e e e asaeeeeennaeeaean 38
Figur 2. Eksempel pa forsgksperson under DEXA maling (venstre) og muskulatur som inkluderes i

DEXA-bein (hgyre). Muskelmasse distalt (venstre) for red markeringen ble inkludert i analysene..... 39
Figur 3. Forsgksperson utfgrer treningsgvelsene beinpress (A), kne-ekstensjon (B), kne-fleksjon (C) og

oY= a o [N = | () TS 40
Figur 4. Forsgksperson bader i det oppblasbare bassenget.. .......ccoeeeecieiieciee e, 43
Figur 5. Utregning av fiberareal (venstre) og klassifisering av fibertype (hgyre). Skjermdump er hentet
Fra @N@lYSEr i TEIMA. .. .ottt e e ettt e e ettt e e et e e e et b e e e sataeeeeataeeesssaeeesssaeeeessaeeesnnseneenns 46

Figur 6. Bilde av merking mot cellekjerner, dystrofin og MHC II. Cellekjerner vises med bla farge,
dystrofin med rgd. Grgnn farge markerer merking mot MHC Il, mens muskelceller med svart farge
viser fraveer av merking mot MHC Il og indikerer type | fiber. ..o, 48
Figur 7. Oversiktsbilde over snitt merket med laminin (Venstre) og del av et snitt merket mot MHC
hvor totalt antall type | og type Il fiber blir kvantifisert (Hgyre). Lilla farge markerer type | fibre og gul
farge iINdIKErer type 1 FIDre. ... et e e et e e e ta e e e e atre e e e naaeeaean 49
Figur 8. Lokalisering av satellittcelle. De fire bildene viser: (A) laminin (membran), (B) cellekjerne
(DAPI), (C) satellittcelle (NCAM) og (D) et sammensatt bilde av de tre filtrene. Satellittcellen er
akseptabelt markert med NCAM (C), inneholder cellekjerne (B) og er lokalisert pa innsiden av
MEMBIANEN (A). ottt ettt e ee e e ettt e e e eeba e e e eebreeeseabbeeesebbeeesasteseeensbesesenstesesensteeesanstenas 50
Figur 9. Prosentvis endring i muskelstyrke i benpress (A) og kne-ekstensjon (B). *, signifikant
forskjellig pre til post p<0.05. a, statistikk mellom gruppene gjennomfgrt med ikke-parametrisk test.

Figur 10. Prosentvise endringer i DEXA (A) og MR (B). *,signifikant forskjellig pre til post p<0.05. #,
signifikant forskjell i endring mellom grupper P<0.05. .......ooeiiiiiiee i ebae e 55
Figur 11. Prosentvise endringer i antall cellekjerner per fiber (A), muskelfiberareal (B), kjernedomene
(C) og NCAM positive satellittceller (D). S, tendens til forskjell fra pre til post p=0.05-0.1.2, statistikk
mellom gruppene gjennomfgrt med ikke-parametrisk test. ....ccooeverieiriiiiniin e 58
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Vedlegg

Vedlegg 1: Rekruteringsposter

NORGES IDRETTSHOGSKOLE

Har du lyst til & delta pa arets kuleste studie? Les dette.

Prosjektet "Kan varme bad bedre effekten av styrketrening?” har til hensikt a8 undersgke om varme
bad etter styrketrening, kan ha en positiv effekt pa muskelvekst og muskelstyrke over en 12 uker lang
treningsperiode.

Er du en mann mellom 18 og 30 ar, og har trent styrke regelmessig pa bein (1 gkt eller mer per uke)
de siste 6 mnd, kan du delta som forsgksperson i denne studien.

Studien vil forega i perioden september-desember 2015 og innebzerer 4-6 oppmgter ved Norges
idrettshggskole f@gr og etter treningsperioden for ulike tester. | treningsperioden vil det giennomfgres
to styrkegkter per uke i NIHs treningsrom. Disse vil giennomfgres pa i underkant av 1 time.

Fordeler ved & delta:

- Du vil fa malt din kroppsammensetning, muskelstyrke og muskulatur med markedets beste utstyr
og oppfelging

- Du far oppfalging og motivasjon fra fagpersonell over 12 uker.

- Du far innblikk/rad vedrgrende eget kosthold.

- Du far innsyn i forskning og forskningsprosessen, samt gkt treningsfaglig kompetanse.
- Du vil motta kosttilskudd fgr og etter hver treningsgkt.

Er du interessert, ta kontakt med: Hamish McGorm (TIf: 406 11 363) (h.mcgorm@ug.edu.au), Sven
Anders Sgdal (TIf: 911 46 719) (sadal77 @hotmail.com) (facebook), eller Truls Raastad
(truls.raastad@nih.no).

Varme bad innebarer 10 min i 45° i dette varmebadet:
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Vedlegg 2: Forespgrsel om deltakelse

NORGES IDRETTSHAGSKOLE ESSA.

EXERCISE & SPORTS SCIENCE AUSTRALIA

Forespgrsel om deltakelse som forsgksperson

Kan varme bad bedre effekten av styrketrening?

Dette skrivet er til alle potensielle forsgkspersoner. Vi ber om din deltakelse i prosjektet, sa fremt du
oppfyller kriteriene: Du ma veere i alderen 18-30 ar, du skal ha drevet regelmessig styrketrening pa
beinmuskulatur de siste 12 mnd (minst 1 gang per uke), og ellers vaere frisk og uten skader i
muskelskjelettapparatet. Du kan ikke bruke noen form for kosttilskudd som pavirker effekten av
styrketreningen under prosjektet (proteinpulver, vitaminer, kreatin eller lignende); hvis du bruker
slike tilskudd na kan du likevel delta som forsgksperson ved at du slutter med tilskuddet senest én

uke fgr prosjektstart.

Bakgrunn og hensikt med forsgket

@kt muskeltemperatur ser ut til & vaere en av flere stimuli som bidrar til at den trente muskulaturen
blir stgrre og sterkere over en periode med styrketrening. | et nylig avsluttet prosjekt observerte vi at
effekten av styrketrening ble redusert om man umiddelbart etter hver treningsgkt reduserte
muskeltemperaturen ved a sette seg i et kaldt bad (10°C) i 10 minutter. | enkelte studier pa dyr og
mennesker har man observert at gkt muskeltemperatur, blant annet som fglge av varme bad, kan
gke muskelmasse og muskelstyrke. Det er imidlertid ikke undersgkt om kombinasjonen av
styrketrening og varme bad kan gi en ekstra effekt utover det styrketreningen alene gir. Ny kunnskap
om effekten av varme bad pa muskulaere tilpasninger til styrketrening kan gi oss bedre forstaelse av
hvilke faktorer som regulerer muskelmasse. Denne kunnskapen kan brukes til 3 optimalisere
utbyttet av treningen og utvikle andre tiltak for & bedre muskelmasse og muskelfunksjon hos grupper
som av ulike grunner ikke kan gjennomfgre tung styrketrening. Dette vil vaere av stor interesse for

bade mosjonister, idrettsutgvere og eldre med tanke pa prestasjon i idrett og funksjon i hverdagen.
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| denne studien gnsker vi a undersgke om varme bad rett etter hver treningsgkt gker effekten av

styrketreningen malt som endring i muskelstgrrelse og muskelstyrke.

Dette er en randomisert, kontrollert studie slik at alle forsgkspersoner vil giennomfgre den samme
styrketreningen, men halvparten av forsgkspersonene vil ta et varmt bad etter hver treningsgkt (45°C
i 10 minutter) og den andre halvparten vil sitte og hvile 10 min etter hver treningsgkt

(kontrollgruppe).

Gjennomfgringen av forsgket

Forsgket gar kort fortalt ut pa a gjennomfgre en treningsperiode pa 12 uker med styrketrening to
ganger i uken. Gjennom denne perioden tar halvparten av forsgkspersonene varme bad etter hver
treningspkt, mens den andre halvparten sitter og hviler i 10 min. Du vil bli tilfeldig trukket
(randomiseres) til én av gruppene. Fgr og etter treningsperioden vil det gjennomfgres en rekke tester

(se senere) for a se pa effekten av de forskjellige drikkene.

Fgr treningsperioden

Du skal mgte pa Norges idrettshggskole 3-4 ganger for tilvenning til tester og treningsgvelser, maling
av kroppssammensetning (DXA), en legesjekk og biopsier i ukene fgr forsgket. Hver seanse unntatt
biopsiene varer i ca. 2 timer. | tillegg ma du mgte for en MR-analyse hos Curato rgntgen, som vil ta
ca. 30 minutter. Tidspunkter for de ulike oppmgtene avtales individuelt. Fgr treningsstudien ma du
ogsa gjennomfgre en firedagers kostregistrering, en tilsvarende kostregistrering vil gjentas mot
slutten av treningsperioden. | de to 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 fglge en

standardisert diett laget av en ernzeringsfysiolog.

Treningsperioden

Treningsperioden starter nar man har gjennomfgrt alle testene, og den varer i 12 uker. | disse 12
ukene skal det trenes styrke to ganger i uken (mandag-onsdag eller tirsdag —torsdag, alternativt
fredag hvis tidene ikke passer) i grupper pa to deltakere med oppfglging av en personlig trener pa

alle gkter. De varme badene (eller 10 min hvile) giennomfgres rett etter hver styrketreningsgkt. Etter
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treningsperioden gjennomfgres alle testene pa nytt for 3 male endringer.

Akuttforsgk

| forbindelse med den siste treningsgkten i treningsperioden gjennomfgres et akuttforspk. Dette
innebaerer én biopsi rett fgr den siste treningsgkten og 3 biopsier i de pafglgende to dagene.
Oppstart den fgrste dagen vil vaere mellom kl. 0800 og 1000, og du er ferdig mellom kl. 1330 og
1530. Fgr vi gjennomfgrer treningsgkten vil vi ta en biopsi og gjennomfgre en styrketest i et
kneekstensjonsapparat. Treningsgkten vil veere identisk med noen av gktene som gjennomfgres i
treningsperioden og du vil giennomfgre 10 min i varmt bad eller 10 min hvile rett etter treningen slik
du har gjort gjennom hele treningsperioden. Etter treningsgkten vil du innta et standardisert maltid,
og det vil bli tatt biopsier 2 timer etter gkten. Det vil ogsa bli tatt blodprgver giennom dagen og
gjiennomfgrt styrketester rett etter gkten og 3 timer etter gkten. Dermed vil du matte sette av ca. 5
timer til denne testdagen. Dagen etter og to dager etter kommer du inn for en ny biopsi og
styrketest. Det vil ta ca. 60 min a gjennomfgre disse testene. Hensikten med akuttforsgket er 3 male

hvordan signalene for muskelvekst pavirkes av de varme badene.

Varme bad

De varme badene gjennomfgres i en

kommersielt tilgjengelig enhet utviklet for nedkjgling
av underekstremitetene (iCoolsport.com, se bildet).
Den tilhgrende temperaturregulatoren innstilles
pa 45°C og sirkulerer vannet slik at det er en stabil

temperatur. Vannet vil na deg til navlen nar du sitter i enheten som vist pa bildet.

Tester

DXA: ved et av oppmgtene f@r testingen gjgres en DXA-analyse for 8 male kroppssammensetningen
som vil danne grunnlaget for de standardiserte maltidene ved testgjennomfgringen. Denne testen

innebaerer at deltakerne ligger stille i ca. 10 minutter.

MR: for & male muskelvekst i larmuskulaturen benyttes en MR-analyse. Denne testen innebaerer at

deltakerne ligger stille i ca. 15 minutter.
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1RM tester: for & male styrke vil det testes hvor mye man kan Igfte maksimalt en gang i to gvelser

som heter beinpress og brystpress.

Muskelfunksjonstest: testingen av muskelfunksjonen gjgres i et kneekstensjonsapparat som er last

ved 90° i kneleddet.

Blodpraver: blodprgvene vil tas i sammenheng med biopsiene og vil gjgres gjennom venekatetrene

slik at det ikke blir noen ekstra stikk for blodprgver.
Biopsier:

Biopsiene tas ut pa fglgende mate:

Huden og bindevevet bedgves der vevsprgven skal tas.

e Etsnitt pa ca. 1-2 cm gjgres gjennom hud og muskelfascien.

e En nal med diameter pa 6 mm fg@res inn (2-3 cm) og 1-3 sma biter av muskulaturen tas ut
(total 2-300 mg).

e Snittet lukkes med tape (strips).

Eventuelle ulemper ved a delta

Deltakelse i prosjektet vil kreve en del tid og oppmerksomhet. Det blir 3-4 oppmgter pa Norges
idrettshggskole og ett pa Curato rgntgen i forkant og etterkant av treningsperioden, samt oppmgte

to ganger i uken gjennom treningsperioden.

Trening skal giennomfgres med stor belastning, og vil medfgre en viss risiko for skade og fglelse av

sarhet/stglhet i muskulaturen.

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

Vivil kun lagre informasjon om deg under ditt forsgkspersonnummer. Undervis i forsgket vil vi
oppbevare en kodeliste med navn og forsgkspersonnummer. Denne kodelisten vil fysisk vaere last

inne, slik at det er kun forskerne tilknyttet studien som har adgang til den. Alle som far innsyn i
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informasjon om deg har taushetsplikt. Innsamlet data vil bli anonymisert etter 15 ar (kodelisten

destrueres).

Alle prever 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), og Universitetet i Queensland, USA (biopsier og blod).

Det vil ikke veere mulig a 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 a delta i studien, gir du ogsa samtykke til at det
biologiske materialet og analyseresultater inngar 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 a delta i studien, gir du ogsa ditt samtykke til at

prever og avidentifiserte opplysninger utleveres til University of Queensland.

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 a 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 komplikasjoner som fglge av
deltakelse i forskningsprosjektet. NIH er en statlig institusjon og er sdledes selvassurandgr. Dette

innebaerer at det er NIH som dekker en eventuell erstatning og ikke et forsikringsselskap.

Finansiering

Prosjektet er fullfinansiert av Norges idrettsh@ggskole og Exercise & Sports Science Australia.

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 a 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 fgr de blir lagt inn i en database, og senere

anonymisert.

Dersom du gnsker flere opplysninger kan du ta kontakt med Sven Sgdal

pa tif: 911 46 719, eller Hamish McGorm pa tIf: 406 11 363

Vennlig hilsen

Hamish McGorm (Stipendiat) (h.mcgorm@ug.edu.au )

Sven Sgdal (masterstudent) (sadal77 @hotmail.com )

Truls Raastad (Professor) (truls.raastad@nih.no )

102


mailto:h.mcgorm@uq.edu.au
mailto:sadal77@hotmail.com
mailto:truls.raastad@nih.no

Samtykke til deltakelse i studien

Jeg er villig til a delta i studien

(Signert av prosjektdeltaker, dato)

Jeg bekrefter 3 ha gitt informasjon om studien

(Signert, rolle i studien, dato)
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Vedlegg 3: Testprotokoll for 1 RM malinger.

Oppvarming: 10 min lett sykling.

Benpress: 10 repetisjon — 50 %
6 repetisjoner — 70 %
3 repetisjoner — 80 %

Maksforsgkee (90/180 sekund pause)

Kne ekstensjon: 10 repetisjon — 50 %
6 repetisjoner — 70 %
3 repetisjoner — 80 %

Maksforsgkee (90/180 sekund pause)
Kne fleksjon: 10 repetisjon — 50 %

6 repetisjoner — 70 %

3 repetisjoner — 80 %

Maksforsgkee (90/180 sekund pause)

NB! Ved to dgde lgft, avsluttes testen.
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Vedlegg 4: Treningsprogram

Name:
Subject Number:
Group:




Week 1 session 1

Reps

Weight

E i N
xXercise Sets per set %/Kg otes
8,8, |8,610,12 RM
Leg press 6 10, 12,
10, 10
Extensions 3 12 12RM
Curls 3 12 12RM
10, 12
|_ ’ ’ 0
unges 3 14 40%
C
ountermovement 3 19 Body weight
Drop Jumps
Week 1 session 2
) Reps Weight
E N
xercise Sets per set %/Kg otes
8,8, |8,10,12 RM
Leg press 6 10, 12,
10, 10
Extensions 3 12 12RM
Curls 3 12 12RM
10, 12, o
Lunges 3 14 40%
Countermovement 3 19 Body weight

Drop Jumps




Week 2 session 1

. R Weight
Exercise Sets pe(:ZZt %e/'ﬁg Notes
8,8, |8, 10,12 RM
Leg press 6 10, 12,
10, 10
Extensions 3 12 12RM
Curls 3 12 12RM
12, 14, 0
Lunges 3 16 40 %
Countermovement 3 1 Body weight
Drop Jumps
Week 2 session 2
R Weight
Exercise Sets pe(rez:t %e/'ﬁg Notes
8,8, |8, 10,12 RM
Leg press 6 10, 12,
10, 10
Extensions 3 12 12RM
Curls 3 12 12RM
12, 14
L T 409
unges 3 16 0%
Countermovement 3 19 Body weight

Drop Jumps
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Week 3 session 1

. Reps Weight
Exercise Sets per set %/Kg Notes
8,8, |8,10,12RM
Leg press 6 10, 12,
10, 10
Extensions 3 12 12RM
Curls 3 12 12RM
40%
10, 12
Lunges 3 Oi4 " | BW +
4 kg
Slow Eccentric
12 B i
Squat Jumps 3 ody weight
Week 3 session 2
) Reps Weight
Exercise Sets per set %/Kg Notes
8,8, |8,10,12RM
Leg press 6 | 10,12,
10, 10
Extensions 3 12 12RM
Curls 3 12 12RM
40%
Lunges 3 10122, BW +
4 kg
Slow Eccentric 50% lunge
3 12
Squat Jumps load
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Week 4 session 1

Reps

Weight

Exercise Sets per set %/Kg Notes
8,8, |8, 10,12 RM
Leg press 6 | 10,12,
10, 10
Extensions 3 12 12RM
Curls 3 12 12RM
40%
12,1
Lunges 3 i64’ BW +
4 kg
Slow Eccentric 50% lunge
3 12
Squat Jumps load
Week 4 session 2
R
Exercise Sets eps Weight %/Kg Notes
per set
8,8, |8, 10,12 RM
Leg press 6 10, 12,
10, 10
Extensions 3 12 12RM
Curls 3 12 12RM
40%
Lunges 3 12i614' BW +
4 kg
Slow Eccentric 50% lunge
3 12
Squat Jumps load
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Week 5 session 1

Reps

. a0
Exercise Sets per set Weight %/Kg Notes
8,8, |8,10,12RM
Leg press 6 | 10,12,
10, 10
Extensions 3 12 12RM
Curls 3 12 12RM
40%
10, 12
Lunges 3 Oi4 "1 BW+
8 kg
1 (o)
Split Lunge 3 1 50% lunge
Jumps load
Week 5 session 2
R
Exercise Sets eps Weight %/Kg Notes
per set
8,8, 18,10,12RM
Leg press 6 | 10,12,
10, 10
Extensions 3 12 12RM
Curls 3 12 12RM
40%
Lunges 3 10i22' BW +
8 kg
1 o)
Split Lunge 3 19 50% lunge
Jumps load
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Week 6 session 1

. R .
Exercise Sets eps Weight %/Kg Notes
per set
8,8, | 8 10,12 RM
Leg press 6 |10,12,
10, 10
Extensions 3 12 12RM
Curls 3 12 12RM
40%
Lunges 3 12i614’ BW +
8 kg
1 (o)
Split Lunge 3 1 50% lunge
Jumps load
Week 6 session 2
. R .
Exercise Sets €ps Weight %/Kg Notes
per set
8,8, | 8,10,12RM
Leg press 6 | 10,12,
10, 10
Extensions 3 12 12RM
Curls 3 12 12RM
40%
Lunges 3 12124’ BW +
8 kg
1 (0]
Split Lunge 3 12 50% lunge
Jumps load
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Week 7 session 1

. Reps Weight
E
xercise Sets per set %/Kg Notes
8, 8, 8,10, 12
Leg press 6 10, 12, RM
10, 10
Extensions 3 12 12RM
Curls 3 12 12RM
40%
10, 12
Lunges 3 Oi4 " | BW+
12 kg
Countermovement 3 19 50% lunge
Dumbbell Jumps load
Week 7 session 2
) Reps Weight
E N
xercise Sets per set %/Kg otes
8 8 8,10, 12
Leg press 6 10, 12, RM
10, 10
Extensions 3 12 12RM
Curls 3 12 12RM
40%
Lunges 3 10122’ BW +
12 kg
Countermovement 3 19 50% lunge
Dumbbell Jumps load
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Week 8 session 1

. Reps Weight
E
xercise Sets per set %/Kg Notes
8 8 8,10, 12
Leg press 6 10, 12, RM
10, 10
Extensions 3 12 12RM
Curls 3 12 12RM
40%
12,1
Lunges 3 i64’ BW +
12 kg
Countermovement 3 19 50% lunge
Dumbbell Jumps load
Week 8 session 2
) Reps Weight
E N
xercise Sets per set %/Kg otes
8 8 8,10, 12
Leg press 6 10, 12, RM
10, 10
Extensions 3 12 12RM
Curls 3 12 12RM
40%
Lunges 3 12124’ BW +
12 kg
Countermovement 3 1 50% lunge
Dumbbell Jumps load
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Week 9 session 1

. Reps Weight
E
xercise Sets per set %/Kg Notes
8 8 8,10, 12
Leg press 6 10, 12, RM
10, 10
Extensions 3 12 12RM
Curls 3 12 12RM
40%
10, 12
Lunges 3 Oi4 " | BW +
16 kg
Countermovement 50% lunge
3 12
Box Jumps load
Week 9 session 2
) Reps Weight
E N
xercise Sets per set %/Kg otes
8 8 8,10, 12
Leg press 6 10, 12, RM
10, 10
Extensions 3 12 12RM
Curls 3 12 12RM
40%
Lunges 3 10122’ BW +
16 kg
Countermovement 50% lunge
3 12
Box Jumps load
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Week 10 session 1

R
Exercise Sets eps Weight %/Kg Notes
per set
8,8, |8,10,12RM
Leg press 6 10, 12,
10, 10
Extensions 3 12 12RM
Curls 3 12 12RM
40%
12,1
Lunges 3 i64’ BW+
16 kg
Countermovement 50% lunge
3 12
Box Jumps load
Week 10 session 2
R
Exercise Sets epS Weight %/Kg Notes
per set
8,8, |8,10,12RM
Leg press 6 10, 12,
10, 10
Extensions 3 12 12RM
Curls 3 12 12RM
40%
Lunges 3 12i614' BW +
16 kg
Countermovement 50% lunge
3 12
Box Jumps load
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Vedlegg 5: Treningslogg

session

Date Exercise type Duration Intensity / sets
Example Example Example Example
Mon 22"May Soccer match 90 min N/A
Quick chest and back 30 min Press —=5x 5

Rack pull =5x 5
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Vedlegg 6: Matregistrering

Diet Logs

Please provide as detailed as information as possible when describing food and drink intake.
Where possible, provide precise weights of foods / volumes of fluids (if not appropriate,
describe the amount according to plate, portion, glass and cup size etc). If known, please also
record the ‘brand’ of food and fluid consumed (e.g. Coles, Weethix etc). The more detailed
information you provide, the more detailed the analysis that can be undertaken. It is extremely
important to be completely HONEST when recording your food and drink intake!
Examples are provided in the grey boxes in the table provided overleaf.

Contact

If you unsure how to complete this booklet and require further information at any time, please
feel free to contact:

Hamish McGorm
Email: hamish.mcgorm@ugconnect.edu.au

Mobile: 4760 1363
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Day: Monday Date:
TIME FOOD / BRAND COOKING QUANTITY
METHOD
Example

7.00 am Weetbix 4
Whole milk 500 ml
Brown toast with butter 2 slices
Eggs Boiled 1large
Tea with 2 sugars 1cup
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Vedlegg 7: Antistoffer

Antistoff Vertsdyr Bindes Lot nr. Produsent | Fortynning
til
Primaerantistoff Anti- Mus, NCAM GR236708- | abcam 1:400
NCAM monoklonal 1
Primeerantistoff SC-71 Mus, MHC I DSHB 1:1000
monoklonal
Primaerantistoff Anti- Kanin, Laminin | 00051761 | DAKO 1:500
laminin polyklonal
Primaerantistoff Anti- Kanin, Dystrofin | GR226781- | Abcam 1:1000
dystrofin polyklonal 5
Sekundeerantistoff | 488 Geit Anti-mus | 14C1013 Biotium 1:200
CF-594 Geit Anti- 14C0916 Biotium 1:200
kanin
Cellekjernemarkgr | DAPI DNA
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Vedlegg 8A: Merkeprotokoll A: SC71, anti-dystrofin og DAPI

Merkeprotokoll A: SC71, anti-dystrofin og DAPI

1. Objektivglass med snitt tas ut av ultrafryser
a. Aluminiumsfolie og linsepapir rundt snitt fjernes.

b. Objektivglass legges i avtrekkskap hvor de tines og t@rkes i 10 min.

2. Lipidpenn benyttes for a tegne en lipidring rundt snittene. Ha god avstand fra snittene.

a. La tgrke i 5 min

3. Tilsett 0,05 %? BSA-t pa snittene i 30 min
a. Objektivglassene plasseres i fuktkammer

b. Miks BSA-t fgr inkubering

4. BSA ristes og tgrkes av objektivglasset.

a. Tgrkes av med lofritt papir

5. Primaerantistoff tilsettes og inkuber over natt i kjgleskap (4°C)
a. Objektivglassene plasseres i fuktkammer
b. SC71: Mus, monoklonal, 1:1000
c. Dystrofin: Kanin, polyklonal, 1:1000
d. Ca XXX ul per glass
e. Primaerantistoffene blandes i eppendorfrgr sammen med BSA-t, tilsett BSA-t fgrst.
f. Antistoff sentrifugeres og mikses f@r pipetering i eppendorfrgret, BSA-t mikses.
g. Eppendorfrgret mikses godt f@r blandingen tilsettes over snittene.

h. Pipettespiss byttes mellom pipettering av antistoffene for a unnga kontaminering
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Neste dag:

6. Primaerantistoff ristes og t@rkes av objektivglasset.

a. Terkes av med lofritt papir

7. Vask snitt 3x10 min i PBS-t
a. Objektivglass plasseres i glasskuber, som igjen plasseres pa ristebrett.
b. PBS-t byttes mellom hver vask

c. Fgr fgrste vask skylles objektivglassene i egen glasskube for & unnga kontaminering

8. PBS-t ristes og t@grkes av objektivglasset.

a. Tgrkes av med lofritt papir

9. Primaerantistoff tilsettes og inkuberes i romtemperatur i 60 min
a. Objektivglassene plasseres i fuktkammer
b. Alexa-488 Goat-Anti Mouse (Grgnn); 1:200
c. CF-594 Goat-Anti Rabbit (Rgd); 1:200
d. Ca XXX ul per glass
e. Primaerantistoffene blandes i eppendorfrgr sammen med BSA-t, tilsett BSA-t fgrst.
f. Antistoff sentrifugeres og mikses f@r pipetering i eppendorfrgret, BSA-t mikses.
g. Eppendorfrgret mikses godt f@r blandingen tilsettes over snittene.
h. Pipettespiss byttes mellom pipettering av antistoffene for & unnga kontaminering

i. Ikke pipeter fra bunnen av sekundaerstoffrgret?

10. Sekundaerantistoff ristes og tgrkes av objektivglasset.

a. Tgrkes av med lofritt papir

11. Vask snitt 3x10 min i PBS-t
a. Objektivglass plasseres i glasskuber, som igjen plasseres pa ristebrett.
b. PBS-t byttes mellom hver vask

c. Fgr fgrste vask skylles objektivglassene i egen glasskube for 3 unnga kontaminering
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12. PBS-t ristes og tgrkes av objektivglasset.

a. Terkes av med lofritt papir

13. Monter dekkglass over snittene
a. Unnga luftbobler
b. Bruk lim som inneholder DAPI.

c. Tgrkes i avtrekkskap over natt.

OBS: Sekundaere antistoff beskyttes mot lys for @ unnga blekning av fluorokromene. Dette gjgres ved
generell forsiktighet mot lyseksponering og ved at en eske plasseres over objektivglassene under
vasking, samt ved lagring i avtrekkskap.
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Vedlegg 8B: Merkeprotokoll B: Anti-NCAM, Anti-laminin og DAPI

Merkeprotokoll B: Anti-NCAM, Anti-laminin og DAPI

1. Objektivglass med snitt tas ut av ultrafryser
a. Aluminiumsfolie og linsepapir rundt snitt fjernes.

b. Objektivglass legges i avtrekkskap hvor de tines og t@rkes i 10 min.

2. Lipidpenn (PAPpenn. OmmEdg PEN. Vevtor Laboratories, Inc.) benyttes for a tegne en
lipidring rundt snittene. Ha god avstand fra snittene.

a. La tgrke i 5 min

3. Tilsett 0,05 % BSA-t pa snittene i 45 min
a. Objektivglassene plasseres i fuktkammer

b. Miks BSA-t fgr inkubering

4. BSA ristes og tgrkes av objektivglasset.

a. Tgrkes av med lofritt papir (Kimtect Science, Precision Wipes Tissue Wipers)

5. Primaerantistoff tilsettes og inkuber over natt i kjgleskap (4°C)
a. Objektivglassene plasseres i fuktkammer
b. Anti-NCAM: Mus, monoklonal, 1:400
c. Anti-laminin: Kanin, polyklonal, 1:500
d. Ca 270 pl per glass
e. Primaerantistoffene blandes i eppendorfrgr sammen med BSA-t, tilsett BSA-t fgrst.
f. Antistoff sentrifugeres og mikses f@r pipetering i eppendorfrgret, BSA-t mikses.
g. Eppendorfrgret mikses godt f@gr blandingen tilsettes over snittene.

h. Pipettespiss byttes mellom pipettering av antistoffene for a unnga kontaminering
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Neste dag:
6. Primaerantistoff ristes og t@rkes av objektivglasset.

a. Terkes av med lofritt papir

7. Vask snitt 3x10 min i PBS-t
a. Objektivglass plasseres i glasskuber, som igjen plasseres pa ristebrett.
b. PBS-t byttes mellom hver vask

c. For fgrste vask skylles objektivglassene i egen glasskube for & unnga kontaminering

8. PBS-t ristes og tgrkes av objektivglasset.

a. Terkes av med lofritt papir

9. Primaerantistoff tilsettes og inkuberes i romtemperatur i 60 min
a. Objektivglassene plasseres i fuktkammer
b. Alexa-488 Goat-Anti Mouse (Grgnn); 1:200
c. CF-594 Goat-Anti Rabbit (Rgd); 1:200
d. Ca 270 pl per glass
e. Primaerantistoffene blandes i eppendorfrgr ssmmen med BSA-t, tilsett BSA-t f@rst.
f. Antistoff sentrifugeres og mikses f@r pipetering i eppendorfrgret, BSA-t mikses.
g. Eppendorfrgret mikses godt fgr blandingen tilsettes over snittene.
h. Pipettespiss byttes mellom pipettering av antistoffene for @ unnga kontaminering

i. Ikke pipeter fra bunnen av sekundaerstoffrgret

10. Sekundaerantistoff ristes og tgrkes av objektivglasset.

a. Terkes av med lofritt papir

11. Vask snitt 3x10 min i PBS-t
a. Objektivglass plasseres i glasskuber, som igjen plasseres pa ristebrett.
b. PBS-t byttes mellom hver vask

c. Fgr fgrste vask skylles objektivglassene i egen glasskube for & unnga kontaminering
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12. PBS-t ristes og t@rkes av objektivglasset.

a. Terkes av med lofritt papir

13. Monter dekkglass over snittene
a. Unnga luftbobler
b. Bruk lim som inneholder DAPI.

c. Tgrkes i avtrekkskap over natt.

OBS: Sekundzere antistoff beskyttes mot lys for a unnga blekning av fluorokromene. Dette gjgres ved
generell forsiktighet mot lyseksponering og ved at en eske plasseres over objektivglassene under
vasking, samt ved lagring i avtrekkskap.
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