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Sammendrag

Innledning: Det er vist en sterk negativ korrelasjon mellom gkt fjerstivhet i muskelvevet og
endring i maksimal viljestyrt isometrisk kraft (MVIK) etter treningsinduserte muskelskader
(EIMD), og dermed foreslétt at endring i fjerstivhet kan predikere omfang av EIMD.
Likevel er det usikkert om endringer i fjerstivhet korrelerer med celluleere markerer for
EIMD. Akkumulering av heat shock proteiner (HSP) i myofibrilleere strukturer er en god
marker for strukturelle muskelskader. Hensikten med denne studien var derfor 4 undersoke
om akkumuleringen av HSP og utviklingen av tretthet har en sammenheng med okt

fjeerstivhet i muskelvevet etter uvant eksentrisk arbeid hos friske voksne.

Metode: 15 friske kvinner og menn (26,1 + 3,7 &r) gjennomforte totalt 50 maksimale
eksentriske biceps curls pa randomisert arm. Den kontraltaterale armen var kontroll og
gjennomforte alle testene. MVIK ble testet for og 5 minutter, 3, 24, 48, 72 og 96 timer etter
eksentrisk arbeid. Elektrisk stimulering, ved 20 og 50 Hz, og fjaerstivhetsméling (shear
modulus) ble utfert pd m. biceps brachii for og like etter eksentrisk arbeid. Muskelbiopsier
ble tatt pd m. biceps brachii 2, 48 og 96 timer etter eksentrisk arbeid og analysert for Hsp70
og aB-crystallin i cytosol og cytoskjelett.

Resultat: MVIK i belastet arm falt med ~50% rett etter eksentrisk arbeid og var signifikant
lavere enn kontrollarm fram til 72 timer etter arbeid. Kraftratioen mellom 20 og 50 Hz
stimulering falt med 42 + 11% (P = 0,03), og shear modulus ved 20° albuevinkel gkte med
74 + 15% like etter eksentrisk arbeid. aB-crystallin akkumulerte raskt i cytoskjelett og
returnerte gradvis til normalniva etter 48 timer. Hsp70-nivéet gkte, bide i cytosol og
cytoskjelett, etter 48 timer. MVIK korrelerte med ekt shear modulus, samt med
akkumulering av aB-crystallin i cytoskjelett og Hsp70 1 cytoskjelett og cytosol. Endring i
shear modulus korrelerte imilertid ikke med akkumulering av HSP. Det var en moderat, men

ikke-signifikant, korrelasjon mellom shear modulus og 20:50 Hz kraftratio (r = -0,55).

Diskusjon: Den raske reduksjonen i MVIK skyldes sannsynligvis bade utvikling av tretthet
og strukturelle skader i muskelvevet. Den langvarige reduksjonen i MVIK antas a skyldes
strukturelle skader i muskelfiberne indikert av gkt akkumulering av HSP til strukturelle

omrader. EIMD har trolig ogs4 fert til innstremning av Ca®* fra ekstracellulart omrade og



videre okt fjerstivhet i muskelvevet. Det var en god sammenheng mellom redusert MVIK og

fjeerstivhet ved moderate skader, men uklar sammenheng med sterre skader.

Konklusjon: Det ser ut til & veere en sammenheng mellom redusert MVIK og HSP-respons
etter eksentrisk arbeid og skyldes sannsynligvis strukturelle skader i muskelvevet.
Fjerstivhet i muskelvevet hadde en sammenheng med redusert MVIK, men ikke med HSP-

respons etter eksentrisk arbeid pa albuefleksorene.
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1. Innledning

Styrketrening er generelt sett assosiert med positive effekter som ekt muskelstyrke, forbedret
idrettslig og hverdagslig funksjon, og generelt bedre helse (Beattie et al., 2014; Delecluse,
1997; Westcott, 2012). I tillegg kan styrketrening ha en skadeforebyggende effekt (Fleck &
Falkel, 1986). Styrketrening kan pa den andre siden fore til akutt skade i muskulaturen,
spesielt hvis det muskulere arbeidet er intenst og/eller uvant for de involvere musklene.
Dette blir i litteraturen omtalt som treningsindusert muskelskade (EIMD) (Owens et al.,
2019). EIMD er et velkjent vitenskapelig fenomen som kjennetegnes med langvarig fall 1
kraftgenererende kapasitet, folelse av stolhet og okt hevelse i muskelvevet i dagene etter
intenst og /eller uvant muskelarbeid (Byrne et al., 2004; Clarkson & Hubal, 2002). Pa
muskelcelleniva er myofibrilleere rupturer og ekt inflammatorisk respons typiske kjennetegn
pa EIMD. Ved alvorlig grad av EIMD vil ogsé celluler nekrose i noen av muskelfibrene

vaere en mulig konsekvens (Lauritzen et al., 2009; Paulsen et al., 2012).

Stort mekanisk stress pd muskelfibrene har blitt trukket fram som en dominerende faktor for
EIMD ved intenst muskelarbeid (f.eks. tung styrketrening) (Clarkson & Hubal, 2002). En
interessant hypotese relatert til denne type stress er at noen sarkomerer, under aktiv
muskelforlengelse, strekkes forbi aktin-myosin overlappingen (Allen, 2004; Byrne et al.,
2004). Denne hypotesen kalles «popping sarkomer»-hypotesen og har fatt mye
oppmerksombhet i litteraturen. Overstrekkingen av sarkomerene forer til sma rupturer i
membranen og &pning av strekk-induserte Ca®*-kanaler, etterfulgt av innstremning av Ca>*
fra ekstracellulert omrade (Fanchaouy et al., 2009; Gissel & Clausen, 2001). Dette resulterer
i okt intracelluleer Ca?" i fri form ved hvile som initierer til en kaskade av nedbrytende
prosesser gjennom aktivering av proteasen calpain (Belcastro et al., 1998; Raastad et al.,
2010). Calpain er vist & lokalisere seg ved kontraktile proteiner for degradering (Baron et al.,
2004; Raastad et al., 2010). Som en respons til EIMD akkumuleres visse proteiner til skadde
omrader i cellene og fungerer som en beskyttelsesmekanisme (Bakthisaran et al., 2015;
Becker & Craig, 1994; Liu et al., 2006). Disse proteinene kalles heat shock proteiner (HSP)
og har vist seg som en nyttig biomarker for 4 indikere omfang og lokalisering av

muskelskade.

Undersokelser av muskelskademarkerer, som HSP-respons, eller direkte mal pa

muskelskader er vist & vaere gode og valide metoder for & underseke EIMD pa
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muskelcellenivé (Paulsen et al., 2009; Paulsen et al., 2007; Vissing et al., 2009). Slike
invasive metoder har imidlertid noen utfordringer ettersom de krever et kirurgisk inngrep
(biopsitaking). Blant annet er dette ressurskrevende og dyrt & gjennomfoere, samt at det kan
medfore noe ubehag for forsekspersonen. I tillegg er det usikkert om en liten muskelbit pé 5-
20 mg er representativ for resten av muskelen (Paulsen et al., 2012). Langvarig reduksjon i
maksimal kraftutvikling er vist & vaere den mest valide indirekte metoden for & undersoke
EIMD, og reflekterer godt skadeomfanget over hele muskelen (Paulsen et al., 2012). En slik
méling kan derimot ikke estimere omfang av EIMD like etter et muskeledeleggende arbeid

ettersom resultatene blir konfundert av muskeltretthet (Lacourpaille et al., 2017).

Okt fjerstivhet i muskelvevet har blitt vist rett etter muskeledeleggende arbeid, og henger
sannsynligvis sammen med okt Ca?" innstremning (Chleboun et al., 1998; McHugh et al.,
1999). I noen nyere studier har ultralyd shear wave elastografi (SWE) blitt benyttet for a
estimere fjerstivheten i muskelvevet etter eksentrisk muskelarbeid, som brukes som en
modell for & fremkalle muskelskade (Eby et al., 2013; Lacourpaille et al., 2014; Lacourpaille
et al., 2017). Det er vist en sterkt negativ korrelasjon mellom endring i shear modulus (mél
for fjeerstivhet) 30 minutter etter eksentrisk arbeid og endring i maksimal isometrisk
kraftutvikling 48 timer etter arbeidet (Lacourpaille et al., 2017). For & videre forstad denne
sammenhengen kreves det undersekelser som ser pa sammenheng mellom endring i
fjeerstivhet i muskelvevet og utviklingen av tretthet, samt ulike biomarkerer for muskelskade

(f.eks. HSP).

Formalet med denne studien var derfor & underseke akkumuleringen/translokeringen av HSP
og utviklingen av tretthet etter et muskelodeleggende arbeid. Videre var hensikten a
underseke om disse hadde en sammenheng med okt fjerstivhet i muskelvevet malt med

ultralyd SWE etter uvant eksentrisk arbeid hos friske voksne.

Problemstillingen i denne studien var folgende:

Har akkumulering/translokering av HSP og utvikling av tretthet en sammenheng med

endring i muskelvevets fjeerstivhet etter uvant eksentrisk arbeid hos friske voksne?
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Hypotesene i denne studien var folgende:

o  Maksimalt eksentrisk arbeid vil fore til okt fjcerstivhet i muskelvevet akutt etter
arbeidet og dette vil korrelere med:
- Akkumulering/translokering av HSP.
- Fall i maksimal voluntcer kraftutvikling
- Uwvikling av lavfrekvent tretthet
o Akkumulering/translokering av HSP vil korrelere med fall i maksimal voluntcer

kraftutvikling.
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2. Teori

Ved intenst muskelarbeid (f.eks. tung styrketrening) utvikles tretthet i de involverte
musklene. Muskeltretthet omtales om enhver reduksjon i muskular funksjon som er knyttet
til fysisk aktivitet (Allen et al., 2008). Dette virker & vare et hurtig reversibelt fenomen hvor
det meste av muskelfunksjonen raskt blir gjenopprettet i de forste timene etter
muskelarbeidet (Allen et al., 2008). Nar muskelfunksjonen er redusert over en lengre periode
pa 1 uke eller lengre skyldes det trolig strukturelle skader pa muskelvevet. Dette kalles
treningsindusert muskelskade (EIMD) og det tar vanligvis opptil flere uker for muskelvevet
er «reparerty (Byrne et al., 2004; Paulsen et al., 2012). En lengre restitusjonsperiode er

derfor nedvendig for & kunne gjenopprette muskelfunksjonen igjen etter EIMD.

EIMD er et velkjent fenomen 1 idrettsforskningen. Likevel finnes det ingen klar definisjon pa
dette fenomenet. I stedet finnes det en rekke strukturelle og funksjonelle tegn og symptomer
som karakteriserer EIMD og dermed flere ulike mater & underseke det pa (Paulsen et al.,
2012). Det mest kjente symptomet er folelsen av at muskelen er stel og stiv etter en intensiv
treningsokt og kan méles subjektivt basert pa folelsen av stelhet (Byrne et al., 2004;
Chapman et al., 2013). Siden dette er en subjektiv maling av grad av smerte eller sarhet vil
muskelstalhet variere mellom individer, og er derfor ikke valid nok til & kvantifisere
omfanget av EIMD (Paulsen et al., 2012). Histologiske observasjoner (f.eks.
sarkomerstruktur vurdert ved eletronmikroskopi) og redusert evne til & utvikle muskelkraft
virker derimot & vaere de mest valide metodene for & underseke omfanget av EIMD (Paulsen
et al., 2012). Selv disse metodene har ogsé sine begrensinger. Dette kapittelet vil i forste del
fokusere pa mekanismer for EIMD og ulike ikke-invasive metoder for & underseke det. Den
andre delen vil fokusere mer pa HSP-respons til EIMD og forhold som kan pavirke omfanget

av muskelskade.

2.1 Falli kraftgenerende kapasitet

Langvarig fall i maksimal muskelkraft blir ansett som den mest valide og reliable indirekte
maélingen pa treningsindusert muskelskade og ser ut til 4 fungere godt til & predikere
omfanget av muskelskade over en hel muskel eller muskelgruppe (Clarkson & Hubal, 2002;
Paulsen et al., 2012). Vanligvis etter muskeladeleggende arbeid reduseres den maksimale

kraftutviklingen med 50-60% og det kan gjerne ta 1-2 uker for muskelstyrken returnerer
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tilbake til normalverdi (Byrne et al., 2004). Det er tidligere observert to ulike faser ved
reduksjonen i maksimal kraftutvikling (Figur 2.1) (Clarkson & Hubal, 2002; Paulsen et al.,
2012). I den forste fasen skjer en rask reduksjon i evne til kraftutvikling like etter
muskelodeleggende arbeid for muskelstyrken restitueres relativt raskt i timene etter. Deretter
folger den andre fasen hvor restitusjonen av muskelstyrke stagnerer etter et par timer (Figur
2.1). (Paulsen et al., 2012). Den forste fasen skyldes sannsynligvis utvikling av
muskeltretthet og et hoyt stress pa muskelen som skaper muskelskade. Fase 2 skyldes trolig
strukturelle skader pa myofibrillene og en folgende inflammatorisk respons (Clarkson &
Hubal, 2002; Markus et al., 2021). En viktig prosess 1 fase 2 som kan skille moderat og
alvorlig muskelskade er at ved alvorlig muskelskade vil noen av muskelfibrene gé i nekrose,
og dette tar flere uker & restituere (Paulsen et al., 2012). De underliggende mekanismene for
denne langvarige reduksjonen i muskelfunksjon ser ut til 4 ha to hovedkomponenter,
endringer i den myofibrillere ultrastrukturen som folge av mekanisk stress og forstyrrelser i

eksitasjon-kontraksjons koplingen (E-C kopling) (Clarkson & Hubal, 2002).

13



10

.;é‘

§

< -10

0

=1}

k=

s 20

: =

=

Lo

30

o -30

£2

&

B 40

o

&0

=

<

6 -50 Mild damage

«@=Moderate damage
60 e=p==Severe damage

-24 0 24 48 72 96 120 144 168

Time (hours after exercise)

Figur 2.1: Restitusjon av kraftgenererende kapasitet for personer som har utfort tung
styrketrening eller maksimalt eksentrisk arbeid. Gronn linje viser endring i
kraftutviklingsevne ved mild muskelskade. Bld linje viser endring i kraftutviklingsevne ved
moderat muskelskade. Rod viser endring i kraftutviklingsevne ved alvorlig muskelskade.

Figuren er hentet fra Paulsen et al. (2012)

2.1.1 Mekanisk stress og eksentrisk arbeid

EIMD oppstér som regel ved utforelse av intensiv og/eller langvarig muskelarbeid som
veldig ofte er uvant for vedkommende (Byrne et al., 2004). Serlig maksimalt eksentrisk
arbeid er blitt trukket frem som en effektiv arbeidsmodell for & indusere muskelskade.
Grunnen til det er at maksimalt eksentrisk arbeid induserer et stort mekanisk stress i
musklene, noe som er blitt foreslatt som en dominerende faktor for EIMD (Clarkson &

Hubal, 2002; Tee et al., 2007).

Sett at eksentrisk muskelarbeid utvikler 1,5-1,9 ganger storre kraft enn isometrisk
muskelarbeid (Byrne et al., 2004), er det tydelig at de involverte muskelfiberne blir utsatt for
et stort mekanisk stress under arbeidet. En konsekvens av det store mekaniske stresset er at

tverrbroene blir frakoblet mekanisk i stedet for gjennom ATP spalting (Byrne et al., 2004).
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Denne hypotesen omtales som «popping sarkomer»-hypotesen og forklarer at intensivt
eksentrisk arbeid forer til en ikke-uniform forlengelse av sarkomerene. Det vil si at noen av
sarkomerene overekstenderer («popper») slik at myosin- og aktin-filamentene ikke lenger
overlapper (Allen, 2004; Byrne et al., 2004). Et resultat av dette er en endret optimal
muskellengde for maksimal kraftutvikling mot lengre muskellengder (Brockett et al., 2001).
Dette mekaniske stresset pa musklene forer videre til endringer i den myofibrillere

strukturen.

2.1.2 Mekanisk stress og endringer i myofibriller struktur

Morfologiske endringer i muskelfibre som overstrukket sarkomer og utflytende Z-disker er
typiske direkte tegn pad muskelskade som er blitt observert gjennom elektronmikroskopi
(Figur 2.2) etter hoyt mekanisk stress (Allen, 2004; Fridén et al., 1981; Lauritzen et al.,
2009). Z-diskene er lokalisert i hver ende av sarkomerene og kobler sammen en sarkomer til
den neste. I tillegg forankrer de aktinfilamentene (Brancaccio et al., 2010). Utflytende Z-
disker (Figur 2.2) vil sannsynligvis resultere i redusert kontraktil integritet og medvirke til
redusert maksimal kraftutvikling. Z-diskene har videre vist & veere den mest sérbare
strukturen for EIMD og har blitt omtalt som «det svake leddet» i det kontraktile apparatet
(Clarkson & Hubal, 2002; Lauritzen et al., 2009). Type II fibre er interessant nok
karakterisert med smalere Z-disker sammenliknet med type I fibre, noe som dermed er

foreslatt & vaere en viktig arsak til at type II fibre er mer utsatt for muskelskade (Byrne et al.,

2004).
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Figur 2.2: Eksempel pd ruptur i myofibrillene og utflytende Z-disker vist giennom

elektronmikroskopi. * indikerer omrdde med mild muskelskade. ** indikerer omrdde med

moderat muskelskade. Bildet er hentet fra Lauritzen et al. (2009)

2.1.3 Mekanisk stress induserer innstremning av Ca?* i muskelcellene

Det er vist at stort mekanisk stress kan indusere tap av en rekke strukturelle proteiner. Blant
annet har eksentrisk arbeid vist a resultere i tap av dystrofin som bidrar i forbindelsen
mellom cytoskjelett og extracellulaer matriks (Fanchaouy et al., 2009; Lovering & De Deyne,
2004). Tap av dystrofin er derfor anslatt a resultere i redusert stabilitet i membranen under
mekanisk stress som igjen forer til aktivering av strekk-induserte ionekanaler og
mikrorupturer. Dette gjor at Ca?" strommer inn i intracelluleert omréde som, i fri form, kan
skape en kaskade av intracellulere prosesser (Fanchaouy et al., 2009; Gissel & Clausen,
2001; Lynch et al., 1997). @kende fri Ca®"i cytosol under hvile kan se ut til & veere et resultat
av flere potensielle mekanismer utover innstremning av ekstracelluleert Ca?*. En metning av
Ca®*-lageret i sarkoplasmatisk retikulum (SR) har veert foreslatt & fore til opphopning av
Ca®" i cytosol etter mekanisk stress (Gissel & Clausen, 2001). En annen mekanisme er
redusert Ca*>*ATPase aktivitet som et resultat av metabolsk stress ved utvikling av
muskeltretthet. Ca>* ATPasen, ogsa kjent som Ca?" pumpen (SERCA), er lokalisert pd SR
membranen og ved hjelp av ATP pumper den Ca?" fra cytosol tilbake til SR. Et lavt nivé av
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ATP, noe som er vist hos langdistansesyklister og maratonlepere etter langvarig
muskelarbeid, vil potensielt ogsé kunne hemme Ca?" pumpens evne til & fjerne Ca** fra
cytosol (Tee et al., 2007). Slike forstyrrelser i Ca?" homeostasen vil videre resultere i

forstyrrelser i E-C koplingen.

2.2 Forstyrrelser i E-C kopling

En muskelkontraksjon initieres av et aksjonspotensial (AP) som oppstér i den
nevromuskulare synapsen. AP propageres videre langs sarkolemma fram til T-rerene. Der
skaper aksjonspotensialet en konformasjonsendring i dihydropyridin reseptorene (DHPR)
som forer til en ladning som beveger seg til ryanodinreseptorene (RyR) pd SR. RyR dpnes og
dermed frisettes Ca?* fra SR. Dette forer til okt fritt Ca?" i cytosol og Ca?" binder seg til
Troponin C. Denne forbindelsen endrer posisjonen til tropomyosin og tillater dannelse av
tverrbroforbindelse mellom aktin og myosin. Forbindelsen mellom aktin og myosin legger til
rette for aktivering av tverrbrosyklus slik at kan kraft kan utvikles. Ved avslapping
dissosierer Ca?" fra troponin C og aktin og myosin kobles fra hverandre. Til slutt blir Ca**
pumpet tilbake til SR av SERCA (Allen et al., 2008). Hele denne prosessen kalles E-C
kopling. Forstyrrelser som oppstar hvor som helst i denne prosessen vil i teorien kunne bidra

til redusert muskelkraft.

Endringer i E-C kopling kan bli indikert av en utvikling av lavfrekvent tretthet malt gjennom
kraftresponsen ved elektriske stimuleringer. Bruk av elektrisk stimulering eliminerer det
sentrale bidraget fra nervesystemet i utviklingen av muskeltretthet og kan kontrollere
intensiteten av muskelaktiveringen. Det betyr at endringer i kraftrespons ved elektrisk
stimulering skyldes endring nedstrems for AP propagering (Allen et al., 2008). Lavfrekvent
tretthet vil si at kraftresponsen reduserer i storre grad ved elektrisk stimulering pa lav
frekvens (~20 Hz) sammenliknet med hey frekvens (50-100 Hz) (Raastad et al., 2010).
Redusert Ca?" frigjering fra SR virker & veere hovedarsaken til lavfrekvent krafttap hos
mennesker (Cheng et al., 2020; Hill et al., 2001). En nyere studie av Olsson og kolleger
(2020) fant at redusert fritt Ca>* korrelerte godt med reduksjonen i kraftutvikling bade ved
lavfrekvent og heayfrekvent elektrisk stimulering av intercostale muskler. De isolerte
muskelfibrene ble deretter tilsatt koffein, som legger til rette for Ca?* frigjering. Dette forte
til at kraftresponsen ved heyfrekvent stimulering ble fullt restaurert. Ved lavfrekvent
stimulering etter tilsettelse av koffein ble det observert en gkning i fritt Ca?*, noe som faktisk

forte til en stor gkning i kraftutvikling. Det ble dermed konkludert at redusert Ca®* frigjering
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fra SR var hovedmekanismen bak kraftreduksjonen ved muskeltretthet i denne studien
(Olsson et al., 2020). Redusert Ca?* frigjoring fra SR er ogsé blitt foresltt som den viktigste
mekanismen for lavfrekvent krafttap rett etter 100 utforte fallhopp (Kamandulis et al., 2017).
Det har tidligere blitt foreslatt at en fragmentering av RyR har fort til en redusert Ca?*
frigjoring etter hoyintensivt arbeid pa sykkel indusert av okt mengde reaktive oksygenarter
(ROS) (Place et al., 2015). Dette ser derimot ikke ut til & veare tilfellet ved mekanisk
krevende muskelarbeid (f.eks. eksentrisk arbeid) ettersom at ingen endring i ROS ble
observert etter 100 fallhopp (Kamandulis et al., 2017). I samme studie ble det heller ikke
oppdaget noen fragmentering av RyR etter fallhopp. Det er mulig at mekanisk stress indusert
av eksentrisk muskelarbeid forer til Ca?* innstremning fra ekstracellullert omrade og pé

denne maten forstyrrer E-C koplingen (Gissel & Clausen, 2001).

Det er vist en 48 + 4% reduksjon 1 20:50 Hz kraftratioen etter maksimalt eksentrisk arbeid pa
kneekstensorene (Raastad et al., 2010). Dette ble etterfulgt av en gradvis restitusjon hvor
20:50 Hz kraftratioen returnerte tilbake til normalverdi etter 2 dager. En tidligere studie fant
ogsa dette tidsforlepet hvor 20:80 Hz kraftratioen falt signifikant pé kneekstensorer etter ett-
bens hinking i nedoverbakke pa tredemelle og returnerte til normalverdi etter 48 timer
(Martin et al., 2004). Disse funnene indikerer at utvikling av lavfrekvent tretthet er involvert

1 muskelens reduserte kraftutviklingsevne fram til 2 dager etter eksentrisk muskelarbeid.

Den langvarige reduksjonen i lavfrekvent tretthet skyldes sannsynligvis skade pa
sarkolemma og dpning av strekk-aktiverte Ca*>*-kanaler, etterfulgt av Ca?" innstremning i
sarkoplasma (Dundon et al., 2008). Ukontrollert innstremning av Ca®" ferer ogsé til dannelse
av tverrbroer som skaper kontrakturer i muskelvevet. Dette spiller trolig en viktig rolle i okt

muskuler fjerstivhet etter eksentrisk arbeid (Whitehead et al., 2001).

2.3 Fjeerstivhet i muskelvevet

Nér musklene blir strukket utover sin hvilelengde utvikles en passiv spenning som en
motstandsmekanisme mot muskelforlengelse (Hoang et al., 2007). Musklene fungerer pa
denne maten som en strikk eller fjeer hvor den passive spenningen eker eksponentielt med
okt muskellengde (Figur 2.3). En heyere passiv spenning ved ulike muskellengder (dvs. ekt
passiv motstand mot muskelforlengelse) har i litteraturen blitt referert som okt fjerstivhet i
muskelvevet (Hoang et al., 2007; Lacourpaille et al., 2017; Whitehead et al., 2001). Okt

fjeerstivhet i muskelvevet er blitt observert flere ganger etter eksentrisk arbeid og har blitt
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etablert som et vanlig symptom for EIMD. Chleboun et al. (1998) observerte en okt
fjeerstivhet pa 60 + 14% 1 albuefleksorene umiddelbart etter eksentrisk arbeid og som var okt
1 opptil 5 dager etter arbeidet. Videre fant Whitehead et al. (2001) at passivt dreiemoment
okte 1 plantarfleksorene med 41 + 13% rett etter et eksentrisk arbeid. Passivt dreiemoment
okte deretter gradvis fram til 24 timer etter arbeid for det ble redusert igjen. Omtrent det
samme tidsforlepet i passivt dreiemoment ble ogsa observert i plantarfleksorene av Hoang et

al. (2007).

50

40 ]

Passiv spenning (N)

Muskellengde relativ til optimal lengde (mm)

Figur 2.3: Eksempel pd okt muskelstivhet. Grafen viser passiv spenning ved ulike
muskllengder relativt til muskelens optimale lengde for (sorte sirkler) og etter (dpne sirkler)
eksentrisk arbeid. * = signifikant forskjellig fra kontrollverdi. Verdiene vises som

gjennomsnitt = SEM. Figuren er hentet fra Whitehead et al. (2001).

2.3.1 Cellulzere mekanismer for okt fjeerstivhet i muskelvevet

Det er tidligere blitt foreslatt at skade i muskelen indusert av eksentrisk arbeid leder til okt
hevelse som folge av inflammatorisk respons og ekning i ekstracelluler veske. Dette
stresser passive elastiske elementer i muskelen som forer til gkt passiv spenning (Whitehead

et al., 2001). Denne hevelsen i musklene oker derimot ikke for 1-2 dager etter eksentrisk
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arbeid (Chleboun et al., 1998). Dette tilsier at gkt hevelse i musklene ikke kan forklare okt
fjeerstivhet like etter eksentrisk arbeid og dermed spiller en liten rolle for de raske endringene
1 fjerstivhet (Whitehead et al., 2001). Som forklart tidligere kan gjentatte eksentriske
kontraksjoner fore til rupturer pd membranen i muskelcellene. Hypotesen er at dette igjen
forer til en forstyrrelse av Ca?" homeostase i form av gkt intracelluleert fri Ca** som videre
leder til aktivering av tverrbrosyklus og trigger et lavt niva av aktivering i det kontraktile
apparatet (Hoang et al., 2007; Whitehead et al., 2001). Dette vil i teorien skape smé

kontrakturer i musklene ved hvile og dermed eke den passive muskelspenningen.

Det er ogsa blitt foreslatt at det store elastiske proteinet titin spiller en rolle for den passive
spenningen i sarkomerene (Hoang et al., 2007). Titin er et enormt protein, med en molekyler
vekt pa 3-4 MDa, og er forankret i Z-disken og til M-linje regionen i sarkomeren.
Funksjonen til titin er & bevare organiseringen mellom de tykke og tynne filamentene i
sarkomerene, holde myosin sentrert i midten av sarkomeren, og unnga feil overlapping
mellom A band og I band (Colombini et al., 2016). Rollen til titin i musklenes passive
spenning kan forklares gjennom de ulike omradene i proteinet. Ved korte sarkomerlengder
vil en forlengelse av muskelen skape strekk i Ig-domenet, som til vanlig er foldet. Dette
skaper kun en liten ekning i passiv kraft. Ved lengre sarkomerlengder derimot, gker den
passive kraften mye mer ved forlengelse. Dette er fordi PEVK segmentet pa titin blir
strukket og fungerer som en fjer (Colombini et al., 2016). Videre er det foreslatt at gkt
intracellulaert Ca®* etter eksentrisk arbeid forer til at Ca>* binder seg til PEVK segmentet,
noe som gker den titin-baserte kraftresponsen til forlengelse av sarkomerene (Figur 2.4).

Altsa fjeerstivheten pa titin forventes & oke ved okt Ca?" i cytosol (Freundt & Linke, 2019).
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Figur 2.4: En illustrasjon av titin i tre ulike faser; avslappet fase (A), utstrakt fase (B) og
utstrakt fase hvor Ca’* er bundet til PEVK segmentet (C). Kraftkurvene til venstre illustrerer
den passive spenningen ved endring i muskellengde under de ulike fasene (B og C). Legg
merke til at kraftresponsen ved endring i muskellengde er storre ndar Ca** er bundet til

PEVK segmentet pd titin. Figuren er hentet fra Colombini et al. (2016).

2.3.2 Shear wave elastografi

Siden maling av passivt dreiemoment reflekterer en sammensetning av ulike muskulere og
ikke-muskulere strukturer (f.eks. sener, hud, leddstruktur og ligamenter) vil ikke en slik
maéling gi oss et direkte og neyaktig estimat for de mekaniske egenskapene i de enkelte
muskelvevene (Lacourpaille et al., 2014). Den kvantitative ultralyd-baserte teknikken shear
wave elastografi (SWE) har i senere ar vist seg som et lovende verkteoy for & undersgke
mekaniske egenskaper i muskelvev (Eby et al., 2013). SWE baserer seg péa at ultralydproben
sender trykkbglger i muskelen som videre danner belger («shear waves») som propageres
vinkelrett ut i muskelvevet. Hastigheten pa disse beglgene blir s& malt kvantitativt for & kunne

kalkulere shear modulus (mél for vevets fjerstivhet). Ved stivere vev, vil hastigheten pé

21



shear belgene oke og dermed gi hoyere shear modulus (Brandenburg et al., 2014). De fleste
SWE teknikker er basert pa antakelsen om at det underliggende vevet er isotropisk, slik som
1 lever og brystvev. Det vil si at de mekaniske egenskapene er like i hele vevet. Muskler er
pa den andre siden anisotropisk, altsd at de mekaniske egenskapene er ulike mellom
muskelfiberne. For & oppnd neyaktige og reliable méalinger ber derfor ultralydproben
plasseres longitudinelt med muskelfiberne (Brandenburg et al., 2014; Eby et al., 2013). Selv
om SWE kun maler lokale endringer i muskelen er shear modulus vist & korrelere godt med
Young’'s modulus som er basert pa mélinger av global belastning gjennom hele muskelvevet.
Dette indikerer at lokale SWE malinger er valide og kan reflektere mekaniske egenskaper

over hele muskelen (Eby et al., 2013).

Det er videre gjort undersekelser av SWE malinger, hvor det er funnet signifikant ekning i
shear modulus like etter eksentrisk arbeid (Lacourpaille et al., 2014; Lacourpaille et al.,
2017). Denne gkningen var tilsvarende for den distale, mediale og proksimale delen av m.
biceps brachii i tillegg til m. brachialis (Lacourpaille et al., 2014). @kningen i shear modulus
var hegyere og holdt seg forheyet over lengre tid ved 160° sammenliknet med 110° vinkel i
albueleddet, mens ingen gkning ble funnet ved 70° vinkel (180° tilsvarte full ekstensjon)
(Lacourpaille et al., 2014; Lacourpaille et al., 2017). Dette viste at muskellengdens
pavirkning pa de mekaniske egenskapene i musklene, malt med globale mélinger, ogsa ble
observert pa innenfor et interesseomrade (ROI) pd muskelen. Figur 2.5 viser et eksempel pa
hvordan endring i muskellengde pévirker shear modulus. Det er blitt foresltt av Stephenson
& Wendt (1984) at Ca>" sensitiviteten gker ved lengre muskellengder (Lacourpaille et al.,
2017). Den heyere gkningen av shear modulus ved lengre muskellengder kan dermed
skyldes involvering av Ca*" avhengige prosesser som tverrbroforbindelse og stivere titin

(Lacourpaille et al., 2014).
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Figur 2.5: Eksempel pd SWE og hvordan shear modulus oker ved okende albuevinkel
(okende muskellengde) for (grd prikker) og etter (sorte prikker) eksentrisk arbeid. (a) viser
hvordan endring i shear modulus ser ut visuelt innen et interesseomrdde (ROI; de bld
rektanglene). (b) viser en linecer sammenheng mellom endring i albuevinkel og endring i

shear modulus fra omtrent 100 °til 160 ° Bildet er hentet fra (Lacourpaille et al., 2017).

P& bakgrunn av dette og at myofibrilleere rupturer og skade pa membranen resulterer i okt
intracellulaert Ca®*, gnsket Lacourpaille et al. (2017) & undersgke sammenhengen mellom okt
shear modulus og omfanget av muskelskade. De fant en sterk korrelasjon mellom endring i
maksimal volunter isometrisk kontraksjon (MVIK) 48 timer etter eksentrisk arbeid og
endring i shear modulus 30 min etter eksentrisk arbeid bade for kneekstensorer (r = -0,82) og
albuefleksorer (r = -0,80). Ettersom at reduksjon i maksimal kraftutvikling like etter
eksentrisk arbeid er konfundert av muskeltretthet, vil shear modulus potensielt kunne gi oss
et raskt og ikke-invasivt mal pa omfanget av muskelskade (Lacourpaille et al., 2017).
Likevel er det fremdeles uklart om shear modulus har en sammenheng med andre tegn pa
muskelskade som for eksempel HSP-respons og andel av skadde muskelfibre (Lacourpaille

etal., 2017).
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Det er blitt foreslatt at forbindelse av HSP kan bidra til endring i titin-basert fjerstivhet
(Freundt & Linke, 2019). HSP akkumulering i musklene vil bli beskrevet naermere senere i
dette kapittelet. Denaturering av proteindomener i titin innebzrer en risiko for misfolding,
noe som har blitt observert i [g-domenet (Freundt & Linke, 2019) Det er vist 4 fore til en
forbindelse av Hsp27 og aB-crystallin til Ig-domenet ved I-band regionen pa titin (Kotter et
al., 2014). En bieffekt av denne forbindelsen ser videre ut til & vaere en mild ekning i titin-
basert fjaerstivhet (Unger et al., 2017), muligens grunnet mekanisk stabilisering av
fjeerfunksjonen pa titin (Freundt & Linke, 2019). En akkumulering av sm& HSP (sHSP) kan

dermed fore til en liten okning i titin-basert fjerstivhet etter eksentrisk arbeid.

Béde okt fjaerstivhet i muskelvev og en langvarig lavfrekvent tretthet skyldes sannsynligvis
okt Ca?*-innstremning i cytoplasma gjennom skade pé sarkolemma og &pning av strekk-
aktiverte Ca**-kanaler (Dundon et al., 2008; Lacourpaille et al., 2017; Whitehead et al.,
2001). Siden gkt Ca®* trigger til proteolyse i cytoplasma gjennom aktivering av proteaser,
kan en forsinket restitusjon av lavfrekvent tretthet og en tidlig ekning i fjerstivhet i

muskelvevet reflektere en regenereringsprosess relatert til proteinnedbrytning.

2.4 Okt intracelluleer Ca** forer til aktivering av calpain

@kt konsentrasjon av fri Ca®* i cytosol er vist  resultere i proteindegradering i muskelcellen
gjennom aktivering av Ca®* aktiverte proteaser. Blant disse ser det ut til at calpain har fatt
mest oppmerksomhet i litteraturen (Belcastro et al., 1998). Det er vist at calpain-aktiviteten
okte etter eksentrisk arbeid og samtidig korrelerte med ekt myofibrilleere skader og redusert
evne til kraftutvikling (Raastad et al., 2010). Det ble foreslatt en gkt Ca?* konsentrasjon i
cytosol etter eksentrisk arbeid og at aktivering av den Ca**-avhengige proteolytiske
signalveien spiller en rolle i EIMD. Calpain ser videre ut til & ko-lokalisere seg ved flere
strukturelle proteiner rundt Z-diskene, blant annet det mellomliggende filamentet desmin
(Barash et al., 2002). Desmin forbinder to sideliggende Z-disker og spiller en viktig rolle for
den laterale kraftoverforingen mellom sarkomerene. @kt konsentrasjon av fri Ca®*i cytosol
vil, gjennom aktivering av calpain og degradering av strukturelle proteiner (f.eks. desmin)

kunne vere av betydning for muskelens evne til kraftutvikling (Raastad et al., 2010).

2.5 Blodmarkorer

Okt calpainaktivitet, sammen med mekanisk skade pa sarkolemma, bidrar ogsa til okt

membranpermeabilitet gjennom degradering av membranproteiner. Dette resulterer videre 1
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at ulike muskelproteiner lekker ut 1 blodet (Allen, 2004). Kreatinkinase (CK), myoglobin,
troponin I og laktatdehydrogenase (LDH) er eksempler pa proteiner som lekker ut i blodet
etter muskeladeleggende arbeid og blir ofte brukt som marker for & indikere omfanget av
muskelskade (Chen et al., 2020; Markus et al., 2021). Blant disse har CK 1 blodserumet fatt
mest oppmerksomhet, muligens fordi ekningen i blodet er sé stort i forhold til andre
proteiner (Clarkson & Hubal, 2002). Nivéet av CK i blodserumet blir blant annet benyttet
som marker i diagnostisering av rabdomyolyse (Cabral et al., 2020). Blodmarkerer som
mélemetode pd muskelskade kan pa den andre siden vere problematisk fordi det er et
produkt av hva som blir frigjort fra muskelen og hva som blir fjernet fra blodet. I tillegg
viser blodmarkerer store individuelle variasjoner og blir ikke ansett som en sarlig valid
malemetode pa muskelskade (Clarkson & Hubal, 2002; Paulsen et al., 2012). Den okte
membranpermeabiliteten vil ogsé fore til at mer Ca®* stremmer inn i muskelcellen og skaper
mer odeleggelser. P4 denne méten gar muskelcellen inn i en slags «ond sirkel» av
odeleggende hendelser og cellulaer nekrose kan til slutt oppsta som «verste» utfall (Gissel &

Clausen, 2001).

Det finnes noen celluleere mekanismer som har en beskyttende effekt mot EIMD. Blant annet
akkumuleres visse proteiner i muskelcellene og som fungerer som en beskyttelsesmekanisme
ved EIMD. Disse proteinene blir kalt heat shock proteiner (HSP) og responderer pa
muskulert stress (f.eks. EIMD). Deres spesielle funksjon gjor det mulig 4 naermere
underseke muskelskade pé celluleert niva ved & bruke HSP som en biomarker. For & kunne
underseke nermere HSP-responsen ved EIMD kreves histologiske metoder (f.eks. western
blot og immunohistokjemi). Slike metoder kan ha sine begrensninger ettersom de krever
biopsitaking (5-20 mg muskelvevspraver). Det er derfor usikkert om denne lille muskelbiten

er representativ for hele muskelen (Paulsen et al., 2012).

2.6  Heat shock proteiner

Navnet «heat shock proteiner» stammer fra en gammel studie fra 1962 hvor bananfluer ble
eksponert for hoy varme. Det ble observert at de bananfluene med heyest HSP akkumulering
hadde storst sannsynlighet for & overleve (Ritossa, 1962). Navnet er noe misvisende siden
HSP ogsa responderer pd mange andre stressfaktorer. HSP blir ofte omtalt som «chaperoner»
som beskriver en gruppe proteiner som er ansvarlige for vedlikehold av den native strukturen
i celleproteiner (Tikhomirova et al., 2017). Chaperonene har en viktig funksjon ved & hjelpe

nye ikke-foldede proteiner med & folde seg til sin native form slik at de blir aktive i sin
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funksjon. I tillegg hindrer chaperonene ogsa aggregering (dvs. misfoldede proteiner som
klumper seg sammen) og hjelper misfoldede proteiner med a folde seg tilbake til sin native
form (Liu et al., 2006). Basert pa molekylaer masse er HSP delt inn i ulike familier; Hsp90,
Hsp70, Hsp60, Hsp47 og sma HSP (sHSP) (Tkacova & Angelovicova, 2012). Disse har ogsa
ulike funksjoner i cellene. I dette underkapittelet vil det vaere fokus pd sHSP, spesielt aB-

crystallin, og Hsp70.

2.6.1 Sma heat shock proteiner

Ved normale forhold er sHSP bundet i store polydisperse og strukturelt heterogene
oligomerer av ikke-fosforylerte molekyler pa 200-800 kDa (Koh, 2002). I disse oligomerene
skjer dynamiske utvekslinger av protein-underenheter (Tikhomirova et al., 2017). Ulike
stressorer resulterer i fosforylering av sHSP som videre kan fore til en omlegging av
oligomeriske strukturer som gir mindre komplekser, vanligvis dimere (Tikhomirova et al.,
2017; Zwirowski et al., 2017). Dette pavirker videre den cellulzre lokaliseringen og
chaperone-funksjonen. sHSP binder seg med aggregeringsutsatte proteiner gjennom
hydrofobe omréder som er eksponert pd overflaten av aggregatene. En omstrukturering av
oligomerer til mindre komplekser eker eksponeringen av hydrofobe omréader. Dette

stimulerer til sSHSP-forbindelse med utsatte substratproteiner (Boelens, 2014).

Under cellestress er sHsp den fremste forsvarslinjen og en nekkelfaktor i modifiseringen av
proteinaggregering (Zwirowski et al., 2017). sHSP er ATP-uavhengige chaperoner som er i
stand til 4 raskt fange skadde og misfoldede proteiner gjennom en sakalt «holder»-aktivitet
som skjermer hydrofobe omrader fra overflaten og dermed hindre protein aggregering
(Dimauro et al., 2018; Tikhomirova et al., 2017). sHSP virker a gjenkjenne og binde seg til
proteiner som misfoldes under stress, men ser ikke ut til a katalysere refolding av proteinene
(Jakob et al., 1993). I stedet, gjennom interaksjon, inhiberer sHSP videre misfolding av
skadde proteiner og legger til rette for ATP-avhengige chaperoner (f.eks. Hsp70) til & refolde
proteinene til dets native og funksjonelle form (Boelens, 2014). Dette gjor de ved & danne
sHSP-substrat samlinger hvor sHSP danner et ytterskall pa utsiden av samlingene. Dette
ytterskallet skjermer hydrofobe omréder pd overflaten i substratet og former en selektiv
barriere som kun blir penetrert av Hsp70. sHSP-substrat samlingen forer ogsa til at hoyere
Hsp70-konsentrasjon kreves for & lose opp proteinaggregatene enn hvis de aggregerte

proteinene ikke var bundet til SHSP (Zwirowski et al., 2017). P4 denne méten er sHSP
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involvert 1 viktige celluleere funksjoner som stress toleranse, protein folding og

opprettholdelse av integritet i cellestrukturen (Bakthisaran et al., 2015).

2.6.2 aB-crystallin

Som en del av sHSP-familien har aB-crystallin tilvarende lik funksjon som andre sHSP.
Likevel skiller aB-crystallin seg fra de andre pa ulike méter. Det har tidligere veert trodd at
aB-crystallin utelukkende var uttrykt i eyelinsen (Dimauro et al., 2018). Selv om aB-
crystallin er sterkt uttrykt i gyelinsen, er det ogsa blitt vist at de uttrykkes i1 hjertemuskelen,
hjernen, nyrene og i skjelettmuskulaturen (Boelens, 2014; Dimauro et al., 2018). Under
normale forhold er aB-crystallin, akkurat som andre sHSP, lokalisert i cytosol samlet i store
heterogene oligomerer (Dimauro et al., 2018; Tikhomirova et al., 2017). Under cellestress i
skjelettmuskulaturen blir aB-crystallin raskt fosforylert som pavirker lokaliseringen og

chaperone-aktiviteten (Boelens, 2014).

aB-crystallin er vist 4 binde seg meg strukturelle proteiner som aktin, desmin og titin
(Tikhomirova et al., 2017). Blant annet har iskemisk stress i hjertet vist en rask translokering
av aB-crystallin fra cytosol til I-bdndet i sarkomeren og interaksjon med proteinet titin
(Bakthisaran et al., 2015; Boelens, 2014; Koh, 2002). Rask akkumulering av sHSP til
omrader rundt Z-diskene er ogsa blitt funnet etter maksimalt eksentrisk muskelarbeid hvor
aB-crystallin akkumulerte til skadde omrader rundt Z-diskene i sterre grad enn Hsp27 (Figur
2.6) (Paulsen et al., 2009). I samme studie virket aB-crystallin & binde seg spesielt til
desmin-liknende strukturer. Disse resultatene stemmer ogsd med en tidligere studie av Koh
og Escobedo (2004) hvor eksentrisk muskelarbeid gjort pd mus ga en akkumulering av o.B-

crystallin i omrdder rundt Z-disk og membran.
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aB-crystallin

Figur 2.6: Bildet viser muskelprover 1 og 48 timer etter eksentrisk arbeid som ble merket for
aB-crystallin og desmin. Bilde C, E og F er fra elektronmikroskopi (EM), mens D er
konfokal mikroskopi (KM). Pilene pa EM bildene (Il og IV) peker pd gullpartikler som
markerer aB-crystallin. Legg merke til at pilene pd bilde 1V peker pd en Z-disk ncert en
skadd myofibrill og til et mellomliggende filament (antageligvis desmin). Pilene pd KM
bildet (D) viser retningen pd fibrene og omrdder med hoy immunoreaktivitet for aB-
crystallin. * markerer Z-disker;, Mito: mitokondria. Bilde E og F viser immuno-gullmerkning
av aB-crystallin og desmin. Pilene markerer gullpartikler som markerer aB-crystallin og

desmin. Figuren er hentet fra Paulsen et al. (2009)

2.6.3 Hsp70

HSP70-familien kommer i fire hovedformer basert pa molekyler masse, 72 kDa, 73 kDa, 75
kDa og 78 kDa. Hsp70 er involvert i ulike cellulere prosesser og er en viktig molekylaer

chaperon fordi den bidrar til & opprettholde cellens homeostase. Som en chaperon hjelper
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Hsp70 med a folde ikke-foldede og misfoldede proteiner til deres funksjonelle native form i
tillegg til 4 hindre aggregering ved & binde seg pa hydrofobe omrader. Dette gjor Hsp70
viktig 1 beskyttelsen og repareringen av skadde proteiner ved cellulert stress. I tillegg til
folding av substratproteiner har Hsp70 ogsa en viktig funksjon gjennom sensing av stress.
Det vil si at Hsp70 gjenkjenner skadde proteiner og binder seg til dem, noe som trigger

oppregulering av Hsp70 (Figur 2.7) (Liu et al., 2006).

2.6.4 Regulering av Hsp70 respons

Under normale forhold i cellene er Hsp70 bundet til det regulatoriske proteinet heat shock
factor-1 (HSF1). (Liu et al., 2006; Silver & Noble, 2012). Ved cellestress frigjor Hsp70 seg
fra Hsp70-HSF1 komplekset for & binde seg til skadde proteiner og utfere sin chaperon-
funksjon. Denne frigjorelsen tillater HSF1 & inngé i en trimer formasjon som gir en hoy
affinitet til & binde seg til en spesifikk sekvens i promoter genet til Hsp70 kalt heat shock
element (HSE). Denne HSF1-HSE forbindelsen initierer Hsp70 transkripsjon og videre
syntese av Hsp70 (Figur 2.7) (Liu et al., 2006).

HSF-Hsp70

----------------- Stress
I
eI ' ' Protein denaturation

. @
HSF-Trimer ¥ Hsp70 * ’
el iy
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Hsp70 gene x x '
*
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HSE
3 Mg Lo 4
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Figur 2.7: Regulering av Hsp70 akkumulering. Denaturerte og ikke-foldet proteiner forer til
at Hsp70 frigjor seg fra HSF 1. Dette tillater HSF I til d danne en trimerformasjon som
binder seg til HSE pd promoter regionen Hsp70-genet. Dette forer til initiering av
transkripsjon av Hsp70 mRNA som videre forer til Hsp70 syntese. Figuren er hentet fra Liu

et al. (2006).
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2.7  HSP-respons til treningsindusert muskelskade

Treningsrelaterte stressfaktorer som akkumulering av fri Ca?" og stress pa mellomliggende
filamenter (f.eks. desmin) har vist & indusere Hsp70 i skjelettmuskulatur. I tillegg har fall i
glykogen og ATP, akkumulering av laktat og fall i muskulaer pH-verdi, samt okt ROS vist a
indusere Hsp70 akkumulering (Liu et al., 2006). Andre faktorer som kan indusere Hsp70 er
cytokiner (f.eks. IL-6) i forbindelse med inflammasjon etter EIMD (Paulsen et al., 2009;
Paulsen et al., 2012). P4 denne méten kan akkumulering av HSP fungere som en marker for
a undersgke muskelskade.

HSP-responsen til stress er trolig sterkt assosiert med stressintensiteten (Bakthisaran et al.,
2015; Liu et al., 2006). Likevel ser det ut til at responsen pavirkes av ulike faktorer. Blant
disse er treningsstatus og treningshistorikk, hvor det er vist at bade sHSP og Hsp70
responsen blir litt redusert i muskler hos veltrente eller personer som nylig har trent den
aktuelle muskelen, referert i litteraturen som «repeated bout effect» (Liu et al., 2006; Paulsen
et al., 2009; Vissing et al., 2009). Alder kan ogsa ha en pavirkning pa responsen gjennom
redusert binding av HSF1 til HSE som tidligere er vist pd aldrende mus (Vasilaki et al.,
2003). Det er ogsa vist pa gnagere at gstrogen kan dempe Hsp70 ekspresjonen etter trening i
skjelettmusklene, og at kjenn dermed kan vare en pavirkende faktor for HSP-respons. Dette

er derimot ikke funnet hos mennesker (Paroo et al., 2002).

I trdd med observasjoner fra flere studier virker det som responsen etter intensivt eksentrisk
arbeid kan karakteriseres med en rask akkumulering av sHSP til skadde omrader i
sarkomeren (f.eks. Z-disk, I-band, desmin). Deretter skjer en litt forsinket akkumulering av
Hsp70 som ser ut til & lokalisere seg pd samme sted som sHSP (Paulsen et al., 2009; Paulsen
et al., 2007; Thompson et al., 2002; Vissing et al., 2009). Et slikt tidsforlep kan forklares ved
at sHSP raskt binder seg pa hydrofobe omrader som er eksponert pé overflaten av
denaturerte proteiner. Dette forer til mindre proteinsamlinger hvor sHSP danner et ytterskall
som kun blir penetrert av Hsp70 (Zwirowski et al., 2017). Hsp70 akkumuleres deretter og tar
over for sHSP gjennom en kompetitiv frigjeringsmekanisme hvor Hsp70 binding til
proteinsamlingene frigjer sHSP, og kan dermed utfore sin folder-funksjon (Zwirowski et al.,
2017). Pa denne maten kan vi gjerne si at SHSP og Hsp70 komplimenterer hverandre. I
tillegg har det blitt rapportert etter eksentrisk arbeid at ekning av aB-crystallin niva 1
cytoskjelett ble sett sammen med reduksjon av a.B-crystallin niva i cytosol (Paulsen et al.,

2009). Samme studien viste ogsa at Hsp70 nivéet okte 1 bdde cytoskjelett og cytosol. Dette
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tilskrives translokasjon av aB-crystallin fra cytosol til cytoskjelett, samt en gkt transkripsjon

av Hsp70.

2.8 Faktorer som pavirker omfanget av muskelskade

En vesentlig utfordring i undersokelser av fysiologiske mekanismer rundt EIMD er den store
individuelle variasjonen mellom forsekspersoner. Individer har i noen studier blitt
karakterisert som lav-, moderat-, eller hay-respondere basert pa endringene i ulike markerer
for EIMD etter muskeladeleggende arbeid (Paulsen et al., 2012). Det er usikkert hvilke
faktorer som bidrar til den varierende responsen. Det er mulig at faktorer som alder (Vasilaki
et al., 2003), kjonn (Paroo et al., 2002), treningsstatus og -historikk kan bidra til denne
variasjonen i respons (McHugh et al., 1999; Paulsen et al., 2009; Vissing et al., 2009).
Genetiske faktorer har ogsé blitt foreslatt & spille en rolle i responsen til EIMD (Paulsen et

al., 2012). Blant disse er ekspresjonen av det strukturelle proteinet a-aktinin-3.

2.8.1 a-aktinin-3

a-aktinin-3 (ACTN3) er et medlem av den aktin-bindende proteinfamilien a-aktinin som er
store strukturelle nokkelkomponenter for tynne aktin filamenter til Z-diskene i sarkomeren
pa type Il muskelfibre (Del Coso et al., 2019; Vincent et al., 2010). Det er videre foreslatt at
a-aktinin-3 har en beskyttende effekt mot EIMD, bade etter eksentrisk arbeid og etter
maratonleping (Del Coso et al., 2017; Vincent et al., 2010). Omtrent 18% av verdens
befolkning ser derimot ut til & mangle dette proteinet grunnet en mutasjon i ACTN3-genet
(Ivarsson & Westerblad, 2015). Det er blitt forsekt & sammenlikne personer med og uten
ekspresjon av ACTN3 etter eksentriske kneekstensjoner (Vincent et al., 2010). Det var en
storre reduksjon i maksimal isokinetisk kraftutvikling ved 100°/sek og 200°/sek hos
personene uten ACTN3-ekspresjon samt en hgyere CK respons i blodet 24 timer etter arbeid
sammenliknet med personene med ACTN3-ekspresjon. Samtidig var det ingen forskjell i
reduksjon av isometrisk styrke eller Hsp70 mRNA ekspresjon mellom gruppene. Vincent et
al. (2010) hevdet at det muligens kunne forklares av en kompenserende ekning av a-aktinin-
2 ettersom disse finnes i type I fibre hos begge gruppene. En senere studie gjort pa erfarne
maratonlegpere etter en maratonkonkurranse viste at uteverne uten ACTN3-ekspresjon
rapporterte hayere oppfattet utmattelse og muskelsdrhet samt hoyere CK- og myoglobin-niva
i blodet sammenliknet med uteverne med ACTN3-ekspresjon (Del Coso et al., 2017). De

konkluderte med at personer uten ekspresjon av ACTN3 var mer utsatt for muskelskader
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etter en maraton sammenliknet med personer med full ekspresjon av ACTN3. Det er mulig
disse delvis motstridende funnene kan skyldes ulike intervensjoner hvor et maratonlep
sannsynligvis vil indusere mer muskelskade enn totalt 80 eksentriske kneekstensjoner. Dette
kan ogsa vare grunnet litt ulikt stress pd type I og type II fibre. Det kan tyde pé at personer
uten ekspresjon av ACTN3 er mer utsatt for muskelskade sammenliknet med personer med

ACTN3-ekspresjon, men at disse forskjellene trolig er marginale.

2.9 Oppsummering

EIMD etter eksentrisk arbeid sees som overekstenderte myofilamenter og ruptur i
sarkolemma som videre forer til en kaskade av nedbrytende prosesser. Utflytende Z-disker
har vert et vanlig direkte tegn pa muskelskade. I tillegg har ekt membranpermeabilitet fort
til at intracellulaere proteiner (f.eks. CK, myoglobin, Troponin I, LDH) lekker ut i
ekstracellulert omrdde og videre ut i blodet. Denne okte membranpermeabiliteten har ogsa
resultert i gkt innstremning av Ca?* gjennom mikrorupturer i membran og/eller strekk-
aktiverte Ca** kanaler. Dette forer til en forstyrrelse av Ca** homeostasen som videre
resulterer i forstyrrelser i E-C koplingen. Et resultat av dette er langvarig reduksjon i
muskelens evne til & utvikle kraft, bdde gjennom maksimale voluntere muskelaksjoner og
gjennom lavfrekvent tretthet malt via elektriske stimuleringer. Den gkte Ca**-
innstremningen er ogsd antatt a fore til okt fjeerstivhet i muskelvevet rett etter eksentrisk
arbeid. Dette er trolig et resultat av gkt fri Ca?" i muskelcellens cytoplasma som resulterer i
aktivering av tverrbrosyklus og ekt stivhet i PEVK-segmentet pa titin. Ultralyd SWE er i
nyere tid vist a vaere et valid og reliabelt mél for fjerstivhet i muskelvevet. Med denne
teknikken har ekt fjeerstivhet, mélt som shear modulus, vist seg a korrelere godt med
reduksjonen i muskelens evne til & utvikle kraft. Det trengs derimot videre undersokelser
hvor SWE sammenliknes med andre markerer for EIMD for & med sikkerhet kunne si at okt
fjeerstivhet i muskelvevet kan vere et tidlig og ikke-invasivt mél pad muskelskade. Okt fri
Ca?" i muskelcellene har videre vist & fore til aktivering av calpain, som bidrar til
degradering av strukturelle proteiner nart Z-diskene (f.eks. desmin). Dette resulterer videre i
redusert kontraktil integritet og forstyrrelser i E-C kopling. Det er veletablert at aB-crystallin
og Hsp70 spiller en beskyttende rolle ved EIMD. aB-crystallin translokeres raskt til skadde
omréder rundt Z-diskene og membranen for & forhindre aggregering av misfoldede proteiner.
Deretter akkumuleres Hsp70 for & hjelpe de skadde proteinene med & folde seg tilbake til en
funksjonell form. I undersekelser av EIMD er inter-individuelle variasjoner en stor

utfordring. Alder, kjonn, treningsstatus og treningshistorikk blir trukket fram som viktige
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faktorer for denne variasjonen. Noen genetiske faktorer kan muligens ogsa spille en rolle.
Ekspresjon av ACTN3 kan se ut til 4 redusere responsen ved EIMD og ca. 18% av verdens
befolkning har ikke genet til & produsere ACTN3. ACTN3 har vist 4 virke beskyttende ved
ekstremt belastende aktiviteter som maratonleping, men er det usikkert om de har noen

nevneverdig betydning ved eksentriske kontraksjoner.
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3. Metode

Denne masteroppgaven var en del av doktorgradsprosjektet «Recovery after Exercise-
Induced Muscle Damage». Prosjektet var en akuttstudie hvor forsekspersonene utforte en
enkelt okt med eksentrisk muskelarbeid, samt testing for og etter arbeidet. Det ble i tillegg
utfort tester de fire pafolgende dagene. Testene ble utfort for & undersoke ulike aspekter av

restitusjon etter eksentrisk muskelarbeid med stor kraftutvikling.

3.1 Rekruttering og inklusjon

Forsekspersoner ble rekruttert ved hjelp av plakater, informasjon pa sosiale medier, fysiske
presentasjoner foran studenter og lignende. For & kunne delta i prosjektet matte
forsekspersonene vere mellom 18 - 35 dr. Personer med sykdom eller skader i muskel-
skjelett systemet ble ekskludert. Forsgkspersonene kunne heller ikke ha trent styrketrening
pa albuefleksorene regelmessig én eller flere ganger i uken det siste aret. Totalt ble 15
forsekspersoner inkludert i prosjektet. For tilvenning ble satt i gang fikk hver enkelt deltaker
utdelt et informasjonsskriv og signerte samtykkeskjema. Alle deltakerne fullforte
protokollen, med noen unntak som blir beskrevet senere i metodekapittelet.

Forsekspersonenes karakteristikker er beskrevet i tabell 3.1.

Tabell 3.1: Karakteristika av forsekspersonene (n = 15)

Alder (ar) Kjonn (&/9) Hoyde (cm) Vekt (kg)

26.1 £3.7 38,97 175.1 + 8.6 75.3+13.4

3.2 Studiedesign

Denne oppgaven var en akuttstudie hvor hver forsgksperson var sin egen kontroll. Det
eksentriske arbeidet var randomisert mellom dominant og ikke-dominant arm mens den
kontralaterale armen var kontroll og gjennomgikk alle testene utenom det eksentriske
arbeidet. En oversikt over forseksprotokollen er illustrert i figur 3.1 og viser nér de ulike

testene fant sted i forhold til eksentrisk arbeid.
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Figur 3.1: Oversikt over forseksprotokoll. MVIK = Maksimal voluntcer isometrisk
kontraksjon, SWE = Shear Wave Elastografi, Trening = det eksentriske muskelarbeidet.

3.2.1 Protokoll for det eksentriske muskelarbeidet

Det eksentriske arbeidet bestod av totalt 50 maksimale eksentriske muskelkontraksjoner med
albuefleksorene fordelt pa 10 sett med 5 repetisjoner. Hensikten med dette var & fremkalle
muskelskade (Paulsen et al., 2009). Det eksentriske arbeidet ble utfort pa et dynamometer
(Humac® Norm™) hvor bevegelseshastigheten ble stilt inn til 30°/sekund. Forsgkspersonene
ble satt i en preacher curl benk og en hidndleddsortose ble festet til dynamometeret for hindre
bevegelse 1 hdndleddet (Figur 3.2). Deltakerne fikk 30 sekunder hvileperiode mellom

settene. Verbal oppmuntring ble gitt av testleder under hele arbeidet for & sikre maksimal

Innsats.
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Figur 3.2: Bilde av forsoksperson festet pa dynamometeret med hdandleddsortose som utforer

maksimalt eksentrisk arbeid.

3.2.2 Tilvenning til testprotokoll

Uken i forkant av testprotokollen gikk deltakerne gjennom en tilvenning av testene. Dette
bestod av innstilling av dynamometer og sete tilpasset til hver enkelt forseksperson. I tillegg
ble alle testene unntatt biopsiene utfort. Ved tilvenning av ultralydmélingene ble
muskelaktiviteten malt med EMG gjennom den passive utteyingen for & sikre fullstendig

avslapping av de strukkede musklene.
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3.3 Malinger
3.3.1 Shear Wave Elastography

Ultralyd shear wave elastografi (SWE) ble brukt for & estimere muskelens fjarstivhet
gjennom shear modulus beskrevet av Lacourpaille et al. (2017). Proben sender trykkbelge
mot muskelvevet som skaper belger («shear waves») som propagerer vinkelrett ut i vevet.
Muskelelastisiteten blir deretter mélt gjennom kalkulering av hastigheten pa disse balgene.
Hastigheten er direkte relatert til shear modulus, altsd hastigheten er hayere i stivere vev (Ce
et al., 2020). Tidspunkt pa malingene er illustrert i figur 3.1. Ultralydproben ble vinklet
longitudinelt med muskelfibrene og satt proksimalt for biopsi-snittene (Figur 3.3). Det ble
markert med tusj og benyttet B-mode ultralyd for & finne spesifikke markerer i muskelvevet
slik at proben ble plassert pd samme sted gjennom alle malingene. Malingene ble utfort
under passiv utteying mellom 90° og 10° vinkel pé albueleddet (0° tilsvarer full ekstensjon) i
en hastighet pd 2°/sekund. Det ble ogsa gjort statiske malinger ved 90° og 20° vinkel 1
albueleddet. Kun de statiske mélingene ble tatt med videre 1 statistiske analyser og presentert

1 denne oppgaven. Forsekspersonene ble bedt om & slappe av fullstendig under testing.

3.3.2 Maksimal voluntzer kraftutvikling i albuefleksorene

Testing av maksimal voluntar kraftutvikling i albuefleksorene ble utfert for og 5 minutter, 3,
24, 48, 72 og 96 timer etter eksentrisk arbeid. Ved bruk av dynamometer (Humac® Norm™)
ble den maksimale kapasiteten for kraftutvikling i albuefleksorene malt som maksimal
viljestyrt isometrisk styrke (MVIK) ved 80° vinkel i albueleddet. Verbal oppmuntring ble
gitt under testene for & sikre makismal innsats. Minst 2 forsek ble gjort pd hver test og
foregikk helt til dreiemomentet pé det siste forseket var lik eller lavere enn det forgdende

forseket. Forsgket med hoyest dreiemoment ble regnet som maksimal kraftutvikling.

3.3.3 Elektrisk stimulering

Det ble utfort elektrisk stimulering pa begge armene for og 1 time etter eksentrisk arbeid for
a male endringer i muskelens evne til kraftutvikling hvor det sentrale bidraget til
muskeltretthet var eliminert (Allen et al., 2008). Albueleddet ble satt pa 80° leddvinkel og to
elektroder ble festet over m. biceps brachii. Det ble merket med tusj rundt elektrodene slik at
de ble plassert pa samme sted for og etter arbeid. Under tilvenningen ble enkle impulser
sendt med gkende ampere for & etablere maksimal twitch. 75% av maksimal twitch ble
deretter brukt under elektrisk stimulering med tog av impulser pd 400 ms varighet med
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frekvens pa 20 og 50 Hz. Det ble gitt minst to stet pd hver arm. Dersom maksimal kraft ved
de to like stimuleringer pa samme tidspunkt var forskjellige, ble det gjennomfert én
stimulering til. Kraftratioen ved 20 og 50 Hz ble deretter regnet ut. Grunnet ubehag i

forbindelse med testingen valgte én forseksperson & ikke gjennomfere denne testen.

3.3.4 Muskelbiopsier

Muskelbiopsiene ble tatt 2, 48 og 96 timer etter arbeid (Figur 3.1). Biopsiene ble tatt pa den
distale delen av m. biceps brachii pa begge armene. I forkant av biopsitakingen ble det satt
lokalbedgvelse i huden og bindevevet rundt snittpunktet for huden ble desinfisert med
klohexidin. Et lite snitt i huden og muskelfascien ble gjort for selve biopsien ble utfort. I
henhold til en modifisert Bergstram-teknikk ble en 6-mm biopsindl med manuelt vakuum
brukt for & «suge» muskelvevet inn i ndlen for deretter & klippe den av. Muskelvevet ble
deretter fordelt og fryst i flytende nitrogen for det ble oppbevart i -80°C for videre analyser.

2 forsekspersoner gjennomforte ikke den siste biopsitakingen (96 timer etter arbeid).

3.4  Analyser

3.4.1 Shear Wave Elastography

For analysene ble videoklippene sjekket for om ultralydproben ble satt pd samme sted fra pre
til post. De klippene hvor probeplasseringen var ulik fra pre til post ble ekskludert fra
studien. Elastografi data ble analysert ved bruk av ElastoGUI software utviklet av Valentin
Doguet, Antoine Nordez og Francois Hug (2019) i Matlab. Gjennomsnittlig shear modulus
(mélt i kPa) ble mélt over et interesseomrade (ROI) (Figur 3.3) som var likt fra pre til post og
fra 90° til 20°. Metning ble satt pd 600 kPa.
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Figur 3.3: Bildet til venstre viser selve ultralydmélingen utfert pa forseksperson. Proben er
plassert longitudinelt med muskelfibrene og proksimalt over m. biceps brachii. Bildet til

heyre viser ultralydbilde med ROI (blatt rektangel).

3.4.2 Fraksjonering av muskelbiopsier

For videre analyser ble muskelbiopsiene fraksjonert til cytosol, membran, nuklear og
cytoskjelett i nevnt rekkefolge. ProteoExtract® Subcellular Proteome Extraction Kit fra
Calbiochem (cat. no. 539790) ble brukt til fraksjoneringen. En Protease inhibitor cocktail
(PINC) ble tilsatt i alle fraksjonene for & hindre videre proteolyse i muskelvevet. Kun cytosol
og cytoskjelett ble benyttet for videre analyser 1 denne oppgaven og detaljert beskrivelse av

fraksjoneringen blir derfor gitt kun for disse.

For cytosolfraksjonene var vevsbiten i et 2,0 ml Eppendorf Protein LoBind rer hvor 1,0 ml
Extraction Buffer I og 5 pl PINC ble tilsatt for proven ble homogenisert i 3 x 5 sekunder,
eller helt til vevet var lost opp, med knivhomogenisator. Prevene ble etterpa lagt til risting i
10 minutter ved 4°C etterfulgt av sentrifugering i 10 minutter ved 1000 G og 4°C.
Supernatanten ble videre overfort til 1,5 ml ror for den ble fordelt i 30 ul aliquoter i 0,2 ml

ror. Roret med restpelleten ble lagt pa is. Provene ble deretter lagret i -80°.
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For cytoskjelettfraksjonene ble roret med restpelleten tilsatt 0,5 ml Extraction Buffer IV og 5
pl PINC. Reoret ble sé knipset eller ristet til pelleten var lgst opp. Rerene ble satt 1
varmeblokk 1 5 minutter pa 90°C for & gjore losningen homogen. Provene ble videre
sentrifugert i 10 minutter ved 10 000 G og 20°C. Supernatanten ble deretter overfort til 1,5
ml rer og videre aliquotert pd samme maéte som cytosolfraksjonene for provene ble lagret i

-80°C.

3.4.3 Proteinmiling

Maling av totalt proteininnhold i pravene ble utfert ved hjelp av DC Protein Assay kit fra
BioRad. Bovine Gamma Globulin (cat. #500-0209) ble brukt som standard med 0,125, 0,25,
0,5, 1 og 1,5 mg/ml. Cytosolfraksjonene ble ikke fortynnet, mens cytoskjelett ble fortynnet
1:6 for at proteinkonsentrasjonen skulle falle innenfor omradet definert av
standardproteinene. Provene og standardene ble pipettert i triplikater med 5 pl i en 96-brenns
mikrotiterplate (Greiner Bio-One International AG, Kremsmiinster, Tyskland). Nér alle
provene/standardene var tilsatt, ble det tilsatt reagens med et DC™ Protein Assay Reagent
A/C/B kit. 25 pl blanding av reagens A+C og 200ul reagens B 1 hver brenn. Plastfilm ble
lagt over mikrotiterplaten med provene og deretter lagt i et morkt skap i 15 minutter.
Mikrotiterplaten ble deretter avlest ved 690 nm av en FC multiskan™ (Thermo Scientific™)
hvor proteinkonsentrasjonene ble beregnet i Thermo Scientific™ SkanIt™ software (versjon
1.01.16). Variasjonen pa alle triplettene métte vere innenfor et 10% avvik (CV < 10%) for a

bli godkjent.

3.4.4 Western Blot

Provene ble tilsatt sample buffer, bestdende av 4x Laemmli Sample Buffer (Cat. #161-0747,
BioRad), dithiothreitol (DTT) (Cat. #161-0611, BioRad), og ultrarent vann (dH>O) som
varierte i mengde basert pd den totale proteinkonsentrasjonen i prevene. Provene hadde en
proteinmengde per brenn pa 25 pg for cytoskjelett, 11-13 g for cytosol og 7 ug for
kontrollpreven. Pregvene ble videre satt pa varmeblokk ved 70°C 1 10 minutter for a
fremskynde denatureringsprosessen som skjer ved tilsettelse av sample buffer og DTT.
Deretter ble provene pipettert i 10-brenns geler (Mini-Protean Stain-Free Gels, 4-20%, Cat.
#456-8094, BioRad). De tre forste western blot analysene ble utfort med duplikater for hvert
biopsitidspunkt, hvor 4 geler ble brukt for hver forseksperson. Analysene for de resterende

forsekspersonene ble utfort uten duplikat hvor 2 geler ble brukt per forseksperson, én gel for
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cytosol og én for cytoskjelett. 5 pl vektmarker (Precision Plus Protein Standards, All Blue,
Cat. #161-0373, BioRad) ble pipettert i de to ytterste brennene, mens 25 pl prove ble
pipettert i de resterende brennene. I brennen til hoyre for pravene ble det pipettert 25 ul
kontrollpreve for 4 kunne sammenlikne bdndene uavhengig av gel. Elektroforesen ble kjort i
50 minutter pa 200 volt (PowerPac™ HC High-Current Power Supply, BioRad) fer gelene
ble aktivert i 2,5 min gjennom et stain free gel program pa en ChemiDoc™ MP Imaging

System (Biorad).

PVDF-membranene (Trans-Blot Turbo Transfer System RTA Transfer Kits 1704272,
BioRad) ble aktivert i metanol (1.06007.2500, Merck KGaA) i 30 sekunder eller til
membranene var gjennomsiktige for de ble skylt to ganger 1 dH>O og deretter lagt i transfer
buffer (Trans-Blot Turbo Transfer System RTA Transfer Kits 1704272, BioRad & Metanol,
1.06007.2500, Merck KGaA) i 3 minutter. Blotting ble innstilt pa 25 volt i 30 minutter ved
hjelp av et Trans-Blot Turbo Transfer System (BioRad). Etter blottingen ble det tatt bilde av
membranene med et ChemiDoc™ MP Imaging System (BioRad) for senere normalisering til
totalprotein. Membranene ble videre lagt i 5% melkelosning (Skim Milk Powder,
1.15363.0500, Merck KGaA) blandet med TBS-T (Tris buffered saline, 10x TBS, Cat. #170-
6435, BioRad & Tween 20, 437082Q, VWR) for blokkering i romtemperatur i 2 timer. Etter
blokkering ble membranene kuttet basert pd den molekylare vekten pa de aktuelle
proteinene. Primeert antistoff ble fortynnet i 1% melkelosning 1 henhold til
fortynningsforhold (Tabell 3.2). Membranene ble lagt i inkuberingsrer med primeert antistoff
mot aB-crystallin, Hsp70 og ACTN3 og inkubert i 4°C pa en ruller over natten. Se tabell 3.2

for oversikt over antistoffer benyttet.

Dagen etter ble membranene vasket 15 minutter i TBS-T og deretter 3 x 5 minutter i TBS for
de ble lagt i sekundeert antistoff i henhold til vertsdyret for det primare antistoffet (Tabell
3.2). Sekundert antistoff var fortynnet i 1% melkelosning. Membranene ble inkubert 1
sekundert antistoff i romtemperatur i 1 time, og deretter vasket 15 minutter i TBS-T og 3 x 5
minutter i TBS. For bildetaging ble membranene inkubert med et chemiluminescenssubstrat

(SuperSignal, 34076, Thermo Scientific) i 5 minutter i et morkt skap.

Bildene ble tatt med ChemiDoc™ MP Imaging System (BioRad) og videre analysert og

kvantifisert ved hjelp av Image Lab 6.1.0 software. Intensiteten pé hvert proteinbénd ble
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normalisert til totalprotein i tilsvarende brenn. Hensikten med det var a ta heyde for

variasjon i pipettering av prove.

Positiv for ACTN3 Negativ for ACNT3
- —-— ———-—- esmea
—— — —— — ————— —
- R —— L ——
S — ——— — — - — —

Figur 3.4: Figuren viser membraner fra western blot analysene. Membranene til venstre
med proteinbdnd viser forsokspersoner som var positiv for ACTN3 i cytoskjelett.

Membranene til hoyre viser forsokspersoner som var negative for ACTN3 i cytoskjelett.

Tabell 3.2: Primcer- og sekundcerantistoff benyttet i analysene

Produsent  Vertsdyr Fortynning Cat. #

Primeert antistoff

aB-Crystallin Enzo Mus 1:4000 ADI-SPA-222-F
Hsp70 Enzo Mus 1:4000 ADI-SPA-810-F
ACTN3 Abcam Kanin 1:4000 Ab68204
Sekundzrt antistoff

Anti-mouse IgG HRP-linked | Thermo Geit 1:30 000 31430

antibody Scientific

Anti-Rabbit IgG HRP-linked | Invitrogen  Geit 1:30 000 31460

antibody

3.5 Statistikk

Rédata ble testet for normalfordeling visuelt med Q-Q plot og med Shapiro-Wilk test for

videre analyser. Endringer i MVIK og endring i kraftutvikling ved elektrisk stimulering pa

50 Hz, samt kraftratioen for 20 og 50 Hz ble analysert med en mixed-effects toveissANOVA

med post-hoc-test (Bonferroni). Dataene for 20 Hz stimulering, som ikke var normalfordelt,

ble analysert med Friedman’s toveis~sANOVA. Endringer i niva av aB-crystallin og Hsp70 i
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cytosol og cytoskjelett ble analysert med Friedman's toveis~ANOV A med post-hoc-tester
(Bonferroni). Endring i shear modulus ble analysert med en toveis-ANOVA med post-hoc-
test (Bonferroni). For analysering av korrelasjoner ble Pearson’s (parametrisk)
korrelasjonstest eller Spearman’s (ikke-parametrisk) korrelasjonstest benyttet, avhengig av
om dataene var normalfordelte eller ikke. En uparet multippel Mann Whitney test ble brukt
for 4 teste om responsen av a.B-crystallin og Hsp70 mellom forsgkspersonene som hadde, og
ikke hadde, pavist ACTN3 var lik ved de ulike tidspunktene etter baseline. Statistisk
signifikans ble oppnddd ved P<0,05. Dataene er oppgitt i giennomsnitt + standardfeil (SEM).
Utregninger ble gjennomfort i Microsoft® excel 2011 og videre analysert i Prism® versjon
9.0.2 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA). Friedman's toveis-ANOVA ble gjort
i IBM SPSS Statistics® 1.0.0.1508 (International Buisnes Machines, New York, NY, USA).
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4. Resultater

4.1  Maksimal volunteer isometrisk kontraksjonskraft

De 50 maksimale, eksentriske albuefleksjonene reduserte evnen til maksimal isometrisk
kraftutvikling med ~50% og MVIK var redusert frem til 72 timer etter arbeid (Figur 4.1).
Dreiemomentet var redusert med 45 + 3 % 5 minutter etter eksentrisk arbeid og holdt seg
redusert fra pre med 50 £ 3 %, 44 + 4 %, 39 + 5%, 33 £ 5% etter henholdsvis 3, 24, 48 og 72
timer (P <0,01; Figur 4.1). Det var ingen signifikant forskjell i maksimal kraftutvikling fra
pre eller mellom belastet arm og kontrollarm for arbeidet og 96 timer etter arbeid. Det var

heller ingen signifikant endring i MVIK i kontrollarmen under eksperimentet.

® Belastet arm

’g 100: . o O Kontroll
> 1N G- O g 00
< - \
(=] - \\
S AN 2
E : \\\\ _,——! ””” {
2 50- & o 2 )
2 - *% *% ** #
opt o *%* #
éﬂ ] # 4 #
£ ]
= i
€3 ]
0 1 1 1 1 1 1 1

Tid etter arbeid

Figur 4.1: Endring i MVIK pd albuefleksorene ved 80 ° albuevinkel (0 °tilsvarer full
ekstensjon) relativt til pretest ved ulike tidspunkter etter eksentrisk arbeid. * = forskjellig fra
Pre (P <0,05) ** = signifikant forskjellig fra Pre (P <0,001) # = signifikant forskjellig fra

kontroll ved samme tidspunkt (P <0,05). Resultatene vises som gjennomsnitt + SEM
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4.2  Elektrisk stimulering

Det var ingen endring i dreiemoment i kontrollarm ved elektrisk stimulering pa 50 Hz eller
20 Hz. I belastet arm, 1 time etter eksentrisk arbeid, var dreiemomentet redusert med 57 +
8% (P < 0,01; Figur 4.2A) og 75 + 6% (P < 0,001; Figur 4.2B) ved henholdsvis 50 Hz og 20
Hz stimulering. Totalt ble 6 av mélingene pé belastet arm ekskludert grunnet ikke-valide
malinger, noe som reduserte den statistiske styrken pa disse resultatene. En forseksperson
onsket ikke & gjennomfere elektrisk stimulering. Kraftratioen mellom 20 og 50 Hz var
redusert i belastet arm med 42 + 11% (P = 0,03; Figur 4.2C) 1 time etter eksentrisk arbeid.
Dette indikerer at kraftfallet ved 20 Hz (lav frekvens) var sterre enn ved 50 Hz (hey
frekvens) og at en lavfrekvent muskeltretthet ble utviklet med denne protokollen. Det var

ingen endring i 20:50 Hz kraftratio for kontrollarmen.
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T =50 50] z
!:\l)e\c ] n 0.4
£ ] S
< ] 0.21
: ] -4
= ] ]
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Pre Post 1t Pre Post 1t Pre Post 1t Pre Post 1t Pre Post 1t Pre Post 1t

Figur 4.2: Dreiemoment ved elektrisk stimulering pa m. biceps brachii for (Pre) og 1 time
etter (Post 1t) eksentrisk arbeid. Grafene viser dreiemoment relativt til Pre-verdi generert
ved stimuleringsfrekvens pa 50 Hz (A) og 20 Hz (B). (C) viser ratioen av kraft generert ved
20 og 50 Hz. * = signifikant forskjell mellom Pre og Post It (P <0,05). Resultatene vises

som gjennomsnitt + SEM

4.3  Heat shock proteiner

4.3.1 aB-crystallin

Det var ingen signifikant endring i nivd av aB-crystallin, hverken i cytosol eller cytoskjelett i
kontrollarm. I belastet arm var intensitetsnivaet av aB-crystallin i cytosol lavere
sammenliknet med kontrollarm 2 timer etter eksentrisk arbeid (P <0,01; Figur 4.3A). Pa
samme tidspunkt var det et signifikant heyere niva av aB-crystallin i cytoskjelett pa belastet

arm sammenliknet med kontrollarm (P < 0,001; Figur 4.3B). Fra 2 timer til 48 timer etter
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eksentrisk arbeid ekte nivéet i cytosol (P < 0,01; Figur 4.3A) og nivéet i cytoskjelett ble
redusert (P < 0,05; Figur 4.3B). Ved 48 timer etter eksentrisk arbeid var aB-crystallin nivaet
1 belastet arm ikke signifikant forskjellig fra kontrollarmen; hverken for cytosol eller
cytoskjelett. Det ble observert en ytterligere ekning av aB-crystallin i cytosol i belastet arm
96 timer etter eksentrisk arbeid (P = 0,012; Figur 4.3A) hvor nivaet var signifikant hoyere
enn kontrollarmen (P<0,01; Figur 4.3A). aB-crystallin nivaet i belastet arm var ikke

signifikant forskjellig fra kontroll i cytoskjelett 96 timer etter eksentrisk arbeid.
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Figur 4.3: Intensitetsniva av aB-crystallin i cytosol () og cytoskjelett (B) etter eksentrisk
arbeid analysert med western blot. Intensiteten er normalisert for en kontrollprove og
indikerer proteinnivdet i cytosol og cytoskjelett. (C) viser bilder av representative band fra
western blot analysene av belastet muskel. * = signifikant forskjell fra 2 timer etter trening
(P <0,05). # = signifikant forskjell fra kontrollarm ved samme biopsitidspunkt (P <0,05).

Resultatene vises som gjennomsnitt + SEM

4.3.2 Hsp70

I likhet med aB-crystallin, ble det ikke funnet noen signifikant endring i Hsp70 niva i
cytosol eller cytoskjelett pa kontrollarmen. Det var en forsinket gkning av Hsp70 i belastet
arm, bade i cytosol og cytoskjelett hvor nivaet i belastet arm var lik kontrollarm 2 timer etter
eksentrisk arbeid. Deretter okte Hsp70 nivaet signifikant 48 timer etter eksentrisk arbeid 1
cytosol (P =0,014; Figur 4.4A) og i cytoskjelett (P < 0,01; Figur 4.4B). Hsp70 nivaet var
forheyet 96 timer etter eksentrisk arbeid og var signifikant heyere i1 belastet arm
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sammenliknet med kontrollarm i cytosol (P < 0,01; Figur 4.4A) og cytoskjelett (P < 0,001;
Figur 4.4B).
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Figur 4.4: Endring i intensitetsnivd av Hsp70 i cytosol (A) og cytoskjelett (B) etter eksentrisk
arbeid. Intensiteten er normalisert for kontrollprove. (C) viser representative band fra
western blot analysene. * = signifikant forskjell fra 2 timer etter trening (P < 0,05). # =
signifikant forskjell fra kontrollarm ved samme biopsitidspunkt (P <0,05). Resultatene vises

som gjennomsnitt + SEM

4.4  Fjeerstivhet i muskelvevet

Gjennomsnittlig shear modulus var signifikant heyere ved 20° enn ved 90° for pre og post
(+271 £ 47% og +631 £ 52%, henholdsvis (P < 0,01; Figur 4.5)) pé den belastede armen og
for pre og post (+279 + 34% og +285 £ 60%, henholdsvis (P < 0,01; Figur 4.5)) pé
kontrollarmen (0° tilsvarer full ekstensjon av albueleddet). Det var ingen signifikant endring
fra pre til post i belastet arm ved 90°. Derimot var det en signifikant ekning fra pre til post 1
gjennomsnittlig shear modulus ved 20° pd 74 + 15% (P < 0,0001; Figur 4.5B) i den belastede

armen. Det var ingen signifikant endring fra pre til post i kontrollarmen ved 90° eller 20°.
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Figur 4.5: Endring i shear modulus mdlt med Shear wave elastografi ved 90°(4) og 20°(B)
leddvinkel pd albueleddet (0 °er full ekstensjon). Shear modulus, malt i kPa, indikerer
muskelens fjcerstivhet. * = signifikant forskjell fra Pre (P <0,05). Resultatene vises som
gjennomsnitt +SEM.

4.5  Korrelasjoner

Signifikante korrelasjoner ble funnet mellom niva av aB-crystallin i cytoskjelett 2 timer etter
arbeid og endring i MVIK, bade etter 24 timer (r =-0,66; P = 0,01; Tabell 4.1; Figur 4.6) og
48 timer (r =-0,61; P =0,02; Tabell 4.1). Det var ingen signifikant sammenheng mellom
reduksjon av aB-crystallin i1 cytosol etter 2 timer og endring i MVIK. Det var en
sammenheng mellom endring i MVIK 48 timer etter arbeid og Hsp70 niva 48 timer etter
arbeid i bade cytosol (r = -0,68; P < 0,01; Tabell 4.1; Figur 4.6) og cytoskjelett (r =-0,56; P
=0,03; Tabell 4.1).
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Tabell 4.1: Korrelasjon mellom prosentvis endring fra pre i MVIK (24 og 48 timer etter
baseline), niva av aB-crystallin 2 timer etter eksentrisk arbeid (i cytosol og cytoskjelett) og
niva av Hsp70 48 timer etter eksentrisk arbeid (i cytosol og cytoskjelett). r =
korrelasjonskoeffisient, P = P-verdi, * = signifikant korrelasjon, NS = ikke signifikant

korrelasjon.

MVIK (% av Pre)

Post 24t

aB-crystallin - Post 2t r P
Cytosol 0,38 NS

Cytoskjelett -0,66

Hsp70 - Post 48t r P

-0,60
-0,55

Cytosol
Cytoskjelett

0,01*

0,02*
0,04*

Post 48t
r P
0,38 NS
-0,61 0,02*
r P
-0,68 <0,01*
-0,56 0,03*
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Figur 4.6: A) viser korrelasjonen mellom niva av aB-crystallin i cytoskjelett 2 timer etter
arbeid og prosentvis endring i MVIK 24 timer etter arbeid. B) viser korrelasjonen mellom
Hsp70 nivd i cytosol 48 timer etter arbeid og prosentvis endring i MVIK 48 timer etter

arbeid. v = korrelasjonskoeffisient, P = P-verdi.

Korrelasjonsanalysene viste ingen signifikant ssmmenheng mellom endring i
gjennomsnittlig shear modulus og niva av aB-crystallin i cytosol eller cytoskjelett 2 timer
etter arbeid (Tabell 4.2). Det var heller ingen sammenheng mellom endring i gjennomsnittlig

shear modulus og niva av Hsp70 i cytosol eller cytoskjelett 48 timer etter arbeid.
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Tabell 4.2: Korrelasjon mellom prosentvis endring fra pre i gjenomsnittlig shear modulus
(20° leddvinkel i albuen), niva av aB-crystallin 2 timer etter eksentrisk arbeid (i cytosol og
cytoskjelett), nivd av Hsp70 48 timer etter arbeid og prosentvis endring i MVIK 24, 48, 72 og
96 timer etter arbeid, samt ratioen av elektrisk stimulering pd 20 og 50 Hz I time etter
arbeid. r = korrelasjonskoeffisient, P = P-verdi, * = signifikant korrelasjon, NS = ikke

signifikant korrelasjon.

Shear modulus - 20°

(% av Pre)

r P
aB-crystallin - Post 2t
Cytosol -0,34 NS
Cytoskjelett 0,35 NS
Hsp70 - Post 48t
Cytosol 0,26 NS
Cytoskjelett 0,12 NS
MVIK (% av Pre)
Post 24t -0,53 <0,05%*
Post 48t -0,33 NS
Post 72t -0,30 NS
Post 96t -0,36 NS
Elektrisk stimulering - Post 1t
20:50 Hz Ratio -0,55 NS

Det var en signifikant korrelasjon mellom endring i gjennomsnittlig shear modulus og
endring i MVIK 24 timer etter arbeid (r = -0,53; P < 0,05; Tabell 4.2; Figur 4.7A). Ingen
signifikant korrelasjon ble funnet mellom endring i gjennomsnittlig shear modulus og

endring i MVIK 48, 72 og 96 timer etter arbeid.

Korrelasjonsanalysen mellom endringen i gjennomsnittlig shear modulus og kraftratioen
mellom elektrisk stimulering pd 20 og 50 Hz 1 time etter eksentrisk arbeid viste en
tilsynelatende moderat korrelasjon, men denne var ikke signifikant (r = -0,55; P >0,1; Tabell

4.2; Figur 4.7B).
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Figur 4.7: A) viser korrelasjonen mellom prosentvis endring fra pre i giennomsnittlig shear
modulus ved 20 ° albuevinkel og prosentvis endring fra pre i MVIK 24 timer etter eksentrisk
arbeid. B) viser korrelasjonen mellom prosentvis endring fra pre i gjennomsnittlig shear
modulus ved 20 ° albuevinkel og kraftratioen mellom elektrisk stimulering pa 20 og 50 1 time

etter eksentrisk arbeid. r = korrelasjonskoeffisient, P = P-verdi

4.6 ACTNS3 pavirket ikke restitusjonen av muskelfunksjon eller aB-

crystallin eller Hsp70 responsen

Muskelbiopsiene ble i tillegg analysert for ACTN3. Hos 5 av de 15 forsekspersonene ble det
ikke detektert ACTN3. Responsen av aB-crystallin og Hsp70 mellom de som fikk pavist
ACTN3 og ikke som ikke fikk pavist ACTN3 i western blot analysene ble deretter
sammenliknet. Det var ingen signifikante forskjeller mellom forsekspersoner positive for og
forsekspersoner negative for ACTN3 i respons av aB-crystallin eller Hsp70, hverken i
cytosol eller cytoskjelett (Figur 4.8). Det var heller ingen signifikant forskjell i MVIK
mellom forsekspersonene positive for ACTN3 og forsekspersonene negative for ACTN3

(Figur 4.9)

51



2.0- 2.07 ® Uten ACTN3 - Belastet arm

L5 m Med ACTN3 - Belastet arm
O Uten ACTNS3 - Kontroll

1.0+ O Med ACTN3 - Kontroll

05 e T

Intensitet
(Normalisert for kontrollpreve)
P
=]

1

T ] A
2t 48t 96t 2t 48t 96t
Timer etter eksentrisk arbeid Timer etter eksentrisk arbeid

Intensitet
(Normalisert for kontrollprove)

0. !// lal fal
v T L
2t 48t 96t

Timer etter eksentrisk arbeid Timer etter eksentrisk arbeid

Figur 4.8: Viser responsen av aB-crystallin i cytosol (A) og cytoskjelett (B), samt responsen
av Hsp70 i cytosol (C) og cytoskjelett (D) for forsekspersoner med (firkanter) og uten
(sirkler) ACTN3 i m. biceps brachii. Resultatene vises som gjennomsnitt = SEM
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Figur 4.9: Prosentvis endring i MVIK etter eksentrisk arbeid for forsokspersonene som var
positive (hvite stolper) og negative (sorte stolper) for ACTN3. Resultatene vises i

gjennomsnitt + SEM.
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5. Diskusjon

Hovedhensikten med denne studien var a underseke om det var noen sammenheng mellom
akkumulering av HSP, utvikling av tretthet, fjerstivhet i muskelvevet og redusert
kraftutvikling etter uvant eksentrisk arbeid hos friske voksne. Det eksentriske arbeidet pd
albuefleksorene resulterte i forventet reduksjon i MVIK for den belastede armen.
Reduksjonen i MVIK 1 belastet arm holdt seg signifikant lavere enn kontrollarmen helt fram
til 72 timer etter eksentrisk arbeid. Det var ogsé en tydelig utvikling av lavfrekvent tretthet i
belastet arm 1 time etter arbeidet. Det eksentriske arbeidet resulterte i en rask akkumulering
av aB-crystallin i1 cytoskjelettet sammen med en reduksjon av aB-crystallin i cytosol i
belastet arm. Dette indikerer skade pé strukturelle proteiner kort tid etter eksentrisk arbeid.
Det var en forsinket akkumulering av Hsp70 i bide cytoskjelett og cytosol etter 48 timer som
holdt et forheyet niva i belastet arm fram til 96 timer etter eksentrisk arbeid. SWE-malingene
viste ogsa en gkt fjerstivhet i muskelvevet like etter eksentrisk arbeid i belastet arm, men
dette korrelerte ikke med akkumuleringen av HSP. Det var imidlertid en sammenheng
mellom endring i muskelvevets fjerstivhet og endring i MVIK, men det var ingen signifikant

sammenheng mellom utvikling av fjerstivhet og utvikling av lavfrekvent tretthet.

5.1 Langvarig reduksjon i MVIK

Etter eksentrisk arbeid pé albuefleksorene var MVIK redusert med ~50% fram til 24 timer
etter arbeid. Deretter restituerte MVIK gradvis, men kraften var ogsa signifikant lavere i
belastet arm sammenliknet med kontrollarmen fram til 72 timer etter eksentrisk arbeid.
Reduksjonen i MVIK ser ut til & stemme godt med tidligere undersokelser gjort etter
intensivt eksentrisk arbeid (Lauritzen et al., 2009; Paulsen et al., 2009). Maksimal
kraftutvikling reduseres med opptil 50-60% etter eksentrisk arbeid og det kan ta 1-2 uker for
muskelstyrken returner tilbake til normalverdi (Byrne et al., 2004). Den langsomme
restitusjonen skyldes trolig muskelskade. I dette forseket var MVIK signifikant lavere i
belastet arm sammenliknet med kontrollarm fram til 96 timer etter eksentrisk arbeid. Likevel
sa det ut til 4 vaere en tendens til lavere MVIK 1 belastet arm enn kontrollarm etter 96 timer,
men forskjellen nddde ikke statistisk signifikans. Dette fravaret av statistisk signifikans etter
96 timer stér i1 kontrast med tidligere forsek hvor det ble funnet signifikant lavere MVIK i
belastet arm sammenliknet med kontrollarm etter 9, og til og med, 21 dager etter eksentrisk

arbeid (Lauritzen et al., 2009). Studien inkluderte imidlertid kun sakalte «hgy respondere»
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som hadde et fall i muskelkraft pd mer enn 50% etter eksentrisk arbeid. Utvalget i Lauritzen
et al. (2009) er derfor ikke direkte sammenliknbart med utvalget i denne studien. Ettersom
forlenget reduksjon i maksimal voluntaer kraftutvikling anses som et valid og reliabelt mal pa
EIMD (Clarkson & Hubal, 2002), er dette en sterk indikasjon pé at totalt 50 eksentriske

kontraksjoner induserte muskelskade i albuefleksorene.

5.1.1 Mekanisk stress

Siden maksimalt eksentrisk arbeid er sterkt relatert til mekanisk stress i muskelfiberne
(Clarkson & Hubal, 2002; Tee et al., 2007), er det sannsynlig at dette har vaert en
dominerende faktor til den langvarige reduksjonen i MVIK observert i denne studien. Det er
flere mulige grunner til det. Trolig induserer det eksentriske arbeidet en ikke-uniform
forlengelse av sarkomerer. Dette gjor at noen av sarkomerene i muskelfiberne blir strukket
forbi overlappingen mellom aktin og myosin, altsa at de «popper» fra hverandre. Dette er
videre kjent for & resultere i lengre optimal muskellengde for kraftutvikling (Allen, 2004;
Brockett et al., 2001; Byrne et al., 2004). Denne forskyvningen av optimal muskellengde har
sannsynligvis hatt en betydning for endring i kraftutviklingen siden MVIK ble testet pa
samme muskellengde (albuevinkel) pé alle testene. Videre resulterer mekanisk stress i
utflytende Z-disker og en folgende redusert kontraktil integritet (Allen, 2004; Lauritzen et
al., 2009). Det er ogsa foreslatt at mekanisk stress resulterer i tap av dystrofin og en folgende
redusert stabilitet i membranen, noe som resulterer i aktivering av strekk-induserte Ca?'-
kanaler og mikrorupturer i sarkolemma (Fanchaouy et al., 2009; Lovering & De Deyne,
2004). Dette forer til en okt innstremning av Ca?" fra ekstracellulert omrade og en
ytterligere edeleggelse innad i muskelcellene gjennom aktivering av calpain (Raastad et al.,
2010). Calpain har tidligere blitt vist & lokalisere seg ved strukturelle proteiner rundt Z-
diskene. Blant disse strukturelle proteinene er desmin spesielt utsatt for degradering av
calpain (Barash et al., 2002). Siden desmin spiller en viktig funksjonell rolle i den laterale
kraftoverferingen mellom sarkomerer spiller trolig disse proteolytiske prosessene en rolle for
muskelens reduserte evne til kraftutvikling i dagene etter arbeidet (Barash et al., 2002;

Raastad et al., 2010).

5.1.2 Forstyrrelser i E-C kopling

I denne studien var det en 42 + 11% reduksjon 1 20:50 Hz kraftratio for elektrisk stimulering
1 time etter eksentrisk arbeid. Dette indikerer at endringer i E-C kopling bidro i reduksjonen

av MVIK like etter eksentrisk arbeid (Raastad et al., 2010). En tilsvarende reduksjon pé 48 +
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4% 1 20:50 Hz kraftratio er tidligere blitt observert pa kneekstensorer. Dette ble etterfulgt av
en gradvis ekning fram til 2 dager etter maksimalt eksentrisk arbeid (Raastad et al., 2010).
Martin et al. (2004) fant ogsa en rask reduksjon i 20:80 Hz kraftratio etter eksentrisk arbeid
som returnerte tilbake til normalverdi etter 48 timer. I denne studien utferte vi elektrisk
stimulering kun for og 1 time etter det eksentriske arbeidet. Vi kan derfor ikke si noe om
tidsforlapet etter dette. Pa bakgrunn av de to sistnevnte studiene er det likevel rimelig & anta
at 20:50 Hz kraftratioen pa albuefleksorene i denne studien kan ha returnert til normalverdi
etter omtrent 2 dager (Martin et al., 2004; Raastad et al., 2010). Forstyrrelser i E-C koplingen
vil 1 sd fall ikke kunne forklare den langvarige reduksjonen i MVIK ettersom reduksjonen i

MVIK var signifikant til og med 72 timer etter eksentrisk arbeid.

Det var ingen korrelasjon mellom reduksjon 1 20:50 Hz kraftratio og ekt nivd av aB-
crystallin og Hsp70 i cytoskjelett. Lignende funn er observert tidligere hvor andelen av
skadde muskelfibre ikke korrelerte med fall 1 20:50 Hz kraftratio (Raastad et al., 2010). Dette
kan indikere at det ikke er en n@r sammenheng mellom skader pa strukturelle omrader i

muskelfibrene og de endringer i E-C koplingen som forte til lavfrekvent krafttap.

5.2  Heat shock proteiner

5.2.1 oaB-crystallin

Som forventet var det en rask akkumulering av aB-crystallin i cytoskjelett 2 timer etter
eksentrisk arbeid i belastet arm. P4 samme tidspunkt var nivdet av aB-crystallin redusert i
cytosol i forhold til kontrollarmen. Den raske akkumuleringen av aB-crystallin i1 cytoskjelett
og den samtidige reduksjonen i cytosol samsvarer med data fra Paulsen et al. (2009) som
fant en rask ekning i cytoskjelettet allerede 1 time etter eksentrisk arbeid. Reduksjonen av
aB-crystallin i cytosol var ogsa tilsvarende det som ble funnet i denne studien. Dette
indikerer en translokasjon av aB-crystallin fra cytosol til cytoskjelett etter eksentrisk arbeid
(Paulsen et al., 2009). Den raske gkningen av aB-crystallin i cytoskjelett indikerer en akutt
skade pé strukturelle omrader i muskelcellene. Den samtidige reduksjonen i cytosol
understotter videre forklaringen om at eksentrisk arbeid forer til rask fosforylering av aB-
crystallin i cytosol (Bakthisaran et al., 2015). Denne fosforyleringen reduserer videre
oligomer-komplekset, som aB-crystallin under normale forhold er organisert i, og pavirker

chaperone-aktiviteten slik at de kan binde seg til misfoldede proteiner (Boelens, 2014;

Dimauro et al., 2018; Tikhomirova et al., 2017).
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Etter den raske ekningen av aB-crystallin nivaet i cytoskjelett, reduserte nivdet gradvis
utover uken fram til 96 timer etter eksentrisk arbeid. I motsetning til dette er det tidligere vist
et stabilt forheyet aB-crystallin niva i cytoskjelett fram til 7 dager etter eksentrisk arbeid
(Paulsen et al., 2009). Tidsforlepet i akkumulering av aB-crystallin, malt med
immunohistokjemi i Paulsen et al. (2009), var relativt likt som i1 denne studien. I denne
studien hadde aB-crystallin nivaet i cytosol returnert til kontrollniva allerede 48 timer etter
eksentrisk arbeid. Nivaet av aB-crystallin gkte deretter ytterligere til et signifikant hoyere
nivd sammenliknet med kontrollarm 96 timer etter eksentrisk arbeid. Det samme er ogsa
observert tidligere (Paulsen et al., 2009). Okt a.B-crystallin mRNA nivé er tidligere observert
mellom 3 og 24 timer etter eksentrisk arbeid (Paulsen et al., 2007; Vissing et al., 2009).
Okningen av aB-crystallin niva i cytosol 96 timer etter eksentrisk arbeid ser derfor ut til &
vare et resultat av okt ekspresjon og translokering av aB-crystallin tilbake fra cytoskjelett til

cytosol.

Det ble ikke oppdaget noen sammenheng mellom niva av aB-crystallin i cytosol 2 timer
etter arbeid og endring 1 MVIK, men det var ssmmenheng mellom niva av aB-crystallin i
cytoskjelett 2 timer etter arbeid og endring i MVIK etter 24 og 48 timer. Som nevnt er gkt
ekspresjon av aB-crystallin blitt observert kort tid etter eksentrisk arbeid. Det kan tenkes at
dette forte til at korrelasjonen mellom aB-crystallin niva i cytosol og endring i MVIK ikke

var signifikant.

5.2.2 Hsp70

Resultatene viste en forsinket Hsp70 respons i belastet arm hvor nivaet i cytoskjelett ikke
okte for 48 timer etter eksentrisk arbeid. Hsp70 nivéet holdt seg deretter signifikant heyere 1
forhold til kontrollarmen fram til 96 timer etter arbeid. Videre var Hsp70-responsen relativt
lik 1 bade cytoskjelett og cytosol. Denne responsen er ogsé blitt funnet tidligere (Paulsen et
al., 2009). Videre ble det funnet en ekning i Hsp70-nivd i cytosol pa m. vastus lateralis
allerede 24 timer etter eksentrisk arbeid (Paulsen et al., 2007). Det er derfor mulig at Hsp70-
responsen i cytosol i denne studien kan ha veart tidligere enn 48 timer etter eksentrisk arbeid,
men det er spekulasjoner ettersom det ikke ble tatt biopsi mellom 2 og 48 timer. En markant
okning i Hsp70 mRNA niv4 har tidligere blitt demonstrert mellom 3 og 24 timer etter
eksentrisk arbeid (Paulsen et al., 2007; Vissing et al., 2009). Hsp70 mRNA nivaet reduserte
deretter gradvis fram til 7 dager etter eksentrisk arbeid (Vissing et al., 2009). Pa bakgrunn av

dette var det okte nivaet av Hsp70 1 bade cytoskjelett og cytosol sannsynligvis grunnet en okt
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ekspresjon av Hsp70. Dette stemmer ogsa med forklaringen om at stresset pd muskelfiberne
indusert av eksentrisk arbeid forer til at Hsp70 frigjor seg fra Hsp70-HSF1 komplekset for &
binde seg til denaturerte proteiner (Liu et al., 2006). Denne frigjoringen gjor at HSF1 inngér
i en trimer-formasjon med HSE som setter i gang Hsp70 transkripsjon og derav ekt mRNA-
niva (Liu et al., 2006). Det var ogsa en signifikant sammenheng mellom Hsp70-niva i
cytosol 48 timer etter eksentrisk arbeid og redusert MVIK 24 og 48 timer etter arbeid. Denne
sammenhengen stotter dermed pastanden om at Hsp70 fungerer som en «stress-senser» og

reflekterer omfanget av skade indusert av eksentrisk arbeid (Liu et al., 2006)

Tidsforlepet for responsen til aB-crystallin og Hsp70 vist i denne studien ser ut til a stotte
teorien til Zwirowski et al. (2017). Teorien gar utpd at sHSP raskt binder seg pa hydrofobe
omréder eksponert pa overflaten av aggregater og danner et ytterskall som kun blir penetrert
av Hsp70. Hsp70 tar deretter over for sHSP gjennom en kompetitiv frigjeringsmekanisme og
kan deretter folde de skadde proteinene tilbake sin native form (Zwirowski et al., 2017). I
denne studien var det en rask akkumulering av aB-crystallin i cytoskjelett etterfulgt av en
gradvis reduksjon. Samtidig som aB-crystallin nivéet i cytoskjelett reduserte, ekte Hsp70 1
cytoskjelett. Dette ser ogsa ut til & stemme med andre studier hvor aB-crystallin og Hsp70
ogsa har vist 4 lokalisere seg pad samme sted (Paulsen et al., 2009). Det virker derfor som at
aB-crystallin, sammen med andre sHSP, akkumulerer raskt etter eksentrisk arbeid for &
hindre aggregering av skadde proteiner for Hsp70 tar over og gjer resten av jobben i & folde

proteinene til sin native form.

Nivéet av aB-crystallin i cytoskjelett 2 timer etter arbeid korrelerte godt med endring i
MVIK bade 24 (r = -0,66) og 48 timer (r = -0,61) etter eksentrisk arbeid. Det var ogsa en god
korrelasjon mellom Hsp70 i cytoskjelett 48 timer etter arbeid og endring i MVIK 24 (r = -
0,55) og 48 timer (r = -0,56) etter arbeid. Disse sammenhengene bekrefter at responsen fra
bade aB-crystallin og Hsp70 er assosiert med omfanget av muskelskade indusert av
eksentrisk arbeid og dermed kan vaere en god indikator pa de strukturelle
muskelodeleggelsene (Bakthisaran et al., 2015; Liu et al., 2006). Som chaperoner er aB-
crystallin og Hsp70 kjent for & binde seg til skadde og denaturerte proteiner som folge av
ulike stressorer (Dimauro et al., 2018; Liu et al., 2006). Videre er det vist at bade aB-
crystallin og Hsp70 ko-lokaliserer ved strukturelle proteiner rundt Z-diskene og I-bind etter
eksentrisk arbeid (Paulsen et al., 2009). Satt sammen indikerer disse funnene at skader pa

strukturelle omrader i myofibrillene spiller en viktig rolle i forlenget reduksjon i MVIK.
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Videre er calpain i likhet med aB-crystallin og Hsp70 ogsa vist & lokalisere seg rundt Z-
diskene og I-bandet etter eksentrisk arbeid (Bakthisaran et al., 2015; Paulsen et al., 2009;
Tikhomirova et al., 2017). Det er derfor mulig at mye av de strukturelle skadene i
muskelcellene muligens skyldtes Ca?* innstremning og aktivering av calpain., men dette ble

ikke undersgkt 1 denne studien.

5.3  Shear modulus

SWE-malingene viste at gjennomsnittlig shear modulus i m. biceps brachii var heyere ved
20° enn ved 90° vinkel pa albueleddet bade i kontrollarmen og belastet arm (0° tilsvarer full
ekstensjon). Dette stemmer godt overens med tidligere funn hvor det ble observert en
gjennomsnittlig shear modulus i m. biceps brachii og m. brachialis som ekte med lengre
muskellengder (Lacourpaille et al., 2014). Samtidig var ekningen i shear modulus fra pre til
post 1 belastet arm bédde sterre og mer langvarig ved lengre muskellengder (Lacourpaille et
al., 2014). I trd&d med dette fant vi i denne studien en gkning i shear modulus ved 20°
albuevinkel fra pre til post i belastet arm, mens ved 90° var det ingen endring i shear
modulus. I en tidligere studie ble det heller ikke funnet noen endring i shear modulus ved
110° grader albuevinkel etter eksentrisk arbeid (Lacourpaille et al., 2014). Disse funnene er
tidligere blitt forklart med en hoyere Ca?* sensitivitet ved lengre muskellengder og sterre
involvering av Ca?" avhengige prosesser som tverrbrodannelse og okt stivhet av titin

(Lacourpaille et al., 2014; Stephenson & Wendt, 1984).

Shear modulus ved 20° gkte i belastet arm med 74 + 15% rett etter eksentrisk arbeid og
indikerer en okt fjerstivhet i muskelvevet. Dette funnet er tilsvarende resultatet fra Chleboun
et al. (1998) som fant en 60 + 14% ekning i fjaerstivhet pa albuefleksorene etter eksentrisk
arbeid mélt globalt gjennom passivt dreiemoment. Resultatene fra denne studien stemmer
muligens bedre med Lacourpaille et al. (2014) som ogsé benyttet shear modulus malt med
SWE. De fant en 72 + 50% ekning i shear modulus ved 20° albuevinkel 1 time etter
eksentrisk arbeid pa m. biceps brachii. Lacourpaille et al. (2017) fant ogsa en okt shear
modulus 30 minutter etter eksentrisk arbeid. Passivt dreiemoment reflekterer en
sammensetning av bdde muskulare og ikke-muskulare strukturer (f.eks. sener, hud,
leddstruktur og ligamenter). Mekaniske egenskaper for ikke-kontraktile strukturer kan derfor
muligens ha bidratt til forskjell mellom endring i passivt dreiemoment og endring i shear

modulus etter eksentrisk arbeid (Lacourpaille et al., 2014).
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Okt hevelse som folge av akkumulering av vaeske og inflammasjon er blitt foreslatt som en
mulig mekanisme for ekt muskelstivhet, men oppstar ikke for 1-2 dager etter eksentrisk
arbeid (Chleboun et al., 1998). Dette kan derfor ikke forklare hvorfor ekt shear modulus ble
funnet like etter eksentrisk arbeid i denne studien (Lacourpaille et al., 2014). En mulig
forklaring er at rupturer pA membranen i muskelfiberne forer til gkt intracelluleert Ca** som
leder til tverrbrodannelser gjennom forbindelse mellom Ca?* og Troponin C (Allen et al.,
2008; Raastad et al., 2010). Dette resulterer i et lavt niva av aktivering i det kontraktile
apparatet som vil skape sma kontrakturer og dermed eke den passive muskelspenningen og

trolig eke shear modulus (Hoang et al., 2007; Raastad et al., 2010; Whitehead et al., 2001).

Det er ogsd mulig at en okt stivhet i det store elastiske proteinet titin gjennom Ca?*-
forbindelse til PEVK-segmentet kan ha spilt en rolle i ekningen av shear modulus observert i
denne studien (Colombini et al., 2016; Freundt & Linke, 2019; Hoang et al., 2007). Videre er
det vist at sma HSP som Hsp27 og aB-crystallin binder seg til Ig-domenet pa titin etter
eksentrisk arbeid grunnet misfolding etter eksentrisk arbeid. En bieffekt av dette kan se ut til
a vaere en mild ekning i stivhet pé titin (Freundt & Linke, 2019; Unger et al., 2017). Dette
ser derimot ikke ut til & ha noen stor betydning for fjerstivheten i muskelvevet ettersom
denne studien ikke fant noen korrelasjon mellom endring i shear modulus og endring i niva
av aB-crystallin eller Hsp70 i cytoskjelett. Dette er delvis stottet av en tidligere studie som
ikke fant noen sammenheng mellom omfanget av myofibrilleere rupturer og endring i passiv
muskelspenning (Raastad et al., 2010). Det spekuleres derfor i om okt intracellulart Ca®* er
hovedarsaken til okt fjaerstivhet i muskelvevet i tidlig fase etter et muskeladeleggende

arbeid.

I denne studien var det en signifikant korrelasjon (r = -0,53) mellom endring i shear modulus
ved 20° albuevinkel og reduksjon i MVIK 24 timer etter eksentrisk arbeid. Shear modulus
korrelerte derimot ikke signifikant med reduksjon i MVIK 48 timer etter eksentrisk arbeid.
Dette stér i kontrast med funnet fra Lacourpaille et al. (2017). De fant en sterk korrelasjon
mellom endring i shear modulus og endring i MVIK etter 48 timer bade for albuefleksorene
(r =-0,82) og kneekstensorene (r = -0,80). Denne korrelasjonen var ogsa sterkere enn det
som ble funnet i denne studien mellom endring i shear modulus etter 1 time og endring i
MVIK etter 24 timer. Det ble nevnt at ssmmenhengen mellom endring i MVIK og shear
modulus sé ut til & veere ikke-lineer. Kurven for forholdet mellom shear modulus og endring

1 MVIK etter eksentrisk arbeid sa ut til & flate seg ut ved rundt 50% reduksjon i MVIK
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(Lacourpaille et al., 2017). Spredningen pé punktene i figur 4.7A stemmer godt med
pastanden til Lacourpaille et al. (2017) om at det ikke er linezer sammenheng etter 50%
reduksjon 1 muskelkraft. Dette stotter antagelsen om at sammenhengen mellom endring i
shear modulus like etter eksentrisk arbeid og endring i MVIK 24 til 48 timer etter arbeidet
ikke lengre er linezrt etter ~50% fall i MVIK. De ulike korrelasjonene funnet i denne studien
og av Lacourpaille et al. (2017) skyldes trolig metodologiske forskjeller. Lacourpaille et al.
(2017) delte forsekspersonene inn i to grupper; lav belastning (totalt 30 eksentriske
kontraksjoner) og hoy belastning (totalt 60 eksentriske kontraksjoner). Til sammenlikning
gjennomforte alle forsekspersonene i denne studien totalt 50 eksentriske kontraksjoner pad
albuefleksorene. I Lacourpaille et al. (2017) ble data fra gruppen med hey belastning og
gruppen med lav belastning samlet sammen i samme korrelasjonsanalyse. Hele gruppen med
lav belastning s ut til & falle innenfor den linezere delen av forholdet mellom endring i
MVIK og shear modulus etter eksentrisk arbeid. Dette har trolig gitt en sterre andel
datapunkt innenfor det lineere omradet sammenliknet med dataene i denne studien. Det er
derfor sannsynlig at dette har fort til at korrelasjonen funnet i Lacourpaille et al. (2017) var
sterkere enn det som ble funnet i denne studien. Hos gruppen med hey belastning sa det ut til
at kurven begynte a flate ut ved ~50% fall i MVIK. Dette har antakeligvis pavirket
korrelasjonen og en ikke-linear korrelasjonsanalyse vil trolig vaere mer passende disse

dataene.

Mellom endring i shear modulus og endring 1 20:50 Hz kraftratio sé det ut til 4 vaere en
moderat korrelasjon (r = -0,55), men denne oppnédde ikke statistisk signifikans. Dette kan
vare pd grunn av metodologiske begrensninger i denne studien. Grunnet ikke-valide
malinger av 20:50 Hz kraftratio ble kun 8 av 15 forsgkspersoner inkludert i videre analyser.
Det lave antallet inkluderte observasjoner kan derfor vare drsaken til at korrelasjonen ikke
var signifikant. Reduksjon i 20:50 Hz kraftratio indikerer forstyrrelse i E-C kopling (Raastad
et al., 2010). Dette kan muligens skyldes okt Ca** innstremning etter eksentrisk arbeid
(Gissel & Clausen, 2001). Ettersom okt intracelluler Ca®* ogsé forer til gkt stivhet i
muskelvevet, forventet vi at endring i shear modulus skulle korrelere med lavfrekvent
tretthet (Hoang et al., 2007; Lacourpaille et al., 2014; Whitehead et al., 2001). Videre

undersekelser pa denne sammenhengen kreves for & bekrefte denne hypotesen.

Det var ingen sammenheng mellom endring i shear modulus og HSP-responsen. Dette stotter

en tidligere studie som ikke fant en sammenheng mellom omfanget av skadde muskelfibre
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og passiv spenning i kneekstensorene etter eksentrisk arbeid (Raastad et al., 2010). Det kan
bety at skade i muskelcellene etter eksentrisk arbeid ikke alene kan skyldes Ca?*
innstromning og degradering av strukturelle proteiner gjennom aktivering av calpain. Flere
faktorer virker & spille inn i den gkte responsen av HSP. Det er vist at mekanisk stress
indusert av eksentrisk arbeid forer til skade og stress pa strukturelle proteiner rundt Z-
diskene (Clarkson & Hubal, 2002; Lauritzen et al., 2009). Dette er blitt etterfulgt av at bade
aB-crystallin og Hsp70 har akkumulert og ko-lokalisert seg rundt Z-diskene (Paulsen et al.,
2009). Videre er det ogsa foreslatt at gkt cytokiner i forbindelse med inflammasjon etter
muskelskade kan indusere ekt Hsp70-respons, men sannsynligvis ikke akkumulering i
cytoskjelett (Paulsen et al., 2009; Paulsen et al., 2012). Denne studien utferte ikke direkte
maél pa muskelskade. Det trengs derfor videre undersokelser som ser pd sammenhengen
mellom endring i shear modulus og direkte méal pa muskelskader for &4 kunne konkludere om

shear modulus kan indikere omfang av intracellulere skader etter eksentrisk arbeid.

5.4 ACTNS3 - spiller det en rolle i muskelskade?

Det var ingen forskjell mellom forsekspersonene som fikk pavist ACTN3 og de som ikke
fikk pavist ACTN3 i hverken HSP-respons eller endring i MVIK etter eksentrisk arbeid. Det
er tidligere gjort forsek pa & sammenlikne restitusjonen etter eksentriske kneekstensjoner
mellom personer med og uten ekspresjon av ACTN3 (Vincent et al., 2010). I samsvar med
denne studien var det ingen forskjell i isometrisk styrke eller Hsp70 mRNA-respons mellom
gruppene etter eksentrisk arbeid. Det ble hevdet at en kompenserende okning i ekspresjon av
a-aktinin-2 muligens kunne forklare at det ikke var noen forskjell mellom gruppene (Vincent
et al., 2010). I samme studie ble det likevel oppdaget forskjell mellom gruppene 1 dynamisk
styrke og CK respons. Personene uten ACTN3 ekspresjon viste en sterre reduksjon i
maksimal isokinetisk kraftutvikling ved 100°/sek og ved 200°/sek sammenliknet med
personene med ekspresjon av ACTN3. I tillegg hadde personene uten ACTN3 ekspresjon en
hayere respons av CK i blodet 24 timer etter eksentrisk arbeid (Vincent et al., 2010). En
senere studie gjort pd maratonlegpere etter en maratonkonkurranse fant ogsa heyere CK samt
myoglobin-niva i blodet blant uteverne uten ekspresjon av ACTN3 sammenliknet med
uteverne med ACTN3 ekspresjon. Uteverne uten ACTN3 ekspresjon rapporterte ogsa en
hayere oppfattet utmattelse og muskelsarhet etter maratonkonkurransen (Del Coso et al.,
2017). I motsetning til dette fant vi ingen forskjell i CK-respons mellom forsekspersonene
med og forsekspersonene uten ACTN3 (Data er ikke vist i denne studien). Dette funnet

kaster tvil om ACTN3s betydning i utvikling av CK-verdi i blodet. Data for maksimale
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dynamiske kontraksjoner i blodet ble ikke inkludert i denne studien. Det kan derfor vere

interessant & videre undersgke betydningen av ACTN3 ekspresjon ved maksimalt dynamisk
arbeid. Selv om denne studien ikke fant noen forskjell mellom personer med og uten pévist
ACTN3, kan tidligere funn tyde pd at ACTN3 har en betydning for muskelskade (Del Coso
et al., 2017, 2019; Vincent et al., 2010). Denne betydningen virker derimot ikke & vare stor.
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6. Konklusjon

Hensikten med denne studien var & underseke om responsen av aB-crystallin og Hsp70 og
muskelens evne til & produsere kraft hadde en sammenheng med muskelvevets fjerstivhet
etter uvant eksentrisk arbeid. Det var en markant og langvarig reduksjon i muskelkraft etter
eksentrisk arbeid. I tillegg var det en rask akkumulering av aB-crystallin i cytoskjelett og en
forsinket akkumulering av Hsp70 i bade cytoskjelett og cytosol. Bade tidlig akkumulering av
aB-crystallin og forsinket Hsp70-respons korrelerte med fall i muskelkraft. Maksimalt
eksentrisk arbeid forte til en okt fjerstivhet i muskelvevet malt med SWE, men ekningen i
fjeerstivhet korrelerte ikke med akkumuleringen av HSP. Okt fjerstivhet i muskelvevet
korrelerte likevel med redusert muskelkraft. Denne sammenhengen var linezer til et visst
nivd, men kurven ser ut til 4 flate ut nar muskelkraft reduseres med ~50%. Det trengs videre
studier for 4 underseke om denne sammenhengen er linear eller ikke. Det eksentriske
arbeidet reduserte 20:50 Hz kraftratioen og denne reduksjonen viste en moderat korrelasjon
med okt fjerstivhet, men den var ikke signifikant. Dette kan ha vert grunnet metodologiske
begrensninger i denne studien. Det er dermed behov for videre undersekelser for & kunne

konkludere noe om denne sammenhengen.
Folgende hypoteser ble bekreftet eller forkastet:

Maksimalt eksentrisk arbeid vil fore til okt fjcerstivhet i muskelvevet akutt etter arbeidet og

dette vil korrelere med:

- Akkumulering/translokering av HSP - Usikkert

- Fall i maksimal volunteer kraftutvikling - Bekreftet

- Utvikling av lavfrekvent tretthet - Fremdeles usikkert/delvis bekreftet
Akkumulering/translokering av HSP vil korrelere med fall i maksimal volunteer kraftutvikling
- Bekreftet

Det var ingen forskjell i HSP respons eller redusert isometrisk kraft mellom personer med og
uten pavist ACTN3. Det er fremdeles usikkert om ACTN3 har en betydningsfull rolle for
den reduksjonen vi ser i muskelfunksjon ved treningsindusert muskelskade. Det kan vaere
interessant & undersgke betydningen for ACTN3 ved hurtige dynamiske muskelaksjoner etter
treningsindusert muskelskade.
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Vedlegg 1

Western Blot - Protokoll

Losninger (beregnet for 4 geler)

Dag 1

Running Buffer, 1,5 L (150 ml 10xTGS buffer + 1350 ml dH>0)

Transfer Buffer, 2 L (200 ml 10xTris/glycine buffer + 200 ml metanol + 1600 ml
dH>0)

TBS, 2 L (200 ml TBS + 1800 ml dH,0O)

TBS-T, 2 L (200 ml TBS + 1800 ml dH20 + 2 ml Tween 20)

5MDTT (386 mg DTT + 500 pl dH20)

1. Klargjering av prover

Sett varmeblokk pé 70 °C

Sett provene (aliqoutene) pa is (Cytoskjelett-praver skal std i romtemperatur)

Lag Sample buffer - Bland Laemmli og DTT i et eget ror (4 geler: 336 pul Laemmli +
14 ul SM DTT)

Beregn mengde prove, dH20 og sample buffer i henhold til «Preveopparbeidelse til
WB». Bland prevene godt ved hjelp av en vortxer og en mini-sentrifuge).

Sett merkede eppendorfror pa varmeblokk i 10 minutter ved 70°C.

2. Klargjoring av elektroforese

Finn frem geler, Running buffer, elektroforesekammer og markerer.

Ta gelene ut av plastemballasjen, og fjern kammen og tapen pd undersiden av gelen.
Bruk en pasteur-pipette til & skylle brennene med Running buffer.

Nummerer gelene, og noter hvilken kassett de plasseres i.

Sett gelene i gelkassetten med brennene vendt innover.

Kontroller at gelene stér korrekt for de l14ses fast.

Tilsett Running buffer i det indre kammeret - kontroller lekkasje

3. Elektroforese

Tilsett 5 pl proteinmarker i de to ytterste brennene (1 og 10).

Pipetter mengde prove etter ensket loadingvolum i brenn 2-9 - kontroller
maksvolumet i brennene pa gelene som benyttes.

Fyll det ytre kammeret med Running buffer.

Sett pa lokk, monter ledninger, og skru pa power supplyen.

Juster volt til 200 V, og start elektroforesen.

Elektroforesen tar 25-45 minutter - la tiden telle oppover og noter ampere ved start
Kontroller for bobler i elektroforesekammeret nar strommen blir slétt pa, og se til at
proteinene vandrer parallelt nedover i gelen

Den bl linjen skal vaere nederst i karet ved elektroforeseslutt.
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. Klargjering til blotting

Finn frem PVDF-membran og transfer stacks - klipp et hakk og skriv nummer overst
1 venstre hjorne pa membranen.
Aktiver PVDF-membranen:

- 30 sekunder i metanol
- 30 sekunder x2 i dH,O
- 2-3 minutter i Transfer buffer

Transfer stacks fuktes i Transfer buffer i 2-3 minutter.

. Aktivering av gel

Noter ampere og tid ved elektroforeseslutt.

Trykk pa stoppknappen og skru av PowerPacen.

Ta ut gelene og benytt et metallredskap til & &pne plasten rundt gelen.

Legg platen 1 handflaten og fjern den ene plastplaten.

Fjern brennene og den uthevede kanten nederst pa gelen.

Lag et kutt gverst 1 hjernet over brenn 1 for & markere hvor brenn 1 befinner seg.
Legg gelen i dH20 og fjern den andre plastplaten - pass pa at gelen ikke flyter opp.
For & sjekke at alle brennene har fatt tilsatt samme mengde protein aktivere gelene av
UV-lys vha. ChemiDoc Imaging Systemet.

- UV-lyset aktiverer tryptofan og proteiner som inneholder denne aminosyren vil gi
signal.

Lagre bildet og legg gelen tilbake i dH>O.

. Blotting ved hjelp av Trans-Blot Turbo Transfer System

Plasser et vatt filterpapir i bunnen av kassetten. Denne vil fungere som bunnen i ione
reservoaret. Dette er den positive delen.

Plasser en vt membran pé toppen av det vate filterpapiret.

Plasser gelen pd membranen - gelen skal ikke behandles i etanol fer transferen.
Fjern luftbobler med en botteruller.

2 mini geler fér plass i en kassett. Plasser bunnen av gelen mot senteret i kassetten.
Plasser et nytt transfer filterpapir pa toppen av gelen. Denne vil fungere som topp ion
reservoaret i stakken, den negative delen.

Rull sandwichen med en blotteruller for & fjerne luftbobler.

Ikke tilfor ekstra transfer buffer i kassetten.

Skru péa turboblotteren.

. Bilde av membran og el etter blotting

Ta bilde av membran og gel etter blotting ved hjelp av ChemiDoc Imaging Systemet.
Hell av vann og buffer
Legg membranen i TBS
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10.

Laging av blokkeringslesning

Lag en 5% melkelosning (5 g melkepulver + 100 ml TBS-T)
Kontroller alltid proteinets folgeskriv for bruk av best egnet blokkeringslesning
(Bovine Serum Albumin (BSA) er et alternativ til melkepulver).

Blokkering

Legg membranene i blokkeringslgsningen som ble laget i punkt 8.
Inkuber membranene i rolige bevegelser pd en risteplate i 2 timer i romtemperatur
(membranene kan eventuelt blokkeres over natt i 4°C)

Laging av inkuberingslesning til antistioff

Lag en 1% melskelosning (1 g melkepulver + 100 ml TBS-T)
Kontroller alltid proteinets folgeskriv for bruk av best egnet inkuberingslesning
(Bovine Serum Albumin (BSA) er et alternativ til melkepulver).

11. Vasking etter blokkering

Vask membranen for & fjerne overskudd av blokkeringslgsningnen.
Vask med romtempererte vaskelgsninger. Benytt en gyrorocker med hastighet 65.
Vaskeprosedyre av membraner etter blokkering:

- Skyll 2 raske ganger med TBS-T
- Vask 2 x 2 minutter med TBS-T

Legg membranen midlertidig i TBS for de plasseres i primert antistoff.

12. Primeert antistoff

Kontroll fortynningen av antistoff i folgeskrivet.

Membranen kan deles i flere mindre deler slik at flere proteiner kan undersgkes
samtidig.

Kutt membranen etter vektmarkerene i brenn 1 og 10.

- Fukt en glassplate.

- Legg membranen med proteinsiden ned mot glassplaten.
- Benytt en linjal og et skalpell for & dele membranen.

- Merk hver membrandel pé nytt.

Velg inkuberingsbeholder i forhold til totalvolumet som skal lages av
inkuberingslesningen. Primaert antistoff kan inkuberes i ror, sma
inkuberingskammere og i bokser.

Plasser inkuberingsbeholderen med membranen pa en rollermikser eller risteplate
over natt 1 4°C. Membranene skal inkuberes med rolige bevegelser.

Eksempel pé primeert antistoff:

- Antistoff mot Hsp70, ADI-SPA-810-F, Enzo
- Hsp70 fortynnes 1:4000 (10 ml 1% melkelosning + 2,5 ul antistoff)
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e Nye antistoff skal alltid testes ut.

Dag 2

13. Vasking av membran etter inkubering med antistoff

e Vask membranen for a fjerne overskudd av primert antistoff.
e Vask med romtempererte losninger. Benytt gyrorocker med hastighet 65.
e Vaskeprosedyre av membraner etter inkubering med primart antistoff:

- Skyll 2 raske ganger med TBS-T.
- Vask 15 minutter i TBS-T.
- Vask 3 x 5 minutter i TBS.

14. Sekundert antistoff

e Velg sekundert antistoff som er rettet mot vertsdyret i det primere antistoffet.

e Kontroller fortynning av antistoffet i folgeskrivet.

e Velg inkuberingsbeholder i forhold til totalvolumet som skal lages av
inkuberingslesningen. Sekundart antistoff kan inkuberes i ror eller i boks.

e Plasser inkuberingsbeholderen med membranen pa en rollermikser eller en risteplate
(rolige bevegelser) i 1 time 1 romtemperatur.

e Eksempel pé sekundert antistoff:

- Goat-anti-mouse IgG, Prod: 31430, Thermo Scientific.
- Antistoffet fortynnes 1:30 000 (30 ml 1% melkelosning + 1 ul antistoff

15. Substratlesning
e Substratlesningen Super Signal bestér av to reagenser

- Reagens A inneholder en stabil peroxid-lesning
- Reagens B inneholder luminol

e Bland reagensene rett for bruk.
- Bland I del reagens A + 1 del reagens B.

- Losningen er lyssensitiv, og ma oppbevares i et morkt skap eller dekkes til med
aluminiumsfolie.

e Substratlesningen kan klargjeres mens membranene vaskes, se punkt 13.
16. Deteksjon
o Etter at det primere antistoffet er bundet til malproteinet, dannes et kompleks
sammen med HRP-lenket sekundert antistoff. Enzymet pa det sekundaere antistoffet
(Horseradish peroxidase) er en katalysator som starter en oksidasjon av luminol med

peroxid til stede. En enzymatisk reaksjon starter ndr membranen inkuberes med
chemiluminescenssubstratet. Oksidert luminol sender ut et svakt lys mens det gér
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tilbake til sin grunntilstand. Lyset som sendes ut fanges opp av kameraet i
ChemiDocen og danner proteinband.

17. Deteksjon ved hjelp av ChemiDoc MP Imaging System

e Skru pa PC og ChemiDoc.
e Apne programmet ImageLab

- Velg Protocols: New single channel
- Gel imaging vil vises
- Velg Application: Select > Custom > Membran

e Legg membranen (proteinsiden opp) pa glassplaten i skuffen pd ChemiDocen.

- Benytt en plastpinsett.
- Unngé luftbobler mellom membranen og glasspaten.

Velg Position Gel og sentrer membranen (zoom inn til membranen fyller hele ruten).
Velg Run Protocol.

Lagre bildet av membranen med de synlige markerene.

Legg membranen i en boks sammen med substratlgsningen.

La membranene ligge i substratlgsningen i 5 minutter pa et morkt sted.

Velg Application: Select > Blots > Chemi Hi Sensitivity.

- Image Exposure: The software will automatically optimize the exposure time
for: Intense Bands.

Velg Run Protocol.

Lagre bildene av proteinbandene

Lukk programmet og sla av ChemiDocen og PC.

Vask glassplaten med dH20 og terk av med Kimtech terkepapir.

18. Normalisering og analysering
e Proteinbandene kan kvantifiseres ved hjelp av ImageLab 5.1 software.
e Apne bilde av membranen etter blotting (punkt 7) og bilde av membran med
proteinband.
e Velg Lanes and Bands > Normalization channel - Add channel..
e Plasser bilde av membran etter blotting ved Normalization Data og bilde av
proteinbdnd ved Sample Data og klikk OK.
e Plasser hver Lane rundt alle proteinbandene for hver brenn pa bildet av membranen
etter blotting.
G4 deretter til bildet med proteinband og trykk pa Sync Norm. Lanes.
Velg Detect Bands.
Velg Lane Profile og tilpass bakgrunn og range for bdndene.
Velg Analysis Table.
Velg Export analysis table to Excel.
Lagre resultatene.
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Vedlegg 2

Q) REK

REGIONALE KOMITEER FOR MEDISINSK OG HELSEFAGLIG FORSKNINGSETIKK

Region: Saksbehandler: Telefon: Var dato: Var referanse:
REK sgr-gst A Tove Irene Klokk 22845522 08.10.2019 31413
Truls Raastad

31413 Restitusjon etter eksentrisk muskelarbeid
Forskningsansvarlig: Norges idrettshogskole

Seker: Truls Raastad

Sekers beskrivelse av formal:

Formalet er d studere hvordan kalsiumregulering i muskelfibre pavirkes av hardt
muskelarbeid. 1 tillegg vil vi undersoke hvordan non-invasive metoder kan brukes til d
klassifisere muskelskader i en tidlig fase.

Vi rekrutterer friske unge menn og kvinner i alderen 18-35 ar. De gjennomforeret
eksentrisk muskelarbeid med én arm som fore til varierende grad av muskelodeleggelser
i albuefleksorene. I tre dager etter arbeidet tar vi muskelprover av bade belastet arm og
av motsatt arm (kontroll) for d se pd folgende mekanismer i restitusjonsforlopet:
kalsiumhdndtering, inflammasjon, strukturelle odeleggelser, stressresponser og
regenerering. I tillegg vil vi folge restitusjonen ved kraftmalinger, mdling av vevsstivhet
(ultralyd) og ved a se pa utslipp av muskelproteiner i blod og urin.

Ekstreme treningsformer har okt forekomsten av muskelodeleggelser siste dr. Vire
resultater vil gi ny kunnskap om viktige restitusjonsprosessene og om nye invasive metoder
tidlig kan pavise grad av muskelskade.

REKS vurdering

Vi viser til soknad om forhdndsgodkjenning av overnevnte forskningsprosjekt. Seknaden
ble behandlet av Regional komité for medisinsk og helsefaglig forskningsetikk (REK
sor-gst A) i metet 19.09.2019. Vurderingen er gjort med hjemmel i helseforskningslovens
§ 10.
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Formélet med prosjektet er & studere hvordan kalsiumregulering i muskelfibre pavirkes av
hardt muskelarbeid. I tillegg vil prosjektet underseke hvordan non-invasive metoder kan
brukes til a klassifisere muskelskader i en tidlig fase.

Bakgrunnen for studien er at nye treningsformer, som f.eks. Crossfit, har fort til en kraftig
okning av store muskelskader de siste arene. 15 friske unge menn og kvinner i alderen
18-35 ar vil rekrutteres for & gjennomfere et svart belastende eksentrisk muskelarbeid med
én arm som forer til varierende grad av muskeladeleggelser i albuerefleksorene. I tre dager
etter arbeidet skal det tas muskelprover av bade belastet arm og av motsatt arm (kontroll)
for 4 se pé folgende mekanismer i restitusjonsforlepet: kalsiumhéndtering, inflammasjon,
strukturelle edeleggelser, stressresponser og regenerering. Man vil ogsa felge restitusjonen
ved kraftmalinger, maling av vevsstivhet (ultralyd) og ved & se pa utslipp av
muskelproteiner i blod og urin. Biologisk materiale som samles inn skal oppbevares i en
prosjektspesifikk biobank.

Komiteen mener at dette er et nyttig prosjekt som det er forsvarlig & gjennomfere.
Deltakerne kan risikere a fa noe arrdannelse etter muskelbiopsier, men dette er det
informert godt om i samtykkeskrivet. Komiteen har imidlertid et par merknader til
informasjonsskrivet:

1. I seknadsskjema er Truls Raastad oppgitt som ansvarshavende for den
prosjektspesifikke biobanken, mens det i informasjonsskrivet til deltakerne er
oppgitt & vaere seksjonsleder Klav Madsen. Komiteen legger til grunn at
prosjektleder Truls Raastad er ansvarhavende for biobanken, og dette ma derfor ogséd
fremga av informasjonsskrivet.

2. Etter helseforskningsloven skal ikke opplysninger oppbevares lengre enn det som er
nedvendig for & gjennomfere prosjektet, jf. helseforskningslovens § 38. Med
bakgrunn i dette anbefaler REK at opplysninger skal oppbevares i inntil 5 r etter
prosjektslutt av kontrollhensyn. I informasjonsskrivet er det opplyst om at data
slettes 10 &r etter prosjektslutt, dette ma derfor endres til 5 ar.

Komiteen godkjenner derfor prosjektet pd folgende vilkar:

1. Prosjektleder Truls Raastad oppgis som ansvarhavende for biobanken i
informasjonsskrivet til deltakerne.

2. Under avsnittet «Hva skjer med opplysningene om deg?» i1 informasjonsskrivet ma
det endres til at opplysningene vil bli anonymisert eller slettet 5 ar etter prosjektslutt.

Revidert informasjonsskriv bes sendes REK for orientering. Dette kan sendes pé epost til
rek-sorost@medisin.uio.no.

Vedtak

Godkjent med vilké
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REK har gjort en helhetlig forskningsetisk vurdering av alle prosjektets sider. Prosjektet
godkjennes med hjemmel i helseforskningsloven § 10, under forutsetning av at ovennevnte
vilkar er oppfylt.

Vi gjor samtidig oppmerksom pa at etter ny personopplysningslov mé det ogsé foreligge et
behandlingsgrunnlag etter personvernforordningen. Det ma forankres i1 egen institusjon.

Godkjenningen gjelder til 01.10.2024.
Komiteens avgjorelse var enstemmig.

Komiteen godkjenner opprettelse av en spesifikk forskningsbiobank, med ansvarshavende
Truls Raastad ved Norges idrettshegskole, med samme varighet som prosjektet.

Av dokumentasjonshensyn skal opplysningene oppbevares i 5 ar etter prosjektslutt.
Opplysningene skal oppbevares avidentifisert, dvs. atskilt i en nekkel- og en datafil.
Opplysningene skal deretter slettes eller anonymiseres.

Vennlig hilsen

Knut Engedal Professor

dr. med. Leder REK sor-
ost A

Tove Irene Klokk

Rédgiver

Kopi: postmottak@nih.no
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Vedlegg 3

N | Seksjon for fysisk prestasjonevne
NORGES IDRETTSH@OGSKOLE

RESTITUSJION ETTER TUNG STYRKETRENING

Er du nysgjerrig pad forskning om styrketrening og restitusjon? Lurer du pd hvordan veldig
tung styrketrening pdvirker utrente muskler?

Dette er speorsmaél til deg om & delta i et forskningsprosjekt for & underseke mekanismene som
styrer skadene som noen ganger oppstar i musklene etter tung og/eller uvant styrketrening. Vi
skal undersoke hvordan én meget tung styrketreningsekt pavirker restitusjonen i timene og
dagene etter treningsekta. Malet med studien er 4 undersgke om det er sammenheng mellom
den akutte endringen i stivhet i muskulaturen og de skadene vi observerer i muskelvevet to
degn etter treningsekta. Videre vil vi undersgke hvilken rolle kalsium har i restitusjonen av
musklene.

For 4 kunne delta mé du vere mellom 18 og 35 &r. Du kan ikke delta dersom du har trent
styrketrening regelmessig (én gang per uke eller mer) det siste dret, eller har sykdom som
rammer muskel-skjelett-systemet eller andre tilstander som hindrer deg i & trene tung
styrketrening.

HVA INNEBZARER PROSJEKTET?

Dette prosjektet gér over totalt to uker, hvorav du som forseksperson mé mete to ganger i lapet
av den forste uken og fem ganger (mandag-fredag) den andre uken.

Det to forste gangene i uke 1 er det tilvenning til tester. Vi vil da méle din maksimale
muskelstyrke i armbgyerne (biceps brachii), og ta ultralyd av de samme musklene for & méle
musklenes storrelse og stivhet. I tillegg vil vi underseke hvor stel/sér du opplever musklene.

Nér vi har gjennomfort tilvenningstestene i uke 1, starter selve forseket pa mandag i uke 2. Du
ma sette av 6 timer til forseket denne dagen. Vi skal da gjenta alle testene beskrevet ovenfor
flere ganger i lopet av dagen samt ta blodprever, urinprever og muskelpraver. Totalt vil vi ta
seks blodprever og seks urinpraver, to blodprever og to urinprever pa dag 1 og én blodprave
og urinpreve de resterende dagene (tirsdag-fredag). Selve forseket gir ut pa & gjennomfere 50
armbeyinger eksentrisk (biceps curl). Det vil si at man skal forseke & holde igjen nar
treningsapparatet presser armen ned med en kraft som overstiger din maksimale styrke. To
timer etter styrketreningsekta vil vi ta muskelprover fra begge armene. Tre timer etter okta vil
vi gi musklene elektrisk stimulering. Tirsdag, onsdag, torsdag og fredag vil vi gjennomfere alle
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de samme testene som beskrevet i tilvenningsektene og gi musklene elektrisk stimulering. I

tillegg vil vi ta muskelprover fra begge armene onsdag og fredag. Tirsdag og torsdag ma du

sette av to timer til testing, onsdag og fredag mé du sette av tre timer til testing. Se vedlegg |
for detaljert plan og tentative tidspunkt.

I prosjektet vil vi innhente og registrere opplysninger om deg. Det vil vare antropometriske
data (kjenn, alder, hayde, vekt) og mél pd muskelstyrke, -tykkelse, -sarhet, -stivhet, samt
muskelprover, blodprever og urinprever. Alle data blir anonymisert og skal ikke kunne spores
tilbake til deg. Blodprevene sendes til Rikshospitalet ved avdeling for medisinsk biokjemi for
analyse. Muskelprevene og urinprevene oppbevares i en biobank uten kommersielle interesser
for de analyseres.

MULIGE FORDELER OG ULEMPER

Fordeler med & delta:

Deltakelse i studien vil gi kjennskap til idrettsforskning og hvordan forsek gjennomferes i
praksis. Alle deltagere vil bli invitert til megte hvor vi presenterer resultatene. Du vil saledes fa
god kunnskap om restitusjonsprosessene som folger en tung styrketreningsekt.

Du vil f4 mélt din maksimale styrke i armbeyerne, som kan vare av interesse dersom man ensker
a starte med styrketrening. I tillegg vil du fa vite muskulaturens (m. biceps brachii) tykkelse og
fibertypesammensetning.

Videre vil du {2 innsikt i hvordan dine muskler responderer pd den tunge belastningen.

Ulemper med a delta:

Deltakelse vil kreve tid til oppmete. Selve treningsekten er meget anstrengende selv om du
kun belaster én arm, og du vil oppleve stelhet/sarhet i muskulaturen dagene etterpd. Det er
stor sannsynlighet for at du utvikler en grad av muskelskader, noe som ogsa er hensikten med
studien. Det er imidlertid en liten risiko for utvikling av rabdomyolyse'. Vi folger opp alle
deltakere hver dag, i fire dager etter styrketreningsekten, og vil ha naer kontakt med medisinsk
ansvarlig for prosjektet, Prof. Em. Haakon Breien Benestad. Videre kan blodprevetagning og
muskelprovetagning vere ubehagelig. Ved muskelprovetakning bedeves huden og bindevevet
rundt muskelen for minimere ubehag. I om lag ett degn etter muskelpreven opplever man
omhet og stelhet i omradet rundt snittet, emheten vil deretter avta og forsvinner vanligvis i
lopet av én-fire dager. Enkelte personer kan fi tydelig arrdannelse etter snittet i huden (se
vedlegg II). Elektrisk stimulering av musklene vil fa de til 4 trekke seg sammen og oppleves
som 4 fa et stat. Dette kan oppleves litt ubehagelig, men er ufarlig.

FRIVILLIG DELTAKELSE OG MULIGHET FOR A TREKKE SITT SAMTYKKE

Det er frivillig & delta i prosjektet. Dersom du ensker & delta, undertegner du
samtykkeerklaringen pa siste side. Du kan nar som helst og uten & oppgi noen grunn trekke ditt
samtykke. Dersom du trekker deg fra prosjektet, kan du kreve 4 fa slettet innsamlede prover og
opplysninger, med mindre opplysningene allerede er inngatt i analyser eller brukt 1
vitenskapelige publikasjoner. Dersom du senere ensker & trekke deg eller har spersmal til
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prosjektet, kan du kontakte Vilde Handegard, stipendiat, tlf. 48 19 41 51, e-post:
vilde.handegard@nih.no eller Prof. Truls Raastad, prosjektleder, tIf. 23 26 23 28, e-post:
truls.raastad@nih.no

HVA SKJER MED OPPLYSNINGENE OM DEG?

Opplysningene som registreres om deg skal kun brukes slik som beskrevet i hensikten med
prosjektet. Du har rett til innsyn i hvilke opplysninger som er registrert om deg og rett til a fa
korrigert eventuelle feil i de opplysningene som er registrert. Du har ogsa rett til 4 fa innsyn i
sikkerhetstiltakene ved behandling av opplysningene.

Alle opplysningene vil bli behandlet uten navn og fedselsnummer eller andre direkte
gjenkjennende opplysninger. En kode knytter deg til dine opplysninger gjennom en
navneliste. Det er kun Prof. Truls Raastad (prosjektleder) og Vilde Handegard (stipendiat)
som har tilgang til denne listen.

Opplysningene om deg vil bli anonymisert og slettet fem ar etter prosjektslutt, eller néar
resultatene er publisert. Prosjektet er planlagt avsluttet 1. oktober 2024.

DELING AV DATA OG OVERFORINGER TIL UTLANDET
Ved & delta i prosjektet, samtykker du ogsa til at opplysninger om muskeltykkelse, -stivhet, -
styrke, samt muskelvev kan overfores til utlandet som ledd i forskningssamarbeid og publisering.
Prosjektleder vil sikre at dine opplysninger blir ivaretatt pa en trygg mate.
Koden som knytter deg til dine personidentifiserbare opplysninger vil ikke bli utlevert.

Muskel- og urinprevene som tas av deg skal oppbevares i en forskningsbiobank tilknyttet
prosjektet.

HVA SKJER MED PROVER SOM BLIR TATT AV DEG?
Biobanken heter EIMD2019 og er lokalisert pa seksjon for fysisk prestasjonsevne ved Norges
idrettshagskole. Ansvarlig for biobanken er prosjektleder Professor Truls Raastad.
Biobanken oppherer ved prosjektslutt.

Muskelprover som tas kan bli sendt til Professor Niels Ortenblad, ved Institut for Idret og
Biomekanikk, Syddanske Universitet, Danmark for analyser. Dersom dette blir tilfelle, skal
provene destrueres ved prosjektslutt eller nér resultatene er publisert.

FORSIKRING

Alle deltagere er forsikret gjennom Norges idrettshegskole, som statlig institusjon, er
selvassurander.

I Rabdomyolyse vil si edelagte muskelfiber, med symptomer som muskelsmerter,

muskelsvakhet og colafarget urin. Diagnosen stilles gjerne pa grunnlag av kreatin kinase nivier
i blodet tilsvarende 10 ganger ovre grense av normalomrade (‘“Rhabdomyolysis,” n.d.)
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GODKIJENNING

Regional komité for medisinsk og helsefaglig forskningsetikk har vurdert prosjektet, og har gitt
forhdndsgodkjenning [31413 (08.10.2019)]

Etter ny personopplysningslov har behandlingsansvarlig Norges idrettshegskole og
prosjektleder Truls Raastad et selvstendig ansvar for & sikre at behandlingen av dine
opplysninger har et lovlig grunnlag. P4 oppdrag fra Norges idrettshegskole har NSD — Norsk
senter for forskningsdata AS vurdert at behandlingen av personopplysninger i dette prosjektet
er i samsvar med personvernregelverket

Du har rett til 4 klage pd behandlingen av dine opplysninger til Datatilsynet.

KONTAKTOPPLYSNINGER

Dersom du har spersmaél til prosjektet kan du ta kontakt med:

Truls Raastad, prosjektleder
TIf: 913 68 896
E-post: truls.raastad@nih.no

Vilde Handegard, stipendiat
TIf: 481 94 151
E-post: vilde.handegard@nih.no

Personvernombud ved institusjonen er personvernombud@nih.no
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JEG SAMTYKKER TIL A DELTA 1 PROSJEKTET OG TIL AT MINE PERSONOPPLYSNINGER

OG MITT BIOLOGISKE MATERIALE BRUKES SLIK DET ER BESKREVET

Sted og dato Deltakers signatur

Deltakers navn med trykte bokstaver
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Vedlegg I: Forsoksprotokoll

Dag1 Dag2 Dag 3 Dag 4 Dag5
Mandag Tirsdag | Onsdag  Torsdag Fredag
Blodprove | U U U U U
Urinprave 1 U U U U U
Styrketest W W W W U U U
El.stimulering W W W W W
Sarhet/stolhet U U U U U
Svelling || W Wl U U W
Muskelprgve U w w
vitralvd, - W W W W W W
muskelstivhet
Aktivitet Lunsj

Tentativtid | 0830 09301015 10301100 1130 1230 1330 | 09301030 | 09301030 | 0930 1030/ 0930 1030

Timer etter 0 % 1 2 3 23 24 47 48 71 72 95 96

treningsgkt
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Vedlegg I1: Bilde av arr etter muskelprove

Bildet viser arr etter tre muskelprever i armbgyerne. Det er over 10 ar siden muskelpravene ble

tatt.
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