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Sammendrag 

Innledning: Styrketrening med lav motstand og redusert blodtilførsel 

(okklusjonstrening) kan øke muskelstørrelse og muskelstyrke på kort tid. En tidligere 

studie viste stor økning i muskelfiberareal etter tre uker med okklusjonstrening, men 

økningen ble observert allerede etter første treningsuke og flatet deretter ut. En mulig 

teori er at de fysiologiske systemene ble «mettet» etter en uke med hard trening. 

Hensikten med vår studie var å undersøke hvordan okklusjonstrening påvirker ulike 

variabler knyttet til proteinnedbrytning (ubiquitin-proteasom systemet; UPS) akutt og 

over en treningsperiode, og om den akutte responsen er lik etter 10 dager hvile mellom 

to treningsuker. Metode: 13 forsøkspersoner gjennomførte 7 økter okklusjonstrening i 

kneekstensjon med lav motstand (20 % 1RM) på 5 dager. Etter ti dager hvile 

gjennomførte de 7 nye økter på 5 dager. Muskelbiopsier fra m.vastus lateralis ble tatt 

før, under og etter intervensjonen. Biopsiene ble analysert for viktige komponenter i 

UPS; målt som mengde og lokalisering av ubiquitin, FOXO3a og MURF1, samt 

mengde ubiquitinerte proteiner. Muskelvekst ble undersøkt med ultralyd, MR og 

muskelfiberareal, og muskelstyrke ble målt som 1RM i kneekstensjon. Resultater: 

Mengden ubiquitinerte proteiner var redusert 1 time etter okklusjonstrening både i første 

og andre treningsuke, men mer redusert i treningsuke 2. MURF1 i cytoskjelett økte 1 

time etter okklusjonstrening både i første og andre treningsuke. FOXO3a viste ingen 

endring akutt etter trening, men var redusert ved dag 4 og dag 9 av intervensjonen. 

Muskeltykkelse av m. vastus lateralis økte med 5,2±5,3 %, 10 dager etter siste 

treningsøkt, men det var ingen signifikant økning av muskelfiberareal for verken type I 

eller type II muskelfibre. Det var heller ingen endring i tverrsnittsarealet av quadriceps 

eller 1RM kneekstensjon. Diskusjon: Okklusjonstrening hadde en akutt påvirkning på 

målte variabler i UPS. Akutt reduksjon i ubiquitinerte proteiner kan tyde på en redusert 

ubiquitinering av proteiner eller økt hastighet på nedbrytning av ubiquitinerte proteiner i 

proteasomet. Økning av MURF1 i cytoskjelett kan være grunnet økt binding til titin. 

Alle målte variabler i UPS var normalisert ved siste måling. Noe overaskende ble det 

ikke observert økning i muskelfiberareal, tverrsnittsareal av quadriceps eller 1RM 

kneekstensjon, muligens på grunn av at treningsbelastning var for stor. 

Nøkkelord: Okklusjonstrening, proteinnedbrytning, MURF, FOXO, ubiquitin. 
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Forkortelser 

1RM 1 Repetisjon maksimum 

AMPK AMP-activated protein kinase 

BCAA Forgrenede aminosyrer (Branched-chain amino acid) 

CK Kreatin kinase 

CSA Tverrsnittsareal (Cross sectional area) 

DOMS Muskelstølhet (Delayed onset muscle soreness) 

EMG Elektromyografi 

FOXO Forkhead box O 

GH Veksthormon 

GMEB-1 Glucocorticoid modulatory element-binding protein 1 

IGF-1 Insulin-like growth factor 1 

MFA Muskelfiberareal 

MGF Mechano growth factor 

MR Magnetresonanstomografi 

MURF Muscle RING (Really Interesting New Gene) finger protein 

MyBP-C Myosin binding protein C 

MyLC1 og 2 Myosin light chain 1 og 2 

NFκB Nuclear factor kappa B 

P38 MAPK p38 mitogen activated protein kinase 

PI3K Phosphointidylinositol 3 kinase 

PGC1-α Peroxiome proliferator-activated receptor γ coactivator 1α 

ROS Frie radikaler (Reactive oxygen species) 

SRF Serum response factor 

TNFα Tumor necrosis factor α 

UPS Ubiquitin proteasom systemet  
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1. Innledning 

Styrketrening er viktig både i et helseperspektiv og som en metode for å bedre 

prestasjon og forbygge skader i de fleste idretter. Det har vært en generell oppfatning at 

styrketrening må utføres med tung treningsmotstand for å kunne øke styrke og føre til 

muskelvekst (hypertrofi) (Kraemer et al., 2002; Pearson & Hussain, 2015; Scott, 

Slattery, Sculley, & Dascombe, 2014; Wernbom, Augustsson, & Raastad, 2008). I noen 

tilfeller, for eksempel i rehabilitering etter skader og hos eldre med ledd som ikke tåler 

tung belastning, kan imidlertid den tunge treningsmotstanden være ugunstig (Wernbom 

et al., 2008). I nyere tid har styrketrening med lav treningsmotstand og redusert 

blodstrøm (okklusjonstrening) blitt et populært forskningstema. Okklusjonstrening med 

lav treningsmotstand (20-50 % 1 RM) har ført til muskelvekst og økning i styrke både 

hos unge (Abe, Yasuda, et al., 2005; Kubo et al., 2006; G. C. Laurentino et al., 2012; 

Shinohara, Kouzaki, Yoshihisa, & Fukunaga, 1998), eldre (Karabulut, Abe, Sato, & 

Bemben, 2010; Yasuda et al., 2014) og godt trente (Abe, Kawamoto, et al., 2005; 

Takarada, Sato, & Ishii, 2002; Takarada, Tsuruta, & Ishii, 2004).  

På grunn av den lave treningsmotstanden som benyttes ved okklusjonstrening kan det 

tenkes at restitusjonstiden som kreves er kortere enn ved tung styrketrening (Abe, 

Yasuda, et al., 2005; Wernbom et al., 2008). Av den grunn har en del studier 

gjennomført okklusjonstrening med høy frekvens (1-2 økter per dag) over en kort 

periode (1-3 uker) (Abe, Kawamoto, et al., 2005; Abe, Yasuda, et al., 2005; Fujita, 

Brechue, Kurita, Sato, & Abe, 2008; Nielsen et al., 2012). Disse studiene har sett en 

lignende muskelvekst og styrkeøkning på 2 uker som det som normalt blir observert 

etter 2-4 måneder med tung styrketrening (Abe, Yasuda, et al., 2005; Nielsen et al., 

2012). Dette er antagelig i hovedsak på grunn av at det utføres så mange økter på kort 

tid, fordi hvis man deler muskelveksten på antall økter er den tilnærmet den samme for 

okklusjonstrening og tung styrketrening (Fujita et al., 2008). Økningen i styrke etter 

okklusjonstrening virker hovedsakelig å være knyttet til den parallelle muskelveksten 

(Abe, Kawamoto, et al., 2005; Abe, Yasuda, et al., 2005; Fujita et al., 2008; Kubo et al., 

2006). En stor økning i muskelfibernes tverrsnittsareal (MFA) ble observert allerede 

etter første treningsuke av en tre ukers intervensjon med høyfrekvent okklusjonstrening 

med lav treningsmotstand (Nielsen et al., 2012). Dette var muligens grunnet cellulær 

svelling som følge av treningen heller enn akkumulering av myofibrillære proteiner. 
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Mesteparten av økningen i antall muskelcellekjerner skjedde imidlertid også etter første 

treningsuke, og det holdt seg stabilt til etter treningsperioden (Nielsen et al., 2012). I og 

med at størsteparten av adaptasjonene skjedde etter første treningsuke kan det 

spekuleres i om systemet ble «mettet» og ikke klarte å respondere på den videre 

treningen. En hvileperiode kan muligens resette den anabole responsen i muskelfibre. 

Det er tidligere sett at sensitiviteten til den anabole signaleringen var redusert etter 18 

styrkeøkter, men at den var tilbake etter 12 dagers hvile (Ogasawara et al., 2013).  

For at muskelvekst skal være mulig kreves en positiv netto proteinbalanse over tid 

(Marcotte, West, & Baar, 2015). Dette kan potensielt skje ved økt hastighet på 

proteinsyntese og/eller redusert hastighet på proteinnedbrytning, noe som ikke ble 

undersøkt av Nielsen et al (2012). Endringer i proteinsyntesehastighet er antagelig mer 

påvirkelig for stimuli enn endringer i hastigheten på proteinnedbrytning (Phillips, 

2009). Proteinnedbrytning er imidlertid også viktig da en redusert proteinnedbrytning 

potensielt vil føre til en større anabol effekt. Målinger av hastigheten på 

muskelproteinsyntese og muskelproteinnedbrytning kan gi informasjon om det 

proteinbalansen er positiv eller negativ over en viss tid. Okklusjonstrening har tidligere 

ikke ført til endringer i hastighet på proteinnedbrytning (Gundermann et al., 2014). For 

å undersøke mekanismene bak proteinnedbrytning er det nødvendig å undersøke 

signalveier. Ubiquitin-proteasom systemet (UPS) er ansett som det viktigste systemet 

for nedbrytning av muskelproteiner (Glickman & Ciechanover, 2002). UPS merker 

utvalgte proteiner for nedbrytning med ubiquitin (Reid, 2005). Et protein som er viktig i 

denne prosessen er E3 ubiquitin ligasen Muscle RING-finger protein-1 (MURF1), som 

blant annet reguleres av transkripsjonsfaktoren FOXO (Bodine & Baehr, 2014). 

Studiene som har undersøkt MURF1 i sammenheng med okklusjonstrening har vært på 

mRNA-nivå og vist reduksjon 8 timer etter okklusjonstrening (Manini et al., 2011), men 

økning 3 timer etter okklusjonstrening (Drummond et al., 2008). Det er imidlertid 

foreslått at den intracellulære lokaliseringen av MURF1 også kan være viktig for å 

koordinere de ulike funksjonene deres for regulering av proteinomsetning (Braun & 

Gautel, 2011). Vi har ikke funnet noe tidligere forskning på lokalisering av MURF1 i 

forbindelse med trening. Den intracellulære lokaliseringen er også viktig for FOXO. 

FOXO er inaktiv i cytosol når den er fosforylert, men hvis den defosforyleres skjer det 

en translokasjon til kjernen (Brunet et al., 1999) hvor den påvirker transkripsjon av 

blant annet MURF1 (Stitt et al., 2004). Én og 3 timer etter okklusjonstrening ble det 
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imidlertid ikke observert endring i fosforylering av FOXO3a (Fry et al., 2013). For å 

undersøke en viktig del av proteinnedbrytning etter okklusjonstrening har vi derfor 

undersøkt tre markører for UPS gjennom en kort, høyfrekvent periode med 

okklusjonstrening som bygger på protokollen fra Nielsen et al (2012). Vi har imidlertid 

lagt inn ti dager hvile mellom to treningsuker for å undersøke om det kan «resette» de 

fysiologiske systemene slik at adaptasjonene ikke flater ut etter første treningsuke som 

den gjorde hos Nielsen et al (2012).  
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Mine problemstillinger er: 

Hvordan påvirkes ubiquitin-proteasom systemet (UPS) akutt etter okklusjonstrening, og 

over en to ukers treningsperiode med høyfrekvent okklusjonstrening? 

H0: Okklusjonstrening vil ikke endre målte variabler tilknyttet UPS verken akutt 

eller etter en treningsperiode. 

H1: Okklusjonstrening vil endre målte variabler tilknyttet UPS akutt og under en 

treningsperiode. 

 

Vil ti dager hvile etter en fem dagers periode med høyfrekvent okklusjonstrening føre til 

forskjeller i aktivitet av UPS? 

H0: Det vil ikke være forskjell i målte variabler tilknyttet UPS akutt ved oppstart 

av treningsuke to, sammenlignet med oppstart i uke én. 

H1: Det vil være forskjell i målte variabler tilknyttet UPS akutt ved oppstart av 

treningsuke to, sammenlignet med oppstart i uke én. 

  

Markører for aktivitet i UPS som ble brukt i denne oppgaven var: 

- Mengde og lokalisering av FOXO3a (translokkering fra cytosol til nukleære 

fraksjon vil indikere økt aktivitet) 

- Mengde og lokalisering av E3-ligasen MURF1 (økt mengde i cytosol vil 

indikere økt aktivitet og økt translokkering til cytoskjelettet vil indikere 

stressede myofibrillære strukturer) 

- Mengde og lokalisering av ubiquitinerte proteiner og fritt ubiquitin (økt mengde 

fritt ubiquitin vil indikere økt aktivitet, mens endret mengde ubiquitinerte 

proteiner må tolkes i sammenheng med de andre endringene fordi det kan 

indikere både økt og redusert total aktivitet i UPS) 
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2. Teori 

2.1 Okklusjonstrening 

Styrketrening med redusert blodstrøm har blitt et populært forskningstema de senere 

årene. Eksperimentering med denne typen trening startet imidlertid allerede på 1960- og 

70-tallet (Sato, 2005), under navnet KAATSU trening (ka atsu er to japanske ord som 

grovt kan oversetter til «applisert trykk»). I litteraturen i dag går denne type trening 

under ulike navn i tillegg til KAATSU, blant annet blood flow restiction (BFR) training, 

ischemisk trening og okklusjonstrening. I denne oppgaven vil okklusjonstrening 

benyttes. Okklusjonstrening har ført til muskelvekst og økning i styrke hos både utrente, 

godt trente og eldre (Tabell 2.1). Det er imidlertid store metodiske forskjeller på 

protokollene som har blitt benyttet. I dette kapittelet vil viktige hensyn som bør 

vurderes ved okklusjonstrening gjennomgås, før effektene av okklusjonstrening og 

mekanismene bak treningseffektene vil gjennomgås. Fokus vil hovedsakelig være på 

studier hvor underekstremiteten har blitt trent da dette vil være mest relevant for denne 

oppgaven. 

2.1.1 Metodiske forskjeller 

Metoder for å oppnå okklusjon varierer mellom ulike studier, men som oftest benyttes 

en trykkmansjett som festes proksimalt på ekstremiteten som skal trenes for å redusere 

blodstrømmen (Fahs, Loenneke, Rossow, Thiebaud, & Bemben, 2012; Pearson & 

Hussain, 2015). Trykket bør være så høyt at det stenger venøs tilbakestrømning fra 

ekstremiteten, men tillater arteriell innstrømning (Loenneke, Thiebaud, Abe, & 

Bemben, 2014) Hvor høyt trykket som kreves for å oppnå dette avhenger blant annet av 

bredden på trykkmansjetten og omkretsen på ekstremiteten som skal okkluderes. 

(Loenneke, Fahs, Rossow, Sherk, et al., 2012; Loenneke, Fahs, et al., 2013). Mange 

studier på okklusjonstrening har benyttet smale trykkmansjetter (3-5 cm) og relativt 

høyt trykk (200-250 mmHg). Bruk av bredere trykkmansjetter fører imidlertid til 

samme reduksjon i blodstrøm ved lavere trykk enn smale (Loenneke, Fahs, Rossow, 

Sherk, et al., 2012). Å benytte brede trykkmansjetter virker og være gunstig da 

treningen kan gjennomføres med lavere trykk, og at skjærkreftene dermed er mindre 

(Wernbom et al., 2008). Mengden vev som omringer blodårene vil også påvirke trykket 

som blir applisert på blodårene og derfor også reduksjonen i blodstrøm (Loenneke, 

Fahs, Rossow, Sherk, et al., 2012). Omkrets på låret har blitt vist som den viktigste 
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bestemmende faktoren for arterielt okklusjonstrykk (Loenneke, Fahs, Rossow, Sherk, et 

al., 2012). På bakgrunn av dette er det foreslått at trykket som appliseres ved 

okklusjonstrening justeres individuelt med bakgrunn i bredde på trykkmansjett og 

omkrets på ekstremiteten som skal okkluderes (Fahs et al., 2012; Loenneke, Fahs, 

Rossow, Sherk, et al., 2012; Loenneke, Fahs, et al., 2013). I de fleste studier er det 

imidlertid vanlig å applisere det samme trykket til alle deltagere, uavhengig av 

individuelle forskjeller (Fahs et al., 2012). Ved bruk av brede trykkmansjetter virker det 

som okklusjonseffekten er mindre avhengig av omkretsen på ekstremiteten (Crenshaw, 

Hargens, Gershuni, & Rydevik, 1988; Wernbom et al., 2008). Et trykk på 90-110 

mmHg er foreslått som tilstrekkelig for å delvis avstenge den arterielle blodstrømmen 

og dermed påvirke muskeltretthet ved vedvarende arbeid ved bruk av brede 

trykkmansjetter (135 mm) (Wernbom et al., 2008). 

De fleste studiene på okklusjonstrening har benyttet lav treningsmotstand (20-50 % 

1RM). I noen tilfeller kan vanlig tung styrketrening være problematisk å gjennomføre, 

for eksempel i rehabilitering etter skade eller hos eldre som ikke tåler den tunge 

belastningen på leddene (Wernbom et al., 2008). At trening med lav motstand og 

okklusjon kan føre til muskelvekst og styrkeøkninger vil derfor gjøre okklusjonstrening 

til et svært godt alternativ for disse gruppene. Til og med okklusjonstrening uten ytre 

belastning, som gangtrening (Abe, Kearns, & Sato, 2006; Ozaki et al., 2011) og 

sirkeltrening med egen kroppsvekt (Ishii, Madarame, Odagiri, Naganuma, & Shinoda, 

2005) har vist økt styrke og muskelvolum, og repetert okklusjon uten trening har 

redusert atrofi ved immobilisering (Clark, Fernhall, & Ploutz-Snyder, 2006; Kubota, 

Sakuraba, Sawaki, Sumide, & Tamura, 2008; Takarada, Takazawa, & Ishii, 2000). 

Okklusjonstrening er også undersøkt i kombinasjon med styrketrening med tung 

treningsmotstand, men har ikke gitt noen ytterligere effekt på styrke og muskelareal 

sammenlignet med samme trening uten okklusjon (G. Laurentino et al., 2008). 

Okklusjonstrening med lav treningsmotstand gjennomføres med mange repetisjoner og 

korte pauser (30-60 sekunder) for å skape økt metabolsk stress; en av mekanismene som 

er foreslått og være årsak til effekten av okklusjonstrening (se «Mekanismene bak 

muskelvekst ved okklusjonstrening»). Noen studier benytter repetisjoner til utmattelse, 

andre benytter et submaksimalt antall repetisjoner. Teoretisk sett vil okklusjonstrening 

utført til utmattelse føre til større metabolsk stress og dermed potensielt en større 
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treningsstimulus enn submaksimalt antall repetisjoner (Fahs et al., 2012). Ved å 

opprettholde okklusjonen i pausene skapes større metabolsk stress enn om okklusjonen 

slippes opp i pausene (Suga et al., 2012). Når okklusjonstrykket blir sluppet opp i 

pausene kan muskeltrettheten raskt bli restituert mellom seriene, akkurat som ved 

styrketrening uten okklusjon. Under styrketrening vil alltid en viss reduksjon av 

blodstrøm oppstå på grunn av muskelkontraksjoner. Derfor kan det tenkes at når 

eksternt trykk kun blir applisert under treningen, og ikke i pausene, vil det ikke gi noe 

ekstra stimuli som bidrar til muskulære adaptasjoner (Fahs et al., 2012).  

Frekvensen på okklusjonstrening varierer også mellom ulike studier (Tabell 2.1). En del 

studier har brukt samme frekvens som det er vanlig å bruke ved tradisjonell tung 

styrketrening (2-3 økter per uke) over en lengre periode (6-16 uker). På grunn av den 

lave treningsmotstanden som ofte blir brukt ved okklusjonstrening kan det imidlertid 

tenkes at restitusjonstiden er kortere sammenlignet med tung styrketrening. Det har blitt 

argumentert for at okklusjonstrening med lav treningsmotstand skaper lite eller ingen 

muskelskade (Loenneke, Thiebaud, & Abe, 2014). En del studier har derfor benyttet 

svært høy frekvens på okklusjonstrening (1-2 økter om dagen) over korte perioder (1-3 

uker). 

2.1.2 Farer med okklusjonstrening 

Langvarig ischemi1 og rask reperfusjon2 kan potensielt føre til muskelskade og nekrose 

av muskelvev, men dette er avhengig av lengden og graden av ischemi (Loenneke, 

Thiebaud, & Abe, 2014; Pope, Willardson, & Schoenfeld, 2013). På grunn av den korte 

varigheten på øktene, samt at de gjennomføres uten fullstendig okklusjon, er dette 

antagelig ikke et problem ved okklusjonstrening (Loenneke, Thiebaud, & Abe, 2014). 

Oppsamlingen av blod ved okklusjonstrening kan også potensielt føre til formasjon av 

blodpropp (Wernbom et al., 2008). En japansk survey av 12.600 personer av ulik alder 

og fysisk form som har benyttet seg av okklusjonstrening tyder imidlertid på at 

okklusjonstrening er en sikker treningsmetode, og forekomsten av sideeffekter er lav 

(Nakajima et al., 2006). Selv om det har blitt foreslått at okklusjonstrening fører til 

lite/ingen muskelskade (Loenneke, Thiebaud, & Abe, 2014) og studier har vist at det  

 
1 Redusert blodstrøm til et organ eller vev grunnet f.eks trykkbelastning 

2 Gjenopprettelse av blodstrøm til et organ eller vev 

 

 



15 

ikke er noen økning i kreatinkinase (CK) (Abe, Yasuda, et al., 2005; Fujita et al., 2008; 

Takarada, Nakamura, et al., 2000; Yasuda et al., 2014), har enkelttilfeller av 

rabdomyolyse blitt observert (Iversen & Rostad, 2010). Det er heller ikke uvanlig med 

muskelstølhet (delayed onset muscle soreness; DOMS) etter okklusjonstrening 

(Wernbom et al., 2008; Wernbom, Augustsson, & Thomee, 2006). DOMS ser imidlertid 

ut til å reduseres etter noen økter som tyder på at kroppen venner seg til denne typen 

trening. Antagelig kan mye av DOMS unngås om forsøkspersonene gradvis tilvennes 

okklusjonstrening (starter med mindre treningsvolum) (Wernbom et al., 2008). 

2.1.3 Muskelvekst og økning i styrke med okklusjonstrening 

Okklusjonstrening med lav treningsmotstand har ført til økt styrke og muskelvolum hos 

eldre, yngre, godt trente, dårlig trente og pasienter (Tabell 2.1). Økningen i styrke og 

muskelvolum er større sammenlignet med tilsvarende trening uten okklusjon, og 

lignende som ved tung styrketrening (Tabell 2.1). I studiene som har hatt høy frekvens 

på okklusjonstreningsøktene har økningen i muskelstørrelse i noen tilfeller vært 

tilsvarende det som er sett etter 2-4 måneder med vanlig tung styrketrening (Abe, 

Yasuda, et al., 2005; Nielsen et al., 2012). Økningen er tilnærmet lik når du deler på 

antall økter, men på grunn av den høye frekvensen med okklusjonstrening oppnår du det 

samme resultatet på kortere tid (Fujita et al., 2008). Ved høyfrekvent okklusjonstrening 

med lav treningsmotstand over tre uker var nesten all framgangen man så oppnådd 

allerede etter første treningsuke (Nielsen et al., 2012). 

Okklusjonstrening har også vist forbedringer på funksjonelle tester som sprint (Abe, 

Kawamoto, et al., 2005), på skjelettet til eldre menn (Karabulut et al., 2011),  ved 

flerleddsøvelser, og på muskelgrupper som ikke er under okklusjon (Abe et al., 2012). 

Dette vil imidlertid ikke bli diskutert nærmere i denne oppgaven, da fokus er økning i 

styrke og muskelvolum i musklene som er under okklusjon. 
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Økning i styrke og muskelvolum henger tett sammen da muskelgruppes tverrsnittsareal 

(CSA) er viktigste bestemmende faktor hvor stor kraft som kan utvikles ved langsomme 

forkortningshastigheter (Raastad, Paulsen, Refsnes, Ronnestad, & Wisnes, 2010). 

Okklusjonstrening (20 % 1RM) og tung styrketrening (80 % 1RM) har resultert i 

samme økning i CSA av m. quadriceps femoris og isometrisk dreiemoment ved 

kneekstensjon (tendens til lavere økning for okklusjon enn tung styrketrening), mens 

relativ styrke (1RM/CSA) av m. vastus lateralis og stivhet av sene-aponeurose 

komplekset i kneekstensorene kun økte ved tung styrketrening (Kubo et al., 2006). I 

flere andre studier er det heller ikke observert endring i relativ styrke (1RM/CSA) ved 

okklusjonstrening med lav treningsmotstand (Abe, Kawamoto, et al., 2005; Abe, 

Yasuda, et al., 2005; Fujita et al., 2008). Dette tyder på at økt styrke ved 

okklusjonstrening hovedsakelig er grunnet muskelvekst. I neste del vil jeg gå inn på 

potensielle mekanismer som er foreslått som årsaker til at okklusjonstrening fører til 

muskelvekst. 
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2.2 Mekanismene bak muskelvekst ved okklusjonstrening 

Mekanisk strekk og metabolsk stress er to primære mekanismer for muskelvekst ved 

styrketrening (Pearson & Hussain, 2015). Mekanisk strekk er av mange sett på som 

viktigste stimuli for muskelvekst (Schoenfeld, 2013), men rollen til mekanisk strekk i 

muskelvekst ved okklusjonstrening er antagelig begrenset grunnet den lave 

treningsmotstanden som benyttes.  

 

Figur 2.1. Figur som gir oversikt over noen av de mest sannsynlige mekanismene bak 

muskelveksten som er observert ved okklusjonstrening. Modifisert ette Scott et al (2014) 

og Pearson og Hussain (2015). 

2.2.1 Metabolsk stress 

Metabolsk stress sammen med tradisjonell styrketrening skjer som et resultat av at 

trening avhenger av anaerob glykolyse for ATP-produksjon (Schoenfeld, 2013). Dette 

fører blant annet til kortvarige endringer i en rekke metabolitter; redusert ATP, tømming 

av kreatinfosfat (CrP), økt inorganisk fosfat (Pi), økt ADP/ATP ratio, økt AMP 

produksjon, redusert intramuskulær pH og akkumulering av laktat (Pope et al., 2013; 

Schoenfeld, 2013). Det er tydelig at metabolsk stress ved trening kan bidra til 

muskelvekst (Schoenfeld, 2013), og det har også blitt spekulert i at akkumulering av 

metabolitter er viktigere enn høy kraftutvikling for å optimalisere hypertrofi i respons til 

trening (Shinohara et al., 1998). Som eksempel ble det observert ulike adaptasjoner 

mellom to treningsintervensjoner med samme ytre belastning (3-5 serier x 10 reps på 

75% 1RM), hvor den ene ble gjennomført med en 30 sekunders pause i midten av hver 

serie og den andre ikke (Goto, Ishii, Kizuka, & Takamatsu, 2005). Gruppen som trente 

uten pause i midten hadde, i motsetningen til gruppen som trente med pause i midten, en 

økning i metabolsk stress (laktat, veksthormon (GH), adrenalin og noradrenalin), noe 

som resulterte i større økning i styrke, utholdenhet og muskelmasse. 
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På grunn av den lave treningsmotstanden som benyttes har hypertrofi ved 

okklusjonstrening i stor grad blitt kreditert økt metabolsk stress (Loenneke, Fahs, 

Wilson, & Bemben, 2011; Pearson & Hussain, 2015). Blant annet fører 

okklusjonstrening til tømming av CrP (Suga et al., 2009; Suga et al., 2012), økt 

inorganisk fosfat (Pi) (Takada et al., 2012), redusert pH (Suga et al., 2009) og 

akkumulering av laktat (Fujita et al., 2008; Reeves et al., 2006; Takarada, Nakamura, et 

al., 2000). Det metabolske stresset er høyere ved okklusjonstrening med lav 

treningsmotstand enn ved tilsvarende trening uten okklusjon (Suga et al., 2009; 

Takarada, Nakamura, et al., 2000). Suga et al (2009) viste imidlertid at det metabolske 

stresset ved okklusjonstrening med lav treningsmotstand ikke var like høyt som ved 

tung styrketrening. En årsak til dette kan være at det ble benyttet bare én serie. Når det i 

en senere studie (Suga et al., 2012) ble gjennomført 3 serier var metabolsk stress ved 

okklusjonstrening, med okklusjonen i pausene, like høyt som ved tung styrketrening. 

Metabolsk stress (Pi og intramuskulær pH) har vist korrelasjon med økning i både CSA 

og styrke etter perioder med okklusjonstrening (20%1RM) (Takada et al., 2012). Det 

metabolske stresset kan stimulere muskelvekst gjennom og påvirke sekundære faktorer 

som blant annet muskelfiberrekruttering, økning i systemiske hormoner og 

cellesvelling, som senere stimulerer autokrine og/eller parakrine prosesser (Pearson & 

Hussain, 2015).  

2.2.2 Muskelfiberrekruttering 

Ved styrketrening blir motoriske enheter rekruttert i et rekrutteringshierarki, hvor små 

motoriske enheter bestående av trege, utholdende muskelfibre (slow-twitch, type I fibre) 

blir rekruttert ved lav kraftutvikling, mens større motoriske enheter bestående av raske, 

mindre utholdende muskelfibre (fast-twitch, type II fibre) blir rekruttert ved økende 

kraft (Henneman, Somjen, & Carpenter, 1965). Kun muskelfibre som er aktivert under 

trening vokser som resultat av styrketrening (Wernbom et al., 2008). For å øke 

muskelmasse og styrke er derfor aktivering av type II muskelfibre viktig, da disse har 

større potensiale for hypertrofi (McCall, Byrnes, Dickinson, Pattany, & Fleck, 1996). På 

grunn av dette er det tidligere foreslått at styrketrening må gjennomføres med høye 

treningsmotstander (>60 % 1RM) for å oppnå muskelvekst og økt styrke (Kraemer et 

al., 2002; Pearson & Hussain, 2015; Wernbom et al., 2008). Ved utmattende arbeid med 

submaksimal treningsmotstand ser det imidlertid ut til at terskelen for rekruttering av 

motorisk enheter synker, og at det er en økt rekruttering av type II fibre når utmattelse 
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nærmer seg (Houtman, Stegeman, Van Dijk, & Zwarts, 2003; Wernbom et al., 2008). 

Dette skyldes sannsynligvis utvikling av muskeltretthet, som gjør at de motoriske 

enhetene som i utgangspunktet ble rekruttert ikke lenger er i stand til å opprettholde den 

samme kraften, og nye, større motoriske enheter derfor må rekrutteres for å opprettholde 

arbeidet (Houtman et al., 2003).  

Flere studier tyder på rekruttering av type II muskelfibre ved okklusjonstrening med lav 

treningsmotstand (Suga et al., 2009; Takada et al., 2012; Takarada et al., 2000 ), og 

dette har blitt foreslått å være årsaken til muskelveksten og styrkeøkningen som blir 

observert etter denne typen trening (Meyer, 2006). Okklusjonstrening med lav motstand 

til utmattelse/nær utmattelse har vist høyere fyringsfrekvens målt ved elektromyografi 

(EMG), noe som kan indikere høyere aktivering av type II fibre, sammenlignet med 

tilsvarende trening uten okklusjon (Manini et al., 2011; Takarada, Nakamura, et al., 

2000; Takarada et al., 2000 ; Yasuda et al., 2009 ). Når trening med lav 

treningsmotstand har blitt utført til utmattelse med og uten okklusjon er det imidlertid 

ikke vist forskjell i EMG-aktivitet (Kacin & Strazar, 2011; Wernbom, Järrebring, 

Andreasson, & Augustsson, 2009). Det virker derfor ikke som okklusjonstrening øker 

muskelaktivering utover det som blir sett ved styrketrening til utmattelse uten 

okklusjon, men okklusjonen gjør at utmattelse inntreffer tidligere (Wernbom et al., 

2009). Okklusjonstrening med lav treningsmotstand rekrutterer imidlertid ikke 

nødvendigvis like mange type II muskelfibre som tung styrketrening (S. B. Cook, 

Murphy, & Labarbera, 2013; Suga et al., 2009). Suga et al (2009) gjennomførte 

imidlertid bare en serie på 20 % av 1RM. Senere studier fra samme gruppe har vist at 

når okklusjonstrening ble gjennomført med ≥30 % 1RM var resultatene lignende som 

ved tung styrketrening (Suga et al., 2010) og det samme når det ble gjennomført 3 serier 

med okklusjonstrening hvor okklusjonen ble opprettholdt mellom seriene (Suga et al., 

2012). Kort oppsummert viser flere studier at type II muskelfibre blir aktivert ved 

okklusjonstrening med lav motstand, antagelig på grunn av muskulær tretthet. 

Rekrutteringen er ikke nødvendigvis like stor som ved vanlig tung styrketrening, men 

det er likevel sannsynlig at rekruttering av type II fibre er ansvarlig for noe av den 

hypertrofiske effekten som ses ved okklusjonstrening (Pearson & Hussain, 2015). 

Økning i fiberareal for type I muskelfibre ser ut til å være større ved okklusjonstrening 

enn ved tung styrketrening (Nielsen et al., 2012). Nielsen et al (2012) observerte lik 
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økning i muskelfiberareal for type I og type II fibre, på tross av at type II fibre normalt 

har større potensial for hypertrofi (McCall et al., 1996). Basert på EMG-resultater er det 

foreslått at type I fibre gjør mesteparten av jobben i de første repetisjonene, men at type 

II fibre gradvis blir rekruttert når det utvikles muskulær tretthet (Wernbom et al., 2009). 

I tillegg er det vist at stressresponsen ved okklusjonstrening er større i type I fibre enn i 

type II fibre (Cumming, Paulsen, Wernbom, Ugelstad, & Raastad, 2014), noe som 

muligens kan være en forklaring på den store effekten på type I fibre i Nielsen et al 

(2012). 

2.2.3 Systemiske og lokale vekstfaktorer 

Okklusjonstrening med lav treningsmotstand har ført til økning av flere 

anabole/systemiske hormoner, spesielt veksthormon (GH) (Kim et al., 2014; Madarame, 

Sasaki, & Ishii, 2010; Reeves et al., 2006; Takano et al., 2005; Takarada, Nakamura, et 

al., 2000; Takarada et al., 2004). Responsen av GH kan i noen tilfeller være kraftigere 

ved okklusjonstrening med lav treningsmotstand enn ved tradisjonell tung styrketrening 

(Manini et al., 2012; Takarada, Nakamura, et al., 2000; Takarada et al., 2004). Noen 

studier har vist at hypertrofi (økning i MFA og CSA) korrelerer med akutte eller 

absolutte endringer av GH (Goto et al., 2005; McCall, Byrnes, Fleck, Dickinson, & 

Kraemer, 1999), mens andre ikke har funnet noen slike sammenhenger (Mitchell et al., 

2013). Korrelasjon mellom hormoner og hypertrofi betyr ikke nødvendigvis at det er en 

kausal sammenheng, og det har blitt stilt spørsmål rundt rollen til systemiske hormoner 

siden hypertrofi kan skje uavhengig av treningsinduserte endogene systemiske 

hormoner (Mitchell et al., 2013; West & Phillips, 2010; Wilkinson, Tarnopolsky, Grant, 

Correia, & Phillips, 2006). Okklusjonstrening kombinert med gange har også vist 

muskelvekst og økning i styrke på tross av liten økning i GH (Abe et al., 2006), og 

okklusjon ved immobilisering har hindret atrofi og reduksjon i styrke uten endringer i 

GH (Kubota et al., 2008). Antageligvis er systemiske faktorer mindre viktig enn lokale 

faktorer for muskelvekst, men de systemiske faktorene kan muligens ha en forsterkende 

effekt på de lokale faktorene (Wernbom et al., 2008). Det fins imidlertid studier både 

for (C. J. Cook, Kilduff, & Beaven, 2014; Ronnestad, Nygaard, & Raastad, 2011) og 

imot (West et al., 2010; West et al., 2009) en forsterkende effekt av en systemisk 

respons på lokale tilpasninger i styrke og hypertrofi. 
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Lokale vekstfaktorer bidrar sannsynligvis til hypertrofi ved styrketrening (Loenneke et 

al., 2011; Pearson & Hussain, 2015). Mechano-growth factor (MGF), en isoform av 

Insulin-like growth factor 1 (IGF-1), ser ut til å bli lokalt aktivert av mekanisk stimuli 

og cellulær skade (Loenneke et al., 2011). I forbindelse med okklusjonstrening er det 

imidlertid ikke sett endringer i IGF-1 og MGF mRNA verken tre (Drummond et al., 

2008) eller åtte timer etter trening (Manini et al., 2011). En del studier har sett på IGF-1 

konsentrasjon i blodet etter okklusjonstrening, men dette gir lite informasjon om den 

lokale påvirkningen på muskelen. 

2.2.4 Muskelsvelling 

Intracellulær svelling er observert i flere studier på okklusjonstrening, og er foreslått 

som en potensiell mekanisme for å skape muskelvekst (Abe et al., 2012; Fujita et al., 

2008; Loenneke, Fahs, Rossow, Abe, & Bemben, 2012; Schoenfeld, 2013). Økt 

akkumulering av metabolitter ved okklusjon skaper en trykkgradient som fremmer 

innstrømming av vann inn i muskelcellene for å ekvilibrere den osmotiske gradienten 

(Loenneke, Fahs, Rossow, Abe, et al., 2012). Den påfølgende svellingen kan true den 

strukturelle integriteten til cellemembranen og få cellen til å initiere en signalrespons 

som fører til forsterkning av ultrastrukturen (Schoenfeld, 2010). Intracellulær svelling 

kan øke proteinsyntese og redusere proteinnedbrytning (Berneis, Ninnis, Haussinger, & 

Keller, 1999; F. Lang et al., 1998). For å undersøke om muskelsvelling var en årsak til 

stimuleringen av muskelproteinsyntese ved okklusjonstrening ble okklusjonstrening 

sammenlignet med tilsvarende styrketrening med lav treningsmotstand (20 % 1RM), 

hvor hyperemi ble stimulert via farmalogisk vasodilatasjon (Gundermann et al., 2012 ). 

Her økte hastigheten på muskelproteinsyntesen i gruppa som drev okklusjonstrening, 

men ikke i vasodilatasjonsgruppa. Det var også økt MURF1 mRNA ekspresjon kun i 

okklusjonstreningsgruppa. Den hyperemiske responsen var imidlertid ikke lik i de to 

gruppene og det er mulig at vasodilatasjonsgruppa ikke nådde terskelen som kreves for 

anabol stimulering.  
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2.2.5 Oppsummering 

I tillegg til mekanismene som er diskutert her har også flere andre faktorer blitt foreslått 

som mulige stimuli for muskelvekst ved okklusjonstrening med lav motstand. Ischemi 

og påfølgende reperfusjon kan øke produksjonen av frie radikaler (Reactive oxygen 

species: ROS) (Clanton, 2007; Korthuis, Granger, Townsley, & Taylor, 1985), og dette 

har derfor blitt foreslått som en mulig mekanisme (Pearson & Hussain, 2015). Det er 

imidlertid ikke sett økning i markører for ROS etter okklusjonstrening (Goldfarb et al., 

2008; Takarada, Nakamura, et al., 2000). Okklusjonstrening varer som regel ikke lenger 

enn 5-10 minutter og øker derfor muligens ikke ROS nivåer i samme grad som lengre 

stimuli (Pearson & Hussain, 2015). I tillegg har blant annet endringer i blodstrøm, 

varmestress, hypoxi-hyperoxi og nitrogenmonoksid blitt foreslått som mulige stimuli 

ved okklusjonstrening (Wernbom et al., 2008). Adaptasjonen til trening er antagelig 

avhengig av integrasjon av flere ulike faktorer, og flere av faktorene som er nevnt over 

bidrar muligens til muskelveksten som blir observert etter okklusjonstrening (Wernbom 

et al., 2008). For å føre til muskelvekst må imidlertid disse faktorene stimulere 

cellesignalering som påvirker proteinbalansen.  

2.3 Muskelvekst 

Regulering av muskelstørrelse styres av balansen mellom proteinsyntese og 

proteinnedbrytning. Spesielt balansen mellom syntese og nedbrytning av funksjonelle 

og strukturelle proteiner i cellen regulerer størrelsen på vevet (Marcotte et al., 2015). 

Om netto proteinbalanse er positiv eller negativ over tid vil dette føre til henholdsvis 

muskelvekst (hypertrofi) eller muskeltap (atrofi) (Marcotte et al., 2015). Muskelmasse 

reguleres av både fysisk aktivitet, metabolisme og hormoner (Sandri, 2013), men denne 

oppgaven vil ha hovedfokus på styrketrening sin påvirkning. Styrketrening øker 

muskelproteinsyntese og, i mindre grad, muskelproteinnedbrytning i fastende tilstand 

(Biolo, Maggi, Williams, Tipton, & Wolfe, 1995; Biolo, Williams, Fleming, & Wolfe, 

1999; Phillips, Tipton, Aarsland, Wolf, & Wolfe, 1997). Treningsstatus ser ut til å 

påvirke proteinnedbrytning da styrketrening har økt hastigheten på proteinnedbrytning 

hos utrente, men ikke trente (Phillips, Tipton, Ferrando, & Wolfe, 1999). 

Effekten av trening på muskelproteinnedbrytning etter trening er dårlig beskrevet, 

antagelig på grunn av metodiske vanskeligheter (Glynn, Fry, Drummond, Dreyer, et al., 

2010). For å få et helhetlig bilde av prosessene som skjer ved muskelvekst er det viktig 
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og også studere muskelproteinnedbrytning. Redusert muskelproteinnedbrytning vil i 

utgangspunktet forbedre den anabole effekten i og med at netto proteinbalanse blir mer 

positiv. Det virker imidlertid som en viss form for proteinnedbrytning er nødvendig for 

å drive proteinsyntese og forbedre muskelstørrelse og –kvalitet (remodellering) 

(Goldberg, 2003; Marcotte et al., 2015).  

Hensikten med denne oppgaven er å studere muskelproteinnedbrytning etter 

okklusjonstrening, og fokuset i resten av dette kapittelet vil derfor ligge på 

proteinnedbrytning og ikke proteinsyntese. Mye av det vi vet om 

muskelproteinnedbrytning stammer fra studier på atrofi, og disse vil nødvendigvis tas 

med for å kunne forklare mekanismene bak proteinnedbrytning. Det er begrenset med 

forskning som er gjort på muskelproteinnedbrytning i sammenheng med 

okklusjonstrening, derfor vil andre former for styrketrening også trekkes inn.  

2.3.1 Muskelproteinnedbrytning 

Fire forskjellige systemer er hovedsaklig ansvarlig for cellulær proteinnedbrytning i 

eukaryote celler; autofag/lysomal systemet, calpainsystemet, caspasesystemet og 

ubiquitin-proteasom systemet (UPS) (Murton, Constantin, & Greenhaff, 2008; Nader, 

2005). I skjelettmuskler er UPS ansvarlig for mesteparten av intracellulær 

proteinnedbrytning (Glickman & Ciechanover, 2002). UPS kan imidlertid ikke bryte 

ned intakte myofibriller, og det er foreslått at både calpainer og caspaser kan ha en rolle 

i å gjøre myofibrillære proteiner tilgjengelig for ubiquitinering (Jackman & Kandarian, 

2004). Lysosomal systemet ser ikke ut til å bryte membranproteiner og ikke 

myofibrillære proteiner, men det er foreslått at det også er en samhandling mellom UPS 

og lysosomal nedbrytning (Jackman & Kandarian, 2004). Denne oppgaven vil 

imidlertid fokusere på UPS. Nedbrytning av proteiner via UPS involverer to steg. I 

ubiquitineringsprosessen blir utvalgte proteiner merket for nedbrytning med kovalent 

binding av kjeder med ubiquitinmolekyler (Reid, 2005). Ubiquitinerte proteiner blir så 

gjenkjent og degradert til små peptider av 26S proteasome komplekset (Reid, 2005). 
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2.3.2 Ubiquitineringsprosessen 

Tre klasser proteiner regulerer ubiquitineringsprosessen: ubiquitin-aktiverende enzymer 

(E1), ubiquitin-konjugerende enzymer (E2), og ubiquitin ligaser (E3) (Bodine & Baehr, 

2014). I mennesker eksisterer bare en type E1 (Pickart, 2001), ca. 40 E2 (Bodine & 

Baehr, 2014) og over 600 E3 (Bodine & Baehr, 2014). E3 ubiquitin ligasene blir delt 

inn i to hovedklasser, HECT (Homologous to the E6AP Carboxyl Terminus) E3 

ubiquitin ligaser og RING (Really Interesting New Gene) E3 ubiquitin ligaser, hvor 

RING familien er den klart største (Bodine & Baehr, 2014; Metzger, Hristova, & 

Weissman, 2012). Ubiquitineringsprosessen begynner med ATP-avhengig aktivering av 

ubiquitin ved E1, som skaper en høy-energisk thiolesterbinding mellom ubiquitin og E1 

(Reid, 2005). Det aktiverte ubiquitinet blir deretter overført til en E2 ligase, hvor det 

også skapes en thiolesterbinding (Bodine & Baehr, 2014). Til slutt blir ubiquitin fra E2 

overført til et proteinsubstrat via en E3 ligase (Bodine & Baehr, 2014), hvor det blir 

festet med en kovalent binding til proteinsubstratet (Glickman & Ciechanover, 2002). 

For HECT E3 ligaser blir ubiquitin overført fra E2 til E3 hvor det skapes en ny høy-

energisk thiolesterbinding, før det blir overført til proteinsubstratet som er bundet til 

ligasen (Glickman & Ciechanover, 2002). RING E3 ligaser derimot katalyserer en 

direkte overføring av den aktiverte ubiquitin enheten til proteinsubstratet som er bundet 

til E3 (Glickman & Ciechanover, 2002). For å bli effektivt degradert av proteasomet må 

substratet bindes til et polyubiquitin degraderingssignal som består av minst fire 

ubiquitin enheter (Thrower, Hoffman, Rechsteiner, & Pickart, 2000). Dette skjer ved at 

ubiquitineringsprosessen blir gjentatt og at E2/E3 partnerne fester flere ubiquitin 

enheter sammen for å skape en polyubiquitinkjede (Reid, 2005). Proteinsubstratet med 

polyubiquitinkjeden blir så gjenkjent av 26S proteasome komplekset og degradert til 

små peptider ved en ATP-avhengig prosess (Reid, 2005). Ubiquitin blir ikke brutt ned, 

men blir regenerert av deubiquitinaser for å opprettholde cellulære nivåer av fritt 

ubiquitin (Pickart, 2004). Dette er viktig for å ha tilstrekkelig med ubiquitin-enheter for 

videre ubiquitinering av proteiner (Wing, 2013). Ubiquitinering av proteiner trenger 

ikke nødvendigvis å føre til nedbrytning i proteasomet (Komander, 2009), men kun 

rollen knyttet til nedbrytning av proteiner vil bli gjennomgått i denne oppgaven. 
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Figur 2.2. Figur som beskriver ubiquitineringsprosessen og nedbrytningen av proteiner 

av 26S proteasom komplekset. 

2.3.3 E3 ubiquitin ligaser 

E3 ubiquitin ligaser blir betegnet som nøkkelenzymet i ubiquitineringsprosessen fordi 

det gjenkjenner det spesifikke proteinsubstratet, og deretter katalyserer overføringen av 

aktivert ubiquitin til proteinet (Lecker, Goldberg, & Mitch, 2006). I 2001 ble det 

oppdaget at to E3 ubiquitin ligaser var transkripsjonelt oppregulert ved ulike modeller 

for atrofi (Bodine et al., 2001; Gomes, Lecker, Jagoe, Navon, & Goldberg, 2001). Hos 

Bodine et al (2001) var genekspresjon av MURF1 og MAFbx oppregulert ved alle 

atrofimodellene som ble undersøkt. Det samme observerte Gomes et al (2001) for en E3 

ligase de kalte atrogin-1. MAFbx og atrogin-1 viste seg å være den samme E3 ligasen, 

og vil bli omtalt som atrogin-1 i resten av denne oppgaven. Både MURF1 og atrogin-1 

er spesifikt uttrykt i tverrstripet muskel og er uttrykt på relativt lavt nivå i 

skjelettmuskler ved hvile (Bodine & Baehr, 2014). Flere studier har bekreftet at 

MURF1 og atrogin-1 er oppregulert ved en rekke modeller for atrofi, i både dyr (Clarke 

et al., 2007; C. H. Lang, Huber, & Frost, 2007; Lecker et al., 2004; Sacheck et al., 2007) 

og mennesker (Jones et al., 2004). 

Bodine et al (2001) viste også at knockout av MURF1 og atrogin-1 beskyttet mot 

denervasjonsindusert muskelatrofi i mus. Senere er det vist at MURF1 knockout demper 

muskelatrofi ved immobilisering av bakbenene i mus (Labeit et al., 2010) og at 
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inhibering av atrogin-1 demper muskeltap indusert av faste (Cong, Sun, Liu, & Tien, 

2011). Ved 14 dagers dexamethasone behandling førte sletting av MURF1, men ikke 

atrogin-1, til redusert muskeltap (Baehr, Furlow, & Bodine, 2011). Dette tyder på at 

atrogin-1 og MURF1 er viktige regulatorer av muskelatrofi, mest sannsynlig gjennom 

regulering av nedbrytning av viktige muskelproteiner (Bodine et al., 2001). 

Proteinsubstratene for atrogin-1 ser ut til å være relatert til vekstrelaterte prosesser 

(Sandri, 2013). Atrogin-1 promoterer degradering av MyoD, en viktig 

muskeltranskripsjonsfaktor (Lagirand-Cantaloube et al., 2009; Tintignac et al., 2005), 

og eIF3-f, en viktig aktivator for proteinsyntese (Csibi, Leibovitch, Cornille, Tintignac, 

& Leibovitch, 2009; Lagirand-Cantaloube et al., 2008). Dette indikerer at atrogin-1 

fremmer muskelsvinn ved å hemme proteinsyntese og muskelregenerering (Lokireddy 

et al., 2012). MURF1 derimot fremskynder muskeltap ved å merke myofibrillære 

proteiner for degradering gjennom UPS (Lokireddy et al., 2012). Myosin heavy chains 

(Clarke et al., 2007; Fielitz et al., 2007), aktin (Polge et al., 2011), myosin binding 

protein C (MyBP-C) og myosin light chains 1 (MyLC1) og 2 (MyLC2) (Cohen et al., 

2009), samt troponin I i hjertemuskler (Kedar et al., 2004), har alle vist seg å være 

proteinsubstrater for MURF1. 

2.3.4 Transkripsjonsfaktorer 

At MURF1 og atrogin-1 er transkripsjonelt oppregulert sammen under flere modeller 

for atrofi kan tyde på at de to E3 ligasene blir regulert av samme 

transkripsjonsfaktor(er) (Bodine & Baehr, 2014). Forkhead box (FOX) proteiner er en 

familie transkripsjonsfaktorer, og fire isoformer av klasse O FOX proteiner er uttrykt i 

skjelettmuskler; FOXO1, FOXO3a, FOXO4 (Bodine & Baehr, 2014) og FOXO6 

(Jacobs et al., 2003). FOXO i sin aktive form er lokalisert i kjernen, hvor den er 

defosforylert og bundet til DNA (Nader, 2005). Akt (også kjent som Protein Kinase B), 

et signalprotein som også har en viktig rolle i hypertrofisignalering, kan inaktivere 

FOXO ved fosforylering (Brunet et al., 1999). Fosforylering gjør FOXO 

transkripsjonelt inaktiv, da det hindrer translokasjon fra cytosol til kjernen (Brunet et 

al., 1999). Ekspresjon av både FOXO1 og FOXO3a øker ved ulike modeller for atrofi 

(Cho, Fournier, Da, & Lewis, 2010; Lecker et al., 2004; Sacheck et al., 2007; Senf, 

Dodd, & Judge, 2010). Ulike modeller for atrofi har også vist redusert mengde 

fosforylert FOXO1 (Sandri et al., 2004) og FOXO3a (Sandri et al., 2004; Senf et al., 
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2010). Det er foreslått at FOXO3a er det dominerende FOXO-proteinet i muskler 

(Braun & Gautel, 2011) 

FOXO kan regulere ekspresjon av både MURF1 (Stitt et al., 2004) og atrogin-1 (Sandri 

et al., 2004; Stitt et al., 2004). Akt blokkerte atrofi indusert av dexamethasone ved å 

fosforylere FOXO, og dermed hindre translokasjon til kjernen (Sandri et al., 2004; Stitt 

et al., 2004). Oppregulering av både MURF1 (Stitt et al., 2004) og atrogin-1 (Sandri et 

al., 2004; Stitt et al., 2004) var avhengig av FOXO. I tillegg er det vist at IGF-1, 

gjennom IGF-1/PI3K/Akt-signalveien, kan hemme transkripsjon av MURF1 og atrogin-

1 (Sacheck, Ohtsuka, McLary, & Goldberg, 2004), og ekspresjon av atrogin-1 er økt når 

PI3K aktivitet i muskelceller undertrykkes (Lee et al., 2004). Den nære sammenhengen 

mellom Akt og FOXO tyder på at regulering av MURF1 og atrogin-1 ekspresjon skjer i 

tett sammenheng med regulering muskelproteinsyntese (Nader, 2005). Ved økt 

muskelproteinsyntese (f.eks etter styrketrening) burde derfor MURF1 og atrogin-1 

mRNA ekspresjon være redusert. Det skal imidlertid nevnes at denne sammenhengen er 

noe usikker på mennesker (Foletta, White, Larsen, Leger, & Russell, 2011; Murton et 

al., 2008). Ekspresjon av MURF1 og atrogin-1 kan også reguleres på andre måter enn 

Akt/FOXO. I tillegg til Akt reguleres FOXO av blant annet peroxiome proliferator-

activated receptor ɣ coactivator 1α (PGC-1α) (Sandri et al., 2006) og AMP-aktivert 

protein kinase (AMPK) (Greer et al., 2007), som begge påvirkes under trening.  

Transkripsjon av MURF1 og atrogin-1 kan også reguleres av mekanismer som er 

uavhengig av FOXO. Blant annet øker Tumor necrosis factor-α (TNF-α) atrogin-1 

ekspresjon gjennom p38 mitogen activated protein kinase (p38 MAPK) (Li et al., 2005) 

og FOXO4 (Moylan, Smith, Chambers, McLoughlin, & Reid, 2008). MURF1 

transkripsjon, men ikke atrogin-1, økes av NF-κB (Cai et al., 2004). Disse er imidlertid 

forbundet med immunrespons og inflammasjon og er muligens ikke så viktig i 

regulering av MURF1 og atrogin-1 i forbindelse med trening. Myostatin kan også øke 

ekspresjon av atrogin-1, og i mindre grad MURF1 (Lokireddy et al., 2011; Lokireddy et 

al., 2012). 
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Figur 2.3. Oversikt over signalveier som muligens kan regulere ekspresjon av MURF1 

og atrogin-1 ved trening. Prikket linje indikerer translokasjon av FOXO til kjernen. (P) 

indikerer fosforylering. Modifisert etter Sandri (2007) og Glass (2005). 

2.3.5 Styrketrening og proteolytiske markører 

Atrogin-1, MURF1, FOXO1 og FOXO3a er alle uttrykt i normal skjelettmuskel, noe 

som kan tyde på at de spiller en rolle i vedlikehold av muskelhomeostase (Stefanetti, 

Lamon, Rahbek, et al., 2014). Trening fører til tilpasninger i skjelettmuskler og de 

underliggende cellulære adaptasjoner krever selektiv degradering av eksisterende 

proteiner, en prosess som i hovedsak kontrolleres av UPS (Glickman & Ciechanover, 

2002). Endret aktivitet for markører i UPS som følge av trening, ser ut til å være 

avhengig av intensitet og varighet av treningsintervensjonen som blir benyttet (Reid, 

2005). De fleste studiene som har sett på proteolytiske markører sammen med trening 

har studert endringer på mRNA nivå. Økt transkripsjon av E3 ubiquitin ligasene vil 

potensielt føre til økt ubiquitineringskapasitet. Transkripsjonell oppregulering på 

mRNA nivå fører imidlertid ikke nødvendigvis til økt proteininnhold (Sandri, 2013). 



32 

Etter 8 uker med trening var mRNA nivå for MURF1 og atrogin-1 økt (Leger et al., 

2006). Nivåene ble redusert til baseline etter 8 uker uten trening. Proteinnivå for 

atrogin-1 var også økt etter 8 uker trening og redusert til baseline etter 8 uker uten 

trening (Leger et al., 2006). Forfatterne foreslo at etter styrketrening var det en større 

mengde strukturelle proteiner, og for å opprettholde er normalt nivå med 

proteindegradering behøvdes en større mengde MURF1 og atrogin-1. Proteininnhold av 

FOXO1, men ikke FOXO3a, i kjernen var redusert etter treningsperioden (Leger et al., 

2006). I en annen studie førte 10 uker med styrketrening til økt mRNA nivå av atrogin-

1, FOXO1 og FOXO3a, men ikke MURF1 mRNA og FOXO3a protein (Stefanetti, 

Lamon, Wallace, et al., 2014)  

Etter ulike protokoller med eksentrisk trening er det observert økning i mRNA og 

proteinnivå for ubiquitin (Willoughby, Taylor, & Taylor, 2003), ubiquitinerte proteiner 

(Stupka, Tarnopolsky, Yardley, & Phillips, 2001), fritt og bundet ubiquitin (Thompson 

& Scordilis, 1994). Det er foreslått at repetert trening kan hemme signalveiene i UPS 

(Reid, 2005). Når samme økt ble utførte to ganger med tre ukers mellomrom var 

økningen i mRNA og proteinnivå for ubiquitin større ved første økt enn ved andre 

(Willoughby et al., 2003). Stupka et al (2001) viste imidlertid at økningen i 

ubiquitinerte proteiner var større etter andre økt enn første, da de gjennomførte to økter 

eksentrisk trening separert med 5,5 uker.  

MURF1 mRNA ser ut til å øke 1-4 timer etter tradisjonell tung styrketrening (Fry et al., 

2013; Glynn, Fry, Drummond, Dreyer, et al., 2010; Louis, Raue, Yang, Jemiolo, & 

Trappe, 2007; Mascher et al., 2008; Raue, Slivka, Jemiolo, Hollon, & Trappe, 2007; 

Reitelseder et al., 2014; Stefanetti, Zacharewicz, et al., 2014; Yang, Jemiolo, & Trappe, 

2006), og i en studie var også MURF1 proteininnhold økt 1 time etter trening (Glynn, 

Fry, Drummond, Dreyer, et al., 2010). Noen studier har imidlertid ikke sett signifikant 

endring av MURF1 mRNA i timene etter tung styrketrening (Churchley et al., 2007; 

Dalbo, Roberts, Hassell, & Kerksick, 2013; Greig et al., 2011). mRNA-nivåene for 

MURF1 ser ut til å returnere til basalnivåer etter 24 timer (Fry et al., 2013; Louis et al., 

2007; Yang et al., 2006). Når to økter ble gjennomført med to dagers mellomrom var 

økningen i MURF1 mRNA 30% lavere ved andre økt sammenlignet med første 

(Mascher et al., 2008). Det ser også ut som ekspresjon av MURF1 er større i slow-

twitch enn i fast-twitch muskelfibre (Yang et al., 2006).  
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Atrogin-1 ser ut til å respondere annerledes på styrketrening enn MURF1. Tidlig etter 

tung styrketrening (1-6 timer) har mRNA for atrogin-1 vært både uendret (Fry et al., 

2013; Glynn, Fry, Drummond, Dreyer, et al., 2010; Hulmi et al., 2009; Yang et al., 

2006), økt (Stefanetti, Zacharewicz, et al., 2014) og redusert (Reitelseder et al., 2014). 

Åtte og 12 timer etter trening er det observert en reduksjon i atrogin-1 mRNA (Louis et 

al., 2007), mens nivåene er tilbake/fortsatt på basalnivå etter 24 (Fry et al., 2013; Louis 

et al., 2007; Yang et al., 2006) og 48 timer (Hulmi et al., 2009).  

For at FOXO skal kunne være aktiv i kjernen må den defosforyleres (Brunet et al., 

1999). Én og 2 timer etter tung styrketrening ble det imidlertid ikke observert redusert 

mengde fosforylert FOXO3a (Glynn, Fry, Drummond, Dreyer, et al., 2010). Fem timer 

etter eksentrisk styrketrening er det derimot observert redusert mengde fosforylert 

FOXO1, men ikke FOXO3a (Stefanetti, Lamon, Rahbek, et al., 2014). Konsentrisk 

trening førte imidlertid ikke til endringer i fosforylering av verken FOXO1 eller 

FOXO3a (Stefanetti, Lamon, Rahbek, et al., 2014). 

Flere av studiene nevnt over, samt andre, har sett på supplementering av protein og 

karbohydrater etter treningsøktene, men har ikke funnet noen effekt av dette på mRNA 

og totalprotein for FOXO, MURF1 eller atrogin-1 (Dalbo et al., 2013; Glynn, Fry, 

Drummond, Dreyer, et al., 2010; Glynn, Fry, Drummond, Timmerman, et al., 2010; 

Hulmi et al., 2009; Reitelseder et al., 2014; Stefanetti, Lamon, Rahbek, et al., 2014). En 

studie rapporterte imidlertid at inntak av forgrenede aminosyrer (BCAA) reduserte 

atrogin-1 mRNA og hindret økning av MURF1 totalprotein ved trening (Borgenvik, 

Apro, & Blomstrand, 2012).  

Ulike kontraksjonstyper regulerer mRNA og proteinnivåer for proteolytiske markører 

forskjellig (Stefanetti, Lamon, Rahbek, et al., 2014). Blant annet førte eksentrisk trening 

til større nedgang i atrogin-1 og FOXO3a mRNA enn konsentrisk trening, mens 

konsentrisk trening førte til større økning i MURF1 mRNA og økning i FOXO1 mRNA 

enn eksentrisk trening (Stefanetti, Lamon, Rahbek, et al., 2014).  
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Ekspresjon av MURF1 og atrogin-1, og fosforylering FOXO er indikatorer på hva som 

skjer i deler av UPS, men for et fullstendig bilde på muskelproteinnedbrytning er det 

nødvendig å måle nedbrytningshastighet. Få studier er gjort på 

muskelproteinnedbrytning etter okklusjonstrening, men etter 4 serier med kneekstensjon 

med okklusjon var hastigheten på proteinnedbrytning uendret fra baseline 3, 6 og 24 

timer etter trening (Gundermann et al., 2014). Tre timer etter okklusjonstrening med lav 

treningsmotstand er det observert økt mRNA for MURF1, men ikke atrogin-1 

(Drummond et al., 2008; Gundermann et al., 2012 ). Den ene studien indikerte at dette 

var grunnet treningen og ikke okklusjonen, siden det ikke var noen forskjell mellom 

gruppene som trente med og uten okklusjon (Drummond et al., 2008). I en annen studie 

var FOXO3a, MURF1 og atrogin-1 mRNA redusert 8 timer etter trening for en gruppe 

som trente med okklusjon, men ikke for gruppen som trente uten (Manini et al., 2011). 

Ingen endring i fosforylering av FOXO3a ble observert 1 og 3 timer etter 

okklusjonstrening (Fry et al., 2010). 

2.3.6 Lokalisering av MURF1 

Det er vist at MURF1 har en direkte interaksjon med titin i M-linje regionen av 

sarkomeren (Centner et al., 2001). MURF2 og MURF3 er to andre proteiner som har 

vist høy homologi med MURF1 (Centner et al., 2001), og disse har også vist lokasjon i 

M-linjen av sarkomeren (Bodine & Baehr, 2014). MURF1 ser imidlertid ut til å være 

eneste MURF medlemmet som har en direkte interaksjon med titin (Centner et al., 

2001). MURF2 og MURF3 kan muligens være assosiert med titin indirekte via MURF1 

(Gregorio, Perry, & McElhinny, 2005). Det er foreslått at interaksjonen mellom titin og 

MURF1 kan regulere og/eller stabilisere strukturen til M-linje regionen av sarkomeren 

(Gregorio et al., 2005). I tillegg har MURF1 og MURF3 blitt funnet ved Z-linjene 

(Centner et al., 2001; McElhinny, Kakinuma, Sorimachi, Labeit, & Gregorio, 2002). 

Selv om MURF1 binder til titin virker ubiquitinering av titin å være regulert uavhengig 

av MURF1 (Witt, Granzier, Witt, & Labeit, 2005).  

MURF1 og MURF 2 har også blitt observert i kjernen (Lange et al., 2005; McElhinny et 

al., 2002; Pizon et al., 2002). I kjernen kan MURF1 påvirke transkripsjonsfaktorene 

Serum response factor (SRF) (Willis et al., 2007) og glucocorticoid modulatory element 

binding protein-1 (GMEB-1) (McElhinny et al., 2002). MURF1 translokasjon til 

kjernen fører til at SRF eksporteres ut av kjernen og at SRF blir transkripsjonelt 
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undertrykt (Braun & Gautel, 2011). SRF er en transkripsjonsfaktor som regulerer 

ekspresjon av gener involvert i muskelvekst, proliferasjon, differensiering og 

organisering av cytoskjelett (Jin et al 2011). Effekten av MURF1 på SRF kan derfor 

bidra til å forsterke det transkripsjonelle atrofiprogrammet (Braun & Gautel, 2011). 

GMEB-1 er et protein i kjernen som muligens har en viktig rolle i utvikling og 

differensiering (McElhinny et al., 2002; Zeng, Kaul, & Simons, 2000).  

Ved immobilisering dissosierer titin-komplekset og MURF1 og MURF2 translokeres til 

cytoplasma og kjernen (Lange et al., 2005; Ochala et al., 2011). Det har blitt foreslått at 

i belastet muskel er MURF1 bundet til titin, og at det ved immobilisering blir frigjort for 

å indusere proteolyse (Ottenheijm, van Hees, Heunks, & Granzier, 2011). At MURF1 

binder i nærheten av titin kinase kan muligens støtte at rollen til MURF1 kan påvirkes 

av mekanisk strekk (Ottenheijm et al., 2011). Lokaliseringene av MURF i sarkomerer 

(titin binding) og i kjernen tyder på at den intracellulære lokaliseringen kan være viktig 

for å koordinere de ulike funksjonene for regulering av proteinomsetningen (Braun & 

Gautel, 2011). Titin kan muligens virke som en aktivitetsavhengig brems på 

proteindegradering ved å redusere tilgjengeligheten eller stabiliteten av MURF (Braun 

& Gautel, 2011), mens funksjonen i kjernen muligens kan være å hemme transkripsjon 

av anabole gener (McElhinny et al., 2002). 

2.3.7 Oppsummering 

Nedbrytning av muskelproteiner skjer hovedsakelig gjennom UPS, som ubiquitinerer 

proteiner som deretter blir gjenkjent og degradert av 26S proteasom komplekset. 

Intracellulær signalering i UPS i respons til trening er imidlertid dårlig beskrevet i 

litteraturen. De studiene som har sett på MURF1 og atrogin-1 i respons til trening har 

stort sett vært gjort på mRNA-nivå. Det er imidlertid foreslått at den intracellulære 

lokaliseringen av MURF1 også er viktig. Ekspresjon av MURF1 kontrolleres blant 

annet av transkripsjonsfaktoren FOXO som er aktiv når den er lokalisert i kjernen og 

inaktiv i cytosol. For å undersøke hvordan okklusjonstrening kan påvirke UPS har vi 

derfor valgt å undersøke mengde og lokalisering av MURF1, FOXO3a og ubiquitin. 
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3. Metode 

Datainnsamlingen til denne masteroppgaven var en del av prosjektet «Okklusjon 3» ved 

Norges idrettshøgskole. Dette prosjektet ble startet høsten 2013. Frafall gjorde 

imidlertid at antall forsøkspersoner ble lavere enn det som ble beregnet for tilstrekkelig 

statistisk styrke, derfor ble det også kjørt høsten 2014 med nye forsøkspersoner. 

3.1 Studiedesign 

Tilvenning og pretester ble gjennomført uken i forkant av treningsintervensjonen. Det 

ble deretter gjennomført to treningsuker, med en ti dagers hvileperiode mellom 

treningsukene. Hver treningsuke bestod av syv økter med okklusjonstrening, fordelt 

over fem dager (Tabell 3.1) og alle treningsøktene ble gjennomført til tilnærmet samme 

tid hver dag. Når det var to økter på en dag skilte det minst fire timer mellom øktene.  

Tabell 3.1. Oversikt over treningsøktene under intervensjonen. 

  Pretester Treningsuke 1 Hvileuke Treningsuke 2 Posttester 

Trening: 
  

 
  ↓ ↓ ↓ ↓ ↓ 

  
  ↓ ↓ ↓ ↓ ↓  

  
 

  
   

↓ ↓ 
  

    
  

↓ ↓  

Dag:   -7   1 2 3 4 5   9   15 16 17 18 19 22 - 39 

 

3.1.1 Utvalg 

I første runde meldte 12 forsøkspersoner seg frivillig til å være med i studien, hvorav 3 

trakk seg i løpet av intervensjonsperioden på grunn av smerte i forbindelse med 

biopsitakning og ekstrem stølhet i etterkant av trening. I andre runde meldte 4 

forsøkspersoner seg frivillig, hvor alle gjennomførte hele intervensjonen.  

Tabell 3.2. Antropometriske data for forsøkspersonene (gjennomsnitt ± SD). 

  Menn (n = 9) Kvinner (n = 4) 

Alder (år): 24 ± 2 22 ± 2 

Høyde (cm): 182 ± 6 171 ± 5 

Vekt (kg): 84 ± 10   65 ± 5 
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Rekruttering ble utført på vitenskapelige institusjoner i Oslo, ved bruk av sosiale 

medier, studentmail, informasjon i forelesninger og plakater. Forsøkspersonene måtte 

være 20-35 år og kunne ikke ha trent styrke på lårmusklene regelmessig (≤ 1 økt hver 

annen uke) de siste 6 månedene. Skader i muskel-skjelettapparatet som kunne hindre 

gjennomføring av trening førte til eksklusjon. Under gjennomføringen av studien kunne 

ikke forsøkspersonene bruke noen form for medikamenter eller kosttilskudd 

(proteinpulver, vitaminer, kreatin o.l.). Alle forsøkspersonene fikk informasjonsskriv 

om studien (Vedlegg 1) og deltok på et informasjonsmøte, før de skrev under på et 

samtykkeskjema (Vedlegg 1). Studien var godkjent av Regional Etisk Komite (REK) og 

ble gjennomført i henhold til Helsinki-deklarasjonen. 

3.1.2 Treningsprotokoll 

Treningsøktene bestod av unilateral kneekstensjon med et bevegelsesutslag fra 90° til 

10° (0° er full kneekstensjon), utført i kneekstensjonsapparat (GYM2000 Gym 

Equipment, Geithus, Norge). Forsøkspersonene gjennomførte en kort oppvarming (15 

reps, 20% 1RM) uten okklusjon, før de fikk en 150 mm bred pneumatisk trykkmansjett 

(9-7350-003, Delfi Medical, Vancouver BC, Canada) plassert proksimalt på låret. 

Trykkmansjetten var koblet opp til et datastyrt torniquetsystem (Zimmer A.T.S. 2000, 

USA) som kontrollerte at trykket ble holdt tilnærmet konstant under gjennomføring av 

treningen. Treningen ble gjennomført med et trykk på 100 mmHg for menn og 90 

mmHg kvinner. Når torniquetsystemet ble slått på, og trykket hadde stabilisert seg ble 

det gjennomført fire serier på 20% av 1RM. Alle seriene ble gjennomført til utmattelse, 

med 30 sekunder pause mellom seriene. Trykket ble opprettholdt i pausene og sluppet 

opp umiddelbart etter fjerde serie. Høyre ben ble alltid trent før venstre ben, og 

deltagerne fikk 5 minutters pause fra de hadde fullført trening av høyre ben til de startet 

oppvarming av venstre ben. Frekvensen på muskelaksjonene ble styrt av en metronom 

(KORG METRONOME MA-30. Kina), ett sekund i konsentrisk fase og ett sekund i 

eksentrisk fase. All trening ble utført under tilsyn fra kvalifisert personell, og samtlige 

deltagere gjennomførte alle de 14 treningsøktene. Det ble registrert stølhet (DOMS-

VAS) før, og smerte (Borg CR10) og opplevd anstrengelse (Borg-skala) etter hver 

treningsøkt. 

Reduksjon i blodstrøm ved okklusjon ble målt med et dopplersystem (Vivid 7. GE 

Vingmed Ultrasound, Horten). Det var ingen forskjell i reduksjon før og etter 
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intervensjonen, henholdsvis 63 ± 18% og 56 ± 19%. Blodstrømmen ble målt like distalt 

for trykkmansjetten i a.femoralis og a.superficalis med og uten okklusjonstrykket 

deltagerne brukte under treningsintervensjonen. 

 

Figur 3.1. Oppsettet under okklusjonstrening (1. Datastyrt torniquetsystem. 2. 150 mm 

bred pneumatisk trykkmansjett). 
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3.2 Akuttdager 

Den første dagen i hver treningsuke ble det gjennomført akuttforsøk (Figur 3.2). På 

disse dagene kom deltagerne inn fastende på morgenen og fikk servert en standardisert 

frokost. Deretter ble det tatt ultralyd, blodprøver, test av isokinetisk og isometrisk styrke 

(i beinet som ikke ble tatt biopsi av), gjennomført en okklusjonstreningsøkt og tatt 

muskelbiopsi. På første akuttdag ble det tatt biopsi av høyre lår og testet styrke på 

venstre, og motsatt på andre akuttdag. Biopsien ble tatt 1 time etter at økten med 

okklusjonstrening var fullført. 

 

Figur 3.2. Tidsforløpet ved gjennomføring av akuttdager. UL: ultralyd. 

 

 

 

 

 

 

 

 



40 

Tabell 3.3. Oversikt over tidspunkter for all testing og trening i studien. Styrketest: test 

av maksimalt isokinetisk og isometrisk dreiemoment. 

Tester Pre Treningsuke 1 Hvile Treningsuke 2 Post 

Bloodflow ↓ 
            

↓ 
  

MR ↓ 
            

↓ 
  

1RM ↓ 
     

↓ 
     

↓ 
 

↓ ↓ 

Styrketest 
↓ ↓ 

    
↓ ↓ 

    
↓ 

 
↓ ↓ 

 
↓ 

     
↓ 

        

Ultralyd 
↓ ↓ ↓ ↓ ↓ ↓ ↓ ↓ ↓ ↓ ↓ ↓ ↓ 

 
↓ 

 
 ↓      ↓         

Blodprøver 
 

↓ ↓ ↓ ↓ ↓ ↓ 
         

 
↓ 

              

 
↓ 

              

Trening  
↓ ↓ ↓ ↓ ↓ 

 
↓ ↓ ↓ ↓ ↓ 

    

    
↓ ↓ 

    
↓ ↓ 

    
Biopsi, h. ↓ ↓ 

    
↓ 

     
↓ 

   
Biopsi, v. ↓ 

   
↓ 

  
↓ 

      
↓ 

 
Dag:   1 2 3 4 5 9 15 16 17 18 19 22 23 29 39 

 

3.3 Styrketester 

Styrketester ble gjennomført før, under og etter treningsintervensjonen (Tabell 3.3). 

Under tilvenning og pretester ble styrkeapparatene stilt inn etter den individuelle 

forsøkspersonens anatomi, og disse innstillingene var de samme ved alle styrketester. 

Deltagerne fikk ikke drive hard fysisk aktivitet to dager i forkant av stryketestingen 

(med mindre det var del av intervensjonen). I forkant av styrketesting ble det 

gjennomført en 5 minutters oppvarming på sykkel med standardisert wattbelastning. 

Deretter ble det testet isokinetisk og isometrisk styrke, samt 1RM kneekstensjon. Det 

beste resultatet fra pre og tilvenning for 1RM ble brukt for å beregne 

treningsmotstanden i treningsperioden, og som baselineverdi for senere analyser av 

styrketestene. 
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3.3.1 Isokinetisk og isometrisk styrke 

Styrkedynamometer (HUMAC 2009NOMR CSMi. Testing and Rehabilitation System. 

USA) ble benyttet for å teste maksimalt isokinetisk dreiemoment ved 60°/s (95° - 0°) og 

maksimalt isometrisk dreiemoment ved 70°, 80° og 90°. En spesifikk oppvarming ble 

gjennomført i forkant av testingen. Høyre bein ble alltid testet før venstre, bortsett fra på 

akuttdager da kun beinet som ikke skulle tas biopsi av ble testet. Verbal oppmuntring og 

visuell feedback på kraftutviklingen ble gitt under testingen. Forsøkspersonene utførte 3 

maksimale repetisjoner i kneekstensjon ved 60°/s (95° - 0°) og to maksimale 

repetisjoner som ble holdt i 5 sekunder på både 70°, 80° og 90° under de isometriske 

testene. Høyeste målte dreiemoment ble brukt for videre analyser for både den 

isokinetiske og de isometriske testene. 

 

Figur 3.3. Test av maksimalt isokinetisk og isometrisk dreiemoment i 

styrkedynamometer. 

3.3.2 1RM i kneekstensjon 

1 repetisjon maksimum (1RM) i kneekstensjon ble testet i kneekstensjonsapparat 

(GYM2000 Gym Equipment, Geithus, Norge), rett i etterkant av testen av isokinetisk og 

isometrisk styrke. Seterygg og fotpute ble individuelt justert. Forsøkspersonene ble 

festet til apparatet med en sikkerhetssele og instruert til å holde armene langs sidene. 
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Det ble gjennomført en spesifikk oppvarming hvor forsøkspersonene tok 10, 6, 3 og 1 

repetisjon, med to minutters pause mellom hver serie. Første forsøk på 1RM ble lagt litt 

under forventet maks, for å sikre at forsøkspersonen fikk flere forsøk på å oppnå sin 

reelle 1RM. Motstanden ble økt med 1,25-5,0 kg til 1RM var oppnådd. 

Kneekstensjonen ble utført med et bevegelsesutslag på 90°-10° (hvor 0° er full 

kneekstensjon). Verbal oppmuntring ble gitt under testingen. 

3.4 Blodprøver 

Det ble tatt venøse blodprøver under første treningsuke. I første gjennomføring av 

studien ble det også tatt blodprøver i hvileuken, andre treningsuke og ved Post 3 og Post 

10. Serumprøvene ble sentrifugert ved 2100 g i 10 minutter i 4°C, og deretter oppbevart 

i -80°C før videre analyser. CK og myoglobin i serum ble analysert ble utført ved 

Rikshospitalet (Avdeling for medisinsk biokjemi, Oslo universitetssykehus 

Rikshospitalet, Oslo). Analyseplattform Modular Analyzer P800 (Roche Diagnostics, 

Mannheim, Tyskland) ble benyttet for analyser på CK og analyseplattform Modular 

Analyzer E170 (Roche Diagnostics, Mannheim, Tyskland) for analyser på myoglobin.  

3.5 Ultralyd 

Ultralyd (Philips HD11XE Ultrasound system) ble benyttet for å måle muskeltykkelse 

av m. vastus lateralis og tverrsnittareal av m. rectus femoris. Ultralydmålinger ble 

gjennomført før, under og etter treningsintervensjonen (Tabell 3.3). Under målingene lå 

forsøkspersonene avslappet på en undersøkelsesbenk med en plastboks festet med 

borrelås mellom føttene for å få så reproduserbare målinger som mulig. Målingene ble 

utført på 40% av distansen fra festet til m. vastus lateralis (funnet med ultralyd) til 

trochanter major (palpert). Kjennetegn som kneskjell (patella), føflekker, arr, samt 

punktene hvor ultralydmålingene ble utført ble tegnet på et transparent ark ved første 

måling. Dette ble benyttet ved senere tester for å sikre reliable målepunkter. Bildene ble 

analysert med OsiriX (Pixmeo, Bernex, Switzerland [v.5.8.2]).     
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3.6 Biopsier 

Forsøkspersonene måtte avstå fra hard fysisk aktivitet to dager før biopsitagning (med 

mindre det var del av intervensjonen) og inntok et standardisert måltid 3 timer i forkant 

av hver biopsi. Under intervensjonen ble det tatt åtte biopsier fra m.vastus lateralis (fire 

fra hvert bein), ved syv ulike tidspunkter (Tabell 3.3).  

Biopsiområdet ble lokalbedøvd (Xylocain Adrenaline, 10 mg*ml-1+ 5 µg*ml-1, 

AstraZeneca, Södertälje, Sverige), og vasket med desinfiserende væske, før det ble laget 

et snitt (15-20 mm) gjennom hud og muskelfascie med skalpell. Snittene ble 

komprimert med tupfere for å hindre forurensing av blodsøl i prøvematerialet. Ved hver 

biopsi ble 200-300 mg muskelvev hentet ut med en 6 mm steril Bergstrømsnål koblet til 

en 50 ml sprøyte (for å få undertrykk). Den delen av biopsibiten med de mest rette og 

parallelle muskelfibrene ble kuttet vinkelrett på fibrene, lagt i en form med 

stabiliserende lim (Tissue-tek, O.C.T. compound, Sakura, Nederland), og nedfryst i 

forhåndskjølt (-140°C) isopetan, for senere analyser med immunohistokjemi. Det øvrige 

muskelvevet ble skylt i iskaldt isotonisk saltvann (9mg NaCl/ml i sterilt vann), før 

blodkoagler, fettvev og bindevev ble skjært bort. Muskelvevet ble deretter fordelt til 

senere analyser. 50-60 mg muskelvev, som senere skulle analyseres for fosforylering, 

ble overført raskt til cryorør og fryst i flytende nitrogen (-200°C). Samme mengde 

muskelvev ble fryst i isopentan nedkjølt på tørris (-78°C), overført til cryorør og 

oppbevart i tørris, før begge prøvene ble lagret i biofryser (-80°C). Vev som skulle 

analyseres for mRNA (~20 mg) ble overført til cryorør med RNAlater®Solution 

(AM7020, Ambion, USA) og oppbevart i kjøleskap frem til nedfrysing (-20°C).  

3.6.1 Homogenisering 

Helhomogenat 

Ved homogenisering av helhomogenat ble det benyttet OMNI-knivhomogenisator og en 

homogeniseringsbuffer som bestod av 1 milliliter Tissue Protein Extraction Reagent (T-

PER, cat# 78510, Thermo scientific, Rockford, IL, USA), 20 µl Halt TM Protease and 

Phosphatase Inhibitor Cocktail (Thermo scientific, Rockford, IL, USA) og 20 µl EDTA 

(Thermo scientific, Rockford, IL, USA) per 50 µg muskel i henhold til protokoll. Etter 

tilsetting av homogeniseringsbuffer ble prøvene homogenisert i tre ganger fem 

sekunder, eller til alt muskelvevet var løst opp. Prøvene ble deretter lagt på svak risting i 

30 minutter ved 4°C, før det ble sentrifugert i fem minutter ved 10.000 G i en 
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temperatur på 4°C. Supernatantet ble overført til 1,5 ml rør og prøvene ble sentrifugert 

på samme måte på nytt. Det nye supernatantet ble også overført til samme rør, og 

prøvene ble ristet. Prøvene ble så aliquotert med 25 µl i rør på 0,2 ml og lagret i 

biofryser ved -80°C. 

Fraksjonering 

Ved homogenisering ble Extraction Buffer (EB) I, II, III og IV, Benzonase®, Protease 

inhibitor cocktail (PINC), fra ProteoExtract® Subcellular Proteome Extraction Kit 

(Cat# 539790, Calbiochem, USA) benyttet. 0.5 ml prekjølt Extraction Buffer I (EB I) og 

5 µl PINC (ekvilibrert til romtemperatur) ble tilsatt til vevsrøret. Muskelen ble 

homogenisert med OMNI-knivhomogenisator i 3x5 sekunder eller til alt vev var 

homogenisert. Deretter ble prøvene fraksjonert i cytosol-, membran-, nukleær- og 

cytoskjelettfraksjoner i henhold til prosedyre og aliquotert og lagret i biofryser ved -

80°C.  

3.7 Muskelanalyser 

3.7.1 Totalproteinmåling 

For å måle proteininnholdet i muskelbiopsiene ble detergentkompatibelt Protein Assay 

kit (BioRad, cat# 500-0121, Hercules, CA, USA) benyttet. Bovine γ-globulin med et 

spekter fra 0,125 til 1,5 mg*ml-1 ble brukt som standardprotein. Prøvene måtte 

fortynnes så de var innenfor målbart spekter. Fraksjonene ble fortynnet med ultrarent 

vann på følgende måte før totalproteinmåling: cytosol 1:2, nukleær 1:2, cytoskjelett 1:8, 

helhomogenat 1:4. Triplikater av standardene og prøvene ble applisert (3x5μL) i en 

mikroplate (Cat# 655101, Greiner Bio-One, Frickenhausen, Tyskland). Platen ble 

inkubert mørkt i romtemperatur i 15 minutter før det ble målt i et filter photometer 

(Expert 96, Hitech, UK) og analysert med den medfølgende programvaren (Kim, ver. 

5.45.0.1, Daniel Kittrich). CV<10% på triplikatene ble brukt som krav for at 

proteinmålingen skulle være godkjent.  

3.7.2 Western-Blot 

Basert på totalproteinmålingene ble prøvene fortynnet med ultrarent vann så alle 

prøvene som ble kjørt i samme boks hadde samme konsentrasjon. De fortynnede 

prøvene ble det tilsatt 7 µl Reducing Agent Buffer (Invitrogen Carlsbad, CA, USA) som 

reduserende stoff, 17,5 µl LDS Sample Buffer (Invitrogen Carlsbad, CA, USA) til 
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denaturering, og varmebehandlet på 70 grader Celcius i 10 min. Prøvene ble deretter 

applisert i NuPAGE Novex Bis-Tris 4-12 % Gel (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). 

Gelene var montert i XCell SureLocke® Mini Cell-apparat (Invitrogen Carlsbad, CA, 

USA), hvor indre kammer var fylt med kald MOPS SDS Running buffer (NuPAGE 

MOPS SDS Cat# NP0001, Invitrogen, CA, USA) med tilsatt antioksidant (Invitrogen, 

CA, USA, Cat# NP0005), og ytre kammer var 2/3 fylt med kald MOPS SDS Running 

buffer. Prøver fra de åtte biopsiene fra hver forsøksperson ble applisert med et loading 

volum på 33uL og kjørt på samme gel. I ytterste brønn på hver side av gelene ble det 

applisert 5 uL Gene-On molekylvektmarkør. Det ble kjørt duplikater av alle geler i 

samme Mini Cell-apparat. Proteinene ble separert ved elektroforese, som ble kjørt i ca. 

65 minutter med en spenning på 200V. 

Etter elektroforesen ble proteinene overført til polyvinylidene difluorie (PVDF)-

membraner (Immuno-blot, Cat# 162-0177, Bio-Rad, CA, USA) ved blotting i XCell 

IITM Blot Modul (Invitrogen Carlsblad, CA, USA) i Mini Cell-apparat. Under 

blottingen var blottemodulen fylt med transferbuffer (Nupage Cat# NP0006-1, Transfer 

Buffer (20x) Invitrogen, CA, USA) og antioksidant, og Mini-Cell apparatet var 2/3 fylt 

med kaldt ultrarent vann. Blottingen ble kjørt på 30 V i 90 minutter.  

Membranene ble så blokkert i 5% melkeløsning (Skim milk, Cat# 1.15363.0500, 

Merck, Tyskland) i tris-buffered saline (TBS; 10xTBS, Cat# 170-6435, Bio-Rad, CA, 

USA) med 0,1 % Tween-20 (VWR International, PA, USA, Cat# 437082Q) (TBS-T), 

og kontinuerlig rystet i 2 timer i romtemperatur. Etter blokkering ble membranene skylt 

i TBS-T, først to ganger raskt og deretter 2x2 minutter, før det ble inkubert i primært 

antistoff (tabell 4) over natt i 4 grader Celsius med kontinuerlig svak rysting. 

Når membranene ble tatt ut av primært antistoff ble det skylt kjapt i TBS-T to ganger, 

vasket 1x15 min i TBS-T, 3x5 min i TBS og inkubert i sekundært antistoff (tabell 4) i 1 

time med kontinuerlig rysting i romtemperatur. Deretter ble membranene vasket på 

samme måte en gang til, før det ble inkubert med Chemiluminescene Substrate 

SuperSignalⓇWestDura Extended Duration Substrate (Thermo Scientific Cat# 34076, 

Rockford, IL, USA) og tatt bilde av med Bio-Rad ChemiDoc™ MP System #170-8280 

(Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA). Image Lab™ Software (Bio-Rad 
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Laboratories, Hercules, CA, USA) ble brukt for å analysere bildene og kvantifisere 

intensiteten på båndene.  

Prøvene fra cytoskjelett og helhomogenat ble først analysert for ubiquitin, og deretter 

analysert for FOXO3a og MURF1. I disse tilfellene ble membranene skylt i TBS-T 

3x30 sek etter billedtagningen, strippet i RestoreTM PLUS Western Blot Stripping 

Buffer (Thermo Scientific, Rockford, IL, USA) i 10 min, skylt 5x1 min i TBS, 3x5 min 

i TBS og blokkert i 5% melkeløsning i 2 timer med kontinuerlig rysting i 

romtemperatur. Etter blokkering ble membranene skylt i TBS-T i 2x30 sek, og deretter 

2x2 min, før det ble inkubert i primært antistoff (tabell 4) over natt i 4 grader Celsius 

med kontinuerlig svak rysting. Neste dag ble det tatt bilder av membranene på nytt. 

Prosedyren for vasking, inkubering i sekundært antistoff og billedtagning var den 

samme som beskrevet i forrige avsnitt. Når membranene var ferdig analysert, ble de 

tørket og lagret i lynlåsposer i fryser ved -80 grader celsius (for full protokoll, se 

vedlegg 2). 

 

Figur 3.4. Representative Western Blot for MURF1 og FOXO3a i de ulike fraksjonene. 
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Figur 3.5. Representative Western Blot for ubiquitin i helhomogenat og cytoskjelett. 

Tabell 3.4. Oversikt over primære og sekundære antistoffer benyttet ved Western-Blot 

analyser. 
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3.7.3 Muskelfiberareal 

For å kvantifisere snittene fra biopsiene ble det benytte et lysmikroskop (Olympus 

BX61, Japan) tilkoblet en fluoriserende lyskilde (EXFO, XI120PC-Q, Canada). Et 

digitalt kamera (Olympus DP72, Japan) var også tilkoblet mikroskopet for å ta bilder av 

snittene. Kamera og mikroskop ble styrt av Cell^F (Olympus, Japan) software for 

Windows XP (Microsoft, USA). Snittene ble merket mot myosin heavy chain II (SC-

71) og dystrofin. Bildene ble invertert i Cell^F og videre behandlet med 

bildeprogramvaren TEMA (ChekVision, Hadsund, Danmark). Muskelfiberarealet ble 

analysert ved at programmet regnet ut arealet innenfor dystrofinmerkingen, og 

intensiteten på SC-71 merkningen analysert for å bestemme fibertype. For mer 

utfyllende protokoll se Bækken, Masteroppgave (upublisert). 

3.8 Statistikk 

Enveis ANOVA for repeterte målinger ble brukt i analyser av trening, styrketester og 

signalering. Tukey’s range test og Dunnett’s test ble brukt for post-hoc analyser. En feil 

ved lagring av biopsiene på dag 4 i andre runde førte til ødeleggelser på biopsiene fra 

fire forsøkspersoner. I tillegg ble en forsøksperson forhindret fra å ta post 3 biopsi. De 

manglende verdiene ved signalering er fylt inn med den gjennomsnittlige relative 

endringen fra baseline for å kunne utføre ANOVA. I analyser av signalering ble 

gjennomsnittet av de to pre-biopsiene brukt som baselineverdi og forskjell i signalering 

ble utrykt som endring fra baseline (%). Det ble kjørt duplikater under alle Western-Blot 

analysene og gjennomsnittet av disse ble benyttet. I sammenligning mellom to 

tidspunkter ble paret T-test benyttet.  

Signifikansnivået ble satt til p < 0,05 for både t-test og ANOVA. Statistisk tendens er 

definert som p < 0,10. Verdier er gitt som gjennomsnitt ± standardavvik der annet ikke 

er oppgitt. Statistiske analyser ble utført i Microsoft Excel 2011 (Microsoft Excel 

[computer software], Redmond, WA, USA) og Prism 6 (GraphPad Software Inc, San 

Diego, CA, USA).   
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4. Resultater 

4.1 Trening 

Over hele treningsperioden utførte forsøkspersonene gjennomsnittlig 50 ± 8, 14 ± 4, 11 

± 3 og 10 ± 3 repetisjoner i henholdsvis første, andre, tredje og fjerde serie. Totalt 

utgjorde dette 84 ± 15 repetisjoner per økt. Antall repetisjoner per økt økte fra 

treningsuke 1 (80 ± 16) til treningsuke 2 (89 ± 14) (p < 0,001). Det ble tatt flere 

repetisjoner på samtlige treningsøkter i andre treningsuke sammenlignet med første 

treningsøkt (Figur 4.1). Treningsvolumet økte proporsjonelt med antall repetisjoner 

utført, da treningsmotstanden og bevegelsesutslaget var det samme under hele 

intervensjonen.  

 

Figur 4.1. Totalt antall repetisjoner (gjennomsnitt ± 95% konfidensintervall) for hver 

enkelt treningsøkt. Treningsuke 1 og 2 var separert med 10 dager hvile. Forskjeller fra 

første treningsøkt: *P ≤ 0.05, ** P ≤ 0.01. 
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Antall repetisjoner under treningsøkten var høyere på akuttdag 2 (87 ± 14, P ≤ 0.01) enn 

akuttdag 1 (76 ± 12) (Figur 4.2A). Maksimalt isometrisk dreiemoment ved 70 grader i 

kneleddet var redusert etter treningsøkten ved både akuttdag 1 og 2 og den relative 

reduksjonen var større ved akuttdag 1 (-14,2 ± 8,0 %) enn ved akuttdag 2 (-10,1 ± 9,5 

%, P < 0,05) (Figur 4.2B).  

 

Figur 4.2. A) Totalt antall repetisjoner på akuttdag 1 og 2 for hver enkelt FP. B) Relativ 

nedgang i maksimalt isometrisk dreiemoment i kneekstensjon fra pre til post på 

akuttdag 1 og 2 for hver enkelt FP. Forskjeller mellom akuttdag 1 og 2: *P ≤ 0.05, **P 

≤ 0.01. 

DOMS i m. vastus lateralis og m. vastus medialis økte i første treningsuke og nådde en 

topp ved tredje treningsdag (ca. 40 mm). Ved dag 9, alle treningsdagene i andre 

treningsuke og posttester var DOMS ikke forskjellig fra første måling (Figur 4.3). 

Opplevd anstrengelse (BORG) og opplevd smerte (CR10) lå høyt gjennom hele 

treningsperioden (hhv. 19 ± 1 og 8 ± 2), og endret seg ikke fra første treningsøkt til 

noen av de øvrige øktene (Figur 4.4). 
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Figur 4.3. Muskelstølhet (DOMS) målt ved Visuell Analog Skala (VAS) fra 0-100 mm 

for A) proksimale del av m. vastus medialis, B) distale del av m. vastus medialis, C) 

proksimale del av m. vastus lateralis, D) distale del av m. vastus lateralis (gjennomsnitt 

± 95% konfidensintervall). Forskjeller fra før første treningsøkt: * P ≤ 0.05, ** P ≤ 

0.01. 

 

Figur 4.4. A) Opplevd anstrengelse målt ved BORG-skala (6-20) og B) opplevd smerte 

målt ved Borg CR10 (0-10) etter hver enkelt treningsøkt (gjennomsnitt ± 95% 

konfidensintervall). Treningsuke 1 og 2 er separert med 10 dager hvile. 
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4.2 Blodanalyser 

På gruppenivå var det ingen forskjeller i CK-konsentrasjon i plasma ved noe tidspunkt. 

Myoglobin i plasma økte fra første til andre (P ≤ 0.01) og tredje blodprøvetagning (P ≤ 

0.01) på akuttdag 1, og fra andre til tredje blodprøve (P ≤ 0.05) på akuttdag 1, men var 

uforandret de resterende dagene.  

 

Figur 4.5. CK- og myoglobin-konsentrasjon i plasma under treningsuke 1 (A, C) og 2 

(B, D) for hver enkelt forsøksperson. 
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4.3 Effekter på ubiquitin-proteasom systemet 

Mengden ubiquitinerte proteiner i helhomogenat var redusert fra baseline på akuttdag 1 

(-24 ± 17 %), akuttdag 2 (-37 ± 17 %) og ved Post 3 (-16 ± 16 %). Dag 4 (-14 ± 13 %), 

dag 9 (-7 ± 37 %) og Post 10 (10 ± 29 %) viste ingen signifikante endringer fra baseline. 

Fritt ubiquitin i helhomogenat endret seg ikke signifikant fra baseline til noen av 

testtidspunktene. I cytoskjelettfraksjonen var mengden ubiquitinerte proteiner redusert 

fra baseline på akuttdag 1 (-22 ± 22 %) og akuttdag 2 (-35 ± 38 %). På Dag 4 (5 ± 29 

%), Dag 9 (7 ± 39 %), Post 3 (3 ± 36 %) og Post 10 (37 ± 54 %) var det ingen 

signifikante endring. 

MURF1 økte fra baseline på akuttdag 1 (87 ± 62 %) og 2 (84 ± 67 %), og var redusert 

ved Post 3 (-33 ± 33 %) i cytoskjelettfraksjonen. Dag 4 (-30 ± 50%), Dag 9 (-11 ± 40 

%), og Post 10 (-4 ± 76 %) viste ingen signifikante endringer. I cytosol og nukleær var 

det ingen signifikante endringer fra baseline på noe tidspunkt for MURF1. 

I nukleærfraksjonen var FOXO redusert ved dag 4 (-36 ± 18 %) og dag 9 (-25 ± 30 %). 

Ved akuttdag 1 (-3 ± 37 %), akuttdag 2 (-18 ± 32 %), Post 3 (-19 ± 51 %) og Post 10 

(10 ± 64 %) ble det ikke observert signifikante endring fra baseline. I cytosolfraksjonen 

var det ingen signifikante endringer for FOXO ved noen av tidspunktene sammenlignet 

med baseline. 
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Figur 4.6. Relative endringer fra baseline (gjennomsnitt ± 95% konfidensintervall) for 

A) Ubiquitinerte proteiner i helhomogenat, B) Fritt ubiquitin i helhomogenat, C) 

Ubiquitinerte proteiner i cytoskjelett, D) MURF1 i cytosol, E) MURF1 i nukleær, F) 

MURF1 i cytoskjelett, G) FOXO i cytosol, H) FOXO i nukleær. Forskjeller fra baseline: 

* P ≤ 0.05, ** P ≤ 0.01. 

Det var større reduksjon i ubiquitinerte proteiner i helhomogenat 1 time etter 

treningsøkten ved akuttdag 2 (-37 ± 17 %) enn ved akuttdag 1 (-24 ± 17 %) (P<0,05). I 

cytosol var det i utgangspunktet ingen signifikant endringer på FOXO nivåene ved 

akuttdag 1 og 2, men det var likevel signifikant forskjell i responsen mellom akuttdag 1 

(-15 ± 40 %) og akuttdag 2 (20 ± 50 %) (P < 0,01). De resterende 

proteinene/fraksjonene viste ingen forskjell mellom de to akuttdagene. 
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Figur 4.7. Endring fra baseline ved akuttdag 1 og 2 for A) mengden ubiquitinerte 

proteiner i helhomogenat, og B) mengden FOXO i cytosol. Respons ved akutt 1 

forskjellig fra akutt 2: * P ≤ 0.05, ** P ≤ 0.01. 

 

4.4 Muskelvekst 

4.4.1 Muskelfiberareal 

Muskelfiberareal for type I-muskelfibre endret seg ikke fra baseline til noen av 

testtidspunktene. Det var imidlertid en økning fra Dag 4 til Post 10 (P ≤ 0.05) (figur 

4.8A). For type II muskelfibre var muskelfiberareal redusert fra baseline til Dag 9 (-15 ± 

11 %, P ≤ 0.05), men ingen endringer ble observert til de andre tidspunktene. Fra Dag 9 

var det en økning til både Post 3 (P ≤ 0.01) og Post 10 (P ≤ 0.05) (figur 4.8B). 

 

Figur 4.8. Relative endringer fra baseline (gjennomsnitt ± 95% konfidensintervall) i 

muskelfiberareal for A) type I muskelfibre og B) type II muskelfibre. Hver enkelt FP 

markert med sirkel (n = 11). * P ≤ 0.05, ** P ≤ 0.01. 
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4.4.2 Muskeltykkelse 

M. vastus lateralis tykkelse målt med ultralyd økte fra baseline til Post 3 (4,0 ± 2,8 %, P 

≤ 0.01) og Post 10 (5,2 ± 5,3 %, P ≤ 0.05), men ikke til Dag 9 (2,3 ± 3,9 %) (figur 4.9). 

Fra før til etter treningsøkten ved akuttdag 2 var det en økning i muskeltykkelse for m. 

vastus lateralis (7,3 ± 7,8 %, P<0,01). Neste treningsdag var muskeltykkelse redusert 

tilbake på samme nivå som før treningsøkten ved akuttdag 2. 

 

Figur 4.9. Relative endringer fra baseline (gjennomsnitt ± 95% konfidensintervall) i 

muskeltykkelse for m. vastus lateralis. Hver enkelt FP markert med sirkel. Forskjell fra 

baseline: * P ≤ 0.05, ** P ≤ 0.01. 
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4.5 Styrke 

Det var ingen signifikante endring fra baseline til verken Dag 9 (-5 ± 7 %), Post 3 (-5 ± 

7 %), Post 10 (-1 ± 7 %) eller Post 20 (4 ± 7 %) for 1 RM i kneekstensjon. Det var 

imidlertid en økning fra Dag 9 til Post 10 (P ≤ 0.05) og post 20 (P ≤ 0.01), fra Post 3 til 

Post 10 (P ≤ 0.01) og Post 20 (P ≤ 0.001), og fra Post 10 til Post 20 (P ≤ 0.01) (figur 

4.10).  

 

Figur 4.10. Relative endringer fra baseline for 1RM kneekstensjon (gjennomsnitt ± 95% 

konfidensintervall). * P ≤ 0.05, ** P ≤ 0.01. 
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5. Diskusjon 

Okklusjonstrening førte til en reduksjon i ubiquitinerte proteiner og økning av MURF1 i 

cytoskjelett en time etter trening. Vi så ingen endring i lokalisering av FOXO3a en time 

etter okklusjonstrening, men det var redusert mengde FOXO3a i kjernen ved dag 4 og 

dag 9. Okklusjonstrening gjennomført i starten av andre treningsuke, etter ti dager hvile, 

førte til større reduksjon i ubiquitinerte proteiner og en større mengde FOXO3a i cytosol 

sammenlignet med første treningsøkt. Alle målte variabler i UPS var normalisert ved 

siste måling. Intervensjonen førte noe overraskende ikke til signifikant økning i 

muskelfiberareal eller 1RM kneekstensjon. 

5.1 Trening 

Våre forsøkspersoner tok 84 ± 15 repetisjoner per økt, noe som er betydelig høyere enn 

66 ± 11 repetisjoner per økt som ble utført i et tidligere studie med identisk protokoll 

(Nielsen et al., 2012). Dette på tross av at begge studiene brukte forsøkspersoner som 

ikke hadde trent styrke en lang periode i forkant av studien. Dette får oss til å spekulere 

i at vi har presset våre forsøkspersoner hardere enn Nielsen et al (2012) gjorde. Vi 

observerte flere ganger at ved siste serie av treningen hadde flere av forsøkspersonene 

problemer med den første repetisjonen. Disse fikk hjelp på første repetisjon for å 

komme i gang, og klarte deretter ofte å ta 5-10 repetisjoner. Nielsen et al (2012) derimot 

registrerte null repetisjoner ved samme tilfeller (personlig kommunikasjon), noe som 

kan være med å underbygge vår påstand om at forsøkspersonene har blitt presset 

hardere i vår studie. Andre mulige årsaker til forskjellen kan være at Nielsen et al 

(2012) kan ha hatt strengere krav for hva som var godkjent repetisjon enn oss, og evt. 

forskjeller i treningsapparat og/eller bevegelsesutslag som ble benyttet. Både 

trykkmansjett, applisert trykk, treningsmotstand og hvileperiode var lik i begge studiene 

så dette bør ikke ha hatt noen innvirkning. Andre studier på okklusjonstrening med høy 

frekvens på øktene har også benyttet færre repetisjoner enn oss, total 45 (Abe, 

Kawamoto, et al., 2005; Abe, Yasuda, et al., 2005) eller 75 repetisjoner (Fujita et al., 

2008). Disse har imidlertid gjennomført to økter per dag, og det er også forskjeller i 

bredden på trykkmansjett, applisert trykk og treningsøvelser som gjør det vanskeligere å 

sammenligne. Det virker likevel som om vår protokoll har vært noe tøffere enn det 

tidligere studier på høyfrekvent okklusjonstrening har benyttet, noe som sannsynligvis 

har innvirkning på de videre resultatene. 
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I likhet med Nielsen et al (2012) så vi at antall repetisjoner økte underveis i 

treningsperioden. På samtlige økter i andre treningsuke var antallet repetisjoner høyere 

enn ved første økt i treningsuke 1. Nielsen et al (2012) så at antall repetisjoner økte fra 

første til andre og tredje treningsuke.  

Én til to timer etter okklusjonstrening var maksimalt isometrisk dreiemoment ved 70° 

redusert både ved akuttdag 1 (-14,2 ± 8,0 %) og akuttdag 2 (-10,1 ± 9,5 %). Dette 

stemmer godt overens med tidligere studier som har vist reduksjon i MVC ved 90° 1 

time (Loenneke, Thiebaud, et al., 2013) og 4 timer (Wernbom, Paulsen, Nilsen, Hisdal, 

& Raastad, 2012) etter okklusjonstrening. I vår studie var reduksjonen større på 

akuttdag 1 enn akuttdag 2 (P < 0,05), på tross av at treningsvolumet var større ved 

akuttdag 2. Dette kan muligens være på grunn av at forsøkspersonene i større grad er 

tilvent treningen ved andre akuttdag. Flere studier har vist en såkalt «repeated bout» 

effekt, hvor blant annet fall i styrke etter en treningsøkt er større ved første 

gjennomføring enn når samme økt blir gjennomført senere (Meneghel et al., 2014; 

Stupka et al., 2001). Den akutte nedgangen i styrke etter trening bør imidlertid tolkes 

med forsiktighet. Blant annet øker maksimalt isometrisk dreiemoment med 12% to 

timer etter en utmattende okklusjonstreningsøkt på akuttdag 2 for en forsøksperson. 

Samme forsøksperson viste ingen endring fra før til etter okklusjonstreningen ved 

akuttdag 1. Det er derfor mulig at forsøkspersonen ikke har tatt i maksimalt ved pre-test 

for å spare seg til den senere treningen og testingen, eller at det har blitt gjort en feil i 

utførelsen av testen.  

5.2 Blodanalyser 

Det har tidligere blitt foreslått at okklusjonstrening med lav treningsmotstand ikke fører 

til muskelskade (Loenneke, Thiebaud, & Abe, 2014). På gruppenivå var det ingen 

signifikant økning av CK-konsentrasjon i blodet ved noen av treningsukene, noe som 

også er vist tidligere (Takarada, Nakamura, et al., 2000). Myoglobin-konsentrasjon i 

blodet var økt i timene etter okklusjonstrening ved første akuttdag, men viste ingen 

endringer fra baseline ved noe annet tidspunkt. Enkelte forsøkspersoner viste imidlertid 

stor økning i CK og myoglobin under første treningsuke. En forsøksperson, som er 

ekskludert fra analysene, trakk seg grunnet ekstrem stølhet etter trening. Denne 

forsøkspersonen hadde CK-verdi på over 4000 U/L ved treningsdag 4 (ikke vist her), og 

ble senere diagnostisert med rabdomyolyse. Det har også tidligere blitt rapportert om 
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enkelttilfeller av rabdomyolyse etter okklusjonstrening (Iversen & Rostad, 2010). Dette 

kan indikere at treningsprotokollen har ført til muskelskade hos enkelte forsøkspersoner. 

En forsøksperson hadde CK-verdier på ca. 2500 U/L ved første dag av intervensjonen 

noe som kan tyde på at han hadde gjort et hardt anstrengende arbeid før oppstart av 

intervensjonen på tross av at de fikk beskjed om å ta det med ro to dager før oppstarten. 

I andre treningsuke var det ingen økning i verken CK eller myoglobin for noen av 

forsøkspersonene som gjennomførte første runde av intervensjonen. På grunn av dette 

ble det ikke tatt blodprøver i treningsuke 2 ved andre gjennomføring av intervensjonen. 

Når to like økter med styrketrening har blitt gjennomført med noen ukers mellomrom 

har økningen i CK vært mindre ved andre treningsøkt enn ved første (Doma et al., 2015; 

Meneghel et al., 2014; Stupka et al., 2001), og det kan derfor tenkes at den reduserte 

responsen som observeres hos enkelte forsøkspersoner i andre treningsuke skyldes en 

tilvenning til okklusjonstrening.  

5.3 Subjektive målinger 

DOMS økte fra baseline i første, men ikke andre treningsuke. Økt DOMS etter 

okklusjonstrening har blitt sett i flere tidligere studier (Umbel et al., 2009; Wernbom et 

al., 2009; Wernbom et al., 2012). At DOMS ikke er høyere sammenlignet med baseline 

i andre treningsuke kan muligens også forklares med en tilvenning til treningen, da det 

tidligere også er det vist redusert DOMS etter tilvenning til trening (Doma et al., 2015; 

Meneghel et al., 2014). Wernbom et al (2008) rapporterte, i samsvar med våre 

observasjoner, at DOMS reduseres etter noen økter med okklusjonstrening, og også de 

tilskriver dette tilvenning til treningen. De foreslår også at med en gradvis tilvenning til 

okklusjonstrening kan DOMS muligens unngås. Opplevd anstrengelse og smerte endret 

seg ikke gjennom treningsperioden. Dette kan muligens være fordi forsøkspersonene 

trente til utmattelse hver gang. At de etter hvert ble tilvent treningen resulterte i at de 

tok flere repetisjoner og dette kan muligens forklare at disse parameterne ikke endret 

seg. Tidligere er det observert reduksjon i opplevd anstrengelse etter noen økter med 

okklusjonstrening, og dette har blitt kompensert for med å øke okklusjonstrykket 

(Karabulut et al., 2010). Den nevnte studien benyttet imidlertid et satt antall 

repetisjoner, som kan være en forklaring på denne forskjellen. 
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5.4 Effekter på ubiquitin-proteasom systemet 

5.4.1 Ubiquitin 

Tidligere er det sett økt mengde ubiquitinerte proteiner (Stupka et al., 2001; Thompson 

& Scordilis, 1994) og fritt ubiquitin (Thompson & Scordilis, 1994) etter eksentrisk 

styrketrening. Disse studiene har imidlertid sett på biopsier som er tatt 1-2 dager etter 

treningen. Den akutte responsen etter trening er imidlertid dårlig beskrevet. I vår studie 

så vi at mengden ubiquitinerte proteiner i helhomogenat og cytoskjelett var redusert 1 

time etter okklusjonstreningsøkten både ved akuttdag 1 og 2. I helhomogenat var 

mengden ubiquitinerte proteiner også redusert ved Post 3. En reduksjon i ubiquitinerte 

proteiner kan potensielt bety to ting; en redusert ubiquitinering av proteiner eller en 

raskere nedbrytning av de ubiquitinerte proteinene. I en tidligere studie så man ingen 

endring i hastighet på proteinnedbrytning etter okklusjonstrening (Gundermann et al., 

2014). Med bakgrunn i dette kan det tyde på at våre resultater er grunnet en redusert 

ubiquitinering av proteiner. Hvis en redusert mengde ubiquitinerte proteiner var årsaken 

ville det imidlertid vært logisk å se en økt mengde fritt ubiquitin, med mindre det 

samtidig har skjedd en reduksjon i total mengde ubiquitin. Dette kan muligens peke mot 

at en raskere nedbrytning av ubiquitinerte proteiner er årsaken. Når vi ikke har målt 

hastigheten på proteinnedbrytning kan vi imidlertid ikke si dette sikkert. At vi 

observerer en reduksjon i MFA for type II fibre kan også tyde på at det er en økt 

proteinnedbrytning. For å bli gjenkjent av proteasomet må en kjede på minst fire 

ubiquitin-enheter bindes til proteinet (Thrower et al., 2000). Ubiquitineringen av 

proteiner trenger derfor ikke nødvendigvis å være for å merke proteiner for nedbrytning 

(Komander, 2009).  

Ved akuttdag 2 var reduksjonen i mengden ubiquitinerte proteiner i helhomogenat større 

enn ved akuttdag 1, noe som kan tyde på at det er en endret respons etter hvileuken. 

Tidligere har det blitt observert en endret respons i ubiquitinerte proteiner etter 

tilvenning til trening. Når to like økter med tung eksentrisk styrketrening ble utført med 

noen ukers mellomrom var økningen i ubiquitinerte proteiner større ved andre 

treningsøkt enn ved første (Stupka et al., 2001). I vår studie er det imidlertid viktig å ta 

hensyn til at det ble tatt flere repetisjoner ved akuttdag 2 enn akuttdag 1. Det er derfor 

mulig at redusert mengde ubiquitinerte proteiner ved akuttdag 2 er grunnet forskjellen i 

treningsbelastning, og ikke grunnet en tilvenningseffekt. Heller ikke her er det mulig å 
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fastslå om reduksjonen er på grunn av redusert mengde ubiquitinerte proteiner eller 

raskere nedbrytning av de ubiquitinerte proteinene.  

5.4.2 FOXO3a 

Det var ingen endring i FOXO3a verken i cytosol eller i kjernen ved noen av 

akuttdagene, noe som kan tyde på at det ikke skjedde en translokasjon av FOXO3a til 

kjernen akutt etter okklusjonstreningsøktene. Dette kan stemme overens med funnene til 

Fry et al (2010), som ikke så noen endring i fosforylert FOXO3a verken 1 eller 3 timer 

etter okklusjonstrening. Tidligere er det vist at fosforylering av FOXO3a er uendret 

også 1 time etter en omfattende og tung kneekstensjonsøkt (10 x 10 reps på 70 % 1RM) 

(Glynn, Fry, Drummond, Dreyer, et al., 2010). Etter konsentrisk og eksentrisk 

muskelarbeid blir endringer i proteinnivå og fosforylering av FOXO sett først 5 timer 

etter trening, og ikke etter 1 og 3 timer (Stefanetti, Lamon, Rahbek, et al., 2014). Det er 

derfor mulig at vårt biopsitidspunkt én time etter treningsøkten ikke er optimalt for å 

undersøke den akutte responsen til FOXO3a. 

Tre, 6 og 24 timer etter en tung kneekstensjonsøkt er det observert en nedregulering av 

fosforylert FOXO3a (Fry et al., 2013). Dette tyder på en økt translokasjon til kjernen, 

hvor FOXO3a er aktiv og kan øke transkripsjon av MURF1 og atrogin-1. 

Nedreguleringen i fosforylert FOXO3a 24 timer etter treningsøkten (Fry et al., 2013) 

står i kontrast til våre resultater ved Dag 4. Biopsien ved Dag 4 i vår studie er tatt 22 

timer etter treningsøkten dagen før, og viser redusert mengde FOXO3a i kjernen. Fry et 

al (2013) trente imidlertid tradisjonell styrketrening med tung motstand (8 x 10 reps på 

70% 1RM), mens vi gjennomførte okklusjonstrening med lav treningsmotstand. Det kan 

tenkes at den tunge treningsmotstanden ved tradisjonell styrketrening kan føre til 

muskelskader og at det derfor vil være et økt behov for muskelproteinnedbrytning. På 

grunn av den lave treningsmotstanden er det foreslått at okklusjonstrening ikke fører til 

muskelskade (Loenneke, Thiebaud, & Abe, 2014) og dette kan muligens tyde på at det 

ikke vil være et økt behov for muskelproteinnedbrytning. En annen mulig grunn til 

forskjellen som er sett mellom oss og Fry et al (2013) kan være at forsøkspersonene 

fastet 6 timer etter økten hos Fry et al (2013), mens hos oss fikk de lov å spise rett etter 

trening. Også ved Dag 9 er mengden FOXO3a i kjernen redusert, noe som tyder på at 

FOXO3a er mindre aktiv enn ved baseline underveis i treningsintervensjonen og i 

hvileuken. Det er imidlertid ingen endring i mengden FOXO3a i cytosol ved 
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tidspunktene vi observerer økning av FOXO3a i kjernen, så vi kan ikke si med sikkerhet 

om det skjer en translokasjon fra cytosol til kjernen. 

Selv om det ikke var noen endringer fra baseline i mengden FOXO i cytosol ved noe 

tidspunkt, var det forskjell mellom akuttdag 1 (-15 ± 40 % fra baseline) og akuttdag 2 

(20 ± 50 % fra baseline). Mer FOXO i cytosol tyder på at mer FOXO er inaktivt 

(såfremt det ikke er økt totalmengde FOXO). Det kan derfor spekuleres i at 

muskelproteinnedbrytning er redusert i andre treningsuke sammenlignet med første. 

Siden det ikke er noen endringer sammenlignet med baseline ved noen av disse 

tidspunktene må man imidlertid være forsiktig med å tolke disse resultatene. 

5.4.3 MURF1 

Det er foreslått at den intracellulære lokalisering av MURF1 kan ha betydning for 

koordinering av ulike funksjoner i reguleringen av proteinturnover (Braun & Gautel, 

2011). Det er imidlertid lite kunnskap på dette området, så resultatene er vanskelig å 

tolke. Vi observerer en robust økning i MURF1 i cytoskjelett 1 time etter treningsøkten 

ved både akuttdag 1 og 2. MURF1 har tidligere vist å ha en interaksjon med titin i M-

linje regionen av sarkomeren (Centner et al., 2001), så det er mulig at en økt interaksjon 

med titin er bakgrunnen for våre resultater. Det er foreslått at interaksjonen mellom titin 

og MURF1 kan regulere og/eller stabilisere strukturen til M-linje regionen av 

sarkomeren (Gregorio et al., 2005). Titin kan muligens virke som en aktivitetsavhengig 

bremse på proteindegradering ved å redusere tilgjengeligheten eller stabiliteten av 

MURF (Braun & Gautel, 2011). Muligens vil MURF1 ikke være aktiv i å ubiquitinere 

proteiner når den interagerer med titin, noe som kan føre til redusert ubiquitinering via 

MURF1. Om akkumuleringen av MURF1 i cytoskjelett var for å ubiquitinere proteiner 

ville det resultert i en økt mengde ubiquitinerte proteiner, forutsatt at nedbrytningen av 

ubiquitinerte proteiner skjedde med samme hastighet. Våre resultater viser imidlertid en 

redusert mengde ubiquitinerte proteiner i cytoskjelett, som muligens kan tyde på at det 

er redusert ubiquitinering av proteiner. Dette forblir imidlertid kun spekulasjoner, da det 

er mulig at reduksjonen i ubiquitinerte proteiner også kan skyldes økt hastighet på 

nedbrytning av proteiner.  

I utgangspunktet er det trodd at calpainer og caspaser er nødvendig for å gjøre 

myofibrillære proteiner tilgjengelig for nedbrytning av UPS (Jackman & Kandarian, 
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2004). MyBP-C, MyLC1, and MyLC2, som er viktig for stabilisering av tykke 

filamenter i myofibrillen, blir imidlertid brutt ned av en MURF1 avhengig mekanisme 

og kan bli ubiquitinert av MURF1 selv i inntakte myofibriller (Cohen et al., 2009). 

Forfatterne spekulerer i at dette muligens kan øke mottageligheten for MURF1-

avhengig nedbrytning for andre myofibrillære komponenter (Cohen et al., 2009). 

Økningen i MURF1 i cytoskjelett kan derfor også muligens indikere økt nedbrytning. 

Som nevnt tidligere ser vi en reduksjon i ubiquitinerte proteiner i cytoskjelett, men er 

usikre på om dette er grunnet redusert ubiquitinering av proteiner eller økt hastighet på 

nedbrytningen av ubiquitinerte proteiner. Vi ser ingen akutte endringer av MURF1 i 

verken cytosol og kjernen ved bruk av ANOVA, men ved analyser med t-test er det en 

tendens til reduksjon i cytosol ved akuttdag 1 (p < 0,10) og en signifikant reduksjon ved 

akuttdag 2 (p < 0,05). 

Ved Post 3 er MURF1 i cytoskjelett redusert fra baseline. Tidligere er det rapportert at 

det ved mekanisk arrest skjer en translokasjon av MURF1 fra cytoskjelett til kjernen. 

Det er ingen signifikant økning av MURF1 i kjernen ved post 3 ved ANOVA, men det 

ser ut til at det kan være en tendens. Med bruk av t-test blir endringen fra baseline til 

Post 3 signifikant (p < 0,05). I kjernen kan MURF1 påvirke transkripsjonsfaktorene 

Serum response factor (SRF) (Willis et al., 2007) og GMEB-1 (McElhinny et al., 2002). 

5.5 Muskelvekst 

Resultatene for MFA er i sterk kontrast til Nielsen et al (2012). Mens vi så en reduksjon 

i MFA for type II-fibre etter den første treningsuka, og ellers ikke observerte 

signifikante endringer fra baseline for verken type I eller type II fibre, viste Nielsen et al 

(2012) en enorm økning i MFA for både type I og type II-fibre allerede etter første 

treningsuke (38%) som vedvarte 3 (35-37%) og 10 dager (31-32%) etter intervensjonen. 

Vi spekulerer i at vi har trent våre deltagere for hardt og oppnådd en overreaching 

effekt3 (diskuteres nærmere i neste avsnitt), og at dette kan være grunnen til 

reduksjonen i MFA for type II-fibre. Den store økningen observert allerede etter første 

treningsuke hos Nielsen et al (2012) er imidlertid ikke nødvendigvis grunnet 

akkumulering av myofibrillære proteiner. Også kontrollgruppen som gjennomførte 

tilsvarende trening uten okklusjon fikk en stor økning i MFA etter første treningsuke,  

3 For mye treningsbelasting på for kort tid. 
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men denne var redusert til baseline etter treningsperioden. Forfatterne spekulerer i at 

cellesvelling som følge av treningen er en medvirkende årsak til den store økningen som 

blir observert etter første treningsuke. Cellesvelling er imidlertid ikke en sannsynlig 

årsak til økt MFA etter treningsperioden for okklusjonsgruppen (Nielsen 2012), da de 

også viser økning i styrke.  

På grunn av en feil ved tining ble biopsibitene som skulle analyseres for MFA fra to 

forsøkspersoner utsatt for fryseskader. Dette førte til at de måtte ekskluderes fra 

analyser av muskelfiberareal og gjorde at antall forsøkspersoner ble redusert til 11. 

Dette var lavere enn det som ble beregnet som nødvendig og det er derfor mulig at dette 

er grunnen til at vi ikke observerer signifikant økning i MFA etter treningsperioden. Om 

en ser nærmere på tallene kan det se ut som det er en økning i MFA fra baseline til Post 

10 for både type I (18 ± 20 %) og type II-fibre (12 ± 20 %), men på grunn av den 

individuelle variasjonen i responsen og det lave antallet forsøkspersoner blir ikke 

endringene signifikante med ANOVA. Med bruk av t-test blir det en signifikant økning 

i MFA fra baseline til Post 10 for type I fibre (p < 0,05) og en tendens til økning for 

type II fibre (p < 0,10). Økningen er imidlertid uansett betydelig mindre enn det Nielsen 

et al (2012) oppnådde. Det ser også ut som det kan være en økning fra Post 3 til Post 10 

for både type I og type II fibre. Med bruk av t-test er økningen i MFA signifikant fra 

Post 3 til Post 10 for både type I (p < 0,05) og type II fibre (p < 0,05) noe som kan 

underbygge på at forsøkspersonene trengte tid på å restituere seg etter treningen. At 

1RM kneekstensjon øker fra Post 10 til Post 20 støtter også dette, og det er mulig at 

MFA fortsatte å øke etter siste biopsitidspunkt. 

Muskeltykkelse av m.vastus lateralis økte fra baseline til Post 3 og Post 10, henholdsvis 

4,0 % og 5,2 %. Andre studier har ikke sett på tykkelse av kun m.vastus lateralis, men 

et har sett på muskeltykkelse av hele quadriceps. Denne viste en økning på 5,9 % etter 

en uke med høyfrekvent okklusjonstrening (Abe, Kawamoto, et al., 2005). At det ikke 

er noen økning i MFA burde ført til at det heller ikke var noen økning i muskeltykkelse. 

Som diskutert er det imidlertid mulig at for lav statistisk styrke er grunnen til at vi ikke 

finner signifikant økning i MFA. I analysene av muskeltykkelse er det inkludert to 

forsøkspersoner mer enn i analysene av MFA. Om MFA økte for begge disse 

forsøkspersonene er det mulig at det hadde blitt en signifikant økning i MFA og da ville 
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resultatene stemt overens. En annen mulig forklaring kan være at biopsien ikke 

nødvendigvis er representativ for hele m. vastus lateralis.  

Oppsummert kan vi si at det ser ut som vår studie viser mindre muskelvekst enn 

lignende studier har vist tidligere. Dette kan muligens være på grunn av at vi har presset 

forsøkspersonene våre for hardt og oppnådd en overreaching effekt, som gjorde at 

forsøkspersonene trengte tid på å restituere seg. 

5.6 Styrke 

På tross av at vår studie viser mindre muskelvekst enn Nielsen et al 2012, har vi en 

lignende økning i maksimalt isometrisk dreiemoment ved 70°. Mens Nielsen ved post 5 

og post 12 viser økning på henholdsvis 7% og 11%, økte våre forsøkspersoner med 

6%,12% og 15% på 3, 10 og 20 dager etter siste treningsøkt. Vi så imidlertid ingen 

endring fra baseline ved noe tidspunkt for 1RM i kneekstensjon. Tidligere har korte 

perioder høyfrekvent okklusjonstrening med lav treningsmotstand økt 1RM i knebøy 

(Abe, Yasuda, et al., 2005) og beinpress (Abe, Kawamoto, et al., 2005) med 

henholdsvis 17% og 10%. Dette kan muligens forklares med at knebøy og beinpress er 

mer teknisk avansert enn kneekstensjon, og forbedring av teknikk etter treningsperioden 

derfor vil kunne bidra til økt styrke i større grad enn ved kneekstensjon. Kneekstensjon 

vil dermed gi et bedre bilde på den faktiske økningen i muskelstyrke. Tidligere studier 

har imidlertid også vist økt 1RM i kneekstensjon etter okklusjonstrening, noe som er i 

kontrast til våre resultater. 2 og 3 dager etter siste treningsøkt av intervensjoner med 

okklusjonstrening to ganger om dagen var 1RM kneekstensjon økt med henholdsvis 7% 

(Fujita et al., 2008) og 23% (Abe, Yasuda, et al., 2005). I tidligere studier har økningen 

i 1RM vært grunnet økning i CSA, da 1RM/CSA ikke har endret seg (Abe, Kawamoto, 

et al., 2005; Abe, Yasuda, et al., 2005; Fujita et al., 2008). Vi fant ingen endring i 

tverrsnittsareal for hele quadriceps med bruk av MR (data ikke vist), noe som samsvarer 

godt med at vi ikke finner noen endring i 1RM. 

I studier der de har benyttet et høyt treningsvolum for å skape en overreaching-effekt er 

det observert at 1RM i knebøy og benkpress er redusert etter første treningsuke, for 

deretter å øke gradvis (Kraemer et al., 2006; Volek et al., 2004). Dette kan stemme 

delvis overens med resultatene vi ser for 1RM kneekstensjon. Kraemer et al (2006) så 

imidlertid en økning i CK etter første treningsuke, og CK-konsentrasjonen var negativt 
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korrelert med 1RM knebøy. Vi fant ingen økning i CK på gruppenivå, men 

enkeltpersoner i vår studie hadde imidlertid 2-5 ganger forhøyet CK- og myoglobin-

konsentrasjoner i slutten av første treningsuke. Våre forsøkspersoner var utrent og gikk 

rett inn i et veldig intensivt treningsprogram uten noe tilvenning i forkant. Dette har 

tidligere likevel resultert i økt styrke (Abe, Kawamoto, et al., 2005; Abe, Yasuda, et al., 

2005; Fujita et al., 2008; Nielsen et al., 2012). Tre av de tidligere studiene har imidlertid 

benyttet en submaksimal protokoll (Abe, Kawamoto, et al., 2005; Abe, Yasuda, et al., 

2005; Fujita et al., 2008), mens Nielsen et al (2012), som diskutert tidligere, også 

benyttet et lavere treningsvolum enn i vår studie. Det kan derfor tenkes at 

treningsbelastningen har blitt for stor for våre deltagere og at det har resultert i en 

overreaching effekt. I og med at 1RM kneekstensjon øker fra Post 10 til Post 20 kan vi 

ikke utelukke at det er en videre økning etter dette tidspunktet som etter hvert ville 

resultert i en økning fra baseline. 

5.7 Svakheter 

Studien var ikke blindet da samme personer var ansvarlig for trening, testing, 

laboratoriearbeid, dataanalyser og tolkninger. Grunnet for lav rekruttering ble ingen 

kontrollgruppe inkludert i studien. Dette er en svakhet da en ikke kan utelukke at noen 

av endringene skjedde grunnet forhold som ikke var knyttet til treningsintervensjonen. 

Blant annet hadde intervensjonen et omfattende testbatteri, som potensielt kan ha ført til 

en treningseffekt i seg selv. At studien ble gjennomført i to omganger, med ulike 

personer ansvarlig for testing og trening, er en mulig svakhet ved studien. Potensielt kan 

testingen og treningen ha blitt gjennomført litt ulikt i de to omgangene. 

Treningsprotokoll, testprotokoll og opplæring i bruk av utstyr og apparater for trening 

og testing var imidlertid den samme så antagelig har ikke dette hatt veldig stor 

påvirkning på resultatene. At en forsøksperson går opp i maksimalt isometrisk 

dreiemoment ved 70° en time etter en utmattende okklusjonstreningsøkt tyder imidlertid 

på at det enten er blitt gjort feil ved testing, eller at vi ikke har klart å få forsøkspersonen 

til å yte maksimalt på testen.  

Feil ved tining av biopsier gjorde at to forsøkspersoner måtte ekskluderes ved analyser 

av muskelfiberareal, og gjorde at utvalget ble lavere enn det som var beregnet som 

nødvendig for statistisk power. Under lagring av biopsier for fire forsøkspersoner ved 

Dag 4 ble det gjort en feil som gjorde at resultater for signalering for disse biopsiene 
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ikke kunne brukes. For disse ble gjennomsnittlig endring fra baseline for de 9 andre 

forsøkspersonene fylt inn for å kunne utføre ANVOVA-analyser. For å få et bedre bilde 

av de akutte effektene på de målte variablene i UPS kunne det blitt tatt flere biopsier i 

forbindelse med akuttdagene. Akuttdagene ble imidlertid gjennomført som en del av et 

større forskningsprosjekt hvor det ble tatt 8 biopsier av deltagerne, derfor ble det 

begrenset til en biopsi ved akuttdagene. En svakhet ved Western Blot-analysene er at 

antistoffene som benyttes for MURF1 virker å kryssreagere med andre proteiner, noe 

som også er rapportert tidligere (Bodine & Baehr, 2014). I våre analyser av MURF1 

fikk vi to bånd i alle fraksjoner, men analyserte kun det båndet som korresponderte med 

den rapporterte molekylvekten for MURF1 (41kDa). I en del av analysene av MURF1 

var båndene veldig svake, spesielt i cytoskjelettfraksjonen. Protokollen vi benyttet ved 

Western Blot er optimalisert for analyser på heat-shock proteiner, og det er mulig at 

justeringer av denne protokollen ville resultert i bedre bånd og mindre bakgrunnsstøy. 
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6. Konklusjon 

Vi fant at okklusjonstrening førte til en akutt respons på variabler i UPS. Én time etter 

okklusjonstrening var det en reduksjon i ubiquitinerte proteiner og en økning av 

MURF1 i cytoskjelett ved begge akuttdagene. Reduksjonen i ubiquitinerte proteiner kan 

muligens bety at det er mindre proteiner som blir merket for nedbrytning, men det kan 

også være et tegn på en økt hastighet på nedbrytningen av proteiner i proteasomet. For å 

kunne fastslå dette må imidlertid hastigheten på proteinnedbrytning måles. Økningen av 

MURF1 i cytoskjelett kan være grunnet binding til titin og dette kan muligens virke 

som en aktivitetsavhengig brems på proteindegradering. Det er imidlertid også vist at 

MURF1 kan ubiquitinere enkelte myofibrillære proteiner og at dette muligens kan øke 

mottageligheten for MURF1-avhengig nedbrytning for andre myofibrillære 

komponenter. Det ble ikke sett noen akutte effekter på lokaliseringen til FOXO3a én 

time etter trening, men det er mulig at dette er grunnet biopsitidspunktet. Mengden 

FOXO3a i kjernen var redusert ved dag 4 og dag 9 av intervensjonen, noe som kan tyde 

på mindre transkripsjonell aktivitet og dermed redusert ekspresjon av MURF1. Ved 

siste biopsi var det ingen signifikante forskjeller for lokalisering av noen av markørene 

sammenlignet med baseline.  

Treningsintervensjonen førte ikke til økning i muskelfiberareal i m.vastus lateralis eller 

i tverrsnittsareal av quadriceps, noe som også forklarer at vi ikke ser noen økning i 

styrke. Disse resultatene er i sterk kontrast til tidligere studier som har sett på 

okklusjonstrening med lav treningsmotstand. Vår treningsprotokoll virker imidlertid å 

ha vært noe tøffere enn det som har blitt benyttet ved tidligere studier. Vi spekulerer 

derfor i at treningsbelastningen har blitt for stor for forsøkspersonene og at det har 

oppstått en overreaching effekt. Dette kan muligens ha hatt en innvirkning på de målte 

variablene i UPS. 
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Forespørsel om deltakelse som forsøksperson 

Styrketrening med redusert blodstrøm og muskelhukommelse  

Dette skrivet er til alle potensielle forsøkspersoner. Vi ber om din deltakelse i 

prosjektet, så fremt du oppfyller kriteriene:  

1) Du må være i alderen 18‐ 45 år (begge kjønn). 

2) Du skal ikke ha drevet regelmessig styrketrening på lårmusklene under de siste 6 

måneder (dvs. >1 økt hver annen uke).  

3) Du må være frisk og uten skader i kneleddene og lårmusklene.   

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

under treningsperioden (proteinpulver, vitaminer, kreatin eller lignende).  

5) Du kan ikke delta om du er allergisk mot lokalbedøvelse (tilsvarende det man får hos 

tannlegen). 

Bakgrunn og hensikt med forsøket  

Tidligere studier har vist kraftig muskelvekst selv med relativ lett motstand (20-50 % av 

maksimal styrke) om blodtilførselen til muskelen reduseres med en trykkmansjett under 

trening («okklusjonstrening»). Det interessante med denne metoden er at muskelveksten 

synes å være målbare etter bare få dager med trening. I denne studien ønsker vi å 

studere denne treningsformen nærmere, og vi er spesielt interessert i å avdekke de 

cellulære mekanismene.  

Treningsmetoden med redusert blodstrøm kan ha viktige implikasjoner for en bred 

målgruppe, fra idrettsutøvere til eldre med kraftig redusert muskelmasse (sarkopeni) og 
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pasienter som skal gjennom en kneoperasjon.  

Gjennomføringen av forsøket 

Forsøket går ut på at du trener 7 treningsøkter på 5 dager i 2 runder. De to 

treningsperiodene er avskilt med 10 dager hvile. Treningen består av sittende 

kneekstensjoner (forsiden av lårene), mens en trykkmansjett er plassert øverst på låret (i 

lysken).  

For at vi skal kunne studere cellulære mekanismer i musklene, må vi ta prøver av 

musklene dine. Slike muskelprøver (biopsier) vil tas ved flere tidspunkt (se under). Vi 

vil ta 4 prøver fra hvert lår. Blodprøver vil også tappes fra en vene i armen (vanlig 

blodprøvetakning). Dette vil bli gjennomført etter oppmøte på hver treningsdag. Det er 

viktig at du møte opp fastende (ikke spist frokost).  

Muskel-styrke og -tykkelse vil registreres ved flere tilfeller før, underveis og etter 

treningsperiodene. Til dette benytter vi styrketester der du tar i alt du kan, og vi bruker 

ultralyd og magnetresonans (MR) til å studere muskeltykkelsen.  

Alt i alt vil du møte i laboratoriet vårt 12-15 ganger denne høsten. 

Laboratorieoppmøtene for testing og prøvetakninger vil fordeles til før og etter 

treningsperioden. Vi gjør individuelle avtaler.     

Før forsøket 

Du skal møte på Norges idrettshøgskole 2-3 ganger for tilvenning til tester og 

treningsøvelser, måling av muskeltykkelse med ultralyd, og en legesjekk i ukene før 

forsøket. Hver seanse varer i 1-2 timer. MR må gjøres på et røntgensenter i Oslo 

sentrum. Syv dager før forsøket tas den første biopsien og blodprøven, dette tar ca 30 

minutter og foregår på formiddagen. Tidspunkter avtales individuelt. Du kan ikke drive 

krevende fysisk aktivitet (trening) i 2 dager før tester og biopsitakning. 
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Styrketrening med redusert blodstrøm 

Du vil gjennomføre 7 treningsøkter på 5 dager under første og tredje uke av 

forsøksperioden. På mandag, tirsdag og onsdag har du én treningsøkt, mens torsdag og 

fredag har du en formiddagsøkt og ettermiddags/kvelds-økt. Treningen vil foregå i 

styrkelaboratoriet ved Norges idrettshøgskole, og du vil få assistanse med 

trykkmansjetten og gjennomføringen av selve treningen.   

Treningsøkten består av 4 serier med 20 % av maksimal motstand til utmattelse i et 

kneekstensjonsapparat. Det vil være 30 sekunder pause mellom seriene. Denne trening 

gjennomføres med ett ben av gangen, og blodstrømmen til arbeidende muskulatur vil 

være begrenset med ca 50 % pga. trykkmansjetten.   

På første treningsdag i hver femdagersperiode teste maksimal isometrisk styrke før og 

etter treningen, samt 4 timer senere og dagen etter. Det vil også tas en biopsi 1,5 timer 

etter treningsøkten. Videre muskelprøves vil tas på dag 9, 15, 21 og 29.  

Tester og undersøkelser 

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

Målingen utføres ved et røntgeninstitutt i Oslo sentrum.  

Muskelfunksjonstest: Testingen av maksimal styrke gjøres i ulike 

kneekstensjonsapparater, slik at vi tester både din isometriske (statiske) og dynamiske 

styrke – inkludert en test av 1 repetisjon maksimum (1RM). 

Blodprøver: Blod tappes fra en vene i albuen («vanlig blodprøve»).  

Biopsier: Det vil tas mellom 4-5 biopsier fra hvert lår (totalt 9). Biopsiene tas ut på 

følgende måte: 

 Huden og bindevevet lokalbedøves der prøven skal tas. 

 Et snitt på ca. 1 cm gjøres gjennom hud og muskelfascien. 

 En nål med diameter på 5‐ 6 mm føres inn (2‐ 3 cm) og 1‐ 3 små biter av 
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muskulaturen, på størrelse med et fyrstikkhode, tas ut. 

 Snittet lukkes med tape. 

 

Eventuelle ulemper ved å delta 

 Deltakelse i prosjektet vil kreve mye tid og oppmerksomhet. Du må møte ved NIH på 

totalt 12-14 dager denne høsten 

 Trening skal gjennomføres vil medføre en viss risiko for muskelskader, og følelse av 

sårhet/stølhet i muskulaturen vil du oppleve.  

 Trening med redusert blodstrøm kan oppleves som meget ubehagelig, men det er ikke 

knyttet stor risiko til denne typen trening. 

 Vevsprøvetakninger (biopsier) medfører en liten infeksjonsfare, og ubehag/smerter 

kan oppleves under inngrepet. Du kan også oppleve lette til moderate smerter i 1-2 

døgn etter inngrepet.  

 Du vil få et lite arr etter snittet i huden; arret vil sakte bli mindre tydelig. Enkelte 

personer vil kunne få en fortykning av huden i arrområdet. 

 Blodprøvetakning (veneprøve) medfører en liten infeksjonsfare og det kan oppleves 

ubehagelig. 

 En MR-skanning med fører at du ligger inne i en trommel og støynivået er betydelig; 

selv om du har på deg hørselsvern, kan støynivået oppleves som noe ubehagelig. 

 

Personvern 

Vi vil kun lagre informasjon om deg under ditt forsøkspersonnummer. Undervis i 

forsøket vil vi oppbevare en kodeliste med navn og forsøkspersonnummer. Denne 

kodelisten vil fysisk være låst inne, slik at det er kun forskerne tilknyttet studien som 

har adgang til den. Representanter fra kontrollmyndigheter i inn‐  og utland kan få 

utlevert studieopplysninger og gis innsyn i relevante deler av din journal. Formålet er å 

kontrollere at studieopplysningene stemmer overens med tilsvarende opplysninger i din 

journal. Alle som får innsyn i informasjon om deg har taushetsplikt. Innsamlet data vil 

bli anonymisert etter 15 år (kodelisten destrueres). 
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Alle prøver vil analyseres ”blindet”, det vil si at forskerne som utfører den enkelte 

analysen ikke vet hvilken forsøksperson prøven kommer fra (verken 

forsøkspersonnummer eller gruppe) 

Det vil ikke være mulig å identifisere deg i resultatene av studien når disse publiseres.  

Biobank 

Biopsiene og blodprøvene vil bli oppbevart i en forskningsbiobank uten kommersielle 

interesser. Hvis du sier ja til å delta i studien, gir du også samtykke til at det biologiske 

materialet og analyseresultater inngår i biobanken. Prøvene vil bli lagret til år 2028. 

Ansvarlig for biobanken er Prof. Truls Raastad ved Seksjon for fysisk prestasjonsevne 

ved Norges idrettshøgskole. Det biologiske materialet kan bare brukes etter godkjenning 

fra Regional komité for medisinsk og helsefaglig forskningsetikk. 

Innsynsrett og oppbevaring av materiale 

Hvis du sier ja til å delta i studien, har du rett til å få innsyn i hvilke opplysninger som 

er registrert om deg. Du har videre rett til å få korrigert eventuelle feil i de 

opplysningene vi har registrert. Dersom du trekker deg fra studien, kan du kreve å få 

slettet innsamlede prøver og opplysninger, med mindre opplysningene allerede er 

inngått i analyser eller brukt i vitenskapelige publikasjoner. 

Informasjon om utfallet av studien 

Etter at data er innsamlet og analysert vil vi avholde et møte for alle forsøkspersonene 

der vi presenterer resultatene fra studien. 

Forsikring 

Du som er deltaker i prosjektet er forsikret dersom det skulle oppstå skade eller 

komplikasjoner som følge av forskningsprosjektet. Norges idrettshøgskole er en statlig 

institusjon og er således selvassurandør. Dette innebærer at det er Norges 
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idrettshøgskole som dekker en eventuell erstatning og ikke et forsikringsselskap. 

Finansiering 

Prosjektet er fullfinansiert av Norges idrettshøgskole, Universitet i Agder og 

Universitetet i Oslo og Universitet i Gøteborg. Det er mottatt midler fra Centrum för 

idrottsforskning (Sverige). 

Publisering 

Resultatene fra studien vil offentliggjøres i internasjonale, fagfellevurderte, tidsskrift. 

Du vil få tilsendt artiklene hvis du ønsker det. 

Samtykke 

Hvis du har lest informasjonsskrivet og ønsker å være med som forsøksperson i 

prosjektet, ber vi deg undertegne “Samtykke om deltakelse” og returnere dette til en av 

personene oppgitt nedenfor. Du bekrefter samtidig at du har fått kopi av og lest denne 

informasjonen. 

Det er frivillig å delta og du kan når som helst trekke deg fra prosjektet uten videre 

begrunnelse. Alle data vil, som nevnt ovenfor, bli avidentifisert før de blir lagt inn i en 

database, og senere anonymisert. 

Dersom du ønsker flere opplysninger kan du ta kontakt med  

Thomas Bjørnsen på tlf: 98619299, eller  

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

Vennlig hilsen 

Thomas Bjørnsen (stipendiat) 

Truls Raastad (Professor) 
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Samtykke til deltakelse i studien 

 

Jeg er villig til å delta i studien  
 

 

------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

(Signert av prosjektdeltaker, dato) 

 

 

 

Jeg bekrefter å ha gitt informasjon om studien 

 

 

------------------------------------------------------------------------------------------------------- 

(Signert, rolle i studien, dato) 
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Vedlegg 2: Western Blot-protokoll 
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WESTERN BLOT - PROTOKOLL        

DAG 0 

4 bokser (sett i kjøleskap over natt): 

 

Running buffer: 100 mL MOPS running buffer + 1900 mL ultrarent vann 

  50 mL MOPS running buffer + 950 mL ultrarent vann 

Transfer buffer: 100 mL transfer buffer + 200 mL metanol + 1700 mL ultrarent vann 

TBS: 200 mL TBS + 1800 mL ultrarent vann 

TBS-T: 200 mL TBS + 1800 mL ultrarent vann + 2 mL tween 20 

Ultrarent vann: 3 L 

 

Totalproteinmåling. Merk rør (evt. pipetter vann). Skriv ut «Sample preparation mal» ( 

SFP group -> analyselab -> SOP-prosedyrer) og «NuPAGE ELFO  WB»-skjema. 

DAG 1 

1. KLARGJØRING. BLANDE PRØVER 

 Ta TBS og TBS-T ut av kjøleskapet. 

 Sett varmeblokk på 62° C (faktisk temperatur: 70° C). Dobbeltsjekk at den faktisk er 

påslått, og at riktig blokk står i. Hent ut prøver fra fryseren. 

 Bland all sample buffer og reducing agent du trenger i et felles 1,5 ml rør. Mer enn du 

trenger (x1,5) og multipliser opp med samme faktor for sample buffer og reducing 

agent! 

 Bland prøve, vann, sample buffer og reducing agent i henhold til «sample preparation 

mal». 

«Sample preparation mal» finner man under SFP group -> analyselab -> SOP-

prosedyrer. 

 Sett merkede eppendorfrør på varmeblokk i 10 min ved 70°. Sett på stoppeklokke!  
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2. MENS PRØVEN STÅR PÅ VARMEBLOKK 

 Finn fram:   

- 2 geler til hver boks som skal kjøres (4-12% Bis-Tris) 

- Running buffer og antioksidant (Tilsett 2,5 mL antioksidant i 1 L running buffer 

i egen flaske) 

- Elektroforeseboks (sjekk at de står stødig!) 

- GeneOn markør. 

 Husk prøvene på varmeblokka! Prøvene skal spinnes og sentrifugeres kort når du tar 

de av varmeblokka. 

Geler 

 Klipp opp plasten på gelene. Tørk av. Ta av hvit tape og fjern kammen. 

 Bruk pasteur-pipette til å skylle brønnene med running buffer + antioksidant. 

 Sett gelene i boksen med teksten ut (brønnene inn mot midten). Dytt gelene godt ned 

og lukk igjen klemmen. 

3. ELEKTROFORESE 

 Fyll indre kammer med running buffer + antioksidant til litt over «bjelken» (sjekk at det 

ikke lekker i ytre kammer). 

 Spinn og sentrifuger prøvene. Pipettér i «motsatt rekkefølge» for å få det i riktig 

rekkefølge når du tar bilde. Før inn i skjema for «NuPAGE ELFO WB» fortløpende. 

 Sett 5 uL markør i brønn 1 og 10 på begge sider (bruk 1-10 uL-pipette) 

 Sett 33 uL prøve i de øvrige brønnene. (Bruk gul 10-100 uL-pipette) 

 Ytre kammer fylles 2/3 fullt med running buffer uten antioksidant (kan være med 

antioksidant også…) 

 Sett på lokk, montér ledninger (rød – rød, svart – svart), slå på og still inn volt (200 V) 

og trykk på start. Kjør i ca. 60 min – kommer an på. Kjør til den blå fargemarkøren 

nesten forsvinner. 

 Sjekk strømstyrken (A) ved start og slutt. Skal være (ca.) likt. Sjekk også temp. Noteres 

ned på skjema for «NuPAGE ELFO & WB». 

 Elektroforesen kjøres på ett brett med is for å hindre for høy temperatur (?). 

 Sjekk at strømmen lager bobler i indre bufferkammer.  

4. MENS ELEKTROFORESEN GÅR – AKTIVERE PVDF-MEMBRANENE 

 Finn fram: 

- Transfer buffer og antioksidant (Tilsett 1 mL antioxidant i 1 L transfer buffer) 

- 2 PVDF-membraner per elektroforese-kammer (klipp etter mal). Legg disse i 

lyseblå boks. Skriv nummer (gel 1, gel 2) øverst i høyre hjørne av membranen.  

- 4 filterpapir og 3 pads per elektroforese-kammer. 

 Pads legges i transfer buffer + antioksidant i lilla boks i >15 min (klem ut luftbobler). 

 PVDF-membraner aktiveres på følgende måte (i en tilstrekkelig romslig boks): 

- 30 sek i metanol 
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- 30 sek i dH2O 

- 1-2 min i nytt dH2O 

- 10-15 min i transferbuffer + antioksidant 

 Filterpapir legges i transferbuffer i lilla boks like før bruk (30 sek). 

5. BLOTTING 

 Finn frem:  

- blottedelen til boksene 

- lilla bokser 

- pinsett 

- spade, rulle 

- penn, tørkepapir, gul avfallsboks. 

 Slå av elektroforeseapparatet, trekk ut ledninger. Ta ut en gel om gangen, og tørk av. 

Ta ut den fremste gelen først. 

 Knekk opp med en spade. Løft av den minste platen fra motsatt side av buen. 

 Dra av den øvre platen oppover (løft av fra nederst).  

 Kutt av brønnene og kast i gul avfallsboks. Legg vått filterpapir på gelen, og klem lett 

sammen. Snu opp ned så du har filterpapiret i venstre hånda. 

 Sett spaden loddrett ned i sporet (der teipen satt) og trykk lett slik at gelen løsner.  

 Løft platen forsiktig opp, og se til at gelen nå sitter på filterpapiret. Hold gjerne en 

finger nederst på membranen for å sørge for at den sitter igjen på filterpapiret. 

 Skjær av nedre del av gelen, og lag sandwich: 

- Pad 

- Filterpapir + Gel 1  

- Membran (bruk rulle for god kontakt) 

- Filterpapir 

- Pad 

- Filterpapir + Gel 2  

- Membran (bruk rulle for god kontakt) 

- Filterpapir 

- Pad 

 Skyll elektroforesekammer i dH2O, og monter sandwichen (i blottmodulen) i 

kammeret. Trykk godt ned og lukk klemmen. Tøm ut vann. 

 Fyll indre kammer med transferbuffer opp til de hvite skruene (sjekk at det ikke 

lekker). 

 Fyll ytre kammer 2/3 fullt med kaldt dH2O. 

 Sett på lokk, montér ledninger. Sjekk at elektrodene sitter i sporene slik de skal. 

 Blotting: 30 V, 90 min (still inn tid på nedtelling!). Sjekk strømstyrken (A) ved start og 

slutt. Skal være (ca.) likt. Sjekk også temp. Noteres ned på skjema for «NuPAGE ELFO & 

WB». 
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6. NÅR BLOTTING ER IGANGSATT 

- Rydd det som kan ryddes (la det stå igjen en lilla boks per boks du kjører) 

- Lag 5 % melkeløsning: 10 g melkepulver + 200 mL TBS-T (røres med magnet). 

- 60 min pause. 

7. NÅR BLOTTINGEN ER FERDIG: BLOKKERING 

 Tøm 5 % melkeløsning i en lyseblå boks. Fyll dH2O i en lilla boks. 

 Slå av, trekk ut ledninger, ta ut og åpne blotmodulen over lilla plastboks. 

 Legg pads i dH2O (må ikke komme i kontakt med deconex). Filtrene kastes.  

 Membraner legges i en boks med melkeløsning og settes på gyrorockeren i 2 timer 

(hastighet: 20). (kan stå over natt i kjøleskap…) 

 Finn glassplate, kniv, linjal, blyant, pasteurpipette, markørvektskjema, og boks med 

TBS.  

 Finn fram rør for primært antistoff-løsning, og merk disse med antistoff, initialer og 

dato. 

 Vask elektroforese-kamrene. 

 1 time pause. Ta en treningsøkt! 

8. VASKING 

 Tøm ut melkeløsningen fra boksen med membranene. 

 Skyll 2 ganger i romtemperert TBS-T. 

 Skyll 2 x 2 min i TBS-T på gyrorocker (hastighet: 65). 

 Hvis du har blokkert over natt: 15 min i TBS-T på gyrorocker (hastighet: 65). 

9. MENS DU VASKER - LAG PRIMÆRT ANTISTOFF 

 Finn fram antistoff for de fosfoproteinene som skal studeres. Vortex og sentrifuger 

antistoffene før du bruker de. Noter ned hvilke antistoff du bruker. 

 Lag 1 % melkeløsning: Bland 10 mL 5 % melkeløsning med 40 mL TBS-T i 50 ml rør. 

(0,05 g skummet melk pulver + 5 ml TBS-T) 

 Antistoff tines og spinnes ned. Antistoff blandes med 1% melkeløsning. 

- FOXO (1 : 400); 10 mL + 25 uL  

- HSP70 (1 : 4.000); 10 mL + 2,5 uL 

- MURF (1 : 500); 10 mL + 20 uL 

- aB-Crystallin (1 : 4.000) ; 10 mL + 2,5 uL 

 

- Ubiquitin: 1:500 (ant. membraner x (5mL 1% melk + 10 uL antistoff)). Trenger 

ikke kutte etterpå hvis du kjører ubiquitin. 

Pipetter 5 mL 1 % melkeløsning i hvert rør, og pipetter primært antistoff i riktig rør. 
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10. KUTTING 

 Bruk pasteurpipette til å fukte glassplaten med TBS fra boksen med TBS du har funnet 

frem.  

 Legg membranen på glassplaten med proteinsiden opp, og bruk linjal og blyant for å 

tegne opp hvor det skal kuttes (Vær sikker på at du ser på riktig «kart») 

- FOXO (ca. 75-85 kda - veldig nær HSP70! derav MOPS buffer) 

- HSP70 (70kda) 

- MURF (40 og 55 kda (to bånd)) 

- aB-Crystallin (22kda) 

 Skriv nytt navn til høyre på hver membrandel, og kutt i vei. Noter ned hvilke nr. som er 

hva. 

 Legg den ferdigkuttede membranen i boksen med TBS. 

 Ta membranene opp av boksen med TBS og rull dem med proteinsiden inn (tallet inn). 

 Legg rørene på roller mikser i kjøleskap over natt (hastighet: 7). 

 Sett TBS, TBS-T, dH2O og 5 % melkeløsning i kjøleskap, og vask opp. Ferdig. 
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DAG 2 

10. VASKING 

 Sjekk at Chemi Doc er påslått. Ta TBS, TBS-T og melkeløsning ut av kjøleskapet (TBS og 

TBS-T røres og varmes). 

 Bruk pinsett for å ta membranene ut av rørene. Ta vare på rørene med antistoffer 

(Tilsett ProClin – 10uL / 5 mL). 

 Skyll membranene 2x i TBS-T. 

 15 min i TBS-T på gyrorocker (hastighet: 65). 

 3 x 5 min i TBS på gyrorocker (hastighet: 65). 

11. INKUBERING I SEKUNDÆRT ANTISTOFF 

 Lag 1 % melkeløsning: Bland 20 mL 5 % melkeløsning med 80 mL TBS-T med magnet. 

 (0,15g skummet melk pulver + 15ml TBS-T) 

 Finn frem sekundært antistoff. Noter ned hvilket antistoff du bruker. Vortex og 

sentrifuger. 

 Tilsett 30 mL 1 % melkeløsning i 50ml rør, og tilsett 1 eller 10 µL sekundært antistoff  

o HSP70 og aB-C: goat-anti-mouse konjugat, (1 : 30.000); 30 mL + 1 uL 

o Ubiquitin, Foxo og Murf: Anti-rabbit IGg HRP-linked, (1 : 3.000); 30 mL + 10 uL  

 Legg membranene i løsningen med proteinsiden opp, og inkubér i 1 time på gyrorocker 

(hastighet: 20). Bruk lokk/parafilm. 60 min pause – spis litt) 

12. VASKING 

 Tøm ut melkeløsningen fra boksen med membranene. 

 Skyll 2 ganger i romtemperert TBS-T. 

 15 min i TBS-T på gyrorocker (hastighet: 65). 

 3 x 5 min i TBS på gyrorocker (hastighet: 65). 

13. BILDER 

 Mens membranene vaskes: Finn fram et lite rør (15ml) og pakk det inn i 

aluminiumsfolie. 

 Bland substratvæske i røret (6ml + 6ml), vortex røret og sett i mørkt skap (omtrent 1 

mL total mengde per bilde). 

 Legg på membranene i maskina med proteinsida opp (la de være litt våte av TBS). Pass 

på at det ikke er noen luftbobler. Posisjoner membranene rett og midt i og ta vanlig 

blide          (> custom > membrane). 

 Dekk membranene helt med substratvæske. Vent 2-3 minutter. 

 Lag oppsett for billedtagningen. Velg: new single channel  blots  chemi hi 

sensitivity. 
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 Ta bilder med proteinsiden opp. Velg et bilde og lagre. Legg membranene i boks med 

TBS. 

-------------------------------------------- Tørk og frys ned membranene med mindre du skal 

strippe… 

14. STRIPPING, VASKING OG BLOKKERING 

 Skyll membranene 2-3 ganger i TBS-T. 

 Strip membranene med «Restore PLUS Western blot stripping buffer» i 10 min på 

gyrorocker 

 Skyll membranene 5 x 1 min i dH2O. Benytt ny plastboks. 

 3 x 5 min i TBS på gyrorocker (hastighet: 65). 

 Lag 5% melkeløsning og blokkér i 60 min.  

 Bland 10 mL 5 % melkeløsning med 40 mL TBS-T (forberedelse til antistoff-inkubering) 

 Finn fram rør for primært antistoff-løsning, og merk disse med antistoff, initialer og 

dato. 

 45 min pause. 

15. VASKING 

 Tøm ut melkeløsningen fra boksen med membranene. 

 Skyll 2 ganger i romtemperert TBS-T. 

 Skyll 2 x 2 min i TBS-T på gyrorocker (hastighet: 65). 

16. INKUBERING I PRIMÆRT ANTISTOFF (TOTAL-PROTEINER) 

 Finn fram antistoff for de total-proteiner som skal studeres (se tidl.). 

 Antistoff tines og spinnes ned.  

 Pipetter 5 mL eller 10 mL 1 % melkeløsning i hvert rør/boks, samt riktig primært 

antistoff. 

 Ta membranene opp av TBS-T-løsningen og rull dem med proteinsiden inn (tallet inn). 

 Legg rørene på roller mikser i kjøleskap over natt (hastighet: 7). 

 Sett TBS, TBS-T og 5 % melkeløsning i kjøleskap. 

 Rydd/vask! 

 Ferdig for dagen! 
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DAG 3 

17. VASKING 

 Ta TBS, TBS-T og melkeløsning ut av kjøleskapet (TBS og TBS-T røres og varmes). 

 Bruk pinsett for å ta membranene ut av rørene.  

 Tilsett ProClin og ta vare på rørene med antistoffer. 

 Legg membranene i lyseblå plastboks og skyll to ganger i TBS-T. 

 3 x 5 min i TBS-T på gyrorocker (hastighet: 65). 

 3 x 5 min i TBS på gyrorocker (hastighet: 65). 

18. INKUBERING I SEKUNDÆRT ANTISTOFF 

 Lag 1 % melkeløsning: Bland 20 mL 5 % melkeløsning med 80 mL TBS-T med magnet. 

 Lag sekundært antistoff. Sjekk tidligere for blandingsforhold. 

 Legg membranene i løsningen med proteinsiden opp, og inkubér i 1 time på gyrorocker 

(hastighet: 20). Bruk lokk/parafilm. 

 60 min pause. 

19. VASKING 

 Tøm ut melkeløsningen fra boksen med membranene. 

 Skyll 2 ganger i romtemperert TBS-T. 

 3 x 5 min i TBS-T på gyrorocker (hastighet: 65). 

 3 x 5 min i TBS på gyrorocker (hastighet: 65). 

20. BILDER 

 Mens membranene vaskes: Finn fram et lite rør (15ml) og pakk det inn i 

aluminiumsfolie. 

 Bland substratvæske i røret (6ml + 6ml), vend på røret og sett i mørkt skap (omtrent 1 

mL total mengde per bilde). 

 Legg på membranene i maskina med proteinsida opp (la de være litt våte av TBS). Pass 

på at det ikke er noen luftbobler. Posisjoner membranene rett og midt i og ta vanlig 

blide (> custom > membrane). 

 Dekk membranene helt med substratvæske. Vent 2-3 minutter. 

 Lag oppsett for billedtagningen. Velg: new single channel  blots  chemi hi 

sensitivity. 

 Ta bilder med proteinsiden opp. Velg et bilde og lagre. Legg membranene i boks med 

TBS. 

 Membraner det skal gjøres flere analyser på, vaskes og fryses ned. 

 Rydd/vask! 


