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Sammendrag

Innledning: Melkeprotein ser ut til & ha en starre anabol effekt pA muskelvev enn soyaprotein, og
det ser ogsa ut til a veere forskjeller mellom melkeproteinfraksjonene myse og kasein; med en
raskere anabol effekt etter inntak av myse. Det er imidlertid usikkert hvorvidt
fremstillingsprosessen pavirker myseproteinets evne til a stimulere muskelproteinsyntesen.
Hensikten med denne studien var derfor & undersgke hvorvidt myse fremstilt via en
filtrasjonsteknikk (nativ myse) resulterte i starre aktivering av signaleringsproteiner til gkt
proteinsyntese, enn det vanligste myseproduktet; WPC-80.

Metode: 22 yngre (19-36 ar) og 15 eldre (70-84 ar) kvinner og menn gjennomfgrte en
styrketreningsegkt med beinpress og kneekstensjon, etterfulgt av proteininntak. Omtrent halvparten
av forsgkspersonene gjennomfarte protokollen to ganger; én gang med inntak av nativ myse og én
gang med WPC-80 (n=17). De gvrige gjennomfarte protokollen én gang, da med inntak av
lettmelk (n=20). Muskelbiopsi fra m. vastus lateralis ble tatt én time fagr, samt én, tre og fem timer
etter endt treningsgkt. Pravene ble analysert for fosforylert og totalt niva av p70S6K, eEF2 og p38
MAPK med western blot. Plasmaprgver ble analysert for konsentrasjon av leucin.

Resultater: Bade for yngre og eldre resulterte inntak av nativ myse i en hgyere
leucinkonsentrasjon enn WPC-80, som igjen resulterte i en hgyere leucinkonsentrasjon enn
lettmelk. Det var en signifikant gkning i fosforylering av p70S6K pa alle tidspunkt etter gkten,
uansett alder og supplement. Hos de yngre var det en tendens til hayere aktivering etter inntak av
nativ myse, sammenlignet med lettmelk (P=0,054). Denne forskjellen var signifikant dersom
sammenligninger ble gjort uavhengig av alder. Det var ingen endring i eEF2-aktivering verken
hos yngre eller eldre, uansett drikk. p38 MAPK var aktivert i tilsvarende grad i de tre gruppene
hos de yngre, mens det var lavere aktivering i lettmelkgruppen hos de eldre.

Diskusjon: Forskjellene i leucinkonsentrasjon i plasma etter inntak av de ulike drikkene antas a
skyldes ulikt leucininnhold i drikkene og forskjeller i fordgyelseshastighet. Forskjellen mellom
nativ myse og lettmelk i p70S6K-aktivering kan derfor veere relatert til forskjellig
leucinkonsentrasjonen i plasma. Den fravarende effekten pa eEF2 kan vaere relatert til
forsgkspersonenes trenings- og neringsstatus. De minimale forskjellene i signalering mellom
yngre og eldre antas a skyldes kombinasjonen av kraftige treningsstimuli og et hgyt inntak av
protein.

Konklusjon: Inntak av nativ myse ser ut til & resultere i hgyere p70S6K-fosforylering,
sammenlignet med inntak av lettmelk i etterkant av en styrketreningsekt. Det ser ut til 3 vaere
minimale forskjeller mellom yngre og eldre, samt kvinner og menn i aktivering av p70S6K, eEF2
0g p38 MAPK.
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1.0 Innledning

Skjelettmuskulaturen utgjer en betydelig del av kroppsvekten, og innehar en sentral rolle med
tanke pa a forhindre utvikling av fedme, hjerte- og karsykdom, samt type 2 diabetes (Wolfe,
2006b). Med gkende alder ser man et gradvis tap av muskelmasse og muskelfunksjon, og
dette vil gke risikoen for fall, skade og sykdom (Bouillanne et al, 2012). Strategier som har til
hensikt & gke eller vedlikeholde muskelmassen, vil derfor kunne motvirke aldersrelatert
muskelsvinn og redusere risikoen for mange metabolske sykdommer blant befolkningen i sin
helhet. Ogsa for idrettsutavere spiller skjelettmuskulaturen en vital rolle, og det er fglgelig
enkelt & argumentere for at de fleste kan dra nytte av forskning med det formal & kartlegge

effekten av styrketrening og proteininntak, alene eller i kombinasjon.

En rekke metoder benyttes for a studere muskulaer adaptasjon til styrketrening og
proteininntak. Ultralyd, MR (magnetresonanstomografi) og DXA (dual-energy X-ray
absorptiometry) brukes ofte for a kartlegge muskelvekst som fglge av treningsintervensjoner,
mens akutte endringer i forbindelse med én enkelt styrkegkt og pafglgende proteininntak ofte
undersgkes ved hjelp av mer invasive metoder. Ved a ta muskelbiopsier vil man kunne si noe
om hva som skijer inne i muskulaturen som respons pa ulike anabole stimuli, og
immunohistokjemi og western blot er to hyppig benyttede analysemetoder. Disse
analysemetodene vil blant annet kunne si noe om lokalisering, forekomst og aktiveringsgrad
av ulike proteiner. Muskelbiopsier i kombinasjon med infusjon av merkede aminosyrer gir
ogsa mulighet for & undersgke hvorvidt det foregar en akkumulering eller reduksjon av
muskelvev innenfor et bestemt tidsrom, og er fglgelig en metode som gir oss mye informasjon

om den akutte responsen til trening og proteininntak.

Det er en del metodiske fellestrekk mellom akuttstudiene som er gjennomfgrt. Mange av disse
gjennomfares blant annet i svaert kontrollerte og til dels kunstige omgivelser, og flere benytter
eksempelvis forsgkspersoner som har fastet de siste 10-15 timene. Dette vil skape en unaturlig
situasjon, og funnene i disse studiene kan derfor ikke direkte overfares til a gjelde i en mer
naturlig setting. Mange benytter ogsa utrente forsgkspersoner, og resultatene fra disse
studiene vil ikke ngdvendigvis gjenspeile det som skjer etter hver gkt ved trening over tid.
Mye av forskningen som er gjennomfart pa omradet, har ogsa utelukkende benyttet menn som
forsgkspersoner. Selv om det ikke ser ut til & veere store kjgnnsspesifikke forskjeller i anabol

respons etter en styrketreningsgkt og proteininntak (West et al., 2012), kan ikke resultatene



fra disse studiene direkte overfares til a gjelde ogsa for kvinner. For & kunne si noe om en
starre del av befolkningen, har vi valgt & inkludere bade yngre og eldre, samt kvinner og
menn i var studie. Vare forsgkspersoner hadde ogsa erfaring med styrketrening, og inntok i
tillegg en standardisert frokost da de mgtte pa hovedtestdagen. Alle disse valgene ble tatt i et

forsgk pa & i starst mulig grad ivareta den eksterne validiteten.

Effekten av ulike proteinprodukter, ulik mengde protein og timing av proteininntak i relasjon
til styrketrening, er bare tre av de mange faktorene som ser ut til & veere bestemmende for den
anabole responsen. Det er ogsa godt dokumentert at ulike grupper har forskjellig
proteinbehov, og behovet vil blant annet avhenge av alder og hvor mye man trener. Det er
folgelig ikke sikkert at det proteinproduktet som er best egnet for yngre, ogsa er best egnet for
eldre. Myseprotein trekkes av mange frem som en proteinfraksjon som resulterer i en hurtig
0g robust anabol respons, men det er viet lite oppmerksombhet til hvorvidt
fremstillingsprosessen pavirker myseproteinets evne til a stimulere muskelproteinsyntesen.
Hensikten med denne studien var derfor a8 sammenligne hvorvidt myse fremstilt via en
filtrasjonsteknikk resulterte i starre aktivering av signaleringsproteiner til gkt proteinsyntese,

sammenlignet med det myseproduktet som oftest benyttes; WPC-80.

Studien har felgende problemstilling:

Hvilken effekt har inntak av nativ myse, WPC-80 og lettmelk etter en styrketreningsgkt pa

konsentrasjon av leucin i plasma og hypertrofisignalering?

Studien har fglgende hypoteser:

Nativ myse og WPC-80 vil:

e Resultere i hgyere konsentrasjon av leucin i plasma enn lettmelk.

e Aktivere signalering til gkt proteinsyntese i starre grad enn lettmelk.
Nativ myse vil:

e Resultere i hgyere konsentrasjon av leucin i plasma enn WPC-80.

o Aktivere signalering til gkt proteinsyntese i starre grad enn WPC-80.



2.0 Teori

2.1 Skjelettmuskulaturens proteinbalanse

I lgpet av en dag vil det veere store svingninger i skjelettmuskulaturens proteinbalanse, med
positiv proteinbalanse i etterkant av et maltid, og negativ proteinbalanse nar det har gatt noen
timer siden forrige matinntak (Burd, Tang, Moore, & Phillips, 2009). Proteinbalansen vil ogsa
pavirkes av ulike treningsstimuli (Phillips, 2009), og det er netto proteinbalanse over tid som
vil veere bestemmende for om muskulaturen gjennomgar hypertrofi (blir stgrre), atrofi (blir
mindre) eller opprettholder en stabil masse. Proteinbalansen bestemmes av stgrrelsen pa
muskelproteinsyntesen (MPS) og muskelproteinnedbrytningen (MPN). Mens MPS har blitt
malt i en rekke studier, er situasjonen en annen for MPN. Dette skyldes primazrt at det er
forholdsvis enkelt & male syntesehastighet ved hjelp av stabile isotoper, mens tilgjengelige
metoder for @ male nedbrytningen baserer seg pa mer kompliserte og indirekte tilneerminger
(Attaix, Baracos, & Pichard, 2012). Som en fglge av dette, er det en del uenighet om
nedbrytningens bidrag til endringer i netto proteinbalanse. | de neste to underkapitlene vil
muskelproteinsyntesen og muskelproteinnedbrytningen omhandles hver for seg, og studier
som har undersgkt disse variablene i sammenheng med trening og naringsinntak vil trekkes

frem. Avslutningsvis vil MPS og MPN sitt bidrag til netto proteinbalanse diskuteres.

2.1.1 Muskelproteinsyntese

Skjelettmuskulaturens proteinsyntese vil gke i etterkant av proteininntak (Atherton et al.,
2010; Churchward-Venne, Burd, Mitchell, et al., 2012). Styrketrening vil ogsa kunne gke
muskelproteinsyntesen, selv i fraveer av pafglgende inntak av protein (Burd, West, et al.,
2010), og det ser ut til at MPS-responsen varierer, avhengig av styrketreningens volum og
intensitet (Burd, West, et al., 2010; Holm et al., 2010). Dersom styrketrening kombineres med
inntak av hele proteiner eller aminosyrer, vil dette stimulere muskelproteinsyntesen i stagrre
grad enn styrketrening eller proteininntak alene (Burke et al., 2012; Dideriksen et al., 2011;
Pennings, Koopman et al., 2011). Muskelproteinsyntesen ser ut til & veere forholdsvis lik hos
trente og utrente i hvile (Phillips, Tipton, Ferrando, & Wolfe, 1999), men treningsstatus ser ut
til & vaere bestemmende for proteinsynteseresponsen til en styrketreningsgkt med pafglgende
proteininntak (Tang, Perco, Moore, Wilkinson, & Phillips, 2008). Selv om trente ser ut til & ha
en starre MPS-respons de farste timene etter trening og inntak av protein, ser det ut til at
utrente samlet sett har en stgrre anabol respons, grunnet en mer vedvarende gkning i

proteinsyntesen (Tang et al., 2008).



Hos yngre ser muskelproteinsyntesen ut til & stimuleres maksimalt ved inntak av omtrent 20
gram protein (Symons, Sheffield-Moore, Wolfe, & Paddon-Jones, 2009; Witard et al., 2014).
Inntak opp mot 40 gram ser ikke ut til & stimulere proteinsyntesen ytterligere, og resulterer i
stedet i gkt oksidering av aminosyrer og gkt ureaproduksjon (Witard et al., 2014; Yang,
Breen, et al., 2012). For eldre kan det derimot se ut til at det er behov for et proteininntak opp
mot 30 gram (~15 gram essensielle aminosyrer) for a stimulere muskelproteinsyntesen

maksimalt (Pennings et al., 2012).

2.1.2 Muskelproteinnedbrytning

Det er gjort faerre studier pa muskelproteinnedbrytning, sammenlignet med
muskelproteinsyntese, men tilgjengelige data gir likevel sterke holdepunkter for at ogsa MPN
pavirkes av trening og inntak av naring. Under gjennomfgringen av en styrketreningsakt ser
muskelproteinnedbrytningen ut til & veere forholdsvis konstant (Durham et al., 2004). | fraveer
av naringsinntak vil proteinnedbrytningen oppreguleres i timene etter en styrketreningsgkt
(Biolo, Maggi, Williams, Tipton, & Wolfe, 1995; Phillips, Tipton, Aarsland, Wolf, & Wolfe,
1997; Phillips et al., 1999), og kanskje i starre grad hos utrente enn trente (Phillips et al.,
1999). Dersom styrketreningsgkten etterfalges av protein- og karbohydratinntak ser
situasjonen ut til & veere en annen, og flere studier viser da til ingen endring i MPN (Louis et
al., 2003; Tipton, Ferrando, Phillips, Doyle, & Wolfe, 1999; Tipton et al., 2001).

Som nevnt, ser det ut til at muskelproteinsyntesen stimuleres tilnsermet maksimalt ved et
inntak pa 20 gram protein (Witard et al., 2014), i alle fall hos yngre. Nar det gjelder
proteinnedbrytningen, ser det ikke ut til & ga en gvre grense ved inntak av denne mengden
protein. Hagyere inntak av protein og karbohydrat vil resultere i en stgrre insulinrespons, som
muligens vil bremse nedbrytningen ytterligere (Deutz & Wolfe, 2013; Dideriksen, Reitelseder
& Holm, 2013). Insulinets sentrale rolle med tanke pa a bremse nedbrytningen understrekes
av flere (Borsheim et al., 2004; Chow et al., 2006).

2.1.3 Netto proteinbalanse
Det vil alltid veere summen av syntesen og nedbrytningen som avgjgr om muskelen er i netto
positiv eller netto negativ proteinbalanse. Etter matinntak er endringer i MPS 3-5 ganger

stgrre enn endringer i MPN, og dette forteller oss at det primart er endringene i MPS som
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pavirker svingningene i netto proteinbalanse (Churchward-Venne, Burd, & Phillips, 2012).
Men selv om endringer i MPS ser ut til & overga endringer i MPN, er det viktig a erkjenne at
man ikke kan trekke konklusjoner om endringer i netto proteinbalanse uten & male begge de

bestemmende variablene.

Kort oppsummert vil netto proteinbalanse veere negativ i en postabsorptiv fase, ved at
nedbrytningen overgar syntesen. Treningsstimuli vil forbedre proteinbalansen ved a gke
proteinsyntesen, men uten inntak av protein og/eller karbohydrat vil netto proteinbalanse
fortsatt veere negativ (Biolo et al., 1995; Borsheim et al., 2004). Neringsinntak i fraveer av
treningsstimuli vil bade gke syntesen og redusere nedbrytningen, slik at netto proteinbalanse
blir positiv (Atherton et al., 2010; Wolfe, 2006a). Dersom man gjennomfgrer en styrkegkt i
forkant av proteininntak, vil proteinsyntesen stimuleres ytterligere (Burd et al., 2011), og
kombinasjonen av styrketrening og protein ser ogsa ut til & forhindre en gkning i
proteinnedbrytningen (Louis et al., 2003; Tipton et al., 1999; Tipton et al., 2001). Med andre
ord vil kombinasjonen av styrketrening og matinntak resultere i en stgrre anabol respons enn
matinntak alene. Figur 2.1 gir en forenklet oversikt over hvordan muskelproteinbalansen ser

ut til & variere i ulike situasjoner.
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Figur 2.1: Netto proteinbalanse i postabsorptiv fase i fravaer av treningsstimuli (A), etter styrketrening i
postabsorptiv fase uten pafalgende inntak av protein (B), etter inntak av protein i fraver av treningsstimuli (C)

og etter styrketrening med pafalgende inntak av protein (D).

Et viktig aspekt som sa langt ikke har blitt diskutert er i hvilken grad ulike anabole stimuli ser
ut til a vedvare over timer og dggn. Proteininntak i fraveer av treningsstimuli resulterer i en
stimulering av MPS som tilsynelatende avtar innen 5 timer, hvilket ikke er tilfellet dersom
styrketrening gjennomfares i forkant av proteininntaket (Moore et al., 2009). Faktisk ser det
ut til at den anabole effekten av en styrketreningsgkt vedvarer minst 48 timer etter endt
treningsgkt (Miller et al., 2005; Phillips et al., 1997), i alle fall hos utrente. Hos trente kan det

se ut til at den anabole effekten avtar noe raskere (Tang et al., 2008). Et sentralt poeng i denne
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sammenhengen er at et proteininntak innenfor dette tidsrommet vil ha en adderende effekt til
den allerede forhgyede treningsinduserte MPS-gkningen (Burd et al., 2011), og dette
understreker den positive effekten av a kombinere styrketrening og proteininntak (figur 2.2).

......... Protein i hvile
0,20 ™ . .
Trening og protein
----- Trening
0.15 = G Protein

MPS [%/time)

Styrke-
trening
0,10 = l - _'"" me——— [D\
- _‘_'__‘--‘- ?

Hvile 3 timer 24 timer 43 timer

0,00 =

Timer etter styrketreningsakt

Figur 2.2: Effekt av styrketrening og proteininntak pd muskelproteinsyntesen. Basert pa figuren til Churchward-

Venne, Burd, and Phillips (2012).

For a oppsummere, vil mengden protein som inntas veere avgjgrende for den anabole
responsen (opp til et visst niva), og ogsa nar proteinene inntas i relasjon til trening er av stor
betydning. Sa langt har ikke effekten av ulike proteiner blitt omhandlet i sarlig grad, og dette

vil derfor veere hovedfokus i neste kapittel.

2.2 Ulik effekt av ulike proteiner
Mange studier har sammenlignet den anabole responsen etter inntak av soya, myse og kasein,
bade akutt og i forbindelse med treningsintervensjoner. | de pafglgende kapitlene vil flere av

disse studiene trekkes frem, og avslutningsvis vil faktorer som kan veere arsaken til at de ulike

proteinfraksjonene stimulerer skjelettmuskulaturens proteinsyntese i ulik grad diskuteres.

2.2.1 Melke- og soyaprotein
Wilkinson et al. (2007) undersgkte muskelproteinsyntesen i etterkant av en styrketreningsekt,

og fant at MPS ble stimulert i starre grad etter inntak av melkeprotein sammenlignet med
soyaprotein. Hartman et al. (2007) gjennomfgrte en 12 ukers treningsintervensjon kombinert
med inntak av melke- eller soyaprotein, og sa at melkeprotein ogsa ga sterst muskelvekst. Det
er ogsa blitt vist at myse, som utgjer 20 % av melkeproteinene (Phillips, Hartman, &

Wilkinson, 2005), stimulerer muskelproteinsyntesen i stgrre grad enn soyaprotein, bade i
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hvile og i etterkant av en styrketreningsgkt hos eldre (Tang, Moore, Kujbida, Tarnopolsky, &
Phillips, 2009; Yang, Churchward-Venne, et al., 2012). Hos yngre ser det ut til at
supplementering med myseprotein ogsa gir en starre gkning i muskelmasse over 9 maneder
med styrketrening, sammenlignet med soyaprotein-supplementering (figur 2.3) (Volek et al.,
2013). Kort oppsummert virker melkeprotein a veere bedre egnet med tanke pa a stimulere
skjelettmuskulaturens proteinsyntese sammenlignet med soyaprotein, og dette kommer til

uttrykk bade i akuttstudier og treningsintervensjoner.
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Figur 2.3: Endringer i LBM (lean body mass) etter 9 maneder med styrketrening i kombinasjon med inntak av
isokaloriske mengder av karbohydrat, myse- eller soyaprotein. Verdier viser gjennomsnitt + standardavvik. *
indikerer signifikant forskjell fra karbohydrat og soyaprotein. Figur basert pa resultater fra Volek et al. (2013).

2.2.2 Myse og kasein

Melkeprotein bestar av de to proteinfraksjonene myse og kasein. Myse fordgyes hurtigst av
disse to proteinfraksjonene, og resulterer i en rask gkning i konsentrasjonen av aminosyrer og
insulin i plasma (Burd et al., 2012; Reitelseder et al., 2011; Tang et al., 2009; Tipton et al.,
2004). Som en falge av dette stimuleres proteinsyntesen i starre grad etter inntak av myse,
sammenlignet med kasein de farste 2-3 timene etter styrketrening og proteininntak
(Reitelseder et al., 2011; Tang et al., 2009). Dersom man inkluderer ytterligere 2-3 timer i
proteinsynteseberegningene, ser det ikke ut til a vaere noen forskjell mellom myse og kasein, i
alle fall ikke for yngre personer (Reitelseder et al., 2011; Tipton et al., 2004). For eldre kan
det derimot se ut til at den anabole responsen er stgrre etter inntak av myse, sammenlignet
med kasein (Burd et al., 2012; Dangin et al., 2003; Pennings, Boirie, et al., 2011), selv om
enkelte heller ikke hos eldre finner forskjell i MPS-respons etter inntak av de to
proteinfraksjonene (Dideriksen et al., 2011). Kort fortalt resulterer inntak av myseprotein i en

kraftig, og raskt forbigdende gkning i MPS, mens kasein resulterer i en moderat, men mer
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langvarig respons. Myse og kasein ser ut til & stimulere proteinsyntesen i tilsvarende grad hos

yngre, mens myseprotein muligens resulterer i en starre anabol respons enn kasein hos eldre.

2.2.3 Ulike myseprodukter

Myse kan fremstilles pa flere mater, og det ser ut til at de ulike myseproduktene fordgyes med
ulik hastighet (Laahne, 2013). Som et resultat av dette vil konsentrasjonen av de ulike
aminosyrene i blodet avhenge av hvilket myseprotein som er konsumert. Blant annet ser det ut
til at inntak av myse fremstilt via en filtrasjonsteknikk, heretter kalt nativ myse, resulterer i
starre leucinkonsentrasjon i plasma den farste timen etter inntak, sammenlignet med det
myseproduktet man sitter igjen med etter osteproduksjon; WPC-80* (Laahne, 2013).
Forskijellen pa disse produktene er blant annet at proteinene i den filtrerte mysen er i sin
native form, mens proteinene i WPC-80 er denaturert etter en prosess som inkluderer varme-
og syrebehandling. Det kan videre tenkes at forskjellene i aminosyre- og insulinkonsentrasjon
etter inntak av de ulike mysefraksjonene vil pavirke MPS og MPN i ulik grad, slik at netto
muskelproteinbalanse ogsa vil veere forskjellig. Eventuelle forskjeller kan veere et resultat av

ulik leucinindusert stimulering av MPS og/eller insulinets inhibering av MPN.

2.2.4 Hva skiller de ulike proteinfraksjonene?

Inntak av ulike proteiner ser som nevnt ut til & ha ulik effekt pa MPS, og denne forskjellen i
respons kan vere et resultat bade av ulik aminosyresammensetning og forskjeller i
fordayelseshastighet mellom de ulike proteinfraksjonene (Tang et al., 2009). Myseprotein
fordeyes hurtigere enn soyaprotein, som igjen fordgyes hurtigere enn kasein (Tang et al.,
2009). Myse og kasein inneholder ogsa en stgrre andel av de forgreinede aminosyrene
sammenlignet med soyaprotein (Bos et al., 2003), og spesielt er leucin-innholdet hgyere. Det
er ogsa forskijeller i leucininnhold mellom myse og kasein, med en hgyere andel i farstnevnte
(Tang et al., 2009).

Siden myse og kasein har ulik fordgyelseshastighet og aminosyresammensetning, vil
konsentrasjonen av aminosyrer og insulin i blodet etter inntak avhenge av hvilket protein som
konsumeres. Mens myse resulterer i en kraftig, men raskt forbigaende gkning av

aminosyrekonsentrasjonen i sirkulasjonen, resulterer inntak av kasein i en mer moderat

1 WPC-80 er det myseproduktet som er vanligst i mysebaserte proteintilskudd
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konsentrasjonsgkning (Reitelseder et al., 2011). Inntak av essensielle aminosyrer er en kraftig
stimulus til gkt MPS, og stort sett ser man at proteinsynteseresponsen gjenspeiles i gkningen
av essensielle aminosyrer i plasma (Reitelseder et al., 2011; Tang et al., 2009).

Den forgreinede aminosyren leucin har fatt mye oppmerksomhet i denne sammenhengen, og
inntak av myse resulterer i en stgrre gkning av leucinkonsentrasjonen i plasma, sammenlignet
med kasein (Churchward-Venne, Burd, & Phillips, 2012; Reitelseder et al., 2011; Tang et al.,
2009). Leucin ser ut til & veere den viktigste av de forgreinede aminosyrene med tanke pa &
stimulere MPS, og det ser ut til at leucin gker translasjonen ved & pavirke mTOR (mammalian
target of rapamycin), et proteinkompleks som er tiltenkt en viktig rolle i forbindelse med
signalering til muskelhypertrofi (Drummond, Dreyer, Fry, Glynn, & Rasmussen, 2009). Det
er en del usikkerhet omkring hvordan leucin aktiverer mTOR, men flere studier peker pa
hVps34, MAP4K3 og/eller Rag GTPaser som mulige kandidater (figur 2.2) (Dodd & Tee,
2012; Drummond et al., 2009; Gulati et al., 2008; Kim, Goraksha-Hicks, Li, Neufeld, &
Guan, 2008; Schriever, Deutsch, Adamski, Roscher, & Ensenauer, 2013). Av disse tre er det
per dags dato funksjonen til Rag GTPasene som er best kartlagt. Fire sma Ras-relaterte
guanosin-trifosfater utgjar et Rag GTPase-kompleks, som aktiveres av aminosyrer. Etter
aktivering binder dette komplekset seg til mTOR, hvilket resulterer i en translokasjon av
mTOR til lysosomenes membran, der Rheb er lokalisert (Shaw, 2008). Denne translokasjonen
legger med andre ord forholdene til rette for mTOR-aktivering (Sancak et al., 2008), og det
spekuleres i om denne translokeringen ma finne sted far mTOR kan aktiveres av insulin og
vekstfaktorer (Kim et al., 2008). Det kan videre tenkes at myse, kasein og soyaprotein
pavirker Rag GTPasene i ulik grad grunnet ulikt innhold av essensielle aminosyrer og leucin,
og at dette kan veere noe av arsaken til at de ulike proteinfraksjonene stimulerer

muskelproteinsyntesen forskjellig.

Inntak av ulike proteiner har ogsa vist seg a pavirke utskillelsen av hormoner. Kraemer et al.
(2013) observerte en lavere testosteronrespons etter supplementering med soyaprotein
sammenlignet med melkeprotein, samtidig som inntak av melkeprotein resulterte i en lavere
kortisolrespons ved enkelte tidspunkt i etterkant av en styrketreningsgkt. Det kan tenkes at
disse forskjellene i hormonrespons bidrar til at melkeprotein kommer bedre ut enn
soyaprotein bade i akuttstudier (Wilkinson et al., 2007; Yang, Churchward-Venne, et al.,
2012) og i forbindelse med treningsintervensjoner (Hartman et al., 2007; Volek et al., 2013).
Samtidig er det verdt & merke seg at muskelproteinsyntesen stimuleres i tilsvarende grad hos
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kvinner og menn etter en styrketreningsgkt og proteininntak, til tross for markante forskjeller i

sirkulerende testosteronniva (West et al., 2012).

Det kan med andre ord vaere flere arsaker til at myse, kasein og soyaprotein pavirker
muskelproteinsyntesen i ulik grad. Ulik fordgyelseshastighet og leucininnhold er med stor
sannsynlighet to av arsakene, mens det er usikkert hvorvidt forskjellig testosteronrespons er
en tredje.

2.3 Hypertrofisignalering

Ved & male muskelproteinsyntese og -nedbrytning vil man fa verdifull informasjon om
hvorvidt det foregar en akkumulering eller reduksjon av muskelvev innenfor et bestemt
tidsrom. Dersom man gnsker mer informasjon om mekanismene som ligger til grunn for
endringene i MPS og MPN, er det behov for andre tilneerminger. Ulike stimuli, det veere seg
mekanisk drag, metabolsk stress, aminosyrer eller hormoner, vil utlgse signaleringskaskader
som til syvende og sist pavirker prosesser tilknyttet regulering av transkripsjon og translasjon.
Ved & studere enkelte steg i disse signaleringskaskadene, vil man fa et innblikk i

mekanismene som er ansvarlige for svingningene i MPS og MPN.

Muskelproteinbalansen gir oss med andre ord informasjon om hva som skjer, mens den
intracellulare signaleringen representerer hvordan. | de pafalgende kapitlene vil relevante
signalveier for hypertrofi adresseres, og de proteinene som blir undersgkt i denne studien vil

vies ekstra oppmerksomhet.

2.3.1 p70S6K

70-kD S6 protein kinase (p70S6K) er en seronin/threonin-kinase, og fosforylering av Thr229
og Thr389 ser ut til a vaere mest kritisk for kinasens funksjon (Pullen & Thomas, 1997).
Fosforylering av Thr389-setet er ngdvendig for at PDK-1 skal kunne fosforylere Thr229
(Alessi, Kozlowski, Weng, Morrice, & Avruch, 1998), og de fleste studier som undersgker
fosforylering av p70S6K i forbindelse med trening og proteininntak, benytter antistoff
spesifikt for Thr389-fosforylering.

Mammalian target of rapamycin (mTOR) er et sentralt reguleringstrinn i forbindelse med

muskelhypertrofi (Coffey & Hawley, 2007), og er avgjgrende i reguleringen av p70S6K sin
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aktivitet. Oppstrams for mTOR finner vi blant annet Akt, som kan aktiveres av ulike stimuli,
deriblant muskelkontraksjoner og ulike vekstfaktorer (Schiaffino, Dyar, Ciciliot, Blaauw, &
Sandri, 2013). mTOR kan som tidligere beskrevet ogsa aktiveres indirekte av aminosyrer.
mTOR er et stort molekyl med mange regulatoriske domener, og omfatter de to
proteinkompleksene MTORC1 og mTORC2. mTORC1 fosforylerer 4E-BP1 og nevnte
p70S6K (figur 2.4) (Drummond et al., 2009). Fosforylering av p70S6K resulterer i en videre
fosforylering av rpS6 (ribosomalt protein S6), som er assosiert med gkt translasjon av
spesifikke MRNA (Blomstrand, Eliasson, Karlsson, & Kohnke, 2006). p70S6K fosforylerer
ogsa eEF2 kinase pa et serinsete som inhiberer kinasens aktivitet. Som fglge av dette vil ikke
eEF2 kinase kunne fosforylere og inhibere eEF2. Med andre ord vil p70S6K legge forholdene
til rette for eEF2-aktivering (Wang et al., 2001).

Mange studier har undersgkt p70S6K i forbindelse med trening og neringsinntak. Det ser ut
til at fosforyleringen p70S6K oppreguleres etter inntak av protein, selv i fraveer av
treningsstimuli (Apro & Blomstrand, 2010; Deldicque et al., 2010; Greiwe, Kwon, McDaniel,
& Semenkovich, 2001). Flere studier viser ogsa gkt fosforylering av p70S6K i etterkant av en
styrketreningsgkt, selv om forsgkspersonene ikke har inntatt verken protein eller karbohydrat
i etterkant av treningsgkten (Glover et al., 2008; Hulmi, Tannerstedt, et al., 2009; Kakigi et
al., 2014; Terzis et al., 2010). Andre studier viser til ingen respons pa p70S6K sa lenge
proteininntak er fraverende (Apro & Blomstrand, 2010; Farnfield, Breen, Carey, Garnham, &
Cameron-Smith, 2012; Karlsson et al., 2004; Reitelseder et al., 2011), og det ser ut til at det
primeert er treningsvolum som er avgjgrende for hvorvidt p70S6K aktiveres i fraveer av
proteininntak (Terzis et al., 2010). Dersom en styrketreningsgkt etterfglges av proteininntak,
er resultatene mer entydige, og man ser da en kraftig p70S6K-respons (Glover et al., 2008;
Moore, Atherton, Rennie, Tarnopolsky, & Phillips, 2011; Reidy et al., 2013; Reitelseder et al.,
2011). Kort oppsummert viser enkelte studier at p70S6K kan fosforyleres uten proteininntak,
men for & oppna en maksimal og vedvarende respons, bar styrketreningen kombineres med
inntak av protein (Hulmi, Kovanen, et al., 2009; Hulmi, Tannerstedt, et al., 2009; Kakigi et
al., 2014).

Enkelte studier har undersgkt hypertrofisignalering i forbindelse med inntak av ulike proteiner
(tabell 2.1). Reitelseder et al. (2011) viste gkt fosforylering av p70S6K 60 og 210 minutter

etter en styrkegkt med pafglgende inntak av protein, men fant ingen forskjell mellom myse og
kasein. Reidy et al. (2013) sammenlignet inntak av myse og en kombinasjon av myse, soya 0g
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kasein. Tre timer etter gkten var det ingen signifikant forskjell i respons etter inntak av de to
drikkene, mens bare kombinasjonen av myse/soya/kasein resulterte i gkt fosforylering fem
timer etter gkten. | sistnevnte studie var leucininnholdet i drikkene korrigert, slik at mengden
var den samme i mysedrikken og kombinasjonsdrikken. Selv om fa studier har sammenlignet
hypertrofisignalering etter inntak av myse og kasein, tyder tilgjengelig data pa at aktivering av

p70S6K varierer i liten grad etter inntak av de to melkeproteinfraksjonene.

2.3.2 eEF2

Eukaryot elongeringsfaktor 2 (eEF2) spiller en sentral rolle i translasjonsprosessen, og
dermed i reguleringen av muskelproteinsyntesen. eEF2 har som oppgave a katalysere
translokasjonen av peptidyl-tRNA fra sete A til sete P pa ribosomene (Hizli et al., 2013). Den
eneste kjente mekanismen som regulerer eEF2 er fosforylering av thr56, som forhindrer eEF2
fra & binde seg til ribosomene (Ovchinnikov et al., 1990; Price et al., 1991). Fosforylering av
dette bindingssetet utfares av eEF2 kinase (eEF2K) (Ryazanov, 1987), og vil resultere i en
inhibering av eEF2 sin aktivitet (figur 2.4) (Ryazanov & Davydova, 1989).

Studier som har undersgkt aktivering av eEF2 i etterkant av en styrketreningsgkt viser bade til
redusert fosforylering (Apro & Blomstrand, 2010; Dreyer et al., 2008; Fujita et al., 2009),
ingen endring (Burd, West, et al., 2010; Hulmi, Tannerstedt, et al., 2009; Kumar, Selby, et al.,
2009), og gkt fosforylering (Holm et al., 2010). Ved inntak av protein i fraveer av
treningsstimuli er situasjonen den samme; enkelte viser til en redusert fosforylering (Apro &
Blomstrand, 2010; Drummond et al., 2008; Fujita, Dreyer, et al., 2007), mens andre viser til
ingen endring (Moore et al., 2011). Heller ikke nar styrketrening og inntak av protein
kombineres er funnene entydige. Deldicque et al. (2010) fant signifikant redusert
fosforylering av eEF2 etter styrketrening kombinert med inntak av protein og karbohydrat.
Ogsa andre har funnet reduserte nivaer av fosforylert eEF2 etter en styrketreningsgkt med
pafalgende inntak av protein og karbohydrater, men i disse studiene sa man en tilsvarende
effekt av styrketrening alene (Apro & Blomstrand, 2010; Dreyer et al., 2008). Andre finner
ingen endring i fosforylering av eEF2 etter styrketrening og inntak av protein (Hulmi,
Tannerstedt, et al., 2009). Kort oppsummert er forskningen noe sprikende nar det gjelder
eEF2 i forbindelse med trening og proteininntak. En oppsummering av studier som har
undersgkt eEF2 og p70S6K i forbindelse med trening og/eller proteininntak kan ses i tabell
2.1
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Tabell 2.1: Studier som har undersgkt effekten av styrketrening og/eller inntak av protein pa fosforylering av

p70 S6K og eEF2 hos yngre og eldre. + indikerer signifikant gkning, - indikerer signifikant reduksjon, =

indikerer ingen endring, # indikerer signifikant forskjell mellom grupper. Tegn i parentes indikerer tendens til

gkning fra baseline (*), eller sterk tendens til forskjell mellom grupper (#). Alle biopsier fra m. vastus lateralis.

Forfatter Design Subjekter Intervensjon Protein Effekt
Apro og RCT/cross- 9yngre, Mgtte fastende. Unilateral beinpress, BCAA Placebo
Blomstrand, over moderat 4X10-15R/60-80 %/5min. Inntok 0t +# =
2010 aktive. BCAA eller placebo fgr/under/etter P-p70 1t +# =
4 menn,5 gkt (til sa mmen omtrent 30 gram
kvinner BCAA). P-eEF2 0t = =
1t - -
Drumondet RCT 7 yngre, Mgtte fastende. Bilateral Yngre Eldre
al, 2008 og 6 eldre  kneekstensjon, 8X10/70%/3min. P-p70 1t +(#) +
menn Inntok 20 gram essensielle 3t + +
aminosyrer rett etter endt gkt. 6t (+) +
P-eEF2 1t = =
3t - -
6t - -
Farnfield et RCT 16 yngre 12 uker trening. Akuttdag for og F@r treningsperiode
al, 2012 menn, 15  etter. Unilateral kneekstensjon, Myse Placebo
eldre 3X8RM/3 min pause. Myse (27 gram)  P-p70 2t Y+ E:+# Y= Ei+
menn. eller placebo rett etter gkt. Eldre (E), Etter treningsperiode
Yngre (Y), # sig. forskjell fra placebo Myse Placebo
innad i den respektive alderskategori P-p70 2t Y+ E+ Y:= E:+
Fry et al, RCT 16 yngre Mgtte fastende. Bilateral Yngre Eldre
2011 og 16 kneekstensjon, 8x10/70%/3min. 3t + =
eldre, Inntok ikke protein etter gkt. P-p70 6t +H =
dog @ 28t +# =
Hulmi et al, RCT 18 yngre Fastet 3 timer fgr gkt. Gjennomfgrte Myse Placebo
2009 utrente beinpress (5X10RM/2 min pause). 15 P-p70 1t +t +
menn gram myse eller placebo like fgr og 24 t = =
like etter gkten. P-eEF2 1t = =
24t = =
Kakigi et al, RCT/cross- 15 Mgtte fastende. Unilateral isokinetisk Y, M10 M20
2014 over utrente kneekstensjon, 4X6RM. 10 og 20 P-p70 1t + + +#
menn gram myse rett etter gkt, eller vann.
Karlsson et Cross-over 7 ynge Mgtte fastende. Bilateral Placebo BCAA
al, 2004 menn, kneekstensjon, 4X10RM/5min. Inntok 0t = =
moderat BCAA eller placebo under og etter P-p70 1t = +#
trente trening. 2t = +#
Kumar et al, RCT 50 yngre Mgtte fastende. Unilateral Yngre  Eldre
2009 og eldre kneekstensjon- og fleksjon. Fem ulike ~ P-p70 10m = =
menn. treningsbelastninger, samme volum. 1t + =
Moderat 5 i hver gruppe. Resultater for 60- 2t = =
aktive 90% av 1RM presenteres. lkke protein 4t = =
Mooreetal, RCT 7 fysisk Mgtte fastende. Unilateral beinpress Myse Myse+Sty.
2011 aktive og kneekstensjon, 5x8-10 RM. 2 min P-p70 1t + +
yngre pause mellom sett. Inntok 25 gram 3t = +
menn myseprotein umiddelbart etter gkten. 5t = + #
P-eEF2 1t = -
3t = -
5t = -
Reitelseder RCT/cross- 17 Mgtte fastende. Unilateral Myse Kasein Vann
etal, 2011 over moderat kneekstensjon, 10x8R/80%/3 min. P-p70 1t + + =
aktive Inntok myse, kasein (ca. 20 gram 35t + + =
yngre protein) eller vann umiddelbart etter 6t = = =
menn trening.
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Figur 2.4: Forenklet oversikt over signalveier tilknyttet p70S6K, eEF2 og p38 MAPK. Proteinene det er gjort

analyser pa i denne studien er merket med gul sirkel. Basert pa flere artikler (Cuadrado & Nebreda, 2010;
Drummond et al., 2009; Kimball & Jefferson, 2010; Kumar, Atherton, Smith, & Rennie, 2009; Miyazaki &
Esser, 2009).

2.3.3 p38 MAPK

p38 MAPK, heretter omtalt p38, er en mitogenaktivert proteinkinase som er involvert i en
rekke biologiske prosesser. p38 aktiveres av ulike stress-stimuli, vekstfaktorer og
inflammatoriske cytokiner, og er blant annet involvert i proliferering, differensiering og
translasjon (Cuadrado & Nebreda, 2010; Jones et al., 2005; Williamson, Gallagher, Harber,
Hollon, & Trappe, 2003). Man har sa langt identifisert fire isoformer av proteinkinasen, og
det ser ut til at de fire isoformene utrykkes i ulik grad i forskjellige vev (Cuadrado & Nebreda,
2010). p38a. (alpha) uttrykkes i de fleste celletyper, mens p38p (beta) i stor grad uttrykkes i
hjerneceller. p385 (delta) ser ut til & veere viktig i endokrine kjertler, mens det er rikelig av
p38y (gamma) i skjelettmuskulatur (Cuadrado & Nebreda, 2010). De fire isoformene ser ut til
a ha bade felles og separate funksjoner. Aktivering av p38c og p38p ser ut til & fremme
differensiering av satellittceller (Jones et al., 2005), mens p38y ser ut til & gjore det motsatte
(Lassar, 2009). Selv om det kan virke paradoksalt at de to isoformene skal motarbeide
hverandre, gir dette muligheten for ngye regulering, og p38 ser ut til a fungere som en

molekyleer bryter for satellittcelleaktivering i skjelettmuskulatur (Jones et al., 2005).

20



De fire isoformene av p38 blir i hovedsak aktivert av MKK3 og MKK®, via samtidig
fosforylering av ett tyrosin- og ett threoninsete, men p38a kan ogsa aktiveres av MKK4
(Cuenda & Rousseau, 2007). MKK3 og MKKG6 aktiveres pa sin side gjennom fosforylering av
en MAPK kinase kinase (Cuenda & Rousseau, 2007), for eksempel MLK3 og MEKK4. Etter
fosforylering kan p38 translokeres til cellekjernen, der den bade direkte og indirekte utgver
sin rolle ved & pavirke forskjellige proteiners aktivitet. p38 er involvert i fosforyleringen av
nedstrems transkripsjonsfaktorer som p53, ATF2 og MEF2, samt proteinkinaser som
MAPKAPK-2, MAPKAPK-3, MSK-1 (mitogen- and stress-activated protein kinase 1),
MNK-1 og MNK-2 (MAPK-interacting serine/fdc22|kinase 1 og 2) (Cuenda & Rousseau,
2007). MNK-1 regulerer translasjonsprosessen gjennom fosforylering av elF4E (eukaryot
Initiating factor of translation-4E) (Williamson et al., 2003).

Det ser ut til a vare interaksjon mellom signalveiene for p38 og mTOR. Som nevnt kan elF4E
aktiveres bade via p38-regulert MNK-1-fosforylering og mTOR-regulert 4EBP-1-
fosforylering (Drummond et al., 2009; Li, Inoki, Vacratsis, & Guan, 2003). MAPKAPK-2 ser
ogsa ut til a fosforylere, og med det inhibere TSC2, hvilket vil fremme fosforylering av
mTORC1 (Li et al., 2003; Wu et al., 2011). Samtidig ser det ut til at p38p under energimangel
kan aktivere PRAK (MKS5), som videre kan inhibere Rheb, og dermed hemme mTOR (Wu et
al., 2011). Cully et al. (2010) sa at blokkering av MKK3 og MKK®6, som er oppstrgms for
p38, resulterte i en redusert aminosyrestimulert fosforylering av p70S6K og 4E-BP1 i
drosophila melanogaster (bananflue). | den samme studien sa de ingen gkning i p38-
fosforylering ved behandling med insulin og aminosyrer, og sett i sammenheng indikerer
disse funnene at aminosyrer og insulin ikke direkte aktiverer p38, men at en viss basalaktivitet
er ngdvendig for at proteinene nedstrems for mTOR skal kunne aktiveres av de nevnte stimuli
(Cully et al., 2010).

Det er gjennomfart flere studier der man har sett pa aktivering av p38 i etterkant av en
styrketreningsekt, og i et flertall av disse har man sett gkt fosforylering av p38 som respons pa
slike treningsstimuli (Deldicque et al., 2008; Holm et al., 2010; Karlsson et al., 2004; Moller
et al., 2013). Treningshelastning ser ut til & pavirke graden av aktivering, og 5 x 10 RM
resulterte i hayere p38y fosforylering sammenlignet med 15 x 1 RM med beinpress (Hulmi et
al., 2012). For isoformen p38a. var aktiveringen lik for de to treningsbelastningene Funnene til
Hulmi et al. (2012) stemmer overens med resultatene fra Terzis et al. (2010), der fosforylering

av p38a/P/o var gkt i tilsvarende grad ved ett, tre og fem serier med beinpress, mens det var
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en tendens til hoyere fosforylering av p38y ved 3 og 5 serier, sammenlignet med én serie.
Trening med lav belastning (30 repetisjoner pa 16 % av 1RM) ser ikke ut til & pavirke
fosforyleringen av p38 (Holm et al., 2010).

Fa studier har undersgkt p38 i forbindelse med styrketrening og pafelgende inntak av protein.
Karlsson et al. (2004) sammenlignet inntak av forgreinede aminosyrer (BCAA) og placebo
etter en styrketreningsgkt, og sa en robust respons pa p38 umiddelbart etter treningsgkten (far
drikkene var inntatt). En og to timer etter gkten var fosforylert p38 tilbake til baseline, bade i
BCAA- og placebogruppen. Felles for mange av studiene som har undersgkt p38 i etterkant
av en styrketreningsgkt er at den gkte fosforyleringen som sees umiddelbart etter gkten avtar
hurtig (Deldicque et al., 2008; Holm et al., 2010; Karlsson et al., 2004; Moller et al., 2013).
Aktiveringen av p38 ser ut til a veere tilbake til baseline allerede én time etter endt

styrketreningsgkt (Karlsson et al., 2004).

Det kan se ut til at MAPK-proteiner er aktivert i ulik grad hos yngre og eldre menn, bade i
hvile og i etterkant av en styrketreningsgkt. Williamson et al. (2003) fant en hgyere aktivering
av p38 hos eldre sammenlignet med yngre i hvile. Hos de eldre forsgkspersonene sa de ogsa
en reduksjon i fosforylering etter styrketreningsgkten, mens det ikke var forskjell mellom pre-
og postbiopsi for de yngre (Williamson et al., 2003). Som nevnt viser de fleste studier til en
robust gkning i p38 umiddelbart etter en styrketreningsgkt, og det at man ikke sa en gkning i
fosforylering verken hos de yngre eller eldre i Williamson et al. (2003) sin studie kan
muligens tilskrives en mindre utmattende treningsprotokoll, sammenlignet med for eksempel
Deldicque et al. (2008) (3x10/70% vs. ~10x10/80%).

De fleste studier viser altsa til gkt fosforylering av p38 umiddelbart etter en styrketreningsgkt
(Deldicque et al., 2008; Holm et al., 2010; Hulmi et al., 2012; Moller et al., 2013).
Fosforyleringen ser ut til & avta hurtig etter trening (~45 min), uavhengig av
forsgkspersonenes energistatus (Karlsson et al., 2004). Aktivering av p38 er ogsa muligens
forskjellig hos yngre og eldre, bade i hvile og i etterkant av en styrketreningsgkt (Williamson
et al., 2003). En oppsummering av studier som har undersgkt aktivering av p38 i forbindelse

med trening og/eller proteininntak kan ses i tabell 2.2.
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Tabell 2.2: Studier som har undersgkt effekten av styrketrening og/eller inntak av protein pa fosforylering av

p38. + indikerer signifikant gkning fra baseline, - indikerer signifikant reduksjon fra baseline, = indikerer ikke-

signifikant endring. # indikerer signifikant hgyere fosforylering sammenlignet med alle andre grupper. Samtlige

studier har tatt biopsier fra m. vastus lateralis.

Forfatter/Ar Design Subjekter Intervensjon Protein Effekt
Deldicque et Placebo- 9 utrente  Mgtte fastende. Bilateral Cytosol Kjerne
al, 2008 gruppe fra  yngre kneekstensjon, 10X10R/80% av 0t + +
en stgrre menn 1RM/2,5min pause mellom serier. P-p38 24 t = =
studie P-p38 ble malt bade i kjernen og
cytosol.
Holm et al, RCT 20 10 gjennomfgrte protokollen F/LB F/HB N/LB N/HB
2010 utrente fastende, og 10 med naeringsinntak
menn (karbohydrat, protein, fett). Ulik 0,5t = + = +
treningsprotokoll for hvert bein: P-p38 3t = = = =
16% av 1RM, 36 reps (LB) og 70% 55t = = = =
av 1RM, 8 reps (HB). HB: hgy
belastning, LB: lav belastning, F:
fastende, N: nzeringsinntak
Hulmi et al, Cross-over 8 utrente  Standardisert drikk 3 timer fgr 5X10RM  15X1RM
2012 yngre testen. Bilateral beinpress. To ulike  P-p38a 0,5t + +
menn treningsprotokoller ved to
anledninger. 5X10RM/2min pause P-p38y 0,5t +# +
og 15X1RM/3min pause.
Karlsson etal, Cross-over 7 yngre Mgtte fastende. Bilateral Placebo BCAA
2004 menn, kneekstensjon, 4X10RM/5min 0t + +
moderat pause. Inntok BCAA eller placebo P-p38 1t = =
trente under og etter av treningsgkten. 2t = =
Mgller et al, RCT 20 Mgtte fastende. Gjennomfgrte en Styrke Uthold. Kontr.
2013 utrente styrkegkt (n:7) en utholdenhetsgkt 0t +# = =
yngre (n:7) eller ingen trening (n:6) P-p38 2,5t -# = =
menn Styrkegkt: 4x12RM i beinpress, 5t -# = =
larcurl og kneekstensjon. 22t = = =
Terzis et al, Cross-over 8 utrente  Mptte fastende. Gjennomfgrte 1X6 3X6 5X6
2010 menn beinpress, 1X6RM, 3X6RM og P-p38a/p 0,5t + + +
5X6RM. 2 min pause. P-p38y 0,5t + + +
Williamsonet  RCT 16 Mgtte fastende. Gjennomfgrte Yngre Eldre
al, 2003 utrente bilateral kneekstensjon, 3X10/70% P-p38 Pre # +#
menn av 1RM/3 min pause mellom hvert 0t = -
(8 yngre,  sett. Biopsi ble tatt fgr og
8 eldre) umiddelbart etter treningsgkten.

2.4 @kende alder; redusert anabol respons?

Hos unge og friske personer holder muskelmassen seg forholdsvis konstant, gitt at de inntar

like mye energi som de forbruker, gitt at aktivitetsnivaet ikke endres, og gitt at en tilstrekkelig

mengde av naringsinntaket bestar av proteiner. Dette ser ut til & veere tilfellet selv om man

ikke bedriver styrketrening, og skyldes at netto proteinbalanse over tid holdes konstant (Burd,

Gorissen, & van Loon, 2013). Med gkende alder ser man en gradvis reduksjon i muskelmasse
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og muskelstyrke (figur 2.5) (Goodpaster et al., 2006; Harbo, Brincks, & Andersen, 2012;
Metter, Conwit, Tobin, & Fozard, 1997), og dette vil potensielt kunne fa store konsekvenser
for funksjon i hverdagen. Den aldersrelaterte reduksjonen i muskelmasse omtales som
sarkopeni (Cruz-Jentoft et al., 2010), og det er en del uenighet om hvilke mekanismer som
ligger til grunn. I de neste avsnittene vil studier som sammenligner yngre og eldre i
forbindelse med styrketrening og naeringsinntak trekkes frem, og avslutningsvis vil

mekanismer som antas a vaere involvert i den anabole resistensen hos eldre diskuteres.

100
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Figur 2.5: Endring i kroppssammensetning med gkende alder. Figur basert pa data fra Balagopal, Rooyackers,
Adey, Ades, and Nair (1997).

Det ser ut til at muskelproteinsyntesen og -nedbrytningen er lik hos yngre og eldre personer i
hvile (Fry et al., 2013; Katsanos, Kobayashi, Sheffield-Moore, Aarsland, & Wolfe, 2006;
Kumar, Selby, et al., 2009; Pennings, Koopman, et al., 2011; Symons, Sheffield-Moore,
Mamerow, Wolfe, & Paddon-Jones, 2011). Etter en styrketreningsgkt (uten pafelgende
naeringsinntak) virker MPS-responsen a veere hgyere hos yngre sammenlignet med eldre,
uavhengig av treningsbelastning (Fry et al., 2011; Kumar, Selby, et al., 2009). Ved inntak av
protein i fraveer av treningsstimuli, fant Cuthbertson et al. (2005) en lavere
proteinsynteserespons hos eldre sammenlignet med yngre, bade ved inntak av 10 og 20 gram
essensielle aminosyrer (Cuthbertson et al., 2005), og data tyder pa at eldre er avhengig av et
hgyere proteininntak enn yngre for & stimulere proteinsyntesen maksimalt i fraveer av
treningsstimuli (Pennings et al., 2012; Witard et al., 2014; Yang, Breen, et al., 2012). Det kan
likevel se ut til at den reduserte anabole responsen ved lave proteininntak hos eldre kan
«reddes», ved a gke andelen leucin (Katsanos et al., 2006; Wall et al., 2013). Det ser ogsa ut

til at MPS hos eldre stimuleres i stgrre grad etter inntak av 20 gram myseprotein,
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sammenlignet med 20 gram kasein, og det er mulig denne forskjellen til dels kan tilskrives et
hgyere leucininnhold i mysen (Burd et al., 2012). Ved inntak av starre mengder protein (>30
gram essensielle aminosyrer), viser enkelte studier at proteinsyntesen hos eldre stimuleres i
like stor grad som hos yngre (Symons et al., 2011), mens andre ogsa ved hgye inntak ser

starst synteserespons hos yngre (Cuthbertson et al., 2005).

Kombinasjon av styrketrening og proteininntak trekkes av mange frem som en potensielt
hensiktsmessig strategi for & motvirke eller bremse aldersrelatert muskelsvinn (Burd et al.,
2013; Pennings, Koopman, et al., 2011). Ved gjennomfgring av en styrketreningsgkt med
pafelgende inntak av under 10 gram essensielle aminosyrer ser det ut til at eldre har en lavere
anabol respons sammenlignet med yngre (Katsanos, Kobayashi, Sheffield-Moore, Aarsland,
& Wolfe, 2005). Dersom styrketreningsgkten etterfglges av et inntak over 15 gram essensielle
aminosyrer ser situasjonen ut til & vaere en annen, og muskelproteinsyntesen ser da ut til &
stimuleres i like stor grad hos eldre som hos yngre (Drummond et al., 2008; Symons et al.,
2011). I én studie var responsen hos yngre og eldre ogsa lik etter styrketrening og inntak av

20 gram kasein (hvorav ~7 gram essensielle aminosyrer) (Pennings, Koopman, et al., 2011).

Selv om proteinsyntesen hos yngre og eldre ser ut til & stimuleres i like stor grad i etterkant av
styrketrening og pafelgende inntak av >15 gram essensielle aminosyrer, kan det se ut til at
eldre har en noe forsinket respons. | studien til Drummond et al. (2008) hadde yngre hgyere
syntesehastighet enn eldre 1-3 timer etter gkten, mens det motsatte var tilfellet 3-6 timer etter
gkten. Over fem timer var MPS lik hos yngre og eldre (Drummond et al., 2008). Det kan ogsa
se ut til at eldre har et mindre «anabolt vindu» for inntak av naring/protein i forbindelse med
en styrketreningsgkt. For yngre er det foreslatt at proteininntak bgr skje innen 2 timer etter
endt styrketreningsgkt (Rasmussen, Tipton, Miller, Wolf, & Wolfe, 2000). For eldre kan det
derimot se ut til at protein bar inntas innen 1 time etter endt treningsgkt for a best mulig legge

forholdene til rette for muskelvekst (Esmarck et al., 2001).

Kort oppsummert ser det ut til at eldre i fraveer av treningsstimuli har behov for et forholdsvis
heyt proteininntak (>15 gram essensielle aminosyrer) for a stimulere muskelproteinsyntesen
maksimalt, og det er usikkert om responsen er den samme som hos yngre, selv ved hgye
proteininntak (Cuthbertson et al., 2005; Symons et al., 2011). Ved lavere inntak kan det for
den eldre delen av befolkningen vaere hensiktsmessig a gke andelen leucin (Katsanos et al.,
2006). Dersom styrketrening og proteininntak kombineres, ser det ut til at eldre kan oppna
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samme respons som yngre, selv ved et lavere inntak av protein (10-15 gram essensielle
aminosyrer) (Drummond et al., 2008; Pennings, Koopman, et al., 2011), selv om eldre
muligens har en noe forsinket respons (Drummond et al., 2008).

2.4.1 Anabol resistens — potensielle mekanismer
Arsaken til at eldre har en lavere anabol respons enn yngre ved lave proteininntak, bade i
hvile og i etterkant av en styrketreningsgkt, er med stor sannsynlighet sammensatt. | de neste

avsnittene vil noen potensielle mekanismer trekkes frem.

Fra proteiner inntas til aminosyrene kan stimulere muskelproteinsyntesen er det en rekke steg
som ma passeres, og den reduserte anabole responsen hos eldre kan i teorien skyldes
problemer i ett eller flere av disse stegene. Selve fordayelsen av proteinene vil veere
avgjerende for hvor stor andel av aminosyrene som vil bli tatt opp i sirkulasjonen, og som
videre vil bli gjort tilgjengelige for skjelettmuskulaturen. Enkelte funn peker mot at en stgrre
andel av aminosyrene som inntas blir benyttet i splanchnic ekstraksjon hos eldre, enn hva
tilfellet er hos yngre (\olpi, Mittendorfer, Wolf, & Wolfe, 1999). @kt splanchnic ekstraksjon
betyr at en starre andel av aminosyrene benyttes av indre organer som lever, bukspyttkjertel,
milt og tarmer. Andre ser derimot ingen forskjell i splanchnic ekstraksjon mellom yngre og
eldre (Koopman et al., 2009), selv om det er verdt & merke seg at forsgkspersonene i
sistnevnte studie var noe yngre sammenlignet med Volpi et al. (1999) (64 vs. 71 ar). Til tross
for forskijeller i splanchnic ekstraksjon, sa Volpi et al. (1999) bare minimale forskijeller i
aminosyrekonsentrasjon i blodet etter inntak av 40 gram essensielle aminosyrer, og heller
ingen forskjeller i MPS og MPN. Selv om splanchnic ekstraksjon muligens er hgyere hos
eldre, ser det altsa ikke ut til at dette far store konsekvenser for den anabole responsen ved

hgye proteininntak. Det er usikkert hvorvidt situasjonen er den samme ved lave proteininntak.

| flere studier har man sett hgyere konsentrasjon av sirkulerende aminosyrer hos eldre enn
yngre i timene etter proteininntak (Drummond et al., 2008; Pennings, Koopman, et al., 2011).
Sett i sammenheng med lavere proteinsynteserespons i flere studier kan dette vaere et tegn pa
problemer i forbindelse med transporten av aminosyrene fra blodet til muskelcellene (arterier
—> kapillaerer - ekstracellulaerveaeske = cytosol). | enkelte studier har man sett gkt
proteinsyntese hos eldre ved bruk av sodium nitroprusside, som er en vasodilator (Dillon et

al., 2011; Timmerman et al., 2010), og dette bygger opp under en teori om at redusert
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blodstrem kan veere en av faktorene som bidrar til eldres «anabole resistens». Det spekuleres i
om den reduserte blodstrammen skyldes at eldre har en redusert produksjon eller sensitivitet
til NO (nitrogenmonoksid) (Dillon et al., 2011). Det ser ogsa ut til at eldre har lavere
kapilleertetthet rundt skjelettmuskulatur enn yngre (Groen et al., 2014), og det er mulig dette

0gsa har en innvirkning pa aminosyreleveransen.

| forbindelse med styrketrening og pafglgende proteininntak ser man ogsa en gkning i mMRNA-
ekspresjon av aminosyretransportgrer som LAT1 og SNAT2 (Reidy et al., 2014). Dickinson,
Drummond, Coben, Volpi, and Rasmussen (2013) fant at yngre og eldre menn hadde en
tilsvarende gkning i mMRNA-ekspresjon av LAT1 og SNAT?2 etter styrketrening og inntak av
essensielle aminosyrer, men det var aldersspesifikke forskjeller i selve genekspresjonen av
aminosyretransportgrene. Mens nivaene av SNAT2 var hgyest hos yngre, var det omvendte
tilfellet for LATL1. Det er enighet om at det er et samspill mellom LAT1 og SNAT2 for a gke
leveransen av leucin og andre aminosyrer til muskelcellene (Baird et al., 2009), og det kan se
ut til at SNAT2 innehar en spesielt viktig rolle (Hyde, Cwiklinski, MacAulay, Taylor, &
Hundal, 2007). Evans et al. (2007) sa at inhibering av SNAT2 resulterte i redusert
fosforylering av mange proteiner nedstrams for mTOR. Det kan veere at aldersspesifikke
forskjeller i ekspresjon av LAT1, SNAT2 eller andre aminosyretransportarer resulterer i ulik
aminosyretransport, slik at hypertrofisignalering og dermed proteinsyntese stimuleres i ulik
grad.

Dersom eldre har en redusert transport av aminosyrer til muskelcellene, grunnet en eller flere
av de ovennevnte mekanismer, kan det tenkes at disse forskjellene vil gjenspeiles i ulik
hypertrofisignalering. Cuthbertson et al. (2005) viste til lavere mTOR-signalering hos eldre
sammenlignet med yngre ved inntak av 10 gram essensielle aminosyrer, og Drummond et al.
(2008) sa en tendens til det samme en time etter styrketrening og inntak av 20 gram
essensielle aminosyrer. Tre og seks timer etter gkten tenderte derimot eldre til  ha hayest
p70S6K-aktivering (Drummond et al., 2008), og sistnevnte funn stgttes av Farnfield et al.
(2012), som sa hgyere p70S6K-aktivering hos utrente eldre enn hos utrente yngre to timer
etter en styrketreningsgkt og pafelgende inntak av 27 gram myseprotein. Tilgjengelig data gir
dermed ikke noe Klart bilde av hvorvidt hypertrofisignaleringen er ulik hos eldre og yngre, og
det ser ut til at treningsstatus er vel sa bestemmende for signaleringsresponsen som alder
(Farnfield et al., 2012).
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For a oppsummere, er det flere faktorer som kan bidra til den anabole resistensen sett hos
eldre ved lave proteininntak. I teorien kan problemer med fordgyelsen, opptak av aminosyrer
til blodet, transport av aminosyrer til musklene, og musklenes evne til & respondere pa

aminosyrene alle veere involvert, i stgrre eller mindre grad.

2.5 Mann eller kvinne; bestemmende for den anabole responsen?

Menn har generelt en starre muskelmasse og lavere fettprosent enn kvinner (Mingrone et al.,
2001), og forskijellen i kroppssammensetning antas a skyldes forskjeller i sirkulerende niva av
ulike kjgnnshormoner. Testosteron har en anabol effekt pa skjelettmuskulatur (lIsidori et al.,
2005), og menn produserer 20 ganger mer testosteron enn kvinner (Southren et al., 1967).
Men til tross for store forskjeller mellom kvinner og menns testosteronproduksjon, ser det
ikke ut til & vaere kjgnnsspesifikke forskjeller i basal muskelproteinsyntese eller -nedbrytning
hos yngre personer (Dreyer et al., 2010; Fujita, Rasmussen, Bell, Cadenas, & Volpi, 2007;
Smith et al., 2009). Det ser heller ikke ut til & vaere forskjeller i mTOR-signalering mellom
yngre kvinner og menn i hvile (Smith et al., 2009). Proteinsynteseresponsen ser ogsa ut til a
veere lik etter en styrketreningsgkt uten pafglgende inntak av protein, og lik MPS gjenspeiles i
lik aktivering av p70S6K og eEF2 (Dreyer et al., 2010). West et al. (2012) sammenlignet den
anabole responsen hos yngre kvinner og menn etter en styrketreningsekt med pafglgende
inntak av 25 gram myseprotein. Til tross for store forskjeller i sirkulerende testosteron, var
muskelproteinsyntesen lik i de to gruppene mellom én og fem, samt mellom 24 og 28 timer
etter treningsgkten (West et al., 2012). Ogsa i denne studien var fosforylering av p70S6K lik

hos kvinner og menn pa alle tidspunkt.

For eldre kan det se ut til at det er enkelte kjgnnsspesifikke forskjeller. Etter menopausen har
kvinner tilsynelatende ~20-30 % hgyere basal proteinsyntese enn menn (Henderson et al.,
2009; Smith et al., 2008), men en lavere respons til matinntak (Smith et al., 2008). | sistnevnte
studie var det fglgelig kun menn som hadde gkt fosforylering av 4E-BP1 og elFAE etter
matinntak, mens aktivering av p70S6K og eEF2 var lik i begge grupper (Smith et al., 2008).
Kumar, Atherton, et al. (2009) spekulerer i om forskjellen i MPS mellom eldre kvinner og
menn skyldes hormonelle endringer med gkende alder, spesielt som fglge av kvinnenes

menopause.
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Kort oppsummert ser det ut til at yngre kvinner og menn har tilsvarende muskelproteinsyntese
og hypertrofisignalering i hvile, og det ser heller ikke ut til & veere kjgnnsspesifikke forskijeller
i den anabole responsen etter en styrketreningsgkt, verken med eller uten pafelgende
proteininntak. For eldre er det enkelte kjgnnsspesifikke forskjeller, men disse ser ikke ut til &

gjenspeiles i ulik aktivering av p70S6K og eEF2.

2.6 Oppsummering

Styrketrening etterfulgt av proteininntak har en sardeles positiv effekt pa
muskelproteinbalansen, bade som falge av gkt muskelproteinsyntese, og redusert
muskelproteinnedbrytning. Netto positiv muskelproteinbalanse over tid vil resultere i malbare
endringer i muskelmasse. Ulike proteiner ser ut til & ha ulik anabol effekt pa muskelvev, og
dette sees bade i akuttstudier og treningsintervensjoner. Melkeprotein ser ut til & ha en starre
anabol effekt enn soyaprotein, og det ser ogsa ut til a veere forskjeller mellom de to
melkefraksjonene myse og kasein. Forskjeller mellom de ulike proteinene antas a skyldes
flere faktorer, deriblant ulik fordgyelseshastighet og aminosyresammensetning. Den
forgreinede aminosyren leucin er tiltenkt en viktig rolle med tanke pa a stimulere
proteinsyntesen, og leucininnholdet varierer avhengig av proteinkilde (myse > kasein > soya).
Det ser ogsa ut til & veere forskjeller mellom yngre og eldres respons til styrketrening og
proteininntak, og tilgjengelig data tyder pa at eldre har behov for et hgyere proteininntak enn
yngre for a stimulere muskelproteinsyntesen maksimalt, bade i hvile og i etterkant av en

styrketreningsakt.

29



3.0 Metode

Denne masteroppgaven benytter resultater fra en starre studie, der bade muskelproteinsyntese
og muskelproteinnedbrytning ble malt i forbindelse med inntak av nativ myse, WPC-80 og
lettmelk i etterkant av én enkelt styrketreningsgkt. Prosjektet finansieres av Norges
Forskningsrad og TINE SA, og er et samarbeid mellom Norges idrettshggskole, Universitetet
i Oslo (avdeling for ernaringsvitenskap) og Hagskolen i Oslo og Akershus (HIOA). Denne
studien ble gjennomfart som en dobbelt blindet placebo-kontrollert studie, med delvis cross
over-design. | den pafglgende metodebeskrivelsen vil i hovedsak informasjon og analyser

med relevans for min problemstilling omhandles.

3.1 Rekruttering og inklusjon

I denne studien ble menn og kvinner fra to aldersgrupper benyttet som forsgkspersoner. Den
yngre gruppen besto av personer mellom 19 og 36 ar, mens den eldre gruppen besto av
personer over 70 ar. Totalt ble 38 forsgkspersoner inkludert, derav 22 yngre og 16 eldre. En
av de eldre forsgkspersonene trakk seg underveis, og er bare inkludert i blod- og

restitusjonsdata.

Forsgkspersoner til den yngre gruppen ble rekruttert ved hjelp av plakater, informasjon pa
studentmail, sosiale medier og lignende. Alle som meldte sin interesse fikk utdelt
informasjonsskriv, og det ble ogsa holdt to informasjonsmgter. For & inkluderes som
forsgksperson (FP) i den yngre gruppen matte man ha drevet med styrketrening pa beina
minst en gang per uke det siste halve aret (tabell 3.1). Forsgkspersoner til den eldre gruppen
ble ogsa rekruttert ved hjelp av plakater, men for a na ut til denne gruppen ble det ogsa satt
inn en avisannonse, i tillegg til at vi informerte om studien pa diverse gruppetreningstimer for
eldre. Far oppstart malte vi blodtrykk, kolesterol- og glukoseniva hos de eldre
forsgkspersonene, i tillegg til at beinmineraltetthet ble kartlagt ved hjelp av DXA-malinger.
Bare personer med tilfredsstillende resultater pa disse testene ble tatt med som
forsgkspersoner (tabell 3.1). Personer med melkeallergi ble ekskludert fra studien, siden
proteinpreparatene var melkebaserte. En fullstendig oversikt over inklusjon- og

eksklusjonskriterier er oppsummert i tabell 3.1.
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Tabell 3.1: Inklusjon- og eksklusjonskriterier for yngre og eldre

Inklusjonskriterier

Eksklusjonskriterier

Yngre  Menn og kvinner mellom 18-45 ar

Styrke pa bein minst 1 gang per uke siste 6 mnd.

Eldre Menn og kvinner over 70 ar

Friske og aktive

Sykdom/skade i muskel- og eller skjelett
Bruk av kosttilskudd

Bruk av kortikosteroider siste 6 mnd.
Melkeallergi

Sykdom/skade i muskel- og eller skjelett
Bruk av kosttilskudd

Blodtrykk > 140/90

BMD < 0,84 g/cm?i L2-L4

Fastende glukose > 6 mmol

Melkeallergi

3.2 Inndeling i grupper

Omtrent halvparten av forsgkspersonene i hver av de to aldersgruppene gjennomfarte

protokollen to ganger, den ene gangen med inntak av nativ myse og den andre med WPC-80.

Den andre halvdelen i hver aldersgruppe gjennomfarte protokollen bare én gang, men da med

kontrolldrikken lettmelk. Forsgkspersonene i hver aldersgruppe ble randomisert til en av de to

gruppene. For bedre oversikt over studiedesign og inndeling i grupper, se figur 3.1. For bedre

oversikt over forsgkspersonenes karakteristika, se tabell 3.2 og 3.3.

Totalt (n:37)

7 N

Yngre (n:22) Eldre (n:15)

WPC-80 (n:10) Lettmelk (n:12)  Lettmelk (n:8)

Nativ myse og ” l 1 ~N Nativ myse og

WPC-80 (n:7)

Figur 3.1: Oversikt over randomisering av forsgkspersoner til de ulike gruppene.

Tabell 3.2: Antropometriske data for de yngre forsgkspersonene.

Yngre (myse) Yngre (lettmelk)
Kjgnnsfordeling §=5 =5 J3=8 2=4

Alder 24,6 (1,5) 25,4 (4,4)
Vekt (kg) 70,0 (11,6) 72,8 (12,4)
BMI 23,7 (3,0) 22,9 (2,2)
Fettprosent 21,5 (6,4) 19,1 (7,2)
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Tabell 3.3: Antropometriske data for de eldre forsgkspersonene

Eldre (myse) Eldre (lettmelk)

Kjgnnsfordeling 3=59=3 4=59=2
Alder 72,6 (2,3) 76,1 (4,1)
Vekt (kg) 74,2 (11,3) 69,0 (8,5)
BMI 23,9 (2,5) 22,7 (1,7)
Fettprosent 25,4 (6,8) 26,5 (7,6)
Triglyserider (mmol/L) 1,03 (0,22) 1,10 (0,43)
Kolesterol (mmol/L) 5,63 (1,75) 6,30 (1,11)
Glukose (mmol/L) 5,39 (0,53) 5,16 (0,45)
HDL (mmol/L) 1,61 (0,55) 1,66 (0,39)
LDL (mmol/L) 3,49 (1,53) 3,87 (1,02)
VLDL (mmol/L) 0,45 (0,13) 0,54 (0,17)

Det var ingen signifikante forskjeller mellom forsgkspersonene i mysegruppen og
lettmelkgruppen innad i de to alderskategoriene, verken med hensyn til kroppsvekt, BMI
(body mass index) eller LBM (lean body mass). Hos de eldre, tenderte lettmelkgruppen til &

ha hgyere alder enn mysegruppen (P=0,07).

3.3 Forsgksprotokoll
3.3.1 Treningsprotokoll

Treningsprotokollen som ble gjennomfart pa hovedtestdagen besto av gvelsene beinpress og
kneekstensjon. | begge gvelser trente forsgkspersonene pa en vekt tilsvarende 8RM, beregnet
pa bakgrunn av tilvenningsgkter gjennomfert i forkant av hovedtestdagen. For bade beinpress
og kneekstensjon ble det gjennomfart fire serier pa 8 repetisjoner, der nytt sett ble pabegynt
hvert 3. minutt. Forsgkspersonene trente beinpress farst, og det ble derfor ogsa gjennomfart to
oppvarmingssett pa denne gvelsen, med 10 repetisjoner pa 70 og 90 % av 8RM-vekt.
Forsgkspersonene avsto fra trening de siste to dagene far testing, slik at de skulle veere

uthvilte og fullt restituert til hovedtestdagen.

3.3.2 Tilvenning til treningsprotokollen

Forsgkspersonene i den yngre gruppen gjennomfgrte to tilvenningsgkter, mens de eldre
gjennomfarte opptil seks tilvenningsgkter, avhengig av treningsstatus. Hver tilvenningsgkt var
i utgangspunktet lik den som ble gjennomfart under hovedtestdagen, men for de eldre var det

farst under de siste tilvenningsgktene at treningsmotstanden faktisk tilsvarte 8RM. Flere av de
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eldre var ikke vant med a trene med sa tung motstand, og det var derfor hensiktsmessig a gke
vektene gradvis. Ved hjelp av tilvenningsegktene ble forsgkspersonene gjort kjent med
gvelsene som skulle gjennomfares under hovedtestdagen, 8RM ble kartlagt, i tillegg til at

riktige innstillinger for apparatene ble registrert.

3.3.3 Erneering

Forsgkspersonene fulgte en standardisert diett dagen far hovedtestdagen, under
hovedtestdagen, og frem til den siste MV C-testen neste dag (isometrisk test som gir et mal pa
maksimal styrke i knestrekkerne). Mengde mat ble beregnet pa bakgrunn av kroppsvekt.
Forsgkspersonene mgtte fastende mellom 07.00 og 08.00 pa hovedtestdagen, tok en fastende
blodprave, for de fikk frokost bestaende av havregret lagd av havregryn, vann og olje.
Forsgkspersonene fikk ogsa 2-4 t-skjeer sukker og valgfri mengde kanel. Frokosten ble inntatt

145 min far den farste muskelbiopsien.

Umiddelbart etter treningsgkten inntok forsgkspersonene en av de tre proteindrikkene. |
utgangspunktet skulle drikkene vare identiske med hensyn til mengde protein, karbohydrat og

fett, men som tabell 3.4 viser, var det noe forskjell mellom drikkene.

Tabell 3.4: Protein-, fett-, karbohydrat- og leucin-innhold i de tre drikkene.

Per servering: Nativ myse WPC-80 Lettmelk

Protein (g) 22,4 20,9 20,8
Fett (g) 6,9 6,7 6,3
Karbohydrat (g) 40,7 42,0 38,2
Leucin (g) 2,7 2,2 2,0

De to mysefraksjonene fremstilles pa forskjellige mater. Mens den native mysen fremstilles
via en ren filtrasjonsteknikk, er WPC-80 det man sitter igjen med etter osteproduksjon.
Proteinene i WPC-80 er denaturert etter prosessering inkludert varme- og syrebehandling, og
dette er ikke tilfellet ved fremstilling av den native mysen (Laahne, 2013). Nar det gjelder
proteinene i lettmelk, bestar disse av 80 % kasein, og bare 20 % myse (Phillips et al., 2005),
og aminosyresammensetningen i kontrolldrikken var felgelig ulik fra de to mysedrikkene. Det

var ogsa forskjeller i aminosyresammensetning mellom de to mysedrikkene (tabell 3.5).
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Tabell 3.5: Mengde av ulike aminosyrer i de tre drikkene, oppgitt i gram per drikk.

Mengde per drikk () Nativ myse WPC-80 Lettmelk
Alanin 1,08 1,01 0,66
Arginin 0,55 0,50 0,68
Asparaginsyre 2,54 2,21 1,56
Cystein 0,59 0,44 0,16
Fenylalanin 0,82 0,68 0,97
Glutaminsyre 3,80 3,56 4,24
Glycin 0,43 0,39 0,39
Histidin 0,45 0,40 0,55
Isoleucin 1,22 1,25 1,02
Leucin 2,73 2,15 1,98
Lysin 2,29 1,92 1,69
Metionin 0,48 0,44 0,51
Prolin 1,11 1,34 2,02
Serin 1,02 1,13 1,16
Treonin 1,12 1,47 0,91
Tyrosin 0,55 0,44 0,73
Valin 1,15 1,19 1,24
Tryptofan 0,48 0,35 0,27
Aminosyrer totalt 22,4 20,9 20,8
Protein totalt 21,2 19,7 20,5
Essensielle aminosyrer 11,3 10,4 9,8
Forgreinede aminosyrer 51 4,6 4,3

3.3.4 Muskelbiopsier

For hver testdag ble det tatt fire muskelbiopsier fra m. vastus lateralis. Den farste
muskelbiopsien ble tatt 30 min far treningsgkten startet, mens de gvrige ble tatt 1, 3 0g 5
timer etter endt treningsgkt. De to farste muskelbiopsiene ble tatt fra det samme snittet i
venstre bein, mens de siste to ble tatt fra ett og samme snitt i det hgyre beinet. Biopsinalen ble
fart i henholdsvis distal og proksimal retning under biopsi én og to, og det samme var tilfellet

for biopsi tre og fire. Pa denne maten unngikk man a ta flere muskelbiopsier fra samme
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omrade i muskelen. Biopsitidspunkt ble i stor grad bestemt pa bakgrunn av hva som var mest
optimalt med tanke pa proteinsyntesemalingene. Tidspunktene er ogsa hensiktsmessige for a
studere intracelluler signalering, kanskje med unntak av p38. For bedre oversikt over

hovedtestdagen, se figur 3.2.

| forkant av snitting og pafglgende muskelbiopsi ble huden vasket med klorhexidin, far
lokalbedgvelse (xylocain med adrenalin) ble satt i huden/muskelfascien (AstraZeneca,
Sodertalje, Sverige). Biopsiene ble tatt med en 6 mm Bergstrgmnal, og en vakuumpumpe ble
benyttet for & «suge» muskelvevet inn i nala. For hvert biopsitidspunkt ble omtrent 150 mg
tatt ut, og dette krevde at man fgrte nala inn 1-3 ganger. Vevet ble fordelt til ulike formal, far
det ble fryst i flytende nitrogen og oppbevart i ultrafryser ved -80°C til videre analyser.
Omtrent 50 mg ble benyttet til & male fosforyleringsstatus av utvalgte proteiner. @vrig
muskelvev ble benyttet til andre analyser som proteinsyntese (50 mg), genekspresjon (20 mg),

fraksjonering (50 mg) og immunhistokjemi.

3.3.5 Styrke i knestrekkerne

Maksimal volunteer kontraksjon (MVC) for knestrekkerne (m. quadriceps femoris) ble utfert i
et Gym2000 kneekstensjonsapparat, koblet til en kraftcelle (HBM U2AC2, Darmstadt,
Tyskland). Kraftcellen var koblet til en arbeidsstasjon med analyseprogrammet Labwiew 8.2
(National instr., Austin, Texas). MVC-testene ble gjennomfart like i forkant av treningsgkten
under hovedtestdagen, omtrent 10 minutter etter endt treningsekt, 5 timer etter endt
treningsekt, samt neste formiddag (omtrent 24 timer etter endt treningsgkt) (Figur 3.2).
Individuelle innstillinger fra kneekstensjonstreningen ble benyttet, og testen besto av tre
maksimale forsgk pa hvert bein. Far de maksimale forsgkene gjennomfarte forsgkspersonene
to «oppvarmingskontraksjoner» med begge bein pa 50 og 80 % av MVC.
Oppvarmingskontraksjonene ble holdt i 5-10 sekunder. Under MV C-testen fikk
forsgkspersonene beskjed om a yte maksimalt i 2-3 sekunder, og de ble ogsa instruert til &
komme sa hurtig som mulig opp i maksimal kraft. Hvert bein fikk ett minutts pause mellom
hvert forsgk. Ved a gjennomfare disse testene fikk vi informasjon om restitusjonsforlgpet
etter inntak av de ulike drikkene. MV C-testen som ble gjennomfart etter treningsgkt og inntak
av den farste drikken, ble i gjennomsnitt gjennomfart 10 (£3) min etter endt gkt, og det var

ingen forskjell mellom gruppene i nar testen ble gjennomfart.
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3.3.6 Blodprgver

Blodpraver ble tatt hyppig, bade far og etter treningen (vedlegg 1). Nar forsgkspersonene
mgtte pa morgenen, ble det satt inn et venekater for & unnga mange stikk. Det ble i alt tatt 22
plasmaprever pa hovedtestdagen. Plasmaprgvene ble lagret i lithium heparin-rer, kjglt ned til
4°C, og deretter sentrifugert ved 4000 rpm i 10 minutter for a skille plasma fra rgde
blodceller. Det ble ogsa tatt fem serumpraver i lgpet av hovedtestdagen, samt en serumprave
neste formiddag. Serumprgvene sto i romtemperatur i minimum 20 minutter for de ble
sentrifugert. Etter sentrifugering ble pravene pipettert over i pravergr, og frosset ved -80°C.
Plasmaprevene ble analysert for insulinkonsentrasjon og fullt spekter av aminosyrer, og ble
ogsa benyttet i beregningen av muskelproteinnedbrytningen (resultater ikke klare).

Blodpreveanalysene ble utfert ved Fiirst laboratorier (Oslo) og Arkansas Children’s Hospital

Research Institute (University of Arkansas, USA).
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!
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Tid (min etter endt treningsgkt)

lBiopsi lMVC—test Ej Drikk lPIasmapr@ve

Figur 3.2: Tidskjema for hovedtestdag. Infusjon av stabile isotoper utelatt. Bare plasmaprgver benyttet i

beregning av leucinkonsentrasjon er inkludert i tidskjemaet.

3.4 Analyser

3.4.1 Homogenisering

Muskelbiopsiene ble oppbevart pa -80°C frem til de ble homogenisert. Under homogenisering
ble det brukt 1 ml T-PER ® (Tissue Protein Extraction Reagent, Thermo scientific, Rockford,
IL, USA), 20 ul Halt™ Protease and Phosphatase Inhibitor Cocktail (Thermo scientific,
Rockford, IL, USA) og 20 ul EDTA (Thermo scientific, Rockford, IL, USA) per ~50 pg
muskel. For muskelbiter i starrelsesordenen 40-60 pg ble disse mengdene tilsatt. Dersom

bitene var under 40 ug eller over 60 pg ble mengden vi tilsatte justert deretter.

Hver muskelprave ble homogenisert i 2*3-5 sekunder, eller til alt vev var lgst opp. Etter

homogeniseringen la pravene til risting i kjgleskap i 30 minutter. Deretter ble de sentrifugert
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pa 10000 G i 10 minutter ved 4°C. Supernatanten fra hver prave ble sa overfart i 1,5 ml rer,
far pravene pa nytt ble sentrifugert ved samme hastighet og temperatur. Supernatanten ble sa
pipettert over i ett nytt 1,5 ml ror, og fra dette roret ble proven fordelt i 25 pl aliqouter i 0,2 ml

rar. Etter aliquotering ble prgvene frosset ned i -80°C.

3.4.2 Proteinmaling

Totalt proteininnhold i prgvene ble bestemt ved hjelp av RC/DC Protein Assay kit fra BioRad
(cat. no. 500-0121, Herkules, CA, USA). Som standardprotein ble bivine y-globulin benyttet,
med et spekter fra 0,125 til 1,5 pg/ml. Prevene ble fortynnet 1:4, slik at
proteinkonsentrasjonen skulle falle innenfor omradet definert av standardproteinene. Det ble
pipettert triplikater & 5 pl av hver enkelt prave i en 96-brenns mikroplate (Greiner Bio-one
International AG, Kremsmiinster, Tyskland). Etter a ha tilsatt pravene, ble det tilsatt 25 pl
reagens A*S og 200 pl reagens B i hver brgnn. Prgvene sto deretter i et mgrkt skap i
minimum 15 minutter, for de ble avlest med ASYS Expert 96 fra Biochrom (Cambridge, UK).
Proteinkonsentrasjonene (CV<10 %) ble beregnet i KIM Immunochemical Processing
Software 32.

3.4.3 Western Blot

Pravene ble tilsatt Sample Buffer (Invitrogen, Carlsblad, CA, USA), Reducing Agent Buffer
(Invitrogen, Carlsblad, CA, USA) og ultrarent vann far videre analyser. Mengde Reducing
Agent Buffer og Sample Buffer tilsvarte henholdsvis 3 og 7,5 pl per prove, mens mengde
vann ble justert pa bakgrunn av det totale proteininnholdet i praven. Prgvene ble deretter satt
pa varmeblokk ved 70°C i 10 minutter, far de ble applisert i NUPAGE Novex bis-tris 4-12%
geler fra Invitrogen (Carlsblad, CA, USA). Prgvene fra én forsgksperson ble applisert pa
samme gel, og det ble satt duplikater for hvert biopsitidspunkt. Det ble applisert 30 pg protein

i hver brgnn.

Elektroforesen ble kjart i 90 minutter p& 200 volt (XCell SureLocke® MiniCell og XCell 1™
Blot Modul, Invitrogen Carlsblad, CA, USA). For a hindre for hgy temperatur sto
elektroforesekammeret pa is under hele kjaringen. Hensikten med a kjare elektroforesen sa
lenge var a differensiere p70- og eEF2-bandene sa mye som mulig, slik at klippingen av
membranene i ettertid ville ga enklere. Blottingen ble Kjert pa 30 volt i 90 minutter, og
proteinene ble i dette steget overfgrt fra gelen til en PVDF-membran (Cat#162-0177, Bio-
Rad, CA, USA).
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Etter blottingen ble membranene blokkert i 5 % melkelgsning i 2 timer i romtemperatur.
Membranene ble videre kuttet slik at ulike deler av membranen kunne inkuberes i hvert sitt
primere antistoff. Inkubering i primeert antistoff for fosforylert p70, fosforylert eEF2 og
fosforylert p38 ble gjort over natt ved 4°C og svak risting. Neste dag ble membranene vasket
15 min i TBS-T og deretter 3 x 5 min i TBS. Membranene ble deretter inkubert i sekundaert
antistoff i 1 time ved romtemperatur, etterfulgt av en ny vaskerunde. Bilder ble tatt med
ChemiDoc™ MP Imaging System fra Bio-Rad (Hercules, CA, USA) etter at membranene
hadde blitt inkubert med Cheliminescent Substrate SuperSignal® WestDura (Thermo
Scientific, Rockford, IL, USA) i 5 minutter.

Etter at tilfredsstillende bilder var tatt, ble membranene strippet i 10 minutter med Restore™
PLUS Western Blot Stripping Buffer (Thermo Scientific, Rockford, IL, USA). Videre ble
membranene vasket 5 x 1 min i TBS og 3 x 5 min i TBS. Membranene ble pa nytt blokkert 2
timer i 5 % melkelgsning, for sa a inkuberes i primeert antistoff for total p70, total eEF2 og
total p38 over natt ved 4°C. Prosessen videre var den samme som dagen i forveien, med
unntak av at membranene ble frosset ned etter stripping og vasking. For en mer detaljert

oversikt over prosedyren, se vedlegg 2. For oversikt over benyttede antistoffer, se tabell 3.6.

Tabell 3.6: Primer- og sekundaerantistoff benyttet i analysene.

Antistoff Produsent Vert Fortynning Kat.nr
P70S6 kinase Cell Signaling  Kanin  1:1000 #2708
Phospho p70S6 kinase (Thr 389) Cell Signaling  Kanin  1:1000 #9234
eEF2 Cell Signaling  Kanin  1:5000 #2332
Phospho eEF2 (Thr 56) Cell Signaling  Kanin  1:5000 #2331
p38 MAPK Cell Signaling  Kanin  1:1000 #8690
Phospho p38 MAPK (Thr180/Tyr182) Cell Signaling Kanin  1:1000 #4511
Anti-rabbit 1IgG HRP-linked antibody Cell Signaling  Geit 1:3000 #7074

3.5 Statistikk

Endring i fosforyleringsstatus fra prebiopsi til gvrige biopsier innad i hver gruppe ble
analysert med enveis ANOVA med post-hoc-tester (Dunnett). Forskjeller i peak aktivering av
p70S6K og eEF2 ble analysert med parret t-test i sammenligningen mellom nativ myse og
WPC-80, mens sammenligninger mellom mysedrikkene og lettmelk ble gjort med uparret t-
test. For p38a og p38y ble drikkene sammenlignet med toveis ANOVA med post-hoc-tester
(Sidak). For sammenligninger mellom yngre og eldre, samt kvinner og menn, ble det benyttet
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uparret t-test pa peakverdi for p70S6K og eEF2, og toveis ANOVA (Sidak) for p38a og p38y.
For p70S6K, p38a og p38y ble alle data logtransformert med 10 som grunntall fgr statistiske
beregninger ble gjort. Sammenligninger mellom drikkene for leucinkonsentrasjon ble
analysert med toveis ANOVA og post-hoc-test (Tukeys), innad i de to alderskategoriene.
Sammenligning mellom yngre og eldre post 60 og post 180 min ble gjort med uparret t-test.
For MV C-data ble endring i kraftproduksjon fra pretest til gvrige tester innad i hver gruppe
analysert med enveis ANOVA med post-hoc-tester (Dunnett). Sammenligninger mellom
drikkene innad i hver alderskategori gjort med toveis ANOVA og post-hoc-tester (Tukeys).
Statistisk signifikans var tilfredsstilt ved P<0,05. Data er oppgitt som gjennomsnitt +
standardavvik (SD). Beregninger ble gjort i Microsoft® excel 2011 og Prism® 6 (GraphPad
Software Inc., San Diego, CA, USA).

39



4.0 Resultater

4.1 Treningsmotstand

Det var ingen signifikante forskjeller i totalt treningsvolum (repetisjoner x serier x motstand)
mellom de tre gruppene bestaende av yngre forsgkspersoner, og heller ikke mellom de tre
gruppene bestaende av eldre (figur 4.1). De yngre hadde et signifikant hgyere treningsvolum
sammenlignet med de eldre, bade for nativ myse, WPC-80 og lettmelk (P<0,05)
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Figur 4.1: Gjennomsnittlig treningsvolum (repetisjoner x serier x motstand) p& hovedtestdagen for yngre (A) og
eldre (B). Feilfelt viser standardavvik.

4.2 Reduksjon i MVC etter treningsgkten

Bade yngre og eldre hadde en signifikant redusert evne til maksimal kraftutvikling 10
minutter og fem timer etter treningsekten, uansett drikk (P<0,05, figur 4.2). For de yngre var
dette ogsa tilfellet 24 timer etter treningsgkten, etter inntak av lettmelk. Etter inntak av nativ
myse og WPC-80 var det ingen signifikant forskjell mellom baseline og post 24 timer for de
yngre forsgkspersonene. For de eldre var det ingen signifikant forskjell mellom resultatet ved

baseline og post 24 timer, uansett drikk.

For de yngre var det ingen signifikante forskjeller i restitusjonsforlgpet etter inntak av de tre
drikkene. Det var heller ingen signifikante forskjeller mellom de tre gruppene bestaende av
eldre, men inntak av nativ myse tenderte til & vere forskjellig fra WPC-80 post 24 timer
(P<0,10). Hos de eldre var det ogsa en antydning til at lettmelkgruppen hadde et lavere
kraftfall rett etter gkten, sammenlignet med bade nativ myse (P=0,13) og WPC-80 (P=0,18).
Drikkene ble inntatt rett i forkant av denne MV C-testen, sa forskjeller i maksimal voluntaer

kontraksjonskraft pa dette tidspunktet kan ikke tilskrives supplementene.
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Figur 4.2: Prosentvis endring i maksimal voluntaer kontraksjonskraft (MVC) for knestrekkerne etter
styrketreningsgkten pa hovedtestdagen for yngre (A) og eldre (B). Det er tatt gjennomsnitt av endringene malt
for hayre og venstre bein. Stiplet linje viser baselineniva. * indikerer signifikant reduksjon fra baseline etter

inntak av alle drikker. # indikerer signifikant forskjell fra baseline etter inntak av lettmelk. Verdier er

gjennomsnitt + standardavvik.

4.3 Leucinkonsentrasjon i plasma

Leucinkonsentrasjonen i blodet varierte avhengig av hvilken drikk som ble inntatt, bade for
yngre og eldre (figur 4.3). For de yngre resulterte inntak av nativ myse i en signifikant hgyere
leucinkonsentrasjon i plasma enn hva lettmelk gjorde pa alle tidspunkt mellom 45 og 220
minutter etter endt treningsgkt, med unntak av post 120 min (P<0,05, figur 4.3 A). Det samme
var tilfellet ved inntak av WPC-80, med unntak av post 120 og 220 min (P<0,05). Inntak av
nativ myse resulterte ogsa i signifikant hgyere leucinkonsentrasjon enn WPC-80 post 45, 160,
180, 200, 220 min (P<0,05), og tenderte til & veaere hgyere post 60 og 120 min (P<0,10).

Ogsa for de eldre resulterte inntak av nativ myse i en signifikant hgyere leucinkonsentrasjon i
plasma enn hva lettmelk gjorde pa alle tidspunkt mellom 45 og 220 minutter etter endt
treningsekt (P<0,05, figur 4.3 B). Inntak av WPC-80 resulterte i en signifikant hayere
leucinkonsentrasjon enn lettmelk post 75, 180, 200 og 220 min (P<0,05), og det var en
tendens til det samme post 120 min (P<0,10). Inntak av nativ myse resulterte ogsa i
signifikant hgyere leucinkonsentrasjon enn WPC-80 post 120, 160 og 180 min, og tenderte til

a resultere i en hgyere konsentrasjon post 60 og 220 min (P<0,10).
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Figur 4.3: Endring i leucinkonsentrasjon i plasma etter en styrketreningsgkt og inntak av protein for yngre (A)
og eldre (B). * indikerer signifikant hgyere leucinkonsentrasjon etter inntak av nativ myse, sammenlignet med
WPC-80 (P<0,05). (*) indikerer tendens til hgyere leucinkonsentrasjon etter inntak av nativ myse, sammenlignet
med WPC-80 (P<0,10). Verdier er gjennomsnitt + standardavvik.

Hos de yngre resulterte inntak av nativ myse og WPC-80 i to konsentrasjonsgkninger av
leucin, og begge nadde tilsynelatende en topp én time etter inntak av protein. For de eldre var
kinetikken noe annerledes, med en mer gradvis gkning fra inntak av den fgrste drikken til
inntak av den andre. Hos de eldre var leucinkonsentrasjonen i plasma signifikant hayere post
180 min, sammenlignet med post 60 min etter inntak av nativ myse (P<0,05). Det var ogsa en
antydning til det samme etter inntak av WPC-80 (P=0,14). For de yngre var det ingen

forskjell mellom leucinkonsentrasjonen post 60 min og post 180 min, uansett drikk.

Seksti minutter etter endt treningsgkt og inntak av WPC-80 var leucinkonsentrasjonen
signifikant hgyere hos de yngre sammenlignet med de eldre (P<0,05), og det var en tendens til
det samme etter inntak av nativ myse (P=0,10, figur 4.4 A). Det var ingen forskjell mellom
yngre og eldre etter inntak av lettmelk pa samme tidspunkt, og heller ingen forskjell mellom

yngre og eldre post 180 min, uansett drikk (figur 4.4 B).
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Figur 4.4: Konsentrasjon av leucin i plasma 60 (A) og 180 min (B) etter endt treningsgkt. * indikerer signifikant

forskjell mellom yngre og eldre ved inntak av samme drikk (P<0,05). (*) indikerer tendens til forskjell mellom

yngre og eldre ved inntak av samme drikk (P=0,10). Verdier er gjennomsnitt + standardavvik.

4.4 Intracelluleer signalering

4.4.1 p70S6K

For begge aldersgrupper var det en signifikant gkning i ratioen mellom fosforylert og total

p70S6K én time, tre timer og fem timer etter gkten, uansett drikk (figur 4.5)
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Figur 4.5: Fosforyleringsstatus av p70S6K (thr389) én, tre og fem timer etter endt styrketreningsgkt for yngre

(A) og eldre (B). Prebiopsi er satt som 100 %, og alle tall er logtransformert med 10 som grunntall. * indikerer

signifikant gkning (P<0,05) fra baseline. Verdier er gjennomsnitt + standardavvik. Stiplet linje viser

baselineniva.
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For de yngre var det en tendens til hgyere fosforylering av p70S6K etter inntak av nativ myse,
sammenlignet med lettmelk (P=0,05, figur 4.6 A). For de eldre var det ingen signifikante
forskjeller i aktivering etter inntak av nativ myse, WPC-80 og lettmelk (figur 4.6 B). Nar
sammenligninger mellom de tre supplementene ble gjort uavhengig av alder, resulterte inntak

av nativ myse i en signifikant hgyere peak aktivering av p70S6K, enn lettmelk (P<0,05).
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Figur 4.6: Peak aktivering av p70S6K (thr389) i de ulike gruppene for yngre (A) og eldre (B). (*) indikerer
tendens til forskjell fra lettmelk i den respektive alderskategori (P<0,10). Prebiopsi satt som 100 %, og alle tall
er logtransformert med 10 som grunntall. For hver enkelt FP er tidspunktet med hgyest aktivering benyttet i

beregningene. Verdier er gjennomsnitt + standardavvik. Stiplet linje viser baselineniva.

Det var ingen forskjell i peak aktivering av p70S6K nar sammenligninger ble gjort mellom
eldre og yngre, uansett drikk. For de yngre ble det heller ikke funnet noen forskjell i peak
aktivering av p70S6K mellom kvinner og menn, verken for nativ myse, WPC-80 eller lettmelk.
Grunnet faerre forsgkspersoner i de eldre gruppene, og en overvekt av menn, ble
sammenligninger mellom eldre kvinner og menn gjort uavhengig av drikk. Det var heller ikke

her noen forskjell mellom kvinner og menn i peak aktivering av p70S6K.
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4.4.2 eEF2
Det var ingen endring i ratioen mellom fosforylert og total eEF2 etter inntak av nativ myse,
WPC-80 eller lettmelk, verken hos yngre eller eldre (figur 4.7).
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Figur 4.7: Fosforyleringsstatus av eEF2 (thr56) én, tre og fem timer etter endt styrketreningsgkt for yngre (A)
og eldre (B). Prebiopsi er satt som 100 %, og verdier er gjennomsnitt + standardavvik. Stiplet linje viser

baselineniva.

eEF2 fremmer proteinsyntesen nar den er defosforylert, og derfor ble sammenligner mellom
drikkene basert pa lavest malte fosforylering for hver FP. Det ble ikke funnet noen forskiell
mellom drikkene, verken for de yngre eller de eldre forsgkspersonene (figur 4.8).
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Figur 4.8: Peak aktivering av eEF2 (thr56) i de ulike gruppene for yngre (A) og eldre (B). Prebiopsi er satt som
100 %. For hver FP er det tidspunktet med lavest fosforylering benyttet i beregningene. Verdier viser

gjennomsnitt + standardavvik. Stiplet linje viser baselineniva.

Det var ingen forskijell i laveste fosforylering av eEF2 nar sammenligninger ble gjort mellom
eldre og yngre, uansett drikk. Det var heller ingen forskjeller i aktivering av eEF2 mellom
kvinner og menn, verken blant de yngre eller de eldre.
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4.4.3 p38y (gamma)

For de yngre var det kun inntak av WPC-80 som resulterte i en signifikant gkning i ratioen
fosforylert/total p38y én og tre timer etter treningsekten (P<0,05, figur 4.9 A). 5 timer etter
treningsgkten var det ogsa en signifikant gkning etter inntak av lettmelk (P<0,05). For de

yngre var det ingen signifikante forskjeller mellom de tre drikkene, uansett tidspunkt.

For de eldre var det kun inntak av nativ myse som resulterte i en signifikant gkning i ratioen
mellom fosforylert og total p38y. Inntak av nativ myse resulterte i signifikant ekt p38y-
aktivering bade tre og fem timer etter treningsgkten (P<0,05, figur 4.9 B). Det var ogsa en
tendens til gkning én time etter gkten (P<0,10). Hos de eldre var det ogsa forskjeller mellom
de ulike drikkene, og inntak av nativ myse resulterte i signifikant heyere p38y-aktivering
sammenlignet med lettmelkgruppen, bade én time, tre timer og fem timer etter treningsgkten
(P<0,05).
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Figur 4.9: Fosforyleringsstatus av p38y én, tre og fem timer etter endt styrketreningsekt, sammenlignet med
baseline for yngre (A) og eldre (B). Prebiopsi er satt som 100 %, og alle tall er logtransformert med 10 som
grunntall. * indikerer signifikant gkning (P<0,05) fra baseline. (*) indikerer en tendens til gkning fra baseline
(P<0,10). # indikerer signifikant forskjell fra lettmelk p& samme tidspunkt (P<0,05). Verdier viser gjennomsnitt

+ standardavvik. Stiplet linje viser baselineniva.

For p38y ble det funnet en tendens (P<0,10) til at lavere fosforylering for eldre sammenlignet
med yngre etter inntak av lettmelk 60 og 300 minutter etter styrketreningsgkten. Det ble ikke
funnet noen forskjell 1 aktivering av p38y mellom kvinner og menn for noen av

biopsitidspunktene, uansett drikk. Dette var tilfellet bade for yngre og eldre.
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4.4.4 p38a (alpha)

For de yngre var det en signifikant redusert fosforylering av p38a for alle de tre drikkene 3
timer etter gkta (P<0,05, figur 4.10 A), mens bare inntak av nativ myse ogsa resulterte i
signifikant redusert fosforylering fem timer etter gkta (P<0,05). En time etter gkta var
fosforylert p38a signifikant lavere etter inntak av nativ myse, sammenlignet med WPC-80
(P<0,05). Utover dette var det ingen signifikante forskjeller mellom de tre drikkene for de

yngre forsgkspersonene (figur 4.10 A).

For de eldre var det kun lettmelkgruppen som hadde en redusert aktivering av p38a. (figur

4.10 B), og dette var tilfellet bade én, tre og fem timer etter treningsgkten (P<0,05).

Lettmelkgruppen hadde ogsa signifikant lavere p38a-aktivering sammenlignet med bade nativ

myse og WPC-80, bade én time og fem timer etter treningsgkten (P<0,05, figur 4.10 B).
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Figur 4.10: Fosforyleringsstatus av p38a €n, tre og fem timer etter endt styrketreningsgkt, sammenlignet med
baseline for yngre (A) og eldre (B). Prebiopsi er satt som 100 %, og alle tall er logtransformert med 10 som
grunntall. * indikerer signifikant reduksjon (P<0,05) fra baseline. # i figur A indikerer signifikant forskjell fra

WPC-80 p& samme tidspunkt. # i figur B indikerer signifikant forskjell fra nativ myse og WPC-80 p& samme

tidspunkt (P<0,05). Verdier viser gjennomsnitt + standardavvik. Stiplet linje viser baselineniva.

For p38a tenderte de eldre i lettmelkgruppen til & ha en lavere aktivering sammenlignet med
yngre i samme gruppe én time og fem timer etter treningsgkten. Det var ingen forskjell i
p38a-aktivering mellom eldre og yngre pa noen andre tidspunkt, uansett drikk.

Yngre kvinner hadde en hgyere p38a-aktivering enn menn én time etter treningsgkten etter

inntak av WPC-80 (P<0,05), samt en tendens til hgyere aktivering etter inntak av nativ myse
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pa samme tidspunkt (P<0,10). Det var ingen forskjell i p38a-aktivering mellom kvinner og

menn pa noen andre tidspunkt, uansett drikk. Blant de eldre var det ingen forskjell i aktivering

av p38a mellom kvinner og menn.
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Figur 4.11: Representative western blot for proteinene som ble studert.
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5.0 Diskusjon

Hovedhensikten med denne studien var & undersgke aktivering av signaleringsproteinene
p70S6K, eEF2 og p38 hos yngre og eldre personer etter en styrketreningsgkt, med pafelgende
inntak av nativ myse, WPC-80 og lettmelk. Bade for yngre og eldre resulterte inntak av nativ
myse i en hgyere leucinkonsentrasjon enn WPC-80, som igjen resulterte i en hgyere
leucinkonsentrasjon enn lettmelk. Videre var det en signifikant gkning i fosforyleringsgrad av
p70S6K bade hos yngre og eldre én, tre og fem timer etter gkten, uansett drikk. Blant de
yngre var det en tendens til hgyere aktivering etter inntak av nativ myse, sammenlignet med
lettmelk (P=0,054). Dersom de tre drikkene ble sammenlignet uavhengig av alder, var
aktivering av p70S6K signifikant hgyere etter inntak av nativ myse, sammenlignet med
lettmelk. Det var heller ingen endring i eEF2-aktivering verken hos yngre eller eldre, uansett
drikk. Det var ingen forskjell mellom yngre og eldre, eller kvinner og menn, verken for
p70S6K eller eEF2. For de yngre forsgkspersonene var det en tendens til okt p38y-aktivering,
og redusert p38a-aktivering pa de fleste tidspunkt, med minimale forskjeller mellom de tre
drikkene. For de eldre forsgkspersonene var fosforylering av bade p38a og p38y lavere i

lettmelkgruppen, sammenlignet med mysegruppene.

5.1 Leucinkonsentrasjon i plasma

Leucinkonsentrasjonen i blodet varierte i stor grad avhengig av hvilken drikk som ble inntatt.
Bade for de yngre og de eldre forsgkspersonene resulterte inntak av nativ myse i en hgyere
leucinkonsentrasjon enn WPC-80, som pa sin side resulterte i en hgyere leucinkonsentrasjon

sammenlignet med lettmelk.

Bade for de yngre og de eldre forsgkspersonene gkte konsentrasjonen av leucin i plasma frem
til 45-60 min etter inntak, fer den flatet ut, og dette var tilfellet ved inntak av alle
supplementer. De fleste studier viser at konsentrasjonen av leucin i plasma nar peak-verdi
mellom 30 og 60 minutter etter inntak av myseprotein, og vare funn stemmer saledes godt
overens med litteraturen (Burd et al., 2012; Pennings, Boirie, et al., 2011; Reitelseder et al.,
2011; Tang et al., 2009). Leucinkonsentrasjonen for de yngre forsgkspersonene etter inntak av
nativ myse og WPC-80 var henholdsvis ~300 og ~250 umol/l, bade en time etter inntak av
den farste drikken, og en time etter inntak av den andre. For de eldre var konsentrasjonen noe
lavere etter inntak av den farste drikken. Disse verdiene stemmer godt overens med funnene
til Tang et al. (2009) og Burd et al. (2012), mens Reitelseder et al. (2011) og Pennings, Boirie,
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et al. (2011) sa en noe hgyere leucinkonsentrasjon (~500 umol/1). | alle de ovennevnte studier
inntok forsgkspersonene omtrent 20 gram myseprotein. Hvorvidt forskjellene i
leucinkonsentrasjon i de ulike studiene er reelle, eller et resultat av ulike

analysemetoder/apparatur er ikke godt & si.

Hver supplementering med nativ myse, WPC-80 og lettmelk inneholdt henholdsvis 22.4, 20,9
0g 20,8 gram protein, og 2.73, 2.15 og 1.96 gram leucin, og det var falgelig som forventet at
leucinkonsentrasjonen i plasma gjenspeilet protein- og leucininnholdet i drikkene. Hver
supplementering med nativ myse og WPC-80 inneholdt omtrent samme mengde av
aminosyrene valin og isoleucin, og opptaket av disse var tilnzermet identisk etter inntak av de
to mysedrikkene (resultater ikke presentert). Dette tyder pa at det var sma forskjeller i
fordgyelseshastighet mellom nativ myse og WPC-80. Det er derfor rimelig a anta at den
hgyere leucinkonsentrasjonen etter inntak av nativ myse, sammenlignet med WPC-80 i all
hovedsak skyldes ulik leucinmengde i drikkene. Forskjeller i leucinkonsentrasjon mellom
inntak av mysedrikkene og lettmelk skyldes nok ogsa til dels ulikt leucininnhold, men her
spiller forskjeller i fordeyelseshastighet ogsa en viktig rolle, hvilket man har sett i tidligere
studier (Pennings, Boirie, et al., 2011; Tang & Phillips, 2009). I motsetning til myse, vil
kasein klumpe seg i det sure miljget i magesekken, og dermed fordgyes langsommere (Yang,
Churchward-Venne, et al., 2012). Det er fglgelig som forventet at inntak av lettmelk, som
primert bestar av kasein, resulterer i en tregere konsentrasjonsgkning av leucin i plasma enn

nativ myse og WPC-80.

Sa langt stemmer vare leucindata forholdsvis godt overens med litteraturen, bade med tanke
pa tid fra inntak til peak konsentrasjon, og ogsa med tanke pa forskjeller mellom
mysedrikkene og lettmelk. Vi ser derimot forskjeller mellom yngre og eldre sin
absorpsjonskinetikk, ved at yngre hadde en hgyere leucinkonsentrasjon enn eldre én time etter
inntak av den farste drikken (med unntak av lettmelk). VVolpi et al. (1999) sa at en stgrre andel
av aminosyrene som ble inntatt ble benyttet i de indre organene hos eldre (hgyere splanchnic
ekstraksjon), men dette pavirket i liten grad opptaket av aminosyrer til blodet. Andre studier
som har sammenlignet leucinkonsentrasjonen i plasma hos yngre og eldre etter inntak av
protein, ser heller ingen forskjeller den farste timen etter inntak, og konkluderer med at en
eventuelt gkt splanchnic ekstraksjon i liten grad pavirker mengden aminosyrer som tas opp i
sirkulasjonen (Drummond et al., 2008; Koopman et al., 2009). Vare funn indikerer derimot at
eldre bruker lengre tid pa a fordgye og/eller ta opp aminosyrene etter inntak av mysedrikkene,
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men om dette skyldes gkt splanchnic ekstraksjon eller andre mekanismer tilknyttet

fordeyelse/absorpsjon, er uvisst.

Et interessant funn i flere studier er at konsentrasjonen av aminosyrer i plasma, blant annet
leucin, faller raskere hos yngre enn eldre fra en time etter proteininntak og utover (Drummond
et al., 2008; Koopman et al., 2009; Pennings, Koopman, et al., 2011). Det spekuleres i om
dette kan skyldes problemer i forbindelse med transporten av aminosyrene fra blodet til
muskelcellene, og redusert blodstrem som falge av redusert produksjon eller sensitivitet til
nitrogenmonoksid er foreslatt som en potensiell arsak (Dillon et al., 2011; Timmerman et al.,
2010). Av vare resultater ser det ut til at eldre ikke har den samme reduksjonen i
leucinkonsentrasjon som yngre, fra 75 til 120 minutter etter inntak av den farste drikken.
Dette stemmer godt overens med funnene til andre (Drummond et al., 2008; Koopman et al.,
2009; Pennings, Koopman, et al., 2011), og det er ikke utenkelig at dette i starre eller mindre
grad er en konsekvens av redusert blodstrgm, og dermed leveranse av aminosyrer til
muskelcellene. Samtidig ma disse funnene sees i sammenheng med at eldre tilsynelatende har
en tregere gkning i leucinkonsentrasjon enn yngre etter inntak av den farste drikken, og det
kan dermed vere at forskjellene hos yngre og eldre mellom 75 og 120 min skyldes tregere
fordgyelse og eller absorpsjon hos de eldre forsgkspersonene. Man kunne ogsa tenke seg at
eldre har en mindre total muskelmasse a «fordele» aminosyrene pa, og at dette kunne vaere en
del av forklaringen pa de ovennevnte funn, tatt i betraktning at vi ikke justerte
proteinmengden i forhold til kroppsvekt eller LBM. DXA-resultatene viser riktignok sma
forskjeller i LBM (lean body mass) hos yngre og eldre i var studie (51,1 vs. 55,2 kg), og det er

falgelig tvilsomt at forklaringen ligger her.

Etter styrketrening og pafalgende proteininntak ser det ut til & veere en forholdsvis god
korrelasjon mellom peak konsentrasjon av leucin i plasma og proteinsynteseresponsen
(Luiking, Deutz, Memelink, Verlaan, & Wolfe, 2014; Tang et al., 2009), og det er rimelig a
anta at forskjellene vi ser i leucinkonsentrasjon etter inntak av de ulike drikkene i alle fall til

en viss grad kan gjenspeile endringer i muskelproteinsyntesen.
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5.2 Intracelluleer signalering

5.2.1 p70S6K

Det var en signifikant gkning i fosforyleringsgrad av p70S6K bade hos yngre og eldre 1, 3 og
5 timer etter gkten, uansett drikk. Studier som har undersgkt p70S6K i etterkant av en
styrketreningsgkt med pafglgende proteininntak viser nesten utelukkende til gkt fosforylering
mellom én og fem timer etter endt treningsgkt (Kakigi et al., 2014; Karlsson et al., 2004;
Moore et al., 2011; Reitelseder et al., 2011). Den robuste gkningen i p70S6K-fosforylering i
var studie er falgelig som forventet. De fleste forsgkspersonene hadde hgyest aktivering tre
timer etter gkten, og dette sa ut til & veere tilfellet bade for yngre og eldre, uavhengig av drikk.
Fem timer etter gkten ser det ut til at aktiveringen var i ferd med a avta, og dette stemmer
overens med funnene til Reitelseder et al. (2011), som ikke fant signifikant gkt fosforylering
av p70S6K seks timer etter endt treningsgkt, verken ved inntak av myse eller kasein. | var
studie inntok riktignok forsgkspersonene en ny proteindrikk to timer etter endt treningsgkt, og
det er ikke utenkelig at p70S6K fortsatt hadde veert aktivert over baseline dersom vi hadde tatt

en biopsi ogsa seks timer etter endt treningsakt.

Blant de yngre var det en tendens til hgyere peak aktivering av p70S6K etter inntak av nativ
myse, sammenlignet med lettmelk (P=0,05). MV C-resultatene viser tilneermet identisk
kraftfall i de tre gruppene rett etter treningsgkten, og dette antyder at belastningen i
treningsekten (og dermed stimuli fra treningsgkten) har veert likt. Forskjellen i p70S6K-
aktivering kan derfor med stor sannsynlighet tilskrives forskjeller ved supplementene. Det var
en antydning til forskjell mellom mysegruppene og lettmelk ogsa for eldre forsgkspersonene,
men forskjellen var ikke signifikant (P<0,3), muligens som falge av fa forsgkspersoner og
stor spredning i lettmelkgruppen. Reitelseder et al. (2011) er en av fa som har sammenlignet
aktivering av p70S6K etter inntak av myse og kasein, og de fant gkt fosforylering i begge
grupper 1 og 3,5 timer etter endt treningsgkt, men ingen forskjeller mellom myse og kasein.
Lettmelk bestar av 80 % kasein og 20 % myseprotein, og aminosyresammensetningen i var
lettmelkdrikk og Reitelseder et al. (2011) sin kaseindrikk var fglgelig forholdsvis lik.
Leucininnholdet i deres myse- og kaseindrikk var henholdsvis 2,06 og 1,53 gram, mens hver
supplementering med nativ myse, WPC-80 og lettmelk i var studie inneholdt henholdsvis
2.73, 2.15 0g 1.96 gram leucin. Som fglge av ulikt leucininnhold og ulik fordgyelseshastighet
resulterte inntak av nativ myse og WPC-80 i hgyere konsentrasjon av leucin i plasma,

sammenlignet med lettmelk. Det er videre ikke utenkelig at forskjellen i leucintilgjengelighet
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etter inntak av de tre supplementene resulterte ulik aktivering av Rag GTPasene. Som nevnt
tidligere, ser det ut til at Rag GTPasene aktiveres av aminosyrer og translokerer mTOR til
lysosommembranen, der Rheb er lokalisert. Det er fristende a spekulere i om forskjellen i
p70S6K-aktivering etter inntak av nativ myse og lettmelk hos de yngre forsgkspersonene i
alle fall til dels kan veere et resultat av ulik leucin-indusert mTOR-aktivering, via Rag eller

andre mekanismer.

Reidy et al. (2013) fant hgyere aktivering av p70S6K 5 timer etter en treningsgkt ved inntak
av en kombinasjon av myse, soya og kasein, sammenlignet med myse alene. Leucininnholdet
I de to drikkene var justert slik at mengden var den samme i begge drikker. Identisk
leucininnhold og ulik fordayelseshastighet tatt i betraktning er det ikke veldig overraskende at
kombinasjonen av de tre proteinfraksjonene resulterte i starre p70S6K-aktivering fem timer
etter treningsgkt og inntak, sammenlignet med myseprotein alene. Vare forsgkspersoner
inntok supplement bade umiddelbart etter, og to timer etter treningsgkten. Den siste drikken
ble inntatt bare tre timer far siste biopsi, og nar vare drikker i tillegg inneholdt ulik mengde
leucin, er det som forventet at vi ikke finner hgyere aktivering etter inntak av lettmelk,

sammenlignet med nativ myse og WPC-80 pa dette tidspunktet.

Arsaken til at det ikke ble funnet forskjeller i p70S6K-aktivering mellom de tre drikkene hos
de eldre forsgkspersonene kan veere sammensatt. Som nevnt var det feerre forsgkspersoner i
de eldre gruppene, i tillegg til at spredningen i lettmelkgruppen var stor. Eventuelle forskjeller
mellom de tre drikkene var dermed vanskelige & oppdage. Enkelte studier har vist at myse har
en starre effekt pd muskelproteinsyntesen enn kasein hos eldre (Burd et al., 2012; Pennings,
Boirie, et al., 2011), mens de to proteinfraksjonene ser ut til & veere mer likeverdige hos yngre
(Reitelseder et al., 2011). Basert pa disse funnene sa vi det som mer sannsynlig at vi ville
finne forskjeller i signalering mellom mysedrikkene og lettmelk hos de eldre
forsgkspersonene, sammenlignet med de yngre, men dette var altsa ikke tilfellet. Verken Burd
et al. (2012) eller Pennings, Boirie, et al. (2011) undersgkte hypertrofisignalering i tillegg til
muskelproteinsyntese, og det er fglgelig vanskelig a vite hvorvidt endringene i MPS
gjenspeilet forskjeller i fosforylering av for eksempel p70S6K i disse studiene. Ogsa mengden
protein inntatt (>40 gram) kan ha gjort det vanskelig a finne eventuelle forskjeller mellom
drikkene. Selv om hver supplementering med nativ myse inneholdt mer leucin enn lettmelk,
kan det vere at den store mengden protein sgrget for at ogsa lettmelkgruppen inntok
tilstrekkelig med leucin til & stimulere muskelproteinsyntesen maksimalt. Det er mulig at
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eventuelle forskjeller mellom drikkene i starre grad ville gjort seg gjeldende dersom
forsgkspersonene hadde inntatt en lavere mengde protein, hvilket var tilfellet i Burd et al.
(2012).

Noe som skiller var studie fra flere andre studier, er at vare drikker i tillegg til protein
inneholdt karbohydrat (ca. 40 g) og fett (ca. 6 g). Det ser riktignok ut til at 20 gram protein
alene sarger for en tilstrekkelig insulinrespons til & stimulere muskelproteinsyntesen
maksimalt (Apro & Blomstrand, 2010; Glynn et al., 2013; Koopman et al., 2007; Staples et
al., 2011), og nar forsgkspersonene i var studie inntok til sammen >40 gram protein, er det
tvilsomt om karbohydratene hadde stor pavirkning pA mTOR-signaleringen. En stgrre
insulinrespons sett ved gkt karbohydratinntak antas a spille en viktigere rolle med tanke pa a
bremse proteinnedbrytningen (Borsheim et al., 2004), men ogsa i forbindelse med
nedbrytning stilles det sparsmalstegn ved viktigheten av karbohydrater (Figueiredo &
Cameron-Smith, 2013).

Kort oppsummert stemmer vare funn godt overens med litteraturen. Den robuste gkningen i
p70S6K skyldes antagelig kombinasjonen av kraftige treningsstimuli og et stort inntak av
protein, og forskjellen vi observerte mellom nativ myse og lettmelk kan veere relatert til ulik

leucinkonsentrasjon i plasma etter inntak.

5.2.2 eEF2

Det var ingen endring i eEF2-aktivering verken hos yngre eller eldre, uansett drikk. Det er
ikke enkelt & trekke frem sertrekk ved ulike studier som kan forklare hvorfor enkelte
laboratorier konsekvent finner gkt aktivering (Dreyer et al., 2008; Dreyer et al., 2010;
Drummond et al., 2008), mens andre ikke gjar det (Hulmi, Tannerstedt, et al., 2009), men det
kan se ut til at forsgkspersonenes energistatus ved oppstart av testprotokollen er av betydning
(Deldicque et al., 2010). Deldicque et al. (2010) undersgkte hypertrofisignalering etter en
styrketreningsgkt gjennomfart fastende, eller etter en karbohydratrik frokost, og sa lavere
fosforylering av eEF2 fgr treningsekten i sistnevnte gruppe. Frokosten i deres studie ble
inntatt én time og 30 minutter for prebiopsi. Forsgkspersonene i var studie inntok ogsa en
standardisert frokost pa hovedtestdagen, og denne ble inntatt to timer og 45 minutter far den
farste muskelbiopsien. Dette ble gjort for at resultatene i sterst grad skulle veere overfgrbare

til en daglig situasjon, hvor trening sjelden gjennomfgres fastende. Frokosten besto av
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havregryn, sukker, olivenolje og kanel. Melk ble unngatt for at proteininnholdet ikke skulle
bli for hgyt, og selv om havregryn inneholder noe protein (~10 %), kom mesteparten av
naringen i frokosten fra karbohydrater. Basert pa funnene til Deldicque et al. (2010) er det
sannsynlig at frokosten i var studie resulterte i en forholdsvis robust insulinrespons, som
sammen med noe protein sannsynligvis pavirket hypertrofisignaleringen. Selv om denne
responsen nok var i ferd med a avta to timer og 45 minutter etter inntak, er det ikke utenkelig
at frokosten resulterte i hgyere eEF2-aktivering ved baseline, enn hva tilfellet ville veert om
forsgkspersonene ikke hadde inntatt frokost. Med andre ord var sannsynligheten for a finne
endring i fosforylering av eEF2 muligens mindre i var studie, sammenlignet med studier der
prebiopsi tas fastende (Dreyer et al., 2008; Dreyer et al., 2010; Drummond et al., 2008). Det
kan tenkes at dette er noe av arsaken til at vi ikke finner endringer i aktivering av eEF2 pa noe
tidspunkt, til tross for en hard treningsprotokoll og et stort proteininntak (>40 gram).
Forsgkspersonene i studien til Hulmi, Tannerstedt, et al. (2009) fastet ogsa bare tre timer far
prebiopsi, og heller ikke i denne studien sa man endring i fosforylering av eEF2. Det skall
nevnes at Deldicque et al. (2010) fant redusert fosforylering av eEF2 etter en
styrketreningsgkt, uavhengig av om forsgkspersonene hadde inntatt frokost eller ikke. Det er
derfor sannsynlig at energistatus ikke er den eneste arsaken til at vi ikke ser noen endring i

eEF2-aktivering i var studie.

I motsetning til mange av studiene som undersgker hypertrofisignalering i forbindelse med
styrketrening og proteininntak, valgte vi a benytte forsgkspersoner som hadde erfaring med
styrketrening. Dette ble gjort i et forsgk pa a ivareta den eksterne validiteten, slik at
resultatene i starre grad skulle vere overfarbare til vanlig trening. Hos eldre ser det ut til at
p70S6K fosforyleres i starre grad hos utrente sammenlignet med trente etter en
styrketreningsgkt og pafelgende inntak av myseprotein (Farnfield et al., 2012). Fosforylert
p70S6K fremmer som nevnt eEF2-aktivering, og det er derfor mulig at treningsstatus ogsa vil
vaere bestemmende for eEF2-responsen etter en styrketreningsgkt med pafelgende inntak av
protein, selv om Farnfield et al. (2012) ikke fant den samme forskjellen i p70S6K-signalering
mellom trente og utrente yngre personer. | en studie gjort pa rotter sa man ogsa at
fosforylering av p70S6K i etterkant av en styrketreningsgkt i stor grad var avhengig av
treningsstatus (Ogasawara et al., 2013). Det er med andre ord ikke utenkelig at
forsgkspersonenes treningsstatus ogsa er en del av forklaringen pa at vi i motsetning til mange

andre ikke finner redusert fosforylering av eEF2.
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5.2.3 p38 MAPK

For de yngre forsgkspersonene var det en tendens til gkt p38y-aktivering, og redusert p38a-
aktivering pa de fleste tidspunkt, med minimale forskjeller mellom de tre drikkene. For de
eldre forsgkspersonene var fosforylering av bade p38a og p38y lavere i lettmelkgruppen,
sammenlignet med mysegruppene. Studier som har sett pa aktivering av p38 umiddelbart etter
en styrketreningsgkt, viser stort sett til en robust aktivering (Deldicque et al., 2008; Hulmi et
al., 2012; Moller et al., 2013), men aktiveringen ser ut til & avta innen én time etter endt
trening (Karlsson et al., 2004). p38 virker primart & aktiveres som respons pa treningsstimuli,
og i liten grad som falge av proteininntak (Karlsson et al., 2004). Tidligere studier tatt i
betraktning, er det noe overraskende at vi finner endringer i aktivering av p38a og p38y én, tre
og fem timer etter endt treningsgkt, men det kan likevel se ut til at forklaringen er forholdsvis

enkel.

| motsetning til mange andre har vi valgt a kvantifisere de to isoformene av p38 hver for seg.
Holm et al. (2010) far ogsa frem to isoformer av p38 (sannsynligvis p38y og p38a), men
kvantifiserer disse sammen. De finner ingen endring i fosforylering av p38 3 og 5,5 timer etter
en styrketreningsgkt. Vi finner imidlertid generelt en gkt fosforylering av p38y og redusert
fosforylering av p38a én, tre og fem timer etter endt treningsgkt. Dersom vi hadde beregnet
aktivering for de to isoformene sammen, er det mulig den gkte fosforyleringen av p38y ville
utlignet den reduserte fosforyleringen av p38a, og at vare funn da ville stemt bedre overens
med andre studier, som antyder at den gkte fosforyleringen av p38 avtar innen 1 time etter
endt trening (Karlsson et al., 2004; Moller et al., 2013). Ogsa Wernbom et al. (2013) far frem
to isoformer av p38, og finner en gkt fosforylering av begge én time etter en treningsekt med
redusert blodstram (okklusjon). Som nevnt, viser de fleste studier som har benyttet en mer
tradisjonell styrketreningsprotokoll stort sett til ingen effekt én time etter trening. Funnene i
ovennevnte studie er nok derfor et resultat av et mye stgrre stress i form av hypoksi, som er
vist & veere en av de stimuli som aktiverer p38. Moller et al. (2013) far bare frem ett band for
p38, og finner i likhet med de fleste andre gkt fosforylering umiddelbart etter en
styrketreningsgkt. Forfatteren av den nevnte studien spekulerer i om dette ene bandet
representerer bade p38a, B og v (Moller et al., 2013).

Det kan veere flere arsaker til at enkelte laboratorier far frem to band nar de gjer western blot-
analyser pa p38, mens andre bare far frem ett. | likhet med Wernbom et al. (2013) og Hulmi et
al. (2012) kjarte vi elektroforesen i over 85 minutter, og det kan vere at vi som fglge av dette
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oppnadde en separering av de to isoformene av p38. Det er ikke utenkelig at laboratorier som
kjgrer elektroforesen kortere ikke oppnar denne separeringen, og i stedet far frem ett band
som representerer flere isoformer. Verken Moller et al. (2013) eller Karlsson et al. (2004)
oppgir hvor lenge de har kjert elektroforesen eller hvilken volt de har benyttet, og om deres
ene proteinband kan veere et resultat av at de har kjart elektroforesen kortere eller ved lavere
volt, er derfor uvisst. Mange lab-metodiske valg kan bidra til at ulike laboratorier far frem et
ulikt antall proteinband for p38. Valg av antistoff, proteingel, runningbuffer, tid og volt for
elektroforesen er bare noen av mange potensielle faktorer som vil kunne ha en innvirkning pa

resultatene.

Hos de eldre var aktivering av bade p38a og p38y lavere i lettmelkgruppen, sammenlignet
med mysegruppene. Av MVC-resultatene kan vi se at kraftfallet rett etter gkten var omtrent
15 % i mysegruppene og omtrent 10 % i lettmelkgruppen. Selv om det ikke var signifikante
forskjeller i kraftfall verken mellom lettmelk og nativ myse (P=0,13), eller lettmelk og WPC-
80 (P=0,18), antyder disse malingene at lettmelkgruppen trente pa en lavere relativ belastning.
Det er videre ikke utenkelig at et ulikt treningsstimuli i stgrre eller mindre grad kan vare
forklaringen pa at aktiveringen av p38a og p38y er lavest i lettmelkgruppen. For de yngre
forsgkspersonene var det minimale forskjeller i p38-respons etter inntak av nativ myse, WPC-
80 og lettmelk, og MV C-resultatene for de yngre viser ogsa et tilnsermet identisk kraftfall rett
etter styrketreningsgkten. Tilgjengelig data indikerer at p38 i liten grad responderer pa inntak
av protein, selv om det kan se ut til at en viss basalaktivering er ngdvendig for at mTOR-
relaterte proteiner skal kunne aktiveres av aminosyrer (\Volpi, Kobayashi, Sheffield-Moore,
Mittendorfer, & Wolfe, 2003). Det ser derfor ut til at det primaert er treningens volum og
intensitet som er bestemmende for p38-aktivitet (Holm et al., 2010; Karlsson et al., 2004;
Moller et al., 2013; Terzis et al., 2010), og dette statter opp om at den lavere aktiveringen av
p38 i lettmelkgruppen kan vare et resultat av en lavere relativ treningsbelastning. Dersom
forsgkspersonene i lettmelkgruppen ble utsatt for lavere treningsstimuli, kunne man tenke seg
at dette ogsa ville pavirket aktiveringen av p70S6K og eEF2, men som vist tidligere, var det
ingen signifikante forskjeller mellom de tre gruppene for de eldre forsgkspersonene i
aktivering av verken p70S6K eller eEF2. | motsetning til p38, responderer p70S6K ogsa pa
inntak av protein (Moore et al., 2011), og enkelte ser ogsa gkt aktivering av eEF2 etter
proteininntak (Wilson, Moulton, Garlick, Anthony, & Layman, 2012). Det kan derfor veere at
det store proteininntaket kamuflerte de eventuelle forskjellene i aktivering som falge av ulik
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treningsbelastning. Det er med andre ord rimelig & anta at forskjeller i treningsstimuli vil ha

sterre innvirkning pa aktiveringen av p38, sammenlignet med aktivering av p70S6K og eEF2.

Williamson et al. (2003) fant at eldre hadde 15 % hayere aktivering av p38 i hvile,
sammenlignet med yngre. | den samme studien sa de redusert fosforylering av p38 hos eldre
rett etter en styrketreningsgkt, men ingen endring hos yngre. Western blot-oppsettet benyttet i
vare analyser tillater ikke direkte sammenligninger mellom eldre og yngre sin aktivering av
p38 ved baseline, og vi kan derfor ikke vite om eldre hadde hgyere aktivering av p38 enn
yngre far treningsgkten. Det var en tendens til starre reduksjon i fosforylering av bade p38y
0g p38a hos eldre sammenlignet med yngre etter inntak av lettmelk, og dette samsvarer med
funnene til Williamson et al. (2003). Denne forskjellen kan som nevnt skyldes lavere
treningsstimuli i den eldre lettmelkgruppen, men forklaringen kan ogsa veere en annen. p38
aktiveres som tidligere beskrevet av ulike stress-stimuli, og ogsa av de inflammatoriske
cytokinene TNFa (tumor necrosis factor o) og IL-1 (Interleukin-1). Niva av TNFa og IL-1 er
vist a veere hgyere hos eldre sammenlignet med yngre (Kirwan, Krishnan, Weaver, Del
Aguila, & Evans, 2001; Paolisso et al., 1998), og kan saledes vere en medvirkende arsak til at
p38 tilsynelatende er fosforylert i starre grad hos eldre enn yngre i hvile (Williamson et al.,
2003). Med et ulikt utgangsniva, er det ikke utenkelig at responsen til en stimulus vil vere
forskjellig, og det er falgelig en mulighet for at vi sa ulik p38-respons hos yngre og eldre
grunnet et ulikt fosforyleringssniva i hvile. Det er likevel vanskelig @ argumentere for hvorfor
denne forskjellen skulle gjere seg gjeldende etter inntak av lettmelk, men ikke nativ myse og
WPC-80. Lettmelkgruppen tenderte riktignok til & ha hayere alder enn mysegruppen (76 vs.
73 ar), men det er usannsynlig at denne aldersforskijellen vil ha stor effekt pa niva av
inflammatoriske cytokiner og dermed aktivering av p38 i hvile. Ulik relativ treningsbelastning
star derfor igjen som den mest sannsynlige arsaken til den lavere fosforyleringen av p38y og

p38a hos de eldre i lettmelkgruppen.

5.3 Yngre og eldre

Som nevnt, var det enkelte forskjeller mellom yngre og eldre i leucinkinetikk og p38-
aktivering, og for disse dataene er aldersaspektet allerede blitt diskutert. Nar det gjelder
p70S6K og eEF2, som av mine analyser var de mest direkte malene for den anabole

responsen, var det ingen forskjeller mellom eldre og yngre, uansett drikk og biopsitidspunkt.
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Farnfield et al. (2012) fant vesentlig hgyere aktivering av p70S6K etter en styrketreningsgkt
og proteininntak hos utrente eldre, sammenlignet med utrente yngre. Etter 12 uker med
styrketrening var denne forskjellen nesten borte. Vare forsgkspersoner var forholdsvis godt
trent, og alle de yngre forsgkspersonene hadde trent styrke pa beina minst en gang per uke det
siste halve aret. Ogsa mange av de eldre drev med styrketrening, og sa godt som alle var
veldig aktive. De eldre gjennomfarte ogsa flere tilvenningsgkter enn de yngre
forsgkspersonene, og dette sgrget med stor sannsynlighet for at begge grupper var godt vant
med arbeidet som skulle utfares. Funnene til Farnfield et al. (2012) indikerer at treningsstatus
nok er viktigere enn alder hva hypertrofisignalering angar, og med tanke pa at vare eldre
forsgkspersoner var godt trent, er det ikke veldig overraskende at vi ikke finner
aldersspesifikke forskjeller i p70S6K- og eEF2-aktivering.

Eldre ser som nevnt tidligere ut til & ha en lavere anabol respons sammenlignet med yngre ved
lave proteininntak, selv om styrketrening gjennomfares i forkant av inntaket (Katsanos et al.,
2005). Dersom styrketrening kombineres med hgyere inntak av protein (>10-15 gram
essensielle aminosyrer) viser de fleste studier til lik stimulering av MPS hos yngre og eldre
(Drummond et al., 2008; Symons et al., 2011). Det at proteinsyntesen hos yngre og eldre ser
ut til & stimuleres i like stort grad etter styrketrening og pafelgende inntak av over 10-15 gram
essensielle aminosyrer, er ogsa en indikasjon pa at hypertrofisignaleringen pavirkes i
tilsvarende grad. Vare forsgkspersoner inntok én drikk umiddelbart etter, og en ny drikk to
timer etter endt treningsgkt. Hver drikk inneholdt omtrent 20 gram protein, hvorav omtrent 10
gram essensielle aminosyrer. Forsgkspersonene vare inntok med andre ord over den mengden
som ser ut til a veere ngdvendig for a stimulere muskelproteinsyntesen maksimalt etter en

styrketreningsekt, bade hos yngre og eldre.

Man kunne tenke seg at forskjellene sett i leucinkinetikk hos yngre og eldre ville gi utslag i
ulik aktivering av p70S6K og eEF2, men dette var altsa ikke tilfellet. Det er likevel mulig at
leveransen av leucin til musklene var noe lavere hos de eldre, men at den reduserte leveransen
ikke var av en starrelsesorden som fikk konsekvenser for signaleringen. Som tidligere nevnt,
sa Drummond et al. (2008) at eldre hadde en noe forsinket proteinsynteserespons etter
styrketrening og inntak av protein, sammenlignet med yngre. Men til tross for forskjeller i
MPS, hadde yngre og eldre en forholdsvis lik aktivering av p70S6K og eEF2 pa alle
tidspunkt. De fant riktignok en tendens til hayere p70S6K-fosforylering hos de yngre 1 time
etter endt trening, og en antydning til det motsatte tre og seks timer etter gkten, og saledes
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kunne man kanskje forventet at flere av de eldre skulle oppna peak aktivering av p70S6K pa
et senere tidspunkt enn de yngre i var studie. Vare resultater viste imidlertid at de aller fleste
forsgkspersonene oppnadde hgyest aktivering av p70S6K tre timer etter endt treningsgkt,
uavhengig av alder. Det er likevel viktig & veere klar over at de eldre kan ha hatt peak
aktivering av p70S6K pa et senere tidspunkt enn de yngre, selv om det ikke kommer frem av
vare analyser. Det kan for eksempel vare at de yngre hadde hgyest aktivering av p70S6K 2,5
timer etter gkten, mens de eldre farst nadde peak aktivering 3,5 timer etter endt treningsgkt.

Ved gjennomfgring av studier der man benytter eldre forsgkspersoner, er det ogsa
utfordringer i forbindelse med selve treningsgkten. Selv om flere av de eldre hadde erfaring
med styrketrening, var nok de feerreste vant med den hgye treningsmotstanden vi benyttet i
var studie. Det er nok en starre utfordring a sgrge for at eldre oppnar en motstand tilsvarende
8RM, enn hva tilfellet er for yngre. Flere tilvenningsgkter for de eldre forsgkspersonene var i
sa mate fornuftig, og MV C-resultatene tyder pa at i alle fall forsgkspersonene i mysegruppene
trente pa omtrentlig lik relativ treningsbelastning.

Til tross for en noe ulik leucinkinetikk, var det altsa ingen forskjeller i aktivering av p70S6K
og eEF2 mellom yngre og eldre personer. Vare funn stemmer dermed forholdsvis godt
overens med andre studier som har sett pa aldersspesifikke forskjeller i signalering etter en
styrketreningsgkt og pafalgende inntak av over 20 gram protein (Drummond et al., 2008;
Farnfield et al., 2012).

5.4 Kvinner og menn

Det var ingen forskjell mellom kvinner og menn i aktivering av p70S6K og eEF2. De fleste
studiene som har sammenlignet kvinner og menn i forbindelse med styrketrening og
proteininntak, finner ingen kjgnnsspesifikke forskjeller i anabol respons hos yngre. Dette
gjelder bade muskelproteinsyntese, -nedbrytning og hypertrofisignalering i forbindelse med
akuttstudier (Dreyer et al., 2010; Fujita, Rasmussen, et al., 2007; Smith et al., 2009), og
muskelvekst som fglge av treningsintervensjoner (Abe, DeHoyos, Pollock, & Garzarella,
2000; Hubal et al., 2005). For eldre kan det se ut til at det er enkelte kjgnnsspesifikke
forskjeller, ved at eldre kvinner har en hgyere basal proteinsyntese, men en lavere respons til
matinntak (Smith et al., 2008). Det ser likevel ikke ut til at aktivering av p70S6K og eEF2

aktiveres i ulik grad hos eldre kvinner og menn (Smith et al., 2008). Det at vi ikke finner noen
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kjgnnsspesifikke forskjeller i aktivering av disse signaleringsproteinene verken hos yngre

eller eldre, stemmer saledes godt overens med litteraturen.

Yngre kvinner hadde en hgyere p38a-aktivering enn yngre menn én time etter endt
treningsgkt og inntak av WPC-80, samt en tendens til hgyere aktivering etter inntak av nativ
myse pa samme tidspunkt. Meg bekjent, er det ingen som tidligere har sammenlignet
aktivering av p38 hos kvinner og menn, verken i forbindelse med trening alene, eller trening i
kombinasjon med proteininntak. Alle studiene som har undersgkt aktivering av p38 som er
referert til i denne oppgaven, har utelukkende benyttet menn som forsgkspersoner. Kraftfallet
rett etter gkten var likt hos yngre kvinner og menn, og et ulikt treningsstimuli kan derfor med
stor sannsynlighet utelukkes som en potensiell arsak til forskjellen i p38a-aktivering. Nar vi
heller ikke har malt fosforyleringsgrad av noen proteiner oppstrgms for p38, er det vanskelig a

spekulere i arsaken til denne kjgnnsspesifikke forskjellen.

5.5 Hypertrofisignalering, muskelproteinsyntese og muskelvekst

Selv om gkt aktivering av p70S6K, eEF2 og til dels p38 bidrar til gkt proteinsyntese, er det
viktig a erkjenne at man ikke kan si noe om endringer i muskelproteinsyntesen, uten faktisk a
male den. Og i neste steg, selv om muskelproteinsyntese og —nedbrytning gir oss informasjon
om hvorvidt det foregar en akkumulering eller reduksjon av muskelvev innenfor et bestemt
tidsrom, er det like fullt viktig a veere klar over at de akutte endringene i MPS og MPN ikke
ngdvendigvis reflekterer de muskulare adaptasjonene som skjer over tid. Avslutningsvis i
denne oppgaven vil jeg derfor trekke fram noen studier som har undersgkt sammenhengen
mellom hypertrofisignalering, muskelproteinsyntese og muskelvekst, og fortlgpende diskutere

vare funn opp mot disse studiene.

Av de proteinene som ble analysert i var studie, tyder tilgjengelige data pa at det er
fosforylering av p70S6K som i sterst grad korrelerer med muskelproteinsyntesen. Kumar,
Selby, et al. (2009) sa en korrelasjon mellom fosforylering av p70S6K og MPS etter en
styrketreningsgkt for yngre personer, men ikke for eldre. Atherton et al. (2010) viste ogsa at
aktivering av p70S6K i stor grad gjenspeilet muskelproteinsyntesen de farste to timene etter
proteininntak i fraveer av treningsstimuli, men ikke de pafalgende tre timene. Ogsa etter en
styrketreningsgkt og pafglgende proteininntak ser det ut til at fosforylering av p70S6K

korrelerer med proteinsynteseresponsen (Burd, Holwerda, et al., 2010). Det at de fleste
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forsgkspersonene i var studie har hgyest aktivering av p70S6K tre timer etter endt treningsgkt,
er dermed en indikasjon pa at ogsa muskelproteinsyntesen er stgrre pa dette tidspunktet,
sammenlignet med én og fem timer etter treningsgkten. Terzis et al. (2008) fant at p70S6K-
aktivering etter en styrketreningsgkt ogsa i stor grad predikerte gkning i muskelmasse og -
styrke som fglge av 14 uker med styrketrening. Det er likevel verdt & merke seg at andre ikke
ser noen sammenheng mellom aktivering av p70S6K og muskelvekst (Mitchell et al., 2012),
og Mitchell et al. (2014) fant heller ingen korrelasjon mellom gkning i MPS etter en
styrketreningsgkt, og gkning i muskelmasse som falge av 16 uker med styrketrening hos de
samme forsgkspersonene. At hypertrofisignaleringen ikke alltid reflekterer synteseresponsen
kan veere et resultat av flere faktorer. Blant annet kan det se ut til muskelproteinsyntesen kan
stimuleres maksimalt, selv ved en submaksimal aktivering av p70S6K (Crozier, Kimball,
Emmert, Anthony, & Jefferson, 2005). Sistnevnte studie ble riktignok gjennomfart pa rotter,
men resultatene understreker likefullt at man ikke kan trekke konklusjoner om
skjelettmuskulaturens proteinsyntese, utelukkende basert pa fosforylering av proteinkinaser,
elongeringsfaktorer og transkripsjonsfaktorer. Fravaeret av sammenheng kan skyldes flere
ting, og blant annet er det viktig a reflektere over hvorvidt 50 mg fra for eksempel vastus
lateralis faktisk gjenspeiler det som skjer i resten av muskelen, muskelgruppen, eller for den

saks skyld; andre muskler.

For & overfare de ovennevnte funnene til vare resultater, betyr dette at selv om vi finner
forskjell i p70S6K-aktivering mellom nativ myse og lettmelk, er det likevel ikke sikkert
muskelproteinsyntesen ble pavirket i ulik grad. Og selv om vi ikke ser endringer i
fosforylering av eEF2, betyr naturligvis ikke dette at muskelproteinsyntesen ikke blir
stimulert. Og pa samme mate; selv om man finner forskjeller i den akutte MPS-responsen
etter gjennomfgring av ulike treningsprotokoller eller inntak av ulik type eller mengde
protein, er det ikke sikkert disse forskjellene predikerer de muskulare tilpasningene som skjer

over uker og ar.

Resultater fra analyser pa proteinsyntese og proteinnedbrytning fra denne studien vil foreligge
i lopet av de neste manedene. Til hgsten pabegynnes ogsa en treningsintervensjon, der
effekten av styrketrening i kombinasjon med supplementering av nativ myse og lettmelk skal
undersgkes. Innen ett ar vil vi dermed kunne si om de akutte endringene i leucin- og
hypertrofisignalering presentert i denne oppgaven gjenspeiler endringer i muskelmasse og

muskelfunksjon over tid.
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6.0 Konklusjon

Hovedhensikten med denne studien var & undersgke aktivering av signaleringsproteinene
p70S6K, eEF2 og p38 hos yngre og eldre personer etter en styrketreningsgkt, med pafelgende
inntak av nativ myse, WPC-80 og lettmelk. Det var en signifikant gkning i fosforyleringsgrad
av p70S6K bade hos yngre og eldre én, tre og fem timer etter gkten, uansett drikk. Inntak av
nativ myse resulterte i hgyere aktivering av p70S6K, sammenlignet med lettmelk. Det var
ingen endring i eEF2-aktivering verken hos yngre eller eldre, uansett drikk, og det var ingen
forskjell mellom yngre og eldre, kvinner eller menn verken for p70S6K eller eEF2. Nar det
gjelder p38-fosforylering, var det for de yngre forsgkspersonene en tendens til okt p38y-
aktivering, og redusert p38a-aktivering pa de fleste tidspunkt, med minimale forskjeller
mellom de tre drikkene. For de eldre forsgkspersonene var fosforylering av bade p38a og
p38y lavere i lettmelkgruppen, sammenlignet med mysegruppene.

Studiens hypotese om at inntak av nativ myse og WPC-80 ville resultere i hgyere
konsentrasjon av leucin i blodet sammenlignet med lettmelk kan bekreftes. Det samme gjelder
hypotesen om at nativ myse ville resultere i hgyere leucinkonsentrasjon enn WPC-80.

Hypotesen om at nativ myse ville aktivere signalering til gkt proteinsyntese i starre grad enn
WPC-80, kan ikke bekreftes. Hypotesen om at nativ myse ville aktivere signalering til gkt
proteinsyntese i stgrre grad enn lettmelk kan bekreftes, pa bakgrunn av ulik p70S6K-

aktivering.

Hvorvidt forskjellene i leucinkonsentrasjon og hypertrofisignalering etter inntak av de ulike
drikkene gjenspeiler forskjeller i proteinsynteserespons er uvisst. For a stadfeste om de ulike
proteinproduktene i ulik grad tilrettelegger for muskelvekst er det behov for studier som ser
pa effekten av styrketrening og inntak av de ulike proteinproduktene over tid. Funnene som er
presentert i denne oppgaven gir likevel et innblikk i enkelte intracellulzere mekanismer som
antas a spille en rolle i forbindelse med musklenes adaptasjon til styrketrening og

proteininntak.
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Tabelloversikt

Tabell 2.1: Studier som har undersgkt effekten av styrketrening og/eller inntak av protein pa fosforylering av
p70S6K og eEF2 hos yngre og eldre. + indikerer signifikant gkning, - indikerer signifikant reduksjon, =
indikerer ingen endring, # indikerer signifikant forskjell mellom grupper. Tegn i parentes indikerer tendens til
gkning fra baseline (*), eller sterk tendens til forskjell mellom grupper (#). Alle biopsier fra m. vastus lateralis.
SRR W £

Tabell 2.2: Studier som har undersgkt effekten av styrketrening og/eller inntak av protein pa fosforylering av
p38. + indikerer signifikant gkning fra baseline, - indikerer signifikant reduksjon fra baseline, = indikerer ikke-

signifikant endring. # indikerer signifikant hgyere fosforylering sammenlignet med alle andre grupper. Samtlige

studier har tatt biopsier fra m. vastus lateralis. ................coovi oot o ie e et s e e e e . 523
Tabell 3.1: Inklusjon- og eksklusjonskriterier for yngre og eldre. ..........c.coov v ve vt e e S31
Tabell 3.2: Antropometriske data for de yngre forsgkspersonene. .............ccoeo oo eieeceiee e vee e e 20831
Tabell 3.3: Antropometriske data for de eldre forsgkspersonene. ............ccoveeeiveecieieeeeeee e e e8.32
Tabell 3.4: Protein-, fett-, karbohydrat- og leucin-innhold i de tre drikkene. .............c. oo 833
Tabell 3.5: Mengde av ulike aminosyrer i de tre drikkene, oppgitt i gram per drikk. ................cc.cev ool .8.34
Tabell 3.6: Primer- og sekundarantistoff benyttet i analysene. ...........cccoe i . 8.38
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Figuroversikt

Figur 2.1: Netto proteinbalanse i postabsorptiv fase i fravaer av treningsstimuli (A), etter styrketrening i
postabsorptiv fase uten pafglgende inntak av protein (B), etter inntak av protein i fraveer av treningsstimuli (C)

og etter styrketrening med pafalgende inntak av protein (D). ..........ccooo e iee e ce e e e e e e e 8011

Figur 2.2: Effekt av styrketrening og proteininntak p& muskelproteinsyntesen. Basert pa figuren til Churchward-
Venne, Burd, and Phillips (2012). ...t e et e e et e e et e e et e et e et e et e e e e a0 9,12

Figur 2.3: Endringer i LBM (lean body mass) etter 9 maneder med styrketrening i kombinasjon med inntak av
karbohydrat, myse- eller soyaprotein. Verdier viser gjennomsnitt + standardavvik. * indikerer signifikant

forskjell fra karbohydrat og soyaprotein. Figur basert pa resultater fra Volek et al. (2013). ......................S5.13

Figur 2.4: Forenklet oversikt over signalveier tilknyttet p70S6K, eEF2 og p38 MAPK. Proteinene det er gjort

analyser pa i denne studien er merket med gul sirkel. Basert pa flere artikler (Cuadrado & Nebreda, 2010;

Drummond et al., 2009; Kimball & Jefferson, 2010; Kumar, Atherton, et al., 2009; Miyazaki & Esser, 2009).
e 5.20

Figur 2.5: Endring i kroppssammensetning med gkende alder. Figur basert pa data fra Balagopal et al. (1997).

e 9.24
Figur 3.1: Oversikt over randomisering av forsgkspersoner til de ulike gruppene. .............c.ceocei e e S.31
Figur 3.2: Tidskjema for hovedtestdag. Infusjon av stabile isotoper utelatt. Bare plasmapraver benyttet i
beregning av leucinkonsentrasjon er inkludert i tidskjemaet. .............ccccooie e ie e e e a0 .. S.36

Figur 4.1: Gjennomsnittlig treningsvolum (repetisjoner x serier x motstand) pa hovedtestdagen for yngre (A) og
eldre (B). Feilfelt viser standardavvik. ...............ccooooi o e e e et e e e e et e e e e e 9,40

Figur 4.2: Prosentvis endring i maksimal voluntaer kontraksjonskraft (MVC) for knestrekkerne etter
styrketreningsgkten pa hovedtestdagen for yngre (A) og eldre (B). Det er tatt gjennomsnitt av endringene malt
for hgyre og venstre bein. Stiplet linje viser baselineniva. * indikerer signifikant reduksjon fra baseline etter
inntak av alle drikker. # indikerer signifikant forskjell fra baseline etter inntak av lettmelk. Feilfelt viser

Y 1L = g0 b= VAV | TR PRORRTRRE I ¥ §

Figur 4.3: Endring i leucinkonsentrasjon i plasma etter en styrketreningsgkt og inntak av protein for yngre (A)
og eldre (B). * indikerer signifikant hgyere leucinkonsentrasjon etter inntak av nativ myse, sammenlignet med
WPC-80 (P<0,05). (*) indikerer tendens til hgyere leucinkonsentrasjon etter inntak av nativ myse, sammenlignet
med WPC-80 (P<0,10). Feilfelt viser standardavvik. .............c..co oot eiiie e e et e e e e 0. 942
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Figur 4.4: Konsentrasjon av leucin i plasma 60 (A) og 180 min (B) etter endt treningsgkt. * indikerer signifikant
forskjell mellom eldre og yngre ved inntak av samme drikk (P<0,05). (*) indikerer tendens til forskjell mellom

eldre og yngre ved inntak av samme drikk (P=0,10). Verdier er gjennomsnitt + standardawvik. ..................S.43

Figur 4.5: Fosforyleringsstatus av p70 S6K én, tre og fem timer etter endt styrketreningsgkt for yngre (A) og
eldre (B). Prebiopsi satt som 100 %, og alle tall er logtransformert med 10 som grunntall. * indikerer signifikant

gkning (P<0,05) fra baseline. Verdier er gjennomsnitt + standardavvik. Stiplet linje viser baselineniva. ......S.43

Figur 4.6: Peak aktivering av p70 S6K (thr389) i de ulike gruppene for yngre (A) og eldre (B). (*) indikerer
tendens til forskjell fra lettmelk i den respektive alderskategori (P<0,10). Prebiopsi satt som 100 %, og alle tall
er logtransformert med 10 som grunntall. For hver enkelt FP er tidspunktet med hgyest aktivering benyttet i

beregningene. Verdier er gjennomsnitt + standardavvik. Stiplet linje viser baselineniva. ..........................5.44

Figur 4.7: Fosforyleringsstatus av eEF2 (thr56) én, tre og fem timer etter endt styrketreningsgkt for yngre (A)
og eldre (B). Prebiopsi satt som 100 %, og verdier er gjennomsnitt + standardavvik. Stiplet linje viser

DASEIINENIVA. .. .o e e e e et e e e e e e e e e e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e S 4S

Figur 4.8: Peak aktivering av eEF2 (thr56) i de ulike gruppene for yngre (A) og eldre (B). For hver FP er det
tidspunktet med lavest fosforylering benyttet i beregningene. Verdier er gjennomsnitt + standardavvik. Stiplet

linje ViSer DASElINENIVA. ..........c..ooiit it oot et e et e et et et et e e e et e s e e et e e en e e 5.4

Figur 4.9: Fosforyleringsstatus av p38y én, tre og fem timer etter endt styrketreningsekt, sammenlignet med
baseline for yngre (A) og eldre (B). Prebiopsi er satt som 100 %, og alle tall er logtransformert med 10 som
grunntall. * indikerer signifikant gkning (P<0,05) fra baseline. (*) indikerer en tendens til gkning fra baseline
(P<0,10). # indikerer signifikant forskjell fra lettmelk p& samme tidspunkt. Verdier er gjennomsnitt +

standardavvik. Stiplet linje viser baselineniVa. ................ccocveeiet e et cie e et e e e e e 2. S 46

Figur 4.10: Fosforyleringsstatus av p38a (alpha) én, tre og fem timer etter endt styrketreningsgkt, sammenlignet
med baseline for yngre (A) og eldre (B). Prebiopsi er satt som 100 %, og alle tall er logtransformert med 10 som
grunntall. * indikerer signifikant reduksjon (P<0,05) fra baseline. # i figur A indikerer signifikant forskjell fra
WPC-80 pa samme tidspunkt. # i figur B indikerer signifikant forskjell fra nativ myse og WPC-80 pd samme

tidspunkt (P<0,05). Verdier er gjennomsnitt + standardavvik. Stiplet linje viser baselineniva. ..................5.47

Figur 4.11: Representative western blot for proteinene som ble studert. .............cocco v iiin e v .548
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Vedlegg 1

FP
Faktisk tid Kommentar
Idealtid | Tid fra gkt | fra gkt 1(07:00)
06:45 Oppmpte
07:00 Plasma 1l + Serum 1
07:05 Frokost
07:30 00:00 Infusjon D5
08:30 01:00 Plasma 2
09:00 01:30 Gjgre klar biopsi
Plasma 3 + Serum 2 + UlOserum 1
09:30 02:00 + PBMC 1 + Biopsi 1
09:45 02:15 Oppvarm + MVC 1
10:00 02:30 @kt
10:30 00:05 Plasma 4
10:30 00:06 Drikk 1
10:30 | 00:05-10 MVC 2
11:00 00:29 Gjgre klar biopsi
11:15 00:45 Plasma 5
Plasma 6 + Serum 3 + UlOserum 2
11:30 00:59 + PBMC 2+ Biopsi 2
11:45 01:15 Plasma 7
12:30 02:00 Drikk 2 + Plasma 8
13:10 02:40 Plasma 9
13:20 02:50 Bolus 13C
13:25 02:55 Plasma 10
Plasma 11 + Serum 4
13:30 03:00 + Biopsi 3
13:35 03:05 Plasma 12
13:40 03:10 Plasma 13
13:49 03:19 Plasma 14
13:50 03:20 Bolus 15N
13:55 03:25 Plasma 15
14:00 03:30 Plasma 16
14:10 03:40 Plasma 17
14:20 03:50 Plasma 18
14:40 04:10 Plasma 19
15:00 04:30 Plasma 20
15:15 04:45 Plasma 21
Plasma 22 + Serum 5 + UlOserum
3+PBMC3
15:30 05:00 + Biopsi 4
15:35 05:05 Oppvarm + MVC 3
12:30 26:00 Serum 6
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Vedlegg 2
WESTERN BLOT - PROTOKOLL

DAGO

Running buffer: 200 mL MES running buffer + 3800 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

e Mengde beregnet for 4 bokser. Settes i kjgleskap over natt.

DAG 1
1. KLARGJPRING. BLANDE PROVER

e TaTBS og TBS-T ut av kjgleskapet.

e Sett varmeblokk pa 60° C (faktisk temperatur: 70° C). Dobbeltsjekk at den faktisk er paslatt,
og at riktig blokk star i. Hent ut prgver fra fryseren.

e Bland prgve, vann, sample buffer og reducing agent i henhold til xsample preparation mal».

e «Sample preparation mal» finner man under SFP group -> analyselab -> SOP-prosedyrer.

e Print ogsa ut «kNUPAGE ELFO WB»-skjema.

e Bland all sample buffer og reducing agent i et felles 1,5 ml rgr.

o Tilsett riktig mengde vann i hvert enkelt 0,2 ml rgr. Tilsett deretter hver enkelt prgve.

e Sett merkede eppendorfrgr pa varmeblokk i 10 min ved 70°. Sett pa stoppeklokke!

2. MENS PR@VEN STAR PA VARMEBLOKK

e Finn fram: 2 geler til hver boks som skal kjgres, running buffer, antioksidant,
elektroforeseboks og GeneOn markegr

e Tilsett 2,5 mL antioksidant i 1 L running buffer i egen flaske.

e Husk prgvene pa varmeblokka!

e Klipp opp plasten pa gelene, og tgrk av. Ta av hvit tape og fijern kammen.

e Bruk pasteur-pipette til a skylle brénnene med running buffer + antioksidant.

e Sett gelene i boksen med teksten ut. Dytt gelene godt ned og lukk igjen klemmen.

3. ELEKTROFORESE

e Fyll indre kammer med running buffer + antioksidant (sjekk at det ikke lekker i ytre kammer).
e Sett 5 uL markgribrgnn 1 og 10 pa begge sider (bruk 1-10 uL-pipette)

e Sett 30 ulL prgve i de gvrige brgnnene. (Bruk gul 10-100 ulL-pipette)

e Pipettér i «motsatt rekkefglge». Fgr inn i skjema for «kNUPAGE ELFO WB» fortlgpende.

e Ytre kammer fylles 2/3 fullt med running buffer uten antioksidant.

e Sett pa lokk, montér ledninger, sla pa og still inn volt (200 V) og tid (90 min).

e Elektroforesen kjgres pa ett brett med is for a hindre for hgy temperatur.

o Sjekk at stremmen lager bobler i indre bufferkammer. 40 min pause.
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4. MENS ELEKTROFORESEN GAR — AKTIVERE PVDF-MEMBRANENE

e Tilsett 1 mL antioxidant i 1 L transfer buffer.
e Klipp opp 2 PVDF-membraner per elektroforese-kammer og legg disse i lysebla boks. Skriv
nummer gverst i hgyre hjgrne av membranen.
e Finn frem 4 filterpapir og 3 pads per elektroforese-kammer.
e Pads legges i transfer buffer + antioksidant i lilla boks i >15 min (klem ut luftbobler).
e PVDF-membraner aktiveres pa fglgende mate (i en tilstrekkelig romslig boks):
o 30 sek i metanol
o 30sekidH20
o 1-2 mininytt dH20
o 10-15 min i transferbuffer + antioksidant
e Filterpapir legges i transferbuffer i lilla boks like fgr bruk.

5. BLOTTING

e Finn frem: blottedelen til boksene, lilla bokser, pinsett, spade, blyant, tgrkepapir, rulle og gul
avfallsboks.

e Sla av, trekk ut ledninger. Ta ut en gel om gangen, og t@grk av. Ta ut den fremste gelen fgrst.

e Knekk opp med en spade. Lgft av den minste platen fra motsatt side av buen.

e Fjern brgnnene. Legg vatt filterpapir pa gelen, og klem lett sammen.

e Snu opp ned, sett spaden ned i sporet og trykk lett slik at gelen Igsner.

e Loft platen forsiktig opp, og se til at gelen na sitter pa filterpapiret.

e Skjeer av nedre del av gelen, og lag sandwich:

Pad

Filterpapir + gel

Membran (bruk rulle for god kontakt)

Filterpapir

Pad

Filterpapir + gel

Membran (bruk rulle for god kontakt)

Filterpapir

Pad

o Skyll elektroforesekammer i dH20, og monter sandwichen i kammeret. Lukk klemmen.

O O 0O 0O o 0 O O

e Fyll indre kammer med transferbuffer opp til de hvite skruene (sjekk at det ikke lekker).
e  Fyll ytre kammer 2/3 fullt med kaldt dH20.

e Sett pa lokk, montér ledninger. Sjekk at elektrodene sitter i sporene slik de skal.

e Blotting: 30 V, 90 min.

6. NAR BLOTTING ER IGANGSATT

e Rydd det som kan ryddes.
e Lag5 % melkelgsning: 20 g melkepulver + 400 mL TBS-T (rgres med magnet)
e 60 min pause.
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7. NAR BLOTTINGEN ER FERDIG: BLOKKERING

Tem 5 % melkelgsning i en lysebld boks. Fyll dH20 i en lilla boks.

Sla av, trekk ut ledninger, ta ut og apne blotmodulen over lilla plastboks.

Legg pads i dH20 (ma ikke komme i kontakt med deconex). Filtrene kastes. Membraner
legges i en boks med TBS.

Dekk til med parafilm, og sett boksen pa gyrorockeren i 2 timer (hastighet: 20).

Finn glassplate, kniv, linjal, blyant, pasteurpipette, markgrvektskjema, og boks med TBS.
Finn fram rgr for primaert antistoff-lgsning, og merk disse med antistoff, initialer og dato.
Vask elektroforese-kamrene.

1 time pause. Ta en treningsgkt!

8. VASKING

Tgm ut melkelgsningen fra boksen med membranene.
Skyll 2 ganger i romtemperert TBS-T.
Skyll 2 x 2 min i TBS-T pa gyrorocker (hastighet: 65).

9. KUTTING

Bruk pasteurpipette til a fukte glassplaten

Legg membranen pa glassplaten med proteinsiden opp, og bruk linjal og blyant for a tegne
opp hvor det skal kuttes. Kutt pa 120, pa 82, rett under 62 og rett under 26.

Skriv nytt navn til hgyre pa hver membrandel, og kutt i vei.

9. INKUBERING | PRIMART ANTISTOFF (FOSFO-PROTEINER)

Finn fram antistoff for de fosfoproteinene som skal studeres.
Lag 1 % melkelgsning: Bland 10 mL 5 % melkelgsning med 40 mL TBS-T.
Antistoff tines og spinnes ned.
o Fosfo p70: #9234S, Fortynning 1:1000, 5 mL + 5 uL («fiskeslukboks»)
o Fosfo eEF2: Fortynning 1:5000, 10 mL + 2 uL (rgr)
o Fosfo p38; Fortynning 1:1000, 5 mL + 5 uL (rgr)
Pipetter 5 mL 1 % melkelgsning i hvert rgr, og pipetter primaert antistoff i riktig rer.
Ta membranene opp av TBS-T-lgsningen og rull dem med proteinsiden inn (tallet inn).
Legg rgrene pa roller mikser i kjgleskap over natt (hastighet: 7).
Sett TBS, TBS-T, dH20 og 5 % melkelgsning i kjgleskap.
Ferdig for dagen!
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DAG 2

10. VASKING

Ta TBS, TBS-T og melkelgsning ut av kjgleskapet (TBS og TBS-T r@gres og varmes).

Bruk pinsett for a ta membranene ut av rgrene. Ta vare pa rgrene med antistoffer (?).
Legg membranene i lysebla plastboks og skyll to ganger i TBS-T.

3 x 5 min i TBS-T pa gyrorocker (hastighet: 65).

3 x5 min i TBS pa gyrorocker (hastighet: 65).

11. INKUBERING | SEKUNDART ANTISTOFF

Lag 1 % melkelgsning: Bland 20 mL 5 % melkelgsning med 80 mL TBS-T med magnet.

Tilsett 30 mL 1 % melkelgsning i forholdsvis liten plastboks, og tilsett 10 uL sekundaert
antistoff (goat-anti-rabbit, 1:3000 fortynning).

Fglgende membraner skal ha goat-anti-rabbit som sekundzert antistoff: fosfo p70, fosfo eEF2,
fosfo rpS6 og fosfo 4E-BP1.

Legg membranene i Igsningen med proteinsiden opp, og inkubér i 1 time pa gyrorocker
(hastighet: 20). Bruk lokk/parafilm.

60 min pause.

12. VASKING

Tem ut melkelgsningen fra boksen med membranene.
Skyll 2 ganger i romtemperert TBS-T.

3 x 5 min i TBS-T pa gyrorocker (hastighet: 65).

3 x 5 min i TBS pa gyrorocker (hastighet: 65).

13. BILDER

Mens membranene vaskes: Finn fram et lite r@gr og pakk det inn i aluminiumsfolie.

Bland substratvaeske, vend pa rgret og sett i skap (omtrent 1 mL total mengde per bilde).
Lag oppsett for billedtagningen. Velg: new single channel = blots = chemi hi sensitivity
Ta bilder med proteinsiden opp. Velg et bilde og lagre.

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 pa gyrorocker
Skyll membranene 5 x 1 min i dH20. Benytt ny plastboks.

3 x 5 min i TBS pa gyrorocker (hastighet: 65).

Blokkér i 5 % melkelgsning i 2 timer.

Bland 10 mL 5 % melkelgsning med 40 mL TBS-T (forberedelse til antistoff-inkubering)

Finn fram rgr for primaert antistoff-lgsning, og merk disse med antistoff, initialer og dato.

45 min pause.
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15. VASKING

Tgm ut melkelgsningen fra boksen med membranene.
Skyll 2 ganger i romtemperert TBS-T.
Skyll 2 x 2 min i TBS-T pa gyrorocker (hastighet: 65).

16. INKUBERING | PRIMART ANTISTOFF (TOTAL-PROTEINER)

Finn fram antistoff for de total-proteiner som skal studeres.
Antistoff tines og spinnes ned.
o Total p70: #2708S, 1:1000, 5 mL + 5 uL. («fiskeslukboks»)
o Total eEF2: #2332S, 1:5000, 10 mL + 2 uL (rer)
o Total p38:1:1000, 5mL + 5 uL (rgr)
Pipetter 5 mL eller 10 uL 1 % melkelgsning i hvert rgr/boks, samt riktig primaert antistoff.
Ta membranene opp av TBS-T-Igsningen og rull dem med proteinsiden inn (tallet inn).
Legg r@rene pa roller mikser i kjgleskap over natt (hastighet: 7).
Sett TBS, TBS-T og 5 % melkelgsning i kjgleskap.
Rydd/vask!
Ferdig for dagen!
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DAG 3
17. VASKING

e Ta TBS, TBS-T og melkelgsning ut av kjgleskapet (TBS og TBS-T rgres og varmes).

e Bruk pinsett for a ta membranene ut av rgrene. Ta vare pa rgrene med antistoffer (?)
e Legg membranene i lysebla plastboks og skyll to ganger i TBS-T.

e 3 x5 miniTBS-T pa gyrorocker (hastighet: 65).

e 3 x5miniTBS pa gyrorocker (hastighet: 65).

18. INKUBERING | SEKUNDART ANTISTOFF

e Lag 1 % melkelgsning: Bland 20 mL 5 % melkelgsning med 80 mL TBS-T med magnet.

e Tilsett 30 mL 1 % melkelgsning i forholdsvis liten plastboks, og tilsett 10 uL sekundaert
antistoff (goat-anti-rabbit, 1:3000 fortynning).

e Fglgende membraner skal ha goat-anti-rabbit som sekundaert antistoff: fosfo p70, fosfo eEF2,
fosfo rpS6 og fosfo 4E-BP1.

e Legg membranene i lgsningen med proteinsiden opp, og inkubér i 1 time pa gyrorocker
(hastighet: 20). Bruk lokk/parafilm.

e 60 min pause.

19. VASKING

e Tgm ut melkelgsningen fra boksen med membranene.
e Skyll 2 ganger i romtemperert TBS-T.

e 3 x5miniTBS-T pa gyrorocker (hastighet: 65).

e 3 x5miniTBS pa gyrorocker (hastighet: 65).

20. BILDER

e Mens membranene vaskes: Finn fram et lite rgr og pakk det inn i aluminiumsfolie.

e Bland substratvaeske, vend pa rgret og sett i skap (omtrent 1,5 mL total mengde per bilde).
e lLag oppsett for billedtagningen. Velg: new single channel = blots = chemi hi sensitivity

e Ta bilder med proteinsiden opp. Velg et bilde og lagre.

e Membraner det skal gjgres flere analyser pa, vaskes og fryses ned.

e Rydd/vask!
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Vedlegg 3
®

NORGES IDRETTSHOAGSKOLE

Forespgrsel om deltakelse som forsgksperson

Hvordan pavirker forskjellige melkeproteinfraksjoner
muskelproteinbalanse hos eldre?

Dette skrivet er til alle potensielle forsgkspersoner. Vi ber om din deltakelse i prosjektet, sa fremt du
oppfyller kriteriene: Du ma vaere 70 ar eller eldre, vaere normalt aktiv, og ellers kunne gjennomfgre
styrketrening pa beina. Du kan ikke ha laktoseintoleranse eller melkeallergi. Du kan heller ikke bruke
noen form for kosttilskudd (proteinpulver, vitaminer, kreatin eller lignende); hvis du gjgr det kan du
likevel delta som forsgksperson ved at du slutter med tilskuddet senest to uker f@gr prosjektstart. Du
kan ikke delta om du er allergisk mot lokalbedgvelse (tilsvarende det man far hos tannlegen).

Bakgrunn og hensikt med forsgket

Sarkopeni (aldersrelatert muskelsvinn) har de siste arene fatt mye oppmerksomhet da det i tillegg til
a redusere funksjon og livskvalitet i hverdagen ogsa disponerer for flere livsstilssykdommer (bla. type
Il diabetes og osteoporose). Styrketrening og et gkt inntak av protener har vist seg a kunne motvirke
muskelvinnet. Inntak av proteiner har i seg selv en umiddelbar muskeloppbyggende effekt ved at
proteinsyntesen gker; og kombinerer vi proteininntak med styrketrening far vi en vesentlig kraftigere
effekt. @kningen i proteinsyntesen bestemmes i stor grad av mengden og kvaliteten pa proteinet,
samt hvor raskt proteinet tas opp i blodet. | tillegg til proteinsyntesen vil ogsa proteinnedbrytningen
til enhver tid spille inn pa proteinomsetningen i muskulaturen. Sammenliknet med proteinsyntesen
vet vi lite om hvordan proteinnedbrytningen pavirkes av proteininntak etter styrketrening. Ny
kunnskap om dette kan gi oss bedre forutsetninger for @ maksimere utbyttet av styrketrening, som vil
veere av stor interesse for eldre med tanke pa livskvalitet og funksjon i hverdagen.

I denne studien gnsker vi @ undersgke den umiddelbare effekten pad proteinsyntesen og -
nedbrytningen av et nyutviklet myseprotein produsert av Tine®. Dette nye myseproteinet vil
sammenliknes med vanlig lett melk og WPC-80; myseproteinet som oftest brukes i vanlig
proteinpulver.

Dette er et dobbelt blindet, randomisert, kontrollert studie, som betyr at verken du eller forskerne
du kommer i kontakt med vet hvilken drikk du inntar.
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Gjennomfgringen av forsgket

Forsgket gar kort fortalt ut pa at du gjennomfgrer én styrketreningsgkt og inntar deretter en drikk pa
0,7 liter med myseprotein eller melk. Ulike tester og malinger vil giennomfgres fgr og etter
treningsgkten. Du vil bli tilfeldig trukket (randomiseres) til én av to grupper som inntar enten melk
eller myseproteinfraksjoner. Gruppen som inntar myseproteinfraksjoner ma gjennomfgre forsgket to
ganger, en gang med hver mysefraksjon.

For forsgket

Du skal mgte pa Norges idrettshggskole 6 ganger for tilvenning til tester og treningsgvelser, maling
av kroppssammensetning (DXA), og en legesjekk i ukene fgr forsgket. Hver seanse varer i ca. 2 timer.
Tidspunkter avtales individuelt. | de tre siste dagene fgr forsgket ma du avsta fra all krevende fysisk
aktivitet (trening). Fra dagen fgr forsgket til forsgket er over (midt pa dagen etter hoved-testdagen)
skal du fglge en standardisert diett laget av en ernaeringsfysiolog.

Forspket

Oppmgte pa forsgksdagen vil variere fra kl 0700 til 0800. Du vil fa en standardisert frokost fgr
forsgket begynner. Maling av proteinsyntesen og —nedbrytingen gjgres ved veneinfusjon av
aminosyrer (med stabile isotoper). Det er ingen kjent risiko med stabile isotoper; de forekommer
naturlig i maten vi spiser og er ikke radioaktive. Det er en infeksjonsfare, men preparatet klargjgres
under sterile forhold og infuseres gjennom et filter som ikke slipper mikrober igiennom. Infusjonen
vil innebaere at vi setter inn et venekateter i hver arm. Fgr vi giennomfgrer treningsgkten vil vi ta en
biopsi og gjennomfgre en styrketest i et kneekstensjonsapparat. Treningsgkten vil besta av 4 sett av
8 repetisjoner sa tungt du klarer, et nytt sett starter hvert 3 minutt. Etter treningsgkten vil du innta
en av de tre drikkene, og det vil bli tatt biopsier rett etter gkten og etter 2,5 og 5 timer. Det vil ogsa
bli tatt blodprgver gjennom dagen og gjennomfgrt styrketester rett etter gkten, 5,5 og 24 timer etter
treningsgkten, for & male restitusjon. Dermed vil du matte sette av en hel dag til testdagen (fra 0700
frem til ca. 1700) og 30 min til styrketesting dagen etter. Deltakere som tilfeldig velges til gruppen
med myseproteinene ma ga giennom denne testrunden 2 ganger.

Tester

DXA: ved et av oppmetene f@r testingen gjgres en DXA-analyse for @ male kroppssammensetningen
som vil danne grunnlaget for de standardiserte maltidene ved testgjennomfgringen. Denne testen
innebaerer at deltakerne ligger stille i ca. 10 minutter.

Muskelfunksjonstest: testingen av muskelfunksjonen gjgres i et kneekstensjonsapparat som er last
ved 90° i kneleddet.

Blodprgver: blodprgvene vil tas i sammenheng med biopsiene og vil gjgres gjiennom venekatetrene
slik at det ikke blir noen ekstra stikk for blodprgver.

Biopsier: For gruppen som inntar melk blir det til sammen 4 biopsier, mens det for gruppen som
inntar mysefraksjonene vil det bli 4 biopsier fgrste runde og 5 biopsier i andre runde, altsa 9 biopsier
til sammen. Den ekstra biopsien i runde to ma tas for & justere for de stabile isotopene som fortsatt
kan vaere igjen i muskulaturen. Flere biopsier kan tas fra samme snitt i huden sa det totale antall snitt
blir bare 2 for gruppen som inntar melk og 4 for gruppen som inntar mysefraksjoner. Biopsiene tas ut
pa fglgende mate:
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e Huden og bindevevet lokalbedgves der vevsprgven skal taes.

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

e En nal med diameter pa 6 mm fgres inn (2-3 cm) og 1-3 sma biter av muskulaturentas ut
(total 2-300 mg).

e Snittet lukkes med tape (strips).

Eventuelle ulemper ved a delta

Deltakelse i prosjektet vil kreve en del tid og oppmerksomhet. Du ma mgte ved NIH pa totalt 8-10
dager.

Trening skal giennomfgres med stor belastning, og vil medfgre en viss risiko for skade og fglelse av
sarhet/stglhet i muskulaturen.

Venekateter medfgrer en liten infeksjonsfare og det kan oppleves ubehagelig.

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

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

Personvern

Vi vil kun lagre informasjon om deg under ditt forsgkspersonnummer. Undervis i forsgket vil vi
oppbevare en kodeliste med navn og forsgkspersonnummer. Denne kodelisten vil fysisk vaere last
inne, slik at det er kun forskerne tilknyttet studien som har adgang til den. Alle som far innsyn i
informasjon om deg har taushetsplikt. Innsamlet data vil bli anonymisert etter 15 ar (kodelisten
destrueres).

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

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

Biobank

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

Hvis du sier ja til 3 delta i studien, har du rett til 3 fa innsyn i hvilke opplysninger som er registrert om
deg. Du har videre rett til a fa korrigert eventuelle feil i de opplysningene vi har registrert. Dersom du
trekker deg fra studien, kan du kreve a fa slettet innsamlede prgver og opplysninger, med mindre
opplysningene allerede er inngatt i analyser eller brukt i vitenskapelige publikasjoner.

Informasjon om utfallet av studien

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

Forsikring

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

Finansiering

Prosjektet er fullfinansiert av Tine® og Norges forskningsrad.

Publisering

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

Samtykke

Hvis du har lest informasjonsskrivet og gnsker a veere med som forsgksperson i prosjektet, ber vi deg
undertegne “Samtykke om deltakelse” og returnere dette til en av personene oppgitt nedenfor. Du
bekrefter samtidig at du har fatt kopi av og lest denne informasjonen.

Det er frivillig & delta og du kan nar som helst trekke deg fra prosjektet uten videre begrunnelse. Alle
data vil, som nevnt ovenfor, bli avidentifisert fgr de blir lagt inn i en database, og senere
anonymisert.

Dersom du gnsker flere opplysninger kan du ta kontakt med Havard Hamarsland

pa tIf: 93 445 916, Ggran Paulsen pa tIf: 93429420, eller Truls Raastad pa tIf: 23 26 23 28 el. 913 68
896

Vennlig hilsen

Havard Hamarsland (Stipendiat)
Ggran Paulsen (forsker)
Truls Raastad (Professor)
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Samtykke til deltakelse i studien

Jeg er villig til a delta i studien

(Signert av prosjektdeltaker, dato)

Jeg bekrefter 3 ha gitt informasjon om studien

(Signert, rolle i studien, dato)
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Vedlegg 4
®

NORGES IDRETTSHOAGSKOLE

Forespgrsel om deltakelse som forsgksperson

Hvordan pavirker forskjellige melkeproteinfraksjoner
muskelproteinbalanse hos yngre?

Dette skrivet er til alle potensielle forsgkspersoner. Vi ber om din deltakelse i prosjektet, sa fremt du
oppfyller kriteriene: Du ma veere i alderen 18-45 ar, du skal ha drevet regelmessig styrketrening pa
hele kroppen under de siste 6 mnd (minst 1 gang per uke), og ellers veere frisk og uten skader i
muskelskjelettapparatet. Du kan ikke bruke noen form for medikamenter eller ha laktoseintoleranse
eller melkeallergi. Du kan heller ikke bruke noen form for kosttilskudd (proteinpulver, vitaminer,
kreatin eller lignende); hvis du gjgr det kan du likevel delta som forsgksperson ved at du slutter med
tilskuddet senest en uke f@r prosjektstart. Du kan ikke delta om du er allergisk mot lokalbedgvelse
(tilsvarende det man far hos tannlegen).

Bakgrunn og hensikt med forsgket

Inntak av proteiner har i seg selv en umiddelbar muskeloppbyggende effekt ved at proteinsyntesen
gker; og kombinerer vi proteininntak med styrketrening far vi en vesentlig kraftigere effekt. @kningen
i proteinsyntesen bestemmes i stor grad av mengden og kvaliteten pa proteinet, samt hvor raskt
proteinet tas opp i blodet. | tillegg til proteinsyntesen vil ogsa proteinnedbrytningen til enhver tid
spille inn pa proteinomsetningen i muskulaturen. Sammenliknet med proteinsyntesen vet vi lite om
hvordan proteinnedbrytningen pavirkes av proteininntak etter styrketrening. Ny kunnskap om dette
kan gi oss bedre forutsetninger for 8 maksimere utbyttet av styrketrening, som vil veere av stor
interesse for bade mosjonister, idrettsutgvere og eldre med tanke pa prestasjon i idrett og funksjon i
hverdagen.

I denne studien gnsker vi @ undersgke den umiddelbare effekten pad proteinsyntesen og -
nedbrytningen av et nyutviklet myseprotein produsert av Tine®. Dette nye myseproteinet vil
sammenliknes med vanlig lett melk og WPC-80; myseproteinet som oftest brukes i vanlig
proteinpulver.

Dette er et dobbelt blindet, randomisert, kontrollert studie, som betyr at verken du eller forskerne
du kommer i kontakt med vet hvilken drikk du inntar.
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Gjennomfgringen av forsgket

Forsgket gar kort fortalt ut pa at du gjennomfgrer én styrketreningsgkt og inntar deretter en drikk pa
0,7 liter med myseprotein eller melk. Ulike tester og malinger vil giennomfgres fgr og etter
treningsgkten. Du vil bli tilfeldig trukket (randomiseres) til én av to grupper som inntar enten melk
eller myseproteinfraksjoner. Gruppen som inntar myseproteinfraksjoner ma gjennomfgre forsgket to
ganger, en gang med hver mysefraksjon.

For forsgket

Du skal mgte pa Norges idrettshggskole 4 ganger for tilvenning til tester og treningsgvelser, maling
av kroppssammensetning (DXA), og en legesjekk i ukene fgr forsgket. Hver seanse varer i ca. 2 timer.
Tidspunkter avtales individuelt. | de tre siste dagene fgr forsgket ma du avsta fra all krevende fysisk
aktivitet (trening). Fra dagen fgr forsgket til forsgket er over (midt pa dagen etter hoved-testdagen)
skal du fglge en standardisert diett laget av en ernaeringsfysiolog.

Forspket

Oppstart pa forsgksdagen vil variere fra kl 0700 til 0800. Du vil fa en standardisert frokost fgr
forsgket begynner. Maling av proteinsyntesen og —nedbrytingen gjgres ved veneinfusjon av
aminosyrer (med stabile isotoper). Det er ingen kjent risiko med stabile isotoper; de forekommer
naturlig i maten vi spiser og er ikke radioaktive. Det er en infeksjonsfare, men preparatet klargjgres
under sterile forhold og infuseres gjennom et filter som ikke slipper mikrober igiennom. Infusjonen
vil innebaere at vi setter inn et venekateter i hver arm. Fgr vi giennomfgrer treningsgkten vil vi ta en
biopsi og gjennomfgre en styrketest i et kneekstensjonsapparat. Treningsgkten vil besta av 4 sett av
8 repetisjoner sa tungt du klarer, et nytt sett starter hvert 3 minutt. Etter treningsgkten vil du innta
en av de tre drikkene, og det vil bli tatt biopsier rett etter gkten og etter 2,5 og 5 timer. Det vil ogsa
bli tatt blodprgver gjennom dagen og gjennomfgrt styrketester rett etter gkten, 5,5 og 24 timer etter
treningspkten, for & male restitusjon. Dermed vil du matte sette av en hel dag til testdagen (fra 0700
frem til ca. 1700) og 30 min til styrketesting dagen etter. Deltakere som tilfeldig velges til gruppen
med myseproteinene ma ga giennom denne testrunden 2 ganger.

Tester

DXA: ved et av oppmegtene f@r testingen gjgres en DXA-analyse for @ male kroppssammensetningen
som vil danne grunnlaget for de standardiserte maltidene ved testgjennomfgringen. Denne testen
innebaerer at deltakerne ligger stille i ca. 10 minutter.

Muskelfunksjonstest: testingen av muskelfunksjonen gjgres i et kneekstensjonsapparat som er last
ved 90° i kneleddet.

Blodprgver: blodprgvene vil tas i sammenheng med biopsiene og vil gjgres gjiennom venekatetrene
slik at det ikke blir noen ekstra stikk for blodprgver.

Biopsier: For gruppen som inntar melk blir det til sammen 4 biopsier, mens det for gruppen som
inntar mysefraksjonene vil det bli 4 biopsier fgrste runde og 5 biopsier i andre runde, altsa 9 biopsier
til sammen. Den ekstra biopsien i runde to ma tas for & justere for de stabile isotopene som fortsatt
kan vaere igjen i muskulaturen. Flere biopsier kan tas fra samme snitt i huden sa det totale antall snitt
blir bare 2 for gruppen som inntar melk og 4 for gruppen som inntar mysefraksjoner. Biopsiene tas ut
pa fglgende mate:
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e Huden og bindevevet lokalbedgves der vevsprgven skal taes.

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

e En nal med diameter pa 6 mm fgres inn (2-3 cm) og 1-3 sma biter av muskulaturentas ut
(total 2-300 mg).

e Snittet lukkes med tape (strips).

Eventuelle ulemper ved a delta

Deltakelse i prosjektet vil kreve en del tid og oppmerksomhet. Du ma mgte ved NIH pa totalt 6-8
dager.

Trening skal giennomfgres med stor belastning, og vil medfgre en viss risiko for skade og fglelse av
sarhet/stglhet i muskulaturen.

Venekateter medfgrer en liten infeksjonsfare og det kan oppleves ubehagelig.

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

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

Personvern

Vi vil kun lagre informasjon om deg under ditt forsgkspersonnummer. Undervis i forsgket vil vi
oppbevare en kodeliste med navn og forsgkspersonnummer. Denne kodelisten vil fysisk vaere last
inne, slik at det er kun forskerne tilknyttet studien som har adgang til den. Alle som far innsyn i
informasjon om deg har taushetsplikt. Innsamlet data vil bli anonymisert etter 15 ar (kodelisten
destrueres).

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

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

Biobank

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

Hvis du sier ja til 3 delta i studien, har du rett til 3 fa innsyn i hvilke opplysninger som er registrert om
deg. Du har videre rett til a fa korrigert eventuelle feil i de opplysningene vi har registrert. Dersom du
trekker deg fra studien, kan du kreve a fa slettet innsamlede prgver og opplysninger, med mindre
opplysningene allerede er inngatt i analyser eller brukt i vitenskapelige publikasjoner.

Informasjon om utfallet av studien

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

Forsikring

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

Finansiering

Prosjektet er fullfinansiert av Tine® og Norges forskningsrad.

Publisering

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

Samtykke

Hvis du har lest informasjonsskrivet og gnsker a veere med som forsgksperson i prosjektet, ber vi deg
undertegne “Samtykke om deltakelse” og returnere dette til en av personene oppgitt nedenfor. Du
bekrefter samtidig at du har fatt kopi av og lest denne informasjonen.

Det er frivillig & delta og du kan nar som helst trekke deg fra prosjektet uten videre begrunnelse. Alle
data vil, som nevnt ovenfor, bli avidentifisert fgr de blir lagt inn i en database, og senere
anonymisert.

Dersom du gnsker flere opplysninger kan du ta kontakt med Havard Hamarsland

pa tIf: 93 445 916, Ggran Paulsen pa tIf: 93429420, eller Truls Raastad pa tIf: 23 26 23 28 el. 913 68
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Vennlig hilsen

Havard Hamarsland (Stipendiat)
Ggran Paulsen (forsker)
Truls Raastad (Professor)
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Samtykke til deltakelse i studien

Jeg er villig til a delta i studien

(Signert av prosjektdeltaker, dato)

Jeg bekrefter 3 ha gitt informasjon om studien

(Signert, rolle i studien, dato)
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