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Sammendrag

Innledning: Styrketrening med delvis avstengt blodtstrem (okklusjonstrening) og lav
motstand har vist seg & vere en effektiv metode for & ke muskelstorrelse og
muskelstyrke pé relativt kort tid. En nylig studie har vist en stor ekning i
muskelfiberareal etter tre uker med heyfrekvent okklusjonstrening. Noe overraskende
skjedde okningen allerede etter forste uke og flatet ut de neste to treningsukene. Man
kan spekulere om dette skyldes at de fysiologiske systemene er mettet av
treningsstimulus. Var studie bygger pa samme protokoll og hovedhensikten var a
underseke om ti dagers hvile var tilstrekkelig for a “’resette” systemene for
hypertrofisignalering etter fem dager med hey-frekvent okklusjonstrening. Metode: Det
ble rekruttert ni forsekspersoner som fullferte syv ekter okklusjonstrening pa fem dager.
De hadde ti dager hvile for de pd nytt gjennomforte syv ekter pa fem dager.
Muskelbiopsier fra syv forskjellige tidspunkt fer, under og etter intervensjonen ble
brukt for & undersegke fosforylering av signalproteinene p70S6 kinase (p70S6K), p38
mitogen activated protein kinase gamma og alfa (p38MAPKY/ p38MAPK«) og
eukaryotisk elongeringsfaktor 2 (eEF2).For a undersgke muskelvekst ble ogsé fiberareal
analysert fra biopsiene. Muskelstyrke ble testet ved en repetisjon maksimum (1 RM) og
maksimalt dreiemoment ved 60 °/s i kneekstensjon. Resultater: p70S6K-fosforylering
okte like mye etter forste treningsekt i treningsuke én og to. p38MAPKy-fosforylering
okte etter forste treningsekt i uke én, men ikke 1 uke to. Fosforyleringen av p38MAPKY
tenderte til 4 vaere forskjellig mellom ukene. p38MAPKa og eEF2 hadde ingen endring
ved noen tidspunkt i intervensjonen. Fiberareal okte med 20 % for type I-fibre, mens
fiberareal for type II-fibre ble ikke signifikant endret. Muskelstyrke malt som 1 RM og
maksimalt dreiemoment ble ikke signifikant endret. Diskusjon: Fosforyleringen av
p70S6K og p38MAPKY stemmer overens med tidligere studier, og responsen pa
treningsekten var opprettholdt etter 10 dager med hvile for p70S6K, men kan ha veert
forskjellig for pP38MAPKY. Det kan riktignok skyldes forskjellig treningsstimulus fra
treningsukene. Muskelveksten og styrkefremgangen var svakere enn forventet og ikke 1
samsvar med en tidligere studie der samme treningsprotokoll ble benyttet. Konklusjon:
En hvileperiode p4 ti dager kan ha vert tilstrekkelig for & resette aktiveringen av
p70S6K, mens p38MAPKYy kan ha endret sin sensitivitet. Intervensjonen forte ikke til
en markant muskelvekst eller gkning i muskelstyrke. Nokkelord:

Okklusjonstrening, p70S6K, p38MAPK, eEF2, hypertrofisignalering.
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Forkortelser

CK
Defosforylering
eEF2
ERK1/2
Fosforylering
FT

FSR

GH

HIF-1a

HSP

IGF-1
Isokinetisk
JNK

MAPK

MFA

MPB

MPS

MR

mRNA
mTOR

Nedreguleringsfaktorer

NO

pl

PI3K

PLD
Rapamycin
RM

rpS6

ST
Treningsvolum

UL

Kreatin kinase
Fjerning av en fosfatgruppe til et molekyl eller protein
Eukaryotisk translasjon-elongeringsfaktor 2

Ekstracelluler signal-regulert kinase 1 og 2

Addering av en fosfatgruppe til et molekyl eller protein

Fast twich

Fractional synthetic rate, malemetode for proteinsyntese

Veksthormon

Hypoxia inducible factor 1- alfa
Heat shock protein

Insulin lik vekstfaktor 1

Konstant bevegelse

c-jun N-terminal kinase

Mitogen aktivert protein kinase
Muskelfiberareal
Muskelproteinnedbrytning
Muskelproteinsyntese
Magnetresonans

Messenger Ribonucleic syre
Mammalian target of rapamycin
Alle signaler som enten fremmer proteinnedbrytning
og/eller inhiberer hypertrofisignaler.
Nitrogenoksid

Uorganisk fosfat
Phosphatidylinostitol 3-kinase
Phospholipase D

mTOR-inhibitor

Repetition maksimum

Ribosomal protein S6

Slow twich

Antall repetisjoner ganger treningsmotstand.
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1. Innledning

Okklusjonstrening har sin opprinnelse fra Japan og ble introdusert av den japanske
legen Yoshiaki Sato pa 1960-tallet. Sato fikk ideen om trening med redusert
blodtilfersel da han satt i en ukomfortabel posisjon pé en religios seremoni og fikk
klemt av blodtilfersel til leggene. Han merket seg den spesielle folelsen av
muskelsvellingen og mente at denne minnet om svellingen han hadde oppnadd med
styrketrening. Etter mye proving og feiling pé seg selv utviklet han konseptet “’kaatsu
training” (ka atsu betyr okt trykk pd japansk)(Sato, 2005). Shinohara et al. (1998) var de
forste til & beskrive denne treningsmetoden i et engelskspraklig vitenskapelig tidsskrift
(Shinohara, Kouzaki, Yoshihisa, & Fukunaga, 1998); og metoden har siden fatt skende
oppmerksomhet fra forskningsgrupper i vestlige land. Okklusjonstrening er ogsa omtalt
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som “kaatsu training”, “blood flow restricted resistance exercise (BFRRE)”, “vascular
restriction resistance exercise (VRRE)”, “strength training with vascular occlution” og
“iskemisk styrketrening”. I denne oppgaven vil treningsmetoden i hovedsak bli omtalt
som okklusjonstrening. Styrketrening har mange fordeler, men det
kreves at man trener relativt regelmessig, og at man yter en viss innsats (American
College of Sports Medicine, 2009). Trening med tung motstand vil vaere en belastning
for alle strukturer som er involvert. I tillegg til muskelvevet vil ogsa sener, bein og ledd
bli stimulert. Siden det er slik vevet utvikler seg er tung belastning meget gunstig for
friske personer. Hos personer som av forskjellige grunner ikke tiler belastningen ved
tradisjonell tung styrketrening, eksempelvis ved skader pa distale ledd; kan
okklusjonstrening vaere et bra alternativ (Wernbom, Augustsson, & Raastad, 2008).
Okklusjonstrening har vist seg meget effektivt i en rekke populasjoner. Det er
vist 4 gke muskelmasse, muskelstyrke og proteinsynstese for godt trente idrettsutevere
(Takarada, Sato, & Ishii, 2002b), eldre (Yokokawa, Hongo, Urayama, Nishimura, &
Kai, 2008), personer i rehabilitering etter fremre korsbdndsoperasjon (Ohta et al., 2003)
og 1 den mest studerte populasjonen, utrente yngre personer (Fujita, Brechue, Kurita, &
Sato, 2008; Takarada et al., 2002). Okklusjonstrening er vist 4 kunne gi minst like gode
resultater pa muskelvekst og styrke som tradisjonell styrketrening ved bruk av riktig
protokoll. En av fordelene med okklusjonstrening er at det krever liten restitusjonstid og
kan derfor utferes med en mye hayere frekvens enn tradisjonell styrketrening
(Wernbom et al. 2008). Noe som sannsynligvis er grunnen til at man kan oppnd samme

effekt som lengre perioder med tradisjonell styrketrening (10-12 uker) pa relativt kort



tid (1-3 uker)(tabell 2.1). I en studie fra 2012 viste Nielsen et al. en stor gkning i
muskelfiberareal, muskelstyrke og satellittcelleaktivering etter tre uker med heyfrekvent
okklusjonstrening. Forsekspersonene trente i tre uker og gjennomferte henholdsvis syv,
atte og ni gkter per uke. Fiberarealet okte med 38 % for begge fibertypene etter forste
treningsuke. Etter andre treningsuke var endringen fra baseline 35 % (type I) og 37 %
(type II); mens ekningen var 31 % (type I) og 32 % (type II) ti dager etter
intervensjonen. @kningen i fiberareal ble fulgt av en ekning i maksimal voluntaer kraft
(MVC) med 7 % malt fem dager etter og med 11 % malt ti dager etter intervensjonen. I
tillegg til dette var hovedfunnene i studien en stor ekning i antall satellittceller og
cellekjerner allerede etter syv ekter. Hypertrofisignalering ble imidlertid ikke undersokt
i studien. Det som er verd & merke seg med denne studien er at all ekning i fiberareal,
cellekjerner og satellittceller kom etter den forste treningsuke (Nielsen et al., 2012).
Grunnen til avflatningen etter forste treningsuke kan vare at de fysiologiske systemene
som tar imot stimulus fra muskelarbeid har blitt mettet”. Siden muskelveksten Nielsen
et al. (2012) observerte tilsynelatende kom som et resultat av de fem forste dagene med
trening, kan man spekulere i hvorvidt dette kan vere en slags oppstartseffekt. Hvis dette
er tilfelle ville det vaert interessant & underseke om effekten kan oppnés flere ganger i
samme intervensjon ved & legge inne en hvileperiode etter forste treningsuke. Hvis dette
er en riktig antakelse, vil en slik type protokoll gjere at man kan fa bedre resultater da
man kan addere effektene av oppstartene; i stedet for 4 trene i flere uker og kun fa
resultat fra den forste. Hypertrofisignalering er et system som knytter stimulus
man oppndr fra trening til fysiologiske hendelser i muskelcellene. De viktigste
elementene i dette systemet kalles signalproteiner og er organisert delvis hierarkisk der
de viktigste proteinene ligger oppstrems og tar imot stimuli, for de videreformidler dette
nedstroms og tilslutt pavirker hastigheten pa syntesen av muskelproteiner. Vi har
undersokt tre av de antatt viktigste signalproteinene ved okklusjonstrening for & kunne
finne ut hvordan disse aktiveres i en periode med okklusjonstrening. p70S6K, eEF2 og
p38MAPK er alle etablerte markerer for hypertrofisignalering, og ville kunne gi oss et
bilde av grad av hypertrofisignalering ved var protokoll. Var studie bygger pé
samme protokoll som Nielsen et al. (2010) hadde i sin ferste treningsuke, og
hovedhensikten var var & underseke om ti dagers hvile er tilstrekkelig for & resette”

systemene for hypertrofisignalering etter fem dager med daglig okklusjonstrening.



Min problemstilling er:

Vil ti dager hvile etter en fem dagers periode med hoyfrekvent okklusjonstrening
veere tilstrekkelig for a “resette” signaleringssystemene for hypertrofi i

muskelen?

Jeg stiller folgende hypoteser,

Hy Det vil veere en like stor aktivering (fosforyleringsgrad) av signalproteinene
p70S6K, eEF2 p38MAPKy og p38MAPKo ved oppstart av treningsuke to, som

ved oppstart i uke én.

H; Det vil veere forskjellig aktivering (fosforyleringsgrad) av signalproteinene
p70S6K, eEF2, p3SMAPKy og p38MAPKa ved oppstart av treningsuke to,

sammenlignet med oppstart i uke én.
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2. Teori

2.1 Okklusjonstrening
Okklusjonstrening har vist seg 4 vaere en effektiv treningsmetode for & oppnd hypertrofi
og oke muskelstyrke (tabell 2.1). Det er imidlertid store metodiske forskjeller i hvordan
treningen har blitt utfert i studiene som har undersgkt okklusjonstrening. Det er forskjell
1 hvilket trykk som har blitt benyttet i mansjetten, der de fleste studier har brukt et trykk
mellom 160-240 mmHg (Wernbom et al., 2008). Loenneke et al. (2013) foreslar at
trykket ber vere hoyt nok til & stoppe venes blodstrem, men lavt nok til a tillate delvis
arteriell tilstremming av blod. I en oversiktsartikkel fra 2008 blir 90-110 mmHg (ved
bruk av bred mansjett) foreslatt som tilstrekkelig for & delvis avstenge blodstremmen og
pavirke muskelutholdenheten (Wernbom et al., 2008). Mansjettbredde er av stor
viktighet og kan i stor grad kompensere for et lavere trykk. Det er rapportert samme
prosentvis avstenging av arteriell blodstrem med tynnere mansjetter med hoyt trykk
(160-200 mmHg) som bredere mansjetter med lavere trykk (90-100 mmHg). De fleste
studiene fra japanske grupper har benyttet smale mansjetter med rundt 33-50 mm
bredde, mens vestlige studier for det meste har benyttet bredere mansjetter opp mot 150
mm i bredde (Loenneke et al., 2013). Bredere mansjetter ser ogsa ut til & vaere tryggere
siden trykket fordeles utover et storre omrade (Graham, Breault, McEwen, & McGraw,
1993). Vi har brukt en 150 mm bred mansjett med 135 mm brede trykksoner og et med
et trykk pd 90 mmHg for kvinner og 100 mmHg for menn. Dette resulterte i en
gjennomsnittlig reduksjon 1 arteriell blodstrem pa 67 % (data ikke vist).
Okklusjonstrening utferes normalt med en motstand pa 20-50 % av 1 RM, men
har blitt studert med mostand opp mot 80 % av 1 RM. Den vanligste formen for
okklusjonstrening er uansett med lav mostand og omtales som ”low-load occlusion
training”. I denne oppgaven har jeg hatt fokus pé studier som har undersokt
okklusjonstrening for underkroppen og spesielt m.quadriceps. Okklusjonstrening har
vist seg meget effektivt for overkroppsmuskler ogsé (se Wernbom et al., 2008); men vil

ikke bli omtalt i denne oppgaven.
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2.2 Mekanismer for muskelvekst ved okklusjonstrening

Selv om vi na vet at okklusjonstrening kan skape muskelvekst (tabell 1.1) er ikke
mekanismene fullstendig kartlagt (Wernbom et al., 2008). I litteraturen er det nevnt en
rekke forskjellige potensielle mekanismer og arsaker for muskelveksten man ser i
forbindelse med okklusjonstrening (figur 2.1); og jeg vil i dette kapitelet forseke a gi et
overblikk over de antatt viktigste. Det er riktignok rimelig & anta at effekten man ser ved
okklusjonstrening skjer som en samlet effekt av flere mekanismer, heller enn & vaere

avhengig av én spesiell mekanisme (Loenneke, Wilson, & Wilson, 2010).

Okklusjonstrening

) ~
. PR | Blodtilfersel e
1T Cellesvelling [ . F————— — ypoksi )
N——
Reaktiv hyperemi ......... T Akkumulftring T ..I'} T RO?
av metabolitter S produksjon
— ., 3 -
M
( ) b} )
1 Endokrin | ...... » | T Intramuskulzer 1 Rekruttering
respons signalisering av type II-fibre )
.... v
2
) A
1 Protein- -— 1 Antall fibre Nevromuskulzer
mengde under strekk adaptasjon

\ v
t héhslikel — 1 Styrke

Figur 2.1 Forenklet oversikt over de antatt viktigste mekanismene til hvorfor
okklusjonstrening skaper muskelvekst og styrkeokning,; og det tenkte samspillet mellom
disse. Modifisert etter Scott, Slattery, Sculley, & Dascombe (2014). Sannsynlige
mekanismer er i morkegrd bokser og mulige mekanismer som krever mer forskning er i
lysegrd bokser. Tykke linjer representerer en etablert link mellom boksene, mens stripet
linje representer en mulig link.

2.2.1 Muskelfiberrekruttering

Rekruttering av muskelfibre blir normalt bestemt av sterrelsesprinsippet som dikterer at
mindre motoriske enheter med trege (slow-twitch, ST) og utholdende fibre blir aktivert
ved lavest kraftkrav. Nar kravet for kraft eller effekt eker ma de storre og raskere
enhetene (fast-twitch, FT) bidra gradvis (Hennemann, Somjen, & Carpenter, 1965).
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Aktivering av FT ser ut til & vere en avgjerende faktor for & skape muskelvekst (Pope,
Willardson, & Schoenfeld, 2013), og normalt forventer man at motstanden ma vare hoy
(>70-80 % av 1 RM) for a kunne rekruttere FT 1 stor grad. I senere tid har man
observert at terskelen for & rekruttere FT senkes under utmattende arbeid (Houtman,
Stegeman, Van Dijk, & Zwarts, 2003); og dette er ogsd observert ved utmattende
okklusjonstrening. Okklusjonstrening kan ha hey FT-rekruttering, selv om den ytre
belastningen er lav (Krustrup, S6derlund, Relu, Ferguson, & Bangsbo, 2009; Suga et al.,
2012; Takada, Okita, Suga, Omokawa, Morita, Horiuchi, Kadoguchi, Takahashi,
Hirabayashi, Yokota, Kinugawa, & Tsutsui, 2012a; Takarada, Takazawa, et al., 2000b).
I protokoller med flere serier og kort pause (under ett minutt) mellom seriene har denne
effekten blitt observert mot slutten av forste serie og fra starten av de pafelgende seriene
(Krustrup et al., 2009). Takarada et al. (2000a) viste. en 80 % heoyere EMG-aktivitet nér
forsekspersonene utforte en gvelse med okklusjon, sammenlignet med samme ovelse
uten okklusjon. Dette forklarte forfatterne med et surt og okysgenfattig intramuskulaert
miljo som krever storre aktivering for & kunne oppnéd samme kraft; noe som kan
oversettes til at det er utviklet betydelig grad av muskular tretthet. I et annet forsek
viste Takarada et al. (2000b) at EMG-aktiviteten i m.biceps brachii ved lav-intensiv
okklusjonstrening ved 40 % av 1 RM var nesten like stor som ved tradisjonell
styrketrening ved 80 % av 1 RM.  Det er ikke kun er kraft og hastighet som
bestemmer fiberrekrutteringen, men ogséd oksygentilgjengelighet og metabolsk status
(tretthet) 1 fibrene ndr arbeidet pagér over tid (Moritani, Muro, & Nagata, 1986). En
raskere utvikling av tretthet ville kunne vaere med pé a forklare den heye aktiveringen
ved okklusjonstrening. Suga et al. (2009) fant derimot ikke en like hoy
rekruttering av FT-fibre ved lav-intensiv (20 % av 1 RM) okklusjonstrening
sammenlignet med tradisjonell styrketrening (65 % av 1 RM). Denne studien er ogsé i
kontrast til de fleste andre studier pa omradet ved at de registrerte mindre endringer
metabolsk stress. Forfatterne selv foreslo at dette kunne skyldes en forskjell i protokoll
og at treningen utfert ved plantarfleksjon involverer m. soleus som er en muskel
dominert av ST-fibre. En nylig studie rapporterte en betydelig overvekt av ST-fibre
blant fibrene som hadde lave glykogenlagre etter en okt med okklusjonstrening; noe
som taler for at ST-fibre hadde gjort en storre del av jobben (Cumming, Paulsen,
Wernbom, Ugelstad, & Raastad, 2014). Trening til utmattelse vil uansett
(med eller uten okklusjon) fere til maksimal aktivering av begge fibertyper til slutt; ved

at alle fibrene ma bidra for at muskelen skal kunne skape kraft. Okklusjonstrening
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skaper imidlertid raskere trotthet og gir tilneermet ingen restitusjon i pausene, og er
derfor en praktisk méte for raskt & rekruttere type II-fibre ndr man arbeider med lav
motstand.  Okklusjonstrening har derfor en hoy fiberaktivering fra begge fibertyper
og dette ser ut til & vaere en arsak til muskelveksten man ser ved denne typen trening
(Meyer, 2006). Okklusjonstrening ser ut til & oke fiberarealet i type I-fibre i storre grad
enn tradisjonell styrketrening (Nielsen et al., 2012); som tyder pa at type I-fibrene bidrar
i stor grad ved okklusjonstrening. Dette kan bety at okklusjonstrening skaper en mer
virkningsfull signalering fra type I-fibre sammenlignet med tradisjonell tung
styrketrening; noe som ville kunne gi forskjellig utslag for hypertrofisignaleringen og

muskelvekst.

2.2.2 Hormoner og systemiske vekstfaktorer

Flere studier har vist to til tre ganger sa stor ekning i veksthormon ved
okklusjonstrening sammenlignet med tradisjonell styrketrening (Abe et al., 2005b;
Takarada, Nakamura, et al., 2000a; Takarada, Tsuruta, & Ishii, 2004; Viru, Jansson,
Viru, & Sundberg, 1998). Andre studier har vist en stor gkning i veksthormon (GH) ved
okklusjonstrening, men ikke forskjellig fra grupper som trente tradisjonell styrketrening
(Tanimoto, Madarame, & Ishii, 2005). Konsentrasjonen av laktat (La) og
andre metabolitter eker ved okklusjonstrening, noe som gjor at pH-konsentrasjonen gar
ned, og muskelmiljoet blir surt (Takarada et al., 2000a). Surt intramuskuleart milje har
vist & stimulere gruppe-III og gruppe-1V afferente nervefibre gjennom intramuskulaere
metaboreseptorer (Victor & Seals, 1989). Denne signalveien er tidligere vist & kunne
regulere sekresjonen av veksthormon fra hypofysen (Gosselink et al., 1998).

Effekten av veksthormon pd muskelvekst er imidlertid usikker; de fleste studier
finner ingen god sammenheng mellom ekning i veksthormon og hypertrofi ved trening.
En potensiell effekt av veksthormon kan imidlertid bli oppnédd via insulin-like growth
factor 1 (IGF-1) (Takarada et al., 2004). Effektene av IGF-1vil bli dreftet i neste
underkapittel. Det antas at systemiske faktorer er mindre viktige enn lokale faktorer hva
gjelder pévirkning av muskelvekst, men de systemiske faktorene kan ha en forsterkende
effekt pd de lokale faktorene (Wernbom et al., 2008). Studier som viser
okning i muskelvekst eller muskelstyrke i kroppsdeler som ikke har hatt okklusjon
under okklusjonstrening taler for at det finnes systemiske effekter (Cook, Kilduff, &

18



Beaven, 2014). Dette er imidlertid usikkert og det beheves mer forskning i drene som

kommer for 4 undersgke om dette faktisk er tilfelle.

2.2.3 Lokale vekstfaktorer

I etterkant av styrketrening skjer det en lokal oppregulering av vekstfaktorer i
muskelgruppene som har blitt belastet. Disse lokale vekstfaktorer er generelt ansett som
bade viktigere og bedre dokumentert for effektene man ser pa muskelvekst,
sammenlignet med de systemiske vekstfaktorene. Tilgjengeligheten pa IGF-I, mechano
growth factor (MGF, en spleiset variant av IGF-1) og myostatin ser ut til & vaere en av
flere sentrale regulatoriske prosesser i muskelvekst grunnet trening (Rennie,
Wackerhage, Spangenburg, & Booth, 2004). Det er forelopig to studier
som har undersegkt IGF-1/MGF i muskel etter okklusjonstrening. Drummond et al.
(2008) fant ingen endring i IGF-1- og MGF-mRNA tre timer etter okklusjonstrening.
Dette stottes av Manini et al. (2011) som viste ingen endring i IGF-1-mRNA atte timer
etter okklusjonstrening. Flere studier har undersekt IGF-1-konsentrasjon i blod ved
okklusjonstrening (Abe et al., 2005b; Takano et al., 2005), men disse studiene forteller
oss lite om den faktiske lokale pavirkningen. Studier pa lokale vekstfaktorer i
muskel er noe som burde satses pa i drene som kommer. IGF-1/MGF har ogsé en

viktig rolle i hypertrofisignaleringen; som vil bli gjennomgatt i kapittel 2.4.1.

2.2.4 Metabolsk stress

Det metabolske stresset ved okklusjonstrening ser ut til 4 vaere signifikant. Betydelig
nedgang i kreatinfosfat (CP)-konsentrasjon (Krustrup et al., 2009; Takada, Okita, Suga,
Omokawa, Morita, Horiuchi, Kadoguchi, Takahashi, Hirabayashi, Yokota , Kinugawa,
& Tsutsui 2012b), nedgang i intramuskuler pH (Suga et al., 2009; Takada et al., 2012a;
2012b), ekning i uorganisk fosfat (Pi) (Takada et al., 2012a) og ekning av plasmalaktat
(Fujita et al., 2008) bekrefter det gkte metabolske stresset nar treningen foregér med
okklusjon. Det er foreslatt at det metabolske stresset er storre ved okklusjonstrening
sammenlignet med tradisjonell styrketrening (Pope et al., 2013), selv om ikke alle
studier observerer det (Suga et al., 2009; muligens fordi protokollen inneholdte kun en
serie). Takada et al. (2012a) viste en korrelasjon mellom gkning i muskelmasse og

metabolsk stress malt som endring i uorganisk fosfat (figur 2.2) og intramuskular pH.
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Figur 2.2: Korrelasjon (r=0,88, P=0,001) mellom okning i tverrsnittsareal og okning i
uorgansisk fosfat (pl). Malingene av pl ble gjort i hvile og hvert 30. sekund gjennom
treningsprotokollen som varte i to minutter CSA ble malt med MR etter to og fire uker
med okklusjonstreningtrening. Modifisert etter Takada et al. (2012a).

I en oversiktsartikkel fra 2014 blir de potensielle effektene av metabolsk stress summert
til & vaere storre aktivering av FT-fibre, okt hormonrespons, okt intramuskulaer

signalering og ekt intramuskuler svelling ved okklusjonstrening (Scott et al., 2014).

2.2.5 Satellittceller

Responsen satellittceller har til en periode med okklusjonstrening har per dags dato kun
blitt undersekt i én intervensjon (Nielsen et al., 2012). Der fant forfatterne en stor
aktivering av satellittceller med pafelgende addering av cellekjerner til muskelcellene.
Tidligere studier med tradisjonell styrketrening har etablert at addering av cellekjerner i
musklene er avgjerende for vedvarende muskelvekst (Petrella, Kim, Mayhew, Cross, &
Bamman, 2008), og kan derfor vaere en viktig komponent i muskelveksten man ser ved
okklusjonstrening.  Drummond et al. (2008) s& en gkning i m-RNA (mRNA) til
signalveier som assosieres med satellittcelleaktivering (cyclin D1, MyoD og myogenin)
etter en okt med okklusjonstrening; og foresldr dette kan vare nok til & aktivere
satellittcellene ved okklusjonstrening. Wernbom et al. (2013) fant en ekning i
satellittceller per fiber én, 24 og 48 timer etter okklusjonstrening. Jkningen var
riktignok lik i kontrollbein som trente en matchet treningsekt uten okklusjon.

Satellittcellenes rolle i muskelvekst vil bli tatt opp 1 kapittel 2.3.
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2.2.6 Muskelsvelling

At muskelcellen sveller akutt etter okklusjonstrening kan veare en stimulus til
muskelvekst i seg selv (Haussinger, 1996), og er den eneste mekanismen som gér igjen i
alle studier som viser effekt av okklusjonstrening (Loenneke, Fahs, Rossow, Abe, &
Bemben, 2012). Muskelsvelling kan skje ved at opphopningen av blod serger for en
endring i konsentrasjonsgradient av vann, som da vil trekke inn i muskelcellene ved
passiv diffusjon (Frigeri, Nicchia, Balena, Nico, & Svelto, 2004). Loenneke et al.
(2012) foreslér at en ekning i intramuskuler konsentrasjon av metabolitter ogsa vil fa
muskelcellen til & trekke inn vann slik at den oppnar ekvilibrium i osmotisk gradient
med utsiden. Naér cellen tar inn vann og eker storrelse vil en volum-sensor i
cellemembranen plukke opp disse stimuli og aktivere signalveier videre (figur 2.3).
Dette kan fore til en aktivering av bdde mammalian target of rapamycin (mTOR)- og
mitogen activated protein kinase (MAPK)-signalering (Haussinger, 1996). Detaljer om
hypertrofisignalering vil bli gjennomgatt i kapittel 2.4.1.

Okklusjonstrening

v

4
Opphopning av blod
rundt muskelen

'/

[
& ¢ ¢ ¢
[
Intracellulzere L ¢ &g

¢ @
metabolitter ® o& Muskelcelle @

¢ ¢e¢ &g & ¢

Reaktiv hyperemi

& E Volumsensor
[

52
4 Mekanoreseptorer

mTOR MAPK
AMPS AGenekspresjon

Figur 2.3: Den foreslatte linken mellom muskelsvelling og muskelvekst modifisert etter
Haussinger (1996) og Loenneke et al. (2012).

2.2.7 Andre faktorer
I litteraturen er det nevnt en rekke forskjellige potensielle mekanismer og arsaker til
muskelveksten man ser ved okklusjonstrening; av de som ikke har fétt et eget

underkapittel er heat shock proteiner (HSP) og myostatin de som har blitt undersekt
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mest. Kawada & Ishii, (2005) fant en assosiasjon mellom muskelvekst og HSP-
72-mengde i rottemuskel etter et forsek med kontinuerlig okklusjon (Kawada & Ishii,
2005). Siden HSP er assosiert med & kunne hindre nedreguleringsfaktorer' (Dodd, Hain,
& Judge, 2009), foreslar forfatterne HSP-respons som en mulig mekanisme bak
muskelveksten ved okklusjonstrening. I en nylig studie fant Cumming et al. (2014) en
meget rask aktivering (translokering til cytoskjelett) av HSP-27 og aB-crystallin i bein
som trente okklusjonstrening, sammenlignet med kontrollbeinet som trente en matchet
protokoll uten okklusjon. HSP70 ble ogsa aktivert, men viste en noe tregere respons.
HSP70 okte i totalmengde for beinet som trente okklusjonstrening, men ikke for
kontrollbeinet. En annen interessant observasjon i denne studien var at HSP-responsen
var mye tydeligere i type I-fibre enn i type II-fibre. Myostatin er et protein som
er negativt for muskelvekst, og kan blant annet hemme ekning av
proteinsyntesehastighet gjennom inhibering av Akt-signalering. Manini et al. (2011)
rapporterte ingen endring i myostatin-mRNA-ekspresjon 4tte timer etter en okt med
okklusjonstrening. Drummond et al. (2008) viste imidlertid en reduksjon i myostatin-
mRNA étte timer etter en gkt med okklusjonstrening; noe som vil virke positivt for

muskelveksten.

2.2.8 Oppsummering

Mange faktorer kan pavirke muskelveksten og mange mekanismer kan pévirke disse
faktorene. Det samme gjelder for muskelvekst ved okklusjonstrening og jeg har her
presentert en rekke potensielle mekanismer. Selv om enkelte mekanismer er viktigere
enn andre, er det sannsynlig at alle utforer en viss pavirkning. De fleste av disse
mekanismene mé imidlertid gjennom enda ett steg for de kan faktisk kan gjere en reell
pavirkning pa muskelveksten. Dette steget kalles cellesignalering, og er cellenes mate &

kommunisere med hverandre og med omverden.

! Alle signaler som fremmer proteinnedbrytning og/eller inhiberer hypertrofisignaler.
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2.3 Muskelvekst

For & oppné muskelvekst ma hastigheten pa proteinsyntesen (MPS) overgd hastigheten
til proteinnedbrytingen (MPB) over tid. Ettersom muskelveksten avgjeres av
regnestykket proteinsyntese minus proteinnedbrytning, er det disse to faktorene som ma
pavirkes. Mitt hovedfokus i denne oppgaven vil omhandle pavirkning av syntesen.
Hastigheten pé syntesen blir i hovedsak pavirket av to ytre faktorer, muskelarbeid og
ernering; denne oppgaven vil kun omtale muskelarbeid. Styrketrening kan
stimulere til muskelvekst ved mekaniske, metabolske og hormonelle prosesser
(American College of Sports Medicine, 2009). Dette skjer enten ved et mekanisk drag i
muskulaturen og/eller et metabolsk stress i muskelfibrene. Styrketrening leder til en
rekke reaksjoner som til slutt pavirker genekspresjonen og hastigheten pé
proteinsyntesen. Muskelvekst skjer hovedsakelig gjennom en lokal ekning i
proteinmengde som til slutt serger for en volumekning i enkeltfibre. For at vi skal ogke
betydelig i muskelmasse, er det ogsé viktig at antallet cellekjerner i muskelfibrene oker
i takt med den voksende fiberen (Petrella et al., 2008). Cellekjernene innehar hele
produksjonsmaskineriet for ribosomalt RNA (rRNA) og mRNA som er avgjerende for
proteinsyntesen. Det er derfor viktig & opprettholde forholdet cellekjerner/fiberstorrelse
(kjernedomene). Det ser riktignok ut som at muskelfibre kan oppna noe hypertrofi uten
at cellekjerneantallet endres (Kadi et al., 2004), men for vedvarende og betydelig
muskelvekst ma antall kjerner okes slik at kjernedomenet holdes relativt konstant
(Petrella et al., 2008). Hastigheten péd produksjonen av proteiner i muskelcellene
kan reguleres i fire hovedsteg: for transkripsjonen, under transkripsjonen, ved
translasjonen og etter translasjonen. Styrketrening kan pavirke DNA-strukturene
og gjere genene som koder for muskelproteiner mer tilgjengelige, og derfor enklere &
lage mRNA av (Ehlert, Simon, & Moser, 2013). Etter at genene har blitt lokalisert ma
de bli oversatt til mRNA. Styrketrening pavirker dette ved & regulere
transkripsjonsfaktorene som initierer hele transkripsjonsprosessen (Booth, Tseng, Fliick,
& Carson, 1998). Na som cellen har en gkt mengde mRNA, ma disse avleses og
omgjores til ferdige proteiner. Dette betyr at translasjonsaktiviteten ma ekes for 4 fa en
funksjonell gkning i proteinmengde. Trening kan pévirke translasjonen i alle sine steg
og kan i tillegg oke antallet ribosomer (Hannan, Brandenburger, & Jenkins, 2003).
Okklusjonstrening er vist & kunne oke hastigheten pa proteinsyntesen (figur 2.4)(Fujita
et al., 2007; Gundermann et al., 2012; 2014); presumtivt gjennom disse stegene.

Etter translasjonen mé det nylagde proteinet transporteres til lokalisasjonen der

23



det skal fungere uten a bli nedbrutt. Styrketrening kan pdvirke hastigheten pé
nedbrytningen ved & hemme nedbrytningsfaktorene som blant annet styrer
ubiquitineringen, som gjer at proteiner blir merket for nedbryting. Hastigheten pa
nedbrytningen gér opp etter en styrketreningsekt, men i mindre grad enn syntesen; som
er grunnen til at man eker i muskelmasse som folge av styrketrening over tid. Dette gjor
at endring i proteinnedbrytning tradisjonelt er sett pa som mindre utslagsgivende enn
endring i proteinsyntese (Kumar, Atherton, et al., 2009a; Rennie et al., 2004); noe som

ogsa har vist seg a vere tilfellet ved okklusjonstrening (Gundermann et al., 2014).
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Figur 2.4: Endring i hastighet pad proteinsyntesen for og etter okklusjonstrening eller
kontrolltrening som var matchet uten okklusjon. *signifikant forskjellig fra baseline (P
<0,05). #signifikant forskjellig fra kontrollbein (P <0,05). Modifisert etter Gundermann
etal (2014).

Regulering av bade proteinsyntesen og nedbrytningen gjennom disse stegene er
kontrollert av signalveier som plukker opp stimuli og sender signaler videre gjennom et

system basert pa fosforylering (Bolster, Kimball, & Jefferson, 2003).
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2.4 Signalering

For at celler skal kunne endre seg til nye krav og forandringer er de avhengige av &
kunne oversette stimuli til fysiske prosesser. For at muskelcellene skal vokse ma de
kunne tolke de signalene som kommer fra muskelarbeid og erneringsstatus, og
omdanne disse til fysiologiske adaptasjoner. Typiske signaler fra muskelarbeid er
mekanisk og metabolsk stress, og stimuli fra vekstfaktorer som GH og IGF-1 (Coffey &
Hawley, 2007; Miyazaki & Esser, 2009). Hormoner kan feste seg til reseptorproteiner i
cellemembranen som ligger i kontakt med bade innsiden og utsiden av cellen. Etter at
stimuli har truffet/aktivert reseptorproteinet, vil signalet bli omgjort og sendt videre til
signalmolekyler pé innsiden av cellen. Signalmolekylene er proteiner som blir aktivert
eller inaktivert av fosforylering” og defosforylering’. Molekylene som stér for
fosforyleringen kalles proteinkinaser og de som star for defosforyleringen kalles
proteinfosfataser. Mange av signalmolekylene er i seg selv proteinkinaser som vil
fosforylere neste signalmolekyl i rekken, nar det forst selv har blitt fosforylert (Alberts
et al., 2010). Disse intramuskulare signalmolekylene jobber pd en stafettlignende méte,
helt til det treffer riktig effektorprotein som kan utfere oppdraget til signalet.

Mekanisk stress blir tolket av cellene giennom mekanoreseptorer og andre
signaler som kommer fra strukturer som er involvert i kraftoverferingen. En annen méte
mekanisk stress kan fore til cellulere tilpasninger er gjennom frisetting av vekstfaktorer
ved strekking av muskelcellen. Metabolsk stress stimulerer ofte gjennom endringer i
konsentrasjon av molekyler som har vaert involvert 1 energiprosesser som vil pavirke

signalveier (se kapittel 2.4.1).

2.41 Hypertrofisignalering

Med hypertrofisignalering menes alle signaler som positivt endrer proteinsyntesen. For
a oke hastigheten pa syntesen ma hypertrofisignalene overga signalene som inhiberer de
samme prosessene. Dette fungerer som en kontinuerlig dragkamp mellom signalene, der
en overvekt av den ene gruppen vil avgjere hastigheten pé proteinsyntesen.
Transkripsjonen, mRNA-stabilitet, initiering, elongering og terminering av
translasjonen er antakelig noen av de viktigste stegene som kan pavirkes av

hypertrofisignalering. mTOR ser ut til 4 vaere den viktigste komponenten

> Addering av en fosfatgruppe til et molekyl eller protein.
? Fjerning av en fosfatgruppe fra et molekyl eller protein.
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1 hypertrofisignaleringen, og er foreslatt 4 vaere dirigenten i orkesteret av signalveier
som pavirker proteinsyntesen (Foster & Fingar, 2010; Proud, 2007). mTOR oppdager
og integrerer forskjellige ekstra- og intracellulere signaler som enten promoterer
anabole hendelser eller inhiberer katabole prosesser (figur 2.6)(Foster & Fingar, 2010).
mTOR tolker signaler fra vekstfaktorer, mekaniske stimuli, energistatus og andre
stressfaktorer (for eksempel hypoksi); og kan derfor aktiveres gjennom flere forskjellige
signalveier (Foster & Fingar, 2010). En av disse signalveiene er phosphatidylinositol-3
kinase (PI3K)/Akt-veien. Etter aktivering vil PI3K fosforylere Akt, som fosforylerer
mTOR, som igjen vil fosforylere sine nedstroms effektorer (Bodine et al., 2001). I et
forsek med IGF-1-stimulert hypertrofi pd cellekultur, ble bade Akt- og mTOR-
signalering blokkert da de inhiberte PI3K (ved bruk av inhibitor LY294002); dette forte
ogsa til et totalt fravaer av hypertrofi (Rommel, Bodine, Clarke, & Rossman, 2001).
Dette taler for at PI3K/Akt-veien ligger oppstrems for mTOR, og at mTOR er avhengig
av denne signalveien ved hypertrofi stimulert fra IGF-1. PI3K/Akt-veien ser ogsa ut til 4
kunne aktivere mTOR gjennom tilgjengelighet av naringsstoffer (Peyrollier, Hajduch,
Blair, & Hyde, 2000). Det er vist storre Akt-aktivering nér et gitt arbeid utferes med
okklusjon sammenlignet med uten (Fry et al., 2010). Senere studier har
imidlertid vist mTOR-aktivering ved trening, selv nir PI3K/Akt-signalveien er blokkert;
og dermed vist at denne veien sannsynligvis ikke er den viktigste
aktiveringsmekanismen til mMTOR ved mekanisk arbeid (Goodman et al., 2010;
Hornberger, Sukhija, & Chien, 2006; Miyazaki, McCarthy, Fedele, & Esser, 2011).
Hornberger et al. (2006) foreslar phospholipase D (PLD) som den primare
aktiveringsmekanismen ved mekanisk arbeid. Siden PLD og sine isoformer befinner seg
i strukturer som er involvert i kraftoverfering ved mekanisk arbeid; virker dette som en
meget sannsynlig forklaring. PLD katalyserer hydrolysen av et fosfodiesterbiand av
forsfatdylcholine og lager phosphatidic acid (PA) og choline; PA kan feste seg til FRB-
setet pA mTOR og serge for fosforylering fra mTOR til sine nedstrems effektorer
(Jenkins & Frohman, 2005). Det ser ogsa ut som mTOR kan bli aktivert av MAPK-
relaterte proteiner som p38MAPK (figur 2.5) (Cully, Genevet, Warne, & Treins, 2010;
Zheng et al., 2011)(se kapittel 2.4.4).
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Eksempelvis: mekanoreseptorer, vekstfaktorreseptorer, ionekanaler,
aminosyrer.
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Figur 2.5: En forenklet oversikt over hypertrofisignaleringen. Modifisert etter Proud,
(2007). Pil betyr at det er etablert en aktivering mellom proteinene. Butt pil betyr at det
er etablert en inhibisjon mellom proteinene. Stripet linje betyr at det er foresldtt en
sammenheng, men har ikke konsensus NB: inhibisjon/defosforylering av eEF2k/eEF?2
0g 4EBPs/elF4E/elF4F er positivt for proteinsyntesen.

mTOR kan ogsa bli regulert av hypoksi* (Liu et al., 2006). Brugarolas et al. (2004) viste
at tuberous sclerosis complex (TSC) 1 og 2 sammen med REDD1° og Hypoxia-
inducible factor 1o (HIF-1a) kan inhibere mTOR under hypoksi. Senere studier har vist

* Oksygenmangel.
> Signalprotein aktivert av hypoksi og annet stress. Negativ regulator av
proteinsyntesen.
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at inhibisjonen ogsé kan vaere uavhengig denne signalveien, men heller gjennom
cellenes metabolisme (Arsham, Howell, & Simon, 2003). HIF-1a har imidlertid flere
roller, og kan pavirke motsatt utfall ved a ligge nedstreams for mTOR og pavirke
syntesen positivt (Lunde et al., 2011). Dette taler for en regulatorisk rolle for HIF-1a pa
hypertrofisignaleringen under hypoksiske forhold (Liu et al., 2006). HIF-1a er vist &
kunne bli aktivert ved utholdenhetstrening med okklusjon (utfert i oksygenkammer, 15-
20 % reduksjon av arteriell blodstrem), men ikke i sterre grad enn kontrollbein som
gjorde samme protokoll uten okklusjon (Ameln et al., 2005). I en studie pa rotter med
kronisk okklusjons sa Kawada & Ishii (2008) en tendens til gkning av HIF-1a.
Drummond et al. (2008) viste derimot en nedgang av HIF-1o-mRNA tre timer etter en
okt med okklusjonstrening, med lik respons for kontrollgruppe som trente en matchet

okt uten okklusjon.
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Figur 2.6: Overblikk over de viktigste signalveiene opp- og nedstroms _for mTOR.
Modifisert etter (Hornberger et al., 2006, Proud, 2007, Laplante & Sabatini, 2009, Liu
et al., 2006, Miyazaki et al., 2011). Pil betyr at det er etablert en aktivering mellom
proteinene. Butt pil betyr at det er etablert en inhibisjon mellom proteinene. Stripet linje
betyr at det er foresldtt en sammenheng, men har ikke konsensus.
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Aktivering av mTOR ser ut til & vaere bade tilstrekkelig og nedvendig for ekning av
proteinsyntesen i skjelettmuskulatur (Bodine et al., 2001; Goodman et al., 2010; 2011;
Hornberger et al., 2006). mTOR pavirker muskelvekst gjennom sine nedstroms
effektorer; der de mest studerte er p70S6K, eEF2 og 4EBP (Proud, 2007). Effektene av
fosforylering av p70S6K og eEF2 vil bli diskutert neermere i de neste to underkapittel.
mTOR ser ut til & vaere av stor betydning for muskelveksten man ser ved
okklusjonstrening. En rekke studier har funnet okt fosforylering av mTOR ved
okklusjonstrening (Fry et al., 2010; Gundermann et al., 2012; 2014); mens andre finner
ingen endring i fosforylering (Fujita et al., 2007; Wernbom et al., 2013). Studiene som
ikke ser en okt fosforylering av mTOR finner imidlertid en stor ekning i p70S6K, noe
som tyder pd at mTOR 1 all sannsynlighet har vaert aktiv.

Mitogen activated protein kinase-familien (MAPK) er en annen viktig
hovedsignalvei for muskelvekst. MAPK-familien videreformidler et stort antall
ekstracellulere signaler, og serger for at celler kan tilpasse seg det fysiske og kjemiske
miljeet rundt seg (Risco & Cuenda, 2012). MAPK-familien bestar av flere proteiner, der
de mest studerte er p38MAPK, ekstracelluler reseptor kinase 1/2 (ERK 1/2) og jun NH»
terminal kinase (JNK)(Krishna & Narang, 2008). MAPK-familien inneholder tre
sekvensielle proteinkinaser som fosforylerer hverandre, en MAPK, en MAPK kinase
(MAPKK) og en MAPK kinase kinase (MAPKKK)(Cargnello & Roux, 2011).

ERK1/2 tolker et stort antall ekstracellulere signaler som stressreaksjoner og
vekstfaktorer (Pearson et al., 2001). ERK fosforylerer p90RSK (Richards, Dreisbach,
Murphy, & Blenis, 2001) og MNK1/2 som de viktigste effektorene sine (Proud, 2007).
Fry et al. (2010) fant en ekning i fosforylering av ERK1/2 en time etter
okklusjonstrening, noe som var signifikant forskjellig fra kontrollgruppe som gjorde
matchet trening uten okklusjon. JNK blir aktivert av en rekke forskjellige
eksterne stimuli som cytokiner, vekstfaktorer og stimulering fra enkelte g-protein-koblet
reseptorer (GPCR)(Weston & Davis, 2007). Etter aktivering gjennomgér JNK
translokasjon til nukleus der det kan pavirke transkripsjonsfaktorer og andre nukleare
komponenter (Krishna & Narang, 2008). Det finnes flere andre
hovedsignalveier for ekning av proteinsyntesehastighet; Ca>" calmodulin-avhengig
kinase/ calcineurin-veien er ett eksempel pd dette. Videre vil inhibisjon av samtlige
signalveier for nedbrytning virke positivt for akkumuleringen av proteiner.
Nedreguleringsfaktorer kan gke nedbrytningen og samtidig hemme syntesen; det er til

dags dato kun undersekt proteinnedbrytning i én studie med okklusjonstrening.
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Gundermann et al. (2014) viste ingen endring i nedbrytningshastighet seks eller 24
timer etter en okt med okklusjonstrening. Drummond et al. (2008) viste en nedgang i
mRNA-ekspresjonen av nedreguleringsfaktorene myostatin og REDD1 etter
okklusjonstrening. Manini et al. (2011) fant en nedregulering av mRNA til fork head
box protein O (FOXO), atroginl og muscle ring finger box1 (MuRF1), som alle
fasiliterer nedbrytning (Manini et al., 2011). Fry et al. (2010) fant derimot ingen
forskjell i fosforylering av REDD1 og AMPK. Litteraturen er forelopig begrenset nar
det gjelder forskning pa nedreguleringsfaktorer ved okklusjonstreing, og er derfor noe

det ber satses pa i arene som kommer.

24.2 p70S6K

p70S6K-signalering spiller en prominent rolle i kontrollen av cellestorrelse og er et av
de viktigste signalproteinene nedstroms for mTOR (Hornberger et al., 2006). Det er
generelt akseptert at p70S6K aktiveres i hovedsak av mTOR (Laplante & Sabatini,
2009), men i enkeltstudier har p70S6K blitt fosforylert selv ved en hemming av mTOR
gjennom en spesifikk inhibitor (Torinl) (Liu, Vertommen, Rider, & Lai, 2013).
Fosforylering av p70S6K eker i etterkant av tradisjonell styrketrening (Kumar, Selby, et
al., 2009b; Ogasawara et al., 2013; Terzis et al., 2008), og nar sitt heyeste punkt etter
ca. tre timer (Ogasawara et al., 2013); gkningen er vist opptil seks timer etter trening,
men er normalt tilbake til baseline etter 24 timer. Selv om det finnes studier som ikke
har observert endring (Coffey & Hawley, 2007), virker det meget trolig at p70S6K
fosforylering eoker i forbindelse med tradisjonell styrketrening. Studier har vist
korrelasjon mellom fosforylering av p70S6K og ekning i proteinsyntese etter én okt
med tradisjonell styrketrening (Dreyer et al., 2008; 2006; Terzis et al., 2008). Denne
okningen i proteinsyntese resulterte ogsé i hypertrofi, som ogsa korrelerte med
fosforylering av p70S6K (Terzis et al., 2008). p70S6K er derfor foreslatt & kunne ha en
rolle som akutt marker for muskelvekst ved styrketrening. p70S6K blir aktivert
av mTOR og blir derfor fosforylert gjennom de samme signalveiene. p70S6K blir
dermed hovedsakelig aktivert gjennom vekstfaktorer, naeringsstatus og mekanisk stimuli
(Glass, 2005; Goodman et al., 2011; Hornberger et al., 20006). p70S6K virker
gjennom sine nedstroms effektorer der ribosomal protein S6 (rpS6), elongerings-
initieringsfaktor 4B (elF4B) og eEF2 kinase (eEF2k) ser ut til & vaere de viktigste
(Ruvinsky & Meyuhas, 2006). p70S6K fosforylerer eIF4B (Holz, Ballif, Gygi, &

Blenis, 2005) som etter fosforylering assosierer seg med translasjons-preinitierings-
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komplekset og danner par med elongerings-initieringsfaktor 4A (eIFA) (Rogers,
Richter, Lima, & Merrick, 2001). Dette beskriver en rolle for p70S6K 1
translasjonsinitieringen. p70S6K kan ogsé pdvirke elongeringssteget i translasjonen
gjennom fosforylering av eEF2k (se kapittel 2.4.3) (Pende et al., 2004; Wang et al.,
2001). p70S6K fosforylerer ogsd rpS6 (Ruvinsky & Meyuhas, 2006), som ser ut til 4 ha
en inhiberende rolle for translasjonen, dette for & kunne finkoordinere

proteinproduksjonen (Ruvinsky et al., 2005).
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Figur 2.7: Okning i p70S6K-fosforylering. *signifikant forskjellig fra baseline (P
<0,05). #signifikant forskjell mellom gruppene (P <0,05). Modifisert etter Gundermann
etal (2014).

Flere studier har undersegkt fosforylering av p70S6K ved okklusjonstrening. Wernbom
et al. (2013) fant en signifikant gkning én og 24 timer etter gkten; men ingen endring 48
timer etter (Wernbom et al., 2013). Fujita et al. (2007) sa en signifikant gkning tre timer
etter okt. Den samme gkningen s man i en gruppe av eldre menn, som ogsa hadde okt
fosforylering én og tre timer etter ekten med okklusjonstrening (Fry et al., 2010).
Gundermann et al. (2012) fant ikke endring i fosforylering etter én time, men fant en
okning tre timer etter okten (Gundermann et al., 2012). I en studie fra 2014 viste
Gundermann et al. gkning i fosforylering tre, seks og 24 timer etter okklusjonstrening
(figur 2.7). Den ene gruppen inntok mTOR-inhibitoren rapamycin, mens den andre
fungerte som en normal kontrollgruppe. Kontrollgruppen hadde signifikant ekning i
bade mTOR og p70S6K ved tre, seks og 24 timer etter okt, mens rapamycingruppen
hadde ingen endring ved noen tidspunkt. Inhiberingen av mTOR-p70S6K-veien forte til

totalt fravaer av ekning i proteinsyntese i rapamycingruppen, mens kontrollgruppen
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opplevde en gkning pa 42 % etter en time og 69 % 24 timer etter treningsekten,
sammenlignbart med ekningen sett ved tradisjonell styrketrening (Phillips, Tipton,
Aarsland, Wolf, & Wolfe, 1997). Dette beskriver en sentral rolle for mTOR 1 effektene

vi observerer etter okklusjonstrening.

243 eEF2

eEF2 ma vere defosforylert for at elongeneringssteget i translasjonen skal kunne skje.
Translokasjon av transport RNA (tRNA) fra A-setet til P-setet i ribosomet krever at
eEF2 ikke er bundet til ribosomet, som igjen krever at det defosforyleres (Carlberg &
Nilsson, 1990; Ryazanov & Davydova, 1989). I motsetning til de fleste andre
signalproteinene i hypertrofisignaleringen er eEF2 derfor positiv for proteinsyntesen nér
det er defosforylert. eEF2 er ogsa uvanlig fordi det er styrt av en meget spesifikk kinase
som bestemmer 1 hvor stor grad den er fosforylert (Proud & Browne, 2002). eEF2 blir
defosforylert ved fosforylering (inhibering) av eEF2k, slik at nekkelen til kontroll over
eEF2 ligger i fosforylering av eEF2k. eEF2k ligger nedstrems for mTOR-p70S6K, men
blir ogsa pavirket av MAPK/RSK-veiene. Wang et al. (2001) viste at eEF2k blir
inhibert av p70S6K og p90RSK 1. Mens Knebel et al. (2001) viste en inhibering av
eEF2k av p38MAPKGS (ogsé kalt stress-aktivert protein kinase 4, SAPK4). Samme
gruppe har ogsa vist en inhibering av eEF2k som felge av tumor necrosis factor alfa
(TNF-a)-aktivering (Knebel, Haydon, Morrice, & Cohen, 2002). Samlet viser disse
funnene at eEF2k ligger sentral i to av hovedsignalrutene for hypertrofi, og er regulert

av mange forskjellige ytre stimuli som pavirker muskelvekst.
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fra baseline (P <0,05). Modifisert etter Fujita et al. (2007).
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De fleste studier finner en redusert fosforylering av eEF2 som foelge av en tradisjonell
styrketreningsekt (Apro, Wang, Ponten, Blomstrand, & Sahlin, 2013), men ikke alle
finner forskjell (Walker et al., 2013). Det interessante med studien til Walker et al.
(2013) er at de finner ingen respons i eEF2 pa tross av en gkt fosforylering av bade
mTOR-p70S6K-veien og av ERK1/2; noe som tyder pé en tredje hovedsignalvei for
eEF2. Ved okklusjonstrening har eEF2-respons blitt undersekt i fire studier, den
ene (Fujita et al., 2007) fant en defosforylering av eEF2 tre timer etter okklusjonstrening
(figur 2.8). Kontrollgruppen som trente en matchet treningsekt uten okklusjon fikk
riktignok den samme effekten (ibid.). Wernbom et al. 2013 viste ingen forskjell i eEF2-
fosforylering én time etter okklusjonstrening og heller ikke Fry et al. (2010) eller
Gundermann et al. (2012) fant noen endring i eEF2-fosforylering én og tre timer etter en

okt med okklusjonstrening.

244 p38MAPK

p38MAPK er et protein i MAPK-familien og anses som en av de viktigste
signalproteinene i mange forskjellige typer celler. Aktivering av p38MAPK oker
storrelsen pé enkelte typer celler i menneskekroppen, og inhibering av p38MAPK
reduserer storrelsen i de samme cellene (Cully et al., 2010). Dette gjor p38MAPK til et
interessant protein 4 underseke i forbindelse med okklusjonstrening. p38MAPK bestar
av fire forskjellige isoformer, alfa, beta, gamma (ogsé kjent som SAPK3) og delta (ogsa
kjent som SAPK4). Disse har relativ lik struktur, men kan ha forskjellige (og motsatte)
oppgaver (Boppart, Asp, & Wojtaszewski, 2000). I litteraturen er det dessverre fa som
oppgir hvilken isoform de har undersgkt, men heller omtaler samtlige som p38MAPK
eller bruker antistoff som merker samtlige isoformer samtidig. Siden
p38MAPK blir aktivert av en rekke forskjellige typer stimuli, kan det pavirke mange
forskjellige prosesser i cellen (Cargnello & Roux, 2011). Stress i cellemiljg,
inflammatoriske cytokiner, oksidativt stress, UV-striling, hypoksi, interleukin-1 (IL-1)
og TNF- a blir alle nevnt som mulige oppstrems regulatorer for p38MAPK (Cargnello
& Roux, 2011). Forsek pé rottemuskel har vist en gkning av p38MAPK-fosforylering
ved mekanisk stress (Wretman et al., 2001), som er en av de viktigste stimuli ved
muskelarbeid. pP38MAPKY er foreslatt & vere en viktig regulator for metabolske
adaptasjoner 1 skjelettmuskel (Pogozelski et al., 2009); og er i forbindelse med dette
aktivert etter utholdenhetsaktivitet (Boppart et al., 2000). Den er ogsa foreslatt &
kontrollere storrelsen pad ST-fibre (Foster, Tidball, & Wang, 2012). p38MAPKa er vist i

33



de samme studiene & ikke bli fosforylert ved utholdenhetstrening (Foster et al., 2012;
Pogozelski et al., 2009). Den ser heller ut til & ha en koordinerende rolle for samtlige
isoformer, og kan blant annet hemme p38MAPKYy nér den blir fosforylert (Qi et al.,
2007). Denne egenskapen innehar riktignok ogsa p38MAPKYy, som kan inhibere
p38MAPKa; men kun gjennom hay mRNA-konsentrasjon i samme celle, og ikke
gjennom fosforylering (ibid.). Ved aktivering gjennomgar p38MAPK
translokasjon fra cytosol til nukleus der det i sterre grad kan pdvirke DNA og
transkripsjonen; det er riktignok motstridende funn om hvor stor del av p38MAPK dette
gjelder (Krishna & Narang, 2008). p38MAPK virker gjennom sine nedstrems
kinaser, der de viktigste ser ut til 4 veere MK2 og MK3. MK2 er vist 4 kunne stabilisere
mRNA etter transkripsjon (Dean, Sully, Clark, & Saklatvala, 2004; Winzen et al.,
1999), noe som vil fasilitere ekning i proteinsyntesehastighet. MK2 og MK3 har vist &
kunne hemme fosforyleringen av eEF2 som igjen vil gke translasjonshastigheten
(kapittel 2.4.3). Det ser ut som det er nedvendig med et minimumsniva av p38MAPK-
aktivitet for at mTOR skal kunne aktiveres av vekstfaktorer (Cully et al., 2010).
p38MAPK er ogsa vist & kunne aktivere mTOR-p70S6K gjennom aktivering av
hydrogenperoksid (H,O)(Zheng et al., 2011). Oppsummert ser det ut som p38MAPK
kan kontrollere cellestorrelse via to forskjellige hovedmekanismer, mTOR og MK2
(Cully et al., 2010). p38MAPK ser ut til & kunne pavirke proteinsyntesen ved
remodulering av kromatin, ekt transkripsjon, stabilisering av mRNA og ekt translasjon

(Cully et al., 2010; Krishna & Narang, 2008; Proud, 2007).
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Figur 2.9: Okning i p38MAPK ovre band (antatt d veere p3SMAPKy; A) og p38MAPK
nedre bdnd (antatt a veere p38MAPKo.,; B) *signifikant forskjellig fra baseline (P <0,05)
Modifisert etter Wernbom et al. (2013).
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p38MAPK-fosforylering eker ved tradisjonell styrketrening. Franchi et al. (2014) viste
en gkning i p38MAPK-fosforylering (isoform ikke beskrevet) akutt etter en gkt med ren
eksentrisk styrketrening; men ikke ved kun konsentrisk styrketrening. Hulmi et al.
(2010) viste en ekning i p38MAPKaa-fosforylering ved bdde maksimal (15x1 RM) og
mer tradisjonell styrketrening (5x10 RM). p38MAPKY viste i samme studie en gkning
ved den tradisjonelle protokollen, men ikke etter den maksimale. p38MAPK har
1 forbindelse med okklusjonstrening kun blitt undersekt ved ett tilfelle. Wernbom et al.
(2013) observerte en signifikant ekning av fosforlyering for bade evre og nedre band en
time etter trening, men ingen endring ved verken 24 eller 48 timer (figur 2.9). Qvre
band er antatt & veere gamma, mens det nedre er antatt & vere alfa (Mathias Wernbom,
personlig kommunikasjon, 2014). Ozaki et al. (2014) fant en ekning i pP38MAPK
(isoform ikke nevnt) tre timer etter gange med okklusjon (Ozaki et al., 2014). Selv om
ikke p38MAPK er direkte malt i flere studier ved okklusjonstrening, har flere undersekt
dens effektor Mnk1. I en studie fra 2012 fant Gundermann et al. en ekning av Mnk1-
fosforylering tre timer etter en okt med okklusjonstrening. Mens Fry et al. (2010) sd en

signifikant ekning én og tre timer etter okklusjonstrening i en gruppe eldre menn.

2.4.5 Oppsummering

Det er tydelig at okklusjonstrening aktiverer hypertrofisignalering og muligens i samme
grad som tradisjonell styrketrening. Aktiveringen av hovedveiene mTOR og MAPK kan
vare en av de viktigste mekanismene for muskelvekst ved okklusjonstrening. Det
begynner 4 bli etablert at bAde mTOR og MAPK kan aktiveres av denne typen trening;
og det kan tyde pa at det kreves en aktivering av begge disse hovedveiene for optimal
stimulus og muskelvekst. ~ For & se pé signaleringen i forste og andre treningsuke har
vi i denne studien underseokt fosforylering av eEF2, p70S6K og
p38MAPKY/p38MAPKa. Signalering er imidlertid ett av de forste stegene fra
muskelarbeid til muskelvekst og en lang rekke prosesser kan pavirke sluttresultatet i

etterkant.
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3. Metode

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

som ble gjennomfert ved Norges Idrettshegskole hasten 2013.

3.1 Studiedesign

I forkant av treningsperiodene gjennomforte forsekspersonene tilvenning og pretester.
Etter en ukes pause startet forste treningsperiode der de trente syv okter i lopet av fem
dager (figur 3.1). Deretter fulgte en ti dager lang hvileperiode for de igjen gjennomferte
syv gkter fordelt pa fem dager. Samtlige forsekspersoner som fullferte deltok pé alle 14

treningsektene.

Uke 1 Hyvileperiode Uke 2

7 ekter 10 dager 7 ekter
Trening 2 2 2 2 2 2 2
Dag: -7 1 2 3 4 5§ 9 15 16 17 18 19

Figur 3.1: Tidsoversikt over treningsoktene i intervensjonen.

3.1.1 Utvalg

Til sammen tolv forsekspersoner (tabell 3.2) meldte seg frivillig til studien. Tre
forsekspersoner trakk seg i lapet av intervensjonsperioden. Forsegkspersonene som trakk
seg oppga smerte i forbindelse med biopsitakning og ekstrem stelhet i etterkant av
trening som grunn. Disse er ikke inkludert i datagrunnlaget. For & kunne delta i studien
matte forsekspersonene oppfylle inklusjonskriteriene (tabell 3.1). En forsgksperson (FP
10) er ekskludert fra tallmaterialet for analyser av fosforylering, CK og myoglobin.
Dette pa grunn av heye CK-verdier i forkant av akuttdag 1 (figur 4.4) som antyder pa at
forsekspersonen har gjort et anstrengende arbeid dagene i forveien. Dette kan pavirke

signaleringen og ville ikke vert representativt.
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Tabell 3.1: Inklusjons —og eksklusjonskriterier for deltagelse i studien

® Inklusjonskriterier

Eksklusjonskriterier

- Menn og kvinner mellom 20 og 35 ar

- Ikke drevet med regelmessig styrketrening

pé larmusklene de siste seks maneder (<
en gkt hver annen uke).

Skader i muskel-skjelettapparatet som kan
hindre gjennomfering av trening.

Bruk av medikamenter og/ eller
kosttilskudd (proteinpulver, vitaminer,
kreatin eller lignende) under
treningsperioden

Det ble rekruttert forsekspersoner fra vitenskapelige institusjoner i Oslo-omrédet.

Rekrutteringen ble utfort gjennom sosiale medier, studentmail, informasjon i

forelesninger, plakater og ved stand pa de forskjellige institusjonene. Det ble i forkant

av studiet holdt informasjonsmete og alle forsekspersoner fikk utdelt skriftlig

informasjon om studien (vedlegg 1).

Tabell 3.2: Antropometriske data av forsokspersonene. Verdiene er i gjennomsnitt og

standardavvik.

Gutter Jenter
Antall (n) 6 3
Alder (ar) 24,542 2342
Heoyde (cm) 182+7 173+£5
Vekt (kg) 85+10 67+2
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3.1.2 Treningsprotokoll

N

]

Figur 3.2: Treningsoppsettet (1. Datastyrt torniquetsystem. 2. 150 mm bred pneumatisk
mansjett).

Forsekspersonene gjennomfoerte en kort oppvarming (15 repetisjoner med 5 kg
motstand, uten mansjetten oppblast) for de fikk trykkmansjetten plassert proksimalt pa
laret; og gjennomforte fire serier med unilateral kneekstensjon ved en belastning pa 20
% av 1 RM til utmattelse. Pausene mellom seriene var 30 sekunder. Hayre bein ble trent
for venstre, adskilt med fem minutters pause. Mansjettrykket ble opprettholdt under hele
gjennomfoeringen, og ble sluppet opp umiddelbart etter det fjerde settet var gjennomfort.
Hastighet pa muskelaksjonene var satt til ett sekund konsentrisk og ett sekund
eksentrisk, kontrollert ved hjelp av en metronom (KORG METRONOME MA-30.
Kina). Bevegelsesutslag var satt til & vaere fra 90 til 10° (0° = full ekstensjon).

Forsekspersonene fikk prove mansjetten i forkant av treningsukene, men ingen
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tilvenning av trening ble gjennomfoert. Mansjetten var 150 millimeter bred, med 135
millimeter brede trykksoner (9-7350-003, Delfi Medical, Vancouver BC, Canada) og
var koblet opp til et datastyrt torniquetsystem (Zimmer A.T.S. 2000, USA). Dette
kontrollerte at trykket ble holdt tilnaermet konstant under gjennomferingen av treningen.
Trykket i mansjetten ble satt til 100 mmHg for guttene og 90 mmHg for jentene.
Manuelle hdndpumper (VMB Medizintechik Gmbh. Germany) var hele tiden klar som
reserve, dersom det automatiske systemet skulle svikte. For & undersoke endring i
blodstrem ved oppblést mansjett ble et dopplersystem (Vivid 7. GE Vingmed
Ultrasound, Horten) brukt. Blodstremmen ble mélt like distalt for mansjetten 1
a.femoralis og a.superficalis bade med og uten okklusjon. Gjennomsnittlig reduksjon i

blodstrem var 66+13 % og 64+17 %, henholdsvis for og etter intervensjonen.

3.2 Styrketester

Uke 1 Hyvileperiode Uke 2
Pre 7 ekter 10 dager 7 okter Post 3 Post 10 Post 20
1IRM v v Vv v v
Muskelfunksjon v L7 v v (7 v v
v v
Blodprever v L 2 T 2 v [ 20 20 20 27 v 17
v v
v v
Biopsi ¥ Vv v v v v
Trening L I L 2 L 258 O 20 2
vV Vo N
14
Dag: -7 1 2 3 45 9 15 16 17 18 19 22 23 27 29 31 39

Figur 3.3: Oversikt over tidspunkt for testing og trening gjennom hele intervensjonen.
Mouskelfunksjon = maksimalt isokinetisk dreiemoment.

Forsekspersonene utforte en tilvenningstest, og en pretest i forkant av treningsperioden.
Hoyeste verdi fra disse testene ble brukt som baselineverdi, og for & regne ut
treningsbelastning. Individuelle innstillinger av styrkeapparatene ble registrert under
tilvenning, og brukt ved senere testing. Styrketestene ble innledet med en generell
oppvarming bestdende av fem minutter sykling der wattbelastning ble notert for a kunne

bruke samme belastning ved senere testing.
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3.2.1 Isokinetisk kneekstensjon

Den isokinetiske® testen ble gjennomfert i styrkedynamometer (HUMAC 2009NOMR
CSMi. Testing and Rehabilitation System. USA; figur 3.4). Oppvarmingen bestod av
fire ssmmenhengende isokinetiske repetisjoner ved 60 grader per sekund, der
forsekspersonene gradvis ekte kraften. Testen ble gjennomfert med samme hastighet og
totalt tre ssammenhengende repetisjoner. Bevegelsesutslaget var totalt 95 grader, fra 95

grader fleksjon til full ekstensjon.

Figur 3.4: Styrkedynamometer

% Bevegelse med konstant hastighet
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3.2.2 1 RM kneekstensjon

1 RM-testen ble gjennomfort i kneekstensjonsapparat (GYM 2000 Gym Equipment,
Geithus, Norge) og ble pabegynt umiddelbart etter den isokinetiske testen. Seterygg og
fotpute ble individuelt justert. En sikkerhetssele ble festet rundt livet under testing og
forsekspersonene ble instruert til & holde armene langs sidene. Hoyre bein ble testet for
venstre, uten pause i mellom. Oppvarmingen ble gjennomfert med tre serier med
henholdsvis ti (50 % av 1 RM), seks (70 % av 1 RM) og tre repetisjoner (80 % av 1
RM). For at 1 RM skulle godkjennes matte kneleddet na en vinkel pa 10° eller lavere
(0° = full ekstensjon) fra en startvinkel pa 90°. For a kontrollere dette ble hayden pa
vektmagasinet kontrollert mot et referansepunkt pa apparatet. Den heyeste vekten
forsekspersonene klarte & lofte i én godkjent repetisjon, ble registrert som deres 1 RM.
Den heyeste verdien fra baseline-testene av 1 RM ble benyttet til & regne ut
treningsbelastningen (20 % av 1 RM), og ble ikke justert ved senere testing i

treningsperioden.

3.3 Akuttdagene

Den forste treningsekten begge treningsukene ble gjennomfert som et akuttforsek der vi
testet muskelkraft og tok blodprever for og etter treningseokten. Forsekspersonene fikk
selv velge en normalt sammensatt frokost da de ankom laboratoriet ved akuttdag 1.
Denne frokosten ble notert og forsekspersonen spiste et identisk méltid ved akuttdag 2.
Forsekspersonene ble testet for isokinetisk dreiemoment i det beinet som ikke ble tatt
biopsi av. Hvilket bein som skulle gjennomga styrketesting og biopsi ble byttet til
akuttdag 2. Biopsi ble tatt nayaktig 60 minutter etter at treningsekten for det aktuelle
beinet var over. Blodprave 2 ble tatt rett i forkant av biopsi, mens blodpreve 3 ble tatt

tre timer etter gkten var ferdig (tabell 3.3).
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Tabell 3.3: Oversikt over tidsforlopet ved akuttdagene.

Tid (t): Hva:

-02:00  Frokost

-01:30 Ultralyd 1

-01:00 Isokinetisk og isometrisk dreiemoment 1
-00:30 Blodpreve 1

00:00 Okklusjonstrening

00:30  Ultralyd 2

01:00 Blodprave 2

01:30 Biopsi

02:00 Isokinetisk og isometrisk dreiemoment 2
02:30 Lunsj

03:00 -

03:30 Blodprave 3

3.4 Blodprover

Vengse blodprever ble tatt fastende pd morgenen ved hver treningsdag; ved testing i
hvileuken, og ved testing post 3 og post 10 (figur 3.3). I tillegg ble det tatt to blodprever
rett 1 etterkant av trening ved akuttdagene (tabell 3.3). Serumprovene ble sentrifugert
ved 2100 g i 10 minutter i fire °C, serumet ble sé frosset i -80 °C for oppbevaring for
videre analyser. CK ble analysert pd analyseplattform Modular Analyzer P800 (Roche
Diagnostics, Mannheim, Tyskland) og myoglobin pa analyseplattform Modular
Analyzer E170 (Roche Diagnostics, Mannheim, Tyskland). Analytisk
variasjonskoeffisient er beregnet til & vaere 5 % for CK-analysene og 6 % for
myoglobinanalysene. CK og myoglobin i serum ble analysert ble utfort ved
Rikshospitalet (Avdeling for medisinsk biokjemi, Oslo universitetssykehus

Rikshospitalet, Oslo).
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3.5 Muskelbiopsier
For a studere endringer pa celleniva ble det tatt vevsprever av m.vastus lateralis for,

under og etter intervensjonen. Det ble tatt biopsier fra begge bein (figur 3.6)

Uke 1 Hyvileperiode Uke 2
7 okter 10 dager 7 okter
Akutt 1 (H) Akutt 2 (V)
Baseline Dag 4 (V) Dag 9 (H) Post 3 (H) Post 10 (V)
(H/V)
Biopsi l l l l l
)
14
Dag: -7 1 2 3 4 5 9 15 16 17 18 19 22 29

Figur 3.5: Tidspunkt for biopsitakning, hvilket ben biopsien er tatt fra i parentes. Svart
pil= biopsi tatt enten for, eller ikke i forbindelse med trening; rod pil= biopsi en time
etter trening.

Biopsiene ble tatt fra m.vastus lateralis. Hud og muskelfacie ble bedevet (Xylocain-
adrenaline, 10 mg*ml" + 5 pg *ml™, AstraZeneca, Sodertilje, Sverige) for
biopsiomrddet ble vasket med desinfiserende vaeske. Et 15-20 millimeter snitt gjennom
huden og muskelfascien ble gjort med skalpell. Muskelvevet ble hentet ut med en seks
millimeter steril Bergstromsnal koblet til en 50 milliliter sprayte. Det ble tatt ut 200-300
milligram muskelvev per biopsi. Muskelbiopsiene ble vasket ren for blod for eventuell
bindevev og fett ble dissekert bort. Muskelvev til immunhistokjemi ble ikke vasket for
de ble skéret til. Muskelvevet ble deretter fordelt til senere analyser; mRNA,
elektronmikroskopi (EM), fosforylering, i tillegg til to restbiter. Bitene med mest
parallelle og rette fibre ble skéret vinkelrett med barberblad, og lagt i en form med
stabiliserende lim (Tissue-tek, O.C.T. compound, Sakura, Nederland). Biopsiene ble
umiddelbart nedfryst i forhdndskjelt (- 140° C) isopetan. Muskelbitene ble deretter lagt i
kryostat (CM 3050, Leica Microsystems; Nussloch, Tyskland) (- 22° C), fer de ble de
ble lagret i ultrafryser (~ -80° C). Vev som skulle homogeniseres ble fryst i isopentan

nedkjoelt pa terris (-78 ° C) eller direkte i flytende nitrogen.

1.1.1 Homogenisering

Inntil homogeniseringen ble biopsiene oppbevart ved -80° C. Biopsiene ble
homogenisert med en homogeniseringsbuffer som bestod av én milliliter Tissue Protein
Extraction Reagent (T-PER, Thermo scientific, Rockford, IL, USA) , 20 ul Halt™
Protease and Phosphatase Inhibitor Cocktail (Thermo scientific, Rockford, IL, USA) og
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20 pl EDTA (Thermo scientific, Rockford, IL, USA) per 50 pg muskel. Rett i etterkant
av tilsetting av homogeniseringsbuffer ble provene homogenisert i tre ganger fem
sekunder, eller til alt muskelvevet var lost opp. Provene 14 pd is i ti sekunder mellom
hver runde med homogenisering. Etter homogenisering ble provene lagt pd svak risting i
30 minutter ved fire grader celcius. Pravene ble sd sentrifugert i fem minutter ved 10000
G 1 en temperatur pa fire grader celcius. Supernantantet ble fjernet, for prevene pd nytt
ble sentrifugert pa samme méte. Det nye supernantantet ble fjernet, og provene ble

ristet. Provene ble alikvotert med 20 pl i rer pa 0,2 ml og lagret i ultrafryser ved -80° C.

3.6 Muskelanalyser

3.6.1 Kvantifisering av muskelfiberareal

Et lysmikroskop (Olympus BX61, Japan) tilkoblet en fluoriserende lyskilde (EXFO,
XI1120PC-Q, Canada) med tilhgrende digitalt kamera (Olympus DP72, Japan) og
programvare Cell-F software (Olympus, Japan) ble benyttet til & kvantifisere snittene fra
biopsiene. Det ble forst tatt ett bilde av snittet med fire ganger forsterrelse. Bildet
ble tatt med et filter som slipper gjennom lys fra cellemembran-merkning (laminin); slik
at man kan skille fibrene fra hverandre. Bildet ble invertert i Cell-F for det ble skrevet ut
pa papir og fungerte som et kart over snittet. Telling av fibre ble gjort manuelt ved bruk
av bildekartet og et telleapparat (Laboratory Counter). For mer utfyllende protokoll, se
Lovstad, Masteroppgave (2014).

3.6.2 Totalproteinmaling

Proteininnholdet i muskelbiopsiene ble malt med RC/DC Protein Assay kit (BioRad,
cat# 500-0121, Hercules, CA, USA) og bovine y-globulin som standardprotein med et
spekter fra 0,125 til 1,5 mg*ml™. Proteinstandardkurven og prevene ble malt i
triplikater og med en standardkurve r*> 0,9. Provene og standardene ble applisert i en
micro plate assay (Cat# 0113, Bio-Rad, CA, USA) fer det ble mélt i et filter photometer
(Expert 96, Hitech, UK) og analysert med den medfelgende programvaren (Kim, ver.
5.45.0.1, Daniel Kittrich).
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3.6.3 Western-Blot

Muskelprovene ble analysert med western blot-metoden. Elektroforesen ble utfert i
XCell SureLocke® Mini Cell-apparat (Invitrogen Carlsbad, CA, USA) tilsatt MES
running buffer (NuPAGE MES SDS, Invitrogen, CA, USA) i ytre kammer og
antioksidant (Invitrogen, CA, USA, Cat# NP0005) i indre kammer. Basert
pa totalproteinmalingene ble provene fortynnet med ultrarent vann og tilsatt syv
mikroliter Reducing Agent Buffer (Invitrogen Carlsbad, CA, USA) og 17,5 ul Sample
Buffer (Invitrogen Carlsbad, CA, USA). Pravene ble sd varmet i ti minutter ved 70° C
og applisert i NuPAGE Novex Bis-Tris 4-12 % Gel (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA).
Proteinmengde per bronn ble satt til 30 pl. Elektroforesen ble utfert med 200 volt i 80
minutter. Etter elektroforesen ble proteinene overfort til polyvinylidene difluorie
(PVDF)-membraner (Immuno-blot, Cat# 162-0177, Bio-Rad, CA, USA) ved blotting i
XCell IITM Blot Modul (Invitrogen Carlsblad, CA, USA) i Mini Cell-apparat.
Apparatet var under blotting fylt med ultrarent vann, mens blottemodulen var fylt med
transferbuffer (Nupage, Transfer Buffer (20x) Invitrogen, CA, USA). Etter overforing
ble membranene inkubert i 5 % melkelosning (Skim milk, Cat# 1.15363, Merck,
Tyskland) med tris-buffered saline med 0,1 % Tween-20 (TBS-T; TBS, Cat# 170-6435,
Bio-Rad, CA, USA; VWR International, PA, USA, Cat# 437082Q) i én time ved
romtemperatur. Etter inkubering ble membranene vasket i fire ganger fem minutter i
TBS-T for de ble tilsatt primeert antistoff (tabell 3.4) og satt for inkubering i kjeleskap
(4 grader celcius) over natten. Membranene ble sa vasket i én ganger 15
minutter i TBS og fire ganger fem minutter med TBS-T for de ble inkubert med
sekundeert antitstoff (tabell 3.4) 1 én time i romteperatur. Etter inkuberingen ble
membranene vasket i fire ganger fem minutter med TBS-T. Membranene ble deretter

inkubert med Cheliminescent Substrate SuperSignal “WestDura (Thermo Scientific,

Rockford, IL, USA). Membranene ble tatt bilde av Bio-Rad ChemiDoc™ MP System
#170-8280 (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA). Til a analysere bildene og
kvantifisere intensiteten pa bandene ble Image Lab™ Software (Bio-Rad Laboratories,
Hercules, CA, USA) brukt. For & kunne sammenligne analysene ble samtlige prover fra
hver forseksperson gjort pa samme gel. Det ble utfort duplikater av hver gel i samme
Mini Cell-apparat. Etter billedtakningen ble membranene strippet i Restore™™ PLUS
Western Blot Stripping Buffer (Thermo Scientific, Rockford, IL, USA) i ti minutter for

de ble vasket i fem ganger ett minutt i ultrarent vann, én ganger 15 minutter i TBS og
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fire ganger fem minutter med TBS-T. For 4 undersegke at det sekundere antistoffet var
fjernet ble membranene tatt bilde av pa nytt (samme prosedyre som over). Membranene
ble sd inkubert i sekundart antistoff i en time. De ble vasket i én ganger 15 minutter i
TBS og fire ganger fem minutter med TBS-T. For 4 underseke at primeert antistoff var
borte, ble membranene ble pa nytt tatt bilde av. Strippingen var vellykket ved alle
gjennomferingene. Membranene ble pa nytt strippet (samme prosedyre som over) og
vasket i1 én ganger 15 minutter i TBS og fire ganger fem minutter med TBS-T.
Membranene ble s blokkert (samme prosedyre som over) og inkubert med
primarantistoff mot totalprotein. Prosedyren var lik for totalproteiner og fosforylerte

proteiner (for protkoll, se vedlegg 2).

Tabell 3.4: Oversikt over antistoff brukt i studien.

Primeerantistoff Produsent: Fortynning: Katalognummer:
Fosfo-p70S6K (Thr 389) Cell Signalling 1:1000 9234
Total-p70S6K Cell Signalling 1:1000 2708

Fosfo-eEF2 (Thr56) Cell Signalling  1:5000 2331

Total-eEF2 Cell Signalling  1:5000 2332
Fosfo-p38MAPK Cell Signalling 1:1000 8690
Total-p38MAPK Cell signalling  1:1000 8690
Sekundarantistoff

Geit-anti-kanin Cell Signalling 1:30000 7074
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3.7 Statistikk

Endringer i antall repetisjoner, 1 RM, isokinetisk dreiemoment, muskelfiberareal og
fosforylering ble analysert med enveis-ANOVA for repeterte mélinger. Gjennomsnitt av
prebiopsi for heyre og venstre bein ble brukt som baseline ved utregning av fiberareal
og fosforylering. Utregninger for western blot ble gjort ved at mengden fosforylert
protein ble delt pd mengden totalprotein. Den hoyeste aktiveringen (ratioen) ble satt
som 100 % for hver forseksperson; og resten av prevene for samme forsgksperson er
satt som prosent av heyeste aktivering (peak). Vi brukte duplikater under wester blot-
analysene og kunne bruke et gjennomsnitt av to membraner for alle forsekspersoner.

Paret t-test ble brukt som hovedanalyse for & sammenligne akuttdag 1 og
akuttdag 2 for fosforylering og antall repetisjoner. Paret t-test ble ogsa brukt for a
sammenligne gjennomsnittsverdier og hayeste verdi mellom treningsukene for CK og
myoglobin, i tillegg til & sammenligne gjennomsnitt for totalt antall repetisjoner 1
treningsukene. Signifikansniva ble satt til P <0,05. Resultater er presentert som
gjennomsnitt + standardavvik (SD). Statistisk tendens er definert som P <0,1. Analyser
ble gjort i Microsoft Excel 2011 (Microsoft Excel [computer software], Redmond, WA,
USA) og Prism 6 (GraphPad Software Inc, San Diego, CA, USA).
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4. Resultater

4.1 Trening

Motstanden var satt til 20 % av 1 RM og var i gjennomsnitt 13,5+3 kg. Gjennomsnittlig
treningsvolum’ ved okt én var 1015+149 kg, mens det okte til 12134241 kg (P=0,01)
ved gkt 14.  Det totale antallet repetisjoner utfort per treningsekt okte fra ekt en
(75+12) til gkt fem i uke to (88+12; P=0,028); og til siste treningsekt (90+18; P=0,005;
Figur 4.1). I forste treningsuke var det en tendens til ekning i antall repetisjoner de fire
forste ektene (P=0,1). Under treningsuke to var antall repetisjoner per okt mer stabilt.
Det ble i gjennomsnitt utfert 82+15 repetisjoner per ekt i treningsuke én og 87+14

repetisjoner treningsuke to (P=0,16).
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Figur 4.1: Utvikling av totalt antall repetisjoner per okt. *signifikant forskjellig fra
forste okt (P <0,05). **signifikant forskjellig fra forste okt (P <0,01).

7 Antall repetisjoner ganger treningsmotstand.
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Det ble utfort signifikant flere (P= 0,005) repetisjoner ved akuttdag 2 (84+11; Figur 4,2
A) sammenlignet med akuttdag 1 (75+£12); som resulterte i en gkning av treningsvolum
med 140 kg per forsgksperson (P= 0,005). Ved akuttdagene ble forsekspersonene testet
for maksimalt isokinetisk dreiemoment ved 60 grader per sekund ved kneekstensjon bade
for og etter treningsekten. Ved akuttdag 2 (-5,9+13 %; figur 4.2 B) var det en tendens til
nedgang i maksimalt dreiemoment etter gkten (P=0,08), mens det var ingen signifikant

nedgang i kraft ved akuttdag 1 (-5,2+17 %). Det var ingen forskjell mellom akuttdagene.
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Figur 4.2: A: Treningsdata akuttdagene, *= signifikant forskjellig fra akuttdag 1 (P=
<0,05). B: Prosentvis kraftfall i maksimalt isokinetisk dreiemoment ved 60 grader per
sekund pre til post gkt, akuttdag 1 og akuttdag 2. #tendens til forskjell mellom dagene (P
<0,1)
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4.2 Blodanalyser
CK-verdiene hadde et litt annet forlep i treningsuke 1 sammenlignet med treningsuke 2
for to forsekspersoner, men ikke for gjennomsnittet (P= 0,15; figur 4.3). Det var ingen

signifikant endring i heyeste nddde verdi mellom treningsukene (P= 0,25).
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Figur 4.3: Endringer i CK-konsentrasjon i plasma ved treningsuke én (4) og
treningsuke to (B).

Myoglobin hadde noenlunde likt forlep som CK, og endret seg kun for enkelte
forsekspersoner. Det var ingen forskjell mellom ukene for verken gjennomsnitt (P

=0,12; figur 4.4) eller for heyeste nadde verdi (P=0,11).
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Figur 4.4: Endringer i myoglobinkonsentrasjon i plasma ved treningsuke én (A) og
treningsuke to (B).
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4.3 Signalering

4.3.1 p70S6K

Forholdet mellom fosforylert og total mengde p70S6K var signifikant gkt fra baseline
(17£20 %) til en time etter forste okt i uke én (59+35 %; P=0,001; figur 4.5) og til en
time etter forste okt treningsuke to (70+£38 %; P=0,001). Det var ingen endring fra
baseline til dag 4 (2917 %), dag 9 (24+32 %), post 3 (2116 %) eller til post 10
(23+17%). Det var ingen signifikant forskjell i fosforylering mellom akutt 1 og akutt 2
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Figur 4.5: Fosforylering av p70S6K gjennom hele intervensjonen (4) og forholdet
mellom fosforylering ved akuttdagene (B). *signifikant forskjell fra baseline (P <0,05).
*Esignifikant forskjell fra baseline (P <0,01). Innfelt bilde av immunoblot fra
forsoksperson med gjennomsnittlig fosforylering.

4.3.2 eEF2
Forholdet mellom fosforylert og total mengde eEF2 hadde ingen endring fra baseline til
noen tidspunkt. Det var ingen forskjell mellom akuttdagene (figur 4.6).
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Figur 4.6: Fosforylering av eEF2 gjennom hele intervensjonen (4) og forholdet mellom
fosforylering ved akuttdagene (B). Innfelt bilde av immunoblot fra forseksperson med
gjennomsnittlig fosforylering.
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4.3.3 p38MAPK

Forholdet mellom fosforylert og total mengde p38MAPKy var gkt fra baseline (34+18
%) til én time etter forste treningsekt i uke en (75+£34 %; P=0,008; figur 4.7 A), men
hadde ingen signifikant endring én time etter forste treningsekt uke to (56+27 %). Det
var en tendens til lavere fosforylering etter forste treningsekt uke to (figur 4.7 B),
sammenlignet med forste treningsekt uke en (P= 0,098). Det var ingen endring fra
baseline til dag 4 (38+36 %), dag 9 (30+£20 %), post 3 (3219 %) eller til post 10
(28423 %).
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Figur 4.7: Fosforylering av p38MAPKy gjennom hele intervensjonen (A) og forholdet
mellom fosforylering ved akuttdagene (B). **signifikant forskjell fra baseline (P <0,01).
#tendens til forskjell mellom dagene (P <0,1). Innfelt bilde av immunoblot fra
forsoksperson med gjennomsnittlig fosforylering.

Forholdet mellom fosforylert og total mengde p38MAPKa hadde ingen endring fra

baseline til noen tidspunkt. Det var ingen forskjell mellom akuttdagene (figur 4.8).
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Figur 4.8: Fosforylering av p38MAPKa gjennom hele intervensjonen (A) og forholdet
mellom fosforylering ved akuttdagene (B). Innfelt bilde av immunoblot fra
forseksperson med gjennomsnittlig fosforylering.
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4.4 Muskelvekst

I gjennomsnitt ble 638 fibre analysert for muskelfiberareal (350 type I-fibre og 288 type
II-fibre). Muskelfiberareal for type I-fibre endret seg fra baseline (4689+595 um?; figur
4.9) til post 10 (5615+1295 um*; P=0,048), fra dag 4 (4426455 um®) til post 10 (P=
0,007) og fra dag 9 (4396+776 um®) til post 10 (P= 0,006). Det var ogsé en sterk
tendens (P= 0,05) for ekning fra post 3 (3697+528 um?) til post 10.
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Figur 4.9: Muskelfiberareal gjennom hele intervensjonen (A) og prosentvis endring fra
baseline (B) for type I-fibre. *signifikant forskjell (P <0,05). **signifikant forskjell (P
<0,01).
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Muskelfiberareal for type II-fibre hadde ingen signifikant endring fra baseline
(59334816 um?; figur 4.10), men endret seg fra dag 4 (5320+873 um?) til post 10
(6797+1647 um?*; P= 0,008), fra dag 9 (4960+1175 pm?) til post 10 (P=0,001) og fra
post 3 (56861234 um?) til post 10 (P= 0,039).
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Figur 4.10: Muskelfiberareal giennom hele intervensjonen (4) og prosentvis endring
fra baseline (B) for type Il-fibre. * signifikant forskjell (P <0,05). **signifikant forskjell
(P <0,01). ***signifikant forskjell (P <0,001).
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4.5 Muskelstyrke

Det var ingen signifikant endring i peak isokinetisk dreiemoment ved 60 grader per sekund
fra baseline (192+50 Nm; figur 4.11) til verken dag 9 (182451 Nm), post 3 (185+51 Nm),
post 10 (198£57 Nm) eller til post 20 (208+47 Nm). Det skjedde en gkning fra dag 9
(P=0,01) og post 3 (P=0,03) til post 20.
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Figur 4.11: Peak isokinetisk dreiemoment ved 60 grader per sekund. Absoluttverdier (4)
og prosentvis endring fra baseline (B). * signifikant forskjell (P <0,05). **signifikant
forskjell (P <0,01).
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Det var ingen gkning i 1 RM kneekstensjon fra baseline (67+16 kg; figur 4.12) til verken
dag 9 (66+14 kg), post 3 (66+15 kg), post 10 (68+15 kg) eller til post 20 (71+15 kg). Det
skjedde en gkning fra dag 9 (P= 0,005) og post 3 (P=0,02) til post 20.
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Figur 4.12: 1 RM kneekstensjon, absoluttverdier (4) og prosentvis endring fra baseline
(B). * signifikant forskjell (P <0,05).
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5. Diskusjon

Hovedhensikten med denne studien var 4 underseke om ti dagers hvile var tilstrekkelig
for & resette systemene for hypertrofisignalering etter fem dager med hey-frekvens
okklusjonstrening. Vére forsekspersoner (n=9) trente syv okklusjonsekter pa fem
dager. De fikk ti dager hvile for de pd nytt gjennomforte syv okklusjonsekter pa fem
dager. Hovedhypotesen ble testet ved western-blot-analyser av biopsier tatt én time etter
den forste treningsekten 1 begge treningsukene. Kort oppsummert var ti
dager med hvile tilstrekkelig for & resette fosforyleringssystemene til p70S6K, mens det
var en tendens til forskjellig sensitivitet for p38MAPKYy-fosforylering. p38MAPKa og
eEF2 viste ingen aktivitet ved noen tidspunkt i studien. Fiberareal
okte med 20 % for type I-fibre, men okte ikke signifikant for type II-fibre.
Muskelstyrken gkte ikke ved noen tidspunkt, men tenderte heller til 4 ha en nedgang

under treningsukene.

5.1 Treningsresultater

Forsekspersonene ble mer utholdende og ekte antallet repetisjoner utfort per okt fra
forste (75+12) til siste treningsekt (90£18). Dette stemmer til dels overens med Nielsen
et al. (2012) som brukte tiln@rmet samme protokoll, og observerte en gkning i antall
repetisjoner gjennom alle tre ukene. Ved forste treningsdag uke 2 (84+11) utforte
forsekspersonene signifikant flere repetisjoner sammenlignet med forste treningsdag
uke 1 (75+12). Siden treningsmotstanden var konstant gjennom intervensjonen
resulterte ekningen i antall repetisjoner ogsa til en ekning i treningsvolum. Dette forte
til en tendens til nedgang i kraft etter akuttdag 2, noe vi ikke observerte ved akuttdag 1.
Man kan riktignok stille sparsmélstegn ved at enkelte forsekspersoner hadde en 20 %
okning 1 kraft to timer etter en utmattende okt med okklusjonstrening. Dette kan skyldes
feil ved testprosedyren eller at forsekspersonene sparte seg til treningsekten ved da vi

testet preverdi for en time for treningseokten.
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5.2 Signalering

5.2.1 p70S6K

p70S6K-fosforylering ekte signifikant én time etter treningseokten ved forste treningdag
i begge treningsukene, men ikke ved noen av de andre tidspunktene. Vére funn stemmer
overens med tidligere studier ved at det skjedde en ekning i fosforylering en time etter
treningsekt og at det er ingen tydelig fosforylering i hvile. Det er riktignok to studier
(Gundermann et al., 2014; Wernbom et al., 2013) som har funnet gkning i fosforylering
24 timer etter en lik treningsekt. Dette star i kontrast til vare funn ved dag 4 som ble tatt
22 timer treningsekt og viste ingen fosforylering. Dette kan riktignok vere fordi
sensitiviteten til fosforyleringssystemet var redusert etter tre ekter pd rad. Gundermann
et al. (2012) fant en ekning i p70S6K fosforylering etter tre timer, men ikke etter én
time; noe som muligens kan tyde pa at en time er for kort tid for at p70S6K skal na sin
fosforyleringstopp. Studien til Gundermann et al. (2012) ble riktignok gjort pa fastende
forsekspersoner; og de kan derfor ha fétt en senere p70S6K-respons av den grunn. Vére
forsekspersoner inntok samme frokost til samme tidspunkt ved begge akuttdagene, og
vil sannsynligvis ha en noe annerledes respons. Frokosten kan ogsa fere til en viss
stimulering i seg selv, gjennom gkningen i aminosyretilgjengelighet (Beugnet, Tee,
Taylor, & Proud, 2003). Studier med tradisjonell styrketrening og
proteininntak har vist at fosforylering av p70S6K er relativt stabil fra én til fem timer
etter treningsekt (Moore, Atherton, Rennie, Tarnopolsky, & Phillips, 2011; Moore et
al., 2009). Bade Fry et al. (2010) og Gundermann et al. (2014) fant en gkning i
fosforylering bade én og tre timer etter en gkt med okklusjonstrening. Wernbom et al.
(2013) fant ogsa en gkning en time etter treningsekt med okklusjon og foreslér at dette
potensielt kan vaere en respons pa muskelskader de observerte i studien. Dette forklares
med en mulig gkning i NO som er vist 4 kunne gke p70S6K-aktiveringen indirekte (Ito,
Ruegg, Kudo, Miyagoe-Suzuki, & Takeda, 2013). Basert p4 CK- myoglobindata (Koch,
Pereira, & Machado, 2014) og at det ikke var noen signifikant nedgang i kraft ved
akuttdagene; er det lite sannsynlig at fosforyleringen av p70S6K er grunnet
muskelskader i1 vér studie. Vér hovedhypotese var at man
kunne resette signaleringssystemet slik at det var like mottagelig for stimulus i
treningsuke to. I en studie pa rotter fant Ogasawara et al. (2013) en okning i
fosforylering av p70S6K etter en enkelt treningsekt. Denne ekningen i fosforylering ble
svakere ved gjentatte treningseokter, men det var tilnermet gjenopprettet da samme

treningsokt ble gjennomfort etter en tolv dager lang pause. I samme studie fant de, i
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motsetning til oss, en signifikant forskjell mellom treningsektene, der den forste ekten
hadde heyere fosforylering (Ogasawara et al., 2013). Dette tyder pé at
signaleringssystemene til en viss grad er tilbakestilt og mottagelig for samme type
stimulus etter tolv dager med hvile fra trening. Vére funn er delvis sammenfallende og
tilsier at ti dager med hvile er nok for a resette systemene for p70S6K-fosforylering;
selv om vi mi ta forbehold om at ektene kan ha gitt forskjellig stimulus. Volumet i
treningsekten har vist seg & vare viktig for graden av p70S6K-fosforylering (Hulmi et
al., 2012; Lucia, 2010; Terzis et al., 2010); og akuttdag 2 hadde signifikant heyere
treningsvolum enn akuttdag 1. Akuttdag 2 tenderte ogsa til & ha reduksjon i kraft to
timer etter treningen, noe vi ikke observerte ved akuttdag 1. Dette betyr at akuttdag 2
sannsynligvis har gitt et storre stimulus til p70S6K-fosforylering, og at vi mé ta et visst
forbehold nér vi sammenligner fosforyleringen mellom akuttdagene. Det kan vare at
sensitiviteten faktisk er redusert ved oppstart i uke to, men at det egkte treningsvolumet
har gitt et storre stimulus og derfor kompensert for den potensielt reduserte
sensitiviteten. Selv om der er feil 4 sammenligne to ekter som ikke er identiske vil dette
veare slik treningen vil foregd i praksis, og derfor vaere av stor nytte for & kunne designe
treningsprogrammer og protokoller med okklusjonstrening. Vi hadde en
meget anstrengende protokoll og lot forsekspersonene trene til utmattelse i samtlige
serier; dette kan ha serget for en stor rekruttering av type II-fibre (Takada et al., 2012a),
som igjen kan vere arsaken til p70S6K-fosforyleringen. Utmattelse mot slutten av
seriene ser ut til & vaere avgjerende for aktivering av type II-fibre, og type II-fibre ser ut
til & ha en vesentlig storre aktivering av p70S6K sammenlignet med type I-fibre
(Koopman, Zorenc, Gransier, Cameron-Smith, & van Loon, 2006). Denne eventuelle
aktiveringen av type II-fibre stemmer imidlertid ikke overens med den manglende
okningen av fiberareal i type II-fibrene. Akuttdag 2 var tilsynelatende mer utmattende,
og kan ha gitt en sterre aktivering av type II-fibre og derfor et storre stimulus for
p70S6K. I etterkant av treningsektene hadde m.vastus lateralis
svellet med 21 % (akuttdag 1) og 23 % (akuttdag 2). Denne svellingen vil fere til en
mekanisk stimulus for muskelcellene og de strekksensitive signalveiene aktiveres
(Haussinger, 1996). Dette kan ha aktivert mMTOR gjennom bade PLD-veien og gjennom
frisetting av IGF-1/MGF, noe som kan vare med pa & forklare p70S6K-responsen
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(Jenkins & Frohman, 2005; Hornberger et al., 2006; Goldspink, 2003). Det er
foreslatt at reaktiv hyperemi® er drsaken for fosforyleringen av hypertrofisignalene ved
okklusjonsprotokoller (Loenneke et al., 2012). Dette gjelder spesielt p70S6K som kan
bli stimulert via en ekende tilgjengelighet av aminosyrer i blodet via mTOR (Beugnet et
al., 2003). Denne teorien er forelopig tilbakevist i én studie (Gundermann et al., 2012);
men vi kan imidlertid ikke utelukke at en del av fosforyleringen har skjedd som en folge

av reaktiv hyperemi, og ikke utelukkende fra selve okklusjonstreningen.

5.2.2 eEF2

eEF2-fosforylering endret seg ikke ved noen biopsitidspunkt i studien. Dette stemmer
noenlunde overens med tidligere forsek med okklusjonstrening, der tre av totalt fire
studier heller ikke har sett noen effekt. Vi tok biopsier én time etter ekten og dette kan
veare for tidlig for & observere reduksjon i fosforyleringen av eEF2. I den ene studien
som har vist effekt av okklusjonstrening pa eEF2, ble biopsien tatt tre timer etter
treningsekten (Fujita et al., 2007). Av studier som ikke finner endring, har det i to av de
blitt tatt biopsier bdde etter en og tre timer; slik at man ikke kan konkludere at eEF2
nedvendigvis aktiveres etter tre timer. Siden p70S6K er en av de viktigste proteinene
oppstrems for eEF2 ville man forventet en viss likhet i menster av fosforylering. Dette
er imidlertid ikke alltid trenden ved vanlig styrketrening (Walker et al., 2013) eller ved
okklusjonstrening (Fry et al., 2010; Wernbom et al., 2013). Hvis p70S6K har
defosforylert eEF2 i var studie, ma dette ha skjedd utenfor vére tidspunkter med
biopsier. Det virker logisk at det krever en viss tid for at p70S6K og andre oppstrems
signalproteiner skal kunne defosforylere eEF2. Av signalproteinene vi har undersokt er
eEF2 sannsynligvis det proteinet som ligger lengst nede i signaleringskaskadene, og vil
derfor kunne kreve lengre tid for & ha en virkning. Dette stottes ved at eEF2 er viktig for
a blokkere den energikrevende translasjonen under aktivitet (Liu et al., 2013), som igjen
vil kreve en omstilling for & kunne fasilitere translasjon i etterkant av treningen. Wang
et al. 2001 viste at eEF2 blir defosforylert gjennom to hovedveier,
PI3K/Akt/mTOR/p70S6K og av MEK/ERK/p90RSK1 (Wang et al., 2001). Det betyr at

en potensiell grunn for manglende defosforylering av eEF2 ogsa kan skyldes en

¥ Forbigaende okt blodstrom som folge av iskemi (ndr man slipper opp trykket fra
mansjetten i okklusjonstrening).
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manglende aktivering av MEK/ERK/p90RSK-veien. En tredje forklaring kan vaere at
signalveier som fosforylerer eEF2 har blitt aktivert og dermed motvirket p70S6K.

5.2.3 p38MAPK
p38MAPKYy okte etter forste treningsekt uke 1, men ikke ved noen av de andre
tidspunktene. Det var en tendens til forskjell mellom forste treningsekt uke 1 og forste
treningsokt uke 2. pP38MAPKa hadde ingen endring ved noen tidspunkt. Vare funn
stemmer overens med Wernbom et al. (2013) hva gjelder fosforylering av p38MAPKYy,
men ikke p38MAPKa. Det var imidlertid tilsynelatende mindre forskjeller i
fosforylering av p38MAPKa sammenlignet med p38MAPKYy ogsa i Wernbom et al.
(2013). En potensiell arsak til fosforyleringen av p38MAPKY kan vere
muskelsvellingen vi observerte etter gktene. Wretman et al. (2001) viste at p38MAPK
(isoform ikke nevnt) aktiveres av mekanisk stress; og ekningen i cellestorrelse grunnet
svelling kan i seg selv virke som et mekanisk stress (Haussinger, 1996).

p38MAPKY er tidligere vist & vaere forbundet med metabolske adaptasjoner i
muskelen (Boppart et al., 2000; Foster et al., 2012; Pogozelski et al., 2009). Dette kan
vaere en mekanisme til at vi sd en signifikant gkning i antallet repetisjoner utfort, og
derfor okt utholdenhet i muskulaturen. p38MAPKYy-fosforylering tenderte
til & vaere lavere ved akuttdag 2 sammenlignet med akuttdag 1. Dette pa tross av at
akuttdag 2 hadde signifikant heyere treningsvolum. I tillegg viste forsekspersonene en
tendens til reduksjon i kraft etter akutt 2, men ikke akutt 1. Tendensen til forskjell i
fosforylering mellom akuttdagene er ikke lett & forklare. Det ville vert naturlig & tenke
at p38MAPKY ville respondere bedre pa stimulus fra akuttdag 2 siden det ble utfort
flere repetisjoner, og derfor fatt et storre utholdenhetspreg. Forsekspersonene hadde en
tendens til mindre respons av CK og myoglobin ved akuttdag 2, og siden p38MAPK er
kjent for & kunne bli aktivert av stress-signaler (Roux & Blenis, 2004) kan dette vere
med pa 4 forklare den manglende aktiveringen ved akuttdag 2. For a regne ut
forholdet mellom mengde fosforylert og totalprotein av p38MAPK bruker vi det
fosforylerte bandet for begge isoformene vi undersgker, men vi har kun et band som
ikke er spesifikt for isoformene for totalmengde protein. Dette betyr at en endring av de
andre isoformene sin mengde totalprotein vil endre ratioen til bade p38MAPKYy og

p38MAPKa.

61



5.3 Muskelvekst

Tidligere studier pd okklusjonstrening har vist kraftig muskelvekst (tabell 2.1), ogsé ved
protokoller tilsvarende var (Nielsen et al., 2012). Vi observerte en gkning pa 20 % for
type I-fibre, men ingen ekning for type II-fibre. Det er riktignok en tendens i
tallmaterialet til ekning i type II-fibre, men det er ikke signifikant. Dette kan skyldes at
vi kun har syv forsekspersoner inkludert i analysene og kan derfor ha fatt en type II-feil.
Viére resultater er uansett lavere enn det Nielsen et al. (2012) rapporterte (31 % type I og
32 % type II). I var studie sé vi en tendens til reduksjon i II-fibrene etter den forste
treningsuken, mens Nielsen et al. (2012) sa en enorm ekning etter uke en (38 %). Siden
vi brukte en identisk protokoll den ferste uken er dette oppsiktsvekkende. Dette kan
kanskje forklares med at vi presset vare forsekspersoner hardere (Mathias Wernbom,
personlig kommunikasjon, 2014); og vi hadde gjennomsnittlig 85 repetisjoner per okt,
mot kun 66 i Nielsen et al. (2012). Repetisjonsantallet kan riktignok ogsa stamme fra
forskjeller i treningsapparat og/eller i kriterier for utmattelse.

Sammenfallende med fiberareal for type II-fibre fant vi ingen endring i
tverrsnittsareal for hele m.quadriceps ved bruk av MR (data ikke vist). MR-resultatene
er 1 sterk kontrast til tidligere studier som har undersgkt muskelvekst etter
okklusjonstrening med MR (Kubo et al., 2006; Takarada et al., 2002; 2004). Det var
imidlertid en viss forskjell i tverrsnittsekning for de forskjellige muskelbukene ved MR-
analysen; der m.rectus femoris hadde en tendens til gkning (5 %, ikke signifikant; data
ikke vist). Grunnen til den sene hypertrofiresponsen i type I-fibre, og fraveret av
hypertrofi i type II-fibre kan muligens ogsé forklares med at treningsbelastningen ble
for stor; og at forsegkspersonene behgvde tid pa 4 restituere seg. Siden fiberarealet for
type I-fibre forsetter & oke fra post 3 til siste biopsitidspunkt ved post 10 er det heller
ikke utenkelig at det hadde fortsatt & eke; spesielt ettersom styrkeresultatene tenderte til
a oke fra post 10 til post 20. I tillegg til proteinsyntese vil ogsa
proteinnedbrytning pavirke sluttproduktet hypertrofi. Vi malte ikke fosforylering av
nedbrytningsfaktorer i denne studien, men tidligere forsek har vist en reduksjon 1
mRNA-niva (Drummond et al., 2008; Manini et al., 2011) eller ingen endring av
fosforylering (Fry et al., 2010) for de vanligste nedreguleringsveiene. Disse faktorene
kan gke nedbrytning, men ogsa redusere syntesen ved en hemming av
hypertrofisignalveiene. Dette er noe som potensielt har pavirket bade
hypertrofisignaleringen og hypertrofifremgangen i vér studie. Gundermann et al. (2014)

fant imidlertid ingen endring av proteinnedbrytning etter en okklusjonstreningsekt; og
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spekulerer 1 at nedbrytningen trenger et storre mekanisk stress for & bli pavirket.

Gundermann et al. (2014) undersekte effekten av okklusjonstrening pa
proteinsyntesehastighet, og viste en gkning pé 42 % etter en time og 69 % 24 timer etter
treningsekten. Sammenlignbart med ekningen sett ved tradisjonell styrketrening
(Phillips, Tipton, Aarsland, Wolf, & Wolfe, 1997). I tillegg viste resultatene at p70S6K-
fosforylering fulgte samme menster som fractional synthetic rate (FSR)’, som taler for
en sterk involvering av p70S6K for hypertrofiresponsen (Gundermann et al., 2014).
Dette monsteret stemmer overens med studier pé tradisjonell styrketrening (Burd et al.,
2010; Kumar, Atherton, et al., 2009a) og tidligere studier pa okklusjonstrening (Fujita et
al., 2007; Gundermann et al., 2012). Selv om resultatene i (Gundermann et al., 2014)
tyder pd at effektene man féar av okklusjonstrening er mTOR-p70S6K-avhengig, kan vi
ikke utelukke at andre signalveier og mekanismer kan ha en stor betydning. MAPK-
familien kan potensielt ogsd vaere viktig for okklusjonstrening, men virkningene er mer
allsidige og diffuse sammenlignet med Akt-mTOR-veiene; og derfor vanskeligere &
studere. Gundermann et al. (2014) undersekte ogsa MAPK-fosforylering, og viste ingen
fosforylering av ERK1/2 og Mnk1 for verken kontrollgruppen eller rapamycingruppen;
selv om det var en tydelig trend til ekning for kontrollgruppen og ingen forandring for
rapamycingruppen. I en studie fra samme gruppe i 2009 viste de en klar inhibisjon av
ERK1/2 og Mnk1 ved inntak av rapamycin i forbindelse med tradisjonell styrketrening
(Drummond et al., 2009). Dette taler for at ERK1/2 og Mnk1 sannsynligvis ogsd har
veert inhibert i Gundermann et al. (2014). Flere har sett en gkning i MAPK-
signalering sammen med muskelvekst i studier med okklusjonstrening, ERK1/2 og
Mnkl (Fry et al., 2010; Gundermann et al., 2012) og p38MAPK (Wernbom et al.,
2013). Men forelopig har ingen klart 4 bevise MAPK sitt bidrag. p38MAPKYy er
tidligere vist & kunne kontrollere sterrelsen pa type I-fibre (Foster et al., 2012), og okte
sin fosforylering i vér studie. Dette kan tale for en rolle for pP38MAPKY i okningen av
type I-fibre vi observerte. Hypertrofisignalering er en prosess som involverer
en rekke prosesser og faktorer som har forskjellig tidsforlep. Det er ogsa umulig &
ekstrapolere fosforyleringen til proteinene da den ikke folger noe bestemt menster. Det
er viktig & bemerke at ikke alle vare biopsitidspunkt ble satt opp for kun & underseke

fosforylering, men heller en rekke analyser. De tidspunktene som ble satt opp for

? Malemetode for hastighet av MPS.
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fosforyleringsanalyser var etter én og 22 timer etter oktene og kan regnes som to
stikkprever av fosforyleringen. Vi vet ikke mensteret til fosforyleringen verken for, 1
mellom eller etter disse tidspunktene. Dette gjor at vi heller ikke vet hvordan
sensitiviteten har utviklet seg gjennom treningsukene, noe som gjor det vanskelig a
tolke om systemene har blitt resatt fra slutten av treningsuke en, til starten av uke to.

Det er vanskelig & finne en sammenheng mellom muskelvekst og
hypertrofisignalering. Selv om vi observerte ekning i fosforylering av bade p70S6K og
p38MAPKY ved akuttdag 1, sd vi ingen ekning i fiberareal for noen av fibertypene etter
forste treningsuke. Pa tross av aktivering av signalveier koblet til muskelvekst
observerte vi ingen markant muskelvekst, tatt bade fiberareal og MR-analyser i
betraktning. Dette kan enten forklares ved andre faktorer som pavirker muskelvekst og
kan overstyre hypertrofisignaleringen; for eksempel nedreguleringsfaktorer og
muskelskader; eller at hypertrofisignaleringen ikke har vert sterk nok.

Signalering er ogsa vanskelig a koble direkte til muskelvekst siden det er kun en
liten del av et stort bilde som bestér av et stort antall mekanismer. Biopsiene ble
tatt fra m.vastus lateralis mens hele m.quadriceps bidrar under kneekstensjon. Krustrup
et al. (2009) viste en endring av rekruttering av muskelbuker i kneekstensjon nar man
bruker blodtrykksmansjett, der m.rectus femoris virker & vaere den mest aktive. Dette
kan ogsa ha vert tilfellet 1 var studie siden m.rectus femoris var den eneste muskelen
som tenderte til & oke ved MR-malingene (5 %, ikke signifikant, data ikke vist). Selv
om det er rimelig 4 anta at alle musklene som bidrar til kneekstensjon ma bidra nar man
narmer seg utmattelse, vil dette kunne tale for et misforhold mellom fiberareal, som er
malt fra m.vastus lateralis. Videre er biopsiene kun en liten del av selve muskelen og
ikke nedvendigvis representativ for resten av muskelbuken eller muskelgruppen, verken

for fosforylering eller fiberareal.
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5.4 Muskelstyrke

Vi fant ingen endring i verken isokinetisk dreiemoment eller 1 RM for noen tidspunkt i
denne studien. Styrken tenderte til & fa en reduksjon gjennom selve treningsperioden,
men ekte fra hvileuken til malingene etter treningsukene. Fiberarealet fra vire biopsier
viser at type I-fibrene har hatt ekning, mens MR viser at m.quadriceps som helhet ikke
har gkt sitt tverrsnittsareal. Dette er sannsynligvis grunnen til at vi ikke observerer noen
okning i muskelstyrke gjennom treningsperioden, og et innslag av muskular tretthet kan
ha medvirket til tendensen til lavere styrke etter forste treningsuke.

Resultatene er i kontrast til tidligere studier med tilnermet lik varighet. Abe et
al. (2005a) observerte 17 % ekning i 1RM knebgy etter to uker med okklusjonstrening
to ganger hver dag, seks dager i uken; og Abe et al. (2005b) som viste 10 % ekning i
IRM beinpress etter atte dagers okklusjonstrening pé friidrettsutevere. Noe av
forskjellen kan forklares ved forskjellige test- og treningsmetoder, der kneekstensjon,
som vi brukte, i mindre grad vil bli pavirket av tekniske momenter og derfor vil vere
mer representativ for den faktiske endringen i muskelkraft. Grunnen til at
muskelstyrken tenderte til & bli lavere etter forste treningsuke, for s 4 oke gradvis mot
post 20, kan veare at forsekspersonene opplevde for stor treningsbelastning.
Styrkeresultatene vare ligner pa menster man ser etter forsgk der man har trent for tungt
for & skape en overreaching effect'® (Kraemer et al., 2006; Volek et al., 2004). I
motsetning til vér studie viste disse forsekene gkning i CK; som gjor det rimelig & anta
at forsekspersonene var overbelastet i storre grad. Vi kan ikke utelukke at vi
hadde observert en videre ekning i styrke etter var siste maling ved post 20, siden

muskelstyrken fortsatte & eke fra post 10 til post 20.

' For mye treningsbelastning p4 for kort tid.
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5.5 Begrensninger

Grunnet manglende oppslutning av forsekspersoner matte vi gjore forseke med faerre
forsekspersoner enn planlagt (n=9). Grunnet en feil under behandling av biopsipravene
ble samtlige biopsibiter til to forsekspersoner skadet slik at de ikke kunne analyseres for
fiberareal. Dette gjor at resultatene fra bare syv forsekspersoner utgjor datagrunnlaget
for fiberareal, som egker muligheten for type II-feil. Forsgket ble ikke utfort pa en
blindet méte siden samme personer stod for bade trening, testing, laboratoriearbeid,
dataanalyser og tolkninger. Testingen av maksimalt isometrisk dreiemoment en time
for, og etter treningsektene ved akuttdagene viser tegn pé at de ikke har blitt ufert bra
nok. Flere forsekspersoner gar vesentlig opp 1 kraft; noe som ikke kan stemme. Dette
kan skyldes for darlig testmetodikk eller at forsgkspersonene sparte seg til
treningsekten. Vi hadde et massivt testbatteri som potensielt kan ha gitt en
treningseffekt i seg selv. Testbatteriet har ikke hatt padvirkning pé
fosforyleringsresultatene vére da vi kun testet motsatt bein av det som skulle ta biopsi

ved akuttdagene. Ingen annen testing ble gjennomfort i forkant av biopsitakning.
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6. Konklusjon

Denne studien viste at ti dager hvile kan vere tilstrekkelig for & resette
hypertrofisignaleringen etter en periode med hoy-frekvent okklusjonstrening (syv ekter
pa fem dager). p70S6K hadde lik fosforylering etter forste treningsekt ved begge ukene,
og kan derfor ha vaert like mottagelig for nye stimuli fra treningene i treningsuke to. Det
kan imidlertid veere at samme aktivering i uke to stammer av et gkt treningsstimulus, og
derfor ikke nedvendigvis pa grunn av en lik sensitivitet. p38MAPKYy viste en tendens til
redusert sensitivitet; selv om treningsstimulus antakelig var storre ved oppstart uke to.
eEF2 og p38MAPKa hadde ingen endring ved verken akuttdagene eller de
andre tidspunktene, noe som muligens kan tyde pd at de ikke blir aktivert med denne
type protokoll. eEF2 ligger nedstroms for de andre proteinene og det kan spekuleres i
hvorvidt en time er for tidlig, mens 22 timer potensielt er for sent for 4 se endring 1
aktivering. p70S6K-fosfofylering aokte etter én time ved akuttdag 1 og 2; men
var ikke aktivert 22 timer etter treningsekt ved dag 3. Fosforyleringen av p70S6K er i
samsvar med tidligere studier med okklusjonstrening og er foreslatt & vaere nedvendig
for effektene man ser pa gkning i proteinsyntesehastighet. p38MAPKYy -fosforyleringen
stemmer overens med den ene studien som har undersekt den tidligere (Wernbom et al.,
2013); og kan ha vert medvirkende til gkningen i fiberareal i type I-fibre. Pé tross av
aktivering av begge disse antatte sentrale signalveiene observerte vi ingen markant
muskelvekst. Fiberareal gkte med 15 % for type I-fibre, men okte ikke
signifikant for type II. MR-analyser viste at tverrsnittsarealet for m.quadriceps var
uendret etter intervensjonen, og viser at gkningen av fiberareal for type I-fibre ikke var
tilstrekkelig for & gi en funksjonell okning av av m.quadriceps. Dette var sannsynligvis

en viktig arsak til at muskelstyrken ikke okte ved noen tidspunkt.
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NORGES IDRETTSHAGSKOLE

Foresporsel om deltakelse som forseksperson

Styrketrening med redusert blodstrom og muskelhukommelse

Dette skrivet er til alle potensielle forsekspersoner. Vi ber om din deltakelse i

prosjektet, sa fremt du oppfyller kriteriene:
1) Du ma veere i alderen 18145 ar (begge kjonn).

2) Du skal ikke ha drevet regelmessig styrketrening pa larmusklene under de siste 6

maneder (dvs. >1 gkt hver annen uke).
3) Du mé vere frisk og uten skader i kneleddene og 1drmusklene.

4) Du kan ikke bruke noen form for medikamenter eller benytte deg av kosttilskudd

under treningsperioden (proteinpulver, vitaminer, kreatin eller lignende).

5) Du kan ikke delta om du er allergisk mot lokalbedovelse (tilsvarende det man far hos

tannlegen).
Bakgrunn og hensikt med forseoket

Tidligere studier har vist kraftig muskelvekst selv med relativ lett motstand (20-50 % av
maksimal styrke) om blodtilferselen til muskelen reduseres med en trykkmansjett under
trening («okklusjonstrening»). Det interessante med denne metoden er at muskelveksten
synes a vaere malbare etter bare f4 dager med trening. I denne studien ensker vi &
studere denne treningsformen narmere, og vi er spesielt interessert i & avdekke de

cellulere mekanismene. Vi er ogsa ute etter & underseke om muskelen kan «huske» at
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den har vert igjennom en kort periode med betydelig muskelvekst. Teorien bak denne
hukommelsen ligger i at muskelcellene permanent eker antall cellekjerner (som
inneholder arvematerialet); s& selv om muskelen svinner pd grunn av redusert trening vil

muskelen raskt gjenvinne sterrelsen ved re-trening.

Treningsmetoden med redusert blodstrem kan ha viktige implikasjoner for en bred
maélgruppe, fra idrettsutovere til eldre med kraftig redusert muskelmasse (sarkopeni) og

pasienter som skal gjennom en kneoperasjon.

Gjennomferingen av forseket

Forseket gér ut pé at du trener 7 treningsekter pa 5 dager i 2 runder. De to
treningsperiodene er avskilt med 10 dager hvile. Treningen bestér av sittende
kneekstensjoner (forsiden av larene), mens en trykkmansjett er plassert gverst pa laret (i

lysken).

Du vil bli rekruttert til én av to grupper. Den ene gruppen vil trene begge beina samtidig
(gruppe 1), mens den andre gruppen kun vil trene ett, tilfeldig valgt bein (gruppe 2).
Rekrutteres du til sistnevnte gruppe vil du om ca ett ar fra na gjennomfere en 10-ukers
treningsperiode med tradisjonell, tung styrketrening for begge beina

(muskelhukommelsesforsgket; se under).

For at vi skal kunne studere cellulere mekanismer i musklene, mé vi ta prover av
musklene dine. Slike muskelprever (biopsier) vil tas ved flere tidspunkt (se under). Vi
vil maksimalt ta 5 prever fra hvert lr. Blodprever vil ogsa tappes fra en vene i armen

(vanlig blodprevetakning).

Muskel-styrke og -tykkelse vil registreres ved flere tilfeller for, underveis og etter
treningsperiodene. Til dette benytter vi styrketester der du tar i alt du kan, og vi bruker

ultralyd og magnetresonans (MR) til & studere muskeltykkelsen.

Alt 1 alt vil du mete i laboratoriet vart 12-15 ganger denne heosten. I tillegg kommer

oppmgeter for forseket om ett ar, hvis du rekrutteres til muskelhukommelsesforsoket
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(gruppe 2). Da vil du matte mote i laboratoriet ytterligere 4-6 ganger, samt trene styrke
3 ganger per uke i 10 uker. Denne treningen vil du gjere pa Norges idrettshogskole, men
du kan selv velge nar du skal trene. Laboratoriecoppmetene for testing og provetakninger

vil fordeles til for og etter treningsperioden. Vi gjer individuelle avtaler.

For forsoket

Du skal mete pd Norges idrettshogskole 2-3 ganger for tilvenning til tester og
treningsevelser, miling av muskeltykkelse med ultralyd, og en legesjekk i ukene for
forseket. Hver seanse varer i 1-2 timer. MR méi gjores pa et rontgensenter i Oslo
sentrum. Syv dager for forsgket tas den forste biopsien og blodpreven, dette tar ca 30
minutter og foregér pa formiddagen. Tidspunkter avtales individuelt. Du kan ikke drive

krevende fysisk aktivitet (trening) i 2 dager for tester og biopsitakning.

Styrketrening med redusert blodstrom

Du vil gjennomfere 7 treningsekter pa 5 dager under forste og tredje uke av
forseksperioden. P4 mandag, tirsdag og onsdag har du én treningsekt, mens torsdag og
fredag har du en formiddagsekt og ettermiddags/kvelds-ekt. Treningen vil foregd i
styrkelaboratoriet ved Norges idrettshogskole, og du vil {4 assistanse med

trykkmansjetten og gjennomfoeringen av selve treningen.

Treningsekten bestar av 5 serier med 30 % av maksimal motstand til utmattelse i et
kneekstensjonsapparat. Det vil vaere 45 sekunder pause mellom seriene. Denne trening
gjores med et eller to bein (avhengig av hvilken gruppe du er 1), og blodstremmen til

arbeidende muskulatur vil vare begrenset med ca 50 % pga. trykkmansjetten.

Er du i gruppe 1, vil du pa ferste treningsdag i hver femdagersperiode teste maksimal
isometrisk styrke for og etter treningen, samt 4 timer senere og dagen etter. Det vil ogsa
tas en biopsi 1,5 timer etter treningsekten. Videre muskelproves vil tas pa dag 9, 15, 21

og 29.

Er du i gruppe 2, vil biopsier tas pa dag 15 og 29, samt for og etter treningsperioden om
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et ar.

Muskelhukommelsesforsoket

Er du i gruppe 2 vil du om ca et ér fra na starte pa en 10 ukersperiode med tradisjonell
styrketrening av beina tre ganger per uke. Qvelsene vil vaere knebgy, beinpress og
kneekstensjon (5-16 repetisjoner 4 2-4 serier). Tester av styrke, muskeltykkelse (MR),

samt biopsier og blodprever tas for og etter treningsperioden.

Tester og undersokelser

MR-skanning: Denne testen inneberer at du ligger stille i ca 30 minutter i en trommel.

Malingen utfores ved et rentgeninstitutt i Oslo sentrum.

Muskelfunksjonstest: Testingen av maksimal styrke gjores i ulike
kneekstensjonsapparater, slik at vi tester bade din isometriske (statiske) og dynamiske

styrke — inkludert en test av 1 repetisjon maksimum (1RM).

Blodpraver: Blod tappes fra en vene i albuen («vanlig blodprevey).

Biopsier: Det vil tas mellom 4-5 biopsier fra hvert 1ar (totalt 9). Biopsiene tas ut pa

folgende mate:

* Huden og bindevevet lokalbedeves der proven skal tas.

* Etsnitt pd ca. 1 cm gjeres gjennom hud og muskelfascien.

* En ndl med diameter pa 516 mm fores inn (2013 cm) og 113 smi biter av
muskulaturen, pé sterrelse med et fyrstikkhode, tas ut.

* Snittet lukkes med tape.

Eventuelle ulemper ved i delta

* Deltakelse i prosjektet vil kreve mye tid og oppmerksomhet. Du ma mgte

ved NIH pa totalt 12-14 dager denne hgsten, samt neste hgst om du er i

gruppe 2.
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* Trening skal gjennomfgres vil medfgre en viss risiko for muskelskader, og
folelse av sarhet/stglhet i muskulaturen vil du oppleve.

* Trening med redusert blodstrgm kan oppleves som meget ubehagelig, men
det er ikke knyttet stor risiko til denne typen trening.

* 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.

* Duvil 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.

* Blodprgvetakning (veneprgve) medfgrer en liten infeksjonsfare og det kan
oppleves ubehagelig.

* En MR-skanning med fgrer at du ligger inne i en trommel og stgynivaet er
betydelig; selv om du har pad deg hgrselsvern, kan stgynivaet oppleves som

noe ubehagelig.

Personvern

Vi vil kun lagre informasjon om deg under ditt forsekspersonnummer. Undervis i
forseket vil vi oppbevare en kodeliste med navn og forsekspersonnummer. Denne
kodelisten vil fysisk vere last inne, slik at det er kun forskerne tilknyttet studien som
har adgang til den. Representanter fra kontrollmyndigheter i inn[] og utland kan fa
utlevert studieopplysninger og gis innsyn i relevante deler av din journal. Formalet er &
kontrollere at studieopplysningene stemmer overens med tilsvarende opplysninger i din
journal. Alle som fér innsyn i informasjon om deg har taushetsplikt. Innsamlet data vil

bli anonymisert etter 15 ar (kodelisten destrueres).

Alle prover vil analyseres “blindet”, det vil si at forskerne som utforer den enkelte
analysen ikke vet hvilken forseksperson preven kommer fra (verken

forsgkspersonnummer eller gruppe)

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

Biobank

86



Biopsiene og blodpravene vil bli oppbevart i en forskningsbiobank uten kommersielle
interesser. Hvis du sier ja til & delta i studien, gir du ogsa samtykke til at det biologiske
materialet og analyseresultater inngér i biobanken. Provene vil bli lagret til &r 2028.
Ansvarlig for biobanken er Prof. Truls Raastad ved Seksjon for fysisk prestasjonsevne
ved Norges idrettshagskole. Det biologiske materialet kan bare brukes etter godkjenning

fra Regional komité for medisinsk og helsefaglig forskningsetikk.

Innsynsrett og oppbevaring av materiale

Hvis du sier ja til & delta i studien, har du rett til 4 fa innsyn 1 hvilke opplysninger som
er registrert om deg. Du har videre rett til & fa korrigert eventuelle feil i de
opplysningene vi har registrert. Dersom du trekker deg fra studien, kan du kreve & fa
slettet innsamlede prover 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 mete for alle forsekspersonene

der vi presenterer resultatene fra studien.

Forsikring

Du som er deltaker i prosjektet er forsikret dersom det skulle oppsta skade eller
komplikasjoner som folge av forskningsprosjektet. Norges idrettshegskole er en statlig
institusjon og er saledes selvassurander. Dette innebarer at det er Norges

idrettshegskole som dekker en eventuell erstatning og ikke et forsikringsselskap.

Finansiering

Prosjektet er fullfinansiert av Norges idrettshagskole, Universitet i Agder og
Universitetet i Oslo og Universitet i Goteborg. Det er mottatt midler fra Centrum for

idrottsforskning (Sverige).

Publisering
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Resultatene fra studien vil offentliggjores i internasjonale, fagfellevurderte, tidsskrift.

Du vil f3 tilsendt artiklene hvis du ensker det.

Samtykke

Hvis du har lest informasjonsskrivet og ensker & vaere med som forseksperson 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 nér som helst trekke deg fra prosjektet uten videre
begrunnelse. Alle data vil, som nevnt ovenfor, bli avidentifisert for de blir lagt inn i en

database, og senere anonymisert.

Dersom du ensker flere opplysninger kan du ta kontakt med

Goran Paulsen pé tlf: 93429420, eller

Truls Raastad pa tlf: 23 26 23 28 el. 913 68 896

Vennlig hilsen

Goran Paulsen (forsker)

Truls Raastad (Professor)
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Samtykke til deltakelse i studien

Jeg er villig til 4 delta i studien

(Signert av prosjektdeltaker, dato)

Jeg bekrefter 4 ha gitt informasjon om studien

(Signert, rolle i studien, dato)
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Vedlegg 2 — protokoll western-blot
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DAGO

Running buffer: 100 mL MES running buffer + 1900 mL ultrarent vann

Transfer buffer: 50 mL transfer buffer + 100 mL metanol + 850 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: 2 L

* Settes i kjoleskap over natt.

DAG 1

1. KLARGJORING. BLANDE PROVER

* TaTBS og TBS-T ut av kjeleskapet.

* Sett varmeblokk pa 70°. Dobbeltsjekk at den er paslétt. Hent ut prever av fryser.

* Bland prove, vann, sample buffer og reducing agent i henhold til «sample
preparation maly.

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

* Print ut «<NuPAGE ELFO WB»-skjema.

* Sett merkede eppendorfrer pd varmeblokk 1 10 min ved 70° (sett temperatur til
60°). Sett pa stoppeklokke!

2. MENS PROVEN STAR PA VARMEBLOKK

* Finn frem: 2 geler til hver boks som skal kjeres, running buffer, antioksidant,
elektroforeseboks og marker-alliquotter (4 stk. per elektroforese-kammer).

* Tilsett 1 mL antioksidant i 400 mL running buffer i egen flaske.

* Husk provene pa varmeblokka!

* Klipp opp plasten pd gelene, og terk av. Ta av hvit tape og fjern kammen.

* Bruk pasteur-pipette til 4 skylle brennene med running buffer.

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

3. ELEKTROFORESE
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Fyll indre kammer med running buffer + antioksidant (sjekk at det ikke lekker 1
ytre kammer).

Sett 5 uL marker i brenn 1 og 10 pd begge sider (bruk 1-10 uL-pipette)

Sett 30 uL prove i de ovrige brennene. (Bruk oransje 5-40 uL-pipette, med svart
prikk)

For inn i skjema for <kNuPAGE ELFO WB» fortlepende.

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

Sett pé lokk, montér ledninger, sl pa og still inn volt (200 V) og tid (80 min).
Elektroforesekammeret settes i isoporboks med is rundt

Sjekk at strommen lager bobler i indre bufferkammer.

55 min pause.

4. MENS ELEKTROFORESEN GAR — AKTIVERE PVDF-MEMBRANENE

Tilsett 1 mL antioksidant i 1 L transfer buffer.
Klipp opp 2 PVDF-membraner per elektroforese-kammer og legg disse i lysebla
boks.
Finn frem 4 filterpapir og 3 pads per elektroforese-kammer.
Pads legges 1 transfer buffer + antioksidant i lilla boks i >15 min (klem ut
luftbobler).
PVDF-membraner aktiveres pa folgende méte:

o 30 sek i metanol

o 30sekidH20

o 1-2 min i nytt dH20

o 10-15 min i transferbuffer + antioksidant pa gyrorocker.
Filterpapir legges i transferbuffer i lilla boks like for bruk.

5. BLOTTING

Finn frem: blottedelen til boksene, lilla bokser, pinsett, spade, blyant, terkepapir,
rulle og gul avfallsboks.
S1a av, trekk ut ledninger. Ta ut en gel om gangen, og terk av. Ta ut den fremste
gelen forst.
Knekk opp med en spade. Loft av den minste platen fra motsatt side av buen.
Fjern brennene. Legg vétt filterpapir pa gelen, og klem lett sammen.
Snu opp ned, og sett spaden ned i sporet og trykk lett slik at gelen lasner.
Loft platen forsiktig opp, og se til at gelen na sitter pa filterpapiret.
Skjer av nedre del av gelen, og lag sandwich:

o Pad

o Filterpapir + gel

o Membran (skriv tall i gvre hoyre hjerne, bruk rulle for god kontakt)

o Filterpapir
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Pad
Filterpapir + gel
Membran (skriv tall i evre heyre hjerne, bruk rulle for god kontakt)
Filterpapir
o Pad
* Skyll elektroforesekammer i dH20, og monter sandwichen i kammeret. Lukk

O O O O

klemmen.
* Fyll indre kammer med transferbuffer opp til de hvite skruene (sjekk at det ikke
lekker).
* Fyll ytre kammer 2/3 fullt med kaldt dH20.
* Sett pa lokk, montér ledninger. Sjekk at elektrodene sitter i sporene slik de skal.
* Blotting: 30 V, 90 min.

6. NAR BLOTTING ER IGANGSATT

* Rydd det som kan ryddes.

* Lag5 % melkelosning: 20 g melkepulver + 400 mL TBS-T (reres med magnet)
* Finn frem glassplate, kniv, linjal, blyant, pasteur-pipette og markervekt-skjema.
* 60 min pause.

7. NAR BLOTTINGEN ER FERDIG: BLOKKERING

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

* Legg membranene i lysebla plastboks med 5% melkelosning i 2t.

* Boksen settes pa gyrorocker i 2 timer (hastighet: 20).

* Finn frem glassplate, kniv, linjal, blyant, pasteur-pipette og markervekt-skjema.
* Legg pads i dH20 (ma ikke komme i kontakt med deconex). Filtrene kastes.

* Lag 1 % melkelosning: Bland 10 mL 5 % melkelosning med 40 mL TBS-T.

* Vask elektroforese-kamrene og div.

* 1t45min pause

8. Vasking

* Tom ut melkelosningen fra boksen med membranene.

* Skyll 2 ganger i romtemperert TBS-T.

* 4x5miniTBS pa gyrorocker (hastighet: 65).

* Finn frem antistoff for de fosfo-proteinene som skal studeres.

* Finn frem ror for primert antistoff-lesning, og merk disse med antistoff, initialer
og dato.

* Antistoff tines og spinnes ned.
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o Fosfo p70: Fortynning 1:1000, 5 mL + 5 uL (3. skuff i fryser).
o Fosfo eEF2: Fortynning 1:5000, 10 mL + 2 uL (3. skuff'i fryser).
o Fosfo p38: 1:1000, 5 mL + 5 uL 1 (2. skuffi fryser).
* Bland primert antistoff i plastboks (p70) og plastrer (p38 og ef2)
* Pipettér 5 mL 1 % melkelosning i1 hvert ror, og pipetter primert antistoff i riktig
1or.
* Pipettér Proclin (5ul ved 10ml melkelesning og 2,5ul ved 5ml melkelosning)

9. Kutting og inkubering i primart antistoff

* Bruk pasteur-pipette til 4 fukte glassplaten

* Legg membranen pd glassplaten med proteinsiden opp, og bruk linjal og blyant
for & tegne opp hvor det skal kuttes. Kuttes ved:

. 120

* 1.1  Rettoverbla 82

e 1.2 Midt mellom red 62 og rad 55

* 13 Red26

* Marker membrandelene med tekst, FP-NR+membran-Nr +protein (feks. FP10,1
p70)

e Kutt langs de opptegnede strekene, og legg de ferdigkuttede membranene 1
ferdig rer med antistoff. Rull dem med proteinsiden inn (tekst inn) eller rygg til
rygg i plastboks.

* Legg rarene pa roller mikser i kjoleskap over natt (hastighet: 7). Hold inne
powerknappen for & fa frem uendelighetstegnet oo.

* Sett TBS, TBS-T, dH20 og 5 % melkelesning i kjeleskap.

*  Opprydning og vask.

* Ferdig for dagen!

DAG 2

10. VASKING

* TaTBS, TBS-T og melkelosning ut av kjeleskapet (TBS og TBS-T reres og
varmes).
* Bruk pinsett for 4 ta membranene ut av rerene. Ta vare pd rerene med antistoffer

(.
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Legg membranene i lysebla plastboks og skyll to ganger i TBS-T.

15 min i TBS-T pé gyrorocker (hastighet: 65).

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

Lag 1 % melkeleosning: Bland 20 mL 5 % melkelesning med 80 mL TBS-T med
magnet. (=)

11. INKUBERING I SEKUNDART ANTISTOFF

Gjer klar en lysebla plastboks og bland melkelgsning med sekundeart antistoff.
30ml melkelosning og 10ul antistoft. (1:30000)

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

60 min pause.

12. VASKING

Tom ut melkelosningen fra boksen med membranene.

Skyll 2 ganger i romtemperert TBS-T.

15 min i TBS-T pé gyrorocker (hastighet: 65).

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

Mens membranene vaskes: Finn frem et lite ror og pakk det inn 1
aluminiumsfolie.

Bland substratvaske, bland lett og sett i skap

200 pl per liten membran, 300 pl per store membran.
Lag oppsett for billedtagningen.

13. BILDER

Dekk en liten flate pa bildetakningsapparatet med substratvaeske og legg forste
membraner med proteinsiden opp. Underseok plassering av membranene, sorg for
at den er 1 midten av kamera. Dekk s& membranene rikelig med substratvaeske,
lukk deren og vent minimum Smin (ta tiden). I mellomtiden: Lag mappestruktur.
MINE DOKUMENTER - TORSTEIN - WB - UKENR - FOSFO ELLER
TOTAL - PROTEIN

Ta bilder med automatisk opplesning og lagre under riktig mappe.

HUSK MEMBRANBILDE AV HVER ENKEL RUNDE

Legg membraner fortlapende tilbake i1 plastboks med TBS.

14. STRIPPING, VASKING OG BLOKKERING

Skyll membranene 2-3 ganger i TBS-T.
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Strip membranene med «Restore PLUS Western blot stripping buffer» i 10 min
pa gyrorocker

Skyll membranene 5 x 1 min i dH2O. Benytt ny plastboks.

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

Ta bilder pa nytt, undersok at det ikke kommer frem bénd.

Hvis band: ny stripperunde = Ta bilder pa nytt

Hvis ikke bdnd:

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

Inkubér i sekundeert antistoff i 1t: Legg membranene med proteinsiden opp, og
inkubér i 1 time pd gyrorocker (hastighet: 20). Bruk lokk/parafilm.

60 min pause.

Ta bilder pa nytt

Blokkér i 5 % melkelosning i 60 min.

Bland 10 mL 5 % melkelosning med 40 mL TBS-T (forberedelse til antistoft-
inkubering)

Finn frem ror for primert antistoff-lesning, og merk disse med antistoff, initialer
og dato.

45 min pause.

15. VASKING

Tom ut melkelosningen fra boksen med membranene.
Skyll 2 ganger i romtemperert TBS-T.

Skyll 2 x 2 min 1 TBS-T pa gyrorocker (hastighet: 65).
Finn frem antistoff for de total-proteiner som skal studeres.

16. INKUBERING I PRIMART ANTISTOFF (TOTAL-PROTEINER)

Finn frem antistoff for de total-proteiner som skal studeres.
Antistoff tines og spinnes ned.

o Total p70: Fortynning 1:1000, 5 mL + 5 uL (3. skuffi fryser).

o Total eEF2: # 23328, 1:5000, 10 mL + 2 uL (3. skuffi fryser).

o Total p38: #9212P, 1:5000(?), 10 mL + 2 uL (2. skuff'i fryser)
Pipetter 5 mL eller 10 uL 1 % melkelosning i hvert ror, og pipetter i riktig
primart antistoff.

Ta membranene opp av TBS-T-lesningen og rull dem med proteinsiden inn
(tallet inn).

Legg rarene pa roller mikser i kjoleskap over natt (hastighet: 7). Hold inne
powerknappen for & fa frem uendelighetstegnet oo.

Sett TBS, TBS-T og 5 % melkelosning i kjeleskap.

Rydd/vask!

Ferdig for dagen!
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DAG 3

17. VASKING

Ta TBS, TBS-T og melkelosning ut av kjeleskapet (TBS og TBS-T reres og
varmes).

Bruk pinsett for 4 ta membranene ut av rerene. Ta vare pa rerene med antistoffer
?)

Legg membranene i lysebla plastboks og skyll to ganger i TBS-T.

15 min i TBS-T pé gyrorocker (hastighet: 65).

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

18. INKUBERING I SEKUNDART ANTISTOFF

Gjer klar en lysebla plastboks og bland melkelgsning med sekundert antistoff.
30ml melkelosning og 10ul antistoft. (1:30000)

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

60 min pause.

19. VASKING

Tom ut melkelosningen fra boksen med membranene.
Skyll 2 ganger i romtemperert TBS-T.

15 min i TBS-T pé gyrorocker (hastighet: 65).

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

13. BILDER

Dekk en liten flate pa bildetakningsapparatet med substratvaeske og legg forste
membraner med proteinsiden opp. Underseok plassering av membranene, sorg for
at den er 1 midten av kamera. Dekk s& membranene rikelig med substratvaeske,
lukk deren og vent minimum 5Smin (ta tiden). I mellomtiden: Lag mappestruktur.
MINE DOKUMENTER - TORSTEIN - WB - UKENR - FOSFO ELLER
TOTAL - PROTEIN

Ta bilder med automatisk opplesning og lagre under riktig mappe.

HUSK MEMBRANBILDE AV HVER ENKEL RUNDE

Legg membraner fortlapende tilbake i plastboks med TBS.
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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 dH2O. Benytt ny plastboks.3 x 5 min i TBS pé
gyrorocker (hastighet: 65).

* Lag plastposer for nedfryste membraner. Merkes med initialer, fp-nr, membran-
nr og vektomrade. 110-82kd (ef2) 82-55kd (p70) 55-30kd (p38)

15. Nedfrysning

* Toerk membranene pé stovfritt papir, klem begge sidene med papir slik at de er
torre. Legges ned i ferdiglagde plastposer. Fryses ned pé -81grader.
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